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1
MG PAU

Khi hau gi6 mua cung véi sy da dang vé dia hinh, thé nhudng da tao nén su
phong phi vé tham thuc vat ¢ Viét Nam. Sy wu déi Ay cua thién nhién cung véi kién
thirc y hoc ¢b truyén qua hang ngan niam phat trién da gitp sang loc duogc rat nhidu duoc
liéu, bai thudc, phuong thic chita tri quy bau. Mac di ngay nay y hoc hén dai rat phat
trién, nhung y hoc cb truyén dang duoc sir dung rong rai dé bao vé, cham séc stirc khoe
nhan dan ta [1-3]. Tuy nhién, dé tim ra duoc mot duoc liéu hoic mot bai thude tét, qué
trinh sang loc truyén thdng ay thuong phai trai qua nhitng thir nghiém trén ngudi rat lau
dai, khong thé tranh khoi nhitng rai ro cho stc khoe bénh nhan.

Dung cé4c bang chitng khoa hoc 1am sang to tac dung cia cac duoc lidu, bai thude
trong dan gian 1a cach gitip nhan dan va céac y, bac si ¢ thé danh gia mot cach chinh xac
cng dung nhitng duoc liéu dang Iuu hanh va st dung hién nay. Pay 1a cling 1a phuong
an dé tim ra cac dugc liéu mai, loai loc dan cac duoc liéu it hodc khdng c6 tac dung ra
khoi danh muc céc cy thudc tai Viét Nam. Tir d6 khang dinh lai vai tro diéu tri caa cac
dugc liéu quy dé co phuong an bao ton, phét trién ching.

Bai thudc “Ban tay ma”, di dugc nhom nghién ciu lién nganh do GS.TS. Pham
Hung Viét cha tri nghién ciru trong chuong trinh Phat trién Khoa hoc Cong nghé ving
Tay Bic giai doan 2017 — 2019, gom 3 thanh phan duoc liéu phoi kho: than cay Ban tay
ma, phan trén mat dat cay Giao co lam va than cay Ca gai leo. Bai thudc da duoc ching
minh tac dung bao vé gan, lgi mat va duoc cap bang Giai phap hitu ich theo QD sd
79345/QD-SHTT, ngay 07/11/2018 cta Cuc S¢ hitu tri tué [4]. Trong bai thudc trén,
Giao co lam va Ca gai leo 1a hai vi duogc lidu da duoc chirng minh 1 ¢6 tac dung bao vé
gan tét, va ciing di duoc nghién ciru ki vé thanh phan héa hoc cho hudng tac dung bao
vé gan [5-8]. Trong khi d0, vi thuc c6 ham lwgng 16n nhat, dugc xem 14 vi chu trong
bai thudc nay, 1a Ban tay ma thi van chua dugc nghién cau nhiéu theo hudng tac dung

diéu tri bénh vé gan.

Ngoai ra, theo thdng tin tir két qua diéu tra cia nhém nghién ctu cia PGS. TS,
Tran Vin On (Truong dai hoc Duoc Ha Noi), ¢6 hai loai duoc liéu cing c6 tén 1a Ban
tay ma la loai Ban tay ma tring Heliciopsis lobata (Merr.) Sleumer va loai Ban tay ma
do Heliciopsis terminalis (Kurz.) Sleumer thudc chi Helicopsis Sleumer. Hai loai nay

dugc dung nhiéu & ving Tay Bic dé diéu tri cac bénh vé gan dudi dang don thanh phan
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hodc dung phdi hop véi cac duoc liéu khac. Hinh thai hai loai duoc liéu ndy kha twong
d6ng nhau, kha niang bao vé gan cua hai loai nay ciing méi chi dugc diéu tra theo kinh
nghiém cua dan gian ma chua c6 minh chitng khoa hoc cho tdc dung nay. Ty I¢é nhan
biét, phan biét duoc hai loai dugc liéu nay chi co khoang 40 %, nén viéc dung thay thé
nhau gitra hai loai duoc liéu nay van dang dién ra. Néu it nhat mot trong hai loai khéng
6 tac dung bao vé gan hoac c6 doc tinh thi viéc sir dung nhu vay khdng nhiing khéng

chira dugc bénh gan ma con cé thé gay nén nhitng hau qua khong dang c6 [9].

Mot s6 cong bd gan day tap trung nghién cau vao thanh phan héa hoc va hoat
tinh cua 14 cdy Ban tay ma d6 nhung chua c6 nhitng nghién ciru vé tac dung bao vé gan
cua duoc liéu nay [10-15]. Song song qua trinh thuc hién luan an nay, nhom tac gia
Byeol Ryu, Pai hoc quéc gia Seoul, di phan 1ap duoc 10 hop chat tir 14 cdy Ban tay ma
trang va danh gia tic dung caa cac hop chat nay trén cac md hinh in vitro lién quan dén

kha nang dung nap glucose ma khong phai bao vé gan [16].

Do vay, dé tai “Nghién ciru phan tich thanh phdn, cdu tric héa hgc va dinh
Iwong hep chdt c6 tac dung bdo vé gan cia hai loai Ban tay ma” duoc thuc hién trén
d6i twong la hai loai Ban tay ma trang (H. terminalis) va Ban tay ma do (H. lobata) véi
cac muc tiéu sau: (i) Xac dinh dugc thanh phan hoéa hoc va cu tric cua céc hop chat
hitu co dugc phan lap tir hai lodi Ban tay ma bang cac phuong phap phan tich hoa 1y
hién dai; (ii) Banh gia dugc tac dung bao vé gan cua hai loai Ban tay ma va (iii) Xay
dung duoc quy trinh dinh tinh va dinh luong duoc chat danh dau c6 tc dung bao vé gan
cua hai loai Ban tay ma c6 do chinh xac va do tin cay cao nham c6 thé ap dung quy trinh

nay trong thuc té.
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CHUONG 1. TONG QUAN
1.1. Tong quan vé bai thude “Ban tay ma”

Bai thudc “Ban tay ma” c6 ngudn tir 6ng lang Nguyén Quyét Thang — Hoi Y hoc
co truyén tinh Bic Kan, gdm céc dugc liéu kho: 30 g than cay Ban tay ma tring
(Heliciopsis terminalis Kurz.), 5 g phan trén mat dat caa cay Giao ¢ lam (Gynostemma
pentaphyllum Thunb.) va 10 g than cdy Ca gai leo (Solanum procumbens Lour.). Bai
thudc da dugc chiang minh tac dung bao vé gan va lgi mat, duoc cip bang Giai phéap
hitu ich theo QP s6 79345/QB-SHTT, ngay 07/11/2018 cta Cuc S¢ hitu tri tué [4].

Bai thudc nay da duoc sang loc tir 152 bai thude diéu tri cac bénh gan, mat cua
ddng bao vung Tay Béc [17]. Qua thir nghiém tac dung in vivo trén mé hinh chuét nhat
tring ching Swiss., cao chiét nudc bai thude thé hién tac dung bao vé gan khi lam giam
c4c triéu chirng hoai tir va viém gan trén chudt gay doc bang paracetamol; tac dung loi
mat qua Vviéc 1am ting khoi lugng mat tiét ra khi s dung thudc. Trong md hinh thi
nghiém da thuc hién, liéu gap doi liéu thong thuong cia bai thudc cho tac dung bao vé
gan va loi mat déu tét hon liéu thong thuong. Bai thude ciing dugc chirng minh 1a an
toan trén md hinh chudt thi nghiém khi cho chuot ung licu téi da khong thay chudt chét
va khéng xuét hién bat ki biéu hién nao cua doc tinh cap. Ngoai ra, sau 4 tuan thir nghiém
ddc tinh ban truong dién ¢ lidu gap doi lieu thong thuong cua bai thudce, cac biéu hién
bi nhiém doc cua chudt thi nghiém ciing khong duoc quan sat thay [18].

Trong ba thanh phan cua bai thubc, Giao ¢ lam va Ca gai leo da dugc nghién
ctru rt nhiéu va déu duoc ching minh tac dung bao vé gan. B4i véi Giao cb lam, thanh
phan chinh tao nén tac dung bao vé gan | saponin, liéu dat dinh khi thir tac dung bao vé
gan trén chudt quy doi ra liéu cho ngudi 1a khoang 20 g, trong khi liéu ding trong bai
thudc 1a 5 g. Poi véi Ca gai leo, tac dung bao vé gan dugc chiang minh 1a chi do nhém
glycoalkaloid tao nén. Luong glycoalkaloid lai tap trung chu yéu & qua (0,45 %), la
(0,36 %) va r& (0,20 %), trong khi ¢ than — bo phan dung trong bai thubc chi 1a 0,08 %.
Theo céc két qua di cong bd phia trén, c6 thé noi ca gai leo khong dong vai tro quan
trong trong tac dung bao vé gan cua bai thudc. Tuy nhién, khi sir dung phdi hop cac
thanh phan vai nhau, vai trd cia ching trong bai thudc ciing rat phic tap.

Riéng vi thudc Ban tay ma, ham luong trong bai thudc 12 khé 16n, mic du bai

thudc Ban tay ma di dugc cong bd, nhung hai loai Ban tay ma d6 va trang con sir dung
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nham 14n trong nhan dan véi ty 18 cao va chua c6 minh chirng khoa hoc nhiéu vé cong
dung bao vé gan cua hai loai duogc lidu ndy [9]. Tap trung nghién ctu hai vi thudc Ban
tay ma véi dinh huéng tac dung bao vé gan s& gilp cung cap bang ching khoa hoc dé
danh gia dung dan vai tro va tac dung thuc té cua hai loai duoc liéu nay. Qua d6 co thé
6 co s dé toi wu hoa bai thude “Ban tay ma” qua viéc sir dung loai dugc liéu phd hop
hodc dé xac dinh cac chat danh dau dé kiém soét chat lwong cua duoc liéu, cua bai thude
va cac san pham tur duoc liéu nay.

1.2. Téng quan vé hai leai dwoc liéu H. terminalis va H. lobata

Hai loai Heliciopsis terminalis (Kurz.) Sleumer va Heliciopsis lobata (Merr.)
Sleumer ¢ Viét Nam duoc sir dung chung véi tén 1a Ban tay ma. Nhiéu noi trong cong
déng van sir dung 1an 16n hai loai nay dé chira cing mét loai bénh ma chua cé nhiéu
kién thue dé phan biét hai loai nay. Ca hai loai H. terminalis va H. lobata déu thudc chi
Heliciopsis Sleum, ho Quén hoa (Protaceae).

1.2.1. He Qudn hoa (Proteaceae)

Ho Quan hoa (Proteaceae) con ¢ tén goi khéc 1a ho Cheo thui, ho Com vang hay
ho Diing,...[19] 1a mét ho twong ddi 16n, véi khoang 80 chi va 1.700 loai [20, 21]. Tén
Proteaceae bat nguon tir tén than Proteus cia Hy Lap, mot vi than co thé thay doi nhiéu
dang, n6 phan anh sy da dang vé mat hinh théi cua ho thuc vat nay [22].

Ho Proteaceae hién tai duoc chia ra thanh 7 phan ho, bao gém: Bellendenoideae,
Caranarvonioideae, Eidotheoideae, Grevilleoideae, Persoonioideae, Proteoideae va
Sphalmioideae [23].

Ho Quin hoa thuong phan bd ¢ nhiéu noi trén thé gisi, da dang nhat & Uc, tiép
dén 12 & Nam Phi, Nam My, New Caledonia, New Guinea, Malesia, Nam va Dong A,
Chau Phi, Trung My, Madagascar, New Zealand, Fiji, nam An D¢, Sri Lanka, Vanuatu,
va Micronesia [20, 21, 23, 24]. O Viét Nam c6 3 chi: Grevillea, Helicia, Heliciopsis voi
khoang 15 loai [19, 25].

Nhin chung, cac cy trong ho Proteaceae thuong la cac cay bui hoic cay than goé
1au nam, mot s6 loai cay c6 thé cao I1én toi hon 40 m, tuy nhién ciing c6 mét s loai
thugc chi Stirlingia la cdy than thao. Cay thuong ludng tinh hoan toan, nhung doéi khi
cling don tinh ciing géc hodc don tinh khac gbc, nhiéu loai trong ho nay c6 cum “ré
proteoid” [20, 22, 23].
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“R& proteoid” 1a loai r& dac biét, phat trién theo mua theo mua, dwoc tao ra dé
gilip cay thich nghi véi cac loai dat nghéo dinh dudng [26]. Pay 1a nhiing ré ngin, day
dic, duoc sinh ra theo chiéu ngang trén ré binh thuong va duoc gan rat nhiéu 16ng hat.
Chding chi yéu dugc hinh thanh trong mua tang trueéng va lui dan vao cudi mua roi dugc
thay thé lai vao nim sau. Hoat dong cua ré proteoid ciing twong tu nhu viéc cong sinh
véi nam Mycorrhiza ¢ cac ho khac, nham tao ra bé mat rong hon dé ting kha ning hap
thu trong méi trudng ma céc chat dinh dudng va nuée khan hiém [20, 22].

La moc so le hodc ciing ¢ trudng hop moc ddi hoic moc vong, 14 moc don hoic
14 kép 16ng chim, hiém khi c6 14 hinh chan chim, thudng c6 xé ring cwa & mép la. L&
c6 thé c6 cubng hodc khdng cudng, gan Ia hinh 16ng chim hodc d6i khi 1a gan song
song hoac hinh ban tay, mét sé truong hop rit gon thanh gan don. La thuong xanh, da
dang vé kich thugc, hinh dang va dac diém mép 1a. Khong c6 14 kém [20].

Cum hoa don hoac kép, moc & nach 14, canh, than hoac ngon, thuong khdng
phan nhanh, hoic hiém khi phan nhanh. Hoa no theo chiéu ngang thanh tiring cap hoac
d6i khi don 1¢, cum hoa chum, d6i khi 12 bong hoic tu lai thanh dau. L4 bac cua cap
hoa thuong nho, doi khi cung 16n 18n véi hoa va hoéa go. La bic cua hoa thuong nho
hoic khong c6. Hoa ludng tinh hoic hiém khi don tinh khac gdc, dbi xang toa tron
hoac d6i xung 2 bén. Hoa mau 3, 4 hoic 5, bao hoa thuong ¢ dang dng khi dang ra
nu, canh hoa ngin. Nhj 4, d6i dién bao hoa. Chi nhi thuong duoc gén lién véi bao hoa
va khong tach biét. Bao phan thuong 2 6, ma theo chiéu doc. Bau trén, 1 6, khong hoic
c6 cudng. Nodn 1 hoic 2 (hoic nhiéu hon), dinh nodn treo hodc dinh nodn mép. Qua
dai, dong hoic hach. Hat 1 hoic 2 (hoic vai dén nhiéu), doi khi c6 canh. Hat khéng c6
noi nhil hoic chi dé lai vét. Phoi thuong thang, 1a mam day hay mong, giau chét béo.
R& mam ngan ¢ dudi [23, 27].

Nho ¢6 hoa dep va tudi tho cay tuong d6i dai, nhiéu loai trong ho Quin hoa da
duogc sir dung phd bién dé trang tri, tham chi mot s6 loai c6 hoa dep con dugc trong dé
xuit khau. Trdng cay thudc ho Proteaceae 1a mot nganh cdng nghiép phat trién manh,
tao ra cong an viéc 1am & cac dat nuéc ma nhimng cay hoa nay duoc trong, thuong la &
nhitng viing khong san xuat ndng nghiép [28]. Mot s6 loai c6 hoa dep duoc trong dé
kinh doanh la Banksia L.f., Leucadendron R.Br., Leucospermum R.Br. va Protea L..

Cac loai thugc chi Aulax Berg., Grevillea R.Br. ex Knight, Isopogon R.Br. ex Knight,
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Mimetes Salisb, Paranomus Salisb, Serruria Salisb and Telopea R.Br dugc su dung &
murc do thap hon [26]. Ngoai viéc cong dung 1am cay canh, cac loai Grevillea, Hakea
Schrad & J.C.Wendl va Macadamia F.Muell duoc con trong dé san xuat thyc pham, 1am
hang rao hoic chan gio.

Véi sy da dang vé thuc vat, muc dich st dung cua cac loai thudc ho Quéan hoa
cling khac nhau. Trong linh vuc duoc lidu, rat nhiéu cay thudc thudc ho nay da duoc
nhan dan sang loc va tng dung trong diéu tri bénh cho cong dong [1, 2, 19, 29, 30].
1.2.2. Chi Heliciopsis Sleum.

Cac cay thudc chi nay 1a dang cay gd, don tinh khac gbc. La don, moc so le,
nguyén hoic chia thiy hoic 1a kép 16ng chim. Cum hoa béng hozc chum, rat hiém chia
nhanh, hay moc thanh tirng cap. L& bic cua cap hoa thang, hinh dui hozc hinh méc,
khong rung. L& bic cua hoa thudng rung sém. Bao hoa thang, méng. Canh hoa hinh
chuy dén elip, cudn ngoai lic dang con nyu. Nhi hoa gan nhu khéng c¢6 chi nhi, dinh
vao canh hoa. Bao phan hinh thudn; hoi nhon. Nhi Iép c6 trong hoa cai. Hat phan nho
3 thily, c6 mang ngoai nhu ludi. Tuyén mat 4, roi nhau. Bau nhuy c6 2 nodn. NUm
nhuy cha yéu 1a hinh chuy. Bau 1ép c6 trong hoa duc. Qua hach, vo qua ngoai tron,
mong; vo qua gitra xop, hoic ¢6 nhiéu soi mém xuyén tam, d6i khi tiéu giam khi chin;
V6 qua trong ctang, hda gd, hiém khi méng, mat ngoai ¢6 16 ludi. Hat 1 va hinh cau
hoic hat 2 va ban cau, vo hot mong, 14 mam béo [19, 23].

Chi Heliciopsis Sleum cé khoang 10 loai, phan b6 ¢ Pong Nam A, Pong
Himalaya. Trung Quéc c6 3 loai, trong dé c6 2 loai dac hitu [23].

O Viét Nam c6 hai loai 1a H. terminalis va H. lobata duoc goi véi nhiéu tén khéc
nhau [2, 3, 30, 31]. Gan day, tén goi Ban tay ma dugc sir dung phd bién nhat. So di ¢o
tén goi 1a “Ban tay ma” vi theo truyén thuyét ciia ngudi Tay (Cao Bang, Bic Kan), cay
MocC & CAC rimg thiéng, noi an tang nguoi chét, 4 cay xé thuy nhu nhitng ban tay khong
15, canh gitt noi an nghi cua nhitng ngudi di khuét [3, 30]. Hinh thai hai loai nay tuong
d6i gidng nhau, nén viéc phan biét hai loai nay trong nhan dan van con nhiéu kho khan.
Nam 2017, nhém nghién ciu caa PGS.TS. Tran Vin On, Trudng Pai hoc Dugc Ha Noi
da tién hanh nghién ciru dé phan biét hai loai ndy va ciing d tién hanh diéu tra tinh hinh
nhan biét caa hai loai Ban tay ma ¢ mot sé ving dan toc ¢ Bac Kan, noi ma dugc lidu

nay dang duoc sir dung pho bién ¢ Viét Nam [9].
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1.2.3. Loai Ban tay ma tring - Heliciopsis terminalis (Kurz) Sleumer

Tén khoa hgc - Heliciopsis terminalis (Kurz.) Sleumer
Tén Viét Nam : Ban tay ma tring, Dung, Ma swa phén thuy.
Chi : Heliciopsis Sleum

Ho - Protaceace.

1.2.3.1. Béc diém thuwc vit

Loai Ban tay ma trang 1a loai cdy than gd, c6 chiéu cao tir 5 dén 15 m, duong kinh
35 — 50 cm. Canh non c6 16ng to mau gi sit, sang bong. L4 ludng hinh, phién 14 don
hodc xé ba thuy dén x¢ hinh 16ng chim; cudng 14 dai 1 — 2,5 cm dbi véi 14 don, va 4 — 5
cm d6i véi 14 xé thily; phién 14 mong dai, c6 mau sang bong khi gia, gbc hinh ném dén
nhoé hep dan, mép nguyén, dinh hoi nhon, nhon hoéc déi khi hoi sdc nhon; gan phu hinh
mang ndi rd trén ca hai bé mat. Phién 14 don hinh mac dén thuén dai, kich thudc 12-35
x 4-10 cm. Phién 14 xé kich thudc 25-60 x 15-50 cm, 1 — 7 d6i thuy, xoan hoi tron.

Cum hoa ¢ nach 14 hoic c6 hoa & canh, hiém khi & d¢au nhanh ngan, c6 nhiéu long;
la bac cua cac cap hoa dai va hep kich thude 0,5 — 2 mm; 14 bac hoa dai va hep, ca. 0,5
mm. Bao hoa mau trang hoic hoi vang. Cum hoa duc dai 10 — 20 cm. Cum hoa cai map,
dai 15 — 22 cm. Hoa duc: cudng dai 5 — 7 mm; bao hoa 1,1 — 1,4 cm; bao phan ca. 2,5
mm; nhi hoa nhan; voi nhi hinh chuly. Hoa céi: cudng hoa 8 — 10 mm; bao hoa ca. 1,2
cm; cao 1,5 mm; bau duc dang trang, nhan; voi nhuy ca. 1 cm, dinh + nén; dau nhuy &
bén. Qua hoi nau, hinh elip, kich thudc 3-4,5 x 1,7-3 cm; vo ngoai ca. day 0,5 mm; vo
qua gitra ca. day 1,5 mm, soi mém hau nhu khong c6 khi khé; vo qua trong day 0,5 —
1,5 mm. Hoa no tir thang 3 dén thang 6; qua tir thang 8 dén thang 11 [25, 32, 33].
1.2.3.2. Phdn b6

Cay moc ¢ rirng mua, dudi 100 m dén 700 m, c6 noi con tim théy loai nay moc
& d6 cao téi 1400 m. Cay phan bd chu yéu ¢ ving Péng Nam A nhu Viét Nam, Lao,
Campuchia, Thai Lan, Myanma va ving phia nam ctia Trung Quéc [2, 30, 34]. O Trung
Quéc, Ban tay ma tring duoc tim thay ¢ phia Dong Quang Pong, phia Pong Nam Quang
Tay, Hai Nam, phia Bic ¢én Dong Nam Van Nam [32].
O Viét Nam, Ban tay ma trang duoc phan b o cac tinh Quang Ninh (huyén Maéng

Cai, Ha Cbi), Ha Noi (huyén Ba Vi), Pa Nang (huyén Hai Van, Lién Chiéu), Kon Tum
(huyén DBic T6, Ngoc Pan), Pic Lic (huyén Déac Mil, Ptic Minh), Lam Dong (huyén Di
Linh, Pinh trang Thuong), Khanh Hoa (TP. Nha trang, huyén Pha Hiu) [2, 32, 35].



1.2.3.3. B¢ phdn dung va céng dung

RE, vo, 14 ¢ vi nhat, chat, tinh mat, c6 it doc; co tac dung thanh nhiét, giai doc;
b6 than, an than [2]. O Viét Nam va Trung Qudc, Ban tay ma tring dang dwoc nhan dan
sir dung 1am thudc, nhung cach ding mdi noi lai khac nhau [32].

V6 than va 14 Ban tay ma tring duoc cho 13 ¢6 cong dung kiém ché vi khuén va
thanh nhiét giai doc. O Viét Nam, Ban tay ma tréng dugc st dung lam thude chéng doc,
chita viém tuy [2, 35]. O Van Nam (Trung Qudc), vo va 1a cdy duoc dung lam thudc
tranh thai; con & Quang Tay, dugc dung tri viém tuyén mang tai [2].
1.2.3.4. Thanh phan héa hoc cia cdy Ban tay ma trang

Thanh phan hoéa hoc ciia ciy Ban tay ma trang it dugc nghién ctru trude day. Song
song v&i ludn an nay, nhom nghién ctru cua tac gia Byeol Ryu va cong su tai truong Dai
hoc Qudc gia Seoul da phan lap va xac dinh dugc 10 hop chét thudc nhom glycosid tur
cao chiét (methanol 70 %) cta 14 cay Ban tay ma trang trong tai huyén Phii Luong, tinh
Thai Nguyén, trong d6 c6 5 hop chat 1an dau tién duoc cong bd (Hinh 1.1) [16].
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Hinh 1.1. Cé4c hop chat phenyl glycosid duoc phan 1ap tir 14 cdy Ban tay ma trang [16]
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Pic biét trong cac hop chat mai, ¢6 t6i 4 hop chat macrocylic glycosid (1-4), day
13 nhitng hop chat chuyén hoa tht cip, rit hiém tim thiy trong ty nhién. Bén canh do,
nhom nghién ctru da chimg minh rang mot s6 hop chat phan 1ap tir loai nay c6 kha ning
gitip ting dung nap glucose trén mo hinh in vitro. Pay 14 nghién ctru dau tién dugc cong
bd vé kha ning cai thién hip thu dudng huyét cia cdy Ban tay ma tring [16].

Bén canh nhiing hop chit di dwoc phan 1ap, gan diy nhém nghién ciu cua
PGS.TS. Tran Vin On d3 tién hanh x4c dinh cac nhém chat chinh trong cac bo phan cua
cay Ban tay ma trang. Két qua cho thay than, ré va 14 Ban tay ma trang c6 chira nhiéu
cac hop chat nhom flavonoid, dudng khir va polyphenol. Ngoai ra con c6 cac hop chit

khac nhu caroten, polysarcharid, caroten, sterol va acid amin [9].

1.1.4. Loai Ban tay ma do - Heliciopsis lobata (Merr.) Sleumer

Tén khoa hoc - Heliciopsis lobata (Merr.) Sleumer
Tén Viét Nam : Ban tay ma, DPling, Dia chun

Chi : Heliciopsis Sleum

Ho : Protaceace

1.1.2.1. Bdc diém thuc vit

Loai Ban tay ma do ciing 13 loai cdy than gd, c6 chiéu cao khoang 5— 20 m. Canh
non va 1a non ¢6 16ng mang mau gi sat [2, 33, 35, 36]. L4 ludng hinh, phién 14 don hoic
x¢é hinh 16ng chim; cubng 14 dai 4 — 8 cm; phién 14 c6 16ng, gbc hinh ném, c6 khia doc &
mat truc doc theo cac gan hinh mang sang bong, mép nguyén, dinh hoi nhon; gan mang
n6i rd. Phién 14 don thudn dai, kich thudc 10-25 x 5-7 cm. Phién 1a hinh 16ng chim, kich
thude 20-60 x 20-40 cm, 2 — 8 d6i thuy, cac thuy hoi tron. Cum hoa hinh chuty, nhiéu
16ng; 14 bac ctia cap hoa hinh mac, ca. 1 mm. Cuym hoa dyc dai 7 — 12 cm. Cum hoa céi
dai 2 — 5 cm. Bao hoa mau vang nhat, c6 10ng to. Hoa duc: cudng hoa dai 1 — 2 mm dén
khong cuéng; bao hoa dai 0,8 — 1,2 cm; bao phén ca. 2mm; nhi hoa nhan. Hoa cai: cuéng
ca. 3mm; bao hoa ca. 1 cm, nhiéu 16ng; bau hinh tring, nhin; voi nhuy ca. 8 mm, dinh
hinh chiy; dau nhuy ¢ bén. Qua mau xanh hoi vang, hinh elipsoid dén hinh elipsoid
dang hinh trimg, hoi bi nén, kich thudc 7-9 x 5-6 cm; vo qua ngoai ca. day 1 mm; vo
qua giita day 2 — 4 mm, nhiéu sgi mém va bén khi kho; vo qua trong day 3 — 4 mm. Ra

hoa tir thang 5 dén thang 7; ra qua thang 11 dén thang 12 [2, 35, 36].
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1.1.2.2. Phdn bo, sinh thdi

Khac véi su phan bd rong rai cia cdy Ban tay ma trang, cdy Ban tay ma do chua
thiy noi dén & cac nudc khac trén thé gidi ma chi thdy xuét hién ¢ Viét Nam va ¢ ving
Hai Nam, Trung Qudc [3, 27, 36]. O Viét Nam, ciy Ban tay ma d6 chu yéu phan b rai
rac & cac tinh mién nai phia Biéc nhu Lao Cai, Yén Bai, Ha Giang, Bic Kan, Lang Son,
Tuyén Quang, Phu Tho (huyén Thanh Son), Bic Giang, Vinh Phic (huyén Tam Dao)
[30, 35]. Ngoai ra con phan bd ¢ Ninh Binh va & Nghé An [35].

Ban tay ma do6 thudc loai cdy gd nh&, moc nhanh trong cac rimg cay 14 rong thuong
xanh thtr sinh do khai thac gd, trén dat ferralit do vang, c6 nhiéu mun va ting dat thit
sdu. P9 cao phan bd thuong chi vai trim mét, song khong vuot qué d6 cao 800 m. Cay
moc tir hat, sau 8 — 10 nam mai c6 hoa qua nhiéu, cay tai sinh tu nhién tbt tir hat. Qua
cay chin c6 thé an duoc [3, 30].
1.1.2.3. Cong dung va bé phan dung

Theo dan gian, bo phan ding ciia Ban tay ma d6 1a toan cdy, di phoi hay siy khé.
Gan day mot s6 nhom nghién ctru tap trung khai thac vao thanh phan héa hoc va cong
dung cua 14 cay. Duoc liéu Ban tay ma dé ¢6 vi nhat, tinh mat, cé tac dung thanh nhiét,
giai doc [3].

Theo diéu tra, toan cdy Ban tay ma duoc dong bao ngudi Dao ¢ ving niii phia Bic
cit nho, phoi kho, sic nude dé udng vai lidu tir 60 — 90 g dé chita bénh thap khép, ndu
nude tim cho phu nira sau sinh dé chéng dau nhtrc, phuc hdi stre khoe. Ngoai ra, dugc
lidu nay cling dugc nguoi ta ding dé chita bénh lao hach, viém gan virus [3, 30, 35].

O Trung Qudc, 14 cdy Ban tay ma d6 duoc dung dé diéu trj mot sé bénh viém nhu
viém tai gitta, viém bang quang va & mot sé ving ngudi ta con ding dé diéu tri ung thu
theo kinh nghiém cua dan gian [15].

Mot s bai thude st dung Ban tay ma dé tai Viét Nam theo tac gia Nguyén Viét
Than diéu tra duoc trong cong dong tai Viét Nam [30] nhu sau:

+ Bai thuéc chita phong thap, dau méi xwong khép: Vo ré ciy Ban tay ma 12 g,
Ngii gia bi 12 g, Am thach quyét (Humata repens), sic udng chung, ngay 1 thang.

+ Chita viém gan vang da lau ngay: G6 cdy Ban tay ma (ca vo) 15g, Hai nhi cuc
15 g, C6 mat giu 10 g, Nhan tran 10 g, Nghé vang 10 g, sic udng mdi ngay 1 thang,
ding trong 7-10 ngay (1 liéu trinh), sau 1 tuan dung tiép mot lidu trinh nira.

+ Bai thuéc chita san phy sau khi sinh mét méi, dau nhirc ngwoi: Canh 14 cay Ban

tay ma tir 1-2 kg, sic nudc tim.
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1.1.2.4. Thanh phan héa hoc

Mac du theo dan gian, bd phan dung cua Ban tay ma do la toan cay, tuy nhién céac
nghién ctru gan déy chi tap trung nghién ctru vao thanh phan héa hoc va céng dung cia
mot s6 thanh phan hoa hoc dugc phan 1ap tir 14 cay nay.

Nghién ctru vé cac hop chét cua cdy Ban tay ma do dugc cong bd vao nam 2006
bd1 nhdém nghién ctru cua tac gid Q. Q. He, Pai hoc Dugc Trung Quéc. Nhom nghién
clru nay da phan lap va xac dinh dugc ciu tric ctia 03 hop chat phenolic glycosid tir dich
chiét nude s6i cua 14 cdy Ban tay ma d6 trong tai tinh Hai Nam, Trung Qudc [14]. Cac
hop chit nay 13 cac dan xuat cua arbutin, 1an luot 1a: 6'-[(E)-2"-hydroxymethyl, 2"-
butenoyl] arbutin (1), 6'-[(E)-4"-hydroxycinnamoyl] arbutin (2) va 6'-[(E)-3",4"-
dihydroxycinnamoyl] arbutin (3).

Niam 2008, hop chit phenolic glycosid tiép theo dugc dit tén 1a 6'-E-(2"-methyl-
2"-butenoyl) arbutin (4) tir 1a Ban tay ma dé dugc nhom tac gia M. Liu phén 1ap va cong
bb v6i cau trac [11].

Ciing trong ndm 2008, nhom nghién ciru cia tac gia Dan Li da sir dung mot sb hé
sdc ky cot gdm cot silica gel, nhom oxyd trung tinh va Sephadex LH-20 dé phan 1ap
dugc 7 hop chét tiép theo tir 14 cdy Ban tay ma do [12]. Cac hop chét duoc nhom tac gia
phan 1ap va x4c dinh cau trac 1an lugt 1a: myricetin (5); myricitrin (6); syringetin-3-O-5
-D-glucopyranoside  (7); hydroquinone (8); D-1-O-methyl-Myo-inositol (9);
medioresinol (10) va g-sitosterol (11).

Tir cao chiét con 70 % cua 1a cdy Ban tay ma do, tic gia Mingsheng Liu cling
déng nghiép di phan 1ap va tinh ché ra mot din xuét arbutin khic 1a 6'-(2,5-
dihydroxycinnamoyl) arbutin (12) tir pha n-butanol lan luot qua hé sac ky cot polyamid
va Sephadex LH-20 [13].

Bén dan xuat arbutin khac va grevillic acid ciing tir cao chiét nudc 1a Ban tay ma
d6 duoc nhom nghién ciru cia Truong dai hoc Duge Trung Qudc nghién ctru phéan 1ap
vao nam 2016 [15]. Cac hop chat niay bao gom: 6'-[(E)-2"-methoxy- 5'-
hydroxycinnamoyl] arbutin (13), 2'-[(E)-2", 5"- dihydroxycinnamoyl] arbutin (14), 6'-
[(E)-2"-hydroxymethyl-2"-butenylacyl] arbutin (15), 6'-[(E)-4"-hydroxycinnamoyl]
arbutin (16), va acid grevillic (17).

Trong cac hop chat di phan 1ap tir cc tac gia Trung Qudc, nhiéu hgp chat van con

moi, chua dugce nghién ctru hodac dinh hudng nghién ctru vé tac dung sinh hoc, tuy nhién
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cling c6 nhiéu hop chit rat pho bién va da dugce ching minh c6 tac dung sinh hoc. Cu
thé nhu sau:

- Myricetin (5) 1a mét flavonoid ty nhién, ¢6 nhiéu trong cac loai rau, cu, hoa qua
va ¢ nhiéu tac dung sinh hoc quan trong. Myricetin v&i kha ning ndi bat 1a chéng oxy
hoa va chdng lai cac gbe tu do nén gitp bao vé lipid khoi qua trinh proxyd hoa lipid
[37]. Myricetin c6 thé 1am giam cac tién trién cua qua trinh ung thu da va ung thu phoi
trén mo hinh in vivo [38, 39]. Myricetin ciing lam e ché qua trinh phién mi nguogc cua
moét s6 loai viru nén chét nay ciing c6 kha ning chéng lai sy phat trién cua virus bach
hau va mét sd virus e ché mién dich & ngudi [40, 41]. Mot sb tic dung khéc cla
myricetin c6 thé ké dén nhu kha niang chong két tap tiéu cau, chéng dong mau [42],
chong xo vira dong mach [43, 44], kha ning diéu trj tiéu dudng trén md hinh in vivo
[45], bao vé té bao than kinh khoi sy oxy hoa do stress hodc trong bénh Parkinson [46]
va kha ning chéng viém [45].

- Myricitrin (6) c6 kha nang lam giam bét rdi loan chirc ning ty thé than kinh gay
ra bdi tac nhan doc than kinh MPP* va ting kha nang séng cua gen DJ-1, mot tic nhan
ctia gen PARK?7, do d6 c6 kha nang 1am giam cac thoai hoa than kinh & ngudi cao tudi,
dac biét la giam cac triéu chirng cua bénh Parkinson [46, 47].

- Mot s chat duge phan 1ap boi nhoém nghién ciru W. Y. Qi nam 2016 da duoc
sang loc tac dung chdng ung thu trén dong té bao giy ung thu da day MGC-803, tac
dung ndy & muc vira phai ddi véi cac chat trén, riéng chat 2'-[(E)-2", 5"-
dihydroxycinnamoyl] arbutin (14) & ndng dong 20 pg/ml c6 thé e ché t6i 43 % su phat
trién cua té bao MGC-803 so véi ddi chimg.

O trong nude, nhom nghién ctru cua tac gia Nguyén Thi Phuong Lan di sang loc
va chimg minh duoc trong 14 ciy Ban tay ma do thu hai tai tinh Cao Bang c6 chura céac
16p hop chét steroid, glycoside, triterpen, lipid va este. Cac phan doan dich chiét n-
hexane, ethyl acetate, n-butanol ciia cao chiét methanol 14 Ban tay ma do déu co6 kha
nang khang lai cac dong vi khuan E. Coli, Salmonella, Streptococcus pyogenes, Shigella
spp. va Staphylococcus aureus [10].

Mot s6 hop chét ciing dugce tac gia Nguyén Thi Phuong Lan phan 1ap dugc, gom:
Ssitosterol (18), p-sitosterol-3-O-p-D-glucopyranosid (19), stigmast-5,22-dien-24R-
3p-ol (20), 3-acetyl-6-oxo-spirostan (21), taraxerol (22).
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Ciing qua khao sat so bo cac nhoém hop chat trong cac bd phan cua cay Ban tay
ma d6, DS. Hoang Thi Quyén cho thay cac nhdm chat chinh trong ré, than va la cay Ban
tay ma do gom flavonoid, dudng khtr, polyphenol va polysarcharide va sterol [9]. Ngoai
ra, trong ré va than cay con cé acid amin va caroten. Céc két qua nay pht hop véi nhiing
nhém chat ma cac tac gia khac da nghién ctiru bén trén.

1.1.5. So sanh hai loai Ban tay ma qua cac nghién citu di cong bé

Trong thyc té, ca hai loai H. terminalis va H. lobata ctng dugc st dung lam thudc
va duing chung tén goi Ban tay ma. Gan day, nhiéu noi da nhan ra su khac nhau giira hai
loai ndy va qua ddc diém vé thyc vat dat tén cho hai loai véi tén goi dan gian khac nhau
la Ban tay ma trang va Ban tay ma do tuong ng. Pic diém thyc vat caa hai loai nay
nhiéu tai liéu van chua thong nhat md ta dé phan biét chiing, tac dung diéu tri cua hai

loai van chua dugc minh ching 1am rd.

"E] * (6 [4] (sl
Hinh 1.2. M6t s6 bo phan cua ciy Ban tay ma tring (trai) va Ban tay ma do6 (phai) [9]
Viéc phan biét hai loai nay ca vé dic diém thuc vat va tc dung diéu trj 1a can
thiét. Theo thong tin chua dugc cong bd tir nhém nghién ctu cia do PGS.TS. Tran Vin
On, Truong dai hoc Dugc Ha Nai, chu tri, cac tac gia da tién hanh phan biét hai loai
thong qua dic diém thyc vat, va dac diém vi phau cua chiing (Hinh 1.2). Ciing trong
nghién ciru ndy, lan dau tién tai Viét Nam, hai lodi ciy Ban tay ma duoc phan loai va
giam dinh tén khoa hoc mot cach day du [9]. Theo d6, mot s6 dic diém quan trong dé
gilp nhan biét va phan biét hai loai nay bao gom:
* \/é ddc diém hinh thai:
Nhin tong thé vé hinh thai thi hai loai nay c6 mot sé dic diém khac nhau c6 thé st
dung dé nhan biét hai loai (Hinh 1.2) nhu sau [9]:
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Cay Ban tay ma triang (H. terminalis)

Cay Ban tay ma dé (H. lobata)

+ Cao tur 5-10m,

+ LOng nhung tiéu giam

+ Phan vo than va vo ré phia trong 16p ban
Mau mau trang hoi vang

+ Phan gd mau tring nga, c6 nhiéu van
ngang mau vang nhat.

+ Cudng 14 dai 5-10 cm, dudng kinh 5-8
mm, hoi phinh & gbc cuéng.

+ Phién 14 dai 40-80 cm, rong 20-40 cm

+ Mt trén 14 truéng thanh nhan, mat dudi
mau nhat hon, ca 2 mat 14 déu khdng c6
I6ng nhung.

+ Gan 14 16i rd & mit dudi, hoi 16i & mat

trén, khdng cé 16ng.

+ Cao tr 10-20m

+ Phan than va a4 non mau nau do, co
nhiéu 16ng nhung bao phu.

+ Phan vo than va vo ré phia trong 16p ban
mau héng dén d6 va c6 nhua ma mau do
+ Phan g mau hdng, ¢ nhiéu van ngang
mau doé nau.

+ Cudng la dai 10-20 cm, duong kinh 8-11
mm, phinh to & goc cudng.

+ Phién 1 dai 60-120cm, rong 40-80 cm
+ Mt trén 14 gan nhu khéng c6 16ng hoic
€6 16ng moc tap trung trén gan 14, mat dudi
mau nhat hon, c6 16ng nhung bao phu.

+ Gan 14 15i ca 2 mat, ndi nhiéu hon ¢ mat

duéi, bé mat duoc bao phu bai dng.

* Pdc diém vi hec:

Pic diém vi phiu ré, than va la cia hai lai nay kha twong dong nhau, dic biét 1a
dic diém vi phau ré thi gan nhu gibng nhau hoan toan. Véi hinh anh vi phau 14 va than
thi c6 thé phan biét hai loai nay théng qua su xuat hién caia hinh anh 16ng che cha ¢ loai
Ban tay ma d6, con loai Ban tay ma trang thi khdng c6 [9].

Tuwong tu nhu vay, hinh anh soi bét 1a va bot than caa hai loai cling tuong tu nhau,
chi khac nhau ¢ dic diém vé 16ng che chd c6 ¢ loai Ban tay ma do, trong khi d6, hinh
anh bot ré cua hai loai thi hoan toan nhu nhau. Piéu nay ciing phu hop véi hinh anh vi
phau than va la cua hai loai [9].

* \/é hoa hgc

Nhém chtre dic trung nhit cta hai loai chinh 14 polyphenol, dugc thé hién qua su
xuat hién phan tng hoa hoc dic trung cia cac nhom phenyl glycoside [9]. Tuy nhién,
chua thy sy triing 1ap vé céc chat da cong bd cua céc tac gia khac trong hai loai nay.
Két qua phan tich sic ky 16p mong cia nhém tac gia Hoang Thi Quyén, Tran Vin On

cling cho thay su khac nhau vé thanh phan hoéa hoc cua hai loai duoc liéu nay.
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1.1.6. Tri thirc s dung cy thugc Ban tay ma

Hai loai Ban tay ma do va trang c6 hinh thirc twong dbi giong nhau nén néu chua
ting tiép xdc véi ca hai loai hoic chua c6 kinh nghiém st dung thi kha kho dé nhan biét
va phéan biét hai loai nay. Tri thic sir dung hai loai nay trong dan gian cling da dang,
viéc sir dung nham Ian c6 thé anh huong dén kha nang diéu tri bénh caa duoc liéu nay
bai vi thanh phan céc chit héa hoc trong hai loai 1a rat khac nhau. Cac kién thuc st dung
dé diéu tri bénh duoc viét trong cac sach duoc liéu hién nay ciing chi tir diéu tra trong
nhan dan, nhung chua ¢ s liéu rd rang [2, 3], tham chi c6 tai liéu con khdng tach biét
hai loai nay trong st dung diéu tri [30].

Trong ciing nghién cau trén, nhdm nghién cau cia PGS.TS. Tran Vian On, da tién
hanh diéu tra tri thac st dung hai loai Ban tay ma, vira la gidp phan biét hai loai, vira
danh gia dugc tinh hinh st dung hai loai dé diéu tri bénh trong nhan dan. Nhém nghién
clru d3 tién hanh diéu tra tri thic s dung cta nguoi dan tai x4 Luc Binh (huyén Bach
Thong), x4 Lang San (huyén Na Ri) va x& Yén My (huyén Chg Bon) tinh Bac Kan va
thu dugc cac tri thic vé phan loai, bo phan dung, cach ché bién, cach sir dung ciing nhu
cbng dung va muc do sir dung cay Ban tay ma tai dia phuong theo phuong phap phong
van ban cau trdc véi s luong ngudi cung cip thong tin 13 46, thu duoc két qua sau:
1.1.6.1. Ty Ié nhdn biét, tén goi va théng tin phan biét c4c loai

Thong qua hinh anh minh hoa va mau cay tuoi, c6 khoang 63 % sb nguoi nhan
biét dwoc mau cay dang diéu tra 1a Ban tay ma. Trong d6, & cac dia phuong c6 cdy Ban
tay ma moc thi ti 1€ tra 161 dang cao hon, 1én t&i trén 70 %, con ¢ dia phuong khong co
cay Ban tay ma moc thi ti 1€ nay chi khoang 30 % ma thdi [9].

Trong sb nhitng ngudi nhan biét dugc cay Ban tay ma, ho déu goi cay Ban tay
ma 13 “Mur phi” ( tiéng Tay), trong d6 dich theo tiéng Tay “mu” c6 nghia 13 ban tay,
“phi” ¢6 nghia 13 ma, “mir phi” nghia 12 ban tay ma. M6t s6 it nguoi biét duoc tiéng
Kinh cua cdy dang hoi 12 Ban tay ma. Tuy nhién, trong nhitng nguoi nhan biét duoc cay
dang hoi thi chi c¢6 21 ngudi biét duge co 2 loai Ban tay ma, trong 21 ngudi nay lai chi
6 16 nguoi c6 kha nang phan biét duoc hai loai Ban tay ma do va tring [9]. Tinh ra chi
c6 16/46 ngudi (chiém 35 %) cd thé phan biét duoc hai loai nay. Ti Ié nay Ia khé nho,
chua ké dén kha nang sir dung dé diéu tri bénh.

Trong nhitng nguoi c6 kha ning phan biét 2 loai Ban tay ma, ho déu dung céc
dic diém hinh thai dé nhan dang. Két qua nghién cau trén ciing cho thay, mac du cé rat

nhiéu dic diém thuc vat c6 thé dung dé phan biét hai loai, nhung dic diém vé mau vo
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than, vo gd va mau g duoc sir dung dé nhan thic nhiéu nhat. Biéu nay cé thé giai thich
duoc boi vi day 1a hai bo phan hay ding nhat cua hai loai Ban tay ma dang nghién ctru.
1.1.6.2. Céng dung cua cay Ban tay ma

Ty Ié nguoi cung cap tin cho rang cay Ban tay ma dung dé chita cac bénh lién
quan dén gan nhu: viém gan, xo gan, ting men gan, uéng nhiéu ruou bia,...1a 41,30 %
(trong Gng Voi 19/46 ngudi cung cap tin). Trong d6 c6 21,05 % ngudi biét cong dung
chua bénh cua ciy ban tay ma danh gia loai Ban tay ma d6 c6 tac dung tét hon loai Ban
tay ma trang. CAc triéu ching duoc bénh dugc mé ta cu thé 1a chuéng bung, vang da,
vang mat, nudc tiéu vang, so thit ma, so; ndi mun trén lung...[9]

Ngoai ra, mot sé rat it ngudi, khoang 2 % cho ring cay Ban tay ma con dugc ding
dé chira thap tim, suy tim, dau nhirc xwong khap.
1.1.6.3. Bg phdn dung, cach ché bién va sir dung
* Bg phan dung

C6 15 trong s 46 ngudi cung cap tin chiém (32,61 %) biét vé bo phan dung cua
cay Ban tay ma. Bo phan dung duoc tra 16 nhiéu nhat 13 than va ré, trong dé ré hay duoc
str dung hon va duoc danh gia 1a c6 tac dung tot hon than. Khi dung than, thudng ding
50-60 cm doan than nam sat mat dat. Doi khi dung ca 14, nhung khong dung dé udng
nhu than va ré ma dung dé dun nudc tam.
* Ché bién

Duoc liéu tuoi sau khi thu hai vé can ria sach, thai nho. C6 thé dung twoi néu
diing trong vai ngay, mudn ding trong thoi gian 1au hon can phoi kho hoic sao kho, tuy
nhién gd d& bi muc nén khéng nén dé lau.
* Céach su dung

- Pé chira bénh vé gan, thuong ding than va ré (khoang 2 nam tay duoc liéu) dun
s6i voi nudce it nhat 15 phit, gan lay nude udng, ngay ding 2-3 1an, cd thé két hop véi
tam béng nudc 14 Ban tay ma dun soi. bé dat duoc hiéu qua chira bénh tdt hon, co thé
ding phéi hop Ban tay ma véi 2-3 duoc liéu khac [9, 18, 30].

- Chira bénh vé tim nhu suy tim, thap tim thi can dung phéi hop véi nhiéu loai
dugc liéu khac thanh cac thang thude udng [30].

- Chita bénh dau nhirc xwong khép phai phdi hop vai nhiéu loai dugc liéu khac dé
dap ngoai [2, 3].

- C6 thé sir dung nudc sic lodng tir than va ré cay Ban tay ma thay thé nuéc udng

hang ngay dé ting cuong chirc ning gan [9].
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* Mute dé da sir dung cay thuoc

Mtc d6 sir dung cay Ban tay ma ciia ngudi dan tai Bic Kan twong doi cao: 30,43
% ngudi cung cap tin da ting sir dung cay Ban tay ma lam thudc, trong s6 d6 10,87 %
hay dung va 2,10 % sir dung thuong xuyén [9].

Cay Ban tay ma da duoc sir dung tir 1au doi va tri thic sir dung cta né dwoc truyén
miéng tir thé hé nay qua thé hé khac, tuy nhién trong vai nim gan day, mutc do sir dung
dugc danh gia 13 ting 1én rd rét va cac thiy lang ciing thu hai cay thudc véi s6 lwong 16n
hon manh 1am cho s lwong cay trong ring giam di dang ké [2].

Hién nay cdy Ban tay ma duoc thu hai tir rirng 1a chu yéu, cay chua dugc trong tai
vuon. Viéc mua ban cay Ban tay ma con han ché, chu yéu van 1 thu hai tir ty nhién.
Trén thi truong gia ban Ban tay ma khoang 5.000-6.000d/1 kg duoc liéu kho [2].

1.2. Mot s6 phwong phap danh gia tac dung bao vé gan

Gan 1a mot trong nhimg co quan 16n nhat cia co thé, dam nhan nhitng chirc ning
vO cing quan trong ddi véi co thé nhu: bién d6i thic an thanh nhitng chat can thiét cho
su sdng va phat trién; san xuat ra nhiéu chat quan trong sir dung cho co thé; giai doc va
bai tiét cac chat doc trong co thé. Bén canh do, gan ciing tao ra mat, mot chat dich can
thiét cho su tiéu hoa [48, 49]. Tuy nhién, thuc té hién nay 1a sé ngudi mac cac bénh vé
gan mat ngay cang gia tang va mac do6 nghiém trong cua bénh ciing ting 1én dang ke.
Céc bénh ly gan mat pho bién nhat phai ké dén réi loan chirc ning gan, ting men gan,
viém gan, dp xe gan, X0 gan, ung thu gan, va bénh ly duong mat.

Dé han ché anh huong dén stic khoe con nguoi, nhidu md hinh nghién ciru thude
tién 1am sang da duoc ung dung dé sang loc, phét trién thudc méi ciing nhu kiém ching
cac thudc dang str dung. Mot s6 mé hinh thir nghiém bao vé gan in vitro va in vivo dugc
sir dung dé sang loc tac dung bao vé gan cua hai duoc liéu Ban tay ma s& dugc trinh bay
trong luan an nay.

1.2.1. Pdnh gid tac dung bdo vé té bao gan trén mo hinh in vitro

Phuong phép danh gia tic dung bao vé té bao gan trén mo hinh in vitro thuong st
dung 14 phwong phap ching minh kha ning bao vé té bao gan cua cac miu nghién ctu.
Trong d6, dong té bao ung thu gan HepG2 hoic Hep3B duoc sur dung thay thé dong té
bao gan thudng, c4c té bao nay dugc nudi ciy trong méi trudng thich hop dé phat trién
[50, 51].
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Téc dung bao vé gan dugc danh gia thong qua viéc so sanh su phét trién cua té
bao khi gay doc bang CClas hoic paracetamol vai té bao dugc nudi cy trong cing diéu
Kién nhung c6 tac dong ciia mau can nghién cau. Két qua nay duoc xac dinh théng qua
phuong phap MTT [52]. Mtrc d6 duy tri sy phat trién hozc 1am giam sy phé hay cua cac
té bao ung thu gan khi cia mau thir dudi tac dong caa chat gay doc thé hién tac dung
bao vé té bao gan cia mau nghién ciu [53]. Khi gdy doc bang CCls thuong s& cho két
qua nghién ciru 16 rang hon la thtr vai paracetamol [54].

Phuong phap nay thudng dugc ap dung dé nghién cau tac dung bao vé té bao gan
ctia cac phan doan mau nghién ctru da duoc 1am giau chat dinh huéng tac dung hoic dé
danh gia tac dung nay cua cac chat da tinh ché [50, 53].

Sau khi x4c dinh dugc kha ning bao vé té bao gan cua cac mau nghién ciu, nhitng
mau c6 tiém nang sé& tiép tuc dugc xem xét mot sb co ché lién quan nhu kha ning chdng
oxy hoa, kha niang quét gbc ty do, kha nang chong viém.
1.2.1.1. Pdanh gid kha ndang chong oxy hoa ciia mau nghién cizu trén mé hinh in vitro

Mot s tac nhan c6 kha niang giy oxy héa manh nhu goc ty do hoic mot s nhém
chat twong tu (FeSO4, DPPH...) khi vao co thé s& gan vao cac phan tir sinh hoc quan
trong nhu protein, lipid, acid nucleic... gay ra nhiéu nguy hai, dién hinh nhu ung thu,
X0 vita dong mach, pha v& té bao,.. [55]. Qua do, ching truc tiép lam anh hudng dén
hoat dong sinh Iy binh thudng cua co thé, tham chi & bat hoat mét s6 co quan trong co
thé. Khi tiép xtc véi chat gay hai, co thé s& c6 nhitng phan tng dé chdng lai cac chat
gay hai nay [56]. DPdi véi cac gbc tu do va cac chit gay ra phan tng oxy hoa, té bao &
cac co quan tiép x(c véi no s& bi pha hay, kém véi do sé tao ra cac chat c6 kha nang
phan tmg dé ngan chan qué trinh oxy hoa xay ra hoic lam giam bét tac dong cua céc
phan @ng ay [56].

