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MỞ ĐẦU 

Viêm là phản ứng sinh lý của cơ thể kháng lại tác nhân gây hại như tác 

nhân vật lý, hóa học, … Tùy theo diễn tiến của quá trình viêm, tình trạng viêm 

của cơ thể được chia ra thành viêm cấp tính và viêm mạn tính. Viêm cấp tính 

khi không được điều trị kịp thời, nó có thể chuyển biến và trở thành viêm mạn 

tính. Điều này sẽ gây hại cho cơ thể và làm gia tăng nguy cơ mắc ung thư [1].  

Ung thư là nguyên nhân hàng đầu gây tử vong trên toàn cầu. Theo Tổ 

chức Y tế Thế giới (2020), đã có gần 10 triệu ca tử vong do căn bệnh này và 

ước tính có thể tăng lên 27 triệu ca mắc mới vào năm 2040 [2]. Điều đáng tiếc 

trong vài thập kỷ qua, việc điều trị ung thư không tiến triển nhanh như mong 

đợi, chỉ có 50% bệnh nhân được chẩn đoán có thể được điều trị và khỏi bệnh 

[3]. Kháng thuốc là nguyên nhân phổ biến dẫn đến điều trị ung thư thất bại [4]. 

Do đó, việc phát triển các loại thuốc chống ung thư mới có tầm quan trọng trong 

điều trị lâm sàng, trong đó các hợp chất từ tự nhiên được coi là nguồn quan 

trọng để phát triển các loại thuốc chống ung thư mới. 

Khí hậu nhiệt đới ẩm gió mùa tại Việt Nam đã giúp cho hệ thực vật phát 

triển đa dạng, hiện có khoảng 12.000 loài thực vật thuộc 2.256 chi, 305 họ [5, 

6]. Việc sử dụng cây thuốc trong phòng và điều trị bệnh trên cơ thể con người 

đóng vai trò quan trọng ở các nước đang phát triển, đặc biệt là ở châu Á và cả 

ở Việt Nam - nơi có nền y học cổ truyền lâu đời.  

Chi Paris là chi thuốc quý được sử dụng từ lâu trong dân gian để chữa 

một số bệnh như chữa ho lao, ho lâu ngày, hen suyễn, sốt, sốt rét cơn, giải độc 

khi bị rắn cắn, mụn nhọt, viêm tuyến vú,… Chi Paris thuộc họ Melanthiaceae 

trong hệ thống phân loại Angiosperm Phylogeny Group IV (APG IV) (trước 

đây được công nhận là họ Liliaceae). Tính đến năm 2020, chi này gồm có 36 

loài phân bố chủ yếu ở vùng ôn đới và vùng nhiệt đới của lục địa châu Á và 

châu Âu [7]. Các nghiên cứu gần đây đã phát hiện thêm các hoạt tính mới như 

chống ung thư [8], kháng viêm diệt khuẩn [9], tác dụng giảm đau và an thần 

[10], tác dụng điều hòa miễn dịch [11] của chi Paris.  

Từ các cơ sở nêu trên, đề tài: “Đánh giá hoạt tính kháng viêm và gây 

độc tế bào ung thư in vitro của một số hợp chất phân lập từ cây Bảy lá một 
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hoa (Paris sp.) tại xã Bình Văn, huyện Chợ Mới, tỉnh Bắc Kạn” được đề 

xuất thực hiện. 

 Đối tượng và phạm vi nghiên cứu 

- Đối tượng nghiên cứu: Phần thân rễ cây Bảy lá một hoa (Paris sp.) được 

thu hái xã Bình Văn, huyện Chợ Mới, tỉnh Bắc Kạn. 

- Phạm vi nghiên cứu: 

+ Phân lập và xác định cấu trúc hóa học của một số hợp chất chính 

từ mẫu Bảy lá một hoa tại Bắc Kạn. 

+ Sàng lọc, đánh giá hoạt tính ức chế NO định hướng kháng viêm 

và gây độc tế bào ung thư in vitro của các hợp chất sạch phân lập được. 

 Ý nghĩa khoa học và thực tiễn của đề tài nghiên cứu 

- Ý nghĩa khoa học: Cung cấp thông tin khoa học về quy trình chiết tách, 

xác định thành phần hóa học, hoạt tính sinh học của một số hợp chất phân lập 

được từ cây Bảy lá một hoa. 

- Ý nghĩa thực tiễn: 

+ Cung cấp dữ liệu khoa học tạo cơ sở cho các nghiên cứu trong 

tương lai về cây Bảy lá một hoa. 

+ Định hướng cho những nghiên cứu mang tính ứng dụng về cây 

Bảy lá một hoa ở Việt Nam.  
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CHƯƠNG 1. TỔNG QUAN NGHIÊN CỨU 

1.1. BỆNH VIÊM VÀ CƠ SỞ KHOA HỌC CỦA PHƯƠNG PHÁP 

ĐƯỢC LỰA CHỌN ĐỂ ĐÁNH GIÁ HOẠT TÍNH KHÁNG VIÊM IN 

VITRO 

1.1.1. Bệnh viêm 

Viêm là một quá trình đáp ứng bảo vệ cơ thể của hệ miễn dịch nhằm 

chống lại tác nhân gây bệnh bên trong hoặc bên ngoài [12]. Phản ứng viêm biểu 

hiện bằng sự thực bào tại chỗ, nhằm mục đích làm bất hoạt hoặc tiêu diệt các 

sinh vật xâm nhập, loại bỏ các chất gây kích ứng và tạo tiền đề cho việc sửa 

chữa mô. Quá trình viêm chủ yếu bao gồm sự tăng tính thấm thành mạch cũng 

như giải phóng các yếu tố hoạt hóa sinh học autacoid có nguồn gốc từ lipid, 

chẳng hạn như các phân tử tín hiệu eicosanoid hoặc yếu tố kích hoạt tiểu cầu 

PAF; peptide lớn, chẳng hạn như interleukin-1(IL-1); peptide nhỏ, chẳng hạn 

như bradykinin; và các amine, chẳng hạn như histamine hoặc 5-

hydroxytryptamine từ các mô bị tổn thương và các tế bào di chuyển. Các phản 

ứng đó tạo thành mạng lưới hóa học phức tạp của phản ứng viêm và dẫn đến 

các biểu hiện lâm sàng và bệnh lý của tình trạng viêm [13]. 

Tình trạng viêm có thể chia thành ba loại dựa trên thời gian của quá trình 

phản ứng với tác nhân gây hại; viêm cấp tính xảy ra ngay sau tổn thương và 

kéo dài trong vài ngày, viêm mạn tính có thể kéo dài hàng tháng hoặc thậm chí 

nhiều năm khi tình trạng viêm cấp tính không thuyên giảm, giai đoạn bán cấp 

là giai đoạn chuyển từ viêm cấp sang viêm mạn kéo dài từ 2 đến 6 tuần [14]. 

 Viêm cấp tính bắt đầu sau khi một tổn thương xảy ra, các chất trung gian 

gây viêm như các cytokine, các protein giai đoạn cấp tính và chemokine 

(cytokine hóa học) được tạo ra để thúc đẩy sự di chuyển của bạch cầu trung 

tính và đại thực bào đến khu vực bị viêm [15]. Những tế bào này là một phần 

của hệ thống miễn dịch bẩm sinh đóng vai trò tích cực trong giai đoạn viêm cấp 

tính. Nếu tình trạng viêm này không thuyên giảm sau sáu tuần, điều này sẽ dẫn 

đến tình trạng viêm cấp tính phát triển từ giai đoạn bán cấp đến dạng mạn tính 

với sự di chuyển của tế bào lympho T và tế bào plasma đến vị trí viêm. Nếu 

tình trạng này kéo dài mà không hồi phục thì mô sẽ bị tổn thương và xơ hóa. 
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Các loại tế bào như đại thực bào và bạch cầu đơn nhân đóng vai trò quan trọng 

trong cả giai đoạn viêm cấp và mạn tính [16].  

Vậy nên viêm là phản ứng có lợi đối với cơ thể tuy nhiên nếu chuyển 

sang viêm mạn thì sẽ tiếp tục diễn ra sự tổn thương mô, giảm số lượng bạch 

cầu, hình thành các mô sợi không có lợi đối với cơ thể. Nhiều nghiên cứu cho 

thấy mối liên hệ giữa sự viêm mạn tính và nguy cơ ung thư thông qua yếu tố 

nhân kappa B (NF-kB: nuclear factor-kappa B) [17]. 

Bên cạnh đó, nitric oxide (NO) có thể đóng vai trò điều tiết trong hầu hết 

các giai đoạn phát triển của tình trạng viêm (Bảng 1.1). Đặc biệt, trong việc 

điều chỉnh các đặc tính gây viêm của nội mô và trong giai đoạn đầu của quá 

trình di chuyển tế bào viêm vào các vị trí viêm [13]. 

Bảng 1.1. Mối quan hệ giữa các chất trung gian gây viêm và các triệu chứng 

viêm [13] 

Triệu chứng viêm Chất trung gian gây viêm 

Tính thấm thành mạch Các amine hoạt mạch 

Bradykinin 

Các leukotriene C4, D4, E4 

Yếu tố kích hoạt tiểu cầu PAF 

Bổ thể (C3a và C5a) 

Chất P 

NO 

Giãn mạch NO 

PGI2, PGE1, PGE2, PGD2 

Hydro peroxide 

Co mạch Thromboxane A2, 

Các leukotriene C4, D4, E4 

Superoxide 

Hóa ứng động và sự kết dính 

bạch cầu 

Các chemokine 

LTB4, HETE, các lipoxin 

Bổ thể (C5a) 

Kháng nguyên vi khuẩn 

Superoxide 
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Đau Bradykinin 

Các prostaglandin (PG) 

Superoxide 

Sốt IL-1; TNF (tumor necrosis factor); IL-6 

Các prostaglandin 

Tổn thương mô và nội mô Các ROS (reactive oxygen species) 

Nitric oxide (iNOS) 

Enzyme từ lysosome 

*Những mối quan hệ này rất phức tạp và chỉ những tác động rõ ràng nhất mới được tóm tắt 

trong bảng này. 

1.1.2. Cơ sở khoa học của phương pháp được lựa chọn để đánh giá hoạt 

tính kháng viêm in vitro 

Đại thực bào (hay còn gọi là "macrophage") là một loại tế bào bạch cầu 

của hệ thống miễn dịch bẩm sinh (miễn dịch không đặc hiệu), và cũng là một 

loại trong nhóm tế bào trình diện kháng nguyên. Chúng thực bào và tiêu hóa 

mầm bệnh (tế bào ung thư, vi khuẩn, mảnh vụn tế bào, …), quá trình này giúp 

bảo vệ cơ thể khỏi bị nhiễm trùng và bị thương [18].  

Đại thực bào tham gia vào quá trình viêm mạn tính bằng cách sản xuất 

ra nhiều chất trung gian gây viêm khác nhau bao gồm cytokine, chemokine, 

interferon, lysozyme, protease, yếu tố tăng trưởng, eicosanoids và nitric oxide 

(NO) [19, 20]. Trong số đó, NO được tạo ra quá mức bởi một trong những 

enzym gây viêm, iNOS, do đó dẫn đến nhiều bệnh khác nhau, bao gồm hen 

suyễn, viêm khớp, bệnh đa xơ cứng, viêm đại tràng, bệnh vẩy nến, rối loạn 

thoái hóa thần kinh, phát triển khối u [21]. Vì vậy, việc tìm ra các chất ức chế 

tăng sản sinh NO trên mô hình đại thực bào là bước đầu của việc sàng lọc và 

đánh giá khoa học tiềm năng kháng viêm của mẫu cần nghiên cứu.  

Với điều kiện hiện tại của phòng thí nghiệm và thời gian nghiên cứu hạn 

chế, tác giả đã tiến hành lựa chọn mô hình thử nghiệm sinh học: “đánh giá khả 

năng ức chế Nitric Oxide (NO) trên mô hình tế bào RAW 264.7 được cảm 

ứng viêm bằng lipopolysaccharide (LPS)”. Trong đó, tế bào RAW 264.7 là 

các đại thực bào, có được từ chuột bị gây u bởi Abelson virus gây bệnh bạch 

cầu cấp trên chuột BALB/c. Tế bào RAW 264.7 thường được sử dụng cho các 
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nghiên cứu in vitro và in vivo như một mô hình đại thực bào thích hợp. Chúng 

có khả năng ẩm bào (pinocytosis) và thực bào (phagocytosis). Khi kích thích 

bằng LPS, tế bào RAW 264.7 tăng sản xuất NO và tăng cường quá trình thực 

bào [22]. LPS là một thành phần của màng ngoài vi khuẩn Gram âm, là chất 

kích thích mạnh mẽ các tế bào đơn nhân và đại thực bào. LPS kích hoạt sự giải 

phóng dồi dào các cytokine từ đại thực bào bao gồm IL-1, IL-6 và TNF-α. Thụ 

thể bề mặt tế bào chính đối với LPS trên đại thực bào là CD14, một protein 

màng liên kết glycosyl-phosphatidylinositol 55-kDa [23].  

Một trong số những phương thức xác định gián tiếp hàm lượng NO là 

thông qua phản ứng tạo màu từ các sản phẩm phân hủy chính của nó (nitrate). 

Thử nghiệm này dựa trên phản ứng diazotization (Griess, 1879), cụ thể: 

Dinitrogen trioxide phản ứng với sulfanilamide để tạo ra ion diazonium. Trong 

điều kiện axit (axit photphoric), ion này được kết hợp với N-1-

napthylethylenediamine dihydrochloride (NED) tạo thành sản phẩm azo có 

màu tím/ đỏ tươi có khả năng hấp thụ ánh sáng mạnh ở bước sóng 540 nm [12].  

 

Hình 1.1. Nguyên lý của phản ứng hóa học tạo thành và định lượng NO2
- từ 

sự phân hủy NO nhờ sử dụng hệ thống thuốc thử Griess [24]. 