Phan tng oxy hda dién hinh gy ra su ton hai nghiém trong cua té bao 1a qua trinh
peroxyd hoa lipid mang té bao. Khi cac phan ting peroxyd hoa dugc kich hoat, mang té
bao bi phéa huy va té bao bi chét. Vi vay, khi mot mau nghién ciu c6 kha ning wc ché
phan (g phan ang peroxyd hda lipid mang té bao cang manh thi hoat tinh bao vé té bao
va chdng oxi hoa cang tt. Co ché danh gia hoat tinh nay dua trén phan ng tao cap caa

chat cua acid thiobarbituric (TBA), 1a san pham truc tiép caa phan tng peroxyd hoa
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lipid mang té bao, véi acid thiobarbituric (TBARS) dé tao chat hap thu quang phd VIS
& budc séng 532 nm [57].

Ap dung nguyén 1y nay, dé kiém tra tdc dung bao vé gan c6 lién quan dén qua
trinh chdng oxy hoa hay khong, ngudi ta cho té bao gan hoidc dong té bao khac tuong tur
tiép xdc véi cac chat oxy héa (thudng 12 FeSO4, DPPH, géc tu do OH") [56]. Mau phan
tich va chimg duong duoc dwa vao dé danh gia tac dong chong oxy hoéa. Sau qua trinh
thir nghiém, x4c dinh san pham cua qué trinh peroxyd héa lipid bang cach cho phan &ng
véi TBA dé tao TBARs va do do hap thu & 532 nm. Mau phan tich c6 tac dung chéng
oxy hda cang t6t thi san pham cua qué trinh peroxyd hoa lipid cang it.

Bén canh xac dinh kha nang chéng oxy hoa qua phan tng TBARs, mau phan tich
con c6 thé dugc danh gia qua kha nang quét goc ty do voi DPPH & cac mic nong do
khac nhau véi mau ddi chang 1 acid ascorbic (Vitamin C) hoic D,L-a tocopherol
(Vitamin E), quercetin, acid gallic... va do quang & budc song thich hop [58, 59].
1.2.1.2. Pdanh gia kha nang chong viém théng qua tac nhan nitric oxide va mét so
cytokine

Viém 12 mot phan (ng c6 loi caa co thé gilp chéng lai su xam hai ciia cac mam
bénh hoic cac yéu tb co hai tac dong vao co thé [60]. Khi phat hién ra su xam nhap cua
yéu t6 bat loi, cac dudng bao va cac dai thuc bao s& nhan biét va tiét ra cac chat trung
gian dé¢ kich hoat cac phan éng viém nhu chemokine, cytokine, amin van mach,
eicosanoid va mot s6 chat khac dé phan giai protein. Tac dung chinh caa cac chat trung
gian nay la tao ra cac phan (g viém tai chd dé loai bo cac tac nhan gay hai, cac di vat
dugc nhan dang [61]. Hién tuong cac phan tng xay ra dong loat nay thuong gan lién
V6i cac dap tng dic trung cua co thé 13 sung, nong (sdt), do, dau. Tuy nhién, phan tng
viém nay khdng phai luc nao ciing tot vi nd khdng thé phan biét duoc dau 1a té bao gay
hai va dau 1a té bao lanh [61, 62]. Chinh vi vay trong nhiéu trudng hop phan tng viém
qua do con tiéu diét ludn ca cac té bao lanh, 1am ton hai cac co quan bi viém, tham chi
con anh wéng dén toan than trong trudng hop phan tmg qua do “bio cytokine” [62, 63].

Ngin chin cac phan @ng viém gidp tao co hoi dé phat hién, khoanh viing va loai
bo céc tac nhan gay hai bang cach két hop vai cac thude bao vé hoic céac bién phap diéu
trj thich hop, déng thoi cling gitip co thé tam thoi khng bi cac yéu tu nhién noi tai 1am
t6n thuong [64].
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Viéc chéng viém s€ duoc thuc hién theo hai phuong an, mét la ngan chan va loai
bo yéu té ¢ hai, hai 1a ngin chin cac tac nhan trung gian kich hoat céc phan wang viém.
Co ché cuia cac phan tng viém vin con chua rd rang hoan toan, tuy nhién viéc danh gia
két qua cua phan tng viém dd c6 mo hinh cu thé, théng qua xac dinh ham lwong céac
chat tién viém, 1a cac cytokine, trong huyét thanh [61]. Cac cytokine théng dung nhat
hién nay lién quan dén qué trinh viém c6 thé xac dinh duoc 12 interleukin-1 (IL-1),
interleukin 6 (IL-6), interleukin 10 (IL-10) va yéu té hoat tir khéi u (tumor necrosis
factor — TNF-a). Trong khi, IL-1, IL-6 va TNF-a 14 bo ba chat trung gian kich hoat phan
tng viém (hay con goi l1a céc interleukin tién viém) [65], IL-10 ciing duoc tao ra trong
qua trinh viém nhung boi té bao lympho T, va c¢6 tac dung chong viém, diéu tiét qua
trinh viém tro vé can bang va bao vé céc té bao lanh trong co thé [66].

Nhu vay, trong phép thir phan eng viém, mau c6 tac dung tét 1a mau lam cho ham
luong céc cytokine IL-1, IL6 va TNF-a giam di, con ham lugng IL-10 ting 1én. Hién
nay viéc dinh luong cac cytokine nay trén mé hinh in vitro dé danh gia tic dung chong
viém cua cac mau nghién ctu da co thé thuc hién dugc rong rai & nhiéu phong thi
nghiém. Trong d6, dong té bao thir tAc dung viém 1a dong té bao dai thuc bao cua chuot
RAW 264.7 dugc kich hoat tao phan ng viém bang cach cho tiép xuc véi doc t cua vi
khuan (thuong st dung lipopolysaccharid — LPS) ¢6 mat miu thir & cac nong d6 khéc
nhau [31, 67]. Céc bo kit thir nghiém thwong mai ciing da dugc thiét ké sin gilp phép
thir don gian va c6 d6 chinh xéc cao [68, 69].

Nitric oxide (NO) duoc tong hop bai nhiéu loai té bao khac nhau trong co thé,
cung véi cac cytokine IL-1, IL6 va TNF-a, NO dugc xem nhu 1a mét trong nhirng tin
hiéu quan trong gidp kich hoat cac phan tng mién dich va phan tang viém trong co thé
dé chdng lai c4c tac nhan gay hai bén ngoai tan cong [70-73]. Uc ché san sinh NO ciing
chinh 1a ic ché sy kich thich qua trinh viém.

Qua trinh danh gia kha niang tc ché san sinh NO cua mau nghién ctu ciing duoc
thuc hanh trén dong té bao dai thuc bao cua chuét RAW 264.7 duoc kich hoat san sinh
NO bang cach cho tiép xtc vai doc té cua vi khuan (thuong sir dung lipopolysaccharid
— LPS) c6 mat mau thir & cac nong do khac nhau [74]. Miu sau nghién ctru duoc phan
g tao mau vai thudc thir Griess dé do do hap thu quang va tinh toan lwong NO sinh ra

trong qua trinh phan g [75].
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Gan dam nhiém nhiéu vai tro quan trong, va tiép xic va phan giai nhiéu loai dbi
tuong khac nhau, nén kha niang gap phai chat doc hai hoic cac vi khuan, virus gay bénh
la kho tranh khoi. Khi gan gap van dé, NO cuing véi céc tin hiéu mién dich khac dugc
kich thich dé sinh ra nhiéu hon nham kich hoat cac phan (ng mién dich va viém chéng
lai cac tac nhan gay hai. Phan ttng mién dich va phan tng viém thuong la phan tng co
loi cho co thé, nhung khi n6 dwgc kich hoat qua muc s& gay ra rat nhiéu tac hai, can phai
kiém soat. Nhu vay, danh gia tac dung tc ché san sinh NO va danh gia cac thong sb cua
IL-1, IL6, TNF-a va IL-10 1a mét trong nhitng noi dung lién quan can dugc nghién ciu
khi dénh gi tac dung bao vé gan [76, 77].

1.2.2. Danh gid tic dung bdo vé gan trén mé hinh in vivo

Cac phép thu trén mé hinh in vivo dugc tién hanh trudc khi nghién ciru sdu hon
vé hoa hoc dé khang dinh tac dung ciia mau tht, dé xac dinh liéu ding cta mau tht hoic
dé khang dinh cac két qua sau khi di nghién ciru in vitro truéc khi sir dung cho nguoi.
Téc dung bao vé gan in vivo thuong duoc tién hanh trén mé hinh chudt céng hoic chudt
nhit gay doc gan bang CCls hoic paracetamol & liéu cao [78-82].

Panh gia tac dung bao vé gna trudc hét ngudi ta quan tam dén sy thay doi hinh
thai gan. Theo d0, cac chi tiéu ban dau s& duoc xem xét 1a ti 1é khéi lugng gan, hinh thai
gan (quan sét hinh anh giai phau dai thé gan, va mé bénh hoc vi phau) [78, 80].

Khi tiép xuc véi cac tac nhan gay doc gan, co ché giai doc gan s& dugc kich hoat
dé chong lai tic dong cua chat doc. Khi do, té bao gan s& bi pha hily mot phan, giai
phong ra cac enzyme alanine transaminase (ALT) va aspartate transaminase (AST), day
la hai enzyme c6 nhiéu nhat ¢ té bao gan, khi té bao gan bi v s& giai phong vao trong
maéu khién cho nong do hai enzyme nay ting 1én nhiéu so véi binh thuong [82]. Kém
theo d6 1a qua trinh peroxyd héa lipid mang té bao gan, va qua trinh kich thich san sinh
ra glutathion (GSH) dé chéng lai c4c tdc nhan oxy hoa xay ra tai gan [80, 81].

Nhu vay, khi gan bi gay doc, ham lugng enzyme ALT, AST trong mau tang 1én,
cac san pham caa qua trinh peroxyd héa lipid (co chét cua acid thiobarbituric) va ham
lwgng GSH tai gan ting 1én. Cac chi s6 nay duoc xac dinh bang cac bo kit thude thir va
phuong phap dinh luong tuong ng.

Mot s chi tiéu khac ciling phan anh mirc d6 ton thuong gan nhu chi s6 ALP

(alkaline phosphate), chi sé bilirubin va cholesterol toan phan ciing phan anh muc do
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t6n thuong gan [83, 84]. Tuy nhién, c&c chi s6 nay thay doi con phu thudc vao trang thai
hoat d6ng cua cac co quan khac. ALP duoc sinh ra chu yéu bai cac té bao gan, xuong
va than, do d6 chi s6 ALP tang khong chi lién quan dén réi loan chirc ning gan ma con
lién quan dén réi loan chic ning cua xwong, cua than [83, 85]. Bilirubin cd nguén géc
tir viéc quéa trinh pha hay céc té bao hdng cau (do gia di va chét hoic do bénh ly tan
mau) va duoc chuyén héa & gan rdi dao thai qua duong tiéu hoa, tiét niéu [86]. Tang chi
s6 bilirubin c6 thé do chirc nang gan kém hoac tan hong cau trong méau [85, 87, 88]. Con
véi cholesterol, mac du dugc tong hop va ester chinh tai gan, nhung viéce ting cholesterol
con phu thudc vao ché do an, tudi tac, can ning, mic do van dong.... chir khéng phai
tang cholesterol toan phan 1a nghi ngay dén ton thuong gan [89]. Do d6, cac chi sé ALP,
bilirubin va cholesterol toan phan ciing 1a cac chi s6 dé danh gia chirc ning gan nhung
khong phai ltc nao ciing duogc dua vao dé danh gia tac dung bao vé gan trong cac md
hinh c&c nghién ctu danh gia tac dung bao vé gan in vivo.

Pé danh gia tac dung bao vé gan ctia mau nghién cau, chudt dugc chia thanh cac
16 khac nhau, trong d6 c6 16 chirng duong, chirng bénh, chirng sinh ly va cac 16 sir dung
mau nghién cau & cac liéu khac nhau. Kha nang bao vé gan ciia mau nghién ctru duoc
danh gia thong qua kha nang phuc hoi cac chi sé va trang thai gan so vai ching sinh ly
va chung bénh ly [78-82].

Nhitng mau nghién ctu co tac dung bao vé gan con dugce danh gia thém doc tinh
cap & md hinh in vitro va in vivo dé xac dinh d6 an toan cho nguoi str dung.

Trén md hinh in vitro, xac dinh doc tinh trén té bao duoc thuc hién theo phuwong
phap ciia Monks [90]. Pay 1a phuong phap thir d6 doc té bao dugc thyc hién theo phuong
phap thir d6 doc té bao ung thu in vitro duoc Vién Ung thu Qudc gia Hoa Ky (National
Cancer Institute — NCI) xé4c nhan 1a phép thir 6 doc té bao chuan nhiam sang loc, phat
hién cac chat ¢ kha nang kim ham su phét trién hoac diét TBUT ¢ diéu kién in vitro.

Trén mo hinh in vivo, doc tinh cip caa mau nghién ctu duoc danh gia theo hudng
dan cia Bo Y té da ban hanh [91].

1.2.3. Phwong hwong ap dung cac moé hinh bdo vé gan trong lugn an

Do kién thirc str dung cac duoc lidu Ban tay ma trong nhan dan theo diéu tra con

chua c6 tinh nhat quan cao [9], viéc danh gia tac dung bao vé gan cua hai loai dugc liéu
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nay la can thiét. Bé khang dinh tac dung bao vé gan cua cac dugc liéu, luan an sé tién
hanh danh gia tac dung bao vé gan ddng thoi trén hai phuong dién:

+ Panh gia tac dung bao vé gan trén md hinh in vivo cua hai dugc liéu qua cao

chiét nu6e cua hai duoc lidu (phwong phép sic thudc truyén théng).

+ Panh gia tac dung bao vé gan cua cac thanh phan hoa hoc da phan 1ap duoc tir

hai duoc liéu trén mo hinh in vitro.

Két qua bao vé gan trén md hinh in vivo cua cao chiét nuéc va cac thanh phan
hoa hoc ¢6 hoat tinh bao vé gan s& gilp khing dinh tac dung bao vé gan cua duoc liéu
nghién cuu. Sau khi tac dung bao vé gan dugc danh gia, dugc liéu s€ duoc danh gia do
an toan qua phép thir doc tinh cip, phép thir doc té bao thudong. Cac hoat chat co do an
toan cao s& duoc danh gia tiép mot s6 co ché bao vé gan nhu kha nang chéng oxy hoa,
trc ché san sinh yéu t NO va wc ché/cam wng cytokine tién viém.

1.3. Chat danh dau ciia dwoc ligu va phwong phap xac dinh

Thuc vat d3 duoc chang minh 12 ngudn tai nguyén duoc liéu 16n nhit da va dang
dugc con ngudi sir dung dé diéu tri bénh. Viéc ung dung khoa hoc cong nghé dé phat
trién va hién dai héa linh vuc y, duoc 6 truyén dang 13 xu thé hién nay trén thé gidi.
Bén canh viéc sir dung duoc liéu dé phat trién cac nguon thubc mai, viéc danh gia tac
dung diéu tri, kiém soat chat luong cua cac duoc lidu hién hanh 1a rat quan trong [92-
97]. Kiém soét chat luvong duoc liéu gin lién véi cac dic tinh cua duoc liéu va cac thanh
phan hda hoc dic trung hay con goi 1a “chat danh dau héa hoc” (chemical markers) cua
duoc lidu (sau day s& dugc goi tat 1a “chat danh dau”).
1.3.1. Chdt ddnh déu ciia diec ligu va iing dung

Nhiéu duoc liéu van dugc nhan dan ta sir dung dé diéu tri bénh, nhung khong phai
duoc liéu nao cling duoc kiém soét chat luong mot cach khoa hoc [2, 3, 35, 98]. Bé c6
duoc dugc liéu duogc tot, can phai duoc tién hanh kiém soat chat luong tir khau trong
trot cho dén khau thu hai, ché bién va sir dung [92, 93, 95, 96, 99]. Mudn vay, bén canh
¢ cac phuong phap phan tich hién dai, can phai nghién ciru xac dinh duoc céc thanh
phan chinh quyét dinh tac dung caa duoc liéu méi c6 thé danh gia duoc tat ca cac khau
trong qua trinh trén. Céc thanh phan chinh nhu vay cua dugc liéu dugc goi 1a cac chat

danh dau cua dugc liéu.
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Theo T6 chuc Y té thé gisi (World Health Oganization — WHO), chat danh dau
cua dugc liéu 12 nhitng chat ddi chiéu ma duge xac dinh thanh phan vé mit hoéa hoc cua
dugc lidu dy. Chat nay cd thé dong gop hoic khong dong gop vé mit diéu tri caa duoc
licu [94]. Tuy nhién ddi véi nhiéu chét, cho du chat 4y gép phan vao tac dung diéu tri,
nhung bang chirng vé hiéu qua diéu tri 1am sang cua cac chat iy khong phai lic nao
cling sin c6. Vi vay, WHO va Co quan dugc pham chau Au (European Medicines
Agency — EMA) huéng dan lya chon chat danh dau theo hai tiéu chi:

+ Chat danh diu phai c6 tac dung diéu tri hoidc cd tac dung sinh hoc lién quan dén
tac dung diéu tri cua duoc liéu [94, 100].

+ Néu cac chat tim duoc caa duoc liéu ma khdng cd tac dung, duoc liéu va cac
san pham lién quan cua dugc lidu cd thé dugc kiém soét chat lugng bang cac chat danh
dau véi cac thanh phan dic trung khac [94].

S6 lwong duoc lidu hién nay rat 16n, nhung nhitng duoc liéu da duoc tim ra chat
danh dau va c6 chit danh dau duoc st dung dé kiém soét chat lugng 1a chua nhiéu [1-3,
35]. Mot sb chat danh dau dién hinh dang duoc sir dung trong cac duoc dién [98, 101-
103], nhu:

+ Artemisinin dung dinh tinh va dinh lwong Thanh hao hoa vang; acid ganoderic
A dung dinh tinh va dinh lugng Nam linh chi; silymarin dung dinh tinh va dinh luong
cao khé sira; gentiopicrin dung dinh tinh va dinh lugng duoc liéu Tan giao; lobetyolin
dung dinh tinh Bang sdm; curcumin dung dinh tinh va dinh lwong Ngh¢; notoginsenosid
R1, ginsenosid Rgl, ginsenosid Rb1 dung dinh tinh va dinh lugng Tam that; ginsenosid

Re, ginsenosid Rb1 va ginsenosid Rg1 dung kiém tra chat luong duoc liéu nhan sam;....

+ Trong truong hop chua xac dinh duoc chat chinh ¢ tc dung, nhém chat co thé
duoc sir dung 1am chat danh dau caa duoc liéu nhu truong hop caa duoc liéu Giao ¢b
lam (dinh luong bang saponin toan phan), Ngai ctu va Qué (dung tinh dau 1a nhoém chat
danh dau)...

Chat danh dau thuong 1a thanh phan héa hoc chinh va dai dién cho tac dung sinh
hoc chinh cua dugc liéu nén néu c6 phwong phap dinh tinh, dinh lugng thich hop, chat
danh dau cia duoc liéu mang dén nhiéu gia tri thyc tién trong tng dung phét trién va

kiém soat chat luong duoc lidu [104], gom:
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- Kiém tra chdt liwong dwoc liéu: Duoc liéu dugc kiém tra theo cac giam sat cua
co quan quan Iy hoic duoc co sé san xuat kiém tra trude khi dua vao day chuyén san

xuit theo quy dinh cua GMP theo c4c tiéu chuén co s, tiéu chuan dugc dién.

- Phan biét nguon gac cac loai dwoc liéu va xdc dinh viing trong dwoc liéu: Céc
dugc liéu dugce trdng & cac vung khac nhau, diéu kién trong khac nhau cé thé s& cho
thanh phan céc chat trong duoc liéu khac nhau. Qua ham luong céc chat danh dau va ty
16 ham luong cac chat danh du cé thé phan biét dugc ngudn goc cua cac dugc liéu.
Ngoai ra, qua ham lugng cua céc chat danh dau c6 thé lya chon duogc ving tréng tt nhat
hoac diéu kién nudi trong tét nhat cho duoc liéu.

- Xdc dinh thoi gian thu hai: Ham luong cac chat trong duoc liéu 6 thé thay doi
theo mua, theo thoi gian trong trot, dic biét 1a cac duoc liéu 1 14 hoic qua thi anh huong
rat nhiéu boi moa thu héi. Can xac dinh ham luong cac chat danh dau caa duoc liéu dé

lya chon thoi diém thu hai hop 1y, cho ham lwgng chat 16n nhat.

- Xdac dinh bg phan dung cua duoc liéu: Bo phan dung cua duoc liéu khac nhau
cling c6 thé thanh phan hoa hoc cua chung ciing khac nhau nhiéu do muc dich tong hop
cac chat cua cac bo phan duogc liéu 1a khac nhau. Cac duogc liéu trude day duoc ding
theo kinh nghiém ctia nhan dan, sau nay khi cac phuwong tién phéan tich hién dai phat
trién da dan xac dinh duoc cac chat danh dau riéng cho ting b phan dung. Khi ay, bo
phan ding nao caa cay phi hop nhat véi tac dung diéu tri s& duoc lya chon dé sir dung

thdng qua cac chat danh dau.

- Xdc dinh diéu kién bdo quan va thoi han si dung cuia dieoc liéu: Nhiéu chat trong
dugc lidu c6 d6 6n dinh khong cao, nhat 1a cac chat dé bi oxy hoa hoic nhirng chat dé
bi phan haty boi nhiét do. Xac dinh duoc dich danh cac chat danh dau cua duoc liéu va
xay dung duoc phuong phap dinh luong cac chat s& giup theo ddi dugce do 6n dinh cua
dugc liéu, qua d6 xac dinh dugc thoi gian bao quan cua duoc liéu. Dya vao cac diéu
kién bao quan khac nghiét dé phan huy cac chat trong duoc liéu, danh gia ham luong
chat danh du & cac diéu kién Ay s& gitp xac dinh dugc diéu kién 6n dinh nhat cua duoc
liéu va xay dung dugc tiéu chi bao quan thich hop cho duoc liéu.

- Xay dung qui trinh chiét xudt trong san xudt cac san pham tir duwoc lidu: Chat
danh dau thuong 1a chat dai dién cho hoat tinh sinh hoc cua cac duoc liéu. Sau khi xac

dinh dugc céc chat danh dau va phuong phép dinh luong chat danh dau, chat danh dau
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dugc st dung nham ti wu hoa qui trinh chiét xuat hozc tinh ché dé san xuat cao, san
pham tir dugc liéu. Cac diéu kién ti wu sao cho ham lugng chat danh diu c6 dugc trong
san pham 12 16n nhat, hiéu qua kinh té cao nhat.

- Ung dung trong nghién cizu thuéc méi: Rat nhiéu hoat chét tan dugce duoc nghién
ctru phét trién tir cac thanh phan hda hoc cua duoc ligu. Tir cac chat danh dau cua duoc
liéu, nguoi ta cd thé danh gia tac dung tién 1am sang, 1am sang qua cac pha roi sir dung
lam chét 4y dé ¢ng dung trong san xuit thudc & qui md cong nghiép hoic tir khung cua
chat danh dau, nguoi ta co thé thay d6i cau trac dé tdi wu hoa tac dung cua cac chat nay,
nham nang cao hiéu qua diéu tri.

1.3.2. Phwong phdp xdc dinh chét ddnh déu ciia dwoc liéu

Tir cac dic trung va vai tro cua danh dau, cé4c tiéu chi cua chat duoc lya chon 1a
chat danh dau ciaa mot duoc lidu s& gom [94, 100]:

+ La thanh phan c6 ham luong di I6n trong duoc lidu;

+ Néu 1a chat danh dau dinh luong thi phai 6 tac dung dic trung cho tic dung
diéu tri cua duoc ligu;

+ Néu la chat danh dau dinh tinh duoc liéu thi phai dic trung cho dugc li¢u do
hozc loai ciia duoc lidu d6. Néu chat danh dau vira 1a dinh tinh, vira 1a dinh luong s& phi
hop nhét, con néu khéng thi c6 thé chon chit danh du dic trung hon dé dinh tinh.

+ Céc chat danh du nén Ia chat ma c6 kha ning danh gia duoc bang cac phuong
phép thong thuong nhu TLC, HPTLC, HPLC, hoac GC.

+ Céc chat danh dau khac nhau c6 thé dugc lua chon cho cling mét dugc liéu khi
né dugc chuan bi bang cac cach khac nhau hoic theo tac dung diéu tri khac nhau cua
dugc liéu ay.

+ Chét danh dau cho mét duoc lidu co thé 1a mot chat hoic mot nhdm chét dac
trung cia dugc liéu.

1.3.3. Phwong phdp xdc dinh chdt danh dédu co tac dung bdo vé gan trong dwoc ligu
Ban tay ma
Theo hudng dan cia WHO va EMA, phuong phéap lya chon chat danh ddu cho

duoc liéu Ban tay ma s& duoc dy kién lva chon nhu sau [94, 95]:
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+ Lwa chon chat danh dau cd tac dung bao vé té bao gan tir két qua thir nghiém in
vivo va in vitro. Chat danh d4u can phai 1a chat c6 tac dung bao vé gan trong duoc liéu
cé tac dung bao vé gan.

+ Néu cd nhiéu chat cé tac dung, lra chon mot sé chat c6 ham lwong 16n dé 1am
chit danh dau.

+ Chat danh dau phai an toan trong pham vi diéu tri (¢ nong d6 c6 tac dung khong
gdy doc té bao gan va té bao thuong).

+ Phuong phép dinh tinh, dinh lugng chat danh dau du kién s& xay dung trén cac
phuong phap phan tich thong dung hién nay, wu tién phwong phap HPLC detector DAD
vi phuong phap nay 1a phwong phap pho bién tai cac phong thi nghiém, vira c6 kha nang
dinh luong, vira c6 kha ning dinh tinh chat danh dau.

1.4. TO6m tit c4c van dé dé tai luan an can giai quyét

Tir céc nghién ctru trong va ngoai nudc vé hai loai Ban tay ma H. terminalis va
H. lobata dic biét 1a nghién cu gan day nhat cua nhom tac gia Hoang Thi Quyén va
Tran Van On vé thuc vat, thanh phan hoéa hoc va tri thuc sir dung hai loai nay & Viét
Nam, c6 thé rat ra mot s6 nhan xét rang:

- Hai loai ¢ dic diém thyuc vat twong dbi twong dong nhau, mot sé dic diém noi
bat nhat gitp phan biét hai loai 12 loai Ban tay ma d6 c6 16ng che ché mau hong ¢ than,
ngon va I4; loai Ban tay ma trang khong c6. Mau sac vo ré, vo than va gd cua duoc liéu
Ban tay ma d6 ¢6 mau hong dén do; duoc liéu Ban tay ma trang cac bo phan nay mau
trang. Cay Ban tay ma trang phan bd rong rai hon cay Ban tay ma d6. Vi hai loai nay
tuong d6i gidng nhau vé hinh thirc nén viéc phan biét hai loai nay van con kha kho khian
trong nhan dan.

- Thanh phan héa hoc hai loai ciing twong d6i gidng nhau vé nhém chat, nhung
c4c chat trong d6 lai khac nhau.

- L4 cay it duoc sir dung & Viét Nam, nhung thanh phan hda hoc cua 14 ca hai
loai lai da dugc nghién cau bai nhiéu nhém khéac nhau. Than va ré hai loai Ban tay ma
duoc sir dung nhiéu ¢ Viét Nam nhung chua c6 nhiéu nghién ciu vé nd.

- Hai loai Ban tay ma do va tring déu duogc sir dung 1am thudc, bénh phé bién
nhat dang duoc ngudi dan ving Tay Bac sir dung duoc lidu Ban tay ma dé diéu tri la

bénh gan. Loai Ban tay ma d6 dugc cho 13 ¢6 tac dung tét hon loai Ban tay ma trang.
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- Hién nay muic do sir dung hai loai Ban tay ma ngay cang pho bién hon, nhung
t6n tai mot s6 van dé can phai giai quyét di d6i vai véi diéu nay. Thir nhit, nguon duoc
liu dang str dung cha yéu 1a ngudn ty nhién, vai trd caa hai loai nay chua duoc ddnh
gia dung dan dé cd bién phéap bao ton, phat trién. Thir hai, ca hai dugc liéu Ban tay ma
déu 1a cay go 1au nim, trén thi truong cac duoc lidu ndy duge thuong mai Vi bo phan
ding cha yéu 1 than, canh hozc ré da phoi khé. Trong d6 than va canh duoc ban phd
bién hon 1a ré cdy. Néu str dung ré cay thi rat kho bao ton va phat trién ngudn duoc liéu;
con néu than va canh ma c6 tac dung thi khi cat bét thanh phan cay dé lay duoc liéu van
duy tri dwoc sy phat trién cua cdy ma it anh huong dén cdy. Cudi cung, kién thuc sir
dung cua hai loai nay van con phic tap, chua nhat quan, can danh gia dung kha ning
bao vé gan ctia mdi loai dé lua chon loai duoc liéu phi hop khi diéu tri.

Nhu vay, can phai ¢d nhiing nghién ciru sau hon dé cung cap thém céc minh
chang vé tac dung diéu tri bénh caa hai loai ndy, nhat 1a tic dung diéu tri bénh gan nhu
kinh nghiém dan gian dang st dung. Pong thoi can phai nghién ciu sau hon vé thanh
phan héa hoc cua hai loai nay dé xac dinh cac chat danh dau, gitp kiém soat chat lugng
duoc liéu, ddng thoi 1a dich dé phét trién cac dang bao ché hién dai dé tién dung hon,
hoac phuc vu cho muc dich phan phdi, kinh doanh d¢é mang lai gia tri nhiéu hon cho
cong dong. Panh gia ding tiém ning ctia cac loai duoc lidu nay gitp dua ra nhitng chinh
sach hop 1y dé bao ton, phat huy nguén duoc liéu quy tai Viét Nam.

Vi céc 1y do trén, dé tai cua luan an tap trung nghién cau phan tich thanh phan va
tac dung sinh hoc cua cac hop chat phan Iap tir hai loai duoc liéu Ban tay ma tring va
Ban tay ma do, tir d6 xac dinh chat danh dau va xay dung phuong phap dinh tinh, dinh
lugng chat danh dau dé phuc vu cong tac tieu chuan hoa, kiém soét chat luong, thu hai
va ché bién dugc lidu. Cac phuong phap da duoc dé cap bén trén rat kha thi dé 4p dung

cho d¢é tai nham dap ng cac yéu cau cia qua trinh hién dai hoa nganh y, duoc ¢ truyén.
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CHUONG 2. POI TUQNG VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU
2.1. Pdi twong nghién ciru
Mau cdy tuoi cua duoc liéu Ban tay ma tring va duoc liéu Ban tay ma d6 duoc
thu hai & huyén Bach Théng, tinh Bic Kan vao thang 12/2019 va thang 8/2021, duoc
giam dinh thyc vat boi ThS. Nghiém Dc Trong, Truong Pai hoc Dugc Ha Noi (Phu
luc 5) véi tén khoa hoc la Heliciopsis terminalis (Kurz.) Sleumer va Heliciopsis lobata

(Merr.) Sleumer, ca hai loai déu thudc chi Heliciopsis Sleum, ho Quén hoa (Protaceace).

BAN TAY MA TRANG (HTG0821)
Heliciopsls terminalis (Kruzz.) Sleumer | 0
(Protaceac) . 4

1005

Hinh 2.1. MAu tiéu ban duoc liéu va bot dugc liéu Ban tay ma tring (lay tir phan than
va canh cua cay Ban tay ma trang — Heliciopsis terminalis)

BAN TAY MA DO (HLGOS21)
| eliciapsis iobata (Merr.) Sieamer
{Protaceac)
100 ¢

Hinh 2.2. MAu tiéu ban duoc liéu va bot duoc liéu Ban tay ma do (lay tir phan than va
canh cua cay Ban tay ma d6 — Heliciopsis lobata)
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G4 cua cac cay nay (than va canh) dugc cat thanh 14t mong, phoi kho, nghién nho.
Céac miu phan gd va bot duogc luu tiéu ban tai Vién Kiém nghiém thudc Trung wong voi
cac ma sb 1an luot 12

+ Duoc liéu Ban tay ma trang: HTG1219 va HTB1219 cho miu thu hai nam 2019;
HTG0821 va HTB0821 cho mau thu hai nim 2021 (Hinh 2.1);

+ HLG1219 va HLB1219 cho mau thu hai nam 2019; HLG0821 va HLB0821 cho
mau thu hai ndm 2021 (Hinh 2.2).

2.2. Phuong phap nghién ctiru

Than va canh duoc liéu ) Phan tich cau trac
Ban tay ma do & trang ; cac thanh phan hoa hoc

Danh gia tac dung DPanh gia tac dung
bao v¢ gan in vivo bao vé gan in vitro

\/

Xac dinh
chat danh dau (marker)

Xay dung phuong phap
dinh tinh va dinh lugng marker

Hinh 2.3. So d6 nghién ciru duoc liéu Ban tay ma do va Ban tay ma tring

Dé tai thuc hién nham phan tich xac dinh cac hop chét cé tac dung bao vé gan
cua hai loai duoc liéu, tir d6 xay dung phuong phap dinh tinh va dinh lugng cac hop
chat nay trong duogc liéu phuc vu cong tac kiém tra, giam sat chat luong dugc liéu sau
nay. Do d6, cac ndi dung chinh cua dé tai tap trung nghién ciru vao than va canh Ban
tay ma trang (H. terminalis) va Ban tay ma d6 (H. lobata), gom: Ap dung cic phuong
phap phan tich hoa ly hién dai dé xac dinh ciu trdc cac hop chat héa hoc trong hai loai
dugc liéu; danh gia tac dung bao vé gan trén mé hinh in vivo véi cao chiét cua hai duoc
liéu va tac dung bao vé té bao gan caa cac hop chat dugc phan 1ap tir hai loai. Sau khi
khiang dinh dugc tac dung bao vé gan ciia mdi lodi va cac chat lién quan, tiép tuc tién
hanh danh gia mot s6 co ché lién quan tac dung bao vé gan ciing nhu danh gia d6 an

toan cua cao chiét, va ciia cac hop chét tiém ning. Tl c4c chat tiém ning s& sang loc ra
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cac chat phu hop 1am chét danh dau dai dién cho tac dung bao vé gan cua dugc liéu dang
nghién ctu. Tiép do, luan an s& nghién ctu xay dung phuong phap phan tich chit danh
dau cd tac dung bao vé gan dé sau nay phuc vu kiém soét chat lugng duoc liéu. Md hinh
nghién ctru hai dugc liéu dugc thé hién nhu Hinh 2.3.

Dé thuc hién céc noi dung trén, dé tai sir dung cac phuong phap nghién ciru sau:
2.2.1. Ap dung cdc phwong phdp phan tich héa ly hién dai dé phan tich cdu tric mét
s6 thanh phan hoa hec cia hai loai Ban tay ma
2.2.1.1. Chiét xudt duoc ligu

Phuong phap st dung la siéu am bét duoc liéu va methanol vaéi ty 1€ duoc liéu —
dung méi 1a 1 : 3 (kI/tt) & nhiét &6 khong qua 50 °C. Chiét Iap lai 03 lan, gom dung dich
sau siéu am dé cd quay loai dung moi dé thu duoc cao chiét methanol.

Cao chiét methanol sau d6 dugc thém nuéc tao thanh hdn dich trong pha nudc, hdn
dich nay duoc lan luot chiét voi cac dung mdi it phan cuc nhu n-hexane,
dichloromethane va ethyl acetate. Bay hoi dung mdi & cac phan doan dung mai dé thu
duogc cao chiét & cac pha. Lua chon dung méi thich hop dé chiét 3 1an & mdi pha véi ti
I¢ pha nudc va pha dung moéi hitucolal : 1.
2.2.1.2. Phan Idp céc thanh phan héa hoc tir cao chiét diroc liéu

Cao chiét duoc ¢ cac phan doan dugc phan 1ap va tinh ché trén cac hé sic ky két
hop pha thuan va pha d4o (gém ca sac ky cot va sac ky long diéu ché). Cac phan doan
dugc phat hién bing sic ky 16p mong (TLC) hoac sic ky 1ong hiéu ning cao (HPLC).
* Phuong phdp sac ky 16p méng:

Chat mang Silica gel 60 GF254 (0,25 mm; Merck), RP-18 F254S
(0,25 mm; Merck). Mot s6 dung moi thong thuong dung dé trién khai ban mong
nhu: n-hexane, chloroform, ethyl acetate, acetone, methanol va nudc. Cac chat dugc
phét hién bang dén tir ngoai ¢ hai budc séng 254 nm va 365 nm hozc phun dung dich
H2S04 10 % trong ethanol va say khd dén khi hién vét.

* Phirong phdp sdc ky cét diéu ché:

Cao chiét & cac phan doan dugc trién khai trén hé sic ky cot véi cac chat hap phu
duogc lya chon dé sir dung la: silica gel (0,040-0,063 mm; Merck); va RP-18 (0,2 mm;
Merck) hoac RP18 (30-50 um; Fujisilisa Chemical Ltd.) hoac Diaion HP-20 (Misubishi
Chem. Ind. Co., Ltd.) cho hé¢ sic ky pha dao.
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Pha dong cho hé sic ky pha thuan 1a hdn hop cua cac dung méi n-hexane,
dichloromethane, ethyl acetate, methanol, acetone va nudc ¢ cac ty Ié thich hop. Trong
khi d6, hé sac ky long pha dao dung hé dung moi 1a hdn hop nudc véi acetone hoic
methanol. Cac phin doan dugc gom bang may hing phan doan ty dong DC-1500C
EYELA (Tokyo Rikakikai, Nhat Ban). Vét chat & cac phan doan dugc phat hién bang
sic ky 16p mong TCL hoic bang thiét bi HPLC Shimdazu LC20 A detector PDA
(Shimadzu, Nhat Ban) véi diéu kién thir thich hop.

* Phirong phdp sdc Ky léng diéu ché:

Diéu ché chat tinh khiét bang thiét bi sic ky long diéu ché Pure C-850 BUCHI
(Thuy S¥) voi diéu kién sic ky nhu sau: Cot C18 (250 x 10 mm; 5 um); téc do dong 4,0
ml/phat; thé tich tiém tir 0,8 — 1,2 ml. Rua giai biang hdn hop dung méi nudc va
acetonitrile hoac methanol véi cé4c ty 1 thich hop. Cac chat dugc phét hién bang detector
PDA ¢ cac cuc dai hap thu phi hop.
2.2.1.3. Nghién cizu phan tich xdc dinh cdu tric hda hoc cac thanh phan

Céc hop chat sau khi dugc tinh ché dén do tinh khiét thich hop, dugc do pho khéi,
pho cong huong tir hat nhan, phd ludng sac tron (CD), pho hong ngoai (IR) dé xac dinh
cAu trac. CAu tric cua c4c chat duoc xac dinh tir cac tai liéu tham khao hoic tir cac dit
liu phd thu duoc.

* Pho khoi lwong phan gidi cao HR-ESI-MS:

Str dung thiét bi phan tich pho khéi phan giai cao Agilent 6530 Accurate
Mass QTOF LC/MS cua Vién Hoéa sinh bién, Vién Han 1am Khoa hoc va Cong nghé
Viét Nam.

* Phé céng hwrong tir hat nhan NMR:

Phé cong huong tir hat nhan (NMR) duoc do trén may: Bruker AM500 FT-NMR
cua Vién Hoa hoc, Vién Han 1am Khoa hoc va Céng nghé Viét Nam. Chat chuan 1a TMS
(Tetramethyl Silane).

Céc k¥ thuat do phd cong huong tir str dung thuc hién luan an gom:

+ Phé cong huang tir hat nhan mot chiéu: H-NMR, 3C NMR va DEPT.

+ Pho cong huang tir hat nhan hai chiéu: HSQC, HMBC, COSY va NOESY.

Dung méi hoa tan ca&c mau bao gom methanol_ds, chloroform_d; va DMSO _ds.
Dung mdi duoc lya chon sao cho phai hoa tan duoc mau phén tich va céac tin hiéu phan
tich khéng bi che khuat.
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* Pho luwéng sdc tron (CD):

Ph6 ludng sic tron cia mau nghién cou duge do trén thiét bi do phd CD
ChirascanTM CD spectrometer (Applied Photophysics Ltd., Surrey, UK) tai Vién Hoa
sinh bién — Vién Han 1am Khoa hoc va Céng nghé Viét Nam.

* Phuong phap xac dinh dwong:

Thuc hién theo phuong phap cua Laurence Voutquenne (Phu luc 1.1) [105] va

Lihua Yan (Phu luc 1.2) [106].

2.2.2. Danh gid tic dung bdo v¢ gan caa hai loai Ban tay ma

2.2.2.1. Ddnh gid tdc dung bao vé gan cia cao chiét nude diroc liéu Ban tay ma trdang
(H. terminalis) va dwoc liéu Ban tay ma do (H. lobata) trén mé hinh in vivo

* Chudn bi mdu:

Mau duoc liéu (than va canh) caa hai loai Ban tay ma trang va dé dugc nghién nho,
x4c dinh d6 am lan luot 12 8,6 % va 8,4 %.

Lay 2,0 kg bot duoc lidu kho, thém 5 lit nude, dun soi trong 2 gid. Gan lay dich
chiét. Lam lip lai qua trinh chiét thém 2 1an, gop dich chiét cua 3 1an, loc. Co quay chan
khong & 80 °C dé thu duoc cao chiét dac quanh.

Cao chiét sau khi c6 caa hai duoc liéu nhu sau:

+ Cao chiét nude duoc liéu Ban tay ma trang (BTMT): Khéi luong 62 g, do am 29
% (hiéu suat chiét khoang 3,1 %);

+ Cao chiét nude duogc lidu Ban tay ma doé (BTMB): Khéi luong 80 g, d6 am 32 %
(hiéu suét chiét khoang 4,0 %).

Cao chiét sau d6 dugc thém nudc véi lwong thich hop dé pha lodng va cho chudt
udng & céc thi nghiém.

* Pdanh gia tdac dung bao vé gan:

Tac dung bao vé gan cua hai dugc liéu nghién ctru duoc tién hanh trén mé hinh
chudt nhit tring, gdy doc gan biang paracetamol (PAR) [54, 81, 107, 108]. Mau ddi
chirng duong la silymarin [109].

Chuot nhit tréng chung Swiss albino, ca hai giéng, khée manh, trong lugng 25,0 £
2,0 g (ngudn gdc Vién Vé sinh Dich t& Trung wong) dugc sir dung dé nghién ctru danh
gia tac dung bao vé gan. Chudt duoc nudi trong diéu kién ddy di thirc dn va nude udng
theo nhu cau tai phong thi nghiém cta Vién Kiém nghiém thudc Trung wong trudc 7

ngay va trong sudt thoi gian nghién ctru.


https://www.researchgate.net/profile/Laurence-Voutquenne
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Chuét nhit tring thi nghiém duoc chia ngau nhién lam 10 16, s lvong chudt trong
mdi 16 duoc chia cu thé nhu sau:
+ L6 1 (d6i ching sinh 1y, 8 con): Chudt ubng nuée ct;
+ 16 2 (d6i ching bénh 1y, 14 con): Chudt udng PAR va nudc cit;
+ L& 35 (16 thir, 14 con): Chudt ubng PAR va cao chiét BTMBP;
+ L& 6 — 8 (16 thir, 14 con): Chudt udng PAR va cao chiét BTMT;
+ L 9 (d6i ching duong, 8 con): Chudt uéng PAR va silymarin liéu 70 mg/kg.
Chuét thi nghiém dugc uéng nude hodc mau nghién ciru lién tuc trong 7 ngay. O
16 chimg duong, chudt udng silymarin liéu 70 mg/kg (tinh lidu tir vién nang Legalon,
ctia hing Madaus, 16 B1602390, chira 70 mg silymarin). Chudt & cac 16 thir ubng mau
nghién ctru theo thiét ké liéu ¢ Bang 2.1.

Bang 2.1. Liéu cao chiét sir dung cho chudt thir nghiém [110]

Poi twong sir dung/qui doi Liéu thi nghiém (g/kg)
Liéu quy d6i duogc liéu str dung trén nguoi 60,0 120,0 240,0
Liéu qui d6i duoc liéu st dung trén chuot 14,4 28,8 57,6
Liéu cao chiét BTMD cho chudt uong 0,56 1,15 2,30
Liéu cao chiét BTMT cho chuét udng 0,45 0,89 1,79

Cudi ngay thir 4, cho chudt nhin d6i, nudc udng tu do. Ngay tht 5, sau ubng 1
gi0, gy ton thuong gan chudt ¢ tat ca cac 10 (trir 16 chimg sinh 1y) bang uéng PAR (licu
200 mg/kg voi thé tich 0,1 ml/10g thé trong chudt (tinh lidu tir vién nén Paracetamol,
san xuét bai Sanofi Aventis, 16 17094, chtta 500 mg paracetamol). Ngay tht 6, sau udng
1 gio, gay tén thuong gan chudt & tit ca cac 16 (trir 16 chung sinh 1y) bang uéng PAR
lidu 350 mg/kg véi thé tich 0,1 ml/10g thé trong chudt. Ngay thir 7, sau khi cho chudt
ubng (nude hodc mau thir) 1 gid, chudt ¢ tat ca cac 16 bi giét dé 1ay mau va gan [82].

Mau duoc dé dong ty nhién & nhiét dd phong khoang 60 phut, li tim 3000 v/pht
trong 10 phat, hat 14y huyét thanh dé dinh lwong hoat d6 enzyme aspartate
aminotransferase (AST) va alanine aminotransferase (ALT). ALT, AST huyét thanh va
protein gan dugc do bang kit sin c6 do hdng Erba (Séc) cung cip theo huéng dan cua
nha san xuat bang thiét bi dinh lugng sinh hoa ban tu dong Humanlyser 2000 (Bric)
[111].
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Mau gan dugc can dé xac dinh ty 1¢ khoi luong tuong ddi giita gan va khéi luong
chudt, quan sat dai thé va dinh luong cac co chit (1a san phim cua qué trinh peroxyd
hoa lipid) phan tng v6i acid thiobarbituric (TBARS).

Pinh lugng TBARs: Pinh luong TBARs theo phuong phdp Wasowich va
Balahoroglu [112, 113]. Quy trinh dinh lvong TBARs duoc tom tit nhu sau: can 100
mg gan, nghién dong thé trong 1 ml dung dich dém RIPPA bing may nghién bi Ultr
Turrax T25 cua (IKA Labortechnik). HGt 100 pl dich dong thé cho vao dng nghiém co
Iml H20, thém vao d6 1 ml dung dich acid thiobarbituric 0,25 % pha trong acid acetic,
dun cach thay nhiét d6 100 °C trong 60 phit, dé ngudi, thém 25 pl HC1 5N, lic déu,
thém vao 3,5 ml n-butanol, ly tam 3000v/phut x 10 phit bang may ly tim Mikro 22R
ctia hang Hettich (Puc), hut phan n-butanol do quang & budc séng 532 nm bang thiét bi
quang pho UV-VIS mini 1240 (Shimadzu — Nhat Ban).

Ham luong TBARs duoc tinh theo phuong trinh héi quy tuyén tinh ciia chat chuan
la 1,1,3,3-tetracthoxypropane vdi cac néng d6 0,2; 0,3; 0,4; 0,6 va 0,8 nmol/ml. Gia tri
TBARs dugc thé hién duéi dang nmol/g protein gan. Lwong TBARS trong mau thtr giam
so v6i ddi ching gay bénh s& biéu hién kha niang trc ché qué trinh peroxy hoa lipid (POL)
ctia chét thu.
2.2.2.2. Panh gid hoat tinh bdo vé té bao gan cia cac hop chdt phan ldp tir duwoc liéu
Ban tay ma dé va dwoc liéu Ban tay ma trang

Trén md hinh in vitro, tac dung bao vé té bao gan cia cac mau nghién ctiu duoc
thir nghiém trén dong té bao ung thu gan HepG2 khi gy doc bang CCls. M hinh nay
duoc tién hanh theo 2 budc, nudi cay té vao va thir tac dung bao vé té bao gan dudi tac
dong caa CCls (xem Phu luc 1.2) [53, 54].
2.2.2.3. Panh gid tic dung chong oxy héa
* Pdanh gid kha nang quét goc tir do DPPH:

Hoat tinh quét géc tu do 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) duoc thir nghiém
theo phuong phap dugc md ta bai nhdm nghién ctu cua cac tac gia Saito [114] va K.
Pyrzynska [115], tién hanh tai Khoa Duoc ly, Vién Kiém nghiém thudc Trung wong.
Quy trinh thtr nghiém theo Phu luc 1.3.1.
* Pdnh gid kha ndng chong qud trinh peroxyd héa lipid trén mé hinh in vitro

Phuong phap chdng oxi hoa thong qua wrc ché qué trinh peroxidation lipid mang

té bao (thir nghiém MDA) duoc thyc hién theo phuong phap ciia N. Zhu cling cong su
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va caa Vién Duoc liéu - Bo Y Té (2006), c6 su thay d6i nho cho phu hop véi diéu kién
cuaa phong thi nghiém [116]. Quy trinh thur nghiém theo Phu luc 1.3.2,
2.2.2.4. Bdnh gid kha nang irc ché NO

Kha nang trc ché NO duoc thue hién trén cac mau di xac dinh duoc 1a c6 tac dung
bao v¢ gan va c¢6 do an toan cao trén mo hinh in vitro. Phép thir nay dugc thuc hién trén
mo hinh gy doc dong té bao dai thuc bao RAW264.7, tién hanh qua hai budc: nudi cdy
té bao (nhan té bao 18n) va thir tac dung e ché NO [74, 75, 117]. Qui trinh thir nghiém
tién hanh theo Phuc luc 1.4.
2.2.2.5. Pdnh gid khd ndang cam vmglirc ché cytokine

Kha ning cam ang/tc ché cytokine caa cac mau nghién ctu duoc danh gia trén

dong dai thuc bao RAW 264.7 twong tu nhu véi phép thir kha ning tc ché NO. Phép
thir can tién hanh qua hai giai doan: nudi cdy té bao va thu tac dong cytokine. Cac
cytokine dugc quan tdm la IL-6, IL-10 va TNF-a [51, 75]. Quy trinh thtr nghiém mo ta
chi tiét & Phu luc 1.5.
2.2.2.6. Pdnh gid dgc tinh té bao trén mé hinh in vitro

Phuong phap thir tac dung bao vé té bao gan dugc thuc hién theo mé hinh pho bién
duoc sir dung 12 nhuom Sulforhodamin B (SRB) [97]. Dong té bao duoc chon dé thir
nghiém doc tinh la dong té bao goc than & phdi ngudi (human embryonic kidney cells)
véi ma 1la HEK-293A. Phép thir dugc thuc hién theo Phu luc 1.6.
2.2.2.7. Banh gid déc tinh cdp cua cao chiét niede dieoc liéu trén mé hinh in vivo

Péc tinh cip duge danh gia theo quy dinh hién hanh cua Bo Y té [91] va tac gia
P4 Trung Pam [118]. Quy trinh thir nghiém mo ta chi tiét theo Phy lyc 1.7.

2.2.3. Xdy dung quy trinh dinh tinh va dinh lwong chit dinh déu cé tic dung béo vé
gan cua hai loai Ban tay ma
2.2.3.1. Xdc dinh chdt danh dau c6 tac dung bdo vé gan cua hai loai Ban tay ma
Chét danh ddu duoc xac dinh theo huéng din ctua T chirc Y té thé gigi (WHO)
va EMA [96, 100], bao gdm:
+ La chét chinh (c6 thanh phan 16n), dai dién cho mau nghién ciru;
+ La chét ¢6 hoat tinh bao vé gan va c6 d§ an toan tuong ddi cao;

+ Kha thi dé dinh tinh va dinh luong bang cac phuong phap thudng quy.
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Trong nén mau duoc lidu da dang va phtic tap vé thanh phan hop chit, phuong
phap dinh tinh va dinh luong hop chit c6 tic dung bao vé gan duoc vu tién 13 phuong
phap séc ky 16ng hiéu ning cao.
2.2.3.2. Xdy dung phwong phdp dinh tinh chdt danh déau c6 tdc dung bdo vé gan cua hai
loai Ban tay ma

- Pinh tinh bang phwong phdp HPLC: Tién hanh cing phan dinh luong.
- Tham dinh phirong phdp dinh tinh: Tham dinh d6 dic hiéu cua phuong phép theo
huéng dan ctia ICH va AOAC [119, 120].
2.2.3.3. Xdy dung phwong phdp dinh lirong chat danh ddu cé tdc dung bdo vé gan ciia
hai loai Ban tay ma
- Xay dung phuong phap:
+ Xay dung chuong trinh sic ky dinh luong mau nghién ctu;
+ Xay dyng phuong phap chuan bi mau.
- Tham dinh phuong phép dinh lugng: Tham dinh theo cac tiéu chi huéng dan caa
AOAC, gém: Do dac hiéu, do thich hop hé théng, do tuyén tinh, gidi han dinh luong,

do dtng va do lap lai.
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CHUONG 3. KET QUA VA THAO LUAN
3.1. C4u tric ciaa mot s6 thanh phan hoa hoc dwegc phan lap tir dwoc ligu Ban tay
ma tring va dwoc liéu Ban tay ma dé
3.1.1. Phan tinh xdc dinh cdu trac mgt sé thanh phan hoa hec tir loai Ban tay ma
trang (H. terminalis)

Than va canh ciy Ban tay ma trang (H. terminalis) dugc chat nho, phoi kho,
nghién thanh bt (10 kg). Chiét siéu am 3 lan vai 30 lit methanol, mdi 1an siéu am 2 gio.
Gop dich chiét 3 lan, c6 quay chan khong dé loai dung méi thu duoc 120 g cao chiét
methanol toan phan (HT).

Cao chiét HT duoc thém vao 3 lit nuéc dé phan bd. Thém 3 lit ethyl acetate, chiét
lic phan b hai pha, dé phan 16p, rat dich ethyl acetate. Lap lai qué trinh thém 2 lan, gop
dich chiét ethyl acetate va bay hoi dung méi, thu duoc 32 g cao ethyl acetate (HTE).
Pha nudc duoc cd quay bay hoi dén hét ethyl acetate, thém nuéc dé pha lodng, loc, thu
dugc dich chiét nudc (HTN).

Phan doan ethyl acetate (HTE) dugc phan tach trén cot silica gel, rira giai gradient
bang hé dung méi dichloromethane/methanol véi ti Ié methanol ting dan tir (1: 0—»0:1,
v/v). Sau rira giai thu duoc 5 phan doan nhé hon gom: HTE1 (6,5 g), HTE2 (4,2 g) va
HTE3 (2,2 g). Phian doan HTE1 1a phan doan chira nhiéu chat khong phan cuc dang
dau, khdng nghién ctu phan doan nay. Phan doan HTES thir danh gia qua sic ky 16p
mong & cac diéu kién khac nhau, khdng c6 vét chat hién thi trén ban mong. Phan nay c6
thé chira nhiéu chat phan cuc hoic cac chat keo, bo khdng phan tich tiép.

Phéan doan HTE2 duoc tiép tuc phan tach trén sic ky cot silica gel, pha dong la n-
hexane/ethyl acetate vai ty I (6/1, v/v), thu duoc 01 phan doan. Tién hanh danh gia bang
sac ky 16p mong cho thay phan doan nay tinh khiét. Nhu vay phan doan HTE2 thu duoc
chat tinh khiét HT1 (142 mg). Chét nay thu duoc lugng kha 16n.

Dich chiét nugc (HTN) duoc dua 1én hé sac Ky cot véi pha tinh 14 hat nhoi diaion,
rira giai gradient bang hdn hop methanol/nuéc véi ty 16 ting dan tir 20 % dén 100 %,
thu duoc 4 phan doan HTN1 (12,3 g), HTN2 (8,2 g), HTN3 (9,6 g) va HTN4 (3,5 g).
Theo ban chét cua hé sic ky cot diaion, phan HTN1 1a phin doan chira cac chat phan

cuc, dudng, mudi. .. nén khong dugc phan tich tiép.



A: aceton
CC: séc ky cot
D: dichloromethane

H: n-hexan

M: methanol

ACN: acetonitrile
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Than va canh H. terminalis

(Bat kho, 10 kg)

Siéu &m véi MeOH (3 lan x 30 lit)

EtOAcC: ethyl acetat W: nué .
C:eylacelat nuoe (C6 quay thu hdi dung moi)
HPLC: Sac ky long di€u ché
Cao chiét MeOH
(HT = 120 g)
B6 sung nuede, chiét phan l6p véi EtOAC
(C6 quay thu /6i dung moi)
HTE (32 9) Pha nuée (HTN)
Gradient | _ Silica gel Sradion | CC: Diion
adient | oM 10— 1/0 adient v 15— 100
[ \ \ \ \ \
HTE1 (6,5 g) HTE2 (4.2 g) HTE3 (2.5 9) HTNL1 (12,3 g) HTN2 (8,2 g) HTN3 (9,6 g) HTN4 (3,5 g)
CC, Silica gel
H/E: 6/1
CC, Silica gel
D/M: 10/1
HT1 (142 mg)
. cc, Silica gel Gradient | CC, Silica gel
Gradient DIM: 10/1 —>3/1 D/M: 20/1 —>4/1
HTN2A (0,43 g) HTN2B (1,2 g) HTN2C (0,22 g) HTNS3A (0,31 g) HTN3B (0,25 g) HTNS3C (0,24 g) HTNA4A (0,31 g) HTNA4B (0,51 g)
HPLC, RP18
HPLC, RP18 '
HPLC, RP18 HPLC, RP18 HPLC, RP18 HPLC, RP18 HPLC, RP18 M/W: 1/4
M/W: 1/6 : : . )
| | M/W: 1/6 M/W: 1/5 M/W: 1/6 M/W: 1/6 M/W: 1/5 T
HT2 (10,6 mg) HT3 (24,4 mg) HT4 (83,1 mg) HT5 (7,5 mg) HT6 (4,2 mg) HT7 (4,8 mg) HT8 (6,3 mg) HT9 (35,3 mg) HT10 (21,3 mg)

Hinh 3.1. So db phan Iap va tinh ché cac hop chat tir loai Ban tay ma trang (H. terminalis)
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Phan HTN2 duoc nhoi Ién cot silica gel, rira giai gradient bang hé pha dong
dichloromethane/nuéce véi ti 16 ting dan tir (10/1—> 3/1, v/v), thu duoc 3 phan doan
HTN2A (0,43 g), HTN2B (1,24 g) va HTN2C (0,22 g). Tiép tuc tinh ché cac phan doan
nay trén hé sic ky long diéu ché, cot RP18, pha dong sir dung dé rira giai cho ba phan
doan 12 hdn hop methanol/nudc véi ty 1é thé tich 1an luot 1 (1/6, 1/6 va 1/5). Sau tinh
ché, phan doan HTN2A cho chit HT2 (10,6 mg) va HT3 (24,4 mg); phan doan HTN2B
cho chat HT4 (83,1 mg); phan doan HTN2C cho chat HT5 (7,5 mg). Chat HT4 c6

lugng kha lon.

Phan doan HTN3 duoc phan tach trén cot silica gel, rira giai gradient bang hdn hop
dichloromethane/nudc Véi ti 18 tang dan tir (20/1— 4/1, v/v) thu duoc 3 phan doan nho
hon, gdm HTN3A (0,31 g), HTN3B (0,25 g) va HTN3C (0,24 g). Cac phan doan nay
dugc hoa trong methanol, tiép tuc tinh ché trén hé sac ky long diéu ché, cot RP18, pha
dong str dung dé ria giai 1a hdn hop methanol/nude vai ty 18 (vé thé tich) 1a 1/6, 1/6 va
1/5 tuong g cho ba phan doan, thu dugc ba chat tinh khiét HT6 (4,2 mg), HT7 (4,8
mg), HT8 (6,3 mg).

Phan doan HTN4 duoc phén tach trén cot silica gel voi pha dong la
dichloromethane/methanol (10/1, v/v), thu dugc hai phan doan HTN4A (0,31 g) va
HTN4B (0,51 g). Kiém tra baing HPLC, phan doan HTN4A khong c6 vét chat tach
riéng, bo khong phan tach tiép. Phan doan HTN4B chtra vét ciia hai chét tac biét, duoc
tiép tuc diéu ché trén sic ky long diéu ché RP18. Rira giai bang hé dung méi methanol
—nudc ty 18 1 : 4 (v/v) thu dugc hai chat tinh khiét HT9 (35,3 mg) va HT10 (21,3 mg).
So d6 qui trinh phan 1ap va tinh ché cac chat tir cdy Ban tay ma tring (H. terminalis)
dugc trinh bay & Hinh 3.1.

Céc chat tinh khiét sau khi phan Iap, tinh ché dugc kiém tra hinh thai, xac dinh
c4c thong s6 phd HR-ESI-MS va NMR dé xac dinh cau triic. Két qua nhu sau:

3.1.1.1. Hop chat HT1

6 I 3 5 7 10' 12' 14' 16' 6"

Hinh 3.2. Céu trtc hoa hoc ctia hop chat HT1
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Bot vo dinh hinh mau trang. Pho HR-ESI-MS m/z 463,2799 [M+Na]*. Pho H-
NMR (500 MHz, CD30D): 6+ 6,15 (1H, t, J = 2,0 Hz, H-2, H-6, H-2", H-6"); 6,11 (1H,
t, J = 2,0 Hz, H-4, H-4"); 2,45 (2H, t, J = 7,5 Hz, H-1); 1,57(2H, m, H-2, H-15); 1,33
(2H, m, H-3', H-4', H-5, H-6", H-11', H-12', H-13', H-14'); 5,35 (1H, t, J = 4,5 Hz, H-8,
H-9); 2,03 (2H, m, H-10'); 2,45 (2H, t, J = 7,5 Hz, H-16). Phd 3C-NMR (125 MHz,
CD30D): oc 146,4 (C-1, C-17); 108,0 (C-2, C-6, C-27, C-6"); 159,2 (C-3, C-5, C-3", C-
57); 101,0 (C-4, C-4"); 37,0 (C-1, C-16"); 32,4 (C-2, C-15); 30,7 (C-3, C-14"); 30,8 (C-
4, C-13); 30,3 (C-5; C-6, C-11, C-12); 28,1 (C-7, C-10'); 130,8 (C-8, C-9).

Tur cac két qua phan tich pho két hop véi so sanh tai liéu tham khao, hop chat
HT1 duoc xac dinh la (2)-5,5'-(hexadec-8-ene-1,16-diyl)bis(benzene-1,3-diol), mot hop
chat da biét nam 1997 tir loai Grevilea glauca [121] (xem Phuc luc 2.1.1). Hop chat nay
c6 cong thizc phan tir 1a CasHa004 va cong thic cau tao duoc trinh bay & Hinh 3.2.

3.1.1.2. Hop chdt HT2

HO

HO 1

Hinh 3.3. Cau trdc hoa hoc cua hop chat HT2

Chat ran v6 dinh hinh mau trang. Phd HR-ESI-MS m/z 319,0594 [M+CI]". Ph
IH-NMR (500 MHz, DMSO-d6): 6+ 7,86 (1H, d, J = 9,0 Hz, H-2, H-6); 7,18 (1H, d, J
= 9,0 Hz, H-3, H-5); 9,89 (1H,s , H-7): 5,25 (1H, d, J = 7,5 Hz, H-1); 3,46 (1H, dd, J
= 7,5 Hz, 3,0 Hz, H-2); 3,95 (1H, t, J = 3,0 Hz, H-3); 3,42 (1H, dd, J = 9,0 Hz, 3,0 Hz,
H-4); 3,73 (1H, ddd, J = 9,0 Hz, 5,5 Hz, 2,5 Hz, H-5); 3,45 (LH, dd, J = 11,5 Hz, 5,5
Hz) va 3,68 (1H, dd, J = 11,5 Hz, 2,5 Hz) (H-6). Phé 3C-NMR (125 MHz, CDs0OD):
6c130,4 (C-1, C-6); 131,6 (C-2); 111,4 (C-3, C-5): 162,4 (C-4); 191,4 (C-7); 91,8 (C-
1): 70,2 (C-2); 71,4 (C-3): 66,9 (C-4); 74,8 (C-5); 60,8 (C-6).

Tir cac két qua phan tich phd két hop véi so sanh tai liéu tham khao, hop chat
HT2 duoc xac dinh 1a helicide [122] (xem Phu luc 2.1.2). Hop chit nay cé cong thic
phan ttr 1a C16H1607 va cong thic ciu tao duoc trinh bay & Hinh 3.3 va di duoc tim thdy
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tir nhiéu loai cay khac nhau, nhung day 1a 1an dau tién duoc phan lap tir chi Heliciopsis
Sleum va dir liéu phd cua hop chat nay lan dau tién duoc cong bo.

3.1.1.3. Hop chat HT3

OCH,4

H,CO

Hinh 3.4. Cau trlc hda hoc cua hop chat HT3

Bot két tinh khong mau. Pho HR-ESI-MS m/z 243,0871 [M-H]". Phé 'H-NMR
(500 MHz, CDsOD): 1 6,71 (1H, s, H-2, H-6): 4,55 (1H, d, J = 6,0 Hz, H-7); 3,68 (1H,
m, H-8); 3,40 (dd, J = 11,5 Hz, 5,0 Hz) va 3,53 (1H, dd, J = 11,5 Hz, 4,0 Hz) (H-9); 3,87
(3H, s, 3,5-OMe). Phé 3C-NMR (125 MHz, CDsOD): dc 134,1 (C-1, C-4); 105,3 (C-2,
C-6); 149,1 (C-3, C-5); 75,6 (C-7); 77,6 (C-8); 64,3 (C-9): 56,9 (3,5-OME).

Tur cac két qua phan tich phé két hop vai so sanh tai liéu tham khao, hop chat
HT3 duoc xac dinh la threo-syringylglycerol, cong thirc phan tir 1a C11H1606 va cng
thirc cau tao duoc trinh bay ¢ Hinh 3.4 [123, 124] (xem Phuc luc 2.1.3). Hop chit nay
d3a duoc phan lap tir nhiéu loai khac nhau nhu Coix lachryma-jobi, Fraxinus
sieboldiana, Ilex pubescens, lodes cirrhosa nhung day 1a lan dau tién duoc phan l1ap

tu chi Heliciopsis Sleum.

3.1.1.4. Hop chat HT4

OCH;
Hinh 3.5. Cau tric hda hoc cua hop chat HT4
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Chat bot vo dinh hinh mau tring. Phé HR-ESI-MS m/z: 406,1699 [M+NHa]*.
Ph6 *H-NMR (500 MHz, CD30D): én 6,73 (1H, s, H-2, H-6); 4,47 (1H, d, J = 9,5 Hz,
H-7); 3,82 (1H, m, H-8); 3,42 (1H, m, H-9); 3,85 (3H, s, 3,5-OMe); 4,62 (1H,d,J =75
Hz, H-1); 3,17 (1H, dd, J = 9,0 Hz, 7,5 Hz, H-2); 3,61 (1H, t, J = 9,0 Hz, H-3); 3,43
(1H, t, J = 9,0 Hz, H-4); 3,50 (1H, m, H-5); 3,74 (1H, dd, 12,0 Hz, 5,5 Hz) va 3,94 (dd,
12,0 Hz, 2,5 Hz) (H-6). Phd 3C-NMR (125 MHz, CDs0OD): éc 129,3 (C-1); 106,3 (C-
2, C-6); 149,2 (C-3, C-5); 137,0 (C-4); 80,5 (C-7); 82,6 (C-8); 62,1 (C-9): 56,9 (3,5-
OME); 99,8 (C-1); 80,8 (C-2); 75,1 (C-3); 71,9 (C-4); 79,8 (C-5); 62,6 (C-6).

Tir cac két qua phan tich phd két hop véi so sénh tai liéu tham khao, hop chit
HT3 duoc xac dinh la ficuscarpanoside B [125] (xem Phu luc 2.1.4) véi céng thirc phan
tir 1 C17H24010 VA cONg thic ciu tao duoc trinh bay ¢ Hinh 3.5. Hop chat nay ciing da
dugc phan lap tr mot so loai khac nhau nhu Ficus microcarpa, Stauntonia
brachyanthera, Erica arborea, Stauntonia brachyanthera va llex kudingcha, nhung day
1a 14n dau tién dugc phan Iap tir chi Helicopsis Sleum.

3.1.1.5. Hop chdt HT5

HO

HO
HO

OCH;

Hinh 3.6. Cau trdc hoa hoc cua hop chat HT5

Chat rin vo dinh hinh mau tring. Pho HR-ESI-MS m/z: 381,0954 [M+CI]". Pho
'H-NMR (500 MHz, CDsOD): én 6,51 (1H, s, H-2, H-6); 3,83 (6H, s, 3,5-OMe); 3,72
(3H, s, 4-OMe); 4,80 (1H, d, J= 7,5Hz, H-1"); 3,30-3,49, (H-2, H-3, H-4, H-5); 3,93
(dd, 12,0 Hz, 2,0 Hz) va 3,69 (dd, 12,0 Hz, 6,5 Hz) (2H, H-6).Phd 3C-NMR (125 MHz,
CD30D): éc 156,0 (C-1); 96,2 (C-2, C-6); 154,8 (C-3, C-5); 134,5 (C-4); 56,6 (3,5-
OME), 61,2 (4-OMe); 103,2 (C-1); 75,0 (C-2); 78,1 (C-3); 71,7 (C-4); 78,4 (C-5);
62,7 (C-6).
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Tur cac két qua phan tich phé két hop vai so sanh tai liéu tham khao, hop chat
HT5 duoc xac dinh la 3,4,5-trimethoxyphenyl-f-D-glucopyranoside [126] (xem Phu luc
2.1.5) véi cong thirc phan tir 14 C1sH2209 va cong thirc cau tao duoc tinh bay & Hinh 3.6.
Day 1a hop chit ciing di dugc tim thay & nhiéu loai thyc vat khac nhau nhu Toussaintia
orientalis, Saraca indica, Walsura yunnanensis, Cladogynos orientalis.. nhung day la
lan dau tién duoc phan 1ap tir chi Helicopsis Sleum.
3.1.1.6. Hop chdt HT6

Hinh 3.7. C4u tric hoa hoc ciia hop chat HT6

Chat rin vo dinh hinh mau trang; Phd HR-ESI-MS m/z: 317,1478 [M+CI] . Phd
'H-NMR (500 MHz, CD3sOD): n 5,82 (1H, d , J = 4,5 Hz, H-1); 2,96 (1H, m, H-2);
4,10 (1H, dd, J = 10,5 Hz, 8,0 Hz) va 3,68 (*) (H-3); 6,70 (1H, d, J = 2,0 Hz, H-2); 6,65
(1H, d, J = 8,0 Hz, H-5); 6,68 (1H, dd, J = 8,0 Hz, 2,0 Hz, H-6); 6,67 (1H, d, J = 2,0
Hz, H-2"); 6,69 (1H, d, J = 8,0 Hz, H-5"); 6,57 (1H, dd, J = 8,0 Hz, 2,0 Hz, H-6"); 4,17
(1H, d, J = 7,5Hz, H-17); 3,30 (1H, dd, J = 9,0 Hz, 7,5 Hz, H-2"); 3,25 (1H, t, J = 9,0
Hz, H-37); 3,27 (1H, t, J = 9,0 Hz, H-4"); 3,19 (m, H-57); 3,67 (*) va 3,90 (1H, dd, J =
12,0 Hz, 2,5 Hz, H-6"); 3,66 (3H, s, 3-OMe); 3,75 (3H, s, 3"-OMe). Phd 3C-NMR (125
MHz, CD30D): dc 79,2 (C-1); 56,1 (C-2); 64,2 (C-3); 132,8 (C-1"); 112,7 (C-2), 148,5
(C-3); 146,7 (C-4); 1155 (C-5); 121,3 (C-6); 131,5 (C-1"); 115,0 (C-2); 148,2 (C-
3"); 146,1 (C-4"); 115,3 (C-57); 123,6 (C-6); 101,4 (C-17); 75,3 (C-2"); 78,3 (C-3");
72,1 (C-4"); 77,8 (C-57); 63,1 (C-6"); 56,2 (3-OMe); 56,4 (3"-OMe).
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Tur cac két qua phan tich phé két hop vai so sanh tai liéu tham khao, hop chat
HT6 dugc xac dinh la hovetrichoside B [127] (xem Phu luc 2.1.6), véi cong thirc phén
tir 14 Ca3H30011 Va cdng thire cau tao duoc trinh bay & Hinh 3.7. Hop chét nay da duoc
tim thdy tir nhiéu loai khac nhau, nhu Acer buergerianum, Hovenia trichocarpa,
Lagerstroemia Indica,... dy ciing 1a 1an dau tién duoc phan 1ap tir chi Helicopsis Sleum.
3.1.1.7. Hop chat HT7

Hinh 3.8. Céu trtic hoa hoc ctia hop chat HT7

Chat ran mau trang; Pho HR-ESI-MS m/z: 496,2024 [M+NHa]* . Pho H-NMR
(500 MHz, CD30D): 6 6,48 (1H, s, H-2, H-6); 3,84 (6H, s, 3,5-OMe); 3,73 (3H, s, 4-
OMe); 4,82 (1H, *, H-1); 3,54 (1H, dd, J = 9,0 Hz, 7,5 Hz, H-2); 3,47 (1H,t, J =9,0
Hz, H-3); 3,36 (1H, t, J = 9,0 Hz, H-4); 3,63 (1H, m, H-5); 4,12 (1H, dd, J = 12,0 Hz,
1,5 Hz) va 3,60 (1H, dd, J = 12,0 Hz, 3,0 Hz) (H-6); 4,94 (1H, d, J = 1,5 Hz, H-1");
3,98 (1H, dd, J = 3,0 Hz, 1,5 Hz, H-2"); 3,84 (1H, dd, J = 9,0 Hz, 3,0 Hz, H-3"); 3,95
(1H, m, H-47); 3,74 (1H, dd, J = 12,0 Hz, 3,0 Hz) va 3,62 (*) (H-57). Phd 3C-NMR
(125 MHz, CD30D): éc 155,9 (C-1); 96,3 (C-2, C-6); 154,8 (C-3, C-5); 134,6 (C-4);
56,8 (3,5-OME), 61,2 (4-OMe); 103,0 (C-1); 74,9 (C-2); 77,8 (C-3); 71,8 (C-4); 76,9
(C-5); 68,1 (C-67); 109,9 (C-17); 83,3 (C-27); 78,9 (C-3"); 85,8 (C-4"); 63,0 (C-5").

Tir cac két qua phan tich phd két hop véi so sanh tai liéu tham khao, hop chat
HT7 duoc xac dinh la rhyncoside C [128] (xem Phu luc 2.1.7) véi cdng thirc phén ti 1a
CaoH30013 va cong thirc cu tao duoc trinh bay & Hinh 3.8. Hop chat nay c6 & nhiéu cay
khac nhau nhu Bruguiera sexangula, Elaeagnus pungen, hizophoraceae mangroves,...

nhung day 1a 1an dau tién duoc phan 1ap tir chi Heliciopsis Sleum.
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3.1.1.8. Hop chat HT8

OH OH

Hinh 3.9. Cau tric hoa hoc ctia hop chat HT8

Chét ran két tinh mau tring. Pho HR-ESI-MS m/z: 496,2025 [M+NH.]*. Pho tH-
NMR (500 MHz, CDs0D): o+ 6,48 (1H, s, H-2, H-6); 3,83 (6H, s, 3,5-OMe); 3,72 (3H,
s, 4-OMe); 4,82 (1H, d, J = 7,5 Hz, H-1"); 3,40 (1H, dd, J = 9,0 Hz, 7,5 Hz, H-2); 3,48
(1H, m, H-3); 3,35 (1H, m, H-4); 3,61 (1H, m, H-5"); 4,06 (1H, d, J = 9,0 Hz) va 3,83
(1H, d, J = 9,0 Hz) (H-6); 4,99 (1H, d, J = 2,5 Hz, H-1"); 3,89 (1H, d, J = 2,5Hz, H-
27); 3,97 (1H, d, J = 9,5 Hz) va 3,76 (1H, d, J = 9,5 Hz) (H-4"); 3,57 (1H, s, H-57).
Pho 3C-NMR (125 MHz, CD30D): dc 155,9 (C-1); 96,4 (C-2, C-6); 154,8 (C-3, C-5);
134,7 (C-4); 56,7 (3,5-OME), 61,3 (4-OMe); 103,2 (C-1); 74,9 (C-2); 77,9 (C-3); 71,6
(C-4); 77,0 (C-5); 68,7 (C-6); 110,9(C-1"); 87,9 (C-27); 80,5 (C-37); 74,9 (C-47); 65,4
(C-5).

Tir cac két qua phan tich phd két hop véi so sanh tai liéu tham khao, hop chat
HT8 duoc xac dinh la 3,4,5-trimethoxyphenyl f-D-apiofuranosyl-(1"-6")-5-D-
glucopyranoside, da dugc phan lap tur loai Betula pendula [129] (xem Phu luc 2.1.8) véi
cong thizc phan tir 14 C20H30013 va cong thirc ciu tao duoc trinh bay ¢ Hinh 3.9, lan dau

tién hop chat nay duoc phan lap tir chi Heliciopsis Sleum.
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3.1.1.9. Hop chat HT9

OH 0

O%/
HO OH
HOHO

H —> C HMBC

— COSY

Hinh 3.10. Cu trtic hoa hoc va céc twong tic HMBC, H-H COSY cuia hop chat HT9

* Tinh chdt va théng sé pho:

+ Chat ran két tinh mau trang

+ Pho HR-ESI-MS m/z: 646,2348 [M+NH.]*

+ Tinh toan ly thuyét cho cong thitc [C2sHaoNO16]*: 646,2347

+ S6 lieu phd 'H NMR (500 MHz) va 3C NMR (125 MHz) xem Bang 3.9 va
Phu luc 3.9.2 & 3.9.3.

Bang 3.1. Sb liéu phé NMR cua hop chat HT9

C o3P or*C (d6 bdi, J = Hz)
153,5 -
2,6 94,4 6,32 (2H, 9)
3,5 153,0 -
4 132,7 -
17 161,4 -
2, 6" 115,9 7,09 (2H, d, J = 8,0)
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3,5 131,1 7,85 (2H, d, J = 8,0)
4" 122,7 -
7 165,2 -
3,5-OMe 55,8 3,65 (6H, s)
4-OMe 60,2 3,57 (3H, s)
p-D-Glc
1 100,2 4,97 (1H, d, J = 7,5)
2 73,1 3,25 (*)
3 76,3 3,33 (%)
4 70,0 3,26 (*)
5 73,8 3,80 (1H, ddd, J =9,0, 5,0, 2,0)
5 642 4,57 (1H, dd, J =12,0, 2,0)
4,22 (1H, dd, J=12,0, 5,0)
p-D-Gal
1” 98,1 522 (1H,d,J=7,5)
2" 70,2 3,44 (*)
3 71,4 3,94 (1H, dd, J = 6,0, 3,0)
4 67,0 3,42 (*)
5" 74,7 3,72 (1H, m)
3,69 (*
6" 60,8 347 E*;

Do trong YDMSO-d6, 2125 MHz, 9500 MHz, “tin hiéu b; ldp
Hop chat HT9 thu dugc dudi dang chat két tinh mau trang. Trén phé khdi luong
phan giai cao HR-MS cua hop chat HT9 xuét hién pic ion gia phan ti tai m/z 646,2348
[M+NH4]*. Két qua nay phd hop vai sé khéi cua ion [CasHaoNO16]* vai tinh toan ly
thuyét 1a 646,2347. Qua d6, cho phép xac dinh cong thic phan tir cua hop chat HT9 1a
CasH36016 (Vi sai s6 12 4 = 0,2 ppm). Trén pho IR caia hop chat HT9 xuat hién tin hiéu
ctia mot s6 nhom chie tai 3343 cm® (OH), 1701 cm™ (CO), 1608 cm'* (olefinic), 1078

cm™ va 1038 cm! (ether).
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Ph6 'H-NMR cua hop chat HT9 (Hinh 3.11) xuét hién ¢ ving trudng thap véi 5
tin hiéu dac trung cia cac vong thom tir 7,16 — 7,97 ppm. Trong d6 hai tin hiéu tai Jn
7,85 (2H, d, J = 8,0 Hz) va 7,09 (2H, d, J = 8,0 Hz) chirng t6 su c6 mat caa mot vong
thom thé para, tin tai on 6,32 (2H, s) goi Y sy ¢6 mat cia mot vong thom thir hai thé tai
cac vi tri 1,3,4,5. Hai phéan tir duong dugc nhan dang bai hai tin hiéu proton anome tai
on 5,22 (1H,d,J=7,5Hz) va 4,97 (1H, d, J = 7,5 Hz), cac tin hi¢u con lai cua hai phan
tr dwdng Xuat hién trong ving c6 d6 dich chuyén hoa hoc tir 3,25 — 4,59 ppm. Hai tin
hiéu singlet caa nhdm methoxy tai on 3,65 (6H, s) va 3,57 (3H, s), trén phé *H NMR
cua hop chat nay xuat hién thém céc tuong tac spin-spin cia cac proton thudc phan tir
duong (xem bang 3.9) 1a do xuat hién thém cac tuong tac ctia cac proton cia nhom
hydroxy vai cac proton cia nhém methine carbinol ma ching gan vao (vi do trong dung
mo&i DMSO-ds).

— - - — — — = -
- = — — o o w o @ @ -4 -4 - -3 w w -~ ~ w
= W =3 w = w =3 w w o w o w = wn

wdd

Hinh 3.13. Phd HSQC caa hop chat HT9
Phé 3C-NMR cling vé6i phd HSQC cua hop chat HT9 (Hinh 3.12) khang dinh s
€O mat cua 23 tin hiéu dac trung cho 28 nguyén tir carbon, trong d6 4 tin hi¢u dac trung
cho 6 nguyén tir carbon cia mot vong thom thé para tai oc 161,4, 115,9 x 2, 131,2 X 2
va 122,9; 4 tin higu dic trung cho 6 nguyén tir carbon cia mot vong thom thé 1,3,4,5 tai
oc 153,5, 153,1 x 2, 132,7 va 94,4 x 2; nhom carbony! este tai oc 165,2; 2 tin hiéu cua

ba nhém methoxy tai dc 60,2 va 55,6 x 2. Tiép do6 1a 12 tin hiéu carbon con lai thudc vé
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hai phan ter duong, trong d6 hai carbon anome dac trung tai dc 100,2 va 98,1 va hai
carbon oximethylen tai dc 64,2 va 60,8. Sy dich chuyén vé phia truong thap hon cua
carbon oximethylen tai dc 64,2 ching t6 rang nhom oximethylen nay da duoc gan vao
nhém C=0 théng qua lién két este.

Sy hinh thanh lién két este nay con duoc chirng minh bang twong tic HMBC giira
proton H-6' (on 4,57/4,22) cua phan tir dudng thi nhat véi nhém C=0 tai 5c 165,2. Bdng
thoi 6 su xuat hién twong tic HMBC giita proton anome tai du 4,97 véi C-1 (5¢c 153,5)
cua vong thom thé 1,3,4,5 gitip xac dinh phan tir dudng ndy gan véi vong thom thé
1,3,4,5 tai vi tri C-1 qua cau oxy va tuong tac HMBC giira proton anome thir hai tai dc
5,22 véi tin hiéu C-1" (dc 161,4) cua vong thom thé para gitp xac dinh phan tir dudng

nay gan véi vong thom thé para tai vi tri C-1" qua cau oxy.

\
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Hinh 3.14. Phé HMBC cua hop chat HT9
Cac gia tri o dich chuyén hoa hoc cua hai vong thom dugc xac dinh nho céc
tuong tic HSQC va HMBC. Trén phd HSQC, tin hiéu proton H-2 tai o 6,32 tuong tac
Véi carbon C-2 tai dc 94,4 va tuong taic HMBC cua H-2 voi C-3/C-4 (5¢ 132,7)/C-1,
gitra proton nhom methoxy tai on 3,65 vai C-3, C-5, gitra proton ctia nhdm methoxy tai
on 3,57 v6i C-4 da khang dinh gid tri twong Gmg trong vong thom thé 1,3,4,5 va cac
nhoém methoxy lan luot gan vao C-3/C-4/C-5 ciia vong thom thé 1,3,4,5. Tuong tu nhu

vay, CAc gia tri do dich chuyén hoa hoc cua proton va carbon con lai duge xac dinh chinh
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x&c nho phan tich phd hai chiéu HSQC va HMBC, ddng thoi khang dinh trat ty ndi gitra

hai phan tir duong vaéi hai vong thom twong irng nhu dugc chi ra trén Hinh 3.10.
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Hinh 3.15. Phd H-H COSY cua hop chat HT9

Trén phd H-H COSY xuit hién tuong tac giita cac proton H-1'-H-2'-H-3'-H-4'-
H-5'-H-6" twrong rng vai cac carbon tai 6c 100,2, 73,1, 76,3, 70,0, 73,8 va 64,2 thdong
qua phé HSQC va gia tri hang sé twong tac kha 16n cua proton anome tai on 4,97 (1H,
d, J = 7,5 Hz) gitp xac dinh ddy 1a phan tr duong glucose va cd cau hinh g-
glucopyranose. Tuong tac gitra cac proton H-1""-H-2"", H-3""-H-4""-H-5""-H-6""
tuwong rng vai cac carbon tai 6¢ 98,1, 70,2, 71,4, 67,0, 74,7 va 60,8 théng qua phé HSQC
va gia tri hing sé twong tac kha 16n caa proton anome tai dn 5,22 (1H, d, J = 7,5 Hz)
gitip x4c dinh déy 1a phan tir duong galacose c6 lién két g-glycosid.

Phuong phap xac dinh dudng duoc cai tién tir phuong phap cua nhém tac gia
Laurence Voutquenne [105]. Qua do, xac dinh dugC agycose = + 0,451, tuong ang vei
[@]3’ = +16,4 cho duong glucose; Va @ygactose = +0,982 , tuong ung voi [a]’ =
+42,2. Qua dé, co thé xac dinh hai duong dang phan tich c¢6 cau hinh cia cac duong D-

glucose va D-galactose.


https://www.researchgate.net/profile/Laurence-Voutquenne
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Vi céc két qua phan tich néu trén, hop chat HT9 dugc xac dinh 1a mot hop chat

méi va duge dat tén la helitermioside.

3.1.1.10. Hop chat HT10

OCH,4

Hinh 3.16. C4u trdc hoa hoc caa hop chat HT10
Chat bot vo dinh hinh mau trang. Pho HR-ESI-MS m/z: 577,1793 [M+CI] . Pho
IH-NMR (500 MHz, CDsOD): d+ 7,05 (1H, d, J = 2,0 Hz, H-2); 7,16 (1H, d, J = 8,0 Hz,
H-5); 6,95 (1H, dd, J = 8,0 Hz, 2,0 Hz, H-6): 5,57 (LH, d, J = 6,0 Hz, H-7); 3,47 (1H,
m, H-8): 3,85 (1H, m) va 3,76 (LH, m) (H-9): 6,75 (1H, s, H-2); 6,74 (1H, s, H-6); 2,65
(2H, t, J = 6,5 Hz, H-7)); 2,65 (2H, t, J = 6,5 Hz, H-8); 3,59 (2H, t, J = 6,5 Hz, H-9);
4,90 (1H, d, J = 7,5 Hz, H-17); 3,50 (1H, *, H-2): 3,40 (1H, *, H-3", H-4"): 3,35 (1H,
m, H-5"); 3,87 (1H, dd, J = 12,0 Hz, 2,5 Hz) va 3,70 (1H, dd, J = 12,0 Hz, 5,5 Hz) (H-
67): 3,85 (3H, s, 3-OMe): 3,89 (3H, s, 3°-OMe). Phé 3C-NMR (125 MHz, CDs0OD): dc
138,4 (C-1); 111,3 (C-2); 151,0 (C-3); 147,6 (C-4); 118,1 (C-5); 119,4 (C-6); 88,5 (C-
7); 55,7 (C-8); 65,1 (C-9); 137,1 (C-1): 114,3 (C-2); 145,3 (C-3); 147,5(C-4); 129,6
(C-5); 118,0 (C-6); 32,9 (C-7'); 35,8 (C-8); 62,2 (C-9); 102,8 (C-17); 74,9 (C-27); 78,2
(C-37); 71,4 (C-47); 77,9 (C-5"); 62,5 (C-67); 56,7 (C-3-OMe); 56,8 (C-3’-OMe).
Tir cac két qua phan tich pho két hop véi so sanh tai liéu tham khao, hop chat
HT10 dugc xac dinh la 7R,8S-dihydrodehydrodiconeferyl alcohol 4-O-p-D-
glucopyranoside, da dugc phan 1ap tir loai Viburnum awabuki [130] (xem Phu luc 2.1.9).
Hop chat niy c6 cong thirc phan tir 1a C26H34011 va cong thirc cau tao dugc trinh bay o
Hinh 3.16, lan dau tién duoc phan lap tir chi Heliciopsis Sleum.
Nhu vay, nghién ctru nay d xac dinh duoc 10 hop chat tir dwoc liéu Ban tay ma
trang. Trong d6 c6 mot hop chat mai va 09 hop chat da biét, nhung day 1a cac hop chat

lan dau tién phan lap duoc tir chi Heliciopsis Sleum.
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3.1.2. Phén tich xdc dinh cdu tric mét sé thanh phdn héa hoc tir l0ai Ban tay ma dé
(H. lobata)

Than va canh cay Ban tay ma tring (H. lobata) dwoc chat nho, phoi khé, nghién
thanh bot (10 kg). Chiét siéu am 3 1an vai 30 lit methanol, mdi lan siéu am 2 gio. Gop
dich chiét 3 lan, ¢6 quay chan khong dé loai dung méi thu duoc 150 g cao methanol toan
phan (HL).

Can HL duoc bd sung thém 3 lit nude dé phan bd. Lan luot chiét dong thé tich 3
lan vé&i n-hexane va ethyl acetate. Gop dich chiét cac pha n-hexane va ethyl acetate, cd
quay bay hoi dung méi thu dugc cao n-hexane HLH (1,2 g) va cao ethyl acetate HLE
(93 g). Pha nuéc dugc cd quay bay hoi dén hét ethyl acetate, thém nudc dé pha loang,
loc, thu duoc dich chiét nuéc (HLN).

Cao HLH chta nhiéu chat dau, rat khdng phan cuc, khéi lwong nho nén khong
tiép tuc nghién ciu. Cao HLE duoc phan tach trén cot silica gel, rira giai gradient bang
hé dung mdi dichloromethane/methanol véi ti 1& methanol ting dan tir (1: 0—>0:1, v/v).
Sau rta giai thu dugc 4 phan doan nho hon gdm: HLE1 (28 g), HLE2 (4,6 g), HLE3
(36 g) va HTE4 (13 g). Phan doan HLE1 1a phan doan chira nhiéu chat khdng phan cuc
dang dau, khdng nghién ctru phan doan nay. Phan doan HLE4 thtr danh gid qua sac ky
l6p mong & cac diéu kién khac nhau, khong co vét chat hién thi trén ban méng. Phan
nay c6 thé chira nhiéu chat phan cuc hoic cac chat keo, bé qua khong phan tach tiép.

Phan doan HLE2 dugc tiép tuc phan tach trén sic ky cot silica gel, pha dong 1a
n-hexane/acetone vai ty 1€ (10/1, v/v), thu duoc 3 phan doan HLE2A (0,51 g), HLE?2B
(0,82 g) va HLE2C (0,54 g). Tién hanh phan lap cac phan doan HLE2A trén hé sac ky
long diéu ché, cot C18, pha dong acetonitril/nuéc ty 18 3:1 thu dugc chat tinh khiét ky
hiéu la HL1 (8,6 mg).

Phéan doan HLE3 duoc phan tach trén sic ky cot silica gel, rira giai gradient véi
hé pha dong la hon hop n-hexane/acetone véi ty 18 (10/1 —> 1/1, v/v), thu dugc 3 phén
doan HLE3A (3,5 g), HLE3B (3,2 g), HLE3C (1,1 g). Phan doan HLE3A phan tach
trén sac ky long diéu ché, cot C18, pha dong acetonitril va nudc ty 1€ 4:1 thu duoc hai
chat HL2 (8,3 mg) va HL3 (202 mg). Tiép tuc tach phan doan HLE3B va HLE3C trén
hé sac ky long diéu ché, cot C18, rira giai bang hdn hop acetonitril va nudc ty 18 3:1 va
2:1. Sau diéu ché, phan doan HLE3B cho 3 chat HL4 (6,2 mg), HL5 (13,5 mg) va HL6
(4,7 mg); phan doan HLE3C cho 2 chat HL7 (13 mg) va HL8 (9,6 mg).
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Than va canh H. lobata

A: aceton H: n-hexan
CC: séc ky cot M: methanol (Bgt khd, 10 kg)
D: dichloromethane ACN: acetonitrile Siéu am véi MeOH (3 an x 30 lit)
EtOAC: ethyl acetat W: nuée (C6 quay thu hoi dung moi)
HPLC: Séc ky long diéu ché Cao chiét MeOH
(HL-150g)
Bé sung nude, chiét phan I6p voi n-hexan va EtOAC
(C6 quay thu /6i dung moi)
‘ |
‘ Pha nuée (HLN)
HLH (1,2 g) HLE (93 g)
il CC, Diaion
_ CC, Silica gel Gradient
Gradient  |D/M: 1/0 —» 0/1 M/W: 1/4 —» 1/0
HLE1 (28 g) HLE2 (4,6 g) HLE3 (36 g) HLE4 (13 g) HLN1 (11,6 g) HLN2 (5,4 g) HLN3 (11 g) HLN4 (4,3 g)
CC, Silica gel CC, RP18
H/A: 10/1 A/W: 1:3
HLE2A (0,51 g) HLEZ2B (0,82 g) HLE2C (0,54 g) HLN3A (5.6 g) HLN3B (5,5 g) HLN3C (1,59)
HPLC, RP18 CC, Silica gel
ACN/W: 3/1 D/A/W: 1/3/0,5
HL1 (8,6 mg) CC, silica gel HL12 (5,5 mg) CC, Silica gel
D/IAIW: 1/5/0,5 D/IA/W: 1/2,5/0,3
CC, Silica gel ‘ ‘
‘ H/A: 1/0 —> 1/1 ‘ HL9 (5,6 mg) HL10 (23 mg) HL11 (370 mg) HL13 (21 mg) HL14 (33 mg)
HLE3A (3,50) HLE3B (3,2 g) HLE3C (1,1 g)
|
HPLC, RP18 ‘ HPLC, RP18 HPLC, RP18
ACN/W: 4/1 ACN/W: 3/1 ACN/W: 2/1
| | | | |
HL2 (8,3 mg) HL3 (202 mg) HL4 (6,2 mg) HL5 (13,5 mg) HL6 (4,7 mg) HL7 (13 mg) HL8 (9,6 mg)

Hinh 3.17. Qui trinh phan Iap va tinh ché cac hop chét tir cay Ban tay ma do (H. lobata)
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Dich chiét nudc (HLN) dugc dua 1én hé sac ky cot véi pha tinh 1a hat nhoi diaion,
rira giai gradient bang hon hop methanol/nudc véi ty 1€ ting dan tir 20 % dén 100 %,
thu duoc 4 phan doan HLN1 (11,6 g), HLN2 (5,4 g), HLN3 (11 g) vda HTN4 (4,3 g).
Cac phan HLN1, HLN2 va HLN4 kiém tra bang sic ky 16p mong véi cac diéu kién
khac nhau, khéng cd vét chat ndi bat va tach khoi hdn hop, khong tiép tuc phan tach.

Phan HLN3 duoc phan lap trén hé sic ky cot pha dao C18, rira gia bang hé pha
d6ng gom hdn hop acetone va nuéce ty 18 (3/1, v/v), thu duge 3 phan doan HLN3A (5,6
g), HLN3B (5,5 g) va HLN3C (1,5 g). Phan doan HLN3A duoc rira giai trén hé sic ky
cot silica gel, pha dong dichloromethane/acetone/nudc ty 16 thé tich 1/5/0,5 thu dugc 3
chat tinh khiét HL9 (5,6 mg), HL10 (23 mg) va HL11 (370 mg). Tinh ché phan doan
HLN3B trén hé sic ky cot silica gel, pha dong dichloromethanee/acetone/nuéc ty 18 thé
tich 1/3/0,5 thu dugc chat HL12 (5,5 mg). Tuong tu nhu vay, phan tich phan doan
HLN3C trén hé sic ky cot silica gel, pha dong hdn hop dichloromethane/acetone/nuée
ty 1& 1/2,5/0,3 (v/v/v) thu dugc hai chat tinh khiét HL13 (21 mg) va HL14 (33 mg).

Cac chat tinh khiét sau khi phan Iap, tinh ché duoc kiém tra hinh thai, xac dinh
cac thong s6 phd HR-ESI-MS va NMR dé xac dinh cau tric. Két qua nhu sau:

3.1.2.1. Hop chat HL1

Hinh 3.18. C4u truc héa hoc cta hop chat HL1

Chat dau khdng mau. Pho HR-ESI-MS m/z: 343,2628 [M-H]". Pho *H-NMR (500
MHz, CD30D): n 6,14 (1H, t, J = 2,0 Hz, H-2, H-6); 6,10 (1H, t, J = 2,0 Hz, H-4); 2,46
(2H,t,J=7,5Hz, H-1); 1,59 (2H, m, H-2); 1,35 (2H, m, H-3, H-4', H-5', H-6", H-14"));
2,07 (2H, dt, J = 7,0 Hz, 7,0 Hz, H-7, H-13); 5,36 (1H, m, H-8, H-9', H-11", H-12"));
2,80 (2H, t, J = 6,5 Hz, H-10,); 1,32 (2H, m, H-15); 1,34 (2H, m, H-16,); 0,92 (3H, t,
J = 7,0 Hz, H-17). Phd 3C-NMR (125 MHz, CDs0D): ¢ 159,3 (C-1, C-3); 101,0 (C-
2); 107,9 (C-4, C-6); 146,3 (C-5); 37,0 (C-1); 32,7 (C-2, C-15)); 30,3 (C-3); 30,5 (C-
4, C-5; C-6);); 28,2 (C-7, C-13); 130,9 (C-8, C-12); 129,1 (C-9, C-11); 26,5 (C-10);
30,7 (C-14); 23,6 (C-16); 14,4 (C-17).
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Tur cac két qua phan tich pho két hop véi so sanh tai liéu tham khao, hop chat
HL1 dugc xac dinh 14 (8'Z,11'2)-5-(heptadeca-8',11'-dienyl)benzene-l,3-diol, dwoc phan
lap tir lodi hai mién bién ving Australia nam 1991 [131] (xem Phu luc 2.2.1). Hop chat
nay c6 cong thirc phan tir 1a C23Hzs02 va cdng thic cau tao dugc trinh bay ¢ Hinh 3.18,
lan dau tién duoc phan lap tir chi Helicopsis Sleum.

3.1.2.2. Hop chat HL2

Hinh 3.19. Cau tric héa hoc ctia hop chat HL2

Chét bot mau trang, vé dinh hinh. Phé HR-ESI-MS m/z: m/z 451,2791 [M+Na]"*.
Phé 'H-NMR (500 MHz, CDsOD): 6 6,19 (1H, t, J = 2,0 Hz, H-2): 6,24 (LH, t, = 2,0
Hz, H-4, H-6): 6,10 (2H, t, J = 2,0 Hz, H-2); 6,14 (2H, t, J = 2,0 Hz, H-4, H-6); 2,49
(2H, t, J = 7,5 Hz, H-17): 1,58 (2H, m, H-2", H-13"): 1,33 (2H, m, H-3", H-12"): 1,30
(2H, m, H-4", H-5", H-6", H-7", H-8", H-9", H-10", H-11")); 2,45 (t, J = 7,5 Hz, H-14");
3,74 (3H, s, 1-OMe). Phé 3C-NMR (125 MHz, CDsOD): dc 162,2 (C-1); 99,7 (C-2):
159,3 (C-3, C-1, C-3); 109,0 (C-4): 146,4 (C-5, C-5); 106,6 (C-6): 101,0 (C-2); 108,0
(C-4, C-6); 37,1 (C-17); 32,4 (C-2", C-13"): 30,3 (C-3", C-12 ”): 30,6 (C-4", C-11"):
30,7 (C-5", C-6", C-7”, C-8", C-9", C-10"); 37,0 (C-14"); 55,5 (CH3CO).

Tir cac két qua phan tich pho két hop véi so sanh tai liéu tham khao, hop chat
HL2 dugc xac dinh la bisgravillol, da dugc phan lap tir loai Grevillea robusta [132]
(xem Phu luc 2.1.2). Hop chat nay c6 cong thirc phan tir 1a C27H4004 va cdng thirc cau
tao duoc trinh bay & Hinh 3.19, lan dau tién dugc phan lap tir chi Helicopsis Sleum.

3.1.2.3. Hop chat HL3

OCHj OH

H ] i\l il "
© 4 0 3 5 7 10" 12 14 16 6

Hinh 3.20. C4u truc héa hoc cta hop chat HL3
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Chat dau khéng mau. Phé HR-ESI-MS m/z: 477,2948 [M+Na]* Ph6 'H-NMR
(500 MHz, CD30D): 6+ 6,19 (1H, t, J = 2,0 Hz, H-2); 6,24 (1H, t, J = 2,0 Hz, H-4, H-
6): 2,49 (2H, t, J = 7,5 Hz, H-1'); 1,57 (2H, m, H-2); 1,33 (2H, m, H-3, H-4, H-5, H-
6, H-11, H-12, H-13, H-14"); 2,03 (2H, m, H-7', H-10); 2,44 (1H, dd, J = 5,5 Hz, 5,0
Hz, H-8, H-9); 1,57 (2H, m, H-15); 2,44 (2H, t, J = 7,5 Hz, H-16); 6,15 (1H, d, J = 2,0
Hz, H-2", H-6"); 6,11 (1H, t, J = 2,0 Hz, H-4"); 3,73 (3H, 5, 1-OMe). Ph6 1*C-NMR (125
MHz, CD30D): ¢ 159,2 (C-1, C-3", C-5); 99,7 (C-2); 162,2 (C-3); 106,6 (C-4); 146,4
(C-5, C-17); 109,0 (C-6); 37,1 (C-1Y); 32,4 (C-2, C-15); 30,2 (C-3, C-14); 30,6 (C-4,
C-13); 30,8 (C-5, C-12); 30,5 (C-6/, C-11); 28,1(C-7, C-10); 130,8 (C-8, C-9); 37,0
(C-16; 108,6 (C-27, C-67); 101,0 (C-4"); 55,5 (CHsCO).

Tur cac két qua phan tich phé két hop vai so sanh tai liéu tham khao, hop chat
HL3 duoc xac dinh 1a (Z)-5-(16-(3-hydroxy-5-methoxyphenyl)hexade-8-en-1-yl) hay la
1-(3,5-dihydroxyphenyl)-16-hydroxy-5-methoxyphenyl)-8-hexedecene, mét hop chét
thudc 16p chat alkylresorcinol vai tén goi khéc 1a oncostemonol D, da duoc phan Iap tir
loai Oncostemon bojerianum [133] (xem Phu luc 2.1.3). Hop chét nay c6 cong thixc phan

tir 14 C29H4204 va c6ng thirc cdu tao duoc trinh bay & Hinh 3.20.

3.1.2.4. Hop chat HL4

Hinh 3.21. C4u truc héa hoc cta hop chat HL4

Chat dau mau vang. Phé HR-ESI-MS m/z: 461,2650 [M+Na]* Phd *H-NMR (500
MHz, CDsOD): dn 6,14 (1H, t, J = 2,0 Hz, H-2, H-6, H-2, H-6); 6,10 (1H, t, J = 2,0
Hz, H-4, H-4): 2,46 (2H, t, J = 6,5 Hz, H-1", H-16"); 1,60 (2H, m, H-2", H-15"); 1,36
(2H, m, H-3", H-13", H-14"); 1,42 (2H, m, H-4", H-12"); 2,08 (2H, m, H-5", H-11"); 5,32-
5,34 (1H,m, H-6",H-7", H-9", H-10"); 2,79 (2H, t, J = 6,0 Hz, H-8"). Phd 3C-NMR (125
MHz, CDsOD): c 146,4 (C-1); 107,9 (C-2; C-6; C-2, C-6); 159,3 (C-3, C-5, C-3, C-
5); 101,0 (C-4, C-4), 146,2 (C-1)); 37,0 (C-17); 32,4 (C-2"); 30,3 (C-3", C-14"); 30,7



59

(C-4", C-127): 28,2 (C-57): 129,2 (C-6"); 131,0 (C-7"); 26,7 (C-8"); 130,8 (C-9"); 129,0
(C-10): 28,0 (C-117): 30,5 (C-13): 31,9 (C-15"): 36,8 (C-16").

Tir cac két qua phan tich phd két hop véi so sénh tai liéu tham khao, hop chit
HL4 dugc xac dinh Ia grevirobstol A, mét hop chat thuoc nhém phenolic kiéu
alkenylresorcinol da biét, duoc tach tir cay Grevillea robusta nam 2000 [134] (xem Phu
luc 2.1.4). Hop chét nay c6 cong thirc phan tir 14 C2sH3sO4 va cdng thic cu tao dugc
trinh bay & Hinh 3.21, 1an dau tién duoc phan lap tir chi Helicopsis Sleum.

3.1.2.5. Hop chat HL5

OH

3 5 2" 4" 6" 8" 10" 12" 14" 6

Hinh 3.22. C4u truc héa hoc ctia hop chat HL5

Chat dau khéng mau. Pho HR-ESI-MS m/z: 437,2637 [M+Na]* Pho 'H-NMR
(500 MHz, CD30D): dw 6,01 (1H, t, J = 2,0 Hz, H-2, H-2)6,14 (1H, t, J = 2,0 Hz, H-4,
H-6, H-4', H-6'); 2,45 (2H, t, J = 7,5 Hz, H-1", H-14"); 1,58(2H, m, H-2", H-13"); 1,33
(2H, m, H-3", H-4", H-5", H-6",H-7", H-8", H-9", H-10", H-11", H-12"). Ph6 3C-NMR
(125 MHz, CD30D): é¢ 159,3 (C-1, C-3, C-1', C-3); 101,0 (C-2, C-2); 108,0 (C-4, C-
6, C-4, C-6);146,4 (C-5, C-5); 37,0 (C-1", C-147); 32,4 (C-2", C-13); 30,3 (C-3, C-
127); 30,6 (C-4", C-117); 30,7 (C-5", C-107); 30,8 (C-6", C-7", C-8", C-9").

Tir cac két qua phan tich pho két hop véi so sanh tai liéu tham khao, hop chat
HL5 dugc xac dinh 1a 5,5'-(hexadecane-1,14-diyl)bis(benzene-1,3-diol), mét hop chat
d3 biét tir nam 1999, gan day duoc phan lap tir loai Grevillea whiteana [135, 136] (xem
Phu luc 2.1.5). Cong thirc phan tir cia HL5 1a C26H3s04, €6ng thirc ciu tao dugc trinh
bay & Hinh 3.22, hop chat ndy lan dau tién duoc phan Iap tir chi Helicopsis Sleum.

3.1.2.6. Hop chat HL6
Trung vai hop chat HT1 (Xem hop chat HT1).



60

3.1.2.7. Hop chat HL7

Hinh 3.23. C4u trdc hoa hoc caa hop chat HL7

Chat ran mau vang nhat. Phé HR-ESI-MS m/z: 319,0810 [M-H]. Phé H-NMR
(500 MHz, CDs0D): 61 4,58 (1H, d, J = 7,0 Hz, H-2); 3,99 (1H, m, H-3); 2,81 (1H, dd,
J=16,5Hz,5,5Hz va 2,53 (1H, dd, J = 16,5 Hz, 8,0 Hz); 5,95 (1H, d, J = 2,5 Hz, H-
6); 5,90 (1H, d, J = 2,5Hz, H-8); 6,44 (1H, s, H-2", H-6"); 3,81 (3H, s). Pho 3*C-NMR
(125 MHz, CD30D): oc 82,6 (C-2); 68,7 (C-3); 28,0 (C-4); 157,8 (C-5); 96,4 (C-6);
157,6 (C-7); 95,5 (C-8); 156,7 (C-9); 100,7 (C-10); 136,7 (C-1"); 107,4 (C-2); 151,6 (C-
3); 136,4 (C-4); 151,6 (C-5); 107,4 (C-6); 60,7 (COCHs3).

Tir cac két qua phan tich pho két hop véi so sanh tai liéu tham khao, hop chat
HL7 duogc xac dinh 1a 4'-O-methyl-ent-gallocatechin, da duoc phan 1ap tir loai Cassia
trachypus, Viburnum awabuki va Cassine papillosa [130, 137, 138] (xem Phu luc
2.1.7). Hop chat niy c6 cong thirc phan tir 1a C16H1607 va cong thirc cau tao duoc trinh

bay nhu Hinh 3.23, lan dau tién duoc phan l1ap tir chi Helicopsis Sleum.