1.2. BỆNH UNG THƯ VÀ CƠ SỞ KHOA HỌC CỦA PHƯƠNG PHÁP 

ĐƯỢC LỰA CHỌN ĐỂ ĐÁNH GIÁ HOẠT TÍNH GÂY ĐỘC TẾ BÀO 

UNG THƯ IN VITRO 

1.2.1. Giới thiệu chung về bệnh ung thư 

Ung thư là nhóm các bệnh có mối quan hệ mật thiết đến sự phát triển bất 

thường của tế bào, có khả năng xâm lấn hoặc di căn sang nhiều bộ phận khác 

nhau của cơ thể [12]. 
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Hiện nay, hóa trị vẫn là phương pháp điều trị chính cho nhiều loại ung 

thư khác nhau. Trên thực tế đã có sẵn một số loại thuốc chống ung thư tổng 

hợp, nhưng tác dụng phụ và sự kháng thuốc là những hạn chế lớn trong ứng 

dụng lâm sàng của nó. Hầu hết các loại thuốc hóa trị ung thư hiện đang được 

sử dụng đều có khả năng kháng thuốc, biểu hiện độc tính không chọn lọc đối 

với các tế bào bình thường và hạn chế bởi các tác dụng phụ. Do đó, việc điều 

trị ung thư hiệu quả và phát triển thuốc điều trị bệnh an toàn vẫn là một thách 

thức lâm sàng lớn. Mặt khác, từ xa xưa, thực vật luôn là nguồn dồi dào cung 

cấp các sản phẩm tự nhiên có hoạt tính sinh học và dược lý hữu hiệu, có thể 

đóng vai trò quan trọng để phát triển dược phẩm hoặc là nguồn cung cấp cấu 

trúc khuôn mẫu cho sự phát triển các dẫn xuất biến đổi có hoạt tính tăng cường 

và/hoặc giảm độc tính trong điều trị ung thư. Vì vậy, các loài thảo dược hiện 

đang thu hút sự chú ý như là nguồn thuốc chống ung thư tiềm năng được sử 

dụng rộng rãi do nguyên liệu sẵn có, giá cả phải chăng, và ít tác dụng phụ [12, 

25]. 

1.2.2. Cơ sở khoa học của phương pháp được lựa chọn để đánh giá hoạt 

tính gây độc tế bào ung thư in vitro 

Việc có thể nuôi cấy và duy trì sự tăng sinh của các TBUT trong điều 

kiện in vitro của các phòng thí nghiệm là một bước tiến quan trọng trong nghiên 

cứu và tìm kiếm các hợp chất chữa trị ung thư ở người. Để đánh giá tiềm năng 

hoạt tính chống ung thư của các hợp chất, một trong những phương pháp đầu 

tiên là đánh giá khả năng gây độc và ức chế sự phát triển của tế bào ung thư 

(TBUT) in vitro. Cụ thể là, các nhà nghiên cứu thường nuôi cấy TBUT in vitro 

thành mô hình nuôi cấy đơn lớp (2D) hoặc mô hình nuôi cấy spheroid (3D) 

[26]. 

Sau khi được phân lập và tạo dòng, các tế bào thường được nuôi cấy in 

vitro và phát triển thành dạng trôi nổi (ví dụ: tế bào u lympho, TBUT máu hay 

TBUT mô liên kết Sarcoma-180), dạng bám dính (ví dụ: TBUT biểu mô gan 

HepG2, TBUT cổ tử cung HeLa, TBUT vú MCF7, TBUT phổi H358, ...) hoặc 

cả 2 dạng (ví dụ: TBUT biểu mô phổi 3LL). Hầu hết các tế bào động vật đều 

có khả năng bám vào một cấu trúc trong mô liên kết như màng cơ bản 

(basement membrane) hoặc chất nền khoáng (như xương). Tế bào trong máu, 
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bạch huyết và các loại tế bào khác thường chỉ phát triển trong “huyền phù” [27-

29]. 

Các TBUT (sau khi được rã đông) sẽ được nuôi cấy đơn lớp 2D trong 

các chai nuôi cấy (culture flask) với môi trường nuôi cấy phù hợp và chúng sẽ 

được đưa vào trong tủ nuôi cấy ở 370C với 5% CO2. Các loại thuốc nhuộm 

protein giúp xác định được liều đáp ứng giữa các dòng tế bào khác nhau với 

các nồng độ thuốc thử khác nhau [27]. 

Sử dụng mô hình nuôi cấy đơn lớp có nhiều ưu điểm như thời gian sàng 

lọc ngắn, cho phép thao tác cùng lúc với nhiều đích, nhiều hợp chất khác nhau 

và nhiều nồng độ. Tuy nhiên, mô hình này cũng có nhược điểm là không mô 

phỏng được điều kiện in vivo của cơ thể (do tương tác giữa TBUT với hợp chất 

chỉ theo một chiều, thiếu sự tương tác giữa TBUT với hệ miễn dịch cũng như 

của hệ miễn dịch với hợp chất) [27]. Với điều kiện hiện tại của phòng thí 

nghiệm và thời gian nghiên cứu ngắn, tác giả tiến hành lựa chọn mô hình nuôi 

cấy đơn lớp. 

Hiện nay, hai phương pháp thử nghiệm sử dụng Sulforhodamine B 

(SRB) và MTT (3-(4, 5-dimethylthiazolyl-2)-2, 5 diphenyltetrazolium 

bromide) là phổ biến và đáng tin cậy trong việc đánh giá khả năng sống sót và 

khả năng phát triển của tế bào. Tế bào thường được sử dụng trên mô hình nuôi 

cấy đơn lớp như các dòng TBUT biểu mô dạng bám đáy, TBUT máu cấp tính 

dạng hỗn dịch. Bên cạnh đó, dòng tế bào thận gốc phôi ở người HEK-293A 

(human embryonic kidney cell) được sử dụng như một tế bào đối chứng để 

kiểm tra khả năng gây độc đối với tế bào bình thường [12]. 

- Cơ sở phương pháp MTT đánh giá khả năng chống tăng sinh trên mô 

hình tế bào nuôi cấy dạng đơn lớp hoặc dạng hỗn dịch 

Phương pháp MTT (Mosmann, 1983): MTT tham gia phản ứng oxy hóa 

khử với enzyme dehydrogenase trong ty thể của tế bào sống tạo thành các 

formazan dạng tinh thể màu xanh tím. Có thể dùng một số dung môi hữu cơ 

phân tích (isopropanol hoặc DMSO) để vừa phá hủy màng tế bào và hòa tan 

formazan, sau đó đo mật độ quang ở bước sóng 540 nm. Mật độ quang đo được 

tỷ lệ thuận với số lượng tế bào sống có mặt trong trong các giếng nuôi cấy [30]. 
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- Cơ sở phương pháp đánh giá khả năng gây độc trên tế bào nuôi cấy đơn 

lớp với thuốc nhuộm Sulforhodamine B (SRB) 

Thử nghiệm SRB (Skehan et al., 1985) được Viện Ung thư Quốc gia Hoa 

kỳ (NCI) công nhận là thử nghiệm độ độc tế bào chuẩn dùng để sàng lọc các 

hoạt chất có khả năng ức chế sự phát triển hoặc tiêu diệt TBUT trong điều kiện 

in vitro. Trong điều kiện axit nhẹ, SRB (thuốc nhuộm aminoxanthene màu hồng 

đậm với hai nhóm sulfonic) liên kết với axit amin trong các tế bào đã được cố 

định bởi trichloroacetic acid (TCA). Hàm lượng SRB liên kết được xác định 

dựa vào độ hấp phụ quang học bởi giá trị OD (optical density) - giá trị này tỷ 

lệ thuận với lượng SRB gắn với phân tử protein. Thử nghiệm SRB cũng có thể 

được sử dụng để đánh giá khả năng ức chế sự hình thành hay diệt cụm tế bào 

(colony assay) [12]. 

1.3. SƠ LƯỢC VỀ CHI PARIS 

1.3.1. Đặc điểm thực vật và phân bố của chi Paris 

Chi Paris là cây thân thảo sống lâu năm, thân rễ ngắn, dài chừng 5-15 

cm. Thân cây mọc thẳng, hình trụ, có thể cao tới 1 m. Giữa thân có một tầng lá 

mọc vòng gồm 4 đến 15 lá có gân lưới. Phiến lá dài khoảng 15-21 cm và rộng 

4-8 cm với đầu phiến lá nhọn, hai mặt nhẵn, mặt dưới màu xanh nhạt, hoặc có 

màu tím nhạt. Hoa của loài Paris là hoa lưỡng tính, đơn độc phát triển ở đỉnh 

thân vào các tháng 2, 3, 4 dương lịch. Cuống hoa dài 15-30 cm. Mỗi hoa có các 

lá đài nhỏ màu xanh lá, dài khoảng 3-7 cm. Số cánh tràng bằng số là đài. Nhuỵ 

màu tím đỏ, bầu thường 3 ngăn. Quả mọng hoặc quả nang, mở ở lưng ô. Các 

bộ phận trên mặt đất (thân, lá và hoa) sẽ lụi vào mỗi mùa đông và thân rễ dưới 

lòng đất tạo ra những chồi mới vào mùa xuân năm sau (hiện tượng ngủ đông). 

Quá trình này sẽ lặp đi lặp lại mỗi năm tạo thành vết sẹo trên thân rễ, dựa trên 

số vết sẹo này có thể dễ dàng ước tính được số tuổi gần đúng của cây. Cây 

thường ra  hoa vào các tháng 10-11 [31, 32]. 
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Hình 1.2. Các loài thuộc chi Paris tại Việt Nam [32] 

Chi Paris thuộc họ Melanthiaceae trong hệ thống phân loại Angiosperm 

Phylogeny Group IV (APG IV) (trước đây được công nhận là họ Liliaceae). 

Tính đến năm 2020, chi này gồm có 36 loài phân bố chủ yếu ở vùng ôn đới và 

vùng nhiệt đới của lục địa châu Á và châu Âu [7]. Hầu hết các loài thuộc chi 

Paris đều phân bố giới hạn ở Đông Á (19 loài ở Trung Quốc) ngoại trừ P. 

quadrifolia ở châu Âu và P. incompleta ở Caucasian [33]. Ở Việt Nam, chi Paris 

phân bố rải rác ở một số tỉnh miền núi phía Bắc (Bắc Kạn, Lạng Sơn, Cao Bằng, 

Phú Thọ, Vĩnh Phúc, …) và vùng núi cao Tây Nguyên - nơi có khí hậu mát, độ 

ẩm cao. Năm 2016, Nguyễn Quỳnh Nga và cộng sự đã ghi nhận ở nước ta chi 

Paris có 8 loài và 2 thứ bao gồm: P. vietnamensis (Takht.) H.Li, P. dunniana 

H.Lév., P. cronquistii (Takht.) H.Li., P. fargesii Franch., P. caobangensis Y.H.Ji, 

H.Li & Z.K.Zhou, P. delavayi Franch., P. xichouensis (H. Li) Y.H.Ji, H.Li & 

Z.K.Zhou, P. polyphylla Smith., P. polyphylla var. chinensis (Franch.) H.Hara, P. 

polyphylla var. yunnanensis (Franch.) Hand.Mazz. [34]. 

1.3.2. Ứng dụng của chi Paris trong y học cổ truyền 

Trong nhiều thập kỷ, người ta đã chú ý đến việc ứng dụng các loài thuộc 

chi Paris trong y học cổ truyền bởi các đặc tính dược lý quan trọng của chúng. 

Trong y học cổ truyền ở Ấn Độ, thân rễ của P. pollyphylla Smith. được sử dụng 

để điều trị viêm da và ngực, chảy máu tử cung, chống rắn cắn, sưng cục bộ, vết 

loét [35]. Rhizoma Paridis (Chonglou) được sử dụng rộng rãi trong y học cổ 

truyền Trung Quốc để hạ sốt, giảm đau, giảm sưng tấy, cầm máu và điều trị các 

bệnh về máu. Ngoài ra, nó còn thể hiện nhiều tác động sinh học khác nhau trong 
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các bệnh về tim và mạch máu, các bệnh chống khả năng sinh sản (tăng cường 

diệt tinh trùng) và an thần [33]. 

1.3.3. Một số thành phần hóa học chính của chi Paris 

Lịch sử nghiên cứu hóa thực vật và dược lý học về chi Paris bắt đầu từ 

những năm 1960 [36]. Từ những năm 1960 đến năm 2010, hơn 90 chất chuyển 

hóa thứ cấp đã được phân lập từ chi Paris, bao gồm saponin steroid (nhóm chất 

chính), phytoecdysone, phytosterol, flavonoid và các chất chuyển hóa thứ cấp 

khác[36]. Cho đến năm 2021 đã có khoảng 323 hợp chất được phân lập và xác 

định từ chi Paris [37]. Các saponin này có khả năng giúp hạ cholesterol máu, 

kháng u (đặc biệt với một số dòng TBUT vú, dạ dày và phổi), kháng viêm 

mạnh, diệt khuẩn, ức chế các virus và ức chế ngưng tập tiểu cầu [38]. 

 

Hình 1.3. Một số hợp chất saponin steroid phân lập từ chi Paris [39] 
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Hình 1.4. Một số hợp chất saponin triterpenoid phân lập từ chi Paris [39] 

 

Hình 1.5. Một số hợp chất flavonoid phân lập từ chi Paris [39] 

 

Hình 1.6. Một số hợp chất khác phân lập từ chi Paris [39] 

1.3.4. Một số hoạt tính sinh học của chi Paris 

Trên nhiều công bố trước đây đã cho thấy chi Paris có nhiều hoạt tính 

sinh học nổi bật như chống ung thư, kháng viêm, điều hòa miễn dịch, cầm máu 

và tan máu, chống oxy hóa, kháng virus, kháng nấm, v.v. Trong phần tổng quan 

này, tác giả đề cập chủ yếu tới hai tác dụng kháng viêm và chống ung thư của 

các dịch chiết cũng như các hợp chất phân lập được từ chi Paris. 