3.1.2.8. Hop chat HLS

Hinh 3.24. Céu trtc héa hoc ciia hop chat HL8
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Chat ran mau vang nhat. Phé HR-ESI-MS m/z: 319,0812 [M-H]". Phé H-NMR
(500 MHz, CDsOD): 1 4,83 (1H, brs, H-2); 4,21 (1H, brg, H-3); 2,88 (1H, dd, J = 16,5
Hz, 4,5 Hz va 2,75 (1H, dd, J = 16,5 Hz, 2,5 Hz); 5,97 (1H, d, J = 2,5 Hz, H-6); 5,95
(1H, d, J = 2,5Hz, H-8): 6,56 (1H, s, H-2", H-6"); 3,82 (3H, s). Ph$ *C-NMR (125 MHz,
CD30D): ¢ 79,7 (C-2): 67,4 (C-3): 29,1 (C-4); 157,2 (C-5); 96,5 (C-6): 158,0 (C-7):
95,9 (C-8); 157,7 (C-9); 100,1 (C-10); 136,8 (C-1): 107,2 (C-2): 151,3 (C-3); 136,1
(C-4): 151,3 (C-5); 107,2 (C-6)); 60,8 (COCHs).

Tir cac két qua phan tich phd két hop véi so sanh tai liéu tham khao, hop chat
HL8 dugc xac dinh la (-)-4'-O-methyl-epi-gallocatechin, da duogc phan lap tur loai
Viburnum awabuki va Cassine papillosa [137, 138] (xem Phuy lyc 2.1.8). Hop chit nay
¢ cong thirc phan tir 1 C16H1607 va cong thic ciu tao duoc trinh bay nhu Hinh 3.24,
lan dau tién duoc phan lap tir chi Helicopsis Sleum.

3.1.2.9. Hop chdt HL9

H,CO Sa_ 4 OH

Hinh 3.25. Cu trtic hoa hoc ctia hop chat HL9

Chat bot vo dinh hinh khdng mau. Phé HR-ESI-MS m/z: 301,0918 [M-H]". Ph
IH-NMR (500 MHz, CDsOD): o1 6,49 (1H, d, J = 2,5 Hz, H-2); 7,03 (1H, d, J = 8,5 Hz,
H-5); 6,32 (1H, dd, J = 8.5 Hz, 2,5 Hz, H-6); 3,83 (3H, s, 3,5-OMe); 4,72 (1H, d, J =
7,5 Hz, H-1); 3,45 (1H, dd, J = 9,0 Hz, 7,5 Hz, H-2); 3,43 (1H, t, J = 9,0 Hz, H-3); 3,70
(1H, t, J = 9,0 Hz, H-4); 3,40 (1H, m, H-5); 3,70 (1H, dd, J = 11,5 Hz, 5,5 Hz) va 3,87
(1H, dd, J = 11,5 Hz, 2,5 Hz). Phd 3 C-NMR (125 MHz, CD3sOD): dc 154,9 (C-1); 101,9
(C-2); 152,1 (C-3); 141,1 (C-4); 120,6 (C-5); 107,2 (C-6); 56,6 (COCH3); 104,4 (C-1);
75,1 (C-2); 77,9 (C-3); 71,4 (C-4); 78,1 (C-5); 62,6 (C-6).
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Tir cac két qua phan tich phd két hop véi so sénh tai liéu tham khao, hop chit
HL9 duoc xac dinh 12 isotachioside [139] (xem Phu luc 2.1.9). Hop chét nay c6 cong
thirc phan tir 1a Ci13H1s0s va cong thirc cau tao duogc trinh bay nhu Hinh 3.25, di duoc
phan 1ap tir nhiéu loai khac nhau nhuw Berchemia racemosa, Myrsine seguinii, Betula
pendula,... nhung lan dau tién duoc phan lap tir chi Helicopsis Sleum.

3.1.2.10. Hop chat HL10

OCH,

Hinh 3.26. Cau trtic héa hoc ciia hgp chat HL10

Chat bot vo dinh hinh khdng mau. Phé HR-ESI-MS m/z: 301,0919 [M-H]". Ph
IH-NMR (500 MHz, CDs0OD): w 6,83 (1H, d, J = 2,5 Hz, H-2); 6,71 (1H, d, J = 8,5 Hz,
H-5); 6,61 (1H, dd, J = 8.5 Hz, 2,5 Hz, H-6); 3,85 (3H, s, 3,5-OMe); 4,76 (1H, d, J =
7,5 Hz, H-1); 3,43 (1H, dd, J =9,0 Hz, 7,5 Hz, H-2); 3,45 (1H, t, J = 9,0 Hz, H-3);
3,37 (1H, t, J = 9,0 Hz, H-4); 3,40 (1H, m, H-5); 3,70 (1H, dd, J = 11,5 Hz, 5,5 Hz) va
3,92 (1H, dd, J = 11,5 Hz, 2,5 Hz). Phd 3C-NMR (125 MHz, CD30D): d¢ 152,8 (C-1);
104,9 (C-2); 149,3 (C-3); 143,0 (C-4); 116,0 (C-5); 110,1 (C-6); 56,4 (COCH3); 103,8
(C-1); 75,0 (C-2); 78,1 (C-3); 71,6 (C-4); 78,2 (C-5); 62,7 (C-6).

Tir cac két qua phan tich phd két hop véi so sanh tai liéu tham khao, hop chat
HL10 duogc xac dinh 14 tachioside [139] (xem Phuy luc 2.1.10). Hop chat ndy c6 cong
thirc phan tir 1a C13H1s0s va cong thirc cau tao duoc trinh bay nhu Hinh 3.26, di duoc
phan 1ap tir nhiéu loai khic nhau, nhu Myrsine seguinii, Sarcolobus globosus,

Sarcolobus globosus,... nhung day 1a lan dau tién dugc phan lap tir chi Helicopsis Sleum.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0031942200835955
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0031942299003349
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/003194229500057E
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/003194229500057E
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0367326X06000906
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0367326X06000906
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3.1.2.11. Hop chat HL11

Hinh 3.27. Cau tric hoa hoc ctia hop chat HL11

Chat bot vo dinh hinh khdng mau. Phd HR-ESI-MS m/z: 355,0984 [M+Na]*. Pho
IH-NMR (500 MHz, CDsOD): 6+ 6,83 (1H, d, J = 2,5 Hz, H-2, H-6); 3,71 (3H, s, 3,5-
OMe); 4,68 (1H, d, J=7,5Hz, H-1); 3,18 (1H, dd, J=9,0 Hz, 7,5 Hz, H-2); 3,28 (1H,
t,J =9,0 Hz, 9,0 Hz H-3); 3,11 (1H, m, H-4); 3,28 (1H, m, H-5); 3,43 (1H, dd, J = 12,0
Hz, 6,5 Hz) va 3,72 (1H, dd, J = 12,0 Hz, 3,0 Hz). Phd 3C-NMR (125 MHz, CDs0D):
Jc 150,3 (C-1); 95,1 (C-2, C-6); 148,2 (C-3, C-5); 130,4 (C-4); 55,9 (COCHg); 101,7
(C-1); 73,3 (C-2); 76,8 (C-3); 70,2 (C-4); 77,7 (C-5); 61,0 (C-6").

Tir cac két qua phan tich pho két hop véi so sanh tai liéu tham khao, hop chat
HL11 dugc xac dinh la 3,5-dimethoxy-4-hydroxy-1-4-D-glucopyranoside, da duoc
phan lap tir loai Hypericum geminiflorum [140] (xem Phu luc 2.1.11). Hop chit nay ¢
cong thirc phén tir 1a C15H2209 VA cong thic ciu tao duoc trinh bay nhu Hinh 3.27, lan
dau tién duoc phan lap tir chi Helicopsis Sleum.
3.1.2.12. Hop chat HL12

OCH;,

All HL12 R=H H-H COSY

HL12a R=O0CHj; (clemahexapetoside B) H ¢ HMBC

Hinh 3.28. C4u truc héa hoc ctia hop chat HL12 va hop chét tham khao



- H-H COSY
H—s C HMBC

Hinh 3.29. Cac tuong tic HMBC, COSY chinh ciia hop chat HL12

* Tinh chdt va théng sé pho:

+ Chat bot vo dinh hinh

+ Phé HR-ESI-MS m/z: 593,1499 [M-H]

+ Tinh toan Iy thuyét cho cdng thitc C27H29015: 593,1506

+ S6 lidu phd H-NMR (500 MHz) va 3C-NMR (125 MHz) xem Bang 3.21 va
Phu luc 3.21.2 & 3.21.3.

Bang 3.2. S6 liéu phé NMR cuia hop chat HL12 va hop chét tham khao

C Foclll oc*P on° (do boi, J = Hz)
1 123,1 122,6 -
2 112,2 131,2 7,97 (1H,d,J =8,5)
3 148,5 115,9 7,18 (1H, d, J =8,5)
4 150,1 160,7 -
5 1144 115,9 7,18 (1H, d, J =8,5)
6 122,5 131,2 7,97 (1H, d,J =8,5)
7 165,3 165,0 -
1 123,1 1225 -
2 1121 112,3 7,42 (1H, d,J=2,0)
3 148,4 148,5 -
4 149,8 1499 -
5 114,3 114,4 7,39 (1H, d, J =8,5)
6 122,4 123,0 7,81 (1H, dd, J=8,5, 2,0)
7 165,2 165,3 -
3-OMe 55,5 - -
3-OMe 55,5 55,6 3,79 (3H, s)
p-D-Glc
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17 98,2 98,3 5,25 (1H, d, J = 7,5)

2" 72,8 72,8 3,38 (¥)

3 76,9 76,9 3,39 (¥)

4 70,6 70,7 3,18 (1H, dd, J = 9,0, 9,0)

5" 73,5 73,5 3,97 (1H, m)

5 65,5 65,1 4,42 (1H, dd, J = 11,5, 1,5)
4,06 (1H, brd, J = 11,5)

p-D-All

1" 96,7 96,9 5,36 (1H, d, J = 8,0)

2" 71,7 69,9 3,56 (1H, m)

3" 69,8 71,6 3,98 (1H, br d, J = 2,5)

4 68,2 68,2 3,45 (¥)

5" 71,5 71,2 4,25 (1H, m)

5 65,1 65,1 4,36 (1H, dd, J = 11,5, 2,0)
4,14 (1H, br d, J = 11,5)

Do trong YDMSO-ds, 9125 MHz, 9500 MHz, “tin hiéu bi Iap, *dc cia Clemahexapetoside B do trong
DMSO-ds [141]
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Hinh 3.30. Ph6 1H-NMR cua hop chat HL12
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Hinh 3.31. Ph6 13C-NMR cua hop chat HL12

Hop chat HL12 dugc phan 1ap tir phan doan nudc dudi dang chat bot vo dinh
hinh. Phé *H-NMR cua hop chat HL12 xuat hién & vung trudng thap vai 5 tin hiéu dic
trung cua cac vong thom tir 7,16-7,97 ppm. Trong d6 hai tin hiéu tai on 7,97 (2H, d, J =
8,5 Hz) va 7,18 (2H, d, J = 8,5 Hz) ching to su c6 mat cua mot vong thom thé para; ba
tin hiéu tuong tac theo hé ABX tai dn 7,81 (1H, dd, J = 8,5, 2,0 Hz), 7,39 (1H, d, J =
8,5 Hz) va 7,42 (1H, d, J = 2,0 Hz) chang té sy c6 mat cua mot vong thom thir hai thé
tai cac vi tri 1,3,4. Hai phan tir dwong dugc nhan dang bai hai tin hiéu proton anome tai
on 5,36 (1H, d,J=8,0 Hz) va 5,25 (1H, d, J = 7,5 Hz), céc tin hiéu con lai cua hai phan
tr dwong xuat hién trong ving c6 d6 dich chuyén hoa hoc tir 3,20-4,50 ppm. Mot nhém
methoxy duoc xac dinh bai tin hiéu singlet tai on 3,79 (3H, s).

Phé 3C-NMR cling véi phd HSQC caa hop chat HL12 khang dinh sy ¢6 mat cia
25 tin hiéu dac trung cho 27 nguyén tir carbon, trong do 4 tin hiéu dac trung cho 6
nguyén tir carbon cua mot vong thom thé para tai oc 160,7, 1159 x 2, 131,2 x 2 va
122,6, 6 tin hiéu cuia mot vong thom thé 1,3,4 tai oc 149,9, 148,5, 122,5, 123,0, 114,4
va 112,3, hai nhom carbonyl este tai dc 165,3 va 165,9, tin hiéu cia mot nhdm methoxy

tai dc 55,6, 12 tin hiéu carbon con lai thugc vé hai phan ta duong, trong d6 hai carbon
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anome tai dc 98,3 va 96,9, hai carbon oximethylen tai 5c 68,2 va 65,1. Su dich chuyén
vé phia trudng thip hon cua hai tin hiéu carbon oximethylen chiing to rang hai nhém
oximethylen nay da duoc gan vao hai nhém C=0 thong qua lién két este. Su hinh thanh
hai lién két este nay con dugc ching minh bing tuwong tic HMBC giita proton H-6"" (dn
4,36/4,14) caa phan ta duong thir nhat véi nhom C=0 tai dc 165,3 va tuong tac HMBC
gitra proton H-6" (on 4,06/4,42) cua phan tir duwong thir hai vai nhdm C=0 tai Jc 165,0.
Pong thoi ¢6 sy xuat hién tuong tic HMBC giira proton anome tai on 5,36 vdi C-4 (dc
160,7) ctia vong thom thé para va twong tic HMBC giira proton anome thtr hai tai dc
5,25 Vi tin hidu C-4' (9c 149,9) cia vong thom thé 1,3,4.

-~
s 11 |

ot
wdd

w=id T
or1 ¢
SET
ot
St 4

e e e . = v
~N » e - o o o w w© = .l ] o B " n
U o o < v (= . (=] (] o G (=] wn o (] o

Hinh 3.32. Phd HSQC cua hop chat HL12
Cac gia tri do dich chuyén hoa hoc cia hai vong thom dugc xac dinh nho céc
tuong tac HSQC va HMBC. Trén phé HSQC, tin hiéu proton tai on 7,81, 7,39, 7,42 lan
lugt ¢6 twong tac vai cac carbon tuong Gng tai dc 123,0, 114,4, 112,3. Pong thoi tuong
tac HMBC gitta H-6' voi C-4'/C-2'/C-7', gitta H-2' voi C-4', C-7', gitra proton cia nhdm
methoxy tai dn 3,79 Vi C-3' (dc 148,5) di khang dinh nhém methoxy gan vao C-3' cuia

vong thom thé 1,3,4. Tuong tu nhu vay, cac gia tri do dich chuyén hda hoc cua proton
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va carbon con lai duoc xac dinh chinh xac nho phan tich phé hai chiéu HSQC va HMBC,
ddng thoi khing dinh trat tu ndi gitra hai phan tir duong voi hai vong thom tuong tng
nhu dugc chi ra trén Hinh 3.28. Véi két qua phan tich néu trén, hop chat HL12 du doan
cd cau tric hoa hoc gan giéng vai cau tric héa hoc cua hop chat clemahexapetoside B
[141], trong d6 hop chat HL12 thiéu mot nhém methoxy & vi tri C-3 so véi hop chat
clemahexapetoside B.

Phan tich va so sanh cac dit kién phé NMR cua hai hop chét néu trén cho thay sy
tring khép hoan toan vé gia tri phd NMR cua hai phan tir duong, trong dé c6 mot duong
allose va mot duong glucose (Bang 3.2), cling nhu su trung khép twong tng gitta cac
gia tri phd NMR ctia mot don vi acid vallinic. Su khac biét xuat hién & vong thom thé
para so v&i s6 liéu cua mot don vi acid vallinic tht hai cia hop chat clemahexapetoside
B (Bang 3.2). Gia tri hang s6 tuong tac kha 16n cua hai proton anome tai on 5,25 (1H,
d, J =7,5 Hz) cua duong glucose va 6+ 5,36 (1H, d, J = 8,0 Hz) cua duong allose chirng
t6 cau hinh cua hai phan tir duong 13 -glucopyranose va S-allopyranose.
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Hinh 3.33. Phé HMBC cua hop chat HL12
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Hinh 3.34. Ph6 H-H COSY cua hop chat HL12

Ngoai ra, trén phé H-H COSY xuét hién tuong tac gitra cac proton H-1"-H-2"'-
H-3"-H-4"-H-5"-H-6" cua phan tir duong glucose va tuong tac gitra cac proton H-1"-
H-2"", H-3""-H-4""-H-5""-H-6"" cua phan tir duong allose. Két hop véi phé HSQC c6
thé gan chinh xac cac gia tri d6 dich chuyén hoa hoc cua cac phan tir duong nay (Bang
3.21). Phan tich kiéu twong tac spin giita cac proton cua phan tir duong allose ciing nhur
gia tri hang s6 twong tac J cho thay H-3"" xuat hién duéi dang broad doublet véi gia tri
hang sb twong tac kha nho (J = 2,5 Hz) chung to H-3"" phai chiém vi tri equatorial, dung
Vvé6i cau hinh cua duong allose va phi hop hoan toan véi dir kién di cong bd cho hop
chat clemahexapetoside B [141]. Phan tich cac gia tri hang s tuong tac cta phan tir
duong glucose cho thay cac proton cua phan tr dudng nay déu c6 hang sb tuong tac J
kha Ion, phi hop véi cau hinh axial caa cac proton H-1", H-2", H-3", H-4", H-5""

Thém vao d6, tir két qua dinh tinh HPLC, trén sac ky d6 ciia mau HL12 sau khi

thuy phan xuit hién hai pic chinh c6 thoi gian luu twong @ng véi thoi gian lwu cta cac
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mau duong chuan D-glucose (¢ khoang 11,2 phat) va D-allose (& khoang 13,7 phut).
Diéu nay gilp khiang dinh cau hinh cua hai dudng trong phan ti hop chat HL12 lan luot
Ia D-glucose va D-allose.

Nhu vay, cdng thtc phan tir du kién cua hop chat HL12 1a C27H3001s. Cong thire
phan tir nay duoc khang dinh chinh xac théng qua phé khédi luong phan giai cao HR-
MS v&i su xuat hién pic ion tai m/z 593,1499 [M-H] cho thay hop chit HL12 c6 cong
thirc phan tir C27H30015 (tinh toén 1 thuyét cho cong thirc phan tir C27H20015: 593,1506)
Vi sai s6 4 = -1,2 ppm.

Tir céc dir kién phd va phan tich néu trén, ciu trdc héa hoc cua hop chat HL12
duoc xac dinh 1a mot hop chat macroxyclic glycoside moi va duoc dat tén la
helilobatoside A [142].
3.1.2.13. Hop chdt HL13

Hinh 3.35. Cau trdc hoa hoc caa hop chat HL13

Chét bot mau trang, vo dinh hinh. Phé HR-ESI-MS m/z: 357,1175 [M-H]". Phé
'H-NMR (500 MHz, CDsOD): o1 7,57 (1H, d, J = 2, 0 Hz, H-2); 6,88 (1H, d, J = 8,5
Hz, H-5); 7,62 (1H, dd, J = 8,5 Hz, 2,0 Hz, H-6); 3,32 (2H, m, H-8); 4,01 (dd, 12,5 Hz,
9,0 Hz) va 4,27 (dd, 12,5 Hz, 9,0 Hz) (H-9); 3,94 (3H, s, 3-OMe); 4,33 (1H, d, J = 7,5
Hz, H-1): 3,17 (1H, d, J = 9,0 Hz, 7,5 Hz, H-2); 3,37 (1H, t, J = 9,0 Hz, H-3); 3,29 (1H,
t, J = 9,0 Hz, H-4); 3,29 (1H, m, H-5); 3,67 (1H, dd, J = 11,5 Hz, 6,0 Hz) va 3,84 (1H,
dd, J = 11,5 Hz, 2,0 Hz) (H-6). Phé 3C-NMR (125 MHz, CDsOD): dc 130,9 (C-1);
112,0 (C-2); 149,1 (C-3); 153,6 (C-4); 115,9 (C-5); 124,9 (C-6); 199,4 (C-7); 39,4 (C-
8): 66,5 (C-9); 56,4 (3-OMe); 104,7 (C-1): 75,1 (C-2): 78,0 (C-3, C-5); 71,6 (C-4);
62,7 (C-6).

Tir cac két qua phan tich phd két hop véi so sanh tai liéu tham khao, hop chit

HL 13 dugc xac dinh 1a f-Hydroxypropiovanillone 3-O-p-D-glucopyranoside [142, 143]
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(xem Phu luc 2.1.12). Hop chét ndy c6 cong thirc phan tir 1a C16H2209 va cdng thirc ciu
tao duoc trinh bay nhu Hinh 3.35. Day 1a hop chit da duoc tim tir nhiéu loai khac nhau
nhu Lagerstroemia indica, Elsholtzia ciliate, Elsholtzia ciliate,... nhung lan dau tién

duoc phéan lap tir chi Helicopsis Sleum.

3.1.2.14. Hop chat HL14

3 OH

Hinh 3.36. Cau tric hoa hoc cua hop chat HL14

Chét bot mau trang nga. Pho HR-ESI-MS m/z: 387,1283 [M-H]". Pho *H-NMR
(500 MHz, CDsOD): o1 7,35 (1H, s, H-2, H-6); 3,32 (2H, m, H-8): 4,29 (1H, dd, J =
12,5 Hz, 9,0 Hz) va 4,03 (1H, dd, J = 12,5 Hz, 9,0 Hz) (H-9); 3,94 (3H, s, 3,5-OMe);
4,36 (1H, d, J =75 Hz, H-1); 3,17 (1H, dd, J = 9,0 Hz, 7,5 Hz, H-2); 3,37 (1H, t,J =
9,0 Hz, H-3); 3,29 (*, H-4, H-5); 3,66 (1H, dd, J= 11,5 Hz, 5,5 Hz) va 3,84 (1H, dd, J
= 11,5 Hz, 2,0 Hz) (H-6). Phé *C-NMR (125 MHz, CD30D): 8¢ 129,0 (C-1); 107,4 (C-
2, C-6); 149,1 (C-3, C-5); 142,5 (C-4); 199,3 (C-7); 39,4 (C-8); 66,6 (C-9); 56,9 (3,5-
OMe); 104,7 (C-17); 75,1 (C-2); 78,0 (C-3); 71,6 (C-4); 78,1 (C-5); 62,7 (C-6).

Tir cac két qua phan tich phd két hop véi so sanh tai liéu tham khao, hop chat
HL14 duoc xac dinh la 3’,5-dimethoxy-3.,4'-dihydroxypropiophenone 3-O-4-D-
glucoside, da dugc phéan lap tir loai Stipagrostis plumosa [142, 143] (xem Phu luc
2.1.13). Hop chét nay c6 cong thirc phan tir 1a C17H24010 va cong thirc ciu tao dugc trinh
bay nhu Hinh 3.36, 1an dau tién dugc phéan lap tir chi Helicopsis Sleum.

Sau qué trinh phan 14p va tinh ché, da xac dinh dugc 14 hop chat tir duoc liéu Ban
tay ma do. Trong d6 c6 mot hop chat méi va 13 hop chat da biét, nhung day 1a cac hop
chat lan dau tién phan lap duoc tir chi Heliciopsis Sleum.

So véi loai Ban tay ma trang, c6 01 hop chat chung cua hai loai (hop chat HT1 va
hop chat HL6, tén 1a (Z)-5,5'-(hexadec-8-ene-1,16-diyl)bis(benzene-1,3-diol).
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3.2. Tac dung bao vé gan cua hai loai dwec li¢u Ban tay ma

Dé tai luan an d3 danh gia duoc tac dung bao vé gan cua cao chiét nudc va cac
chat phan lap duoc tir hai loai Ban tay ma. Két qua nhu sau:
3.2.1. Tac dung bdo vé gan caa hai loai Ban tay ma trén mé hinh in vivo

Pé danh gia tac dung bao vé gan cua hai loai duoc liéu Ban tay ma theo kinh
nghiém sir dung ctiia nhan dan, ca hai dugc liéu duge chiét véi nudce so6i, o dac thanh
cao dé 1am thi nghiém. Liéu sir dung duoc thiét ké thay doi xung quanh liéu duoc liéu
dang str dung trong dan gian va tir lidéu duoc liéu caa bai thuéc Ban tay ma ma nhém
nghién ctu cua GS.TS. Pham Hung Viét cung cong su da nghién ciru.

Theo diéu tra cia nhom tac gia B4 Huy Bich, Vién Dugc Liéu, lidu sir dung trong
dan gian d6i véi cdy Ban tay ma do 12 60 — 90 g/ngudi/ngay [3]. Bdi véi Duoc lidu Ban
tay ma do, liéu thiét ké sé thay d6i xung quanh luong dang dung nay. Con trong bai
thudc Ban tay ma da duoc cong nhan sé hiru tri tué cia nhém GS.TS. Pham Hung Viét
thi duoc liéu Ban tay ma trang duoc sir dung véi hai loai duoc liéu la Ca gai leo va Giao
cd lam trong bai thude véi liéu 30 g/ngudi/ngay cho thanh phan duoc liéu Ban tay ma
trang. Tuy vay, & cong b vé danh gia tac dung bao vé gan cua bai thudc Ban tay ma caa
nhom tac gia nay, liéu gap doi liéu thong thuong cua bai thudc cé tac dung tét hon lidu
dang sir dung trong dan gian [18]. Nghia 14 véi lugng duoc liéu Ban tay ma tring la 60
g/nguoi/ngay két hop véi hai dugc lidu co tac dung bao vé gan tét 1a Ca gai leo va Giao
cd lam thi cho tac dung bao vé gan tét hon liéu thong thuong. Do d6, khi thir nghiém tac
dung bao vé gan don doc cua lodi Ban tay ma tring, lieu thdp nhat nén 1a liéu 60
g/nguoi/ngay.

Két hop ca kién thac thuc tién va két qua nghién ctu hién cd va cing vai cac
thong tin ma nhdm nghién ciu cia PGS.TS. Tran Vin On cung c4p rang hai loai duoc
liu nay van dugc 6ng lang, ba mé dung 1an I6n, thay thé nhau [9], liéu nghién ciru da
dugc thiét ké chung cho ca hai loai duoc lidu 1a 60 g, 120 g va 240 g duoc liéu trén
ngudi/ngay. Qua do, lugng cao chiét duoc sir dung trong thi nghiém s& dugc quy doi
theo luong duoc lidu, ddng thoi lidu cao chiét ciing duoc quy ddi tir ngudi sang chuot
nhat trang theo cac huéng dan hién hanh. Két qua quy d6i nhu Bang 2.1.

Ky hiéu céc 16 chuot thi nghiém trong mo hinh nhu sau:

e Sly: 16 sinh ly, chudt uong nwéc cat;
e (-): L& bénh ly, chugt uéng PAR;
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e (+): L6 chitng duwong, chudt uéng uong PAR va silymarin;
e BTMD: Cao chiét muede ban tay ma do;
e BTMT: Cao chiét nuéc Ban tay ma trang.
Céc liéu 1, 2 va 3 1an luot 13 lidu chudt udng cao chiét trong tmg véi liéu quy déi
duogc licu 1a 60 g, 120 g va 240 g dugc liéu cho nguoi trong ngay.
Ty 18 chudt nghién ciru con sdng sau khi gay doc bang PAR & cac 16 biéu dién
nhu Hinh 3.37.

0 ) B 1
1.0 mo hinh Liéu BTMB Lleu BTMT

% chudt song

v

Hinh 3.37. Ty Ié chuét thi nghiém con séng sau khi uéng mau thi
Két qua ty 1¢ khdi luong gan va khdi lugng chudt, dinh lwong enzyme ALT va
AST, thyc hién quan sat md bénh hoc gan va danh gia kha nang chéng oxy hoa qua
TBARs chi thyc hién trén sé chudt con séng. Nhu di trinh bay ¢ phan tong quan, cac
chi s6 enzym ALP, GSH va bilirubin khong duoc danh gia & nghién ctru nay.
3.2.1.1. Két qud quan sdt dai thé gan va ty 1é khéi lwong gan so véi khoi lwong chudt
Két qua dai thé gan chudt (Hinh 3.38) cho thay & 16 sinh 1y (L6 1), gan mau do
niu, mat nhin, mat d6 mém, khong c6 hién tugng phu nén, xung huyét. Nguoc lai, ¢ 16
bénh ly, mau nau dé cua gan bi bac, phu nén, xung huyét, bé mit gan san sui, ¢ cac
chdm huyét va cac diém ton thuong ndi rai rac. Hién twong tuong tu cling quan sat duoc

trén hinh 4nh dai thé ctia gan chudt udng cao chiét nuc Ban tay ma trang (16 6-8).
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Hinh 3.38. Anh huéng cua cao chiét nude cac duoc liéu Ban tay ma trén
hinh 4nh giai phau dai thé gan chuot

Déi v6i chudt udng cao chiét nude Ban tay ma do, 16 3 va 16 4 bé mit gan nhin,
boéng, hinh thai gﬁn tuong tu nhu bé mat gan chuot ¢ 16 1 mac du mau sdc van con nhat
hon 16 1 mot chit. Gan chudt ¢ 16 5 mau nhat hon va bé mit gan khong bong bang cac
16 3,16 4 va 16 6; cac diém ton thuong trén bé mit gin van con rat nhiéu, co thé quan
sat thdy duoc mic du khong rd rang nhu gan chudt ¢ 16 2. Hinh anh dai thé gan chuot
§'16 9 (16 ching dwong) ciing cho thdy nhiéu nét twong déng véi gan chudt ¢ 16 sinh 1y
va 16 udng cao chiét nudc Ban tay ma do lidu 2 (16 4).

Két qua dai phiu c6 thé gitp du doan rang cao chiét nuéc duge liéu Ban tay ma

d6 & lidu thap va lidu trung binh cho tic dung bao vé gan tot, lidu cao thi tac dung ay
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giam. Trong khi d0, cao chiét nuéc duoc liéu Ban tay ma trang hdu nhu khong co tac
dung 1am giam céc triéu chiing ton thuong gan gy ra boi paracetamol.
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Hinh 3.39. Anh huéng cua cao chiét nudc cac dugc lidgu Ban tay ma 1én su thay doi ty
¢ % khdi lugng gan chuot trén khdi lwong chudt nghién ciu
Ty 1& khéi luong gan chudt va khdi lugng chudt & 16 chimg sinh 1y ¢6 sy khac
biét c6 y nghia théng ké so v61 16 bénh 1y va céc 16 con lai, tuy nhién chua c6 su khéc
biét vé ty 1& nay giita 16 bénh 1y va cac 16 str dung mau thir cling nhu chimg duong (Hinh
3.39). Mtrc d6 tang ty 1€ khoi lugng gan so voi khdi luong co thé chuot nay co thé duoc
giai thich 1a do cdc mau sir dung chua c6 tac dung hodc vi dung paracetamol dé gay doc
chudt bang hai lidu ¢ hai ngay lién tiép nén ké cac mau cao cho chudt ubng co tac dung
thi trong thoi gian ngan ciing chwa du dé phuc hoi thé trang gan vé trang thai ban dau.
3.2.1.2. Téc dung ciia mau nghién ciru 1én hoat do enzyme ALT va AST

Két qua tac dung cta cao chiét 1én hoat d6 enzym ALT duoc trinh bay & Hinh 3.40.
Hoat d6 enzyme ALT & 16 bénh 1y (16 2) cao hon rat nhiéu so véi 16 ching sinh 1y.
Ca silymarin va cac lidu cao chiét duoc liéu Ban tay ma d6 déu c6 xu huéng 1am giam
men gan ALT, trong d6 16 chudt uéng cao chiét licu 1,15 g/kg lam giam hoat do ALT
nhiéu nhét, gan tuong duong véi silymarin lidu 70mg/kg. Nguoc lai, dugc liéu Ban tay

ma tring hau nhu khong c6 tac dung 1am giam hoat do hai enzyme nay.
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Cac enzyme ALT va AST tap trung chu yéu ¢ té bao gan, khi té bao gan bi ton
thuong va v ra thi cac enzyme nay dugc giai phong vao trong mau. Ham lugng céc
enzyme ndy trong mau cang cao thi mic do ton thuong gan cang nghiém trong. Xac

dinh ham lugng (thong qua hoat d0) cac enzyme niy s& danh gia dugc muc do ton

thuong gan.
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Hinh 3.40. Anh hudng cua cao chiét nude cac duoc liéu Ban tay ma I&n hoat do

enzyme gan ALT (U/L) & céc 16 chudt nghién ctu

Su phu hop cua m6 hinh nghién ctru dugce thé hién & viéc tang déng thoi hoat do
cd ALT va AST ¢ 16 bénh 1y so véi 16 ching sinh ly, trong khi do 16 chung duong da
lam giam hoat d6 hai enzyme nay so v&i 16 bénh 1y (két qua & Hinh 3.40 va Hinh 3.41).
Cao chiét nuéc cia dugc liéu Ban tay ma tring hau nhu khong c6 tac dung lam giam
hoat d¢ hai enzyme nay & ca ba liéu thir nghiém.

Nguoc lai, ca ba lidu cao thir nghiém cta cao chiét dugc liéu Ban tay ma do déu
1am giam hoat do cac enzyme ALT va AST. Trong d6, liéu 0,56 g/kg va liéu 1,15 g/kg
cho tac dung giam hoat d6 hai enzyme tuong duong véi silymarin liéu 70 mg/kg (khoang
hon 80 % hoat d0 ALT va khoang 70 % hoat 40 AST); liéu 2,30 g/kg c6 tac dung it hon
hai liéu con lai (lidu nay lam giam 65 % hoat @ ALT va chi khoang 38 % hoat 46 AST).
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Hinh 3.41. Anh huéng cua cao chiét nude cac duoc liéu Ban tay ma I&n hoat do

enzyme gan AST (U/L) ¢ céac 16 chudt nghién cuu
3.2.1.3. Tdc dung ciia mdu nghién ciru lén co chat ciia TBARs
Nong do TBARs dugc tinh tir phwong trinh hdi qui tuyén tinh duoc thiét lap tir
do hép thu cta chét chuan 1,1,3,3-tetracthoxypropane véi céac néng d6 0,2;0,3; 0,4; 0,6
va 0,8 nmol/ml. Két qua ndng d6 TBARs tao thanh tir cdc mau gan trong mo hinh nghién
ctru dugc trinh bay tém tat & Hinh 3.42.

Mau gan thir & chimg bénh 1y cho ndng 6 TBARs 1a 12,21 nmol/100mg gan, cao
hon ndng do nay trong miu chimg sinh 1y voi do tin cdy 1a 95 %. Nong 46 TBARs tao
thanh tir phan ng cua cac mau gan & cac 16 chudt udng mau cao chiét Ban tay ma do
va silymarin nhin chung la giam, dic biét ¢ hai 16 3 va 16 4, twong Grng vdi 16 ¢ chuot
udng cao chiét dugc liéu Ban tay ma d6 liéu 0,56 g/kg va 1,15 g/kg thé trong. Cao chiét
Ban tay ma trang c6 lam giam nong d6 TBARs so véi chimg bénh 1y, nhung sy giam
nay con it hon nhiéu so véi cac mau cao chiét tir Ban tay ma d6, khac biét chua c6 y

nghia théng ké so véi 16 chimg bénh 1y.
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Két qua dinh lugng TBARs ciing da ching minh sy pht hgp ciia mé hinh thi
nghiém da thiét ké boi ndong d6 TBARs sau phan tmg & 16 bénh 1y cao hon dang ké so
v6i 16 sinh 1y va 16 chirng duong (Hinh 3.42).
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Hinh 3.42. Anh huéng ciia cao chiét nude cac duge liéu Ban tay ma lén co chét cta

TBARSs trén céac 16 chudt nghién ctru

Hoat tinh cua céc chit trong cao chiét da 1am giam dang ké qua trinh peroxyd hoa
lipid thé hién thong qua két qua dinh lugng TBARs ¢ 16 chudt udng cao chiét. Mtc do
peroxyd hoa lipid giam t6i gan nhu 100 % & céac 16 chudt udng cao chiét nudc duoc liéu
Ban tay ma d6 & liéu 1 va lidu 2; & lidu cao nhat ciia duoc liéu nay tuy kha ning e ché
qué trinh peroxyd hoa lipid ¢6 thap hon hai liéu d¢au nhung ciing giam t6i 65 %. Kha
nang trc ché qué trinh peroxyd hoa lipid & gan cta cao chiét nudc duoc liéu Ban tay ma
trang thip hon nhiéu so véi cao chiét nudc duoc liéu Ban tay ma do. Kha ning trc ché
t6i da ciing chi dat dugc khoang 35 % nhung kha ning @c ché nay o ca ba lidu thi
nghiém déu khong 16 rang khi so sanh thong ké chi s6 TBARs giira ba 16 chudt uéng

cao chiét voi 16 chudt & chimg bénh 1.
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3.2.1.4. Pdnh gid chung vé tic dung bdo vé gan trén mé hinh in vivo

Su khac nhau cta két qua giai phau gan dai thé, hoat dong enzyme gan va ndng
d6 co chat cia TBARSs cua chudt & 16 chtng sinh 1y, ching bénh 1y va chimg duong
chting to nghién ctru ndy di thiét ké duoc mo hinh phi hop dé danh gia tic dung bao vé
gan ctia cao chiét nuéc duoc lidu Ban tay ma do va duoc liéu Ban tay ma tring. Trong
d6, chudt & ching bénh 1y d duoc gay doc bang paracetamol (PAR) véi hai liéu thich
hop, silymarin trong mau vién nang Legalon di gitp lam gidm ddc tinh cua PAR tac
dong 1én gan chudt. Cao chiét nude duoce liéu Ban tay ma do co6 tac dung bao vé gan
nhung kha nang bao vé gan phu thudc lidu sir dung; con cao chiét nude duge liéu Ban
tay ma trang hau nhu khong thé hién tic dung bao vé gan.

Mic du cac thong s6 bén trén da thé hién tac dung bao v€ gan & mdt s6 16 chudt
ubng cao chiét hodc chimg duong, tuy nhién ty 1¢ khdi luong gan trén thé trong chudt
chua cho thay tac dung nay. Trong md hinh, chimg sinh 1y c6 ty 1¢ khdi lugng gan trén
thé trong thap hon c6 y nghia thong ké so véi cac 16 chudt udng PAR, nhung khong co
su khéc biét théng ké giira 16 ching bénh 1y va cac 16 udng PAR con lai. Diéu nay ¢
thé giai thich 1a vi doc tinh voi gan khi gay doc bang hai liu PAR kha cao. Poc tinh iy
gitip danh gia rd dugc tac dung cla cao chiét thong qua cac thong sd da xac dinh bén
trén (quan sat dai thé, hoat 30 ALT, AST va TBARSs), nhung ciing c6 nhuoc diém la s&
1am qua trinh phuc hdi cac ton thuwong gan 1au hon. O thoi diém danh gia két qua, cac 16
chudt udng mau thir va chimg duong da duoc phuc hoi nhung chua hoan toan nén ty 18
khéi lugng gan trén ty trong chudt van con cao hon so v6i 16 ching sinh 1y va tuong
duong v6i 16 chimg bénh 1y. Cac két qua dinh luong hoat d6 enzyme ALT, AST va két
qua dinh luong TBARs phu hop voi két qua giai phdu gan dai thé.

Vé lidu st dung cua dugc liéu Ban tay ma do, cac 16 chuot u6ng liéu 0,56 g/kg
va lidu 1,15 g/kg thé hién tac dung bao vé gan tbt, dong thoi sb lugng chudt chét giam
di so v6i 16 ching bénh 1y, nhat 16 udng lidu 1,15g/kg khong lam chudt thi nghiém chét;
16 chudt ubng cao chiét liéu 2,30g/kg vira thé tac dung bao vé gan it hon so véi hai 16
con lai, s6 luong chudt thi nghiém chét nhiéu (chét 7/14 chudt thi nghiém, chét nhiéu
hon 3 chudt so v&i 16 ching bénh 1y). Nhu vy, liéu 1,15 g/kg tinh theo khéi lwong cao
trén thé trong chudt (twong Gmg véi liéu 120 g dugc liéu trong ngay st dung cho ngudi)
cho tac dung bao vé gan tbt nhat, tiép dén 1a lidu 0,56 g/kg (twong tng véi licu 60 g
dugc liéu trong ngdy st dung cho nguoi). Liéu 2,30 g/kg (twong tmg véi lidu 240 g duoc
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liéu trong ngay st dung cho ngudi) cé thé hién tac dung bao vé gan, tuy nhién sb lugng
chudt chét khi nghién curu lai kha nhiéu, & lidu cao c6 thé gay ra doc tinh.

C6 thé két luan réng & céc licu thu nghiém cua hai loai duoc li¢u, cao chiét nuée
dugc liéu Ban tay ma dé co tac dung bao vé gan, con cao chiét nude cua dugce liéu Ban
tay ma trang chua thé hién tac dung nay. Liéu c6 tac dung bao vé gan & duoc liéu Ban
tay ma do 13 0,56 g cao chiét/kg chudt va 1,15 g cao chiét/kg chudt, trong do liéu thir
hai c6 tac dung t6t hon.

3.2.2. Tac dung bdo vé té bao gan cia cac hgp chdt phan ldp tir loai Ban tay ma tring
(H. terminalis) va loai Ban tay ma doé (H. lobata)

Bén canh viéc thir tic dung cua cao chiét nuéc toan phan hai loai dugc liéu, 10
chat tir dwoc liéu Ban tay ma trang va 14 chat tir duoc liéu Ban tay ma do s& duoc sang
loc tac dung bao vé gan trén md hinh in vitro nham xéac dinh céc chat danh dau c6 tac
dung bao vé gan cua hai loai dugc liéu ndy. Cac chat nghién ctru duoc chia 1am hai 16
thir song song, cac 16 mau danh gia tac dung bao vé HepG2 dudi tac dong cua CCls (ky
hiéu 1a + CCls) va cac 16 mau danh gia doc tinh caa chat nghién cau 1&n dong té bao
HepG2 khi khdng c6 mit CCls (ky hiéu 1a -CCls). Thi nghiém duoc tién hanh theo thiét
ké & Muc 2.2.5. Két qua bao vé té bao gan cua cac hop chat duoc thé hién & Bang 3.27
va Bang 3.28.

Nhin chung, cac chat phan lap duoc tir duoc liéu Ban tay ma trang tuy it doc véi
té bao gan HepG2, nhung hau nhu khong ¢ tac dung bao vé dong té bao nay dudi tac
dong gy doc cua CCls; trong khi d6, mot s6 chat phan 1ap phan cuc phan lap tir duoc
licu Ban tay ma d6 c6 tac dung bao vé té bao gan, mac di mot s chat it phan cuc cua
dugc phan lap tir dugc lidu nay lai gay doc dong té bao thir nghiém.

Nhu vay, sau qua trinh sang loc tac dung bao vé gan trén mo hinh in vivo va in
vitro c6 thé khang dinh riang duoc liéu Ban tay ma trang chua thé hién tac dung bao vé
gan, con duoc liéu Ban tay ma do thé hién tac dung bao vé tuong di tét. Dugc liéu ban
tay ma tring va cac chat phan Iap tir duoc liéu nay s& khong tiép tuc nghién ciu nixa.
Trong céc hop chat phan lap duoc tir hai duoc lidu ndy, chi c6 hop chat HL11 14 thé hién
tac dung bao vé gan tét nhat. Hop chat HL11 1a hop chat tiém nang nhat du kién lam
chat danh dau cho loai dugc liéu c6 tac dung bao vé gan — loai Ban tay ma do. Mot s6

co ché lién quan dén tac dung bao vé gan cua hop chat nay s& duoc nghién ctu tiép.
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Bang 3.3. Kha ning bao vé té bao HepG2 ciia mau phan lap tir duoc liéu Ban tay ma tring (H. terminalis)

% HepG2 séng (-CCls)

% bao vé HepG2 (+ CCls)

Tén mau thir ECso (pg/ml)
20 pg/ml 100 pg/ml 4 pug/ml 20 pg/ml 100 pg/ml

HT1 101,22 £6,11 99,56 + 5,02 3,02+1,43 7,12 +1,26 20,95 + 3,25 -
HT2 106,46 + 5,02 101,40 + 4,46 0,08 +£1,33 1,80 + 2,10 10,40 £ 1,82 >100
HT3 97,47 + 4,25 109,39 + 4,28 -0,40+1,71 -0,10 + 2,38 455+ 2,64 -
HT4 84,70 £ 4,26 80,39 + 3,47 -0,17£2,21 0,39 + 3,05 -0,23+£1,63 -
HT5 89,01 + 2,64 80,54 + 3,28 -0,06 + 2,86 3,56 + 1,63 14,79 £ 2,52 -
HT6 86,91 +4,11 82,00 + 5,03 2,06 +1,48 11,30+ 2,44 20,76 £ 1,35 >100
HT7 88,43 + 3,28 77,01 + 2,66 2,56 +1,29 0,81 +3,25 7,30+ 2,81 -
HT8 91,45+ 3,26 86,65 + 3,53 0,94 + 3,64 5,06 +£2,75 6,88 + 2,04 -
HT9 94,31 +5,23 86,43 + 4,03 2,29 +1,88 3,37 £2,32 9,42 + 2,62 >100
HT10 85,43 + 5,63 82,07 + 2,15 0,20 £ 2,95 5,59+1,40 10,16 £ 2,74 -
Quercetin 101,22 +£6,11 99,56 + 5,02 7,56 + 2,38 24,00 + 3,04 59,59 + 242 73,10 + 3,39
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Tan miu th % HepG2 séng (-CCla) % bao vé HepG2 (+CCly) ECso (ugiml)
20 pg/ml 100 pg/ml 4 pug/ml 20 pg/ml 100 pg/ml

HL1 75,33 £ 3,38 29,72 + 3,58 2,19+1,23 6,46 + 2,18 7,00 £ 1,57 -
HL2 90,13 +1,82 22,62 + 2,47 0,20 + 2,06 3,87 +1,64 7,83 +2,24 -
HL3 62,94 + 2,17 20,10 £ 2,12 1,59+1,18 1,49+ 2,08 6,74 + 3,44 -
HL4 88,40 + 3,05 12,59 + 3,05 -0,07 +£1,08 101+111 1,80 £ 2,26 -
HL5 52,32+ 1,88 13,32 + 3,04 -0,50 + 2,02 -0,59 + 1,35 0,59 + 2,07 -
HLG6 100,24 + 2,31 82,07 + 3,67 1,00 + 2,04 13,52+ 1,44 35,56 £ 1,07 >100
HL7 99,83 + 3,49 94,22 + 2,74 1,21+1,14 1,21 +2,16 -0,37 + 3,03 -
HL8 96,27 + 2,15 97,23 + 3,36 0,79+131 -0,20 + 2,06 -0,10 + 3,42 -
HL9 104,93 + 2,58 102,05 + 2,01 1,28 +1,13 2,36 +1,23 4,20+ 214 -
HL10 91,82 + 3,07 101,56 + 2,37 0,79+ 0,02 6,57 £ 0,59 16,16 £ 1,33 >100
HL11 102,52 + 3,21 81,72 +£ 3,16 1,40+1,21 10,22 + 1,06 52,25 + 4,36 95,68 + 2,68
HL12 93,98 + 2,85 97,45 + 2,69 -1,38 £ 2,23 -0,73 £ 2,07 -2,35 + 3,22 -
HL13 94,58 + 2,42 75,33+ 3,74 1,72 +1,37 191+228 10,93+ 1,68 -
HL14 97,83+ 1,65 64,14 + 4,12 0,40+ 1,26 162+1,12 2,19 +1,25 -
Quercetin 100,93 +£ 2,17 101,52 + 2,33 3,79 +1,38 21,09+ 1,14 66,68 + 3,94 67,19 £5,76
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3.2.3. Mét sé tac dung lién quan dén kha ndng bdo vé gan cia hep chdt 3,5-
Dimethoxy-4-hydroxy-1--D-glucopyranoside

3.2.3.1. Tac dung chong oxy hda cia hep chat 3,5-Dimethoxy-4-hydroxy-1-4-D-
glucopyranoside trén mé hinh in vitro

Kha ning bao vé gan cta cac hop chit hitu co thuong lién quan dén tac dung
chdng oxy hoa. Trong két qua bao vé gan cta cao chiét nude duoc liéu Ban tay ma do,
kha ning chéng oxy héa théng qua qua trinh trc ché qua trinh peroxyd héa lipid da cua
dugc liéu nay 1a rat tot. Chat danh dau cua duoc liéu nay co thé cling s& thé hién tac
dung déc trung nay.

Két qua thtr tic dung chéng oxy héa ctia hop chat HL11 (3,5-Dimethoxy-4-
hydroxy-1-8-D-glucopyranoside) trén md hinh in vitro trinh bay chi tiét & Phuc luc 4.1.
Theo d6, cac chimg duong acid ascorbic trong mé hinh quét gdc ty do DPPH va Trolox
trong md hinh dinh luong TBARSs hoat dong on dinh. Hop chat HL11 c6 tac dung quét
gbc tir do DPPH tuong duong acid ascorbic, ddng thoi cling da thé hién tac dung chong
lai qué trinh peroxyd hoa lipid, 1Cso cho hai m6 hinh twong ung la 6,07 £ 0,17 pg/ml va
89,55 + 8,26 pg/ml. Cac tac dung nay phu hop véi kha nang chéng oxy hoa cta cao
chiét nude duoc liéu Ban tay ma do da nghién ctu.
3.2.3.2. Tac dung chéng viém cua hop chat 3,5-Dimethoxy-4-hydroxy-1-4-D-
glucopyranoside trén mo hinh in vitro
* Tac dung #c ché yéu t6 NO cua heop chat 3,5-Dimethoxy-4-hydroxy-1-8-D-
glucopyranoside trén moé hinh in vitro

Két qua nghién ctu cho thiy chat déi chimg duong L-NMMA hoat dong 6n dinh
trong thi nghiém nén thi nghiém duoc thiét ké 1a kha thi dé xac dinh kha niang Gc ché
NO, mau HL11 c6 kha nang wc ché té bao dai thuc bao sinh NO véi ICs 14 76,49 + 2,46
ng/ml. Mau HL11 khéng gay doc cho té bao dai thuc bao RAW 264.7. Két qua chi tiét
trinh bay tai Phu luc 4.2.

Nhu vay kha nang chéng viém caa hop chat HL11 c6 lién quan dén kha ning
ché té bao dai thuc bao sinh NO véi 1Cso 1a khoang 76 pg/ml.

* Tac dung ¢ ché cytokine tién viém cua hop chat 3,5-Dimethoxy-4-hydroxy-1-p-D-

glucopyranoside trén mo hinh in vitro
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Két qua thi nghiém cho thay & ndng d6 100 pg/ml va 100 pg/ml, mau khong gay
anh hudng dén sy phat trién cua té bao RAW 264.7 nén dai ndng d6 100-20-4-0,8 ug/ml
duoc st dung dé xac dinh tac dong ctia mau thi nghiém dén su san sinh cac cytokine.
Kha ning tc ché cac cytokine tién viém cua hop chat HL11 duoc dénh gia tai thoi diém

la sau 24 gid va sau 48 gio i mau.
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*: p< 0,5 so véi doi ching
Hinh 3.43. Tac dong cua hop chat HL11 1én ndng d6 cac cytokine tai thoi diém 24h

Téc dung ¢ ché cytokine tién viém cta mau nghién ciru duoc thé hién & Hinh
3.43 va Hinh 3.44. Qua két qua nghién ctru c6 thé nhan thiy mau HL11 c6 kha ning lam
trc ché su san sinh IL-6, lam ting sy san sinh 1L-10 va TNF-a. Cac tac dong ciia mau
lén ndng do cytokine giam dan theo ndng d6 va theo thoi gian.

Tai thoi diém 24h, ndng d6 mau 20 pg/ml tro 1én, tac dong tc ché san sinh IL-6,
kich thich tang sinh IL-10 va TNF-a mét cach rd rét. Cac xu huéng nay ciing thé hién &
cac muc ndong do mau thap hon tai 0,8 pg/ml va 4 ug/ml, tuy nhién su khac biét cd y

nghia thong ké so véi dbi chuang chi nhan thiy dugc o kha nang Gc ché tang sinh IL-6.
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*: p< 0,5 so véi déi chimng
Hinh 3.44. Tac dong cua hop chat HL11 1én nong do cac cytokine tai thoi diém 48h

Sau 48h, tac cac tic dong ctia mau Ién cac cytokine van c6 xu huéng tung ty nhu
tai thoi diém 24h, tuy nhién cac tac dong nay khong con rd rét nira. Sy tc ché ting IL-6
va kich thich ting IL-10 chi ¢6 ¥ nghia & ndng d6 mau thir & 100 pg/ml. Trong khi do,
cac tac dong ndy hau nhu khéng con phan biét duoc so véi ddi chirng ¢ nong d6 mau
nho hon.

Tac dong uc ché IL-6 va tang sinh IL-10 caa mau nghién ctiu s& 1am @c ché qua
trinh viém theo con duong 1L-6 va IL-10. Mic di vay, mau lai co tic dong lam ting sinh
TNF-0, diéu nay c6 thé da dan dén kich thich qua trinh viém theo con duong TNF-a va
lam kich hoat qua trinh chét té bao theo chuong trinh. Két qua cua qua trinh iy c6 thé
duoc nhan thay tai thoi diém 24h, nong d6 mau 20 pg/ml va 100 pg/ml 1am ting sinh
TNF-a ¢ y nghia so vdi mau dbi ching, khi d6 nong d6 té bao nghién ctru ciing giam
di mot chit so véi dbi ching. Nguoc lai, ¢ cac mau ma sy ting néng d6 TNF-a khdng
nhiéu, lugng té bao trong mau nghién cau hau nhu khong thay d6i so véi doi chang. Téac
dong nay cua hop chat HL11 ¢ thé lién quan dén nguyén nhan doc tinh gan khi sir dung
cao chiét & nong do cao, dan dén lwong chudt chét kha nhiéu trong thi nghiém bao veé

gan & mé hinh in vivo.
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Nhu vay, mau nghién ciiu ¢ kha nang chong viém, théng qua con duong uc ché
su tang sinh IL-6 va Kich thich su tang sinh IL-10; tuy vay lai lam tang ham luong TNF-
a nén c6 thé gay ra mot s6 doc tinh khi sir dung ¢ ham lwgng cao. Két qua nay phu hop
vé6i két qua danh gia kha ning bao vé gan caa mau HL11 trén mé hinh in vitro trén cac
té bao gan. Nong do 20 pg/ml va 100 pg/ml c6 tac dung bao vé té bao gan, nhung ndng
d6 100 pg/ml lai 1am giam luong té bao gan séng con lai (Muc 3.4).

3.2.4. Dgc tinh cua dwoc liéu Ban tay ma do

Nhu céc két qua da nghién ctru bén trén, dugc li¢u Ban tay ma do c6 tac dung bao
vé gan, nhung dai chat chinh cua duoc liéu nay kha rong. Cac chit c6 do phan cyuc thip
lai c6 xu hudng giy doc té bao gan HepG2 va khong c6 tac dung bao vé dong té bao
nay. Cao chiét nudc cua duoc lidu nay lai thé hién tac dung bao v¢é gan tét & cac lidu
nghién ctlru. Déng thot, hop chit co tac dung bdo v¢ gan tdt nhat duoc du kién chon lam
chat danh dau cho duoc liéu nay lai nam & pha nudc khi phan lap. Do d6, doc tinh ctua
dugc liéu nay tip trung vao pha nudc va cac chit trong pha nudc.
3.2.4.1. Boc tinh cd'p ciia cao chiét nuée dwoc liéu Ban tay ma do

Cho 16 chudt udng hon hop mau dén liéu 23,04 g cao/kg thé trong chudt (gap 10
lan lidu cao nhat thir tac dung bao vé gan — liéu 3) ma van chua thay chudt chét.