1.3.4.1. Tác dụng kháng viêm 
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Năm 2023, cũng từ nghiên cứu về loài P. verticillata, Yan Liu và cộng 

sự đã phân lập được 13 hợp chất mới là Parisverticilloside A-M (45-57). Hoạt 

tính kháng viêm của tất cả các hợp chất được đánh giá trên mô hình ức chế sự 

giải phóng NO ở tế bào BV2 kích thích bằng LPS, với dexamethasone là đối 

chứng dương. Kết quả cho thấy, tất cả các hợp chất trên đều thể hiện hoạt tính 

kháng viêm tốt [40].  

 

Hình 1.7. Các hợp chất Parisverticilloside A-M (45-57) [40] 

Năm 2011, Ki Hyun Kim và cộng sự đã chỉ ra rằng hai hợp chất 

Parisveroside B (58) và 3-(β-ᴅ-glucopyranosyloxymethyl)-2-(4-hydroxy-3-

methoxyphenyl)-5-(3-hydroxypropyl)-7-methoxy-(2R,3S)-dihydrobenzofuran 

(59) được phân lập từ rễ cây P. verticillata đã ức chế đáng kể sự sản sinh NO 

với giá trị IC50 lần lượt là 74,8 và 60,5 µmol/L [41].  
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Hình 1.8. Cấu trúc hai hợp chất Parisveroside B (58) và 3-(β-ᴅ-

glucopyranosyloxymethyl)-2-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-5-(3-

hydroxypropyl)-7-methoxy-(2R,3S)-dihydrobenzofuran (59) [41] 

1.3.4.2. Tác dụng chống ung thư 

Trong y học cổ truyền Trung Quốc, một số loài thuộc chi Paris được sử 

dụng để điều trị ung thư như: P. polyphylla var. yunnannsis (chống ung thư) 

[42], P. polyphylla var. chinenesis (điều trị u não, ung thư phổi, bệnh bạch cầu, 

ung thư vú, ung thư hạch ác tính) [43-45], P. polyphylla var. stenophylla Franch 

(điều trị ung thư phụ khoa) [46], P. polyphylla Smith (ức chế sự tăng sinh tế 

bào và gây ra hiện tượng apoptosis của TBUT thực quản ECA109) [47], v.v. 

Gần đây, một số saponin steroid chính đã được nghiên cứu trong một số 

thử nghiệm ngẫu nhiên có đối chứng để đánh giá tác dụng và cơ chế chủ yếu 

của chúng đối với hiệu quả chống ung thư. Trillin (1), một trong những chất 

thủy phân của 7, cho thấy độc tính tế bào tương tự đối với tế bào K562 với giá 

trị IC50 là 7.5 µM [48]. Dioscin (7) có tác dụng ức chế tăng trưởng đối với các 

dòng tế bào ung thư bạch cầu nguyên bào tủy ở người HL-60 rất mạnh với giá 

trị IC50 là 7.5 µM [49]. Paris saponin VII (16) có đặc tính chống ung thư cổ tử 

cung được quan sát thấy trong các dòng tế bào Hela [50]. Ngoài ra, 15 còn thể 

hiện hoạt tính độc tế bào u ác tính B16 của chuột [51]. Polyphyllin VII (24) là 

hoạt chất có tác dụng chống ung thư gan (HepG2) ở người [52]. Methyl 

protoneogracillin (25) được phát hiện có hoạt tính gây độc tế bào chống lại 

bệnh bạch cầu và 8 dòng tế bào khối u rắn có giá trị IC50 <100 µM, đặc biệt có 

tác dụng chọn lọc đối với hai dòng ung thư bạch cầu (CCRF-CEM và RPMT-

8226), một dòng ung thư ruột kết (KM12), hai dòng ung thư hệ thần kinh trung 

ương (CNS) (SF-539 và U251), một dòng ung thư hắc tố (M14) và một dòng 

ung thư vú (MDA-MB-435), với giá trị IC50 2.0 µM  [53]. Formosanin C (10), 

được phân lập từ P. formosana Hayata, gây ra hiện tượng apoptosis của tế bào 

HT-29 và làm chậm sự phát triển của ung thư gan MH134 được cấy dưới da 
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chuột ở nồng độ lên tới 2.5 mg/kg bằng cách kích hoạt caspase-2 [54]. Ngoài 

ra, hợp chất 10 còn cho thấy khả năng ức chế sự phát triển khối u và di căn phổi 

ở chuột T739 hiệu quả hơn nhiều so với cisplatin [55].  

  



16 

 

 

 

CHƯƠNG 2. ĐỐI TƯỢNG VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1. ĐỐI TƯỢNG NGHIÊN CỨU 

Thân rễ cây Bảy lá một hoa (BLMH) thu hái tại xã Bình Văn, huyện Chợ 

Mới, tỉnh Bắc Kạn vào tháng 5, tháng 6 năm 2023. 

 

Hình 2.1. Thân rễ cây Bảy lá một hoa thu hái tại tỉnh Bắc Kạn 

2.2. PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.2.1. Phương pháp điều chế các dịch chiết 

Nguyên liệu thực vật phơi khô, tiến hành xay nhỏ sau đó được ngâm 

chiết với dung môi MeOH theo tỷ lệ 1:7 (m/v) với sự hỗ trợ của máy siêu âm, 

ở nhiệt độ 50ºC, trong thời gian 3 giờ/ mẻ (tiến hành lặp lại ba lần). Dịch chiết 

MeOH sau đó được thu hồi, lọc bỏ tạp chất không tan bằng bông lọc và cô quay 

dưới áp suất giảm để loại bỏ dung môi thu được cao MeOH tương ứng.  Phần 

chiết này sau đó được chiết với các dung môi theo độ phân cực tăng dần: n- 

hexan và diclomethan cho các phần chiết tương ứng. 
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2.2.2. Các phương pháp nghiên cứu và cô lập các hợp chất [56] 

2.2.2.1. Phương pháp chiết hai pha rắn-lỏng 

Đầu tiên, bột cây khô sau khi được xử lý thô (làm sạch, phơi khô, nghiền 

mịn) được cho vào túi lọc và đưa vào thiết bị hỗ trợ rung siêu âm. Tiếp đó, thêm 

lượng methanol cần thiết để ngâm chiết bột dược liệu trong 3 giờ, ở 40 – 50oC. 

Dịch chiết thu được, tiến hành lọc thô bằng bông nhiều lần, sau đó lọc qua giấy 

lọc. Quy trình này được lặp lại 3 lần. Gộp toàn bộ dịch chiết sau đó tiến hành 

cất quay chân không để loại bỏ dung môi methanol, thu được cao chiết tổng 

(cao chiết MeOH). 

2.2.2.2. Phương pháp chiết hai pha lỏng-lỏng 

Dựa trên nguyên lý căn bản là sự phân bố khác nhau của chất tan giữa 

hai pha lỏng không trộn lẫn vào nhau. Cao chiết methanol được hòa vào lượng 

nước cất vừa đủ, sau đó tiến hành chiết lần lượt với các dung môi có độ phân 

cực tăng dần: n-hexan, dichloromethan, ethyl acetate, butanol. Các dịch chiết 

được gom lại, lọc và tiến hành cất quay chân không loại bỏ dung môi thu được 

các cặn chiết tương ứng. 

2.2.2.3. Sắc ký lớp mỏng (TLC) 

Sự phân tích sắc ký trên bản mỏng tráng silica gel là quá trình hấp phụ 

các hợp chất (phân tách theo độ phân cực tương tự như sắc kí cột). Dựa vào 

các giá trị Rƒ
  và màu sắc của các vệt chất trên sắc kí đồ TLC có thể đánh giá 

định tính số lượng cũng như xác định sơ bộ nhóm chất chính có trong đối 

tượng phân tích.  

Các bước thực hiện sắc ký lớp mỏng: 

- Bước 1: Chuẩn bị các dụng cụ cần thiết 

+ Ống vi quản (Ø 1-2 mm): rửa lại bằng dung môi hữu cơ hòa tan các 

chất sau mỗi lần chấm các đối tương phân tích khác nhau. 

+ Bản mỏng: bản mỏng thương mại (tráng trên nhôm hoặc kính), dùng 

bút chì vạch nhẹ nét xuất phát và mức tiền tuyến dung môi. 

+ Máy sấy. 

+ Mẫu phân tích: được hòa tan trong dung môi thích hợp (nồng độ 

khoảng 2-5%). 
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- Bước 2: Tiến hành đưa dung dịch mẫu lên bản mỏng bằng ống vi quản. 

Mỗi vết chấm chứa khoảng 10-12 µg mẫu phân tích. 

- Bước 3: Sấy nhẹ để dung môi bay đi khỏi vết chấm, sau đó nhúng vào 

bình khai triển chứa hệ dung môi giải ly thích hợp (lượng dung môi không được 

vượt quá vạch xuất phát). 

- Bước 4: Sử dụng phương pháp vật lý (chiếu đèn UV254nm hoặc UV365 nm) 

hay phương pháp hóa học (dùng một số thuốc thử hiện màu: dung dịch H2SO4 

7-10%, Dragendorff (lớp chất alkaloid), … sau đó hơ nóng ở 120ºC). 

2.2.2.4. Sắc ký cột hở (CC) 

Sắc kí cột thường (CC) được thực hiện dưới trọng lực của dung môi. Pha 

tĩnh là hạt hấp phụ (silica gel F254, silica gel RP18 F254s, dianion LH-20, 

sephadex, …) với các cỡ hạt tương đối (40-200 µm). Pha động là hệ dung môi 

hữu cơ n-hexane, dichloromethane, acetone, methanol, ethyl acetate. 

Các bước thực hiện sắc ký cột 

- Bước 1: Lựa chọn chất hấp phụ dựa trên khảo sát bằng sắc ký lớp mỏng 

tước đó. 

- Bước 2: Chọn cột sắc ký có kích thước phù hợp với lượng mẫu phân tích 

sau khi đã tẩm một lượng nhỏ chất hấp phụ. 

- Bước 3: Nhồi cột sắc ký (phương pháp nhồi cột ướt): lượng chất hấp phụ 

vừa đủ (thông thường sau khi đưa lên cột, chiều cao của chất hấp phụ chiếm 

khoảng 1/2 đến 2/3 chiều cao của cột) được khuấy đều thành dạng lỏng sệt 

trong dung môi phù hợp với độ phân cực gần với hệ dung môi sử dụng để rửa 

giải tránh bị nứt cột sau này. Pha tĩnh được khuấy đều trong dung môi nhồi cột 

cho tới khi hết bọt khí và nhồi vào cột sắc kí. 

- Bước 4: Đưa mẫu (sau khi tẩm với lượng vừa đủ chất hấp phụ) lên cột 

sắc ký 

- Bước 5: Triển khai sắc kí cột: tiến hành rửa giải bằng hệ dung môi được 

xác định dựa trên khảo sát TLC ở bước 1, tốc độ rửa giải khoảng 20 giọt/phút. 

- Bước 6: Khảo sát sắc ký TLC để gom các phân đoạn có sắc ký đồ tương 

tự nhau, sau đó cất loại kiệt dung môi để thu được các nhóm phân đoạn. 
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2.2.2.5. Phương pháp TLC điều chế 

Phương pháp này phân lập các chất trực tiếp trên bản mỏng (thường sử 

dụng bản mỏng kính). Đầu tiên, khảo sát mẫu phân tích trên TLC để tìm được 

hệ dung môi triển khai bản mỏng cho Rƒ các chất khác biệt nhau. Sau đó, dùng 

ống vi quản đưa dung dịch mẫu lên bản mỏng có chiều rộng 5-10 cm, triển khai 

dung môi, dựa vào Rƒ khác nhau của các chất, cạo lớp silica gel trên bản mỏng 

và rửa giải bằng metanol sẽ thu được chất cần phân tách. Phương pháp này chỉ 

áp dụng cho lượng mẫu ít và gặp khó khăn khi tách trên cột sắc ký. 

2.2.3. Các phương pháp xác định cấu trúc hóa học của các hợp chất hữu 

cơ [56] 

2.2.3.1. Phổ khối lượng (MS) 

Phổ khối lượng dựa vào sự phân mảnh ion của phân tử chất nghiên cứu 

dưới sự bắn phá của một chùm các ion từ bên ngoài, kết quả cho ra các pic ion 

phân tử, từ đó có thể xác định được cơ chế phân mảnh và dựng được cấu trúc 

hóa học của các hợp chất. Một số phổ khối lượng được sử dụng phổ biến là: 

- Phổ EI-MS (Electron Impact Ionization Mass Spectroscopy): dựa vào sự 

phân mảnh ion dưới tác dụng bắn phá của chùm electron (thông thường là 70 

ev). 

- Phổ ESI-MS (Electron Spray Impact Ionization Mass Spectroscopy): 

được thực hiện với năng lượng bắn phá thấp hơn nhiều so với phổ EI-MS. Do 

đó, dữ liệu phổ thu được chủ yếu là pic ion phân tử và các pic đặc trưng cho sự 

phá vỡ các liên kết có mức năng lượng thấp, dễ bị phá vỡ. 

2.2.3.2. Phổ cộng hưởng từ hạt nhân (Nuclear Magnetic Resonance - NMR) 

Phương pháp này đặc biệt có ý nghĩa đối với việc xác định các hợp chất 

hữu cơ. Cơ sở của phương pháp quang là dựa trên sự chênh lệch năng lượng 

của các spin hạt nhân (chuyển các hạt nhân từ trạng thái thường lên trạng thái 

kích thích) bởi từ trường của một nam châm vĩnh cửu. Tín hiệu sinh ra được 

ghi lại.  

Trong đó, phổ cộng hưởng từ hạt nhân proton (1H-NMR) cho biết thông 

tin loại proton cùng số lượng của mỗi loại và phổ cộng hưởng từ hạt nhân 

cacbon-13 (13C-NMR) cho biết khung sườn cacbon. Trong phổ 1H-NMR, độ 
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dịch chuyển hóa học (δ, ppm) và hằng số tương tác (J, Hz) là hai thông số quan 

trọng. Tetrametylsilan (TMS) là chất nội chuẩn cho phổ proton. 

2.2.4. Phân lập các hợp chất từ cây Bảy lá một hoa 

Phần thân rễ của mẫu BLMH (900.0 g) được tiến hành xay nhỏ, sau đó 

được chiết với dung môi MeOH theo tỷ lệ 1:7 (m/v) với sự hỗ trợ của máy siêu 

âm, ở nhiệt độ 50ºC, trong thời gian 3 giờ/ mẻ (tiến hành lặp lại ba lần). Dịch 

chiết MeOH sau đó được thu hồi, lọc bỏ tạp chất không tan bằng bông lọc và 

cô quay dưới áp suất giảm để loại bỏ dung môi thu được (320.0 g) cao MeOH 

toàn phần. Cao MeOH toàn phần được phân tán trong 1L nước cất, sau đó tiến 

hành chiết phân bố lỏng - lỏng với các dung môi EtOAc và BuOH (3L x 3 lần). 

Các dịch chiết được cô quay dưới áp suất giảm ta thu được các cao chiết tương 

ứng là ethyl acetate (PSE, 95.0 g), butanol (PSB, 80.0 g) và cặn nước (PSW). 

Sơ đồ 2.1. Sơ đồ điều chế các cao chiết từ cây Bảy lá một hoa 

Phân đoạn PSB (80.0 g) được tiến hành phân lập sử dụng sắc ký cột silica 

gel với dung môi rửa giải với các hệ dung môi có độ phân cực tăng dần theo tỷ 

lệ thể tích (MC:MeOH = 50:1→5:1, v/v; MC:MeOH:H2O = 5:1:0.1→1:1:0.1, 

Bột khô 

Cặn chiết MeOH 

(320.0 g) 

Dịch nước 

Dịch nước 

Dịch nước 

PSW 

1. MeOH (3 giờ, 3 lần), 500C 

2. Ultrasonic, 5L x 3 lần 

3. Lọc, cất loại MeOH 

Phân tán trong nước cất 

Dịch chiết 

EtOAc 
PSE 

(95.0 g) 

Dịch chiết 

BuOH 

PSB 

(80.0 g) 

Cất loại nước 

Chiết EtOAc Cất loại EtOAc 

Chiết BuOH Cất loại BuOH 
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v/v/v), sau đó tiến hành phân tích trên sắc ký lớp mỏng (TLC) thu được 7 phân 

đoạn ký hiệu là (PS-1A→PS-1G).  

Phân đoạn PS-1A (11.0 g) được đưa lên trên sắc ký cột silica gel sử dụng 

hệ dung môi rửa giải MC: MeOH có độ phân cực tăng dần theo tỷ lệ thể tích 

(20:1→0:1, v/v) thu được 6 phân đoạn ký hiệu là (PS-2A→PS-2G). dựa trên 

phân tích TLC. Phân đoạn PS-2C (5.3 g) tiếp tục được xử lý sắc ký cột silica 

gel với hệ pha động MC: MeOH: H2O (5:1:0.1, v/v/v) thu được 4 phân đoạn 

nhỏ (PS-2C1→PS-2C4). Từ phân đoạn PS-2C2 (930.0 mg) tiếp tục được tinh 

chế bằng sắc ký cột pha đảo RP18 sử dụng hệ dung môi rửa giải MeOH: H2O 

(1:1, v/v) thu được hợp chất PS1 (15.0 mg). Một cách tương tự, phân đoạn PS-

2C3 (580.0 mg) được phân tách trên sắc ký cột pha đảo RP18 với pha động 

MeOH: H2O (1:1, v/v) thu được hợp chất PS2 (10.6 mg) và hợp chất PS6 (5.0 

mg). 

Phân đoạn PS-1C (3.5 g) tiếp tục được xử lý sắc ký cột Sephadex-LH20 

sử dụng hệ pha động MC: MeOH (1:1, v/v) thu được hai phân đoạn (PS-3A và 

PS-3B). Phân đoạn PS-3B (1.0 g) được tinh chế bằng phương pháp kết tinh 

trong MC: MeOH (5:1, v/v) ở nhiệt độ phòng thu được hợp chất PS3 (12.6 mg).  

Từ phân đoạn PS-1D (3.0 g) được đưa lên cột sắc ký cột pha đảo RP18 

sử dụng hệ dung môi pha động MeOH: H2O (2:1, v/v) thu được 3 phân đoạn 

(PS-4A → PS-4C). Phân đoạn PS-4B (1.0 g) được tinh chế bằng sắc ký cột 

Sephadex-LH20 với hệ dung môi pha động MeOH: H2O (1:1; v/v) ta thu được 

hợp chất sạch PS4 (5.0 mg) và hợp chất PS5 (6.0 mg). 
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Cặn chiết BuOH

(PSB, 80.0 g)

PS-1B PS-1E PS-1D

(3.0 g)

PS-1F PS-1G

Silicagel c.c., 

MC:MeOH 50:1→5:1, MC:MeOH:H2O 5:1:0.1→1:1:0.1

PS-1A

(11.0 g)

Silicagel c.c., 

MC:MeOH 20:1→0:1

PS-2(A-G) PS-2C

(5.3 g)

Silicagel c.c., 

MC:MeOH:H2O 5:1:0.1

PS-2C(1,4)PS-2C2

(930.0 mg)

RP18 c.c., 

MeOH: H2O 1:1

RP18 c.c., 

MeOH:H2O 1:1

PS-2C3

(580.0 mg)

PS1

(15.0 mg)

PS2

(10.6 mg)

PS6

(5.0 mg)

PS-1C

(3.5 g)

Sephadex c.c., 

MeOH:H2O 1:1

PS-3A

Kết tinh

Mc:MeOH 5:1

PS-3B

(580.0 mg)

PS3

(12.6 mg)

RP18 c.c., 

MeOH:H2O 2:1

PS-4CPS-4A

Sephadex c.c.,

MeOH:H2O 1:1

PS-4B

(1.0 mg)

PS4

(5.0 mg)

PS5

(6.0 mg)

 

Sơ đồ 2.2. Sơ đồ phân lập các hợp chất sạch từ cao chiết BuOH của cây Bảy lá một hoa (Bắc Kạn)
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2.2.5. Phương pháp đánh giá khả năng ức chế Nitric Oxide (NO) trên mô 

hình tế bào RAW 264.7 được cảm ứng viêm bằng lipopolysaccharide (LPS) 

[57] 

- Bước 1: Đánh thức tế bào RAW 264.7 từ nitơ lỏng (Dòng tế bào RAW 

264.7 do GS. TS. Domenico Delfino, Đại học Perugia, Italia cung cấp). 

- Bước 2: Tế bào RAW 264.7 được nuôi trong môi trường DMEM 

(Dulbecco s Modified Eagle Medium) bổ sung 2 mM L-glutamine, 10 mM 

dung dịch đệm HEPES, 1 mM sodium pyruvate và 10% fetal bovine serum 

(FBS), để trong tủ ấm CO2 ở điều kiện 37°C, 5% CO2. Sau 3-5 ngày, tùy theo 

tình trạng tế bào sau khi đánh thức, tế bào được cấy chuyển với tỉ lệ (1:3). 

- Bước 3: Tế bào được cấy chuyển vào trong đĩa 96 giếng với mật độ 2 × 

105 tế bào/giếng, nuôi trong 24 giờ trong tủ ấm ở điều kiện 37°C, 5% CO2. 

- Bước 4: Sau đó hút bỏ môi trường cũ và thay bằng môi trường mới 

DMEM không có FBS để trong 3 giờ. 

- Bước 5: Tiếp theo, thay môi trường cũ bằng môi trường có chứa mẫu 

nghiên cứu ở các nồng độ khác nhau và ủ trong 2 giờ. Môi trường của một số 

giếng không chứa mẫu nghiên cứu mà chỉ có dung dịch pha mẫu được gọi là 

đối chứng âm. Đối chứng dương được sử dụng là Dexamethasone (Sigma) ở 

các nồng độ 100 μM, 20 μM, 4 μM và 0.8 μM.  

- Bước 6: Tiến hành kích thích sản sinh yếu tố NO bằng LPS nồng độ 10 

µg/mL trong 24 giờ. 

- Bước 7: Sau đó, hút 100 µL dịch nổi trong mỗi giếng sang đĩa 96 giếng 

mới và bổ sung 100 µL thuốc thử Griess reagent (gồm 50 μL of 1% (w/v) 

sulfanilamide trong 5% (v/v) phosphoric acid và 50 μL 0.1% (w/v) N-1-

naphthylethylenediamine dihydrochloride pha trong nước). 

- Bước 8: Ủ tiếp hỗn hợp trên ở nhiệt độ phòng trong 10 phút. 

- Bước 9:  

+ Sau đó, đo OD bằng máy microplate reader ở bước sóng 540 nm. 

Môi trường DMEM không có FBS được sử dụng làm giếng trắng (blank). 



24 

 

 

 

+ Hàm lượng nitrite của mỗi giếng được xác định dựa vào đường 

cong hàm lượng chuẩn NaNO2 và được so sánh % với mẫu chứng âm (LPS). 

+ Khả năng ức chế sản sinh NO của mẫu được xác định bằng công 

thức: 

% ức chế (%) = 100 −
ODmẫu − ODblank

ODDMSO − ODblank

*100 

+ Thí nghiệm được lặp lại 3 lần. Giá trị IC50 (nồng độ ức chế 50% 

sự hình thành NO) được tính toán bằng phần mềm máy tính TableCurve 2Dv4. 

Khả năng gây độc tế bào RAW 264.7 của mẫu nghiên cứu được xác 

định bằng thử nghiệm chống tăng sinh MTT trên mô hình nuôi cấy đơn lớp 

+ Đĩa 96 giếng sau khi hút dịch nổi sang giếng mới ở bước 7 được 

thêm vào mỗi giếng 90 µL môi trường nuôi cấy và 10 µL MTT (nồng độ cuối 

là 5 mg/mL) 

+ Sau 4 giờ, hút bỏ môi trường, và cho vào mỗi giếng 50 µL DMSO 

100% để hòa tan tinh thể formazan. 

+ Đo OD ở bước sóng 540 nm bằng máy ELISA Plate Reader 

(BioTek). Khả năng sống sót của tế bào RAW 264.7 trước tác dụng của mẫu 

nghiên cứu được xác định theo công thức: 

% sống sót =
ODmẫu − ODblank

ODDMSO − ODblank

*100 

2.2.6. Phương pháp đánh giá khả năng gây độc trên tế bào nuôi cấy đơn 

lớp bằng thuốc nhuộm Sulforhodamine B [58-62] 

- Bước 1: Đánh thức 4 dòng tế bào sau đây từ nitơ lỏng (SK-LU-1: TBUT 

phổi ở người (human lung carcinoma); LNCaP: TBUT tiền liệt tuyến ở người 

(human prostate carcinoma); HepG2: TBUT gan ở người (human 

hepatocarcinoma); HEK-293A: Tế bào thận gốc phôi ở người (human 

embryonic kidney cells) do GS. TS. J. M. Pezzuto, Trường Đại học Long-

Island, US và GS. Jeanette Maier, Trường Đại học Milan, Italia cung cấp). 

- Bước 2: 4 dòng tế bào trên được nuôi cấy trong môi trường DMEM hoặc 

MEME (Minimum Esental Medium with Eagle salt), bổ sung thêm L-
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glutamine, sodium pyruvat, NaHCO3, kháng sinh penicillin/streptomycin, 10% 

FBS (huyết thanh bào thai bò), trypsin-EDTA (0.05%). Điều kiện nuôi cấy là 

trong tủ ấm CO2 ở điều kiện 37°C, 5% CO2. Sau 3-5 ngày, tùy theo tình trạng 

tế bào sau khi đánh thức, tế bào được cấy chuyển với tỉ lệ (1:3). 

- Bước 3: Lựa chọn chai nuôi cấy có tế bào đang ở pha log để tiến hành 

thí nghiệm. Đầu tiên hút bỏ môi trường cũ và tráng qua bề mặt chai bằng 5 mL 

PBS (nước muối đệm phosphate). Hút bỏ PBS và cho vào 1-2 mL Trypsin-

EDTA để trong 5 phút ở 37°C. 

- Bước 4: Dừng phản ứng Trypsin hóa bằng cách bổ sung 5 mL môi trường 

nuôi cấy tế bào (10% FBS) và dùng pipet hút lên, ấn xuống nhẹ nhàng để trộn 

đều tế bào. Hút hỗn dịch tế bào cho vào ống ly tâm 15 mL (hoặc 50 mL), rồi ly 

tâm trong 5 phút với tốc độ 1000 vòng/phút. 

- Bước 5: Sau khi ly tâm xong, hút bỏ dịch nổi và thu cặn tế bào. Hòa lại 

cặn tế bào trong 5 mL môi trường nuôi cấy. Tiến hành đếm tế bào trong buồng 

đếm để điều chỉnh mật độ tế bào sao cho phù hợp trong thử nghiệm gây độc tế 

bào. 

- Bước 6: Hòa tan mẫu nghiên cứu trong DMSO 100% để được stock có 

nồng độ ban đầu là 20 mM. Pha loãng stock trên bằng môi trường nuôi cấy tế 

bào (không có FBS) thành dãy có 4 nồng độ giảm dần trên đĩa 96 giếng sao cho 

trong mỗi giếng có 10 µL mẫu nghiên cứu đã pha loãng. Sau đó bổ sung vào 

mỗi giếng 190 µL dung dịch huyền phù tế bào có mật độ phù hợp ở bước 5. 

Giếng không có mẫu nghiên cứu nhưng có dung dịch huyền phù tế bào (190 

µL) + DMSO 1% (10 µL) được sử dụng làm đối chứng ngày 0. Sau 1 giờ, tế 

bào trong giếng đối chứng ngày 0 được cố định với TCA 20% để thu số liệu 

ngày 0. Đĩa thí nghiệm được ủ trong tủ ấm 37°C trong 72 giờ. 

- Bước 7: Sau 72 giờ, tế bào còn sống được cố định ở đáy giếng bằng TCA 

trong 1 giờ. Rửa tế bào dưới vòi nước, để khô, nhuộm màu trong 30 phút bằng 

SRB ở 37°C. Sau đó, hút bỏ SRB và rửa lại 3 lần bằng acetic acid, rồi để khô 

trong không khí ở nhiệt độ phòng. 