Can mét luong chinh xac cao chiét, thém tir tir mot luong chinh xac nuée cat dén
khi tao hdn hop sanh dac nhat ma van c6 thé cho qua kim dau ta cho chudt udng duoc
lidu cao nhat c6 thé cho chudt udng 1a 32,60 g cao/kg thé trong chudt (cao gap 14 lan
licu cao nhat thur tic dung bao vé gan). Pay 1a liéu dic nhat c6 thé cho chudt uéng voi
thé tich téi da (0,4 ml/10g chudt) nén khdng tiép tuc cho chudt uéng liéu cao hon.

Sau khi udng, tat ca cac chuot khdng cé biéu hién gi bat thuong, van dong, bai
tiét binh thuong. Sau 3 ngay theo ddi, khong c6 chudt ndo chét, tat ca cac chudt déu
khoe manh, an uéng, van dong, bai tiét binh thuong.

Nhu vay & liéu cao nhat c6 thé cho chuét udng, cao chiét chua thé hién doc tinh
cap. C6 thé thay rang lidu LDo (néu c6) chic chin s& 16n hon hoic bing 32,60 g/kg tinh
theo khéi lugng cao chiét trén thé trong chudt thir nghiém. Kha niang 1am chét chuot &
lidu 2,30 g/kg co thé 1a do tac dong bat 1oi ndo d6 khi sir dung ddng thoi cao chiét & lidu

cao va paracetamol.
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3.2.4.2. Pgc tinh trén té bao thirong cua cac hop chdt dioc phan ldp tir pha nwéc cia
duwoc liéu Ban tay ma do

Qua cac két qua nghién ctru cac phan trén, co thé thay hop chat HL11 13 hop chat
chinh lién quan dén tac dung bao vé gan cta cao chiét nudc duoc liéu Ban tay ma do.
Hién nay hop chit HL11 chua duoc st dung doc lap dé diéu tri bénh gan, do dé trong
nghién ctru danh gia doc tinh té bao thuong cua hop chat HL11, cac hop chat duoc phan
lap cing véi HL11 ciing s& duoc danh gia doc tinh kém vai hop chit nay. Két qua danh
gia doc tinh cia cac chat phan 1ap tir pha nuéc cia duoc liéu Ban tay ma do duoc thé
hién & Bang 3.5.

Céc mau HL11, HL13 va HL14 cho thdy kha ning giy doc dong té bao lanh
HEK-293A vai gia tri 1Cso trong khoang nong do 16,58 — 68,29 pg/mL; cac mau con lai
chua thé hién hoat tinh gay doc ¢ nong do nghién cuu.

Bang 3.5. Kha ning gay doc té bao cua cac mau trén dong té bao HEK-293A

Tén mau % tkc ché & cac ndng dd ICso
thir 0,8 (ug/ml) | 4 (ug/ml) | 20 (ug/ml) | 100 (ug/ml) ((g/ml)

HL9 -6,13 -4,68 -2,98 0,78 >100
HL10 -0,07 1,41 2,91 5,25 >100
HL11 4,50 6,66 67,9 91,70 16,58 + 1,986
HL12 -1,83 3,40 4,75 6,00 >100
HL13 -0,43 1,32 7,50 95,05 66,50 + 6,72
HL14 -1,59 2,55 5,05 100,70 68,29 + 6,89

Theo tiéu chuan cua Vién ung thu qudc gia Hoa Ky (NCI), can chiét dugc coi co
hoat tinh tét vé&i ICso < 20 pg/ml, con chét tinh khiét dwoc coi ¢6 hoat tinh gy doc
manh khi ICs0< 5 uM [97]. Trong cac mau nghién ciru, mau HL11 c6 kha ning gay doc
té bao manh nhét véi 1Cso 1a 16,58 + 1,986 pg/mL, twong Gng véi 49,94 + 5,98 uM.
Nong do gié tri ndy van 16n hon nhiéu so véi gia tri tham chiéu, do d6 hop chat HL11,
HL13 va HL14 c6 doc tinh vai té bao thudng nhung & mirc d6 chua cao.

Nhu vay, & ndng d6 cao thi mot s6 hop chat phan 14p tir pha nudc caa dugc lidu
Ban tay ma do van thé hién doc tinh véi té bao thuong. Khi st dung dé diéu tri bénh

gan, can can nhic thiét ké liéu phu hop véi hiéu qua diéu trj bénh.
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3.3. Xay dung quy trinh dinh tinh va dinh lwong hop chat 3,5-dimethoxy-4-
hydroxy-1-#-D-glucopyranoside trong dwoc liéu Ban tay ma dé
3.3.1. Xdc dinh chdt ddnh déu c6 tac dung bdo vé gan tir dwoc liéu Ban tay ma dé

Hop chat (Z)-5,5'-(hexadec-8-ene-1,16-diyl)bis(benzene-1,3-diol) 1a hop chit
chung cua hai loai dugc lidu, c6 tac dung chdng oxy hda nhe [144]. Két qua nghién ciu
trong luan an ciing cho thay hop chat nay cé kha ning bao vé té bao gan nhung phai &
nong do kha cao (IC50 > 100 pg/ml). Hop chat nay ciing duoc phan lap voi luong 16n
tir duoc lidu Ban tay ma do, do d6 ciling c6 thé 1a tiém niang cho chat danh dau cua duoc
liéu nay.

Tuy nhién, qua khao sat bang phuong phap HPLC, két qua cho thiy hop chat nay
c6 nhiéu ¢ duogc lidu Ban tay ma dé nhung trong cao chiét nuéc cia dugc lidu Ban tay
ma d6 va trong duoc liéu Ban tay ma trang thi ham lwong chat nay rat thap (Hinh 3.45).
Nhu vay, chat nay khong dic trung cho cao chiét nudc cia duoc lidu Ban tay ma do
(phan c6 tac dung bao vé gan), ciing khong dic trung cho duoc liéu Ban tay ma trang.
Do d6, hop chat HT1 (HL6) khéng phai 13 wu tién lya chon 1am chat danh dau dinh
hudng tac dung bao vé gan cua hai loai Ban tay ma.

Trong hai loai dugc liéu di nghién ctru, duoc liéu Ban tay ma tring chua thé hién
tac dung bao vé gan trén mé hinh in vivo, cac hop chat phan lap tir duoc lidu nay ciing
khong thé hién hoat tinh bao vé té bao gan. Cao chiét nuéc cua duoc lidu Ban tay ma do
thé hién hoat tinh bao vé gan tuong di tét, mot s hop chat phan l1ap tir dugc liéu nay
cling da dugc chitng minh ¢6 tac dung bao vé té bao gan. Do d6, lwa chon chat danh dau
dinh hudng tac dung bao vé gan cuaa hai loai s€ chi tap trung nghién ctru trén loai nay.

Hién nay céc nghién ciru vé thanh phan hda hoc cua duoc liéu Ban tay ma do dé
dinh huéng tac dung bao vé gan con rat it. Cac nghién cau cua luan an da dua ra cac
bang chung khoa hoc chirng minh vé cong dung cia dugc liéu nay, nhu vay duoc liéu
nay c6 thé sir dung dé diéu tri bénh gan. Khi duoc st dung trong diéu tri, bén canh céac
phuong phéap dinh tinh, nhan dang duoc lidu truyén thong, can ¢ thém cac phuong phap
hién dai gilp kiém soat chat lugng caa duogc lidu ndy ¢ muc d6 cao hon, trong do, viéc
xéac dinh va danh gia ham luong cac chat danh dau cua dugc liéu nay 1a mot trong nhiing

nhiém vu quan trong nhat.
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Hinh 3.45. So sanh tin hiéu hop chat (2)-5,5'-(hexadec-8-ene-1,16-diyl)bis(benzene-

1,3-diol) trong hai loai duoc liéu
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Hop chat HL11 (3,5-dimethoxy-4-hydroxy-1-4-D-glucopyranoside) 1a hop chat
duoc phan 14p ra véi luong nhiéu nhét tir pha nuéc cia duoc liéu Ban tay ma do. Cao
chiét nuéc cua duoc liéu Ban tay ma d6 ciing chta lugng kha 16n hop chat nay so Véi
trong dugc lidu (xem Muc 3.3.). Hop chat HL11 c6 tac dung bao vé té bao gan ¢ nong
d6 thich hop, nam trong khoang nghién ctru, co ché bao vé gan lién quan dén kha ning
chéng viém, chéng oxy hoéa. O ndng d6 cao, hop chat HL11 c6 gay doc té bao gan va té
bao thuong. Trong khi d6 cac hop chét HL9, HL10, HL12, HL13 va HL14 tir pha nudc
cua duogc liéu Ban tay ma do mac du co tc dung bao vé gan rat kém nhung déu rat it
doc tinh & nong do cao nhat da thir nghiém trén dong té bao HepG2.

Lién hé voi tc dung caa cao chiét nude duoc liéu Ban tay ma d6, mac du o liéu
cao nhat thir nghiém doc 1ap, cao chiét nude duogc liéu Ban tay ma do chua gay doc cho
chuot, nhung khi str dung cing véi yéu té bat loi 1a paracetamol, lidu cao cua cao chiét
nuéc lam cho chudt chét véi sé lugng 16n. Céc tac dong nay ciing 13 nhitng xu thé tac
dung dic trung cua hop chat HL11, viéc diéu chinh liéu sir dung trén thuc té c6 thé tdi
wu dugc hiéu qua caa duoc lidu Ban tay ma do ciing nhu hop chat HL11 dé vira dat muc
tiéu diéu tri va vira giam doc tinh.

Nhu vay c6 thé khang dinh rang hop chat HL11 chinh 1 hop chat dic trung cho
tac dung bao vé gan cua duoc liéu Ban tay ma d6. Ngoai ra, hop chat HL11 c6 vong
thom va hap thu quang pho UV & cuc dai khoang 278 nm (xem Muc 3.4.2 — Hinh 3.47),
day ciling 1a hop chat kha phan cuc c6 thé phan tich bai phuong phap HPLC nén kha thi
dé dinh luong trong duoc liéu.

T cac két qua trén, hop chat HL11 (3,5-dimethoxy-4-hydroxy-1-4-D-
glucopyranoside) duoc lva chon 14 chat danh du dinh hudng tac dung bao vé gan cua

duoc ligu Ban tay ma do (Heliciopsis lobata).

3.3.2. Xay dung qui trinh dinh tinh 3,5-dimethoxy-4-hydroxy-1-#-D-glucopyranoside

trong dwot ligu Ban tay ma

Hop chét 3,5-dimethoxy-4-hydroxy-1-4-D-glucopyranoside nim trong pha nudc
cua duoc liéu Ban tay ma do, trong nén mau duoc liéu phic tap, rat kho dé dinh tinh
tryc tiép duoc lidu nay bang cac phan @ng hda hoc. Hop chat nay rat phan cuc, va cé
mot s6 hop chat ¢6 ciu triic twong ty hop chat nay 1a HL9, HL10. Cac hop chat nay vira

rat phan cuc, vira ¢6 cau triic tuong tu nhu vay rat kho tach nhau bai hé sac ky 16p mong.
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Do d6, phuong phap dinh tinh du kién s& xay dung chinh 1a so sanh thoi gian luu pic
chat phan tich cua mau chuan va mau thir trong phép dinh lwong. Khi dinh lwong s& gidp

dinh tinh dugc lubn hop chat nay.

Nhu vay, phuong phap dinh tinh hop chat 3,5-dimethoxy-4-hydroxy-1-3-D-
glucopyranoside trong duoc liéu Ban tay ma d6 1a phwong phap HPLC, danh gia su Xuat
hién caa hop chit théng qua thoi gian luu twong d6i cua pic mau thr va mau chuan.
Thim dinh phuong phap dinh tinh hop chit 3,5-dimethoxy-4-hydroxy-1-4-D-
glucopyranoside trong duogc liéu dugc trinh bay ¢ phan thim dinh d6 dic hiéu cua

phuong phap dinh luong.

3.33. Xay dung qui trinh dinh Ilweng 3,5-dimethoxy-4-hydroxy-1-g-D-

glucopyranoside trong duwgc ligu Ban tay ma

Vi chét phan tich 3,5-dimethoxy-4-hydroxy-1-4-D-glucopyranoside kha phan cuc
nhung lai kho tan trong cac dung méi phan cuc thong thuong, ngoai ra dinh lugng cac
hop chat trong duoc liéu kha phtic tap vi nén mau duoc liéu thuong chtra nhiéu thanh
phan va trong dé c6 nhing thanh phan c6 cau tric rat twong ty nhau. Do d6, phuong
phap wu tién sir dung la phuong phap HPLC pha dao. Qua trinh xay dung phuong phap
dinh tinh va dinh luong chat nghién ciru duoc thuc hién qua céc budc: i) Xéac dinh dung
mdi hoa tan chat nghién ctru va chiét chat nghién cau tir dugc liéu; i) Khao sat xac dinh
diéu kién sac ky t6i uu dé phan tich cac chat nghién ctu; iii) Khao sat diéu kién chuan
bi miu duoc liéu cho quy trinh phén tich. Sau déy 1a cac két qua khao sat dé xay dung
phuong phap dinh tinh va dinh luong 3,5-dimethoxy-4-hydroxy-1-4-D-glucopyranosid

trong duoc liéu Ban tay ma do:

3.3.3.1. Khdo sdt diéu kién hoa tan cua mdu 3,5-dimethoxy-4-hydroxy-1-4-D-

glucopyranoside

Can chinh xac khoang 5 mg mau HL11 sau khi say cho vao cac 6ng nghiém riéng
biét thich hop, thém 1,0 ml cac dung moi nghién ctru, siéu @m 30 phut. Sau 30 phut siéu
am, 6ng dung moi nio chua tan lai tiép tuc bo sung cing dung méi dé duoc cac thé tich
sau khi thém dung mai lan luot ndy 2 ml, 5 ml, 10 ml, 20 ml, 50 ml, 100 ml va 200 ml.
Sau mdi lan thém dung mai, tién hanh siéu &m thém 30 phdt, duy tri nhiét do siéu am
trong khoang 25 + 5 °C. Sau khi siéu &m, 6ng nghiém nao mau tan hoan toan thi ding

lai, thir dén t6i da 200 ml dung méi.
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Bang 3.6. Két qua thir 6 tan ctaa hop chat, 5-dimethoxy-4-hydroxy-1-4-D

glucopyranoside trong mét sé dung mdi phan cuc

Thé tich (ml) 20 [ 50 [ 10 [ 20 [ 50 [ 100 | 200
Nudc - - - - - - -
Acetonitril - - - - ¥

Methanol - - - +

Ethanol - - - _ R _ _
Ethanol 50 % +

Methanol 50 % - - - +

Acetonitril 50 % - - +

Khoéng thi cdc dung méi khéng tan trong mwéc Vi die kién siz dung sdac ky léng
pha dao dé dinh luong hop chat HL11.

Nhu vay so véi cac dung méi thong dung da thir, hdn hop ethanol — nuéc véi ty
16 50 — 50 c6 kha ning hoa tan mau chat nghién ciu tét nhat. Hon hop dung mai nay sé
duoc lya chon dé 1am dung mai chiét hop chat HL11 tir mau duoc liéu nghién ctu, cling
nhu sé& sir dung lam dung mdi dé pha mau trong qua trinh dinh lugng.
3.3.3.2. Khdo sdt diéu kién sdc ky

Hop chat HL11 thu dwogc tir pha nudc caa dich chiét duoc liéu Ban tay ma do 1a
hop chat kha phan cuc, nghién ctru nay lua chon hé sac ky pha dao dé xay dung phuong
phap dinh lugng cho hop chit nay trong duoc liéu Ban tay ma do. Cot phan tich duoc
lya chon dé khao sat ban dau la cot C18 (250 x 4,6 mm; 5 pum).

Trong nén mau duogc liéu c6 nhiéu thanh phan cé thé gay anh huang cho chat
nghién ctru trong qua trinh phan tich dinh tinh va dinh lugng, vi vay dé ¢am bao hiéu
qua phan tich can phai danh gia kha nang tach cac chat ciia phuong phap trén co s Xac
dinh d6 phan giai R giita hop chat HL11 vai cac hop chét c6 cau trdc hoa hoc tuong tu
c6 trong thanh phan caa dich cao chiét dugc liéu. Trong nghién ciu vé phan gd cay Ban
tay ma do, ba hop chat isotachiosid (HL9), tachioside (HL10) va 3,5-dimethoxy-4-
hydroxy-1-5-D-glucopyranosid dwgc phan lap cé cau tric hoa hoc twong tu nhau. Hai
hop chat HL9 va HL10 vira tan tét trong methanol, ethanol, ciing tan tt trong ethanol
50 % va c6 kha ning s& rira giai hau nhu dong thoi voi hop chat HL11. Do d6, cac hop
chat HL9 va HL10 duoc sir dung dé khao sat nham lya chon chat danh gia do phan giai

cua hé sac ky long hiéu nang cao nham téi wu diéu kién phan tich hop chat HL11.
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Hinh 3.46. Pho UV cua céc chat HL9, HL10 va HL11 tai c4c vi tri pic chat xuat hién

trén sac ky do6 cua ba chat

Ca 3 hop chat HL9, HL10 va HL11 déu c6 nhan thom trong cau triic nén co kha
nang hap thu cac buc xa trong viing anh sang tir ngoai va/hoic kha kién. Do d6, nghién
ctru nay du kién s& str dung detector DAD dé phat hién va phan tich cac hop chat trén.
That vay, hinh 2 12 phé UV cua ca 3 hop chat trén do trong khoang budc song tir ngoai
tir 190 — 350 nm. Pho UV cua hop chat HL11 ¢6 2 cuc dai tai 201 nm va tai 278 nm va
& khoang 225 nm pho ¢6 dang doc nhe. Néu phan tich chat tinh khiét c6 thé chon phan
tich & 201 nm hoac 225 nm. Tuy nhién, & cic budc song ngan rat nhiéu tap chat trong
nén mau duoc lidu co thé hap thu va gay sai s6 khi phan tich. Bén canh d6, khi phan tich
ddng thoi cung hai hop chat HL9 va HL10, cac hop chat nay ciing c¢6 cuc dai hap thu &
282 nm, gan véi cuc dai hap thu 278 nm caa hop chat HL11. Do d6, st dung budc song

278 nm c6 thé phén tich duoc ddng thoi ca ba chat trén.
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Pé giam kha nang twong tac huat, day giira cac chat khi ton tai & dang ion trong
hé sic ky, ¢ thé 1am anh huéng dén kha ning tach cac chét, pha dong duogc st dung la
hdn hop acid phosphoric 0,1 % vé&i dung mdi hitu co 1a acetonitril hoic methanol. Do
d6 tan cuia HL11 trong hén hop acetonitril va nuéc tot hon 13 methanol va nudc, nén hé
pha dong wu tién lya chon la hon hop acid phosphoric 0,1 % va acetonitril & ty Ié thich
hop dé tranh hién twong bao hoa chat trong cot khi tién hanh sic ky khi ting ndng do
chat phan tich hoac thé tich tiém mau.
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Hinh 3.47. Sic ky d6 mau hdn hop HL9, HL10 va HL11 ¢ thé tich tiém 5 ul va 10 pl
phén tich ¢ budc song 278 nm.
Nghién ctru nay ciing da tién hanh khao sat mot sb diéu kién pha dong ciia hdn
hop acetonitril va acid phosphoric 0,1 % dé tach hon hgp HL9, HL10 va HL11 véi ciing

nong d6 0,5 mg/ml, téc do dong 1,0 ml/phat, gom cac diéu kién pha dong nhu sau: Bang
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dong ¢ ty 1é dung mdi khac nhau (5 %, 7,5 % va 10 %) va gradient dung méi & cac diéu
kién khéac nhau. Sau qué trinh khao sat di lwa chon dugc chwong trinh pha dong cho két
qua tach tot nhat dbi vai 3 chat can quan tam (d6 phan giai gitta HL9 va HL10 la 2,85;
d6 phan giai giita HL10 va HL11 1a 2,35) va thoi gian lwu mau HL11 Ia khoing 9,5
phat. Két hop véi qué trinh khao sat phan tich mau thir, chwong trinh pha dong di duoc
thiét ké thém dé rira giai cac tap chat it phan cuc hon ra khoi cot sau khi phan tich, két
qua chi tiét dugc trinh bay ¢ Bang 3.8.

Két qua khao sat trén ciing cho thay tht ty rira giai cua cac hop chit trén lan luot
1a HL9, HL10 va HL11 (Hinh 3.47). Piéu nay ciing hoan toan phu hop véi sy tuong tu
Vvé cau trdc cua 3 hop chat dang phan tich. Cuy thé 1a: Hop chat HL10 c6 cung nhom thé
(-OCH3 va -OH) véi hop chat HL9, nhung vi tri nhém thé (-OCH3) cua hop chat HL10
gan véi vi tri nhém thé cua hop chat HL11 hon. Do d6, muén tach duoc hop chat HL11
khoi hai hop chat HL9 va HL10 & hé sic ky long pha dao chi can tach duoc hai hop chat
HL11 va HL10 ra khéi nhau. Nhu vay, dé dam bao hiéu ning cua phuong phap dinh
lwgng HL11, chat danh gia d6 phan giai chat phan giai duoc lya chon 1a hop chat HL10,
ddng thoi do phan giai cua cac pic hai hgp chat HL10 va HL11 t4i thiéu phai 1a 1,5.

Thé tich tiém mau dugc lya chon sao cho thé tich ay thong dung, dam bao d sai
s6 cho phép va cho kha nang tach tot nhat. Két qua danh gia do phan giai caa ba chat
HL9, HL10 va HL11 khi thay d6i thé tich tiém tir 5 pl 1én 10 pl ciing cho thay khi sir
dung thé tich tiém 1a 5 pl, d6 phan giai gitra HL9, HL10 va HL11 lan luot 13 2,85 va
2,35; khi st dung thé tich tiém 10 pl, cac théng sb nay thay d6i twong ¢ng 1a 1,88 va
1,66 (Hinh 3.47). O ca hai truong hop sir dung thé tich tiém 5 pl 1én 10 cac dap (ng pic
du 16n. Theo do, thé tich tiém mau dugc lya chon 1a 5 pl dé phan tich.
3.3.3.3. Khdo sdt diéu kién chuan bi mau

Can chinh xac khoang 2,0 g mau bot duoc liéu Ban tay ma dd, cho vao 4 binh dinh
murc 20 ml khac nhau, danh s tir 1 dén 4. Thém 15 ml ethanol 50 % vao cac binh, tién
hanh siéu 4m d6ng thoi cac binh, duy tri nhiét do siéu am tir 25 + 5 °C. Sau 15 phat, 30
phdt, 60 phit va 120 phat lan luot lay cac binh sé 1, 2, 3 va 4 ra khoi may siéu am. Dé
ngudi, bd sung ethanol 50 % dén vach, lac déu. Loc qua mang 0,45 pm.

Tién hanh sic ky cac mau trén theo chuong trinh sic ky da xay dung, xac dinh gia

tri ty I& dién tich pic HL11 trén khéi lugng mau tha (S/m). Két qua nhu sau (Bang 3.7):
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Bang 3.7. Két qua khao sét thoi gian siéu am mau

M4au phan tich Thoi gian siéu am (phat) Giatri S/m
1 15 2,31
2 30 2,59
3 60 2,56
4 120 2,63

Trong do: S tinh theo don vi mAU.S; m tinh theo don vi mg
Khi cac mau duoc pha lodng & cuing thé tich, tinh trén mot don vi khéi luong, gia
tri dién tich pic chat phan tich cang Ion thi lwong chat giai phéng cang nhiéu. Trong
truong hop nay, gia tri S/m sé ty 1é vai luong chat duoc giai phong ra. Sau 30 pht, thoi
gian siéu &m 30 phut, gia tri S/m hau nhu khong thay d6i. Nhu vay, sau 30 phut, lwong
hop chat HL11 duoc giai phong ra da gan nhu hoan toan.
Dé tiép tuc loai b6t sai sé do lugng duoc lidu chiém chd trong mau, iy 10,0 g
mau dugc liéu duoc can vao binh nén 200 ml, lan luot chiét siéu &m 3 1an vaéi 100 mi
ethanol 50 %. Gop dich chiét 3 1an, c6 quay chan khong dén khoang 10 ml. Chuyén dich
sau ¢ quay vao binh chiét, trang 2 lan véi khoang 10 ml nudc. Chiét 3 1an véi dong thé
tich ethyl acetate. Gop dich chiét ethyl acetate, cd quay chan khdng loai dung méi.
Dich chiét nudc dugc chuyén vao binh ¢d quay, trang, rira bang ethanol 50 %. Co
quay chan khéng loai dung mdi. Thém 5 ml ethanol 50 %, siéu am 15 phat. Thu dich
loc vao binh dinh mc 25 ml. Lap lai qua trinh thém 2 1an, gop céc dich chiét, dé ngudi,
thém ethanol 50 % vira dii thé tich. Loc qua mang 0,45 um thu duoc dung dich A.
Cin ethyl acetate tién hanh theo qui trinh twong tu nhu can nudc sau khi cd quay,
thu duoc dung dich B.
Mau duoc liéu khi chiét 3 1an bang 50 ml ethanol 50 % tiép tuc duoc chiét thém
3 1an nira vai ciing quy trinh. Gop dich chiét, tién hanh nhu véi dich chiét & 3 lan dau
tién. Can nudc sau khi chiét voi ethyl acetate ciing dwoc xir 1y nhu véi cin chiét ban
dau, thu duoc dung dich C.
Tién hanh sic ky cac dung dich A, B va C theo chuwong trinh sic ky da xay dung.
Két qua nhu sau (Hinh 3.48):
+ Dung dich A cho pic sic ky c6 thoi gian luu twong tng vai thoi gian luu cua pic
hop chat HL11.
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+ Dung dich B khdng xuat hién pic tai thoi gian luu caa pic hop chat HL11.
+ Dung dich C cho pic sic ky c6 thoi gian luu tuong ang vai thoi gian luu caa pic
chat pic chat HL11, tuy nhién ty & pic nay so véi pic thu duoc ¢ dung dich A 12 0,7 %.
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Hinh 3.48. Sic ky d6 cua cac dung dich A, B va C duoc phan tich & budc séng 278 nm
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Nhu vay, sau 3 1an chiét v6i ethanol 50 % da chiét hau nhu kiét HL11 trong mau
duoc liéu (sai s6 khéng qué 1 %). Chiét bang ethyl acetate da loai bot tap it phan cuc
trong mau HL11 ma khéng lam anh huong dén két qua phan tich cuia mau HL11.

Sau qua trinh khao sat, quy trinh dinh luong hop chat 3,5-dimethoxy-4-hydroxy-
1-B-D-glucopyranoside trong dugc liéu Ban tay ma do da dugc x@y dung va trinh bay ¢
muc 3.3.4.

3.3.4. Quy trinh dinh tinh va dinh Ilweng 3,5-dimethoxy-4-hydroxy-1-g-D-
glucopyranoside trong dwoc liéu Ban tay ma

Phuong phép sic ky long (Phu luc 5.3 Duoc dién Viét Nam V).

- Piéu kién sdac ky:

+ Cot C18 (250 x 4,6 mm; 5um).

+ Pha dong: chay dong thoi hai dung dich gdm acid phosphoric 0,1 % (dung dich
A) va acetonitril (dung dich B) theo chuong trinh sau (Bang 3.8):

Bang 3.8. Chuong trinh pha dong dinh lugng HL11 trong dugc liéu Ban tay ma do

Thoi gian (phut) % dung dich A % dung dich B
0 95,0 % 5,0 %
15 85,0 % 15,0 %
20 20,0 % 80,0 %
30 20,0 % 80,0 %
31 95,0 % 5,0 %
35 95,0 % 5,0 %

+ Tdc d6 dong: 1,0 ml/phuit.

+ Detector: PDA dit ¢ bugc song 278 nm.

+ Thé tich tiém: 5 pl.
- Chudn bi mdu:

+ Dung dich chuan: Hoa tan va pha lodng mau chuan 3,5-dimethoxy-4-hydroxy-
1-4-D-glucopyranoside trong ethanol 50 % dé thu dugc cac dung dich chuan c6 nong do

chinh xac khoang 0,075 mg/ml.
+ Dung dich danh gia d¢ phan giai: Dung dich chtra tachioside va 3,5-dimethoxy-
4-hydroxy-1-B-D-glucopyranoside vai nong d6 0,5 mg/ml.
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+ Mau thir: Can chinh xac khoang 10 g bot duoc liéu Ban tay ma do vao binh nén
200 ml. Thém 100 ml ethanol 50 %, siéu am 30 phdt. Gan dich chiét, tiép tuc thém 100
ml ethanol 50%, Iap lai qué trinh trén thém 2 lan. Gop dich chiét 3 lan, cd quay chan
khong & 60 °C dén khi con khoang 20 ml. Chuyén vao binh chiét, trang va thém nuéc
vira du khoang 50 ml. Chiét 3 1an véi ethyl acetate, loai phan ethyl acetate. Phan dich
pha nuéc duoc chuyén vao binh ¢ quay, trang rira bang ethanol 50 %. C6 quay chan
khong dén can, dé nguoi. Thém 5 ml ethanol 50 %, siéu &m 15 phdt, chuyén dich sau
siéu 4m vao binh dinh muac 25 ml. Lap lai qua trinh thém 2 1an véi cung thé tich ethanol
50 %. Gop dich chiét vao binh dinh muc 25 ml, siéu &m thém 15 phat. Bé ngudi, thém
ethanol 50 % dén vach, loc qua mang 0,45 pm thu duoc dung dich thi.

Tién hanh sic ky cac dung dich trén, ghi lai sic ky d6 cac mau phan tich.
- Pdnh gid két qud:

+ Do thich hop hé théng: D6 phan giai cua pic tachioside va pic 3,5-dimethoxy-
4-hydroxy-1-B-D-glucopyranoside khong dugc it hon 1,5.

+ Dinh tinh: Sic ky d6 ciia mau thir phai cho pic chinh cd thoi gian luu trong wng
Vv6i thoi gian luu cua pic hop chat 3,5-dimethoxy-4-hydroxy-1-4-D-glucopyranoside
trén sic ky d6 ciia mau chuan.

+ DPinh lugng: Ham luong 3,5-dimethoxy-4-hydroxy-1-4-D-glucopyranoside (%,
kI/k1) trong mau duoc liéu dugc tinh nhu sau:

Cehuin X 25 x 100 x 100
Mine X (100 — L)
Trong d6: + Véi L la dé am cua mau duwoc liéu (%)

HL (%, KI/KI) =

+ Cchudn 1a Néng d¢ mau chuan (mg/ml)

+ M 18 khoi leong dueoc liéu (Mg)

3.3.5. 8o bg xdc dinh ham lwong 3,5-dimethoxy-4-hydroxy-1-#-D-glucopyranoside
trong mau HL11 da tinh ché

L4y lwong mau 3,5-dimethoxy-4-hydroxy-1-4-D-glucopyranoside (HL11) con lai
sau khi duoc phan lap va tinh ché tir duoc liéu Ban tay ma do dugc nghién min, say 24h
trong ta sy chan khdng c6 mit P,Os. Sau thoi gian sy, thu dugc 283 mg mau hop chat
HL11 dé tién hanh thir nghiém. Khi d6 xem nhu nguyén liéu da duoc sdy dén khéi luong
khong ddi va ton tai duéi dang khan. Ham luong chit 3,5-dimethoxy-4-hydroxy-1-4-D-

glucopyranoside s& dugc danh gia bang phuong phap chuan héa dién tich pic.
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Str dung diéu kién sic ky nhu da xay dung dé dinh lwong HL11 trong duoc liéu
Ban tay ma do, tién hanh phan tich mau nguyén liéu HL11 (sau khi d4 lam sy) véi nong
d6 1,0 mg/ml. So sanh sic ky d6 cua mau thir va sic ky d6 ciia mau trang duoc sic ky
ddng thot, xac dinh dién tich cac pic khac ngoai cac pic tring voi mau trang.

Két qua nhu sau: Trén sic ky do caa mau nguyén liéu HL11 xuat hién 02 pic phu
tuong wng véi thoi gian luu cta chat HL9 va HL10; pic HL11 tinh khiét véi hé sb 1a
0,999999 (Hinh 3.49). Két qua xac dinh ham lwong HL11 nhu sau:

Bang 3.9. Két qua xac dinh ham lwong 3,5-dimethoxy-4-hydroxy-1--D-

glucopyranoside trong mau HL11

MAu tiém Spic1 (MAU.S) | Spic2 (MAU.S) | Spic_HL11 (MAU.S) | % Spic HL11
Thu 1 35652 15964 1382897 96,4
Thi 2 35859 15736 1387372 96,4
Thi 3 35318 15513 1390716 96,5
Trung binh 96,4

Nhu vay, theo phuong phap chuan héa dién tich pic, ham luong 3,5-dimethoxy-
4-hydroxy-1-A-D-glucopyranoside trong mau HL11 sau khi diéu ché 12 96,4 % tinh theo
ché pham khan. Ham lugng nay sé& sir dung lam gia tri dé tham dinh phuong phap dinh

luong 3,5-dimethoxy-4-hydroxy-1-4-D-glucopyranoside trong duoc ligu.

3.3.6. Thdm dinh quy trinh dinh tinh va dinh Iweng 3,5-dimethoxy-4-hydroxy-1-g-D-
glucopyranoside trong duwgc ligu Ban tay ma

Phuong phap dinh lugng 3,5-dimethoxy-4-hydroxy-1-4-D-glucopyranoside trong
duoc liéu Ban tay ma do sé duoc tham dinh theo huéng dan caa AOAC international,
gom cac chi tiéu sau: Do dic hiéu, do thich hop hé théng, d6 tuyén tinh, d6 ding, d6 1ap
lai va gidi han dinh lugng [119].
3.3.6.1. B¢ dac hiéu

Tiém vao hé théng sic ky mau trang (dung méi pha mau, ethanol 50 %), mau
chuan va dung dich thir (sir dung dung dich chuan ¢ ndng d6 0,075 mg/ml ¢ danh gia do
tuyén tinh, dung dich thir 1 ¢ phan danh gia do lap lai). So sanh thoi gian luu cua pic

3,5-dimethoxy-4-hydroxy-1-4-D-glucopyranoside ¢ cac mau. Két qua thir do dic hiéu
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ctia phuong phap duogc trinh bay ¢ Hinh 3.50 va 3.49. Trong d6, sic ky do cua mau
chuan xuat hién pic chinh c6 thoi gian lvu ¢ 9,59 phit (Hinh 3.50); sic ky d6 cia mau
thir xuat hién pic chinh cé thoi gian Iuu 9,681 phut (Hinh 3.50); con sic ky do caa mau
trang khdng xuat hién pic cd thoi gian luu khoang 9,6 phat (Hinh 3.49). Nhu vy phuong
phap di xay dung 1a dic hiéu dé dinh luwong 3,5-dimethoxy-4-hydroxy-1-4-D-
glucopyranoside trong duoc li¢u Ban tay ma do.
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Hinh 3.50. Sac ky d6 danh gia do dac hiéu cia phuong phap: A — mau chuan, B — mau
thir dinh lwong 3,5-dimethoxy-4-hydroxy-1-p-D-glucopyranoside

3.3.6.2. ¢ thich hop hé théng

Pha dung dich thich hop hé théng chira HL10 va HL11 véi nong do khoang 0,5
mg/ml. Tiém dung dich danh gia do thich hop hé théng va tiém Izp lai 6 1an dung dich
chuan & phan thir d6 1ap lai vao hé théng sic ky, xac dinh dién tich pic, thoi gian luu va

d6 phan giai cua cac hop chat HL10 va HL11. Két qua danh gia do thich hop hé thdng
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ctia phuong phap dugc danh gia thong qua do phan giai cua pic HL10 va HL11 trén sic
ky db cua dung dich danh gia d6 phan giai va d6 1ap lai caa dién tich pic, thoi gian luu
duoc trinh bay ¢ Bang 3.10.

Két qua cho thdy do phan giai ctia mau pic hop chat HL10 va pic hop chat HL11
trén sic ky dd cua dung dich thir do thich hop hé thdng 1a 2,271. D6 lap lai thoi gian luu
va dién tich pic cua pic HL11 trén sic ky dd caa mau chuan lan luot 12 0,36 % va 0,65
% (Bang 3.10). Theo d6, d6 lap lai cua dién tich pic va thoi gian luu déu khong qué 2,0
%; d6 phan giai gitta 2 pic HL10 va HL11 khoang trén 2,2 dap tng yéu cau (RS > 1,5).
Nhu vay, phuong phap dat d6 thich hop hé thong dé dinh luong 3,5-dimethoxy-4-
hydroxy-1-p-D-glucopyranoside trong mau duoc liéu Ban tay ma doé.

Bang 3.10. Két qua danh gia d6 1ap lai cua thdng sé mau chuan

TT tr (phut) Spic (MAU.S)

1 9,594 104054

2 9,630 103708

3 9,644 103227

4 9,651 102935

5 9,626 102960

6 9,559 102122

Trung binh 9,617 103167,7

RSD 0,4 % 0,7 %

Trong dé: + tr 14 thoi gian luu cua pic chat HL11
+ Spic 1a dién tich pic chat HL11
+ Rs la d¢ phan gidi gia pic HL10 va HL11

3.3.6.3. Pg tuyén tinh

Hoa tan va pha loing 10,26 mg nguyén liéu HL11 trong vira du 20,0 ml bang
ethanol 50 %. Hut va pha lodng dung dich nay dé thu dugc ddy dung dich chuan c6 nong
do nhu Bang 3.11.
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Bang 3.11. Nong d6 va dién tich pic ciia cac mau danh gia do tuyén tinh

Caytién (Hg/mI) 5,0 25,0 50,0 75,0 100,0 500,0

Cinye (Mg/mI) 4,95 24,73 49,45 74,18 98,91 494,53

Spic (MAU.S) 6425 32808 66777 | 103168 | 138631 | 667117

Tién hanh sac ky cac dung dich chuan, ghi lai sic ky do va dién tich pic. Thiét
lap médi twong quan tuyén tinh giira dién tich pic va nong do chat phan tich trong mau.
Két qua méi twong quan tuyén tinh gita dién tich pic va nong d6 mau phan tich twong
ung thu dugc nhu Hinh 3.51.
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Hinh 3.51. Mbi twong quan tuyén tinh gitra dién tich pic va nong do chat phan tich

Hé sb twong quan tuyén tinh (R) gitra dién tich pic va nong do chat phan tich 1a
0,99995 (> 0,998): hé sb chan 1a 1280,8, twong tng Vi % Y 1a 1,24 % (< 2,0 %) dap
g c4c yéu cau dat ra. Nhu vay phuong phap dat yéu cau vé do tuyén tinh dé dinh luong
3,5-dimethoxy-4-hydroxy-1-4-D-glucopyranoside trong mau duoc liéu Ban tay ma do.
3.3.6.4. D¢ lap lai va dé chinh xac trung gian cua phuwong phap

Chuan bi mau thir theo quy trinh phan tich, tién hanh 2 ngay, mdi ngay 6 thir, xac
dinh ham luong chét 3,5-dimethoxy-4-hydroxy-1-p-D-glucopyranoside trong mau duoc
licu (Duoc liéu Ban tay ma d6 c6 do am 8,4 %). Két qua danh gia do 1ap lai va do chinh
Xac trung gian cua phuong phap duoc trinh bay ¢ Bang 3.12. Phuong phap da xay dung
¢6 do lap lai RSD (n= 6) = 3,1 % va d6 chinh x&c trung gian véi RSD (n =12) =3,2 %
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dap ng cAc yéu cau qui dinh theo huéng dan caa AOAC international véi cac giGi han
tuong ung la 3,7 % va 6 %.

Bang 3.12. Két qua danh gia d6 l1ap lai va do chinh xéc trung gian

Ngay 16/10/2022 Ngay 18/10/2022
Mchuin = 10,26 mg, Mchuan = 10;15 mg,
T StB_chuin = 103168 mMAU.S StB_chuin = 104434 mAU.S

Mt (@) | St (MAU) | HLtna (%) Mihi Stha (MAU) | HLitha (%)

1 10,0636 105991 0,0207 10,1024 102445 0,0195

2 10,2623 102344 0,0196 10,1434 108032 0,0204

3 10,1392 108023 0,0209 10,0824 106124 0,0202

4 10,1045 100242 0,0195 10,2964 105262 0,0196

5 10,0547 101123 0,0197 10,1523 107226 0,0203

6 10,1621 106428 0,0206 10,3452 101023 0,0187

Trung binh (n =6) | 0,0202 Trung binh(n=6) | 0,0198

RSD(n=6)| 3,1% RSD(n=6)| 33%

HLts (n = 12) = 0,0200 (%, kI/k]); RSD = 3,2 %

(Trong dé: Dung dich chudn pha trong binh dinh ma:c 20 ml, hat chinh xac 3,0 ml pha
lodng trong 20 ml. Dung mdi pha mau Ia ethanol 50 %).
3.3.6.5. D¢ dung va khoang lam viéc

Do dung cua phuong phap duoc thuc hién bang cach thém chuan vao nén mau
thir tai cac mirc ndng do thir khoang 50 %, 100 % va 200 % ctia nong d6 chuan lam viéc,
tuong ung khoang 0,0375 mg/ml; 0,075 mg/ml va 0,150 mg/ml. Thyc hién nhu sau:

+ Pha dung dich chudn géc: Can 10,24 mg chuan 3,5-dimethoxy-4-hydroxy-1-
B-D-glucopyranoside, hoa tan va pha lodng vira du trong 20,0 ml ethanol 50 %.

+ Mau thir dg diing & nong do bang 50 % nong dé dinh lrong: Hut chinh xéc 1,0
ml dung dung chuan géc vao binh nén 200 ml ¢6 chira san chinh xac khoang 2,5 g mau

thir. Tién hanh chuan bi mau thi theo quy trinh phan tich.



106

+ Mau thir dé diing ¢ néng dé bang 100 % nong dé dinh lwong: HUt chinh xéac
2,0 ml dung dung chuan géc vao binh nén 200 ml ¢6 chira sén chinh xéac khoang 5 g
mau tha. Tién hanh chuan bi mau tht theo quy trinh phan tich.

+ Mau thir dé diing ¢ néng dé bang 200 % nong dé dinh lwong: Hut chinh xéac
4,0 ml dung dung chuan géc vao binh nén 200 ml c6 chira sin chinh xac khoang 10 g
mau tha. Tién hanh chuan bi mau tht theo quy trinh phan tich.

L4y ham lugng 3,5-dimethoxy-4-hydroxy-1-B-D-glucopyranoside trong mau thir
1a 0,0202 % tinh theo ché pham khan, nhu két qua & phan thu d6 lap lai (Bang 3.12).
Két qua danh gia do dung thé hién ¢ Bang 3.13. Theo yéu cau caa AOAC international,
d6 véi mau c6 ham luwong tir 0,01 % dén 0,1 %, d6 thu hdi mau trung binh phai dat tir
95 % dén 105 %. Tai 3 ham luong thir, két qua phan tich cho do thu hdi tir dat tir 97,1
% dén 97,9 %. Nhu vay phwong phéap dinh luong di xay dung c6 do ding dat yéu cau.

Bang 3.13. Két qua danh gia d6 dung cua phuong phap

Mdugetigu |  Mchudn Spic thir Mban diu Méim lai \
’ %0 thu hoi
(9) (mg) | (MAU.S) | (mg) (mg)

2,5214 0,494 52765 0,467 0,948 98,8

TB: 97,1 %
2,5343 0,494 52016 0,469 0,935 97,2

RSD: 1,8 %
2,5476 0,494 51212 0,471 0,921 95,4
5,0106 0,987 102842 0,927 1,849 96,6

TB: 97,6 %
5,0515 0,987 104125 0,935 1,872 97,4

RSD: 1,2 %
5,0233 0,987 105428 0,929 1,895 98,9
10,1525 1,974 204543 1,879 3,677 95,4

TB: 97,9 %
10,2828 1,974 217024 1,903 3,901 100,6

RSD: 2,7 %
10,4262 1,974 212152 1,929 3,814 97,7

Phuong phap da xay dung c6 do tuyén tinh tir 0,005 mg/ml dén 0,5 mg/ml; 46
dung dap ung yéu cau tir 0,0375 mg/ml dén 0,15 mg/ml. Nhu vay khoang lam viéc cua
phuong phap da xay dyng la tir 0,0375 mg/ml d¢én 0,15 mg/ml.
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3.3.6.6. Gidi han dinh lwong Cua phwong phap

Pé xac dinh gidi han dinh luong cua phuong phap, trudc tién s& xac dinh gidi

han phéat hién ctia phuong phap.
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Hinh 3.52. Két qua xac dinh gidi han dinh lwong cta phuong phap

Pha lodng dan dung dich chuan duoc chuan bi ¢ phan dénh gia do tuyén tinh cua
phuong phap va tiém vao hé thdng sic ky. Dén ndng d6 0,2 pg/ml thi thu duoc pic chat
3,5-dimethoxy-4-hydroxy-1--D-glucopyranoside c6 dap @ng pic gap khoang 3 lan d6
nhiu duong nén (Hinh 3.52). Tiép tuc pha lodng gap d6i dung dich trén, tiém vao hé

théng sic ky. Sic ky do caa dung dich nay hau nhu khong xuat hién dap wng pic tai vi
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tri ¢6 thoi gian luu twong @ng véi thoi gian luu caa pic hop chat 3,5-dimethoxy-4-
hydroxy-1-4-D-glucopyranoside. Nhu vay, gidi han phat hién (LOD) cta phuong phap
d6i voi dung dich chuan & khoang 0,2 w/ml. Gigi han dinh luong (LOQ) cua dung dich
chuan s& ¢ khoang gap 3,3 1an gigi han phat hién cua dung dich chuan, twong ng véi
ndng d6 0,66 ug/ml.

Tién hanh pha lodng dung dich chuan ¢ phan danh gia d6 tuyén tinh cua phuong
phap dé thu duwoc dung dich c6 nong do 3,5-dimethoxy-4-hydroxy-1-4-D-
glucopyranoside khoang 0,66 pg/ml, thu dugc dung dich LOQchusn. Hut ddng luong
dung dich chuan va thu, pha loing dén nong d6 3,5-dimethoxy-4-hydroxy-1-4-D-
glucopyranoside khoang 0,66 pg/ml, thu dugc dung dich LOQspike. Ti€m cac dung dich
trén vao hé thong sac ky, tiém lap lai 06 1an dung dich LOQspike.

Két qua thu dugc nhu sau: Pic 3,5-dimethoxy-4-hydroxy-1-4-D-glucopyranoside
Xuat hién rd rang trén sac ky d6 (Hinh 3.52); d6 léch chuan twong doi dién tich pic hop
chat 3,5-dimethoxy-4-hydroxy-1-8-D-glucopyranoside trén sic ky do dung dich
LOQspike 14 3,8 (n = 6) (nho hon 7,3 % theo yéu cau cua AOAC). Nhu vay, phuong phap
da xay dung c6 gigi han dinh luong 1a khoang 0,66 pg/ml d6i voi hop chat 3,5-
dimethoxy-4-hydroxy-1-4-D-glucopyranoside trong dugc liéu Ban tay ma do.

3.3.7. Pinh lrgng 3,5-dimethoxy-4-hydroxy-1--D-glucopyranoside trong cao chiét
nwoc dwoc li¢u Ban tay ma do

Ap dung phuong phap dinh luong 3,5-dimethoxy-4-hydroxy-1-p-D-
glucopyranoside trong duoc liéu Ban tay ma d6 da xay dung dé dinh lwong hop chat nay
trong cao chiét nudc duoc liéu Ban tay ma do.

+ Mau chuan: Chuan bi nhu trong phan dinh luong 3,5-dimethoxy-4-hydroxy-1-
B-D-glucopyranoside trong duoc liéu Ban tay ma do, sa dung dung dich chuan ¢ phan
danh gia do tuyén tinh.

+ Mau thir: MAu cao chiét c6 d6 am 32 % duoc chuan bi ¢ phan thir tac dung bao
vé gan cua duoc liéu Ban tay ma do trén mé hinh in vivo. Can chinh xac khoang 0,5 g
cao chiét, cho vao binh nén thich hop, thém 3 ml ethanol 50 %, siéu &m 30 phat. Hat
dung dich thu dugc vao binh dinh mic 10 ml. Lap lai thém 2 1an chiét, gom dich chiét
vao binh dinh mitc 10 ml ban dau. Lam vira da bang ethanol 50 %, loc qua mang 0,45

um thu dugc dung dich thu.
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Hinh 3.53. Sic ky d6 mau cao chiét nude duoc liéu Ban tay ma do

+ Séc ky do dinh lugng mau cao chiét duoc liéu Ban tay ma do (Hinh 3.43).

+ Két qua xac dinh ham luong 3,5-dimethoxy-4-hydroxy-1-4-D glucopyranoside

trong duoc li¢u Ban tay ma do (Bang 3.14):

Bang 3.14. Két qua danh gia d6 lap lai va do chinh xéc trung gian

TT Mcao (Q) Spic thir (MAU.S) Ham lwgng (%0)
1 0,5114 66414 0,137
2 0,5046 65700 0,138
3 0,5227 65212 0,132
Trung binh (%) 0,136
RSD (%) 2,37

Nhu vay ham Iuvgng 3,5-dimethoxy-4-hydroxy-1-4-D glucopyranoside trong cao

chiét nuéc 12 0,136 % tinh theo ché pham khan (46 am cao chiét a 32 %).

Ap dung phuong phap dinh

lugng  3,5-dimethoxy-4-hydroxy-1-4-D-

glucopyranoside (HL11) trong dugc liéu dé dinh luong hop chat nay trong cao chiét

nuéc, két qua cho thay pic chat HL11 van tac khoi pic chét tachiosid (HL10) va nén

mau. Phuong phap van dic hiéu dé dinh lwong hop chit nay trong cao chiét.
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Phuong phap chiét nudc truyén théng (sic thudc) cho hiéu suat chiét tinh theo
khdi lwong cao va khdi lwong dugc liéu ban dau 1a 4,0 %, d6 am duoc liéu 12 8,4 %. Do
d6, hiéu suat chiét cao twong tng tinh theo luong cao khan va dugc lidu kho kiét Ia
khoang 2,97 (%, kl/KI).

Ham lugng 3,5-dimethoxy-4-hydroxy-1-4-D glucopyranoside trong mau duoc
liéu 12 0,0202 % tinh theo dang duogc liéu khd kiét (ham lwong da duoc xac dinh tir phan
danh gia do 13p lai cua phuong phap, Muc 3.3.6.4), ham lwgng hop chit nay trong cao
chiét 1a 0,136 % tinh theo ché pham khan. Do dé, néu tinh theo hiéu suét chiét chat 3,5-
dimethoxy-4-hydroxy-1-4-D glucopyranoside, khi chiét bang phuong phap chiét nuéc

truyén thong, hiéu suat dat khoang 20 % (xem cdng thirc tinh bén dudi).

) , 2,97 x 0,136
Hiéu suat (%) = x 100 =20,0%
1000 x 0,0202

Cao chiét nude duoc liéu Ban tay ma do da duoc ching minh tac dung bao vé gan
va dang duoc nhan dan ta sir dung dé diéu tri mot sb bénh vé gan. Hop chat 3,5-
dimethoxy-4-hydroxy-1-8-D glucopyranoside 1a hop chat chinh c6 kha ning bao vé gan
tdt nhat duoc phan 1ap tir duoc liéu. Su xuat hién cua hop chat nay co trong cao chiét
nudc Vi ham lugng khoang 20,0 % ham lugng trong dugc liéu ciing nhu sy phu hop
cua céc hoat tinh cua duoc liéu nay trén mé hinh in vitro so véi két qua nghién cau caa
cao chiét nuge trén md hinh in vivo 1a nhitng minh chimg dé khang dinh dugc day chinh

la chat danh dau cua duoc liéu nay.

Can ct vao hiéu suat chiét hoat chat 3,5-dimethoxy-4-hydroxy-1-4-D
glucopyranoside trong mau dugc liéu theo phuong phap chiét nudc truyén théng (sic
thudc), cé thé tinh lieu sir dung cho hop chat 3,5-dimethoxy-4-hydroxy-1--D
glucopyranoside khi sir dung doc lap. Ngoai ra, can ctr trén hiéu suat chiét hop chat 3,5-
dimethoxy-4-hydroxy-1-4-D glucopyranoside, c6 thé diéu chinh cac diéu kién chiét xuat

thich hop dé nang cao hiéu qua chiét xust.
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CHUONG 4. KET LUAN VA KIEN NGHI

4.1. Két luan

Day 1a cong trinh dau tién nghién ciru song song vé hai loai Ban tay ma trong tai
Viét Nam nham xac dinh hop chét c6 tac dung bao vé gan cua hai lodi ndy bing cac
phuong phap phan tich héa 1y, sinh hoc hién dai. Tur d6 xay dung dugc phuong phap
dinh tinh va dinh luong pht hop gilp kiém soét chét luong dugc liéu Ban tay ma va cac
san pham lién quan khi sir dung trong nhan dan. Cu thé, luan an thu dugc cac két qua
chinh nhu sau:

- Vé thanh phdn héa hec ciia hai dwec ligu: Dé tai lan dau tién phan lap duoc
10 hop chat tir loai Ban tay ma trang (H. terminalis) va 14 hop chét tir lodi Ban tay ma
d6 (H. lobata). Trong d6, hai loai c6 hop chat chung la 5,5'-(hexadecane-1,16-
diyl)bis(benzene-1,3-diol). Bic biét, trong cac hop chat da phan 1ap, tir mdi loai da tim
dugc 01 hop chat mai, dugc dat tén 1a helitermioside (phan lap tir loai loai H. terminalis)
va helobatoside A phan lap tur loai (H. lobata).