- Bước 8: Cuối cùng, dùng 10 mM unbuffered Tris base để hòa tan lượng 

SRB đã bám và nhuộm các phân tử protein có trong tế bào, lắc nhẹ trong 10 
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phút rồi tiến hành đo OD ở bước sóng 540 nm bằng máy ELISA Plate Reader 

(BioTek). 

+ Thí nghiệm được lặp lại 3 lần. Ellipticine ở các nồng độ 10; 2; 0.4; 

0.08 µg/mL được dùng làm chất đối chứng tham khảo. DMSO 1% được coi là 

đối chứng âm (với nồng độ cuối cùng ở trong giếng thử là 0.05%). 

+ Giá trị CS (cell survival) là khả năng sống sót của tế bào khi ủ với 

mẫu nghiên cứu ở nồng độ nào đó, tính theo phần trăm so với đối chứng. 

CS(%)=
ODmẫu − ODngày 0

ODDMSO −  ODngày 0

*100 

+ Phần trăm ức chế được tính là 100% trừ đi giá trị CS. Giá trị IC50 

(nồng độ ức chế 50% sự phát triển) được tính toán nhờ phần mềm TableCurve 

2Dv4. 

+ Với tiêu chuẩn của NCI, cặn chiết được coi là có hoạt tính gây độc 

tế bào tốt khi có IC50 ≤ 20 μg/mL, còn chất tinh khiết được coi là có hoạt tính 

gây độc tế bào tốt khi IC50 ≤ 5 μM [61].  
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CHƯƠNG 3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

3.1. KẾT QUẢ SÀNG LỌC HOẠT TÍNH ỨC CHẾ SẢN SINH NO 

TRONG TẾ BÀO RAW 264.7 VÀ HOẠT TÍNH GÂY ĐỘC TẾ BÀO CỦA 

CÁC CAO CHIẾT TỪ MẪU BẢY LÁ MỘT HOA 

3.1.1. Kết quả sàng lọc hoạt tính ức chế sản sinh NO trong tế bào RAW 

264.7 của các cao chiết từ mẫu Bảy lá một hoa 

Nitric oxide (NO) là một phân tử tín hiệu có vai trò quan trọng đối với 

cơ chế bệnh sinh của phản ứng viêm và có liên quan với bệnh ung thư. Ngoài 

ra, NO được xem là chất trung gian chống viêm được sản sinh ở nhiều loại tế 

bào bao gồm đại thực bào, nguyên bào sợi hay tế bào gan. Sự sản sinh NO quá 

mức trong các trường hợp bệnh lý được xem là gây ra phản ứng viêm. NO được 

chuyển hoá và phóng thích vào các tế bào nội mô thông qua sự xúc tác của các 

enzyme Nitric oxide synthetase (NOS) khi chuyển đổi arginine thành citrulline 

và sản sinh ra NO thông qua quá trình viêm [63]. Phản ứng viêm của tế bào nếu 

không được điều trị có thể tiến triển thành viêm mãn tính [64]. Do đó, có thể 

sơ bộ đánh giá khả năng kháng viêm của mẫu cần nghiên cứu bằng việc đánh 

giá hoạt tính ức chế sản sinh NO trên tế bào RAW 264.7. 

Tiến hành đánh giá sơ bộ khả năng ức chế sản sinh NO của các cao chiết 

từ mẫu BLMH (cao MeOH, cao EtOAc, cao Butanol, cao nước) ở nồng độ 100 

µg/mL. 

 

Hình 3.1. Khả năng ức chế sản sinh NO của các cao chiết từ mẫu Bảy lá một 

hoa ở nồng độ thử 100 µg/mL 

8
0

.7
7

8
6

.7
2 9
8

.2
1

6
7

.3
48

3
.1

4

6
7

.2
1

2
3

.4
3

9
9

.8
2

C a o  M e O H C a o  E t O A c C a o  B ut a no l C a o  nư ớ c

% ức chế NO % tế bào sống



28 

 

 

 

 Kết quả Hình 3.1 cho thấy cao MeOH, cao nước thể hiện hoạt tính ức 

chế sản sinh NO tốt và lượng tế bào sống cao (đều > 80%), các cao còn lại cho 

thấy lượng tế bào sống < 70% ở nồng độ 100 µg/mL nên chưa thể xác định 

được khả năng ức chế sản sinh NO của 2 cao đó không phải do tế bào chết gây 

ra. Tiếp tục thử nghiệm trên các nồng độ khác với cao MeOH và cao H2O để 

xác định IC50. 

Bảng 3.1. Khả năng ức chế sản sinh NO của các cao chiết từ mẫu Bảy lá một 

hoa 

Cao 

chiết 
MeOH H2O 

IC50 
50.36 ± 2.95 

µg/mL 

78.94 ± 2.32 

µg/mL 

Kết quả ở Bảng 3.1 cho thấy, cao chiết MeOH và cao H2O có tác dụng 

ức chế sản sinh NO giảm dần với giá trị IC50 lần lượt là 50.36 ± 2.95 và 78.94 

± 2.32 µg/mL. 

 Như vậy, kết quả sàng lọc ban đầu này cho ưu tiên lựa chọn ra các cao 

chiết có hoạt tính ức chế sản sinh NO là cao MeOH và cặn nước từ mẫu BLMH 

thu được để tiếp tục phân lập các hợp chất sạch từ các cao chiết này nhằm tìm 

kiếm, phát hiện được các hợp chất tiềm năng kháng viêm. 

3.1.2. Kết quả sàng lọc hoạt tính gây độc trên một số dòng tế bào ung thư 

của các cao chiết từ mẫu Bảy lá một hoa 

Ung thư là căn bệnh gây tử vong đứng thứ hai trên toàn thế giới. Việc 

điều trị ung thư bằng các phương pháp phẫu thuật, xạ trị, hóa trị, thuốc tây, … 

không tiến triển nhanh như mong đợi và gây ra nhiều tác dụng phụ. Do đó, việc 

phát triển các loại thuốc chống ung thư mới từ các sản phẩm tự nhiên có tầm 

quan trọng trong điều trị lâm sàng.  

Trong nghiên cứu này, hoạt tính gây độc tế bào in vitro từ các cao chiết 

của mẫu BLMH được thử nghiệm trên các dòng TBUT phổi ở người (SK-LU-

1), TBUT tuyến tiền liệt ở người (LNCaP), TBUT gan ở người (HepG2) và tế 

bào thận gốc phôi ở người (HEK-293A) theo phương pháp thử hoạt tính gây 

độc tế bào in vitro được trình bày ở phần phương pháp (mục 2.2.6). Kết quả 
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đánh giá hoạt tính gây độc tế bào của các mẫu thử được trình bày ở Hình dưới 

đây: 

 

Hình 3.2. Kết quả đánh giá hoạt tính gây độc tế bào dưới tác động của các 

cao chiết từ mẫu Bảy lá một hoa sau 48h ủ mẫu với dải nồng độ 100-20-4-0.8 

µg/mL 

 Kết quả trên cho thấy hầu hết các mẫu thử (trừ cao H2O có giá trị IC50 > 

100 µg/mL) đều thể hiện hoạt tính gây độc tế bào trên các dòng tế bào nghiên 

cứu với giá trị IC50 từ 9.80 – 67.71 µg/mL. Trong đó, theo tiêu chuẩn của NCI, 

cao chiết BuOH thể hiện hoạt tính gây độc tế bào tốt và mạnh nhất trên cả 4 

dòng tế bào trong thử nghiệm (IC50 ≤ 20 μg/mL) 

    

Cao MeOH Cao EtOAc Cao BuOH Cao H2O 

Hình 3.3. Ảnh chụp tế bào HEK-293A dưới tác dụng của các loại cao ở nồng 

độ 100 µg/mL. 

    

Cao MeOH Cao EtOAc Cao BuOH Cao H2O 

Hình 3.4. Ảnh chụp tế bào SK-LU-1 dưới tác dụng của các loại cao ở nồng 

độ 100 µg/mL. 
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Cao MeOH Cao EtOAc Cao BuOH Cao H2O 

Hình 3.5. Ảnh chụp tế bào HepG2 dưới tác dụng của các loại cao ở nồng độ 

100 µg/mL. 

    

Cao MeOH Cao EtOAc Cao BuOH Cao H2O 

Hình 3.6. Ảnh chụp tế bào LNCaP dưới tác dụng của các loại cao ở nồng độ 

100 µg/mL. 

So sánh với một nghiên cứu năm 2021 của nhóm tác giả Lâm Bích Thảo 

về hoạt tính gây độc TBUT in vitro ở 2 mẫu BLMH ở Kon Tum và ở phía Bắc 

Việt Nam, nhận thấy có sự khác biệt giữa kết quả hoạt tính gây độc trên dòng 

tế bào HepG2: cao EtOAc thể hiện khả năng gây độc mạnh hơn cao BuOH ở 

cả 2 mẫu BLMH ở Kon Tum và phía Bắc [65].  

 Để giải thích cho sự khác biệt này và do thời gian nghiên cứu không dài, 

tác giả quyết định lựa chọn tập trung phân lập các hợp chất trong cao chiết 

BuOH của mẫu BLMH thu tại Bắc Kạn với mong muốn tìm ra các hoạt chất có 

tác dụng gây độc tế bào tốt. 

3.2. KẾT QUẢ XÁC ĐỊNH CẤU TRÚC HÓA HỌC CỦA CÁC HỢP 

CHẤT PHÂN LẬP TỪ MẪU BẢY LÁ MỘT HOA 

Từ cao chiết BuOH của mẫu BLMH thu tại tỉnh Bắc Kạn, đã phân lập và 

xác định được cấu trúc hóa học của 06 hợp chất. Cấu trúc của các hợp chất này 

được xác định như sau: 

3.2.1. Hợp chất PS1: Pennogenin 3-O-β-ᴅ-glucopyranosyl-(1→2)[O-α-L-

rhamnopyranosyl-(1→3)]-β-ᴅ-glucopyranoside  



31 

 

 

 

 

Hình 3.7. Hợp chất PS1 

 Hợp chất PS1 thu được dưới dạng tinh thể hình kim không màu. Từ dữ 

liệu phổ 1H-NMR chỉ ra 4 nhóm methyl tại δH 0.93 (3H, s, H-18), 1.06 (3H, s, 

H-19), 1.20 (3H, d, J = 7.2 Hz, H-21), và 0.65 (3H, d, J = 5.4 Hz, H-27); 1 tín 

hiệu olefin tại δH 5.30 (1H, s, H-6); cùng với 3 proton anome tại δH 4.89 (1H, 

m, H-1′), 6.30 (1H, s, H-1′′), 5.05 (1H, d, J = 7.8 Hz, H-1′′′) gợi ý sự hiện diện 

của 3 đơn vị đường. 

Mặt khác, trên phổ 13C-NMR và HSQC chỉ ra 45 tín hiệu cacbon, trong 

đó 27 tín hiệu cacbon được gán cho một đơn vị aglycone và 18 tín hiệu cacbon 

cho ba đơn vị đường. Đơn vị aglycone được thiết lập bởi 9 nguyên tử cacbon 

methylen ở δC 37.5 (C-1), 30.0 (C-2), 38.6 (C-4), 121.8 (C-6), 20.9 (C-11), 32.0 

(C-12), 31.7 (C-15), 32.0 (C-23), và 28.7 (C-24), cùng với 1 nhóm 

oxymethylene tại 66.6 (C-26); 3 nhóm cacbon methine tại δC 30.3 (C-8), 50.1 

(C-9), và 53.0 (C-14); 2 oxymethine 78.2 (C-3), và 89.9 (C-16); 2 cacbon olefin 

tại δC 140.7 (C-5), và 121.8 (C-6); 2 cacbon bậc 4 liên kết trực tiếp với oxy tại 

δC 90.0 (C-17), và 109.8 (C-22); cùng với bốn tín hiệu cacbon methyl tại δC 

17.1 (C-18), 19.4 (C-19), 9.6 (C-21) và 17.2 (C-27). Dữ liệu phổ HSQC còn 

chỉ ra 18 tín hiệu cacbon đặc trưng của vùng đường [δC 99.9 (C-1′), 76.9 (C-

2′), 89.1 (C-3′), 69.5 (C-4′), 77.6 (C-5′), và 62.2 (C-6′)] [104.4 (C-1′), 74.8 (C-

2′), 78.5 (C-3′), 71.3 (C-4′), 77.7 (C-5′), 62.2 (C-6′)] [102.0 (C-1′), 72.2 (C-2′), 

72.5 (C-3′), 73.8 (C-4′), 69.4 (C-5′), và 18.6 (C-6′)] gợi ý sự hiện diện của 3 

đơn vị đường bao gồm 2 đơn vị glucose, và 1 đơn vị rhamnose. Cấu hình của 

các đơn vị đường được xác định thông qua hằng số J1'/2' = 7.8 Hz, J1"/2" = 7.8 

Hz, J1'''/2''' < 1.2 Hz gợi ý 2 đơn vị đường glucose có cấu hình β, trong khi đơn 

vị đường rhamnose có cấu hình α. Từ việc phân tích dữ liệu phổ ở trên, hợp 
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chất PS1 được nhận định là một saponin spirostan khung diosgenin. Vị trí các 

đơn vị đường được xác định thông qua các tương tác HMBC từ δH 4.89 (H-1') 

đến C-3 (78.2) xác định đơn vị đường 1 đơn vị đường glucose liên kết với phần 

aglycon tại vị trí C-3; H-1" (6.30) đến C-2' (76.9) xác nhận đơn vị đường 

rhamnose được thế tại vị trí C-2'; H-1'" (5.05) đến C-3' (89.1) đề xuất đơn vị 

đường glucose còn lại được thế tại vị trí C-3'. Kết hợp với tài liệu tham khảo 

[66], có thể kết luận hợp chất PS1 là pennogenin 3-O-β-ᴅ-glucopyranosyl-

(1→2)[O-α-ʟ-rhamnopyranosyl-(1→3)]-β-ᴅ-glucopyranoside. 

Bảng 3.2. Dữ liệu phổ 1D-NMR của hợp chất PS1 

Vị trí C 
TLTK [66] PS1 

𝜹C
a,b 𝜹C

a,b 𝜹H
a,c (mult, J in Hz) 

1  37.5 37.5 1.68 (m)  

2 30.0 30.0 1.58 (m) 

3 78.4 78.2 3.89 (m) 

4 38.6 38.6 2.72 (m) 

5 140.7 140.7 - 

6 121.8 121.8 5.30 (s) 

7 32.4 32.3 1.91 (m) 

8 30.4 30.3 1.58 (m) 

9 50.2 50.1 1.90 (m) 

10 37.1 37.1 - 

11 20.9 20.9 1.58 (m) 

1.48 (m) 

12 32.0 32.0 2.12 (m) 

1.51 (m) 

13 45.1 45.0 - 

14 53.0 53.0 2.06 (m) 

15 31.8 31.7 1.60 (m) 

1.48 (m) 

16 90.0 89.9 4.44 (t, 6.6) 

17 90.1 90.0 - 

18 17.1 17.1 0.93 (s) 



33 

 

 

 

19 19.4 19.4 1.06 (s) 

20 44.7 44.7 2.24 (d, 7.2) 

21 9.7 9.6 1.20 (d, 7.2) 

22 109.7 109.8 - 

23 32.0 32.0 1.84 (m) 

24 28.7 28.7 1.59 (m) 

1.57 (m) 

25 32.3 32.4 1.50 (m) 

26 66.6 66.6 3.48 (d, 9.6) 

27 17.2 17.2 0.65 (d, 5.4) 

3-OGlc    

1′ 99.9 99.9 4.89 (m) 

2′ 77.0 76.9 4.21 (m) 

3′ 89.5 89.1 4.15 (m) 

4′ 69.5 69.5 4.88 (m) 

5′ 77.6 77.6 3.80 (m) 

6′ 62.4 62.2 4.52 (m) 

4.37 (m) 

2′′-Rha    

1′′ 102.1 102.0 6.30 (s) 

2′′ 72.4 72.2 4.73 (s) 

3′′ 72.7 72.5 4.52 (m) 

4′′ 74.1 73.8 4.28 (t, 9.6) 

5′′ 69.5 69.4 3.99 (m) 

6′′ 18.6 18.6 1.71 (d, 6.0) 

3′′′-Glc    

1′′′ 104.5 104.4 5.05 (d, 7.8) 

2′′′ 74.9 74.8 3.96 (m) 

3′′′ 78.6 78.5 3.99 (m) 

4′′′ 71.4 71.3 4.06 (t, 9.6) 

5′′′ 77.8 77.7 4.15 (m) 

6′′′ 62.4 62.2 4.24 (m) 

a đo trong pyridine-d5, 
b đo ở 150 MHz, c đo ở 600 MHz. 
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3.2.2. Hợp chất PS2: Gracillin 

 

Hình 3.8. Hợp chất PS2 

 Hợp chất PS2 thu được dưới dạng tinh thể hình kim không màu (trong 

MeOH). So sánh dữ liệu phổ 1D-NMR của hai hợp chất PS1 và PS2 cho thấy 

sự tương đồng. Ngoại trừ, sự thiếu hụt 1 cacbon bậc 4 liên kết với oxy, thay 

vào đó là sự hiện diện của một nhóm methine, gợi ý vị trí cacbon C-17 bị mất 

đi 1 nhóm OH điều đó được chứng minh bằng sự thay đổi độ chuyển dịch hóa 

học từ vùng trường thấp tại δC 90.0 ppm (ở PS1) về vùng trường cao tại δC 62.5 

( trong PS2). Kết hợp so sánh dữ liệu phổ NMR với tài liệu phổ được báo cáo 

trước đây [67] đã xác định được PS2 là gracillin. 

Bảng 3.3. Dữ liệu phổ 1D-NMR của hợp chất PS2 

Vị trí C 
TLTK [67] PS1 

𝜹C
a,d 𝜹C

a,b 𝜹H
a,c (mult, J in Hz) 

1  37.5 37.2 1.66 (m) 

0.91 (t, 10.8) 

2 30.1 29.8 2.07 (d, 11.4) 

1.91 (t, 6.6) 

3 77.9 77.7 3.90 (m) 

4 38.7 38.4 2.74 (d, 12.0) 

2.66 (t, 11.4) 

5 140.8 140.6 - 

6 121.9 121.6 5.34 (s) 

7 32.3 32.1 1.50 (m) 

8 31.7 31.4 1.47 (m) 
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9 50.3 50.0 0.83 (m) 

10 37.2 36.9 - 

11 21.1 20.8 1.38 (m) 

1.32 (m) 

12 39.9 39.6 1.63 (m) 

1.03 (m) 

13 40.5 40.2 - 

14 56.7 56.4 1.00 (m) 

15 32.2 31.9 2.00 (m) 

1.35 (m) 

16 81.1 81.0 4.51 (m) 

17 62.9 62.5 1.77 (t, 8.4) 

18 16.3 16.1 0.78 (s) 

19 19.4 19.2 1.00 (s) 

20 42.0 41.7 1.91 (d, 6.6) 

21 15.0 14.8 1.09 (d, 7.2) 

22 109.2 109.2 - 

23 31.8 31.5 1.65 (m) 

24 29.3 29.0 1.53 (m) 

 

25 30.6 30.3 1.50 (m) 

26 66.9 66.7 3.54 (d, 10.8) 

3.45 (d, 10.8) 

27 17.3 17.1 0.65 (d, 5.4) 

3-O-Glc 

1′ 100.0 99.7 4.83 (m) 

2′ 77.0 77.0 4.11 (m) 

3′ 89.6 88.6 4.12 (m) 

4′ 69.6 69.3 4.85 (d, 7.2) 

5′ 77.7 77.3 3.79 (m) 

6′ 62.5 62.0 4.50 (d, 9.6) 

4.37 (d, 12.0) 

2′-O-Rha 
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1′′ 102.2 101.8 6.22 (s) 

2′′ 72.5 71.9 4.80 (s) 

3′′ 72.8 72.2 4.49 (m) 

4′′ 74.2 73.5 4.27 (t, 9.6) 

5′′ 69.6 69.3 3.90 (m) 

6′′ 18.7 18.4 1.69  (d, 6.0) 

3′-O-Glc 

1′′′ 104.6 104.1 5.02 (d, 7.8) 

2′′′ 75.0 74.5 3.91 (m) 

3′′′ 78.6 77.8 4.15 (m) 

4′′′ 71.5 71.1 4.00 (m) 

5′′′ 78.7 78.2 3.98 (m) 

6′′′ 62.5 62.0 4.15 (m) 

a đo trong pyridine-d5, 
b đo ở 150 MHz, c đo ở 600 MHz, d đo ở 150 MHz. 

3.2.3. Hợp chất PS3: Paris saponin H 

 

Hình 3.9. Hợp chất PS3 

Hợp chất PS3 thu được dưới dạng bột rắn, màu trắng. So sánh dữ liệu 

phổ 1D-NMR của hai hợp chất PS1 và PS3 cho thấy sự tương đồng, ngoại trừ 

sự thiếu hụt 1 nhóm methine của đơn vị đường.  Phổ 13C-NMR, HSQC của hợp 

chất PS3 xuất hiện tín hiệu của 44 cacbon trong đó có 27 cacbon thuộc khung 

sterol và 17 cacbon của 3 phân tử đường (gồm 2 phân tử đường 6 cacbon và 1 

phân tử đường có 5 cacbon). Các đơn vị đường được xác định là glucopyranose 

(100.0, 77.6, 77.2, 76.2, 77.6, và 62.4), rhamnopryranose (101.6, 72.4, 71.9, 

73.6, 69.2, và 18.3), và arabinofuranose (109.4, 82.4, 77.6, 86.1, và 61.3). Vị 
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trí các đơn vị đường được khẳng định trên phổ HMBC thông qua các tương tác 

từ H-1′ (δH 4.89) đến C-3 (δC 78.1) xác định đơn vị đường glucose được đặt tại 

vị trí C-3 của aglycon; H-1′′ (δH 6.22) đến C-2′ (δC 77.7) xác định vị trí của 

rhamnose tại C-2' của glucose; và H-1′′′ (δH 5.88) đến C-3′′ (δC 72.6) xác định 

vị trí của arabinose tại C-3" của glucose. Kết hợp với các dữ liệu được công bố 

trong tài liệu tham khảo [68], hợp chất PS3 được xác định là paris saponin H. 

Bảng 3.4. Dữ liệu phổ 1D-NMR của hợp chất PS3 

C 
TLTK [68] PS3 

δC
a,b(ppm) δC

a,d
 (ppm) δH

a,c
 (ppm) 

1 37.4 37.5 1.72 (m) 

1.68 (m) 

2 30.0 30.1 2.14 (td, 12.6, 2.4) 

1.83 (d, 12.6) 

3 78.2 78.1 3.82 (m) 

4 38.8 38.9 2.73 (m) 

5 140.7 140.7 - 

6 121.6 121.8 5.27 (d, 4.8) 

7 32.2 32.3 1. 91 (m) 

8 31.6 31.8 2.22 (m) 

9 50.1 50.2 0.95 (m) 

10 37.0 37.1 - 

11 20.8 20.9 1.60 (m) 

1.49 (m) 

12 37.0 37.0 1.70 (m) 

0.97 (m) 

13 45.0 45.1 - 

14 52.9 53.0 2.07 (m) 

15 32.2 32.4 1.88 (m) 

1.58 (m) 

16 89.9 89.9 4.44 (t, 6.6) 

17 90.1 90.0 - 

18 17.1 17.1 0.93 (s) 
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19 19.3 19.4 1.06 (s) 

20 44.7 44.7 2.25 (q, 7.2) 

21 9.3 9.7 1.20 (d, 7.2) 

22 109.8 109.8 - 

23 32.0 32.0 1.88 (m) 

1.51 (m) 

24 28.6 28.7 1.59 (m) 

25 30.3 30.4 1.59 (m) 

26 66.7 66.7 3.48 (d, 6.0) 

27 17.2 17.2 0.66 (d, 6.0) 

3-O-Glc 

1′ 100.0 100.1 4.89 (m) 

2′ 77.6 77.7 4.82 (m) 

3′ 77.2 77.2 4.28 (m) 

4′ 76.2 76.6 3.74 (dt, 9.6, 1.2) 

5′ 77.6 77.7 4.82 (m) 

6′ 62.4 62.4 4.24 (m) 

4.11 (m) 

2′-O-Rha 

1′′ 101.6 101.8 6.22 (s) 

2′′ 72.4 72.3 4.74 (d, 1.8) 

3′′ 71.9 72.6 4.56 (dd, 9.6, 3.6) 

4′′ 73.6 74.0 4.32 (m) 

5′′ 69.2 69.4 4.28 (m) 

6′′ 18.3 18.6 1.73 (d, 6.6) 

3′-O-Ara 

1′′′ 109.4 109.6 5.88 (d, 1.2) 

2′′′ 82.4 82.6 4.83 (m) 

3′′′ 77.6 77.5 4.81 (m) 

4′′′ 86.1 86.5 4.83 (m) 

5′′′ 61.3 61.3 4.24 (m) 

4.16 (m) 

a đo trong pyridine-d5, 
b đo ở 150 MHz, c đo ở 600 MHz, d đo ở 150 MHz. 
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3.2.4. Hợp chất PS4: Methyl protogracillin 

 

Hình 3.10. Hợp chất PS4 

Hợp chất PS4 thu được dưới dạng bột màu trắng. So sánh dữ liệu phổ 

1D-NMR kết hợp phân tích phổ HSQC, và HMBC cho thấy sự tương đồng giữa 

hai hợp chất PS4 và PS2, ngoại trừ sự hiện diện 1 nhóm methoxy được đặt tại 

C-22 (112.6); cùng với sự xuất hiện của một đơn vị đường glucoside đặt tại vị 

trí C-26 (74.9). Kết hợp với tài liệu tham khảo [69], hợp chất PS4 được xác 

định là methyl protogracillin. 