- Vé tac dung bdo vé gan ciia hai loai Ban tay ma: Nghién ciiu ciing 1an dau tién
danh gia tac dung bao vé gan song song ca hai loai trén mo hinh in vivo va in vitro. Qua
d6, da chiung minh dugc ca cao chiét nude cling nhu cac chat da phan 1ap tir loai Ban
tay ma tring déu chua thé hién duoc tc dung bao vé gan ¢ liéu thi nghiém, cao chiét
nuée dugc lidu Ban tay ma d6 cho tac dung bao vé gan tét & liéu tuong duong véi liéu
60 g va 120 g duoc liéu cho nguoi st dung trong ngay. Dong thoi tir cac chat phan Iap
tir duoc liéu nay ciing sang loc ra duoc hop chat 3,5-dimethoxy-4-hydroxy-1-4-D-
glucopyranoside (HL11) duoc phan lap tir loai Ban tay ma do 1a hop chat chinh va c6
tac dung bao vé té bao gan, chéng viém, chéng oxy hoa. Tiép do, nghién ciru nay ciing
d4 chimg minh duogc cao chiét nudc loai Ban tay ma d6 va mot s6 hop chat phan lap tur
pha nude duoc lidu nay cé do an toan twong dbi cao. Két qua nay cung cap minh chirng
khoa hoc Vé tac dung bao vé gan cua hai loai Ban tay ma duoc st dung tai Viét Nam,
g6p phan gilp cac thay thudc va nguoi dan sir dung hai loai hiéu qua, ding muc dich
hon.

- Xay dwng phwong phdp dinh tinh va dinh lwong chdt dinh déiu co tac dung
bdo vé gan: Tir tAc dung bao vé gan cua hai loai ciing nhu cac thanh phan hoa hoc di
phan lap dugc, nghién ciru nay da sang loc dugc hop chat 3,5-dimethoxy-4-hydroxy-1-

B-D-glucopyranoside dé str dung lam chat danh dau c6 tac dung bao vé gan cua loai Ban



112

tay ma do. Tir d6, da xay dung dugc phuong phap dinh tinh va dinh luong hop chat
HL11 trong dugc liéu Ban tay ma do bang phuong phap HPLC detector DAD. Phuong
phap dinh tinh da d4p Gng tit ca cac yéu cau theo hudéng din cia ICH va AOAC
international. Ap dung phuong phap dé kiém tra ham lwong HL11 trong duoc liéu Ban
tay ma do va trong cao chiét nudc cua dugc liéu Ban tay ma do, két qua cho thay trong
duoc liéu chira khoang 0,02 % va trong cao chiét chira khoang 0,136 % lwong HL11
tinh theo ché pham khan. Theo d6, phuong phap chiét nudc s6i (sic thudc) truyén thdng
dat khoang 20 % néu tinh theo hiéu suat chiét HL11 tir dugc liéu Ban tay ma d6. Qua
day, nghién ctru da cung cap thém céng cu hitu hiéu cho cbng tac kiém soat chat lugng
cta duoc liéu Ban tdy ma ciing nhu cac san pham lién quan khi luu hanh trén thi trudng.
4.2. Kién nghi

- Két qua luan an da dua ra cac minh chitng khoa hoc chimg minh dugc liéu Ban
tay ma tring chua thé hién tac dung bao vé gan, trong khi dugc liéu Ban tay ma do6 thé
hién tac dung bao vé gan tuong ddi tét ca trén md hinh in vivo va in vitro. Do d6 can luu
y phén biét hai dugc li¢u nay khi st dung.

-Tiép tuc xay dung tiéu chuan co s& cho duoc liéu, cao chiét va thiét 1ap chat
chuan 3,5-dimethoxy-4-hydroxy-1-4-D-glucopyranosid dé st dung cho kiém soét chat
lurong duoc liéu Ban tay ma do.

- Duoc li¢u Ban tay ma d6 c6 tac dung bao vé gan, hop chat 3,5-dimethoxy-4-
hydroxy-1-4-D-glucopyranoside rat dic trung cho cac tac dung bao vé gan ciing nhu tac
dung khéng mong muén caa duogc liéu ndy. Can tiép tuc nghién ciu vé doc tinh cua
dugc liéu Ban tay ma d6 va hop chat 3,5-dimethoxy-4-hydroxy-1-4-D-glucopyranoside
dé ung dung trong diéu tri.

- Tiép tyc nghién ciru phuong an str dung hop chat 3,5-dimethoxy-4-hydroxy-1-
S-D-glucopyranoside thay thé duoc liéu Ban tay ma do.

- Nghién ctru cac phuong phéap chiét cho hiéu qua diéu tri va hiéu qua kinh té cao
hon dua trén chat danh dau 3,5-dimethoxy-4-hydroxy-1-4-D-glucopyranoside. Chd y
can danh gia doc tinh va diéu chinh liéu phii hop khi thay d6i phwong phéap chiét vi trong

duoc ligu nay c6 mot s6 chat gy doc.
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PHU LUC 1: PHUONG PHAP NGHIEN CUU SU DUNG TRONG LUAN AN
Phu luc 1.1. Phwong phap xac dinh dwong
- Phwong phap 1:

Lay 10 mg hop chat HT9 thiiy phan bang 1 ml dung dich HCI 1IN trong 3 gio,
trién khai trén ban moéng silica gel kich thuéc (10 x 20 cm) la 2-butanone —
isopropanol — acetone — nuéc vé6i ty 16 (20 : 10 : 7 : 6). Mau khai trién song song véi
cac vét dbi chiéu D-glucose va D-galactose. Phét hién vi tri cac vét bang phu thudc thir
H2S04 10 % trong ethanol va sdy kho. Tai vi tri trén ban mong diéu ché tuong g véi
vi tri cua vét D-glucose (Rf = 0,43) va D-galactose (R¢ = 0,36), cao vét silica gel, gom
lai va loc, rira bang methanol dé thu dugc phan dich loc ¢6 chita cac dudng twong tng.
C6 quay chan khong, thu dwgce 1,10 mg can D-glucose va 0,93 mg cin D-galactose.
Tién hanh pha cac mau trong chinh xac 20,0 ml nuéc, va do ning suat quay cuc & 20
°C, chiéu dai éng do 0,5 dm.

- Phwong phap 2:

Mau nghién ctru duoc tron vai dimethyl sulfoxide (DMSO) véi nong do khoang
100 pg/ml, thém khoang 10 pl acid trifluoroacetic (TFA) va cho vao 6ng, day kin. Pun
néng hdn hop & 105 °C trong 2 gio. Bé nguoi, hoa hdn hop véi 10 ml nuée. Lac hdn
hop véi ethyl acetate (2 1an x 5 ml), ldy phan nudc, cd quay loai dung mdi. Hoa san
pham cudi cting véi hdn hop methanol — nuée (8 : 2), loc qua mang 0,45 pl (mau tha).

Mau thtr duoc tiém vao hé sic ky long hiéu ning cao Hitachi cua Vién Kiém
nghiém thudc Trung wong, detector Alltech ELSD 800 (Alltech, U.S.A) véi diéu kién

sic ky nhu sau:
+ Cot: NH2P-50 (250 x 4,6 pm; 5um);
+ Pha dong: Acetoneitril —nuoc ti ¢ 8 : 2;
+ Téc @6 dong: 1,0 ml/phat;
+ Thé tich tiém: 10 pl;
+ Detector: ELSD, khi nito véi tbc d6 dong 2,8 ml/phut, nhiét d6 40 °C.
Mau duoc so sanh véi cac mau duong chuan vé thoi gian luu dé xac dinh loai

duong ciia mau phan tich.
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Phu luc 1.2. Panh gia hoat tinh bao vé té bao gan trén mé hinh in vitro

Mo hinh nay duoc tién hanh theo 2 buéc, nudi ciy té vao va thir tac dung bao vé
té bao gan dudi tac dong cua CCla.
* Nubi cdy té bao

Dong té bao HepG2 (do GS. TS. J. M. Pezzuto, Trudng Pai hoc Long Island, US
va GS. Jeanette Maier, truong Pai hoc Milan, Italia cung cap) duoc nudi cay trong moi
truong nudi cdy DMEM (GIBICO) véi thanh phan kém theo gdm 2 mM L-glutamine,
10 mM HEPES, va 1,0 mM natri pyruvate, ngoai ra b6 sung 10 % fetal bovine serum —
FBS (GIBCO) va nudi trong ti am CO2 & diéu kién 37 °C, 5 % CO:x.

* Xdc dinh khd ndng bdo vé té bao gan

- Té bao HepG2 véi nong d6 3 x 10* té bao/giéng dugc duoc dua vao cac giéng
thir nghiém trong dia 96 giéng. U 24 gid & diéu kién 37 °C, 5 % COs.

- Thém mau thi nghiém hoac mau ddi chiing (quercetin) & cac nong do khéac nhau
duoc dua vao cac giéng nudi cdy. B6 sung vao cac giéng CCl4 nong do 40 mM. U dia
thém 2 gio & cung diéu kién nudi cay.

- Loai bo méi truong nudi ciy, thém 50ul MTT (1mg/ml) vao mdi giéng. U dia &
nhiét 4o 37 °C trong 4 gio.

- Hon hop c6 mau formazal hinh thanh sau phan tng dugc hoa tan bang DMSO.
Do gia trj d6 hap thu quang (OD) cuia c4c mau & budc séng 540 nm.

Hiéu qua bao vé té bao gan dugc xac dinh theo cong thuc:

ODnmiu tha+ccia — OD ccus

% hiéu qua baové = X 100
ODmiu ching — ODccus

Trong dé: ODméu ching ld d6 hdp thu cua giéng té bao chi chiza dung mdi pha mau.
Gia tri tinh toan duoc xac dinh dua trén gid tri trung binh cua 3 1an thur lap lai.
Phu luc 1.3. Panh gia tic dung chong oxy héa
Phu luc 1.3.1. Pdnh gid khd néing quét géc tw do DPPH
Quy trinh thi nghiém thuc hién nhu sau: cho 5 ml DPPH (0,8 mM, pha trong
metanol) vao mdi dng nghiém da chira 1 ml mau thir nghiém tai cac nong do khéc

nhau (tir 0 — 1000 pg/ml). U 4m 30 phut trong diéu kién khong c6 anh sang, sau do,
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tién hanh do mat do quang OD & budc song 517 nm. Gia tri mat d¢6 quang OD phan
anh kha niang khang oxi hda cia mau. Mau ddi ching (dwong) trong thi nghiém la axit
ascorbic (15 pg/ml), d6i ching &m 1a nudc cat hai lan. Ti 1& phan tram hoat tinh khang
oxi hoa dugc xac dinh theo cong thuc sau:

Ti 1& % hoat tinh loai gc tu do

ODc=0Dm
DPPH = e 100

-

Trong do:

+ ODm la gia tri mdt dé quang cua mau thi;
+ Odc la gia tri mdr d¢ quang cua chizng am.

T ti 1é % hoat tinh loai géc tu do DPPH, xay dung phuong trinh twong quan
tuyén tinh dé 1am co s& xac dinh gia tri I1Cso (1a ndng do ma c6 thé loai 50% gbc ty do
DPPH) - tuc 1a gia tri dé so sanh kha nang chéng oxi hoa caa cac mau thir. Mau nao co
gia tri 1Cso cang thap thi hoat tinh chéng oxi hda cang cao
Phu luc 1.3.2. Pdnh gid khd néing chéng qud trinh peroxyd héa lipid

Phuong phap chéng oxi héa thong qua wc ché qué trinh peroxidation lipid mang
té bao (thar nghiém TBARs) duoc thuc hién theo phuong phap ciia N. Zhu va cong su
va cua Vién Duoc liéu - Bo Y Té (2006), c6 su thay d6i nho cho phu hop véi diéu kién
ctia phong thi nghiém. Xéc dinh kha nang tc ché peroxy hoa lipid ciia mau nghién ciu
qua viéc xac dinh ham luong co chit cua acid thiobarbituric, 1a san pham cua qué trinh
peroxy hod lipid mang té bao. TBARS c6 kha ning phan (ng véi acid thiobarbituric dé
tao thanh phirc hop trimethin (c6 mau hong) c6 dinh hap thu cuc dai & A = 532 nm.

* Pha mdu tha:

Can mau sau d6 pha thanh cac nong do 10.000 pg/ml, 2000 pg/ml, 400 pg/ml, 80
ug/ml, 16pg/ml nén sau khi cho 0,1 ml miu thir & cac ndng do thir nghiém duoc cho
phan tng vai 1 ml dich dong thé ndo va thém 0,8 ml dém phosphat, 0,1 ml hé Fenton vira
du 2 ml thi nong d6 mau trong dng thtr giam xudng 20 1an con 500 pg/ml, 100 ug/ml, 20
pg/ml, 4 pg/ml; 0,8 pg/ml.

* Céch tién hanh:
e Téch ndo chudt va nghién dong thé trong dung dich dém phosphat (pH=7,4)

theo ti 1€ 1:10 ¢ nhiét d6 0 — 4 °C.
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e Lay 1ml dich dong thé thém vao 0,1 ml mau thir & cac néng dova 0,8ml dém
phosphat thém 0,1 ml hé Fenton (FeSO4 0,1 mM: H,0, 15mM theo ti I¢ 1:1). U
hdn hop ¢ 37 °C trong 15 phit.

e Dung phan wng bang 1 ml acid tricloacetic 10 %. Li tdm 12000 vong trong 5
phut.

e Ly dich trong cho phan tng véi 1 ml acid thiobarbituric 0,8% (theo ti I 2:1).
U & nhiét do 100 °C 15 phit.

e Lam lanh va tién hanh do & budc song A = 532 nm.

e Trolox duoc sir dung lam chit d6i chiéu tham khao.

Tinh toan két qud

Cong thic tinh phan tram hoat tinh chéng oxi hoa (HTCO)

HTCO (%) = [(ODc — ODr)/ODc] % 100
Trong dé: + ODc 1a mdt dé quang cua giéng chiing khéng ¢6 mau the
+ ODr 1a mdt dg quang cia mau ther.

Phu luc 1.4. X4c dinh kha ning wc ché NO

Kha nang tc ché NO duoc thuc hién trén cac mau di xac dinh duoc 1 ¢o tac
dung bao vé gan va c6 do an toan cao trén mo hinh in vitro. Phép thur nay dugc thuc
hién trén mo6 hinh gay doc dong té bao dai thuc bao RAW264.7, tién hanh qua hai
budc: nudi ciy té bao (nhan té bao 1én) va thir tic dung e ché NO. Panh gia kha ning
trc ché NO chi c¢6 y nghia khi dugc thuc hién trén cac té bao sdng, do d6 tién hanh
thém viéc xéc dinh luong té bao séng trong diéu kién nhu da thir Ge ché NO.
* Nudi cdy té bao

Dong té bao RAW264.7, do GS. TS. Domenico Delfino, Pai hoc Perugia, Italia
cung cap, duoc nudi ciy trong moi trudng Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
(DMEM), cung cip bgi hang Life Technologies, Inc., (Gaithersburg, MD, MY), V4i
thanh phan kém theo gém 2 mM L-glutamine, 10 mM HEPES, va 1,0 mM sodium
pyruvate, ngoai ra bo sung 10 % fetal bovine serum — FBS (GIBCO).

Té bao duoc cy chuyén sau 3 dén 5 ngay vai ti 18 (1:3) va nuéi trong ta 4m CO;
& diéu kign 37 °C, 5 % CO..
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* Xdc dinh khd nang irc ché sin sinh NO ciia dgi thyc bao RAW264.7

- Té bao RAW 274.7 dugc dua vao dia 96 giéng ¢ nong d6 2 x 10° th/giéng va
nudi trong ti 4m & 37°C va 5% CO, trong 24h.

- Tiép theo, méi truong nudi cay duoc loai bo, thay biang méi truong DMEM
khéng cé FBS trong 3h.

- Té bao sau d6 duoc u mau nghién ciu & cac nong do khéac nhau trong 2h trudc
khi duoc kich thich san sinh yéu té NO bang LPS (10 pg/mL) trong 24h.

- Mot sb giéng khong duoc t mau ma chi st dung dung dich pha mau duoc coi
1a d6i chimg am. Trong khi d6i chimg duwong dugc st dung la NG-Methyl-L-arginine
acetate (L-NMMA) (Sigma) & cac ndng do tir 0,8 — 100 pg/ml).

- Nitrite (NO2"), dugc xem la chi thi cho viéc tao NO, s& dugc xac dinh nho bo
Griess Reagent System (Promega Cooperation, WI, USA). Cu thé 13, 100 pL moi
truong nudi té bao (& mau) duoc chuyén sang dia 96 mdi va dugc thém vao 100 puL
Griess reagent: 50 uL of 1 % (w/v) sulfanilamide trong 5 % (v/v) phosphoric acid va
50 uL 0,1 % (w/v) N-1-naphthylethylenediamine dihydrochloride pha trong nudc.

- Hon hop nay duoc u tiép ¢ nhiét do phong trong 10 phut va ham lugng nitrite
s& dugc do bang may microplate reader & budc séng 540 nm. Mbi truong DMEM
khong FBS duoc str dung nhu giéng trang (blank).

- Ham luong nitrite cua tng mau thi nghiém duoc xac dinh nhy vao duong
cong ham lwong chuan NaNO2 va dugc so sanh % voi mau chitng am (LPS).

Kha ning @c ché san sinh NO caa cac mau duoc xac dinh theo cong thic:

% tic ché =100%- [ham luong NOmau thi/ham Iuong NOLps]*100
Phép thir duoc l1ap lai 3 1an dé dam bao tinh chinh xac. Gia tri ICso (ndng do wrc ché
50% su hinh thanh NO) s& duoc xac dinh nhd vao phan mém may tinh TableCurve
2DvA4.
- Pua té bao RAW 264.7 sau nudi cay vao cac dia 96 giéng dé c6 nong do té bao
2 x 10° th/giéng, sau d6 dit vao tia 4m & 37 °C va 5 % CO2 nudi ciy trong 24 gio.
- Loai bé méi trudng nudi cdy ban dau, thém madi trusng DMEM khéng c6 FBS

trong 3 gio.
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- Thém mAu nghién cau véi cac nong do thir nghiém khac nhau vao cac giéng
chta té bao, o trong 2 gid, sau d6 thém LPS ndng do 10ug/ml trong 24 gio dé kich
thich san sinh yéu t6 NO.

- Song song Vvai cac giéng chira mau thar nghiém, tién hanh twong tu véi cac mau
chung am (la giéng chi thém vao sir dung dung dich pha mau) va cac mau ching
duong (1a cac giéng duoc thém NE-Methyl-L-arginine acetate (L-NMMA) (Sigma) &
c4c nong do tir 0,8 — 100 pg/ml).

- Sau thoi gian t mau tao NO, tién hanh hat 100 pl méi truong G mau & ting
giéng dua sang dia 96 giéng méi. Thém 100 pL thudc thir Griess (cung cap boi hing
Promega Cooperation, WI, My).

- U hdn hop 10 phat ¢ nhiét d6 phong dé phan tmg NO duoc chuyén thanh nitrit
va phan @ng tao mau véi thudc thir. Do d6 hap thu cia hdn hop sau phan tng o budc
song 540 nm. Cac giéng chira DMEM khéng chira FBS dugc sir dung 1am mau tring.

- Ham luong nitrit trong cac mau thir nghiém duogc xac dinh bang phuong phap
hoi quy tuyén tinh cua cac mau chuan NaNO; & cac nong do khac nhau va duoc so
sanh % va&i mau ching am (LPS).

- Kha ning @ ché san sinh NO dugc xac dinh boi phuong trinh:

ham lugng NOmiu tha

% cché = 100% — X 100
ham lugng NOvyps

- Két qua duogc xac dinh duya trén gia tri trung binh caa 3 lan thir nghiém lap lai tai
tirng giéng. Gia tri 1Cso (Nong do e ché 50 % su hinh thanh NO) duoc xac dinh bang
phan mém TableCurve 2Dv4.

* Xdc dinh khd ning gdy dgc té bao RAW264.7

Kha ning gay doc té bao RAW?264.7 cua mau nghién ciru duoc xac dinh bang
phuong phap MTT, nhu sau:

- Dia nudi ciy té bao dé thir nghiém sy biéu hién NO & trén, sau khi thu dich
ndi dé xac dinh ham luong NO s& dugc thém vao mdi giéng 12 90 pL méi trudng nudi
cay té bao va 10 pL MTT (ndéng do cudi cung 1a 5 mg/mL). Sau 4h, loai bo moi
truong, tinh thé formazan duoc hoa tan biang 50 pL DMSO 100%.
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- Gia tri OD do & budc song 540 nm biang may quang pho BioTek EIx800. Kha
ning séng sot cua té bao khi c6 mit chat thir s& duoc xac dinh théng qua céng thuc
sau:

ODmau thie — ODagsi ching réng

% té bao séng sot = x 100
ODpwmso— ODgsi chimng tring

Phu luc 1.5. Panh gia kha niing cam &ng/ic ché cytokine

Kha nang cam ang/tc ché cytokine cua cdc mau nghién ciru duoc danh gia trén
dong dai thuc bao RAW 264.7 twong tu nhu véi phép thir kha ning uc ché NO. Phép
thir can tién hanh qua hai giai doan: nubi ciy té bao va thir tic dong cytokine. Céc
cytokine dugc quan tdm la IL-6, IL-10 va TNF-a.
* Nubi cdy té bao

Nudi cdy té bajo RAW 264.7 trong mdi truong nudi cdy gom DMEM, L-
glutamin 2 mM, HEPES 10 mM, va sodium pyruvate 1,0 mM, ngoai ra b6 sung FBS
10 % va nudi trong tu 4m & diéu kién 37 °C, 5% COx.
* Xdc dinh tic dpng cua mau thie dén sw tong hep céac cytokine

- Pua té bao RAW 264.7 vai nong do 5 x 10* té bao trong 190 pl méi truong
vao cac giéng thi nghiém, o & 37 °C qua dém.

- Thém vao cac giéng chira mau thir 10 pl mau thr & cac ndng do khac nhau
pha trong DMSO 10 %. Song song lam giéng mau trang, thay 10 pl mau thir bang 10
1l DMSO 10 % dé lam dbi ching am.

- Sau 2 gio, thém vao cac giéng thir nghiém dung dich LPS véi nong do 1
ug/ml.

- Sau 24 gid va 48 gio, ldy dich nudi té bao & cac giéng thir nghiém dé tién hanh
dinh tinh va dinh luong cac cytokine IL-6, IL-10 va TNF-a trong méi trudng nudi cay.

Ham luong cac cytokine duoc xac dinh bang bé kit 1L-6, 1L-10, TNF-a mouse
ELISA Kit (BioVision) va theo hudng din caa nha san xuat. Tién hanh nhu sau:

- Thém 100 ul dung dich thu duoc sau nudi cdy vao céc giéng thi nghiém, mot

giéng ddi chitng am thay mau thir bang100 pl dung méi. U ban & 37 °C trong 90 phit.
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- Loai bo dich néi, thém 100 pl khang thé cua IL-6, 1L-10, TNF-o ¢6 gén biotin
vao céc giéng. Duy tri ban ¢ nhiét do 37 °C trong 60 phdit.

- Rira ban 5 lan bang dung dich PBS 0,01M, thém 100 pl hdn hop Avidin-
Biotin-Peroxidase Complex vao cac giéng thi nghiém. Tiép tuc u ban & 37 °C trong 30
phat.

- Tiép tuc rira ban 5 1an bang dung dich PBS 0,01M. Thém 90 pl co chit TMB
vao céc giéng thi nghiém. U ban ¢ 37 °C, trong 20-25 phdt, tranh anh sang. Dirng phan
rng bang 100 pl dung dich stop solution.

- Boc két qua trén may Tecan GENios Promicroplate reader & 450 nm.

Phu luc 1.6. Panh gia doc tinh té bao trén mé hinh in vitro

Thu nghiém theo phuong phap nhuém Sulforhodamin B.

Dong té bao duoc chon dé thtr nghiém doc tinh 1a dong té bao goc than ¢ phdi
nguoi (human embryonic kidney cells) voi ma 1a HEK-293A. Phép thtr dugc thyc hién
theo cac budce sau:

- Trypsin héa té bao va diéu chinh mat d6 té bao vé khoang 3x10* t& bao/ml.

- Pha mAu thir thanh cac néng do 100 — 20 — 4 — 0,8 pug/ml, dua vao cac giéng cla
dia 96 giéng. U trong tu 4m 72 gid. Giéng ddi ching ngay 0 1a giéng duoc thay mau
thir bang 180 ul TBUT. Sau 1 gid, giéng ddi chimg ngay 0 té bao s& dugc cb dinh
bang Trichloracetic acid — TCA (Sigma Aldrich).

- Sau 72 gid, ¢d dinh té bao biang TCA trong 1 gid, nhudm té bao bang
sulforhodamine B (SRB — Sigma Aldrich) trong 30 phut & 37 °C va rira 3 lan bang
acid acetic. Pé kho & nhiét do phong. Thém 10 mM unbuffered Tris base dé hoa tan
SRB, lic nhe trong 10 phit.

- X4c dinh OD cuia cac mau thi nghiém bang may ELISA Plate Reader (Bio-Rad)
0 515 nm.

Phan tram uc ché sy phat trién cua té bao khi c6 mit chat thir s& dugc xac dinh
thong qua cong thurc sau:

ODmau thie — ODngay o

%tcché = 100 % — x 100
ODpwmso— ODngayO

Két qua duoc tinh toan trén gié tri trung binh caa 3 1an 13p lai thir nghiém.
PL8



Str dung dung dich ellipticine & cac ndng do 0,08 — 10 pg/ml chét dbi chimg duong
va DMSO 10 % lam d6i chizng am.
Xac dinh ICso (néng d6 wc ché 50% su phat trién) bang phan mém may tinh
TableCurve 2Dv4.
Can chiét duoc coi ¢6 hoat tinh tét v&i 1Cso < 20 pg/ml, chat tinh khiét dugc coi
c6 hoat tinh tét khi 1Cso< 5 pM.
Phu luc 1.7. Panh gia déc tinh cip trén mé hinh in vivo
Trudce khi chudt uéng mau thtr, cho chudt nhin d6i qua dém va uéng nuoc tu do
theo nhu cau. Chia chudt thanh cac 16 10 con, cho uéng mdi 16 mot mire lidu nhat dinh.
Puong dung thudc: dudng ubng, ding kim cong dau ti bom truc tiép mau thir
vao da day chudt véi thé tich 0,4 m1/10 g chudt. Tim liéu tdi da ma khong c6 chudt nao
ctia 16 thi nghiém chét (LDO) va lidu t6i thiéu dé 100 % chudt cia 16 thi nghiém chét
(LD100). Thir thém 2-4 liéu trung gian gitra 2 liéu ndi trén dé xac dinh LD50.
Thoi gian theo ddi: Chudt dugc dé & phong thi nghiém c6 khi hau dam bao dé
moi hoat dong cua chudt binh thuong. Theo doi va quan sat cac biéu hién vé hanh vi,
hoat dong, n udng, bai tiét cua chudt va sd chudt séng chét trong 03 ngdy. Chudt chét
dugc md dé danh gia ton thuong dai thé. Theo ddi chudt sdng sot thém 1 tuan nita.
LD50 dugc tinh theo phuong phap Behrens- Karber:
¥(d x z)

n

LD50 = LD100 —

Trong do:

+ LD50 & LD100 lan luot 1a lidu lam chét 50 % va 100 % s6 chudt thi
nghiém

+ d 12 hiéu s6 liéu cua 2 lidu ké tiép; z 1a sb chudt chét giira 2 lidu ké tiép

+n 1a 56 chudt thi nghiém
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PHU LUC 2: PHAN TICH XAC PINH CAU TRUC HOA HQC CAC HQP
CHAT PHAN LAP TU HAI LOAI BAN TAY MA TRANG (HELICOPSIS
TERMINALIS) VA BAN TAY MA TRANG (HELICIOPSIS LOBATA)
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Phu luc 2.1. Phan tich xac dinh cac hop chat phan lap tir loai Ban tay ma tring
(H. terminalis)
Phu luc 2.1.1. Xac dinh céu trac hep chédt HT1

OH OH
= k)
HOCﬁ/ ;7 (\_/1 E:j JDOH
NS M/

- H-'H COSY —» HMBC

Hinh 1. Cau trac hoa hoc va cac twong tac COSY, HMBC cua hop chat HT1

* Tinh chdt va thong sé pho:

+ Bot vo dinh hinh mau tring

+ Pho HR-ESI-MS m/z 463,2799 [M+Na]*

+ Tinh toan Iy thuyét cho cdng thirc [CasHa004Na]*: 463,2824

+ S lieu phé 'H-NMR (500 MHz) va 3C-NMR (125 MHz) xem Bang 1 va
Phu lyc 3.1.1 & 3.1.2.

Bang 1. S6 liéu phd NMR ctia hop chat HT1 va hop chét tham khao

C oc OcP on?° (@6 bdi, J =Hz)
1 145,3 146,4 -

2 107,3 108,0 6,15 (t, J = 2,0)

3 159,5 159,2 -

4 100,8 101,0 6,11 (t, J = 2,0)

5 159,5 159,2 -

6 107,3 108,0 6,15 (t, J = 2,0)

1 36,8 37,0 2,45 (t,J = 7,5)

2 32,2 32,4 1,57 (m)

3 30,4 30,7 1,33 (m)
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4 30,7 30,8 1,33 (m)

5' 30,2 30,3 1,33 (m)

6 30,2 30,3 1,33 (m)

7 28,0 28,1 2,03(m)

8 130,5 130,8 5,35 (t, J = 4,5)
9 130,5 130,8 5,35 (t, J = 4,5)
10° 28,0 28,1 2,03 (m)

11' 30,2 30,3 1,33 (m)

12' 30,2 30,3 1,33 (m)

13' 30,7 30,8 1,33 (m)

14' 30,4 30,7 1,33 (m)

15' 32,2 32,4 1,57(m)

16' 36,8 37,0 245 (t,J=7,5)
1" 1453 146,4 ]

2" 107,3 108,0 6,15 (t, J = 2,0)
3" 159,5 159,2 -

4 100,8 101,0 6,11 (t, J = 2,0)
5" 159,5 159,2 .

6" 107,3 108,0 6,15 (t, J = 2,0)

methanol-ds, °125MHz, ®500MHz, *dc s6 liéu cua hop chat (2)-5,5'-(hexadec-8-ene-1,16-
diyl)bis(benzene-1,3-diol) do trong methanol-d.

* Phdn tich xdc dinh cdu trac:

Hop chat HT1 thu duoc tir phan dich chiét ethyl acetate dudi dang bot v dinh
hinh mau trang sau khi tién hanh phan lap qua cac cot sic ky pha thuong, pha dao va
HPLC diéu ché. Trén pho khdi lugng phan giai cao HR-MS cua hop chat HT1 xuat
hién pic ion gia phan tir tai m/z 463,2799 [M+Na]*. Két qua nay phu hop vai sé khéi
cua ion [CasH00sNa]* voi tinh toan Iy thuyét 1a 463,2824. Qua do, cé thé xac dinh
cong thirc phan tir cia hop chat HT1 12 CasHa004 V6i sai s6 A = -5,4 ppm.

Ph6 H-NMR cua hop chat HT1 xuit hién cac tin hiéu cta 3 proton vong thom
thé 1,3,5 va co tinh déi xang truc bac 2 bai hai proton chap nhau tai Jn 6,15 (2H, s) va

mot proton tai du 6,11 (s), tin hiéu cua mot ndi d6i ngoai vong xuat hién tai on 5,35
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ppm, cac tin hiéu sp® CH, con lai duoc xac dinh trong khoang dn 1,32-2,45. Két qua
phd 3C-NMR va HSQC ciing khing dinh rd sy c6 mit cua vong thom thé 1,3,5 véi sy
Xuat hién cua 4 tin hiéu carbon vong thom duy nhét tai dc 159,2 (C), 146,4 (C), 108,0
(CH) va 101,0 (CH), trong d6 c6 4 tin hiéu cua nhém thé phenol tai 5C 159,2 ppm.
Tiép dén 1a tin hiéu cua ndi doi tai oc 130,8 va 7 tin hiéu methylene tai dc 37,0, 32,4,
30,8, 30,5, 30,3, 30,2, 28,1.

Phé khdi phan giai cao xac dinh hop chat co 28 nguyén tir carbon ma trén pho
chi xuét hién tin hiéu ciia 14 nguyén tir va vi tri ndi doi chi c6 mot proton o 5,35 tng
véi 1 carbon dc 130,8 ching to cong thirc nay doi xung tai vi tri ndi déi (dbi xang truc
bac hai), boi vi néu néi do6i nam khac di, tirc 1a léch khoi vi tri doi xtimg twong dbi thi
hai proton cua ndi d6i nay s& cong huong & cac do dich chuyén hoa hoc khac nhau.
N&i dbi c¢6 cau hinh Z bai hang sé twong tac J cua proton ndi doi kha nho (J = 4,5 Hz).

Nhu vay, cong thic phan tr cuia HT1 la CsHa0O4 va co tén la (2)-5,5-
(hexadec-8-ene-1,16-diyl)bis(benzene-1,3-diol), mot hop chat da biét nam 1997.

Phu luc 2.1.2. Xac dinh céu tric hep chédt HT2

TR
1) 1)

4 6' 6 I ( /-\
3 L5 5 ; L

e SORE, R

)

)

Hinh 2. Cau trlc hoa hoc va twong tac HMBC chinh cta hop chat HT2

* Tinh chdt va théng sé pho:

+ Chat ran vo dinh hinh mau trang

+ Pho HR-ESI-MS m/z 319,0594 [M+CI]-

+ Tinh toan Iy thuyét cho cdng thirc [C1sH1607CI]: 319,0585

+ S6 lieu phd 'H NMR (500 MHz) va 1*C NMR (125 MHz) xem Bang 2 va Phu
luc 3.2.1 & 3.2.2.

Bang 2. S6 liéu phd NMR ciia HT2 va hop chét tham khao

C oc?P on®° (do boi, J = Hz)
1 130,4 -
2 131,6 7,86 (1H, d,J =9,0)
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3 1114 7,18 (1H, d, J =9,0)

4 162,4 -

5 111,4 7,18 (1H,d,J=9,0)

6 130,4 7,86 (1H,d, J=9,0)

7 191,4 9,89 (1H, s)

p-D-Allo

1 98,1 5,25 (1H,d, J=17,5)

2 70,2 3,46 (1H,dd, J=7,5, 3,0)

3 71,4 3,95 (1H,t,J=3,0)

4 66,9 3,42 (1H, dd, J = 9,0, 3,0)

5 74,8 3,73 (1H, ddd, J =9,0, 5,5, 2,5)
, 3,45 (1H, dd, J =115, 5,5)

6 60,8 3,68 (1H, dd, J =11,5, 2,5)

*DMSO0-d6, ®125MHz, °500MHz.
* Phdn tich xdc dinh c4u tric:

Hop chat HT2 nhan duoc dudi dang chat ran vo dinh hinh mau tring. Trén phd
khéi lwong phan giai cao HR-MS cua hop chat HT2 xuét hién pic ion gia phan tir tai
m/z 319,0594 [M+CI]. Két qua nay phu hop véi s6 khéi cua ion [C13H1607CI] véi tinh
toan Iy thuyét 1a 319,0585. Qua do, c6 thé xac dinh cdng thizc phan tir ciia hop chat
HT2 14 C13H1607 v&i sai s6 A = 2,8 ppm.

Trén pho 'H-NMR cua hop chat HT2 xuét hién 2 tin hiéu tai o4 7,86 (2H, d, J =
9,0 Hz) va 7,18 (2H, d, J = 9,0 Hz) ching t6 sy c6 mit cua mot vong thom thé para,
tin hiéu caa nhom andehyd tai dn 9,89 (1H, s). Ngoai ra, trén pho *H-NMR con xuat
hién cac tin hiéu cia mot phan tir duong allose. Dién hinh 14 tin hiéu proton anome
Xuat hién tai on 5,25 (1H, d, J = 7,5 Hz), hai tin hiéu cua nhdm oximethylene xuat hién
tai on 3,45 (1H, dd, J = 11,5, 5,5 Hz) va 3,68 (1H, dd, J = 11,5, 2,5 Hz), c4c tin hiéu
khac cua phan tir duong cong hudng trong ving do dich chuyén héa hoc tir 3,42 ppm
dén 3,95 ppm.

Ph6 3C-NMR va HSQC cua hop chat HT2 xuat hién 11 tin hiéu cia 13 nguyén
tir carbon. Trong d6 c6 4 tin hiéu dic trung cho vong thom thé para tai dc 162,4, 131,6
x 2,130,4 va 111,4 x 2; tin hiéu carbon andehyd tai dc 191,4; va 6 tin hiéu carbon cua
phan tir duong allose xuét hién tai 5¢ 98,1, 70,2, 71,4, 66,9, 74,8 va 60,8.

Céc gia tri d6 dich chuyén hda hoc caa proton twong (ng véi ting nguyén tu
carbon duoc xac dinh nhd phd HSQC. Phan tir dudng allose duoc xac dinh gan vao vi
tri C-4 cua vong thom thong qua twong tac HMBC gitra proton H-1' (dn 5,25) vai
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carbon C-4 (5c 162,4). Nhém andehyd dugc xac dinh gan vao C-1 cua vong thom
thong qua twong tic HMBC gitta H-7 (du 9,89) véi carbon C-1 (dc 130,4). Piéu nay
cling minh hoa rd thém cau tric hda hoc cua hop chat HT2 nhu duoc chi ra trén Hinh
2. Gié tri hang s6 tuong tac giita H-1' va H-2' cua phan ti duong (J = 7,5 Hz) ching to
ca hai proton nay déu chiém cac vi tri axial, tac 1a lién két 8 gitra phan tir dudng véi
aglycon. Phan tich kiéu twong tic spin giita cac proton cua phan tir duong allose ciing
nhu gia tri hang sé tuong tac J cho thiy H-3' xuét hién dudi dang triplet véi hiang s6
tuong tac kha nho (J = 3,0 Hz) chang to H-3' phai chiém vi tri equatorial, dung véi
cau hinh cua duong allose. T nhitng bién luan néu trén, hop chat HT2 dugc xac dinh

la helicide.

Phu luc 2.1.3. Xac dinh cdu trac hep chat HT3

OCH, OCH;

o,
OH
OH . ’/F OH
H,CO
— 3 HMBC OH

Hinh 3. Cau trdc hoéa hoc cua hop chat HT3

* Tinh chdt va théng sé pho:

+ Bot két tinh khong mau

+ Pho HR-ESI-MS m/z 243,0871 [M-H]

+ Tinh toan ly thuyét cho céng thirc [C11H1506] : 243,0869

+ Sb liu phd 'H NMR (500 MHz) va 3C NMR (125 MHz) xem Bang 3 va Phu
luc 3.3.1 & 3.3.2.

Bang 3. S6 liéu phd NMR ctia HT3 va hop chat tham khao

C oc Oc?P or®C (46 bdi, J = Hz)
1 1341 | 1341 -

2 104,1 | 105,3 6,71 (1H, s)

3 1474 | 1491 -

4 1334 1341 | -

5 147,4 1491 | -

6 104,1 105,3 | 6,71 (1H,s)
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7 72,9 75,6 4,55 (1H, d, J =6,0)

8 75,8 77,6 3,68 (1H, m)

3,40 (1H, dd, J = 11,5, 5,0 Hz)
3,53 (1H, dd, J = 11,5, 4,0 Hz)
3,5-OMe 56,4 56,9 3,87 (3H, s)

2 methanol-ds, "125MHz, °500MHz, *dc s6 lidu cua hop chat threo-syringylglycerol trong DMSO-d6

9 62,5 64,3

* Phdn tich xdc dinh cau trac:

Hop chat HT3 duogc phan 1ap tir phan doan HTN2A. Trén phé khéi luong phan
giai cao HR-MS cua hgp chat HT3 xuat hién pic ion gia phan tu tai m/z 243,0871 [M-
H]". Két qua nay phu hop véi sé khéi caa ion [C11H1s06] V6i tinh toan Iy thuyét 1a
243,0869. Qua do, co thé xac dinh cong thic phan tir cua hop chat HT3 1a C11H1607
véi sai s6 A = 0,8 ppm.

Ph6 tH-NMR cua hop chat HT3 xuat hién tin hiéu singlet tai dn 6,71 v6i cudng
do tich phan tuong @ng véi 2H cho thay sy c6 mat caa mot vong thom thé tai 4 vi tri
va c6 truc ddi xitng bac 1. Cung véi d6 1a sy xuat hién tin hiéu caa hai nhém methoxy
tai on 3,87 (6H, s) chizng to hai nhém methoxy nay gan vao vong thom va nam & hai vi
tri d6i xing nhau nén hai nhém methoxy d bi chap vao nhau hoan toan. Tin hiéu cua
nhém oxymethylene tai on 3,40 (1H, dd, J = 11,5, 5,0 Hz)/ 3,53 (1H, dd, J = 11,5, 4,0
Hz) va 2 tin hiéu nhém oxymethine tai on 4,55 (1H, d, J = 6,0 Hz), 3,68 (1H, m).

Ph6 13C-NMR cua hop chat HT3 xuét hién 8 tin hiéu cua 11 nguyén tir carbon,
4 tin hiéu dic trung cho vong thom d6i xung bac 1 vi vong thom ddi xing truc bac 1
nén cé 2 cap tin hiéu carbon chap vao nhau tai oc 104,1 va 147,4 va hai tin hiéu con lai
chap nhau tai tai oc 134,1. Nhdm methoxy tai dc 56,8, nhom oxymethylene tai dc 64,3
va 2 nhém oxymethine tai dc 77,6, 75,6.

Két hop so sénh véi tai liéu tham khao, nhan thay sé liéu hop chat HT3 phu hop
Vi cau tric cua hop chét erythro-syringylglycerol hoic threo-syringylglycerol. Theo
nghién ctu cia nhom tac gia Maoluo Gan va coéng sy, ciu hinh cua mot sb
aglycons tuong tu hop chat HT3 s& 1a dang erythro- khi A dc7.cs < 1,0 ppm, con
s& 1a dang threo khi A dc7.cs > 2,0 pp. Trong truong hop cua hop chat HT3, gia

tri nay 1a 2,0, do d6 cu hinh caa hop chat nay c6 dang thero.

Nhu vay, ¢ thé khiang dinh rang cau tric hda hoc cua hop chat HT3 duoc xac

dinh la threo-syringylglycerol.
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Phu luc 2.1.4. Xac dinh cdu triac hep chat HT4

OCHj, OCH;
Hinh 4. Cau trlc hoa hoc va twong tac HMBC chinh cta hop chat HT4

* Tinh chdt va théng sé pho:
+ Bot vo dinh hinh mau trang
+ Pho HR-ESI-MS m/z: 406,1699 [M+NH,]*
+ Tinh toan ly thuyét cho cong thirc [C17H28NO10]*: 406,1713

+ S6 lieu pho *H NMR (500 MHz) va 3C NMR (125 MHz) xem Bang 4 va Phu
lyc 3.4.2 va 3.4.3.
Bang 4. S6 liéu phd NMR ctia HT4 va hop chat tham khao

C #oc ocP on?° (@6 bdi, J = Hz)
1 129,3 129,3 -
2 106,3 106,3 6,73 (1H, s)
3 149,2 149,2 -
4 136,9 137,0 -
5 149,2 149,2 -
6 106,3 106,3 6,73 (1H, 9)
7 80,4 80,5 4,47 (1H, d, J = 9,5)
8 82,5 82,6 3,82 (1H, m)
9 62,1 62,1 3,42 (1H, m)
3,5-OMe 56,9 56,9 3,85 (3H, s)
p-D-Glc
1 99,7 99,8 4,62 (1H,d,J=7,5)
2 80,8 80,8 3,17 (1H, dd, J = 9,0, 7,5)
3 75,0 75,1 3,61 (1H,t,J=9,0)
& 71,9 71,9 3,43 (1H,1,J=9,0)
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5 79,8 79,8 3,50 (m)

3,74 (1H, dd, J =12,0, 5,5)
3,94 (1H, dd, J =12,0, 2,5)
2methanol-d,, ®125MHz, °5S00MHz, *dc s6 liéu cua ficuscarpanoside B do trong methanol-d,

6 62,5 62,6

* Phdn tich xdc dinh cau trac:

Hop chat HT4 duoc phan lap dudi dang bot vo dinh hinh mau tring. Trén phd
khéi lwgng phan giai cao HR-MS cua hop chat HT4 xuit hién pic ion gia phan tu tai
m/z 406,1699 [M+NH]*. Két qua nay phl hop véi s khéi cua ion [Ci7H2sNO10]* Véi
tinh toan Iy thuyét 1a 406,1713. Qua dé, cho phép xac dinh cong thirc phan tir cia hop
chat HT4 1a C17H24010 V6i sai s6 4 = -3,4 ppm.

Ph6 'H-NMR cua hop chat HT4 xuat hién tin hiéu singlet tai ou 6,73 véi cuong
do6 tich phan tuong @ng véi 2H cho thay sy c6 mat caa mot vong thom thé tai 4 vi tri
va c0 truc doi xting bac 1. Cung véi sy xuat hién tin hiéu cua hai nhém methoxy tai o
3,85 (6H, s) chtng to hai nhém methoxy nay gan vao vong thom va nam & hai vj tri
d6i xng nhau nén hai nhom methoxy da bi chap vao nhau hoan toan. Phan tir duong
duoc nhan dang bai tin hiéu proton anome tai on 4,62 (1H, d, J = 7,5 Hz), c4c tin hiéu
con lai caa hai phan tir duong xuét hién trong ving c6 d6 dich chuyén héa hoc tir 3,17
— 3,94 ppm.

Pho6 13C-NMR cling véi phd HSQC cua hop chat HT4 khang dinh sy c6 mat 14
tin hiéu cua 17 nguy@n tir carbon, 4 tin hiéu dic trung cho vong thom dbi xung bac 1
vi vong thom d6i xting truc bac 1 nén c6 2 cap tin hiéu carbon chap vao nhau tai dc
106,3 va 149,2 va hai tin hiéu con lai tai oc 137,0 va 129,3; hai nhom methoxy tai dc
56,9x2, nhdm oxymethylene tai dc 62,1; 6 tin hi¢u carbon con lai thuoc phéan tir duong
glucose (c6 thém lién két glycoside tai C-2’) tai oc 99,8, 80,8, 75,1, 71,9, 79,8 va 62,6.
Qua d6 co thé du doan rang phan tir HT4 gdm hai phan la phan duong va phan
syringoylglycerol.

Tuong tac HMBC gitra H-7 (Jn 4,47) véi C-1/C-2/C-6/C-8/C-9/C-2’ va gitra H-
2 (0n 6,73) voi C-1/C-4/C-5/C-7 giup xac dinh dugc vi tri carbon C-7 C-8 va C-9.

So sanh dit liéu phd véi tai lieu tham khao, nhan thay ciu trac cua hop chat
HT4 hoan toan phd hop véi hop chat ficuscarpanoside B. Twong tic HMBC giita
proton H-7 (dn 4,47 véi C-2' (oc 80,8)/C-1 (oc 129,3)/C-2 (dc 106,3)/C-8 (oc 82,6)/C-9
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(5c 62,1), gitra proton methoxy (dn 3,85) vai C-3, C-5 (dc 149,2). Bong thoi ¢6 su xuat
hién tuong tac HMBC gitra proton H-2, H-6 (dn 6,72) vai C-1 (oc 129,3)/C-3/C-4 (oc
137,0)/C-7 (5¢c 80,4) gitp khang dinh chinh xéac cac vi tri C-7, C-8, C-9, cua vong
thom va hai nhdm methoxy gin véi vong thom tai vi tri dbi xang C-3 va C-5.

Tir cac dir kién phd va phan tich néu trén, c6 thé khing dinh riang ciu tric hoa
hoc cua hop chit HT4 duogc xac dinh 1a ficuscarpanoside B.

Phu luc 2.1.5. Xac dinh cdu tric hep chat HT5

OCH,

, 0 Z
6 0 OCH
Hogygl/ » 0 // 3
o T . %
HO
e OH %o Ol HMBC

Hinh 5. Cau trtc hoa hoc va twong tic HMBC chinh cta hop chat HT5

* Tinh chdt va théng sé pho:

+ Chat ran vo dinh hinh mau trang

+ Pho HR-ESI-MS m/z: 381,0954 [M+CI]

+ Tinh toan ly thuyét cho céng thirc C1sH22Cl0g: 381,0952

+ Sb liéu pho 'H NMR (500 MHz) va C NMR (125 MHz) xem Bang 5 va Phu
luc 3.5.2 & 3.5.3.

Bang 5. S6 liéu phd NMR ctia HT5 va hop chat tham khao

C *oc OcP On?C (@6 bdi, J = Hz)
1 156,2 156,0 -
2 96,2 96,2 6,51 (5)
3 154,9 154,8 -
4 134,6 134,5 -
5 154,9 154,8 -
6 96,2 96,2 6,51 (5)
3,5-OCHs 56,7 56,6 3,83 (5)
4-OCHs 61,4 61,2 3,72 (5)
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p-D-Glc

1 103,3 103,2 4,80 (d, 7,5)
2 75,1 75,0 3,30-3,49
3 78,2 78,1 3,30-3,49
4 71,8 71,7 3,30-3,49
5' 78,6 78,4 3,30-3,49

3,93 (dd, 12,0, 2,0)
3,69 (dd, 12,0, 6,5)

2methanol-d,, *125MHz, °5S00MHz, #oc s6 liéu cua 3,4,5-trimethoxyphenyl-8-D-glucopyranoside do
trong methanol-d4

6’ 62,9 62,7

* Phan tich xdc dinh cdu tric:

Hop chat HT5 nhan duoc dudi dang chat ran vo dinh hinh mau tring. Trén phd
khéi lwong phan giai cao HR-MS cua hop chat HT5 xuét hién pic ion gia phan tir tai
m/z 381,0954 [M+CI]. Két qua nay phu hop véi s6 khéi cua ion [C1sH2204CI] véi tinh
toan ly thuyét 1a 381,0952. Qua do, cho phép xac dinh cong thic phan tir caa hop chat
HTS5 1a C1sH2209 (V6i sai s6 14 4 = 0,5 ppm).

Ph6 'H-NMR cua hop chat HT5 xuat hién tin hiéu singlet tai du 6,51 véi cuong
do tich phan tuong @ng véi 2H cho thay sy c6 mat caa mot vong thom thé tai 4 vi tri
va ¢6 truc ddi xtng bac 1. Cung véi sy xuat hién tin hiéu cua hai nhém methoxy tai o
3,83 (6H, s) chung to hai nhém methoxy ndy gan vao vong thom va nam & hai vj tri
d6i xting nhau nén hai nhom methoxy di bi chap vao nhau hoan toan va nhém
methoxy tai ou 3,72 (3H, s) gan vao vong thom tai vi tri s6 4. Ngoai ra, trén pho H-
NMR con xuét hién cac tin hiéu cua mot phan tr duong glucose. Dién hinh 12 tin hiéu
proton gén véi carbon anome xuét hién tai on 4,85 (1H, d, J = 7,5 Hz), hai tin hiéu cua
nhoém oxymethylen xuat hién tai oy 3,69 (1H, dd, J = 12,0, 6,5 Hz) va 3,94 (1H, dd, J
= 12,0, 2,0 Hz). Céac tin hi¢u khac cua phén ta duong cong hudng trong vung do dich
chuyén hoa hoc tir 3,30 ppm dén 3,49 ppm.

Ph6 3C-NMR cua hop chat HT5 xuat hién 12 tin hiéu caa 15 nguyén ti carbon,
4 tin hiéu dic trung cho vong thom dbi xung bac 1 vi vong thom ddi xing truc bac 1
nén c6 2 cap tin hiéu carbon chap vao nhau tai oc 96,2 va 154,8 va hai tin hiéu con lai

tai dc 156,0 va 134,5. Sau tin hiéu carbon cua phan tir duong glucose xuit hién tai ¢
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103,2, 75,0, 78,1, 71,7, 78,4 (5 x CH2) va 62,7 (CHy), tin hiéu caa nhom methoxy
duoc nhan ra tai oc 61,2 va 56,6.

Vé6i két qua phan tich néu trén va két hop so sanh dit liéu phé tai lieu tham
khao, nhan thiy hop chit HT5 va hop chat 3,4,5-trimethoxyphenyl-A-D-
glucopyranoside hoan toan tuong ng vé gié tri phd NMR cta vong thom thé 1,3,4,5
va phan tir duong glucopyranose (Bang 5). Nhu vay, hop chat HT5 duoc xac dinh 1a
3,4,5-trimethoxyphenyl-$-D-glucopyranoside.

Phu luc 2.1.6. Xac dinh cdu tric hep chat HT6

HO

= HMBC

OH

Hinh 6. Cau tric hoa hoc va twong tic HMBC chinh ctia hop chat HT6

* Tinh chdt va théng sé pho:

+ Chat rin vo dinh hinh mau trang;

+ Phé HR-ESI-MS m/z: 317,1478 [M+CI]'

+ Tinh toan Iy thuyét cho cdng thitc CasH3oCIO11: 317,1477

+ S6 lieu phd *H NMR (500 MHz) va 1*C NMR (125 MHz) xem Bang 6 va Phu
luc 3.6.2 va 3.6.3.

Bang 6. S6 liéu pho NMR ctia HT6 va hop chat tham khao

C *oc oc?P on®® (do boi, J = Hz)
1 78,8 79,2 5,82 (1H,d,J=4)5)
2 55,5 56,1 2,96 (1H, m)
4,10 (1H, dd, J = 10,5, 8,0)
3 64,0 64,2
3,68 (*)
1’ 132,9 132,8 -
2 112,3 112,7 6,70 (1H, d,J=2,0)
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3’ 148,2 148,5 -
4' 146,7 146,7 -
5 115,8 115,5 6,65 (1H, d, J =8,0)
6’ 120,8 121,3 6,68 (1H, dd, J = 8,0, 2,0)
1" 131,2 131,5 -
2" 114,6 115,0 6,67 (1H, d,J=2,0)
3" 147,9 148,2 -
4" 146,6 146,1 -
5" 115,7 115,3 6,69 (1H, d, J =8,0)
6" 123,3 123,6 6,57 (1H, dd, J = 8,0, 2,0)
p-D-Glc
1 102,7 101,4 4,17 (1H,d,J=17.,5)
2" 75,3 75,3 3,30 (1H, dd, J = 9,0, 7,5)
3" 79,1 78,3 3,25 (1H, t, J = 9,0)
4 72,6 72,1 3,27 (1H, t, J = 9,0)
5 78,1 77,8 3,19 (m)
6" 63,5 63,1 307 ()
3,90 (1H, dd, J = 12,0, 2,5)
3’-OMe 55,7 56,2 3,66 (3H, s)
3’-OMe 55,7 56,4 3,75 (3H, s)
2methanol-ds, ®125MHz, °500MHz, “tin hiéu bi che lap, #¢ so liéu cua ctia hovetrichoside A do trong
pyridine-ds.

* Phan tich xdc dinh cdu tric:

Hop chat HT6 thu dugc dudi dang chat ran vo dinh hinh mau tring. Trén phd
khdi lwong phan giai cao HR-MS cua hop chat HT6 xuét hién pic ion gia phan tur tai
m/z 317,1478 [M+CI]. Két qua nay phu hop véi sé khéi caa ion [CasHz0011Cl] Vi
tinh toén Iy thuyét 1a 317,1477. Qua dé, cho phép xac dinh cong thirc phan tir cia hop
chat HT6 1a C23H30011 (Vi sai 6 1a 4 = 0,3 ppm).

Trén phd cong huong tir hat nhan proton *H-NMR cua HT6 xuat hién tin hiéu 6
tin hiéu tuong tac theo hé ABX tai Jn 6,68 (1H, dd, J = 8,0, 2,0 Hz), 6,65 (1H, d, J =
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8,0 Hz) va 6,70 (1H, d, J = 2,0 Hz); 6,57 (1H, dd, J = 8,0, 2,0 Hz), 6,69 (1H, d, J = 8,0
Hz) va 6,67 (1H, d, J = 2,0 Hz) chung t6 su ¢6 mit cua hai vong thom thé tai c4c vi tri
1,3,4. Tin hiéu ctia 2 nhém methoxy tai on 3,66 (3H, s), 3,75 (3H, s), tin hiéu cua 1
proton anome tai on 4,17 (1H, d, J = 7,5 Hz) va céc tin hiéu khac cua phén tir dwong co
d6 dich chuyén hoa hoc tir 3,19-3,90 ppm.

Phén tich phd carbon 3C-NMR va HSQC thay xuat hién 23 tin hiéu carbon bao
gém 6 carbon khong lién két truc tiép véi hydro tai 5c 148,5, 148,2, 146,7, 146,1,
132,8 va 131,5; 6 carbon methine cia vong thom & Jc 123,6, 121,3, 115,7, 115,5,
115,0 va 112,7; 2 carbon methine tai oc 79,2, 56,1; 1 carbon oxymethylene tai dc 64,2,
6 carbon cua phan tur duong glucose tai oc 101,4, 75,3, 78,3, 72,1, 77,8 va 63,1; 2
nhém methoxy tai dc 56,4 Va 56,2. So sanh sb lidu véi tai liéu tham khao, nhan thiy
hop chat HT6 tuwong tu nhu hop chat hovetrichoside A.

Tuong tac HMBC giira proton methoxy (dn 3,66) voi C-3' (dc 148,5), dong thoi
c6 su xuat hién tuong tac HMBC gitra proton H-2' (du 6,70) véi C-4' (6c 146,7), gitra
proton H-5' (6w 6,65) véi C-3, gitra proton H-6' (dn 6,68) voi C-4', gitra proton H-1
(61 5,28) Vv6i C-1' (dc 132,8)/C-2' (5c 112,7)/C-6' (5c 121,3) gilp gan chinh xac gia tri
c4c vi tri caa vong A, khang dinh nhém methoxy gan voi vong A tai vi tri C-3' va
vong A lién két truc tiép vai C-1.

Tuong tac gitta H-1 véi C-1"" (dc 101,4) gitp xac dinh phan tir dudng gan voi
vi tri C-1 qua cau oxy. Tuong tac HMBC gitta proton methoxy (du 3,75) v6i C-3 " (dc
148,2), ddng thoi cd sy xuat hién twong tac HMBC giita proton H-2’ (Sn 6.67) véi C-
4" (oc 146,1), gitra proton H-5" (dn 6,69) véi C-1" (oc 131,5)/C-3", gitra proton H-6',
(61 6,57) véi C-4"/C-2" (5c 115,0), gitra proton H-2 (Su 2,96) véi C-1" /C-6"IC-3 (5c
64,2) gilp gin chinh xé&c gia tri cac vi tri cua vong B, khang dinh nhém methoxy gan
véi vong B tai vi tri C-3" va vong B lién két truc tiép vai C-2.

So sanh véi dir liéu cua tai liéu tham khao, chit HT6 c6 cau trac twong tu chat
hovetrichoside A hoic chat hovetrichoside B. Xét gié tri d6 dich chuyén ¢ tai vi tri
C-1, gi4 tri nay twong Gng Vai gia tri dc 78,8 cua cau hinh hop chat hovetrichoside A,
nho hon gié tri dc ciia C-1 (dc 82,3) trong cau hinh cua hop chat hovetrichoside B.

Tir nhitng phan tich trén két hop véi so sanh dit liéu cua tai liéu tham khao, co

thé khang dinh hop chat HT6 dugc xac dinh 14 hovetrichoside A.
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Phu luc 2.1.7. Xac dinh céu trac hep chédt HT7

OCH,

(oo,
0 OCH,
(0]
OH
— HMBC

Hinh 7. Ciu tric héa hoc va cac twong tic HMBC chinh ciia hop chat HT7

* Tinh chdt va théng sé pho:

+ Chat ran mau trang

+ Phé HR-ESI-MS m/z: 496,2024 [M+NHJ]*

+ Tinh toan ly thuyét cho céng thirc C20H34NO13: 496,2030

+ S6 lieu pho *H NMR (500 MHz) va 3C NMR (125 MHz) xem Bang 7 va Phu
luc 3.7.2 & 3.7.3.

Bang 7. S6 liéu phd NMR ctia HT7 va hop chat tham khao

C foc o3P on? (P9 boi, J = Hz)
1 155,2 155,9 -
2,6 95,4 96,3 6,48 (2H, s)
3,5 154,4 154,8 -
4 133,7 134,6 -
3,5-OMe 57,1 56,3 3,84 (6H, s)
4-OMe 61,4 61,2 3,73 (3H, 9)
p-D-Glc
1 102,0 103,0 4,82 (*)
2 74.4 74,9 3,54 (1H, dd, J = 9,0, 7,5)
3 77,7 77,8 3,47 (1H, t, J = 9,0)
& 71,5 71,8 3,36 (1H, t, J = 9,0)
5 76,7 76,9 3,63 (m)
5 68.4 65.1 4,12 (1H, dd, J = 12,0, 1,5)
3,60 (1H, dd, J = 12,0, 3,0)
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a-L-Ara(f)
1” 109,6 109,9 4,94 (1H,d,J=1)5)
2 83,4 83,3 3,98 (1H, dd, J = 3,0, 1,5)
3 78,5 78,9 3,84 (1H, dd, J =9,0, 3,0)
4 85,1 85,8 3,95 (m)
B 3,74 (1H, dd, J = 12,0, 3,0)
5 62,2 63,0
3,62 (*)

Do trong 2methanol-d, 125 MHz, ©500 MHz, “tin hiéu bi lap, #5¢ cua rhyncosede C do trong DMSO-d6

* Phan tich xdc dinh cdu tric:

Hop chat HT7 nhan duoc dudi dang chat ran vo dinh hinh mau tring. Trén phd
khéi lwgng phan giai cao HR-MS cua hgp chat HT7 xuit hién pic ion gia phan tu tai
m/z 496,2024 [M+NH4]*. Két qua nay phi hop vai s6 khéi cia ion [C20H3sNO13]* Vi
tinh toan Iy thuyét 1a 496,2030. Qua dé, cho phép xac dinh cong thirc phan tir cia hop
chat HT7 14 Cao0H30013 Véi sai s6 4 = -1,2 ppm.

Trén pho *H-NMR cua hop chat HT7 xuat hién ¢ ving trudng thap véi tin hiéu
tai on 6,48 (2H, s) goi Y su c6 mat cia mot vong thom thir hai thé tai cac vi tri 1,3,4,5.
Hai phan tir duong dugc nhan dang bai hai tin hiéu proton anome tai o 4,82 va 4,94
(1H, d, J = 1,5 Hz), céc tin hiéu con lai cia hai phan tir dwong xuat hién trong ving co
d6 dich chuyén hda hoc tir 3,36 — 4,11 ppm. Hai tin hiéu singlet cia nhém methoxy tai
on 3,84 (6H, s) va 3,73 (3H, s).

Phd 3C-NMR cuing voi phé HSQC cua hop chat HT7 khang dinh sy ¢6 mat
cua 17 tin hi¢u dac trung cho 20 nguyén tir carbon, trong do 4 tin hi¢u dac trung cho 6
nguyén ti carbon cua mot vong thom thé 1,3,4,5 tai 5c 155,9, 154,8 x 2, 134,6 va 96,3
X 2, 2 tin hiéu cua ba nhém methoxy tai Jc 61,2 va 56,8 x 2. 11 tin hiéu carbon con lai
thudc vé hai phan tr dudng, trong dé hai carbon anome dic trung tai dc 103,1 va 109,9
va hai carbon oximethylen tai dc 68,1 va 63,0. Sy dich chuyén vé phia truong thap hon
cua carbon oximethylen tai dc 68,1 ching to rang nhdm oximethylen nay da duoc gan
vao mot phan tir duong théng qua cau oxy. Su hinh thanh lién két nay con duoc ching
minh bang twong taic HMBC giira proton H-6' (5u 4,12/3,60) ctia phan tir duong thu

nhét voi carbon anome tai dc 109,9. Bong thai ¢6 su xuét hién tuong tic HMBC giita
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proton anome tai dx 4,82 véi C-1 (5¢c 155,9) ctia vong thom thé 1,3,4,5 gitip xac dinh
phan tr duong nay gan véi vong thom thé 1,3,4,5 tai vi tri C-1 qua cau oxy.

Céc gia tri do dich chuyén héa hoc caa vong thom dugc xac dinh nhd cac tuong
tac HSQC va HMBC. Trén pho HSQC, tin hiéu proton H-2 tai on 6,48 tuwong tac véi
carbon C-2 tai dc 96,3 va tuwong taic HMBC cua H-2 véi C-3 (dc 154,4)/C-4 (oc
134,6)/C-1, gitra proton nhom methoxy tai on 3,84 vaoi C-3, C-5, giira proton cia nhom
methoxy tai du 3,73 voi C-4 da khang dinh gié tri twong tng trong vong thom thé
1,3,4,5 va cac nhom methoxy lan lugt gan vao C-3/C-4/C-5 cua vong thom thé 1,3,4,5.
Tuong tu nhu vay, cac gia tri do dich chuyén hda hoc cua proton va carbon con lai
duoc xac dinh chinh xac nho phan tich phé hai chiéu HSQC va HMBC, ddng thoi
khang dinh trat tu ndi gitra hai phan tir dwong véi vong thom duoc chi ra trén Hinh 7.

Véi két qua phan tich néu trén va két hop so sanh dir liéu phd tai liéu tham
khao, nhan thay hop chat HT7 va hop chat rhyncosede C hoan toan twong ung vé gia
tri pho NMR cua vong thom thé 1,3,4,5 va hai phan tir dudng, trong d6 c6 mot duong
arafuranose va mot duong glucopyranose (Bang 7). Nhu vay, hop chat HT7 duoc xéac

dinh la rhyncoside C.

Phu luc 2.1.8. Xac dinh cdu tric hep chat HT8

OCH,

N A 7

OH OH OH OH —>»HMBC

Hinh 8. Cau triic hoa hoc ctia hop chat HT8 va cac twong tac HMBC chinh
* Tinh chdt va thong sé phé:

+ Chat ran vo két tinh mau trang

+ Pho HR-ESI-MS m/z: 496,2025 [M+NHa]*

+ Tinh toan Iy thuyét cho cdng thirc C2oH3sNO13: 496,2030

+ Sb liéu phd 'H NMR (500 MHz) va 3C NMR (125 MHz) xem Bang 8 va Phu
luc 3.8.2 & 3.8.3.
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Bdng 8. S6 liéu phé NMR ciia HT8 va hop chat tham khao

C foc OcP on?C (@0 bdi, J = Hz)
1 156,2 155,9 -
2,6 96,3 96,4 6,48 (2H, s)
3,5 154,8 154,8 -
4 134,6 134,7 -
3,5-OMe 56,7 56,7 3,83 (6H, s)
4-OMe 61,3 61,2 3,72 (3H, s)
p-D-Glc
1 103,2 103,2 4,82 (1H,d, J=7,5)
2 74,9 74,9 3,40 (1H, dd, J=9,0, 7,5)
3 77,9 77,9 3,48 (m)
& 71,6 71,6 3,35 (M)
5 77,0 77,0 3,61 (m)

4,06 (1H, d, J =9,0)

6 688 68,7 3,83 (1H,d,J=9,0)
p-D-Api

1” 110,9 110,9 4,99 (1H,d,J=2,5)
2 77,9 87,9 3,89 (1H, d, J =2,5)
3 80,5 80,5 -

" 3,97 (1H,d,J=95
4 74,9 74,9 3,76 ElH, d,J= 9,5;
5 65,3 65,4 3,57 (1H, s)

smethanol-ds, P125 MHz, ©500 MHz, “tin hiéu bi lap, *dc cua 3,4,5-trimethoxyphenyl -D-apiofuranosyl-
(1"-6")-B-D-glucopyranoside do trong methanol-d4

* Phan tich xdc dinh c4u tric:

Hop chat HT8 thu duoc dudi dang chat ran két tinh mau trang. Trén pho khoi
lwong phan giai cao HR-MS cua hop chat HT8 xuit hién pic ion gia phan tu tai m/z
496,2025 [M+NH4]*. Két qua nay phl hop véi s6 khdi cia ion [C20H3sNO1s]* vai tinh
toan ly thuyét 1a 496,2030. Qua do, cho phép xac dinh cdng thic phan tir caa hop chat
HT8 12 C20H30013 (Vi sai s6 13 4 = -1,0 ppm).

Trén pho *H-NMR cua hop chat HT8 xuit hién ¢ ving trudng thap véi tin hiéu
tai on 6,48 (2H, s) goi y su 6 mat ciia mot vong thom tht hai thé tai cac vi tri 1,3,4,5.

Hai phan tir duong duoc nhan dang baoi hai tin hiéu proton anome tai 6n 4,82 (1H, d, J
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= 7,5 Hz)va 4,99 (1H, d, J = 2,5 Hz), c4c tin hiéu con lai cua hai phan tir duong xuat
hién trong ving c6 do dich chuyén hoa hoc tir 3,35-4,09 ppm. Hai tin hiéu singlet cua
nhom methoxy tai on 3,83 (6H, s) va 3,72 (3H, s).

Ph6 13C-NMR cuing véi phd HSQC cua hop chat HT8 khang dinh sy c6 mit
cua 17 tin hiéu dac trung cho 20 nguyén tir carbon, trong do 4 tin hiéu dac trung cho 6
nguyeén tt carbon cua mot vong thom thé 1,3,4,5 tai d¢ 155,9, 154,8 x 2, 134,7 va 96,4
X 2, 2 tin hiéu cua ba nhém methoxy tai Jc 61,2 va 56,8 x 2. 11 tin hiéu carbon con lai
thudc vé hai phan tir dudng, trong dé hai carbon anome dic trung tai dc 103,1 va 110,9
va hai carbon oximethylen tai dc 74,9, 68,7 va 65,4. Sy dich chuyén vé phia truong
thap hon cua carbon oximethylen tai dc 68,7 chung t6 rang nhom oximetHylen nay d
duoc gan vao mot phan tir duong thdng qua cau oxy. Su hinh thanh lién két nay con
duoc chirng minh bang twong tac HMBC giira proton H-6' (5 4,06/3,83) cuia phan tir
duong thir nhat voi carbon anome tai dc 110,9. Bong thoi ¢6 su xuat hién twong tac
HMBC giita proton anome tai du 4,82 véi C-1 (dc 155,9) cua vong thom thé 1,3,4,5
gitip xac dinh phan tir duong nay gan voi vong thom thé 1,3,4,5 tai vi tri C-1 qua cau
Oxy. Céc gia tri 6 dich chuyén hoéa hoc cua vong thom duoc xac dinh nhd cac twong
tac HSQC va HMBC.

Trén pho HSQC, tin hiéu proton H-2 tai Jon 6,48 tuong tac véi carbon C-2 tai dc
96,4 va tuong tac HMBC cua H-2 véi C-3 (dc 154,8)/C-4 (oc 134,7)/C-1, gitra proton
nhom methoxy tai on 3,83 vai C-3, C-5, gitra proton ctia nhém methoxy tai on 3,72 Vi
C-4 da khang dinh gi4 tri twong ¢ng trong vong thom thé 1,3,4,5 va cac nhoém
methoxy lan luot gan vao C-3/C-4/C-5 cua vong thom thé 1,3.4,5. Tuong tu nhu vay,
cac gia tri do dich chuyén hoa hoc cua proton va carbon con lai dugc xac dinh chinh
x4c nho phan tich phé hai chiéu HSQC va HMBC, ddng thoi khang dinh trat ty ndi
gitra hai phén tr duong vaéi vong thom dugc chi ra trén Hinh 8.

Véi két qua phan tich néu trén va két hop so sanh dix lidu pho tai liéu tham
khao, nhan thiy hop chat HT8 va hop chét 3,4,5-trimethoxypheny! -D-apiofuranosyl-
(1"-6")-B-D-glucopyranoside hoan toan twong ¢tng vé gia tri phd NMR cua vong thom
thé 1,3,4,5 va hai phan ta dudng, trong d6 c6 mot duong apiarafuranose va mot duong
glucopyranose (Bang 8). Nhu vay, hop chit HT8 duoc x4c dinh la 3,4,5-
trimethoxyphenyl-4-D-apiofuranosyl-(1"-6")-5-D-glucopyranoside.
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Phu luc 2.1.9. Xac dinh cdu triac hep chat HT10

HO 5 "

O
HOHO

H,CO

OCH;

Hinh 9. C4u trdc hoa hoc va tuong tac HMBC chinh cta hop chat HT10
* Tinh chdt va théng sé pho:

+ Bot vo dinh hinh mau tring

+ Pho HR-ESI-MS m/z: 557,1793 [M+CI]

+ Tinh toan ly thuyét cho céng thirc [CasHz4Cl011]": 557,1790

+ S6 lieu phd *H NMR (500 MHz) va 1*C NMR (125 MHz) xem Bang 9 va Phu
luc 3.10.2 & 3.10.3.

Bdng 9. S6 liéu pho NMR ciia HT10 va hop chat tham khao

C *oc oc*P on?° (@6 bdi, J = Hz)

1 138,4 138,4 -

2 111,2 111,3 7,05 (1H, d, J = 2,0)

3 150,9 151,0 -

4 147,6 147,6 -

5 118,2 118,1 7,16 (1H, d, J = 8,0)

6 119,4 119,4 6,95 (1H, dd, J = 8,0, 2,0)
7 88,5 88,5 5,57 (1H, d, J = 6,0)

8 55,6 55,7 3,47 (1H, m)
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9 61,5 65,1 3,85 (IH, m)
3,76 (1H, m)
1’ 137,1 137,1 -
2’ 114,3 114,3 6,75 (1H, s)
3’ 145,2 145,3 -
4 147,5 147,5 -
5’ 129,6 129,6 -
6’ 118,0 118,0 6,74 (1H, s)
7’ 32,9 32,9 2,65 (2H, t, J = 6,5)
8’ 35,8 35,8 1,84 (2H, m)
9’ 62,2 62,2 3,59 (2H, t, J = 6,5)
p-D-Glc
17 102,8 102,8 4,90 (1H, d, J = 7.5)
2" 74.4 74,9 3,50 (*)
37 78,2 78,2 3,40 (*)
4 71,3 71,4 3,40 (*)
57 77,8 77,9 3,35 (1H, m)
o | wes | ows | O e e
3-OMe 56,7 56,7 3,85 (3H, s)
3’-OMe 56,8 56,8 3,89 (3H, s)

2methanol-d,, ®125MHz, °5S00MHz, “tin hiéu bi che lap, *dc b liéu cia cua chat tham khao do trong
methanol-da

* Phdn tich xdc dinh cau trac:

Hop chit HT10 ciing nhan duoc dudi dang bot vo dinh hinh mau tring. Trén
pho khéi lugng phan giai cao HR-MS cua hop chat HT10 xuét hién pic ion gia phan tu
tai m/z 557,1793 [M+CI]". Két qua nay phu hop véi s khéi caa ion [C26H34Cl011]" Véi
tinh toan Iy thuyét 1a 557,1790. Qua dé, cho phép xac dinh cong thirc phan tir cia hop
chat HT10 1a C2sHz4011 Vi sai s6 4 = 0,5 ppm.

Trén pho cong huong tir hat nhan proton *H-NMR cua HT10 xuét hién ¢ ving
truong thap véi 5 tin hiéu dic trung cia cac vong thom tir 6,74 — 7,17 ppm. Trong do,
3 tin hiéu twong tac theo hé ABX tai Jn 6,95 (1H, dd, J =8,0, 2,0 Hz), 7,16 (1H, d, J =
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8,0 Hz) va 7,05 (1H, d, J = 2,0 Hz) ching t6 sy c6 mit cua vong thom thé tai cac vi tri
1,3,4, 2 tin hiéu vong thom khéc tai on 6,74 (1H, s), 6,75 (1H, s). tin hié¢u cua 2 nhém
methoxy tai on 3,85 (3H, s), 3,89 (3H, s), tin hi¢u cua 1 proton anome tai on 4,90 (1H,
d, J = 7,5 Hz) va céc tin hiéu khac caa phan ti duong c6 do dich chuyén hoéa hoc tur
3,35 3,87 ppm.

Phan tich phé carbon 3C-NMR va HSQC thay xuét hién 24 tin hiéu carbon bao
gom 7 carbon khéng lién két truc tiép véi hydro tai dc 151,0, 147,6, 147,5, 1453,
138,4, 137,1 va 139,6, 7 carbon methine tai oc 119,4, 118,1, 118,0, 114,3, 111,3, 88,5
va 55,7, 4 carbon methylene tai Jc 65,1, 62,2, 35,8 va 32,9, 6 carbon cia phan tir
duong glucose tai oc 102,8, 74,9, 78,2, 71,4, 77,9, va 62,5, 2 nhom methoxy tai dc
56,8 va 56,7.

Tuong tac HMBC gitra proton methoxy (o 3,85) vdi C-3 (dc 151,8), gitra
proton H-2 (0w 7,05) voi C-4 (oc 147,6), gitta proton H-5 (on 7,16) véi C-3/C-1 (dc
138,4), gitra proton H-6 (on 6,95) vai C-4/C-2/C-1, gitra proton anome H-1" (dn 4,90)
véi C-4 gilp gan chinh xé&c gia tri cac vi tri cia vong thé 1,3,4, khang dinh nhom
methoxy gan véi vong thom nay tai vi tri C-3 va phan tar duong gan vao vi tri C-4,
Tuong tac HMBC gitra proton methoxy (Jn 3,89) véi C-3' (oc 145,3), gitra proton H-6’
(0on 6,67) voi C-7' (oc 32,9), gitta proton H-7 (on 5,57) véi C-1/C-8 (dc 55,7)/C-9 (dc
65,1)/C4" (5c 147,5)/C-5'(5c 129,6), giita proton H-7, (on 2,65) véi C-4'/C-2'(5c
114,3), gitra proton H-9' (0w 3,59) voi C-8' (oc 35,8)/C-7', gitra proton H-8' (on 1,84)
véGi C-1' (dc 137,1) gilip gén chinh xé&c gia tri cac vi tri tir C-7 dén C-9, tir C-1’ dén C-
9’ va khang dinh nhdm methoxy gan véi vong thom tai vi tri C-3'.

Tur nhitng phan tich trén két hop véi tai liéu tham khao, c6 thé thay rang hop
chait HT10 duoc xac dinh c6 ciu tric twong doéng véi cic hop chat
dihydrodehydrodiconeferyl alcohol 4-O-g-D-glucopyranoside. Tién hanh do phdé CD
cia hop chat nghién ciu, so sanh véi phéd CD cia cic hop chat
dihydrodehydrodiconeferyl alcohol 4-O-4-D-glucopyranoside, thdy ring phd CD cuia
chat HT10 twong dong v6i phd CD cua 7R,8S-dihydrodehydrodiconeferyl alcohol 4-
O-p-D-glucopyranoside.

Nhu vay, hop chat HT10 la 7R,8S-dihydrodehydrodiconeferyl alcohol 4-O-4-

D-glucopyranoside.
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Phu luc 2.2. Phan tich xac dinh cac hep chat phan lap tir loai Ban tay ma dé (H.
terminalis)

Phu luc 2.2.1. Xac dinh céu trac hep chédt HL1

Hinh 10. C4u trac héa hoc cta hop chat HL1 va cac tuong tac HMBC chinh

* Tinh chdt va théng sé pho:
+ Chat dau khdng mau
+ Ph6 HR-ESI-MS m/z: 343,2628 [M-H]
+ Tinh toan Iy thuyét cho cdng thirc [CasHss0,]": 343,2637
+ S4 lieu phd tH-NMR (500 MHz) va 3 C-NMR (125 MHz) xem Bang 10 va
Phu luc 2.11.2 & 2.11.3.
Bang 10. S6 liéu phd NMR ctia hop chat HL1 va hop chat tham khao

C #oc ocP on?C (@6 bdi, J = Hz)
1 156,6 159,3 -

2 100,1 101,0 6,14 (t, J = 2,0)

3 156,6 159,3 -

4 108,0 107,9 6,10 (t, J = 2,0)

5 146,1 146,3 -

6 108,0 107,9 6,14 (t, J = 2,0)

1 35,8 37,0 2,46 (t,J = 7,5)

2 31,0 32,7 1,59 (m)

3 29,2 30,3 1,35 (m)

PL32



x 29,2 30,5 1,35 (m)

5 29,3 30,5 1,35 (m)

6 29,4 30,5 1,35 (m)

7 27,2 28,2 2,07 (dt, J=7,0, 7,0)
g 130,1 130,9 5,36 (M)

g 127,9 129,1 5,36 (M)

10 25,6 26,5 2,80 (t, J = 6,5)

11 128,0 129,1 5,36 (M)

12 130,2 130,9 5,36 (M)

13 27,2 28,2 2,07 (dt, J=7,0, 7,0)
14 29,6 30,7 1,35 (m)

15 31,5 32,7 1,32 (m)

16 22,5 23,6 1,34 (m)

17 14,3 14,4 0,92 (t, J = 7,0)

2methanol-ds, °125MHz, ®500MHz, *dc s6 liéu cua hop chat (8'Z,11'Z)-5-(heptadeca-8',11'-
dienyl)benzene-1,3-diol do trong chloroform-d,

* Phan tich xdc dinh cdu tric:

Hop chat HL1 ciing thu duoc tir phan dich chiét ethyl acetate dudi dang chat
dau khong mau sau khi tién hanh phan 1ap qua céc cot sic ky pha thuong, pha dao va
HPLC diéu ché. Trén pho khéi lugng phan giai cao HR-MS cua hop chat HL1 xuat
hién pic ion gia phan tir tai m/z 343,2628 [M-H]- (tinh toan Ii thuyét cho cong thuc
phan tir Ca3Has02: 343,2637) cho phép xéac dinh cong thac phan tir cua hop chat HL1
la C23H3602 V6i sai s6 4 = -2,6 ppm.

Ph6 'H-NMR cua hop chat HL1 xuat hién cac tin hiéu cta 3 proton vong thom
c6 d6 dich chuyén hda hoc tir 6w 6,10-6,14 ppm, tin hiéu cua hai nbi déi ngoai vong
Xuat hién vé phia trudng cao (du 5,36) so v4i vong thom, 1 tin hiéu methyl triplet tai
Sn 0,92, cac tin hiéu CHz con lai duge xac dinh trong khoang dn 1,29-2,80. Phd 13C-
NMR va HSQC cua hop chat HL1 khing dinh sy ¢6 mat cua vong thom thé 1,3,5 tai

dc 159,3 x 2, 107,9 x 2 va 146,3, 101,0 , hai ndi doi duoc khang dinh tai dc 130,9 x 2,
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129,1 x 2, mot mach dai gom 12 nhém CHz va mot nhém CHs. Bén gid tri do dich
chuyén héa hoc cua hai nbi doi nay rat gan nhau nhung lai khong bi chap thanh hai cap
tin hiéu, chang té ching khong hoan toan dbi xang ma chi nim & vi tri rat gan doi
Xung.

Trén phd HMBC xuét hién tuong tac gitta H-1' véi C-4/C-5/C-6/C-2' va giira
H-4 v&i C-1' giup xac dinh lan luot vi tri C-1' va C-2". Viéc xac dinh vj tri caa hai noi
d6i dugc xac dinh théng qua twong tac trén phd hai chiéu HSQC va HMBC. Truéc hét,
trén phd 'H-NMR xuat hién tin hiéu 'H tai H-10" (dc 2,80), trong khi d6 trén pho
HSQC lai x4c dinh tin hiéu nay 1a caa mot nhdm CHa. Do d6, nhém CHa ndy phai nam
& Vi tri giita cua mach dai. Mat khac, pho HMBC ciing xuét hién tuong tac rat ro gitra
cac proton ciia nhém CH2 nay vai carbon cua néi doi tai H-8', H-12 (6c 130,9) va H-
o', H-11' (6c 129,1) va trén phé COSY xuét hién tuong tac gitra H-9'-H-10'-H-11".
Nhu vay hai ndi d6i nay phai nam ngay canh nhém methylene giita mach. Tuong tac
HMBC giita H-7' véi C-8/C-9, gitta H-13' véi C-11/C-12' va tuong thc COSY giira
H-7' véi H-8', gita H-13' véi H-12' gitip xéc dinh gié trj tai vi tri C-7' va C-13'. Tuong
tdc HMBC gitra H-17' vai C-16'/C-15’, gitra H-13' vai C-15' gilp xac dinh dugc vi tri
C-13, C-14', C-15, C-16', C-17'. bay la 1 bén nhanh gé)m 4 nhén CH2 va 1 nhom CHs
dau mach. Pho khéi luong phan giai cao khing dinh cdng thicc phan tir caa hop chat
HL1 12 C23H3602. Nhu vay, trir 6 carbon ciia vong thom thi mach dai van gom 17C véi
nhom CH: kep gitra hai ndi doi va ¢ vi tri trung tdm ctia nhanh mach dai va 1 bén
nhém gom 4 nhém CHz va 1 nhém CHs dau mach. Theo d6, bén mach dai con lai 1a
mot nhanh ¢6 7 nhdm CH.. Piéu niy da tao ra cac cap tin hiéu caa ndi doi khong
gidng nhau hoan toan nhu ciia mot phan tir dbi xang.

Tir cac két qua phan tich trén két hop véi so sanh tai liéu tham khao, hop chat
HL1 c6 cau tric hoan toan phi hop véi cau tric cua hop chat (8'Z,11'Z)-5-(heptadeca-
8',11'-dienyl)benzene-1,3-diol. Viéc gan céc gié tri dich chuyén hoa hoc cua hop chit
HL1 véi két qua tham khao da cong bé cho hop chét (8'Z,11'2)-5-(heptadeca-8',11'-
dienyl)benzene-1,3-diol ciing khiang dinh thém diéu nay.

Nhu vay c6 thé khang dinh rang hop chat HL1 duoc xac dinh 1a (8'2,11'2)-5-
(heptadeca-8',11'-dienyl)benzene-1,3-diol.
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Phu luc 2.2.2. Xac dinh céu trac hep chdt HL2

Hinh 11. C4u trac héa hoc va trong tac HMBC chinh cta hop chat HL2

* Tinh chdt va thong sé pho:
+ Chat bot mau trang, vo dinh hinh
+ Phé HR-ESI-MS m/z: m/z 451,2791 [M+Na]*
+ Tinh toan ly thuyét cho céng thirc [C27Ha00sNa]*: 451,2824
+ S6 lieu pho H-NMR (500 MHz) va BC-NMR (125 MHz) xem Bang 11 va
Phu lyc 3.12.2 & 3.12.3.
Bang 11. S6 liéu pho NMR cua hop chat HL2 va hop chat tham khao

C *oc ocP on?C (@6 bdi, J = Hz)
1 160,7 162,2 -

2 98,7 99,7 6,19 (t, J = 2,0)
3 156,4 159,3 -

4 107,9 109,0 6,24 (t, J =2,0)
5 145,8 146,4 -

6 106,8 106,6 6,24 (t, J = 2,0)
1 156,6 159,3 -

2 100,1 101,0 6,10 (t, J = 2,0)
3 156,6 159,3 -

4 108,0 108,0 6,14 (t, J = 2,0)
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5 146,2 146,4 -
6 108,0 108,0 6,14 (t, J = 2,0)
1" 36,0 37,1 2,49 (t,J = 7,5)
2" 31,1 32,4 1,58 (m)

3" 29,2-29,6 30,3 1,33 (m)
4 29,2-29,6 30,6 1,30 (m)
5 29,2-29,6 30,7 1,30 (m)
6" 29,2-29,6 30,7 1,30 (m)
7" 29,2-29,6 30,7 1,30 (m)
8" 29,2-29,6 30,7 1,30 (m)
9" 29,2-29,6 30,7 1,30 (m)
10" 29,2-29,6 30,7 1,30 (m)
11" 29,2-29,6 30,6 1,30 (m)
12" 29,2-29,6 30,3 1,33 (m)
13" 31,1 32,4 1,58 (m)
14" 35,8 37,0 2,45 (t, J = 7,5)
1-OMe 55,2 55,5 3,74 (s)

2methanol-ds, °125MHz, ®500MHz, *dc s6 liéu cua cua bisgravillol do trong chloroform-d;

* Phan tich xdc dinh cdu tric:

Hop chit HL2 nhan dugc tir phan dich chiét ethyl acetate duéi dang chét bot
mau trang vo dinh hinh. Trén pho khdi luong phan giai cao HR-MS ciia hop chat HL2
Xuat hién pic ion gia phan tu tai m/z 451,2791 [M+Na]*. Két qua nay phu hop vai s6
khi ciia ion [C27H400sNa]* vai tinh toan ly thuyét 12 451,2824. Qua dé, cho phép xac
dinh cong thuc phan tir cua hop chat HL2 13 Co7H 4004 véi sai s6 4 = -7,3 ppm.

Ph6 'H-NMR cua hop chat HL2 xuat hién tin hiéu caa 6 proton vong thom tai
61 6,24 (2H, dd, J = 2,0, 2,0 Hz), 6,19 (LH, dd, J = 2,0, 2,0 Hz), 6,14 (2H, d, J = 2,0
Hz), 6,09 (1H, t, J = 2,0 Hz). Tin hiéu caa mot nhém methoxy tai dn 3,74, tin hiéu cua
14 nhém CH, xuét hién tai 6u 2,50 (2H, t, J = 7,5 Hz), 2,45 (2H, t, J = 7,5 Hz), 1,59
(4H, m), 54 1,30-1,33 (20H).
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Pho6 13C-NMR cuing véi phé hai chiéu HSQC khang dinh rd thém sy c6 mit cua
hai vong thom va moét manh thang ndi hai vong thom véi nhau qua 14 nhém CH;
mach dai vi khdng c6 nhém methyl nao. Xem xét tinh dbi xang cia hai vong thom
thdng qua phd 'H-NMR ciing nhu sé lugng vach carbon trén phd 1*C-NMR cho thay
hai vong thom déu bj thé kiéu 1,3,5, trong d6 mot vong c6 mot nhém methoxy.

Do d6, hop chat HL2 duoc dy doan 1a bisgravillol c6 cdng thic phan tir 12
Ca7H4004. Két qua phd khdi lwong phan giai cao cho thiy su xuat hién pic ion m/z
451,2791, hoan toan phu hop véi két qua tinh toan Iy thuyét cho cong thic
Ca7H400sNa: 451,2824. Viéc géan cac gia tri ¢o dich chuyén héa hoc cua cua hop chat
HL2 duoc tham khao két qua cong bd cho hop chét bisgravillol va phan tich truc tiép
pho NMR cua hop chat nay. Ngoai ra, két qua xac dinh cau tric cling nhu gan cac gia
tri phd con duge xac dinh dua vao pho NMR hai chiéu HSQC va HMBC.

Vay hop chat HL2 duoc khang dinh 12 bisgravillol, hop chét c6 tén khoa hoc 1a
5-(14-(3-hydroxy-5-methoxyphenyl)tetradecyl) benzene-1,3-diol.

Phu luc 2.2.3. Xac dinh céu trac hep chédt HL3
OCH, OH

4 I 3 5 7 10" 12' 14 16' 6"
OCHj, OH

o w /7(‘\ ~ vgal on
\ 4 ;

— » HMBC
Hinh 12. Céu tric hoa hoc va twong tic HMBC chinh cua hop chat HL3

* Tinh chdt va thong sé phé:
+ Chat dau khong mau
+ Phd HR-ESI-MS m/z: 477,2948 [M+Na]*
+ Tinh toan Iy thuyét cho cdng thirc [C2oH1204Na]*: 477,2981
+ S6 lieu pho H NMR (500 MHz) va C NMR (125 MHz) xem Bang 12 va
Phu luc 3.13.2 & 3.13.3.
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Bang 12. S6 liéu phd NMR cua HL3 va hop chit tham khao

C *oc OcP on?C (@0 bdi, J = Hz)

1 158,5 159,2 -

2 98,5 99,7 6,19 (t, J = 2,0 Hz)

3 161,0 162,2 -

4 105,4 106,6 6,24 (d, J = 2,0 Hz)

5 145,1 146,4 -

6 107,7 109,0 6,24 (d, J = 2,0 Hz)

i 36,0 37,1 2,49 (t, J=7,5 Hz)

2 31,3 32,4 1,57 (m)

3 28,7 30,2 1,33 (m)

& 29,0 30,6 1,33 (m)

5 29,1 30,8 1,33 (m)

6 29,4 30,5 1,33 (m)

7 26,9 28,1 2,03 (m)

g 129,8 130,8 2,44 (dd, J = 5,5, 5,0 Hz)

e} 129,8 130,8 2,44 (dd, J = 5,5, 5,0 Hz)

10 26,9 28,1 2,03 (M)

11 28,7 30,5 1,33 (m)

12 29,0 30,8 1,33 (m)

13 29,1 30,6 1,33 (m)

14 29,4 30,2 1,33 (m)

15 31,3 32,4 1,57 (m)

16 36,0 37,0 2,44 (t, =75 Hz)

1" 145,1 146,4 -

2" 106,9 108,6 6,15 (d, J = 2,0 Hz)

3" 158,5 159,2 -

4" 100,2 101,0 6,11 (t, J = 2,0 Hz)

5" 158,5 159,2 -

6" 106,9 108,6 6,15 (d, J = 2,0 Hz)
1-OMe 54,6 55,5 3,73 (s)

®methanol-d4, °125MHz, ©5S00MHz, #5¢c sb liéu cua ctia oncostemonol D do trong acetone-ds
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* Phdn tich xdc dinh c4u tric:

Hop chiat HL3 thu duoc tir phan dich chiét ethyl acetate dudi dang chét dau
khong mau sau khi tién hanh phan lap qua cac cot sic ky pha thuong, pha dao va
HPLC diéu ché. Trén phd khdi lwong phan giai cao HR-MS cua hop chat HL3 xuat
hién pic ion gia phan tir tai m/z 477,2948 [M+Na]*. Két qua nay phu hop véi sb khdi
cua ion [C2oH4204Na]* vai tinh toan ly thuyét 1a 477,2981. Qua d6, cho phép xac dinh
cong thirc phan tir cia hop chat HL3 12 CagH4204 véi sai s6 4 = -6,9 ppm.

Ph6 'H-NMR cua hop chat HL3 xuat hién céc tin hiéu cia 6 proton vong thom
c6 @6 dich chuyén hoa hoc tir 5u 6,10-6,25 ppm, tin hiéu cia mot ndi doi xuét hién vé
phia truong cao hon (6x 5,35) o véi vong thom, tin hiéu cua mot nhom methoxy duoc
nhan ra tai on 3,93 (3H, s), cac tin hiéu CHz con lai dugc xac dinh tai on 2,49 (4H, m),
2,04 (4H, m), 1,55 (4H, m), 1,31 (16H, chdng lap vao nhau).

Pho6 13C-NMR cua hop chat HL3 khang dinh sy c6 mat caa hai vong thom, mot
ndi do6i va mot mach dai gom 14 nhdm CHa. Phan tich ky ludng su tach vach tuong tac
ctia cac proton cua hai vong thom véi hang sb twong tac nho (J = 2,0 Hz) va tinh dbi
xung cua vong thom khi tin hiéu tai dn 6,15 c6 cuong do tich phan tuwong ung la 2H,
trong khi d6 tin tin hiéu nay xuat hién trén pho HSQC chi c6 tuong tac véi mot gid tri
carbon tai dc 108,0, ciing nhu cuong do pic carbon nay cao gap doi cac tin hiéu CH
kh&c chung to su chap nhau do tinh d6i xing cua vong thom nay.

Ngoai ra, tin hiéu carbon khdng ndi voi nguyén tir H nao xuat hién tai dc 159.2
c6 cudng do tich phan cao gap doi so véi carbon bac bn khac chieng to pic nay 1a cua
2C chap nhau cua vong thom d6i xang thé 1,3,5. O vong thom tht hai, do su c6 mat
ctia mot nhém methoxy da 1am cho vong nay khong con dbi xieng hoan toan nira. O d6
cac gi4 tri do dich chuyén hoa hoc cua hai carbon néi véi nhém OH va OCHs d3 khéac
nhau (dc C-OH: 159,2; c C-OCHzs: 162,2, dugc xac dinh nho tuong taic HMBC cua
proton nhém methoxy tai dn 3,73 véi carbon tai dc 162,2). Vi tri caa mot ndi d6i duy
nhat duoc xac dinh nam gitra mach dai do sy xuat hién cua hai proton nbi doi nhung
chi c6 mot pic tai Jdn 5,35 (2H, m), boi vi néu ndi d6i nam khac di, ttc 1a 1éch khoi vi
tri d6i xung tuwong ddi thi hai proton cua ndi doi nay s& cong huong ¢ cac do dich
chuyén hoa hoc khac nhau. Piéu nay con dwoc ching té & hon théng qua phd 3C-
NMR va HSQC khi ma tin hiéu tai dc 130,8 vira ¢6 cuong do cao hon cac pic khac,
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vira tuong tng ¢6 pic HSQC vaéi chi mot tin hiéu proton tai Jc 5,35 (2H) chang to
chdng bi chap vao nhau. Néi d6i c¢6 cau hinh Z bai hing sé twong tac J caa proton ndi
d6i kha nho (J = 5,0 Hz).

Véi cac phan tich néu trén, hop chat HL3 du doan c6 cong thic phan tir 1a
C29H1204 va ¢6 khéi lwgng phan tar M = 454, Nhan dinh nay da dugc chirng minh bang
phé khdi HR-MS véi su xuat hién pic ion m/z 477,2948, hoan toan phi hop véi két
qua tinh toan Iy thuyét cho cong thiic CogHa204Na: 477,2981 véi sai s6 1a -7 ppm.

Nhu vay, hop chat HL3 dugc xac dinh la (Z)-5-(16-(3-hydroxy-5-
methoxyphenyl)hexade-8-en-1-yl) hay la 1-(3,5-dihydroxyphenyl)-16-hydroxy-5-
methoxyphenyl)-8-hexedecene, mot hop chét thuoc 16p chat alkylresorcinol véi tén
goi khac 1a oncostemonol D. Két qua so sanh cac gia tri pho NMR cta HL3 ciing hoan
toan phu hop véi cac dir lieu phd NMR tuong ung di cong bé cho hop chat
oncostemonol D trong dung mdi acetone-ds.

Phu luc 2.2.4. Xac dinh cdu tric hep chdt HL4

Hinh 14. C4u trac héa hoc va tuong tac HMBC chinh cta hop chit HL4

* Tinh chdt va théng sé pho:

+ Chat dau mau vang

+ Pho HR-ESI-MS m/z: 461,2650 [M+Na]*

+ Tinh toan Iy thuyét cho cong thirc [CasHasO4Na]*: 461,2668

+ S6 lieu phd H-NMR (500 MHz) va 3C-NMR (125 MHz) xem Bang 13 va
Phy luc 3.14.2 & 3.14.3.
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Bang 13. S6 liéu phd NMR ctia hop chat HL4 va hop chat tham khao

C *oc ocP on?C (40 bdi, J = Hz)
1 146,2 146,4 -

2 107,9 107,9 6,14 (t, J = 2,0)
3 159,3 159,3 -

4 101,0 101,0 6,10 (t, J = 2,0)
5 159,3 159,3 -

6 107,9 107,9 6,14 (t, J = 2,0)
1 146,2 146,2 -

2 107,9 107,9 6,14 (t, J = 2,0)
3 159,3 159,3 -

& 101,0 101,0 6,10 (t, J = 2,0)
5 159,3 159,3 -

6 107,9 107,9 6,14 (t, J = 2,0)
1" 37,0 37,0 2,46 (t, J = 6,5)
2" 32,4 32,4 1,60 (m)

3" 30,3 30,3 1,36 (m)

4" 30,7 30,7 1,42 (m)

5 28,0 28,2 2,08 (M)

6" 129,2 129,2 5,32-5,34 (m)
7" 131,0 131,0 5,32-5,34 (m)
8" 26,6 26,7 2,79 (t, J = 6,0)
9" 130,8 130,8 5,32-5,34 (m)
10" 129,0 129,0 5,32-5,34 (m)
117 28,2 28,0 2,08 (m)
12" 30,7 30,7 1,42 (m)
13" 30,5 30,5 1,36 (m)
14" 30,3 30,3 1,36 (m)
15" 32,0 31,9 1,60 (m)
16" 36,8 36,8 2,46 (t, J = 6,5)

®methanol-ds, °125MHz, ©5S00MHz, #5¢c sb liéu cua grevirobstol A do trong methanol-ds
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* Phdn tich xdc dinh c4u tric:

Hop chit HL4 ciing thu duoc tir phan dich chiét ethyl acetate duéi dang chat
dau mau vang sau khi tién hanh phan 1ap qua cac cot sic ky pha thuong, pha dao va
HPLC diéu ché. Trén phé khdi lwong phan giai cao HR-MS cua hop chat HL4 xuit
hién pic ion gia phan tir tai m/z 461,2650 [M+Na]*. Két qua nay phu hop véi sb khdi
cua ion [CzsH3s04Na]* Vi tinh toan ly thuyét 1a 461,2668. Qua do, cho phép xac dinh
cong thirc phan tir cia hop chat HL4 12 CagH4204 véi sai s6 4 = -3,9 ppm.

Ph6 H-NMR cua hop chat HL4 xuat hién céc tin hiéu cia 3 proton vong thom
c6 @6 dich chuyén héa hoc tir 5u 6,10-6,15 ppm, tin hiéu caa mot ndi d6i ngoai vong
xuat hién vé phia truong cao (Su 5,36), cac tin hiéu CH2 con lai duoc xac dinh trong
khoang on 1,20-2,85.

Pho 8C-NMR cua hop chat HL4 khang dinh sy c6 mat cia hai vong thom,
trong d6 hai vong thom nay giéng nhau va ciing c6 truc dbi xiang bac hai boi 4 cap céc
tin hiéu bi chap vao nhau timg do6i mot, hai néi d6i duoc khiang dinh tai dc 131,0,
130,8, 129,2 va 129,0 va mot mach dai gdm 12 nhdm CH.. Bén gia tri do dich chuyén
hoa hoc cua hai ndi doi nay rat gan nhau nhung lai khong bi chap thanh hai cip tin
hiéu, chitng t6 chling khong hoan toan ddi xing ma chi nam & vi tri rat gan déi xang.

Viéc xac dinh vi tri cta hai ndi d6i dugc xac dinh thong qua twong tac trén phd
hai chiéu HSQC va HMBC. Trudc hét, trén pho *H-NMR xuét hién tin hiéu H tai dc
2,79, trong khi d6 trén phd HSQC lai x4c dinh tin hiéu nay la caa mot nhém CHa. Nhu
vay nhom CH, nay phai nam ¢ vi tri gitra cua mach dai. Mat khac, trén phd HMBC
Xuat hién twong tac rat rd giira cac proton cia nhdm CHa nay vai carbon cua ndi doi tai
dc 131,0, 130,8, 129,2 va 129,0. Do do, hai ndi d6i nay phai nam ngay canh chém
methylen gitra mach.

Ngoai ra, phd khdi lwong phan giai cao khang dinh cong thirc phan tir ciia hop
chat HL4 14 CasH3s04. Theo d6, trir 12 carbon cua hai vong thom thi mach dai van
gom 16C vai nhém CHa kep giira hai ndi doi va o vi tri trung tam caa nhanh mach dai.
Nhu vay, hai b&n mach dai gém mot nhanh c6 6 nhdm CHa con bén kia chi con 5
nhém CH,. Diéu nay di tao ra cac cap tin hiéu cua ndi doi khong gibng nhau hoan
toan nhu ctia mot phan tir ddi xtng. Hai ndi d6i nay c6 cau hinh Z bai hing sé twong
tac J cua cac proton ndi d6i nay rat nhé (J = 6,0 Hz), twong tu nhu hop chat
grevirobstol A.
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Viéc géan céc gié tri do dich chuyén hoa hoc duoc xac dinh truge hét tham khao
cac gia tri twong ung ctia hop chat grevirobstol A, sau d6 kiém tra lai bang phé HSQC
va HMBC. Cac twong tac HMBC chu yéu duoc chi ra trén Hinh 14. Két qua cho thay
bo dix liéu cua hai hop chat nay 1a rit twong dong. Tir két qua phan tich néu trén, hop
chat HL4 duoc xac dinh 1a grevirobstol A, mét hop chét thuoc nhém phenolic kiéu

alkenylresorcinol di biét, duoc tach tir cay Grevillea robusta nim 2000.

Phu luc 2.2.5. Xac dinh céu trac hep chédt HL5

Hinh 14. C4u trac héa hoc va turong tac COSY, HMBC chinh cta hop chat HL5

* Tinh chdt va théng sé pho:
+ Chat dau khong mau
+ Pho HR-ESI-MS m/z: 437,2637 [M+Na]*
+ Tinh toan Iy thuyét cho cdng thirc [CasHssOaNa]*: 437,2668
+ S6 lieu pho H-NMR (500 MHz) va C-NMR (125 MHz) xem Bang 14 va
Phu lyc 3.15.2 & 3.15.3.
Bang 14. S6 liéu phd NMR ctia hop chat HL5 va hop chat tham khao

C *oc OcP on?C (@6 bdi, J = Hz)
1 159,4 159,3 -

2 101,1 101,0 6,01 (t, J = 2,0)

3 159,4 159,3 -

4 108,1 108,0 6,14 (t, J = 2,0)
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5 146,5 146,4 -
6 108,1 108,0 6,14 (t, J = 2,0)
X 159,4 159,3 -

> 101,1 101,0 6,01 (t, J = 2,0)
3 159,4 159,3 i

& 108,1 108,0 6,14 (t, J = 2,0)
5 146,5 146,4 -

6 108,1 108,0 6,14 (t, J = 2,0)
1" 37,1 37,0 2,45 (t, J = 7,5)
2" 32,5 32,4 1,58 (m)

3" 30,4-30,6 30,3 1,33 (m)

4 30,4-30,6 30,6 1,33 (m)

5" 30,4-30,6 30,7 1,33 (m)

6" 30,7 30,8 1,33 (m)

7" 30,8 30,8 1,33 (m)

8" 30,9 30,8 1,33 (m)

9" 30,7 30,8 1,33 (m)
10" 30,4-30,6 30,7 1,33 (m)
11" 30,4-30,6 30,6 1,33 (m)
12" 30,4-30,6 30,3 1,33 (m)
13" 32,6 32,4 1,58 (m)
14" 37,1 37,0 2,45 (t,J = 7,5)

methanol-d,, "125MHz, ©5S00MHz, #dc s liéu cua 5,5'-(hexadecane-1,16-diyl)bis(benzene-
1,3-diol) do trong acetone-ds

* Phan tich xdc dinh cdu tric:

Hop chat HL5 ciing thu duoc tir phan dich chiét ethyl acetate dudi dang chat
dau khéng mau sau khi tién hanh phan lap qua cac cot sic ky pha thuong, pha dao va
HPLC diéu ché. Trén pho khdi lugng phan giai cao HR-MS cua hop chat HL5 xuat
hién pic ion gia phan tir tai m/z 437,2637 [M+Na]*. Két qua nay phu hop véi s khdi
cua ion [CasH3s0sNa]*véi tinh toan ly thuyét 1a 437,2668. Qua d6, cho phép xac dinh
cdng thie phan tir caa hop chat HL5 1a CooH4204 véi sai s6 4 = -7,1 ppm.
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Ph6 H-NMR cua hop chat HL5 xuat hién céc tin hiéu cua 3 proton vong thom
thé 1,3,5 va c6 tinh d6i xang truc bac hai boi hai proton chap nhau tai o 6,14 (2H) va
mot proton tai on 6,01.

Két qua pho 3C-NMR ciing khing dinh rd sy c6 mit caa vong thom thé 1,3,5
véi sy xuat hién cua 4 tin hiéu carbon vong thom duy nhét tai dc 159,3 (C), 146,4 (C),
108,0 (CH) va 101,0 (CH). Ph6 *C-NMR cua HL5 tuong ty phd BC-NMR cua hop
chét 5,5'-(hexadecane-1,16-diyl)bis(benzene-1,3-diol).

Chiéu dai mach gom 14 nhom methylen dugc xac dinh bang phd khéi luong
phan giai cao. Két qua phd HR-MS cho pic ion gia phan tir tai m/z 437,2637, két qua
tinh toan ly thuyét cho cong thirc CosHasOaNa: 437,2668. Do d6, cong thic phan ti
ciia HL5 chinh xac 12 C26Hss04, khang dinh mach dai gém 14 nhém methylen. Nhu
vay, hop chat HLS5 chinh 1a 5,5'-(hexadecane-1,14-diyl)bis(benzene-1,3-diol), mot hop
chat da biét tr nam 1999. Tuy nhién, day 1a lan dau tién hop chét 5,5'-(hexadecane-
1,14-diyl)bis(benzene-1,3-diol) dugc phén lap tr cay Ban tay ma doé (Heliciopsis
lobata).