Bảng 3.5. Dữ liệu phổ 1D-NMR của hợp chất PS4 

C TLTM [69] PS4 

δC
a
 (ppm) δC

a,b
 (ppm) δH

a,c
 (ppm) 

1 37.5 37.3 1.96 (m) 

1.68 (m) 

2 30.1 29.9 2.08 (d, 10.8) 

1.85 (m) 

3 77.9 78.4 3.91 (m) 

4 38.8 38.6 2.76 (d, 9.6) 

2.69 (t, 12.0) 

5 140.9 140.7 - 

6 121.8 121.7 5.33 (s) 

7 32.4 32.2 1.81 (m) 

1.51 (m) 

8 31.7 31.5 1.51 (m) 
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9 50.4 50.1 0.85 (m) 

10 37.2 37.0 - 

11 21.1 20.9 1.38 (m) 

12 39.8 39.6 1.95 (m) 

1.36 (m) 

13 40.8 40.7 - 

14 56.6 56.4 1.04 (m) 

15 32.2 32.0 1.95 (m) 

1.36 (m) 

16 81.3 81.2 4.43 (m) 

17 64.2 64.0 1.71 (d, 6.0) 

18 16.3 16.1 0.78 (s) 

19 19.4 19.2 1.01 (s) 

20 40.5 40.3 2.18 (t, 6.0) 

21 16.3 16.1 1.15 (d, 7.2) 

22 112.7 112.6 - 

23 30.8 30.6 1.97 (m) 

1.73 (m) 

24 28.2 28.0 1.73 (m) 

1.31 (m) 

25 34.3 34.0 1.86 (m) 

26 75.2 74.9 3.91 (m) 

3.55 (m) 

27 17.2 17.0 0.96 (d, 6.6) 

-OCH3 47.3 47.2 3.24 (s) 

3-O-Glc 

1′ 100.1 99.8 4.87 (m) 

2′ 77.1 77.0 4.14 (m) 

3′ 89.5 88.9 4.15 (m) 

4′ 69.6 69.4 3.93 (m) 

5′ 77.9 78.2 4.21 (m) 

6′ 62.5 62.2 4.33 (m) 

4.18 (m) 
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2′-O-Rha 

1′′ 102.2 102.0 6.29 (s) 

2′′ 72.5 72.1 4.04 (t, 9.6) 

3′′ 72.8 72.4 4.14 (m) 

4′′ 74.1 73.7 4.26 (m) 

5′′ 69.5 69.4 3.98 (m) 

6′′ 18.7 18.5 1.70 (d, 6.0) 

3′-O-Glc 

1′′′ 104.5 104.3 5.04 (d, 7.8) 

2′′′ 75.0 74.7 3.95 (m) 

3′′′ 78.5 78.2 4.21 (m) 

4′′′ 71.8 71.3 4.00 (m) 

5′′′ 77.9 77.7 3.93 (m) 

6′′′ 62.5 62.2 4.33 (m) 

4.18 (m) 

26-O-Glc 

1′′′′ 105.0 104.6 4.77 (d, 7.2) 

2′′′′ 75.2 75.1 3.91 (m) 

3′′′′ 78.5 78.2 4.21 (m) 

4′′′′ 71.8 71.5 4.15 (m) 

5′′′′ 78.6 78.0 3.91 (m) 

6′′′′ 63.0 62.6 4.50 (m) 

4.28 (m) 

a đo trong pyridine-d5, 
b đo ở 150 MHz, c đo ở 600 MHz. 
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3.2.5. Hợp chất PS5: Paris saponin VII 

 

Hình 3.11. Hợp chất PS5 

 Hợp chất PS5 thu được dưới dạng tinh thể hình kim, không màu. Kết quả 

phân tích phổ 1D-NMR cho thấy phần phổ aglycon của hợp chất PS5 tương 

đồng với hợp chất PS1. Từ đó cho phép ta dự đoán PS5 là một saponin spirostan, 

kết hợp phân tích dữ liệu phổ 1D-NMR với HSQC cho thấy sự hiện diện của 4 đơn 

vị đường thể hiện qua các tín hiệu đặc trưng tại vị trí anome, các đơn vị đường này 

bao gồm 1 đơn vị glucose tại δH 5.02 (H-1′, d, J = 7.2 Hz)/ δC 100.1 (C-1′), cùng 

với 3 đơn vị đường rhamnose tại δH 6.25 (H-1′′, s)/ 102.74 (C-1′′), 6.23 (H-1′′′, s)/ 

103.87 (C-1′′′), và 6.16 (H-1′′′, s)/ 102.76 (C-1′′′). Phân tích phổ HMBC của hợp 

chất PS5 thể hiện các tương tác từ H-1′ đến C-3, H-1′′ đến C-2′, H-1′′′ đến C-

4′, H-1′′′′ đến C-4′′′ xác nhận đơn vị đường glucose được đặt tại vị trí C-3 của 

phần alycon, đơn vị đường rhamnose1 đặt tại vị trí C-2′, 2 đơn vị đường 

rhamnose còn lại liên kết với nhau qua vị trí C-1′′′′/C-4′′′ và cùng đặt tại vị trí 

C-4′ của đơn vị đường glucose. Kết hợp với dữ liệu phổ đã công bố trong tài 

liệu tham khảo [66], hợp chất PS5 là pennogenin-3-O-α-L-

rhamnopyranonsyl-(1→4)-α-ʟ-rhamnopyranonsyl-(1→4)-[α-ʟ-

rhamnopyranonsyl-(1→2)]-β-ᴅ-glucopyranoside còn gọi là paris saponin 

VII. 

Bảng 3.6. Dữ liệu phổ 1D-NMR của hợp chất PS5 

C TLTK [66] PS5 

𝜹C
a,b 𝜹C

a,b 𝜹H
a,c (mult, J in Hz) 

1 38.1 37.3  
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2 30.7 29.9  

3 78.2 78.3  

4 39.5 38.7  

5 141.3 140.6 - 

6 122.4 121.7 5.70 (s) 

7 33.0 32.2  

8 31.0 30.2  

9 50.8 50.0  

10 37.7 37.0 - 

11 21.5 20.7  

12 32.7 31.8  

13 45.7 44.9 - 

14 53.6 52.8  

15 32.9 32.1  

16 90.6 89.7  

17 90.7 90.0 - 

18 17.7 16.9 0.90 (s) 

19 20.0 19.2 1.01 (s) 

20 45.3 44.6 2.24 (d, 7.2) 

21 10.4 9.5 1.19 (d, 7.2) 

22 110.4 109.8 - 

23 32.4 31.6  

24 29.4 24.9  

25 30.7 28.6  

26 67.3 66.6 3.58 (d, 7.2) 

27 17.9 17.1 0.63 (d, 5.4) 

3-O-Glc 

1′ 100.9 100.1 5.02 (d, 7.2) 

2′ 78.6 78.3  

3′ 78.3 77.7  

4′ 78.5 78.0  

5′ 77.5 77.3  

6′ 61.7 61.0  
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2′-O-Rha 

1′′ 102.7 102.0 6.25 (s) 

2′′ 73.1 72.0  

3′′ 73.4 72.4  

4′′ 74.6 76.6  

5′′ 68.9 68.2  

6′′ 19.2 18.4 1.71 (d, 6.6) 

3′-O-Rha 

1′′′ 103.9 104.2 6.23 (s) 

2′′′ 73.8 73.5  

3′′′ 73.5 72.8  

4′′′ 81.0 80.0  

5′′′ 71.0 70.1  

6′′′ 19.0 18.1 1.18 (d, 7.2) 

4′′′-O-Rha 

1′′′′ 102.8 102.0 6.16 (s) 

2′′′′ 73.2 72.1  

3′′′′ 73.4 72.4  

4′′′′ 74.7 73.6  

5′′′′ 70.1 69.4  

6′′′′ 19.5 18.6 1.16 (d, 7.2) 

a đo trong pyridine-d5, 
b đo ở 150 MHz, c đo ở 600 MHz. 

3.2.6. Hợp chất PS6: Pennogenin-3-O-α-L-arabinosyl-(1→4)-β-D-

glucsopyranoside 

 

Hình 3.12. Hợp chất PS6 
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 Hợp chất PS6 thu được dưới dạng bột vô định hình màu trắng. So sánh 

dữ liệu phổ 1H, 13C - NMR của hai hợp chất PS6 và PS3 rất giống nhau, ngoại 

trừ sự vắng mặt các tín hiệu của một đơn vị đường rhamnose trên hợp chất PS6 

điều này được khẳng định dựa trên phổ 13C và phổ HMBC. Kết hợp với so sánh 

tài liệu tham khảo, hợp chất PS6 được xác định là pennogenin-3-O-α-ʟ-

arabinosyl-(1→4)-β-ᴅ-glucopyranoside. 

Bảng 3.7. Dữ liệu phổ 1D-NMR của hợp chất PS6 

C 
PS3 PS6 

δC
a(ppm) δC (ppm) δH

b
 (ppm) 

1 37.5 37.4 1.68 (m) 

0.91 (m) 

2 30.1 30.0 2.03 (m) 

1.66 (m) 

3 78.1 78.1 3.79 (m) 

4 38.9 39.2 2.65 (dt, 10.5, 2.5) 

2.42 (t, 10.5) 

5 140.7 140.8 - 

6 121.8 121.7 5.26 (d, 5.0) 

7 32.3 32.3 1. 87 (m) 

8 31.8 31.6 2.18 (m) 

9 50.2 50.1 0.90 (m) 

10 37.1 36.9 - 

11 20.9 20.9 1.52 (m) 

1.47 (m) 

12 37.0 37.0 1.68 (m) 

0.91 (m) 

13 45.1 45.0 - 

14 53.0 52.9 2.00 (m) 

15 32.4 32.2 1.69 (m) 

1.48 (m) 

16 89.9 89.8 4.43 (t, 6.5) 

17 90.0 90.0 - 

18 17.1 17.0 0.92 (s) 

19 19.4 19.3 0.90 (s) 
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20 44.7 44.7 2.23 (q, 7.0) 

21 9.7 9.6 1.20 (d, 7.0) 

22 109.8 109.8 - 

23 32.0 32.0 1.72 (m) 

1.51 (m) 

24 28.7 28.7 1.55 (m) 

25 30.4 30.3 1.71 (m) 

26 66.7 66.6 3.48 (m) 

27 17.2 17.2 0.65 (d, 6.0) 

3-O-Glc 

1′ 100.1 102.3 4.92 (m) 

2′ 77.7 78.3 4.77 (m) 

3′ 77.2 76.4 4.30 (m) 

4′ 76.6 76.4 4.30 (m) 

5′ 77.7 76.8 3.78 (m) 

6′ 62.4 62.5 4.23 (d, 9.5) 

4.11 (dd, 12.0, 5.0) 

4′-O-Ara 

1′′ 109.6 109.3 5.96 (d, 2.0) 

2′′ 82.6 82.6 4.85 (m) 

3′′ 77.5 74.9 3.97 (m) 

4′′ 86.5 86.6 4.92 (m) 

5′′ 61.3 61.4 4.25 (m) 

4.22 (m) 

a đo trong pyridine-d5, 
b đo ở 150 MHz, c đo ở 600 MHz. 
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Hình 3.13. Các hợp chất phân lập được từ mẫu Bảy lá một hoa (Bắc Kạn)
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3.2. KẾT QUẢ ĐÁNH GIÁ HOẠT TÍNH ỨC CHẾ SẢN SINH NO ĐỊNH 

HƯỚNG KHÁNG VIÊM VÀ GÂY ĐỘC TẾ BÀO CỦA CÁC HỢP CHẤT 

PHÂN LẬP TỪ MẪU BẢY LÁ MỘT HOA 

3.3.1. Kết quả đánh giá hoạt tính ức chế sản sinh NO định hướng kháng 

viêm của các hợp chất được phân lập từ cao chiết BuOH của mẫu Bảy lá 

một hoa 

Hoạt tính ức chế sản sinh NO của các hợp chất phân lập được từ cao chiết 

BuOH của loài BLMH được đánh giá qua mô hình tế bào RAW 264.7 (được 

kích thích bởi LPS). 

 

Hình 3.14. Kết quả đánh giá hoạt tính ức chế sản sinh NO của các hợp chất 

phân lập từ mẫu Bảy lá một hoa ở nồng độ 100 µM 

Để đánh giá hoạt tính ức chế sản sinh NO của các hợp chất trên dòng tế 

bào RAW 264.7, đầu tiên cần xác định nồng độ các hợp chất có thể sử dụng mà 

không gây ảnh hưởng đến sức sống của tế bào này. Dựa trên kết quả được thể 

hiện trong (Hình 3.14), nhận thấy hai hợp chất PS4, PS6 thể hiện hoạt tính ức 

chế sản sinh NO tốt và ít gây độc tế bào RAW 264.7 ở nồng độ 100 µM. Do 

đó, hai hợp chất này được tiếp tục thử nghiệm ở các dải nồng độ khác nhau (20 

µM, 4 µM, 0.8 µM) để xác định giá trị IC50. Các hợp chất còn lại có tỉ lệ tế bào 

sống thấp (đều < 10%) nên chưa thể xác định được kết quả ức chế sản sinh NO 

không phải do tế bào chết gây ra.  
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Bảng 3.8. Khả năng ức chế sản sinh NO của hai hợp chất PS4 và PS6 phân 

lập từ cao chiết BuOH của mẫu Bảy lá một hoa 

Nồng độ (µM) 
% ức chế NO  

PS4 PS6 Dexamethasone 

100 64.05 ± 0.97 66.31 ± 1.58 84.94 ± 2.41 

20 15.15 ± 0.97 13.59 ± 1.02 54.96 ± 1.18 

4 7.85 ± 0.75 10.92 ± 0.83 40.55 ± 1.02 

0.8 3.95 ± 0.23 4.97 ± 0.33 30.26 ± 0.69 

IC50 77.39 ± 2.15 78.45 ± 2.83 12.61 ± 1.28 

Kết quả nghiên cứu cho thấy giá trị IC50 của hai hợp chất PS4 và PS6 lần 

lượt là 77.39 ± 2.15 và 78.45 ± 2.83 µM. So sánh giá trị IC50 chỉ ra rằng hai 

hợp chất PS4 và PS6 có tác dụng ức chế yếu sự sản sinh ra NO trong tế bào 

RAW 264.7 (kích thích bởi LPS) so với chất đối chứng dương dexamethasone 

(IC50 = 12.61 ± 1.28 µM). Dexamethasone được thử nghiệm ở dải nồng độ 100-

20-4-0.8 µM và hoạt động ổn định trong thí nghiệm. Một nghiên cứu năm 2016 

của Yi Zhang và cộng sự cũng đã báo cáo về tác dụng ức chế yếu sự sản sinh 

NO ở tế bào RAW 264.7 (kích thích bằng LPS) của hợp chất PS4 (Methyl 

protogracillin) [70].  

3.3.2. Kết quả đánh giá hoạt tính ức chế một số dòng tế bào ung thư của 

các hợp chất được phân lập từ cao chiết BuOH của mẫu Bảy lá một hoa 

Kết quả IC50 của các hợp chất sạch phân lập từ cao chiết Butanol của 

mẫu BLMH trên các dòng TBUT SK-LU-1, HepG2, LNCaP và tế bào thận gốc 

phôi ở người HEK-293A cho thấy năm hợp chất (PS1-PS5) có tác dụng gây 

độc mạnh hơn, hợp chất PS6 cho tác dụng gây độc yếu hơn (Bảng 3.9). 