Phu luc 2.2.6. Xac dinh céu trac hep chét HL6
Trung véi hop chat HT1 (Xem hop chat HT1)

Phu luc 2.2.7.. Xac dinh cdu tric hep chat HL7

Hinh 15. CAu tric hoa hoc va trong tac HMBC chinh cua hop chat HL7

* Tinh chdt va théng sé pho:

+ Chat ran mau vang nhat

+ Phé HR-ESI-MS m/z: 319,0810 [M-H]

+ Tinh toan Iy thuyét cho cong thirc [C1sH1507]": 319,0818

+ S6 lieu phd H-NMR (500 MHz) va C-NMR (125 MHz) xem Bang 15 va
Phu luc 3.16.2 & 3.16.3.
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Bang 15. S liéu phd NMR cua hop chat HL7 va hop chat tham khao

C #oc ocab Or3C (d bdi, J = Hz)
2 82,25 82,6 4,58 (1H, d, J = 7,0)
3 68,06 68,7 3,99 (1H, m)
. 2822 80 2,81 (1H, dd, J = 16,5, 5,5)
2,53 (1H, dd, J = 16,5, 8,0)
5 157,15 157,8 -
6 96,06 96,4 5,95 (1H, d, J = 2,5)
7 157,08 157,6 -
8 95,27 95,5 5,90 (1H, d, J = 2,5)
9 156,44 156,7 -
10 100,32 100,7 -
1’ 136,17 136,7 -
2 107,22 107,4 6,44 (1H, s)
3’ 150,95 151,6 -
4 135,66 136,4 -
5 150,95 151,6 -
6 107,22 107,4 6,44 (1H, s)
4-OMe 60,47 60,7 3,81 (3H, s)

*methanol-ds, °125MHz, ®500MHz, #5¢ s liéu cua cua 4'-O-methyl-ent-gallocatechin
do trong methanol-ds do trong acetone-ds

* Phdn tich xdc dinh cau trac:

Hop chat HL7 thu duoc dudi dang chat rin mau vang nhat. Trén phd khdi
lugng phan giai cao HR-MS cuaa hop chat HL7 xuat hién pic ion gia phan tir tai m/z
319,0810 [M-H]". Két qua nay phu hop vai sé khi cua ion [CisH1507]" véi tinh toan ly
thuyét 1a 319,0818. Qua d6, cho phép xac dinh cong thac phan tir cia hop chat HL7 1a

C16H1607 Vi sai s6 4 = -2,5 ppm.
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Trén pho cong huong tir hat nhan proton *H-NMR cuia hop chat HL7 xuat hién
tin hiéu singlet tai on 6,44 Vi cudng do tich phan twong tng voi 2H cho thay su c6
mat cia mot vong thom thé tai 4 vi tri va c6 truc d6i xing bac, 2 tin hiéu cua vong
thom tai cac gia tri on 5,95 (1H, d, J = 2,5 Hz), 5,90 (1H, d, J = 2,5 Hz) va tin hi¢u
nhom methoxy tai on 3,81 (3H, s).

Phén tich phd carbon 3C-NMR thiy xuat hién 14 tin hiéu cua 16 nguyén tu
carbon bao gém 8 carbon khong lién két truc tiép véi hydro tai dc 157,8, 157,6, 156,7,
151,6 x 2, 136,7, 136,4 va 100,5, 6 carbon methine ¢ oc 107,4 X 2, 96,4, 95,5, 82,0 va
68,7, 1 carbon methylene tai dc 28,0 va 1 carbon methoxy tai dc 60,7. So sanh sé liéu
v6i tai liéu tham khao, nhan thay hop chat HL7 twong ty nhu hop chat 4'-O-Methyl-
ent-gallocatechin hodc (-)-4'-O-methyl-ent-gallocatechin, 1a cic déng phan thudc

khung flavanoid.

Tuong tac HMBC giira proton methoxy (dn 3,81) véi C-4' (6c 136,4), dong thoi
cO sy xuat hién twong tic HMBC giira proton H-2', H-6' (du 6,44) véi C-1' (dc
136,7)/C-3' (dc 151,6)/C-4’ (6c 136,4)/C-2 (5c 82,0) gilip gan chinh xé&c gié tri cac vi
tri cia vong thom khang dinh nhém methoxy gin véi vong thom tai vi tri C-4" va
vong B lién két vai vong C tai C-2/C-1'. Tuong tic HMBC gitta proton H-8 (dn 5,95)
véi C-9 (Jc 157,6)/C-10 (oc 100,5), gitra proton H-6 (on 5,90) véi C-5 (oc 156,7)/C-7
(6¢c 157,8)/C-8 (5c 96,4)/C-10 (5c 100,5) gitp x4c dinh cac gia tri tai vong A. Tuong
tic HMBC giita H-2 (3n 4,58) Vi C-1 (5c 136,7)/C-2" (5c 107,4)/C-3 (5c 68,7)/C-4
(oc 28,0) giup xac dinh cac gié tri tai vi tri C-2, C-3, C-4.

Proton H-2 xuat hién dudi dang doublet tai 8 4,58 va J = 7,0 Hz, ching to hai
proton H-2/H-3 nam & khac phia ciia mat phang (trans), twong (tng vai cau trlc cua 4'-
O-methyl-ent-gallocatechin. Cau hinh trans nay s& twong tng voi hai truong hop:
Truong hop thir nhat H-2 (o) thi 8c-> = 82,25 ppm, con trudng hop thir hai H-2 (B) thi
8c-2 = 79,17. Trong trudng hop cua dé tai, hop chat HL7 ¢6 8c-2 = 82,6 ppm, s& tuong
g véi cAu hinh H-2a.

Nhu vay, tir nhitng phan tich trén, hop chat HL7 duoc xac dinh 1a 4'-O-methyl-

ent-gallocatechin.

PLA47



Phu luc 2.2.8. Xac dinh cdu trac hep chat HLS

OCH,4

OH

———> HMBC OH

Hinh 16. C4u trac héa hoc va trong tac HMBC chinh cta hop chat HL8
* Tinh chdt va thong sé pho:

+ Chat ran mau vang nhat

+ Ph6 HR-ESI-MS m/z: 319,0812 [M-H]

+ Tinh toan ly thuyét cho céng thirc [C16H1507]: 319,0818

+ S6 lieu phd H-NMR (500 MHz) va C-NMR (125 MHz) xem Bang 16 va
Phu lyc 3.17.2 & 3.17.3.

Bang 16. S liéu phd NMR cua hop chit HL8 va hop chat tham khao

C oc ocP on?C (@6 bdi, J =Hz)

2 79,1 79,7 4,83 (1H, brs)

3 66,8 67,4 4,21 (1H, brq)

. 288 291 2,88 (1H, dd, J = 16,5, 4,5)
2,75 (1H, dd, J = 16,5, 2,5)

5 156,83 157,2 -

6 96,1 96,5 5,97 (1H, d, J = 2,5)

7 157,5 158,0 -

8 95,6 95,9 5,95 (1H, d, J = 2,5)

9 157,4 157,7 -

10 99,7 100,1 -

1’ 136,2 136,83 -

2’ 107,0 107,2 6,56 (1H, s)

3’ 150,7 151,3 -
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4 1353 136,1 -
5’ 150,7 151,3 -
6 107,0 107,2 6,56 (1H, s)
4-OMe 60,5 60,8 3,82 (3H, 5)

2methanol-d,, ®125MHz, °5S00MHz, #6c s6 liéu cua cua hop chat 4'-O-Methyl-epi-
gallocatechin do trong acetone-ds

* Phan tich xdc dinh cau tric:

Hop chat HL8 thu dugce dudi dang chat rin mau vang nhat. Trén phd khdi
lugng phén giai cao HR-MS cua hop chat HL8 xuat hién pic ion gia phan tu tai m/z
319,0812 [M-H]". Két qua nay phu hop véi s6 khéi cua ion [C16H1s07] Véi tinh toan Iy
thuyét 1a 319,0818. Qua d6, cho phép xac dinh cong thac phan tir cia hop chat HLS Ia
C16H1607 V6i sai s6 4 = -1,9 ppm.

Trén pho cong huong tir hat nhan proton *H-NMR cua hop chat HL8 xuat hién
tin hiéu singlet tai on 6,56 voi cudng do tich phan twong tng véi 2H cho thay sy c6
mat cua mot vong thom thé tai 4 vi tri va co truc dbi xang bac, 2 tin hiéu cia vong
thom tai on 5,95 (1H, d, J = 2,5 Hz), 5,97 (1H, d, J = 2,5 Hz) va tin hiéu nhém
methoxy tai on 3,82 (3H, S). Gia tri J23 = 0 Hz (brs) chirng t6 hai proton H-2 va H-3 ¢6
cau hinh cis, tirc 1 ndm cing vé mot phia ciia mat phang phan ti.

Phén tich phd carbon 3C-NMR thiy xuat hién 14 tin hiéu cua 16 nguyén tir
carbon bao gém 8 carbon khong lién két truc tiép véi hydro tai dc 157,2, 157,7, 158,0,
151,3 x 2, 136,8, 136,1 va 100,1; 6 carbon methine ¢ oc 107,2 X 2, 96,5, 95,5, 79,7 va
67,4; 1 carbon methylene tai dc 29,1 va 1 carbon methoxy tai dc 60,8. So sanh sd liéu
v6i tai liéu tham khao, nhan thay hop chat HL8 twong tu nhu hop chét 4'-O-methyl-
ent-gallocatechin hodc (-)-4'-O-methyl-ent-gallocatechin, l1a cic dong phan thudc
khung flavanoid.

Tuong tac HMBC giira proton methoxy (Jn 3,82) voi C-4' (dc 136,1), dong thoi
cO sy xuat hién twong tic HMBC giita proton H-2', H-6' (du 6,56) véi C-1' (dc
136,8)/C-3' (dc 151,3)/C-4’ (6c 136,1)/C-2 (5c 79,7) gilip gan chinh xéc gia tri cac vi
tri ciia vong thom khang dinh nhém methoxy gan véi vong thom tai vi tri C-4' va vong
B lién két véi vong C tai C-2/C-1'. Tuong tac HMBC giira proton H-8 (dn 5,95) véi C-
9 (dc 158,0)/C-10 (dc 100,1), giita proton H-6 (5n 5,97) véi C-5 (dc 157,2)/C-7 (dc
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157,8)/C-8 (dc 96,5)/C-10 (dc 100,1) gitp xac dinh c&c gid tri tai vong A. Tuong tac
HMBC gitra H-2 (on 4,80) vai C-1' (oc 136,8)/C-2' (oc 107,2)/C-3 (Jc 67,4)IC-4 (oc
29,1) gitp xac dinh céac gia tri tai vi tri C-2, C-3, C-4.

Nhu vay, hop chat HL8 dugc xéac dinh 1a (-)-4'-O-methyl-epi-gallocatechin.

Phu luc 2.2.9. Xac dinh céu trac hep chédt HL9

H3CO: : 0

4'

6

HO

H3CO: I 0

HO OH — 3 HMBC

Hinh 17. C4u trac héa hoc va trong tac HMBC chinh cta hop chat HL9

* Tinh chdt va thong sé pho:
+ Chat bot vo dinh hinh khdng mau
+ Ph6 HR-ESI-MS m/z: 301,0918 [M-H]
+ Tinh toan ly thuyét cho céng thirc [C13H170s] : 301,0923
+ S4 lieu phd tH-NMR (500 MHz) va 3 C-NMR (125 MHz) xem Bang 17 va

Phu luc 3.18.2 & 3.18.3.

Bang 17. S6 liéu phd NMR ctia hop chat HL9 va hop chat tham khao

C #oc ocP OH?C (a6 boi, J = Hz)

1 152,6 154,9 -

2 100,8 101,9 6,49 (1H, d, J = 2,5)

3 149,8 152,1 -

4 139,3 141,1 -

5 117,2 120,6 7,03 (1H, d, J = 8,5)

6 105,9 107,2 6,32 (1H, dd, J = 8,5, 2,5)
3,5-OMe 55,5 56,6 3,83 (3H, s)
p-D-Glc

1 101,4 104,4 4,72 (1H,d, J=7,5)

2 73,2 75,1 3,45 (1H, dd, J = 9,0, 7,5)

3 76,8 77,9 3,43 (1H,t,J=9,0)

& 69,7 71,4 3,70 (1H,t,J=9,0)
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5 76,7 78,1 3,40 (1H, m)
3,70 (1H, dd, J = 11,5, 5,5)
3,87 (1H, dd, J = 11,5, 2,5)

6 60,7 62,6

methanol-ds, ®125MHz, ®500MHz, #¢ s6 liéu cua isotachioside do trong DMSO-ds
* Phdn tich xdc dinh cdu tric:

Hop chat HL9 nhan dugc dudi dang chat bot vo dinh hinh khéng mau. Trén
phé H-NMR cua hop chat HL9 xuit hién ba tin hiéu twong tac theo hé ABX tai on
6,32 (1H, dd, J = 8,5, 2,5 Hz), 7,03 (1H, d, J = 8,5 Hz) va 6,49 (1H, d, J = 2,5 Hz)
chting to sw c6 mat cua mot vong thom thir hai thé tai cac vi tri 1,3,4. Clng Vi su Xuat
hién tin hiéu cuia nhém methoxy tai du 3,83 (3H, s). Ngoai ra, trén pho *H-NMR con
Xuat hién cac tin hiéu cia mot phan tir duong glucose. Pién hinh Ia tin hiéu proton
anome xuét hién tai on 4,72 (1H, d, J = 7,5 Hz), hai tin hiéu cia nhom oximethylen
Xuat hién tai oy 3,70 (1H, dd, J = 11,5, 5,5 Hz) va 3,87 (1H, dd, J = 11,5, 2,5 Hz).
Thém vao d6, cac tin hiéu khac cia phén tir duwong cong hudng trong vung do dich
chuyén hoa hoc tir 3,40 ppm dén 3,70 ppm.

Trén pho BC-NMR cua hop chat HL9 xuat hién 13 tin hiéu nguyén ta carbon, 6
tin hiéu cua mot vong thom thé 1,3,4 tai cac giatri oc 154,9, 152,1, 141,1, 120,6, 107,2
va 101,9, 6 tin hiéu carbon cua phan tor duong glucose xuét hién tai oc 104,4, 75,1,
77,9, 71,4, 78,1 va 62,6, tin hiéu cia nhom methoxy dwoc nhan ra tai Jc 56,6. Cac gia
tri d6 dich chuyén hda hoc cua proton twong (ng vai tirng nguyén tir carbon duoc xéac
dinh nho phd HSQC. Phan tir dudng glucose duge xac dinh gan vao vi tri C-4 cua
vong thom thong qua tuwong t&c HMBC gitra proton H-1 (dn 4,72) véi carbon C-4 (oc
141,1).

Cac twong tac HMBC khac gitra proton caa nhom methoxy (o 3,83) véi carbon
C-3 (dc 152,1) khang dinh nhém methoxy gan vao C-3, gitta H-2 (Jn 6,49) véi C-4 (dc
141,1)/C-6 (6c 107,2), gitta H-5 (on 7,03) voi C-4/C-3/C-1 (6c 154,9), gitta H-6 (on
6,32) VGi C-4/C-2 (dc 101,9) ciing duge xac dinh, Két qua nay ching minh rd thém
cau tric héa hoc cua hop chat HL9 nhu duoc chi ra trén hinh 8. Gid tri hang sé twong
tac gitra H-1' va H-2' caa phan tr duong (J = 7,5 Hz) chiing to ca hai proton nay déu
chiém céc vi tri axial, tac 12 lién két giita phan tir duong véi aglycon 1a O--Glc.

Céc gié tri d6 dich chuyén héa hoc cua hop chat HL9 con duoc tham khao va

so sanh véi céac sb liéu twong ing di cong bd cho hop chat isotachioside cho thay su
PL51



phl hop hoan toan. Ngoai ra, trén phd khéi luong phan giai cao HR-MS cua hop chat
HL9 xuét hién pic ion gia phan tu tai m/z 301,0919 [M-H]- (tinh toan Ii thuyét cho
coéng thac phan tir ion [C13H170g] 1a 301,0923) cho phép xac dinh cbng thuc phén tir
cua hop chat HL9 1a C1sH1s0s Véi sai s6 4 = -1,3 ppm. Nhu vay, tir nhitng bién luan
néu trén, hop chat HL9 duoc xac dinh 1a isotachioside.

Phu luc 2.2.10. Xac dinh cdu trac hep chat HL10
OCH; OCH,

OH OH

5 3
6' O 0
HO 4 ~ | HO
HO—" 2 on HO OH  —3 HMBC
Hinh 18. Cau trac héa hoc va twrong tac HMBC chinh caa hop chat HL10

* Tinh chdt va théng sé pho:
+ Chat bot vo dinh hinh khdng mau
+ Ph6 HR-ESI-MS m/z: 301,0919 [M-H]
+ Tinh toan ly thuyét cho céng thirc [C13H170s]” 301,0923
+ S6 lieu pho H-NMR (500 MHz) va C-NMR (125 MHz) xem Bang 18 va
Phu luc 3.19.2 & 3.19.3.
Bang 18. Sé liéu pho NMR cua hop chat HL10 va hop chat tham khao

C *oc oc*P on?° (@6 boi, J =Hz)

1 150,6 152,8 -

2 102,4 104,9 6,83 (1H, d, J = 2,5)

3 147,7 149,3 -

4 141,2 143,0 -

5 115,1 116,0 6,71 (1H, d, J = 8,5)

6 107,4 110,1 6,61 (1H, dd, J = 8,5, 2,5)
3,5-OMe 55,4 56,4 3,85 (3H, s)
p-D-Glc

1 101,6 103,8 4,76 (1H,d,J=17,5)
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74 73,2 75,0 3,43 (1H, dd, J = 9,0, 7,5)
3 76,9 78,1 3,45 (1H, t, 3 =9,0)
& 69,9 71,6 3,37 (1H, t, J = 9,0)
5 76,6 78,2 3,40 (1H, m)

3,70 (1H, dd, J = 11,5, 5,5)
6 60,8 62,7

3,92 (1H, dd, J = 11,5, 2,5)

2methanol-d,, ®125MHz, °500MHz, #6¢ s6 liéu cua tachioside do trong DMSO-ds

* Phan tich xdc dinh cdu tric:

Hop chat HL10 nhan duoc dudi dang chat bot vo dinh hinh khéng mau. Trén
pho 'H-NMR cua hop chat HL10 xuat hién ba tin hiéu twong tac theo hé ABX tai on
6,61 (1H, dd, J = 8,5, 2,5 Hz), 6,71 (1H, d, J = 8,5 Hz) va 6,83 (1H, d, J = 2,5 Hz)
chting to sw c6 mat cua mot vong thom thir hai thé tai cac vi tri 1,3,4. Clng Vi su Xuat
hién tin hiéu cia nhém methoxy tai du 3,85 (3H, s). Ngoai ra, trén phd *H-NMR con
xuat hién thém céac tin hiéu caa mot phan tir duong glucose. Bién hinh Ia tin hiéu
proton anome xuat hién tai oy 4,76 (1H, d, J = 7,5 Hz), hai tin hiéu caa nhém
oximethylen Xuat hién tai o 3,70 (1H, dd, J = 11,5, 5,5 Hz) va 3,92 (1H, dd, J = 11,5,
2,5 Hz), va céc tin hiéu khac cua phan tor duong cong huong trong vung do dich
chuyén hoa hoc tir 3,37 ppm dén 3,45 ppm.

Pho 13C-NMR cuia hop chat HL10 xuat hién 13 tin hiéu nguyén tir carbon, 6 tin
hiéu cua mot vong thom thé 1,3,4 tai oc 152,8, 149,3, 143,0, 116,0, 110,1 va 104,9, 6
tin hiéu carbon cua phan tir dwong glucose xuét hién tai dc 103,8, 75,0, 78,1, 71,6, 78,2
va 62,7, tin hiéu caa nhom methoxy dugc nhan ra tai oc 56,4. Cac gia tri d6 dich
chuyén hoa hoc cua proton twong @ng véi tirng nguyén tir carbon dugc xac dinh nho
pho HSQC. Phan tir dudng glucose dugc xac dinh gan vao vi tri C-1 caa vong thom
thong qua tuwong taic HMBC gitra proton H-1" (o1 4,76) véi carbon C-1 (dc 152,8). Cac
tuong tac HMBC khac gitra proton cua nhom methoxy (Jén 3,85) vai carbon C-3 (dc
149,3) khang dinh nhém methoxy gin vao C-3, giita H-2 (on 6,38) véi C-4 (dc
143,0)/C-6 (oc 110,1), gitta H-5 (on 6,71) véi C-4 (dc 143,0)/C-3 (6c 110,1)/C-1 (¢
152,8), giita H-6 (dn 6,71) voi C-4 (dc 143,0)/C-2 (dc 104,9) ciing dugc xac dinh. Két
qua nay chizng minh rd thém ciu tric héa hoc caa hop chat HL10 nhu dwoc chi ra trén
Hinh 18.
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Gia tri hang s tuong tac gitra H-1' va H-2' cua phan tir duong (J = 7,5 Hz)
chung t6 ca hai proton nay déu chiém cac vi tri axial, tic 1a lién két gitta phan tir
duong véi aglycon 1a O-p-Glc. Céc gia tri do dich chuyén hoa hoc cua hop chat HL10
con dugc tham khao va so sanh véi cac sb liéu tuong tng d& cong bd cho hop chat
tachioside cho thay su phu hop hoan toan véi ciu tric trén.

Ngoai ra, trén pho khdi lugng phan giai cao HR-MS cua hop chat HL10 xuét
hién pic ion gia phan to tai m/z 301,0919 [M-H]- (tinh toan Ii thuyét cho cong thirc
phén ti ion [C13H170s8]" 1a 301,0923) cho phép xac dinh cong thic phén tir caa hop
chat HL10 14 C13H10s Vi sai $6 4 = -1,3 ppm. Diéu nay ciing phu hop véi cong thic
phan tir cua tachioside. Nhu vay hop chat HL10 dugc xac dinh 12 tachioside.

Phu luc 2.2.11. Xac dinh cdu trac hep chdt HL11

OCH,4 OCH,4

d on

OCH3

' O
e @@/
HO 4 o~
HO 3 OH —» HMBC
Hinh 19. C4u trac héa hoc va trong tic HMBC chinh cua hop chat HL11

* Tinh chdt va théng sé pho:
+ Chat bot vo dinh hinh khéng mau
+ Ph6 HR-ESI-MS m/z: 355,0984 [M+Na]*
+ Tinh toan Iy thuyét cho cdng thirc [C14H20NaOg]*: 355,1005.
+ S4 lieu phd tH-NMR (500 MHz) va 3 C-NMR (125 MHz) xem Bang 19 va
Phy luc 3.20.2 & 3.20.3.
Bang 19. S6 liéu phd NMR ctia hop chat HL11 va hop chat tham khao

C foc Scab or2C (a9 bdi, J = Hz)
1 - 150,3 -

2 96,6 95,1 6,38 (1H, 5)

3 149,3 148,2 -

4 132,8 130,4 -
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5 149,3 148,2 -
6 96,6 95,1 6,38 (1H, s)
3,5-OMe 56,2 55,9 3,71 (3H, s)
p-D-Glc
1 103,8 101,7 4,68 (1H,d,J=17,5)
2 75,1 73,3 3,18 (1H,dd, J=9,0,7,5)
3 78,7 76,8 3,28 (1H, dd, J = 9,0, 9,0)
4 71,6 70,2 3,11 (1H, m)
5 79,0 77,7 3,28 (1H, m)
, 3,43 (1H, dd, J=12,0, 6,5
0 62,6 610 3,72 ElH, dd, J=12,0, 3,0;

aDMSO0-ds P125MHz, *500MHz, *6c s6 liéu cua 3,5-dimethoxy-4-hydroxy-1-p-D-
glucopyranoside do trong pyridine-ds

* Phdn tich xdc dinh c4u tric:

Hop chat HL11 nhan duoc dudi dang chat bot vo dinh hinh khéng mau. Trén
phd H-NMR cua hop chat HL11 xuat hién tin hiéu singlet tai dn 6,38 Vi cudng do
tich phan twong tng véi 2H cho thay su c6 mat cia mot vong thom thé tai 4 vi tri va
c6 truc dbi xting bac 1. Cung vai sy xuat hién tin hiéu cua hai nhém methoxy tai on
3,71 (6H, s) chting to hai nhém methoxy nay gan vao vong thom va nam & hai vj tri
d6i xang nhau nén hai nhom methoxy di bi chap vao nhau hoan toan. Ngoai ra, trén
pho 'H-NMR con xuat hién cac tin hiéu caa mot phan tir duong glucose. Bién hinh 1a
tin hiéu proton gan véi carbon anome xuat hién tai ou 4,68 (1H, d, J = 7,5 Hz), hai tin
hiéu cua nhom oximethylen xuat hién tai on 3,43 (1H, dd, J = 12,0, 6,5 Hz) va 3,72
(1H, dd, J = 12,0, 3,0 Hz), céc tin hiéu khac cua phéan tir duwong cong huong trong
ving d6 dich chuyén hoa hoc tir 3,11 ppm dén 3,28 ppm.

Ph6 3C-NMR cua hop chat HL11 xuat hién 11 tin hiéu cua 14 nguyén tu
carbon, 4 tin hiéu dac trung cho vong thom d6i xing bac 1 vi vong thom ddi xung truc
bac 1 nén co 2 cap tin hiéu carbon chap vao nhau tai éc 96,6 va 148,2 va hai tin hiéu
con lai tai oc 150,3 va 130,4. Sau tin hiéu carbon cua phan tir duong glucose xuat hién
tai cac gia tri oc 101,7, 73,3, 76,8, 70,2, 77,7 va 61,0 va tin hiéu caa nhdm methoxy

duoc nhan ra tai dc 55,9.
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Céc gia tri d6 dich chuyén hda hoc caa proton twong (ng véi ting nguyén tu
carbon dugc xac dinh nhd phd HSQC. Phan tir duong glucose dugc xac dinh gan vao
vi tri C-1 cta vong thom thong qua twong tac HMBC gitta proton H-1" (dn 4,68) vai
carbon C-1 (dc 150,3). Cac twong tac HMBC khac gitra proton cua nhdm methoxy (ow
3,71) véi carbon C-3 (Jc 148,2), gitta H-2 (6w 6,38) véi C-1 (dc 150,3), C-3/C-5 (dc
148,2) va C-4 (dc 130,4) ciing dugc xac dinh. Két qua nay chitng minh rd thém cau
tric hoa hoc caa hop chat HL11 nhu duogc chi ra trén hinh 6. Gid trj hiang sb tuong tac
gitta H-1’ va H-2' caa phan tir dwong (J = 7,5 Hz) chiing to ca hai proton nay déu
chiém cac vi tri axial, tirc 1a lién két giira phan tir duong véi aglycon 1a O-4-Glc. Céc
gia tri d6 dich chuyén héa hoc cua hop chat HL11 con dugc tham khao va so sanh Vi
cac sb liéu twong tmg da cong bd cho hop chat 3,5-dimethoxy-4-hydroxy-1-4-D-
glucopyranoside cho thay su phu hop hoan toan.

Ngoai ra, Trén pho khéi lugng phan giai cao HR-MS cua hop chat HL11 xuat
hién pic ion gia phan tir tai m/z 355,0984 [M+Na]* (tinh toan Ii thuyét cho cong thuc
phan tur cua ion [C1aH20NaOg]* 1a 355,1005) cho phép xac dinh cdng thic phan tir caa
hop chat HL11 1a CisHx200, phll hop véi cong thiac phan ta cia hop chat 3,5-
dimethoxy-4-hydroxy-1-4-D-glucopyranoside vai sai s6 4 = -5,9 ppm.

Tt nhitng bién luan néu trén, hop chat HL11 duoc xac dinh 1a 3,5-dimethoxy-
4-hydroxy-1-5-D-glucopyranoside.

Phu luc 2.2.12. Xac dinh cdu trac hep chat HL13

H()%’/
4 N L
HOHO 2

R
HOHO

—» HMBC
Hinh 20. Cau tric hda hoc va tuong tac HMBC chinh caa hop chat HL13
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* Tinh chdt va thong sé pho:
+ Chit bot mau tring, vo dinh hinh
+ Ph6 HR-ESI-MS m/z: 357,1175 [M-H]
+ Tinh toan Iy thuyét cho cong thirc C16H210: 357,1186
+ S6 lieu pho H-NMR (500 MHz) va BC-NMR (125 MHz) xem Bang 20 va
Phu luc 3.22.2 & 3.22.3.
Bang 20. S liéu phd NMR cua hop chat HL13 va hop chit tham khao

C #oc dcab o1 (d6 bdi, J = Hz)
1 128,6 130,9 -
2 110,0 112,0 7,57 (1H,d, J =2,0)
3 1475 149,1 -
4 151,8 153,6 -
5 1111 1159 6,88 (1H, d, J =8,5)
6 123,1 1249 7,62 (1H, dd, J = 8,5, 2,0)
7 196,4 199,4 -
8 38,1 39,4 3,32 (m)
4,01 (dd, 12,5, 9,0)
9 64,7 66,5
4,27 (dd, 12,5, 9,0)
3-OMe 55,6 56,4 3,94 (3H, s)
p-D-Glc
i 103,2 104,7 4,33 (1H, d, J=7,5)
vA 73,4 75,1 3,17 (1H, dd, J = 9,0, 7,5)
3 76,9 78,0 3,37 (1H,t,J=9,0)
& 70,1 71,6 3,29 (1H,t,J=9,0)
5 76,8 78,0 3,29 (1H, m)
6 61,1 62,7 3,67 (1H, dd, J = 11,5, 6,0)

3,84 (1H, dd, J = 11,5, 2,0)

2methanol-ds, ®125MHz, °500MHz, #5¢ s6 liéu cua B-Hydroxypropiovanillone 3-O-4-D-
glucopyranoside do trong DMSO-d6
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* Phdn tich xdc dinh c4u tric:

Hop chat HL13 duoc phan 1ap tir phan doan nudc dudi chat bot mau trang, vo
dinh hinh. Phé 'H-NMR cua hop chat HL13 xuat hién ¢ ving trudng thap vai 3 tin
hiéu tuong tac theo h¢ ABX tai on 7,62 (1H, dd, J = 8,5, 2,0 Hz), 6,88 (1H, d, J = 8,5
Hz) va 7,57 (1H, d, J = 2,0 Hz) chiing to s ¢6 mit cua mot vong thom thi hai thé tai
cac vi tri 1,3,4. Phén tir duong dugc nhan dang baéi hai tin hiéu proton anome tai on
4,33 (1H, d, J = 7,5 Hz), céc tin hiéu con lai cua hai phan tir duong xuat hién trong
vung c6 do dich chuyén héa hoc tir 3,17-3,84 ppm. Mot nhom methoxy duge xac dinh
bai tin hiéu singlet tai on 3,94 (3H, s).

Ph6 3C-NMR cuing véi phd HSQC cua hop chat HL13 khang dinh sy ¢6 mat
16 tin hiéu carbon, trong d6 6 tin hiéu carbon dic trung cua mot vong thom thé 1,3,4
tai oc 153,6, 149,1, 130,9, 124,9, 115,9 va 112,0, nhém C=0 tai dc 199,4, nhom
methoxy tai dc 55,6, 2 nhdom methylen tai dc 66,5 va 39,4, 6 tin hiéu carbon con lai
thuoc phan tir dwong glucose tai éc 104,7, 75,1, 78,0, 71,6, 78,0 va 62,7.

Tuong tac HMBC gitta proton H-1'" (6n 4,33) cua phén tr duong véi nhom
oxymethylen C-9 (dc 66,5) gitp xac dinh phan tir dudng dugc gan vao C-9. Tuong tic
HMBC gitta proton methoxy (Ju 3,94) véi C-3 (5c 149,1) khang dinh nhém methoxy
gan véi vong thom tai vi tri C-3. Dong thoi c6 su xuat hién tuwong tac HMBC gitta
proton H-2 (6w 7,57) véi C-4 (oc 153,6)/C-6 (dc 129,9)/C-7 (oc 199,4), gitta H-5 (Jn
6,88) véi C-3/C-1 (dc 130,9), gitra H-6 (dn 7,62) vGi C-4/C-2 (dc 112,0)/C-7 gilp gan
chinh x&c cac vi tri cua vong thom. Tuong tac HMBC gitra H-9 voi C-7, gitra H-8 voi
C-7, gitra H-1' voi C-9 gitip xac dinh vi tri C-7, C-8, C-9. Gia tri hang sb twong tac kha
I6n cua proton anome tai dn 4,33 (1H, d, J = 7,5 Hz) chang té cu hinh cua phan te
duong 1a p-glucopyranose. Ngoai ra, Trén pho khéi luong phan giai cao HR-MS cua
hop chat HL13 xuét hién pic ion gia phan tir tai m/z 357,1175 [M-H] (tinh toan i
thuyét cho cong thirc phan tir [C16H2100] 1a 357,1186) cho phép xac dinh cong thirc

phan tir ciia hop chat HL13 1a C1sH2200 Véi sai s6 véi sai s6 4 = -3,1 ppm.

Tur cac dix kién phd va phan tich néu trén, ciu trdc hoa hoc cua hop chat HL13

duoc xac dinh la f-Hydroxypropiovanillone 3-O-f-D-glucopyranosid
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Phu luc 2.2.13. Xac dinh cdu trac hep chdt HL14

HO
OCH
Hogiigii::;£>><:;’//\\\‘//‘\\_,// 3

—» HMBC

Hinh 21. CAu trdc héa hoc va tuong tac HMBC chinh cua hop chat HL14
* Tinh chdt va thong sé pho:

+ Chat bot mau tring nga

+ Pho HR-ESI-MS m/z: 387,1283 [M-H]

+ Tinh toan ly thuyét cho cong thirc C17H23010: 387,1291

+ Sb liéu pho tH-NMR (500 MHz) va 13C -(125 MHz) xem Bang 21 va Phu luc
3.23.2 & 3.23.3.

Bang 21. S6 liéu pho NMR cua hop chat HL14 va hop chat tham khao

C #oc oc?P on®° (do boi, J = Hz)

1 130,9 129,0 -

2 112,0 107,4 7,35 (1H, s)

3 149,1 149,1 -

4 153,6 142,5 -

5 115,9 1491 -

6 1249 107,4 7,35 (1H, s)

7 199,4 199,3 -

8 39,4 39,4 3,32 (2H, m)

4,29 (1H,dd, J=125,9,0

) 06,5 66,6 4,03 ElH, dd, J=12,5, 9,0;

3,5-OMe 56,4 56,9 3,94 (3H, s)
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p-D-Glc
1 104,7 104,7 4,36 (1H,d, J=7,5)
2 75,1 75,1 3,17 (1H, dd, J=9,0, 7,5)
3 78,0 78,0 3,37 (1H,t,J=9,0)
& 71,6 71,6 3,29 (*)
5 78,0 78,1 3,29 (%)
3,66 (1H, dd, J=11,5,55
d 62,1 62,7 3,84 §1H, dd, J=11,5, 2,0;

2methanol-ds, ®125MHz, °5S00MHz, #6c s6 liéu cua hop chit 3’,5"-Dimethoxy-3,4'-
dihydroxypropiophenone 3-O--D-glucoside do trong DMSO-d6, “tin hiéu bi che lap.

* Phdn tich xdc dinh c4u trc:

Hop chit HL14 duoc phan 1ap tir phan doan nude dudi dang chat bot mau tring
nga. Pho 'H-NMR cuia hop chat HL14 xuat hién tin hiéu singlet tai ou 7,35 v6i cudng
do tich phan tuong ung vaoi 2H cho théy su c6 mat cia mot vong thom thé tai 4 vi tri
va co truc dbi xtng bac 1. Cung voi su xuat hién tin hiéu cta hai nhom methoxy tai on
3,93 (6H, s) chtng to hai nhom methoxy ndy gin vao vong thom va nam & hai vi tri
d6i xng nhau nén hai nhdém methoxy da bi chap vao nhau hoan toan. Phéan tir dudng
dugc nhan dang boi tin hiéu proton anome tai on 4,36 (1H, d, J = 7,5 Hz), céc tin hi¢u
con lai cta hai phan t& duong xuat hién trong vung c6 do dich chuyén hoa hoc tir 3,17-
3,84 ppm.

Pho 8C-NMR cung voi phd HSQC cuia hop chat HL14 khang dinh su c6 mit
15 tin hiéu cua 17 nguyén tir carbon, 4 tin hiéu dic trung cho vong thom dbi xtmg bac
1 vi vong thom d6i xtng truc bac 1 nén c6 2 cip tin hiéu carbon chap vao nhau tai dc
107,4 va 149,1 va hai tin hi€u con lai tai dc 142,5 va 129,0, nhom C=0 tai oc 199,3,
nhom methoxy tai dc 56,9, 2 nhom methylen tai dc 66,6 va 39,4, 6 tin hi¢u carbon con
lai thudc phan tir duwong glucose tai oc 104,7, 75,1, 78,0, 71,6, 78,1 va 62,7.

Hop chat HL14 ¢6 s6 liéu kha gidng v6i hop chat HL13 chi khac tai vong thom
& hop chat HL14 gan thém 1 nhém methoxy tai vi tri C-5 tao thanh vong thom thé ¢ 4
vi tri va c6 cdu triic truc d6i xting béac 1. Twong tac HMBC giita proton H-1' (Jn 4,36)
cta phan tir duong vai nhom oxymethylen C-9 (dc 66,6) giup xac dinh phan tir duong
dugc gin vao C-9. Tuong tac HMBC giita proton methoxy (Su 3,93) voi C-3, C-5 (dc
149,1) khang dinh nhom methoxy gin véi vong thom tai vi tri C-3, C-5. Dong thoi co
su xuat hién tuong tic HMBC gitta proton H-2, H-6 (on 7,35) v6i C-1 (dc 129,0)/C-
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3/C-4/C-7 (dc 199,3) gitip gan chinh x4c cac vi tri cua vong thom. Twong tic HMBC
gitta H-9 véi C-7, gitra H-8 voi C-7, gitta H-1' véi C-9 gitip xéac dinh vi tri C-7, C-8,
C-9, Gia tri hing s tuwong tac kha 16n cta proton anome tai on 4,36 (1H, d, J = 7,5)
ching té cdu hinh ctia phan tir dudng 14 S-glucopyranose.

Ngoai ra, Trén pho khéi luong phan giai cao HR-MS ciia hop chat HL14 xuat
hién pic ion gia phan tir tai m/z 387,1283 [M-H]" (tinh toan 1i thuyét cho cong thirc
phan tir [C17H23010]" 1a 387,1291) cho phép xéac dinh cong thirc phan tir ciia hop chat
HL14 14 C17H24010 v6i voi sai s6 1a 4 = -2,1 ppm.

Tur cac dit kién phé va phan tich néu trén, cé thé khang dinh dugc ciu trac hoa
hoc cua hop chat HL14 1a 3’,5'-dimethoxy-3,4'-dihydroxypropiophenone 3-O--D-
glucoside.
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PHU LUC 3. DU LIEU PHAN TICH TRONG LUAN AN
Phu luc 3.1. Phé HR-MS va NMR cia hgp chit HT1 & HL6: (2)-5,5'-(hexadec-8-

ene-1,16-diyl)bis(benzene-1,3-diol)
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Phy luc 3.1.2. Phé *H-NMR ciia hop chit HT1 & HL6
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Phu luc 3.1.4. Phé HSOC ciia hop chit HT1 & HL6
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Phy luc 3.1.5. Phu luc Phé HMBC cia hep chdt HT1 & HL6
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Phu luc 3.2. Phé HR-MS va NMR ciia hep chat HT2: Helicide
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Phu luc 3.2.5. Phé HMBC ciia hop chit HT2
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Phu luc 3.3. Phé HR-MS va NMR ciia hep chat HT3: Threo-syringylglycerol
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Phu luc 3.3.3. Phé 13C-NMR ciia hop chit HT3
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Phu luc 3.4. Phé HR-MS va NMR ciia hgp chat HT4: Ficuscarpanoside B
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Phu luc 3.5. Pho HR-MS va NMR cua hep chat HT5: 3,4,5-Trimethoxyphenyl-g-

D-glucopyranoside
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Phu luc 3.6. Phé HR-MS va NMR ciia hep chat HT6: Hovetrichoside A
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Phu luc 3.7. Phé HR-MS va NMR ciia hgp chat HT7: Rhyncosede C
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Phu luc 3.8. Phé HR-MS va NMR ciia hop chat HTNS: 3,4,5-Trimethoxyphenyl
f-D-apiofuranosyl-(1'"-6")-#-D-glucopyranoside
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Phu luc 3.9. Phé HR-MS, IR va NMR cia hep chat HT9 — Heliterminozide A
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Phu luc 3.11. Pho HR-MS va NMR ciia hep chat HL1: (8'Z,11'Z)-5-(heptadeca-

bebreoy o

8',11'-dienyl)benzene-1,3-diol
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Phu luc 3.12. Phé HR-MS va NMR ciia hep chat HL2: Bisgravillol
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Phu luc 3.13. Phé HR-MS va NMR cia hep chat HL3: Oncostemonol D

[Fracium Som, I ey wls Teargle 11T - MTDIAL. Dpanman 1. A0K 107 NE 120 - S000) Yor D8 rn

3008 Lo ol ok 1)
25t

25e8
i7e8 4
a2t &£
3%
l4ab
%5
2008
et
2065
1508
1 6e5
178 4
16t
1%
14e5
135 4
1268
1.1e8
1.0e5
50nd 4
B0ed

Iwary, con

800
Soed ol 1'2.-

4led

;E: L L_AAL,.A‘ Mol
p T

1 P L_LJ_J_JLJLJ L

v T T

N —
W -
&

13 12 1 10 9 8 7

- v
3 2 1 0 -1
7 o ¢ 1 J :. )
'2398l55 8 ’ | !8
NN | v)‘

Phy luc 3.13.2. Pho 'H-NMR ciia hop chit HL3

PLO7



T

220 200 160 160 140 120 100 N &0 40 20 0 ppm
Phu luc 3.13.3. Pho 3 C-NMR ciia hop chit HL3

1y e

udd 0°T ST 0'T S§'T 0 S§°E 0°'FY S 0°'S S'S 09 S§°9
) 4 | { { | ]

ks
s VTN

-
® -
1 A g 1 L4 1
. - . - .. ..
- o e k=] - o - - g o o o v w v (=) " w

Phu luc 3.13.4. Pho HSQC ciia hop chit HL3
PL98



I

ST Q% BE Ok WE O 9% D38’ A RS
J | 4 J ' 4 J | ) 1 |

wdd

=5 ? = = =
- -
-]
L= - .- Lr
. o® >
- - F;_

§ 5 E £ E E B E E £ 2 2 8 8 32 % 8 3

Phu luc 3.13.5. Phé HMBC ciia hop chit HL3

PL99



Phu luc 3.14. Phé HR-MS va NMR cia hep chat HL4: Grevirobstol A
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Phu luc 3.15. Pho HR-MS va NMR cia hep chat HL5: 5,5'-(hexadecane-1,16-

diyl)bis(benzene-1,3-diol)
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Phu luc 3.16. Pho HR-MS va NMR ciia hgp chat HL7: 4'-O-methyl-ent-

gallocatechin
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Phu luc 3.17. Phé HR-MS va NMR cia hep chat HL8: (-)-4'-O-methoxy-epi-

gallocatechin
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Phy luc 3.17.2. Pho "H-NMR ciia hgp chit HL8
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Phu luc 3.18. Phé HR-MS va NMR caa hep chat HL9: Isotachioside
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Phu luc 3.18.5. Pho HMBC ciia hop chit HL9
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Phu luc 3.19. Phé HR-MS va NMR cia hep chat HL10: Tachioside
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Phu luc 3.20. Pho HR-MS va NMR cia hgp chat HL11: 3,5-Dimethoxy-4-

hydroxy-1-g-D-glucopyranoside.
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Phy luc 3.20.4. Phé HSOQC ciia hop chdt HL11
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Phu luc 3.21. Phé HR-MS va NMR cia hep chat HL12: Helilobatoside A
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Phu luc 3.22. Phé HR-MS va NMR cia hep chat HL13: g-
Hydroxypropiovanillone 3-O-#-D-glucopyranoside
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Phu luc 3.23. Pho HR-MS va NMR cuia hgp chat HL14: 3’,5’-Dimethoxy-3,4'-

dihydroxypropiophenone 3-O-#-D-glucoside

Tpechum Worm FROURALS [ty wHU jmpie 11 - 13 TIVIAR Crpenment 1. JU& TUF W5 (00 - 2000 Ivars U9 wen

Fowory, g

@ ® W 11N W W W A0 o M X X X WM M W W M 0 0 M & O D W W W O 0 W

W‘uﬂ-\lr Ds

Phu luc 3.23.1. Phé HR-MS ciia hop chit HL14

) |9 ] | PAVE d.l |

T I T T I T I I I T

12 1 10 9 8 7 6 5 . 4 " 3 2

g TREERARE

Phu luc 3.23.2. Pho "H-NMR ciia hgp chit HL14
PL129

ppm



199.32
1

o'y ‘9

§'S

c

1 I 1

1 1 I 1 |
220 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm

Phu luc 3.23.3. Pho 13C-NMR ciia hop chit HL14

N .

SET

i e T e e e e ]

- - I - — - —
- »* L] - Lo o (=3 - . - L -3 ~ o o -t wn .- - - -
o w o g (=] - o - o - o - - - o - o - (<] - o

PL130



Phy luc 3.23.4. Pho HSQC ciia hop chdt HL14
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PHU LUC 4. MOT SO KET QUA NGHIEN CUU

Phu luc 4.1. Két qua chéng oxy hda ciia hep chat 3,5-Dimethoxy-4-hydroxy-1-g-

D-glucopyranoside trén mé hinh in vitro

i I1Cso0 (pg/ml)
Mau thir nghiém .
Quét goc tw do DPPH DPinh lwgng TBARs
HL11 6,07 £ 0,17 89,55 + 8,26
Acid ascorbic 6,97 £ 0,45 -
Trolox - 8,05+ 0,62

Phu luc 4.2. Panh gia tac dung wc ché yéu té6 NO cia hep chit 3,5-Dimethoxy-4-

hydroxy-1-#-D-glucopyranoside trén mé hinh in vitro

Phuong trinh twong quan tuyén tinh xac dinh ham luong nitrit nhu sau:
y =0,0077x + 0,0477

Trong dé, x la nong dé NO trong mdu, y 1a mdt dé quang do dwoc tir mdu

chudn.

Tir c&c gid tri do hap thu cua cac giéng chira mau nghién ciru, tinh toan duoc két

qua % tc ché NO ciia mau HL11 tai cac nong do tuong tmg nhu sau:.

Nong dd thir HL11 L-NMMA
(ng/ml) % té bao séng | % scché NO | % té bao séng | % irc ché NO
100 106,91 63,07 85,30 93,56
20 98,11 20,02 98,14 77,29
4 - 8,69 - 30,66
0,8 - 11,32 - 17,84
ICso (ug/ml) - 76,49 + 2,46 - 7,10 + 0,68
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PHU LUC 5: KET QUA GIAM PINH THUC VAT CAC MAU NGHIEN CUU
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TRUONG PAI HQC DUQC HA NQI
? BO MON THUC VA

\-., ansae

PITTEU GIAM BINH TEN KHOA HQC
Sb: 48/2019

Ngudi thu mau: Bui Vin ‘Lrung

Ngwoi giri mau: Bui Vin Trung

Don vis Vién Kiém nghiém thudc Trung Uong
Pia chi : 48 I1ai Ba Trung, Hoan Kiém, Ha Nbi.
Ngay thu mau: 04/12/2019

Noi thu mau: Bach Théng, Bic Kan

Tén dia phwong: Mr phi (Tay), Ban tay ma “(riing"

M5 i miu: Miu gbm than mang [4 (mAu Ban tay ma tring M1)

Két qua giam dinh: Céin cil vao cde (i ligu thee vdt hién c6 tai Truony Dai hpe Dwge Ho

NI véi cac dic diém ciu cde hé phan mau cdv, dd xde dink mdw trén co:

Tén khoa hoc: Heliciopsis terminalis (Kurz) Sleumer
1o: Proteaceae
Tén thudng goi:  Song quan chét. Pia chun dinh, Ban tay ma teiing
L Ngi, ngay 66 thang 2 nédm 2019

Truong bé mon Ngudi gidam diah
e —sf
TS. Hoang Quynh Hoa ThS. Nghi¢ém Dirc Trong

Tai ligu tham khio

Il
2.

Pham Hozng HE (2003), Cdy ¢¢ Fide Nam, NXB Tv¢, Tip 2
Busban Na Songkhla (1987 Proteaceae, In: Thawatchai Santisulc, Kai Lavsen (eds), Flora of Thailand,
Folume Itive, Parr One, The Forest Herbarium, National Park. Wildlite and Plant Conservation
Deparment, Rangkel
Huaxing Qiu, Peter H. Weston (2003}, Proteaceae, In: Wu, Z, Y., P. H. Raven & D. Y. Hong (cds),
Flora of Chuna, Vol. 5 (Ulmacese through Basellucszae), Science Press, Beijing, and Missouri Botavical
Garden Press. St. Louis
Pham Tloang HO (1992), Proteaceae, In: Ph. Morat (¢ds), Flore du Cambadge, Laos et du Vidt-Nam.
Folune 26, Rhoipteleacans, Juglandaceae. Thymelzeuceae, Proteacgae, Museui Nationa! D’Histoire
Naturelte TRUUNG PATHOC DUOC HA NOI
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) TRUGNG PAI HOC DUQC HA NOI
‘& BO MON THUC VAT
\ W /) TI111
PHIEU GIAM PINH TEN KHOA HQC
SH: 49/2019
Ngwdi thu mau: Bili Viin Trung

Nguwdi giri miu: Bui Van Trung

Don vi: Vién Kiém nghiém thudc Trung Uong

Pia chi: 48 Hai Ba Trung, Hoan Kiém. Ha N&i.

Ngiy thu mau: 04/12/2019

Noi thu miu: Bach Thong, Bic Kan

Tén dia phwong: Mt phi (Tay), Ban tay ma “do"

M6 ta mau: Mau gbm thin mang ta (mau Ban tay ma dé M1)

Két qua gism dinh: Cdn ot vao cdc téi lidu thec vdt hién 6 tai Truong Dai hoe Duoc Ha
N§i véi cde dic didm ctia cdc bo phdn mdu cdy, dd xde dinh mdu trén co:
- Tén khoa hoe: Heliciopsis lobata (Merr.) Sleumer
- Ho: Proteaceae
- Ténthuong goi:  Song quan thiy, Pia chun, Ban tay ma do
Ha N§i. ngay 00 thdng 12 ndm 2019

Trwéng by mon Ngudi giam dinh
-46&!@ ‘% 2
TS. Hoang Quynh Hoa ThS. Nghiém Purc Trong

Tai liéu tham khio

. Pham Hoang Ho (2003), Cdy cd ¥idt Nam, NXB Tré, Tap 2

2. Busban Na Songkhla (1987) Proteaceae, In: Thawatchai Santisuk, Kai Larsen (eds), Flora of Thailand,

Yolume Five, Part One, The Fotest Herbarium, National Park, Wildlife and Plant Conservation

Deparment, Bangkok

Huaxing Qiu, Peter H, Weston (2003), Proteaceae, In: Wu, Z. Y., P. H. Ravea & D. Y. Hong (eds),

Fiora of China, Vol. 5 (Ulmaceae through Basellaceae), Science Press, Beijing, and Missouri Botanical

(Jarden Press, St. Louis

4. Pham Hoang Hé (1992}, Proteaceae, Ln: Ph. Morat (eds), Flore du Cambo:ige, Laos et du Viét-Nam,
Volume 26, Rhoipteleaceae, Jugiondaceae, Thymelacaceae, Proteaceae, Muséum National D’ Histoire
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TRUONG DAI HQC DUGC HA NOI
BO MON THUC VAT

+000 %

PHIEU GIAM PINH TEN KHOA HQC
S&: 79/2021

Ngudi thu mau: Bui VZn Trung

Ngudi givi mau: Bdai Van Trung

Pon vi: Vién Kiém nghiém thudc Trung Uong

Dia chi : 48 Hai Ba Trung, Hoan Kiém, Ha Néi.

Ngay thu miu: 09/8/2021

Noi thu méu; Bach Thdng, Bic Kan

Tén dja phuong: Mt phi (Tay), Ban tay ma “tedng"

Mo ta mau: Mau gbm than mang |4 (mdu Ban tay ma teing M2)

Két qua gisam dinh: Can ctf vao cdc i liéu thuc vdt hién cé tqi Truong Pai hoc Duoe Ha
NGi v6i ede dic diém cia ¢dc bo phan may cdy, da xdc dinh mau tén ¢6:
- Ténkhoahge:  Heliciopsis terminalis (Kurz) Sleumer
- Ho: Proteaceae
- Ténthudng goi:  Song quan chét. Bia chun dinh, Ban tay ma tring
Ha N¢i. ngay 07 thang 12 ndm 2021

Truéng bo mdén Nguwdi giam dinh
’
b —s{p
TS. Hoang Quynh Hoa ThS. Nghiém Pirc Trong

Tai liéu tham khao

(. Pham Hodng RS (2003), Cdy ¢6 Vigt Nam, NXB Teé, Tap 2

2. Busban Na Songkhla (1987) Proteaceae, Ir:: Thawatchai Santisuk, Kai Larsen (2ds), Flora of Thailand,
Volume Five, Part One, The Forest Herbarium. National Park, Wildlifs and Plant Conservation
Deparment, Bangkok
Huaxing Qiv, Peter H. Weston (2003), Proteaccoe. In: Wu. Z, Y., P. 4. Raven & D. Y. Hang (eds).
Flora of China, Vol. 5 (Ulmaceae through Bazcflaccoe), Science Press, Beijing, and Missouri
Botanical Garden Press, St. Louis

4. Phzm Hoang Hé (1992), Proteaceae, In: Ph. Mavat (eds), Flore du Cambodge, Laos et du Viéi-Nam,
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TRUONG PAI HOC DUGC HA NQI
(5 BO MON THUC VAT

\ W / ok e
PHIEU GIAM PINH TEN KHOA HQC
S6: 80/2021

Ngwdi thu miu: Bli Viin Trung
Nguoi giti miu: Bui Van Trung

Pon vi: Vién Kiém nghiém thuéc Trung Uong

Dia chi : 48 Hai Ba Trung, Hoan Kim, Ha Néi.

Ngay thu mAau: 09/8/2021

Noi thu méiu: Bach Théng, Bic Kan

Tén dja phuong: Mt phi (Tay), Ban tay ma "do"

M6 td méu: MA&u gdm thin mang l4 (mAu Ban tay ma dd M2)

Két qua gidm dinh: Can ci vao cde tai lidu thiee vir hién 6 tai Triong Dai hoc Duge Hi
Npi véi cde ddc diém ciia cdc b6 phdn mdu cdy, dd xdc dinh mdu trén co:
Tén khoa hoc:  Heliciopsis lobata (Merr,) Sleumer
- Ho: Proteaceae
- Ténthwong goi: Song quin thity, Dia chyn, Ban tay ma d3
Ha Né1 ngay Q1 thing 12 ndm 2021

Trwdng bg mén Ngudi giam dinh
-f f J i{(’l )
/ g "
i ZL'/, —%ﬁ-/
TS. Hoang Quynh Hoa ThS. Nghiém e Trong

Tai ligu tham khdio

Pham Hoang H (2003), Cdy cd Vigr Nam, NXB Tré, Tap 2
Busban Na Songkhla (1987) Proteaceae, [n: Thawatchai Santisuk, Kai Larsen (eds), Flora of Thailand,
Volume Five, Part One, The Forest Herbarium, National Park, Wildlife and Plant Conservatian
Deparment, Bangkok
! Huaxing Qiu, Peter H. Weston (2003), Proteaceae, In: Wu, Z. Y., P. H. Raven & D. Y, Hong (eds), Flora
of China, Vol 5 (Ulmaceae through Basellaceae), Science Press, Beijing, and Missouri Botanical
Garden Press, St. Louis
4 Pham Hoang H6 (1992), Proteaceae, In: Ph. Morat {eds), Flore diu Cambodge, Laos et du Viét-Nam,
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