Bảng 3.9. Kết quả đánh giá hoạt tính gây độc tế bào của các hợp chất phân 

lập được từ mẫu Bảy lá một hoa 

Mẫu thử 
IC50 (µM) 

HEK-293A SK-LU-1 HepG2 LNCaP 

PS1 6.17 ± 0.20 4.18 ± 0.15 6.61 ± 0.32 6.02 ± 0.11 

PS2 1.21 ± 0.02 1.17 ± 0.02 1.20 ± 0.01 1.18 ± 0.01 

PS3 1.14 ± 0.01 1.09 ± 0.01 1.15 ± 0.02 1.08±0.02 

PS4 10.64 ± 0.22 13.30 ± 0.84 23.64 ± 0.93 17.83 ± 1.20 
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PS5 8.37 ± 0.34 7.40 ± 0.31 8.12 ± 0.32 7.59 ± 0.13 

PS6 63.48 ± 3.53 76.32 ± 3.34 65.68 ± 2.10 67.46 ± 1.89 

  Kết quả trên cho thấy tất cả các mẫu thử nghiệm đều thể hiện hoạt tính 

ức chế sự phát triển của các dòng TBUT nghiên cứu với giá trị IC50 từ 1.08 – 

76.32 µM. Theo tiêu chuẩn của NCI, 2 hợp chất PS2 và PS3 có hoạt tính gây 

độc tế bào rất mạnh (IC50 ≤ 5 μM). 

 

Hình 3.15. Khả năng gây độc tế bào của bốn hợp chất thuộc nhóm saponin 

pennogenin PS1, PS3, PS5 và PS6 thông qua giá trị IC50 

 Biểu đồ trên cho thấy các hợp chất saponin pennogenin có từ 3 gốc 

đường trở lên (PS1, PS3 và PS5) cho hoạt tính gây độc tế bào cao hơn rất nhiều.  

    

HEK-293A HepG2 LNCaP SK-LU-1 

Hình 3.16. Ảnh chụp 4 loại tế bào dưới tác dụng của PS1 ở nồng độ 4 µM. 

    

HEK-293A HepG2 LNCaP SK-LU-1 

Hình 3.17. Ảnh chụp 4 loại tế bào dưới tác dụng của PS3 ở nồng độ 4 µM. 

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

HEK-293A SK-LU-1 HepG2 LNCaP

PS1 PS3 PS5 PS6



51 

 

 

 

 

HEK-293A 

 

HepG2 

 

LnCaP 

 

SK-LU-1 

Hình 3.18. Ảnh chụp 4 loại tế bào dưới tác dụng của PS6 ở nồng độ 100 µM. 

Trong các nghiên cứu trước đây, các hợp chất PS1, PS3 và PS5 đã được 

thử nghiệm tác dụng gây độc tế bào trên một số dòng TBUT. 

Pennogenin 3-O-β-ᴅ-glucopyranosyl-(1→2)[O-α-ʟ-rhamnopyranosyl-

(1→3)]-β-ᴅ-glucopyranoside (hợp chất PS1) được phân lập lần đầu tiên từ thân 

rễ của P. vietnamensis (Takht.) H.Li. Saponin này thể hiện hoạt tính chống ung 

thư mạnh với giá trị IC50 dao động từ 0,5 đến 5,1 mg/mL trên các TBUT bạch 

cầu cấp tính ở người dòng HL-60. Mặt khác, phân tích sâu hơn trên tế bào 

L1210 chỉ ra rằng hợp chất này gây ra hiện tượng apoptosis phụ thuộc vào nồng 

độ và thời gian (EC50 = 5 µM). Ngoài ra, nó cũng đã được phân lập từ P. 

polyphylla var. yunnanensis, cho thấy hoạt tính gây độc mạnh cho TBUT gan 

dòng HepG2 với giá trị IC50 là 2.25 µg/mL, sử dụng hydroxycamptothecin làm 

đối chứng dương (IC50 = 2.15 µg/mL) [71].  

Một nghiên cứu năm 2012 chỉ ra rằng P. fargesii var. brevipetala (PFB) 

chứa thành phần chính là pennogenyl saponin và một lượng nhỏ saponin 

diosgenin. Tổng hàm lượng saponin phát hiện trong PFB dao động từ 9.12 mg/g 

đến 85.33 mg/g. Ngoài ra, paris saponin H (hợp chất PS3), saponin chiếm ưu 

thế của PFB (>50%), đã được đánh giá hoạt tính gây độc tế bào in vitro trên 

các dòng tế bào HepG2, A549, RPE và L929 với đối chứng dương Cisplatin. 

PSH cho thấy hoạt tính gây độc tế bào đáng chú ý trên các tế bào A549 với giá 

trị IC50 là 1.53± 0.08 μg/mL Ngoài ra trên tế bào HepG2, giá trị IC50 là 5.93± 

0.22 µg/mL [72]. 

Paris saponin VII (PSVII) (hợp chất PS5), còn được gọi là Chonglou 

saponin VII, là một saponin steroid được phân lập từ thân rễ của P. polyphylla 

[73]. PSVII đã được báo cáo là có tác dụng ngăn chặn sự phát triển của một số 

loại ung thư như ung thư đại trực tràng [74], ung thư cổ tử cung [75], ung thư 

phổi [76], ung thư xương ác tính [77]. Năm 2021, Ying Liu và cộng sự đã 
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nghiên cứu tác động của PSVII lên TBUT vú ở người và các cơ chế chống ung 

thư của nó. Các nhà nghiên cứu đã chứng minh rằng nồng độ PSVII ức chế sự 

tăng sinh của các dòng tế bào MDA-MB-231, MDA-MB-436 và MCF-7 với 

các giá trị IC50 lần lượt là 3.16, 3.45 và 2.86 μM [78]. 

 

Hình 3.19. Khả năng gây độc tế bào của hai hợp chất PS2 và PS4 thông qua 

giá trị IC50 

 Biểu đồ so sánh khả năng gây độc bốn dòng tế bào của hai hợp chất (Hình 

3.19) đã chỉ ra rằng hợp chất PS2 có hoạt tính mạnh hơn rất nhiều lần hợp chất 

PS4. Kết quả này tương đồng với một nghiên cứu của Ke Hu và cộng sự vào 

năm 2003 trên nhiều loại TBUT ở người (bệnh bạch cầu, ung thư buồng trứng, 

ung thư thận, ung thư vú,…) [53]. Điều này chứng tỏ, vòng F rất quan trọng 

đối với tính chọn lọc giữa saponin spirostanol (PS2) và saponin furostanol 

(PS4).  

    

HEK-293A HepG2 LNCaP SK-LU-1 

Hình 3.20. Ảnh chụp 4 loại tế bào dưới tác dụng của PS2 ở nồng độ 20 µM. 
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HEK-293A HepG2 LNCaP SK-LU-1 

Hình 3.21. Ảnh chụp 4 loại tế bào dưới tác dụng của PS4 ở nồng độ 20 µM. 

Tham khảo các nghiên cứu trước đây, năm 2019, gracillin (hợp chất PS2) 

- một saponin steroid được tìm thấy trong mẫu thân rễ của cả 2 thứ P. polyphylla 

var. yunnannsis và P. polyphylla var. chinensis đã được thử nghiệm và xác nhận 

là có khả năng ức chế sự phát triển của nhiều loại TBUT ở người, bao gồm cả 

những dòng mang tính kháng hóa trị hoặc thuốc nhắm mục tiêu EGFR, bằng 

cách gây ra apoptosis. Cụ thể là các dòng TBUT khác nhau có nguồn gốc từ 

phổi hoặc các cơ quan khác như tuyến tiền liệt: DU145, LNCaP, PC3; hầu 

họng: FADU; đại trực tràng: HCT-15, HCT116, HT-29, LS174T, RKO; gan: 

Huh7, Hep3B, và các TBUT mang khả năng kháng thuốc hóa trị paclitaxel 

(H226B/R, H460/R, SK-MES-1/R và DU145/R), thuốc nhắm mục tiêu EGFR 

gefitinib (PC9/GR), hoặc erlotinib (PC9/ER). Các nhà nghiên cứu đã chứng 

minh rằng gracillin làm suy giảm hoạt động liên quan đến sự sản sinh năng 

lượng trong tế bào qua trung gian ty thể bằng cách ngăn chặn quá trình tổng 

hợp ATP và tạo ra các loại oxy phản ứng ROS. Cũng trong nghiên cứu đó, 

gracillin cho thấy khả năng ngăn chặn một cách hiệu quả quá trình hình thành 

khối u phổi do đột biến gen KRAS và sự phát triển của các khối u xenograft có 

nguồn gốc từ các dòng tế bào hoặc mô của bệnh nhân. Gracillin không gây biểu 

hiện đặc điểm sinh lý bệnh rõ ràng nào ở chuột. Do đó, gracillin có tiềm năng 

trở thành thuốc chống ung thư nhắm mục tiêu phức hợp II [79]. 

Như vậy tổng kết lại, phần cao chiết BuOH của mẫu BLMH thu được tại 

Bắc Kạn rất giàu các saponin có hoạt tính gây độc TBUT rất tốt, nên cao BuOH 

có hoạt tính ức chế sự phát triển của bốn dòng tế bào mạnh nhất trong 4 loại 

cao chiết từ mẫu BLMH được nghiên cứu.  
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KẾT LUẬN VÀ KIẾN NGHỊ 

KẾT LUẬN 

1. Đã sàng lọc các hoạt tính ức chế NO định hướng kháng viêm và gây độc 

tế bào từ các cao chiết của loài Bảy lá một hoa thu ở xã Bình Văn, huyện Chợ 

Mới, tỉnh Bắc Kạn. 

- Cao chiết MeOH có hoạt tính ức chế sản sinh NO mạnh hơn so với cao 

H2O, hai cao chiết EtOAc và cao chiết BuOH chưa thể hiện hoạt tính ở các 

nồng độ thử nghiệm. 

- Cao chiết BuOH có hoạt tính ức chế sự phát triển của bốn dòng tế bào 

mạnh hơn cao chiết MeOH và cao chiết EtOAc, cao chiết H2O chưa thể hiện 

hoạt tính ở các nồng độ thử nghiệm. 

2. Đã phân lập và xác định cấu trúc hóa học của sáu hợp chất phân lập được 

từ mẫu Bảy lá một hoa: pennogenin 3-O-β-ᴅ-glucopyranosyl-(1→2)[O-α-ʟ-

rhamnopyranosyl-(1→3)]-β-ᴅ-glucopyranoside (PS1), gracillin (PS2), paris 

saponin H (PS3), methyl protogracillin (PS4), paris saponin VII (PS5), 

pennogenin-3-O-α-ʟ-arabinosyl-(1→4)-β-ᴅ-glucopyranoside (PS6). 

3. Đã đánh giá hoạt tính ức chế sản sinh NO của một số hợp chất phân lập 

được từ mẫu Bảy lá một hoa. 

- Hai hợp chất methyl protogracillin (PS4) và pennogenin-3-O-α-ʟ-

arabinosyl-(1→4)-β-ᴅ-glucopyranoside (PS6) có tác dụng ức chế yếu sự sản 

sinh NO trong tế bào RAW 264.7 kích thích bởi LPS với giá trị IC50 lần lượt là 

77.39 ± 2.15 và 78.45 ± 2.83 µM. 

4. Đã đánh giá hoạt tính gây độc tế bào trên dòng tế bào ung thư SK-LU-1, 

HepG2, LNCaP của một số hợp chất phân lập được từ mẫu Bảy lá một hoa. 

- Tất cả các mẫu thử nghiệm đều thể hiện hoạt tính ức chế sự phát triển 

của các dòng tế bào ung thư nghiên cứu với giá trị IC50 từ 1.08 – 76.32 µM. 

Trong đó, hai hợp chất gracillin (PS2), paris saponin H (PS3) thể hiện hoạt tính 

gây độc tế bào ung thư rất mạnh. Tiếp đó, ba hợp chất pennogenin 3-O-β-ᴅ-

glucopyranosyl-(1→2)[O-α-ʟ-rhamnopyranosyl-(1→3)]-β-ᴅ-glucopyranoside 

(PS1), methyl protogracillin (PS4), paris saponin VII (PS5) thể hiện hoạt 

tính gây độc đáng kể. Cuối cùng, hợp chất pennogenin-3-O-α-ʟ-arabinosyl-
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(1→4)-β-ᴅ-glucopyranoside (PS6) cho thấy khả năng gây độc tế bào trung bình 

yếu. 

KIẾN NGHỊ 

 Từ các kết quả nghiên cứu thu được trong đề tài, tác giả kiến nghị:  

- Hai hợp chất gracillin (PS2) và paris saponin H (PS3) cho thấy khả năng 

ức chế rất mạnh sự phát triển của tế bào ung thư (SK-LU-1, HepG2, LNCaP), 

tuy nhiên, hai hợp chất này đồng thời cũng tiêu diệt cả tế bào thường (HEK-

293A). Vì vậy, cần có những nghiên cứu sâu hơn về việc kết hợp với các chất 

mang (VD: liposome, …) để hoạt chất tác động hướng đích vào tế bào ung thư 

nhằm định hướng ứng dụng lâm sàng. 

- Qua quá trình phân lập, nhận thấy mẫu Bảy lá một hoa thu được tại xã 

Bình Văn, huyện Chợ Mới, tỉnh Bắc Kạn có hàm lượng saponin cao tập trung 

ở phần cao chiết Butanol, các saponin có hoạt tính gây độc tế bào ung thư rất 

tốt chiếm ưu thế. Cần có nghiên cứu định lượng (có thể sử dụng hệ thống sắc 

ký lỏng hiệu năng cao – HPLC, …) và định danh loài chính xác để xây dựng 

kế hoạch bảo tồn và phát triển vùng trồng nguồn dược liệu này. 
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VII. Phụ lục kết quả thử nghiệm hoạt tính ức chế sản sinh Nitric Oxide 

(NO) 

Nồng độ 

(µg/mL) 

EA tổng MeOH 

% ức chế 

NO 
% tế bào sống 

% ức chế 

NO 
% tế bào sống 

TB SD TB SD TB SD TB SD 

100 86.72 1.31 67.21 3.56 80.77 2.52 83.14 3.56 

20 14.24 1.03 97.39 1.85 26.75 1.51 99.91 2.40 

4 5.18 0.29   8.56 0.65   

0,8 2.21 0.15   4.15 0.35   

IC50 NA  - 50.36±2.95 - 

Nồng độ 

(µg/mL) 

Butanol H2O 

% ức chế 

NO 
% tế bào sống 

% ức chế 

NO 
% tế bào sống 

TB SD TB SD TB SD TB SD 

100 98.21 2.52 23.43 0.94 67.34 1.56 99.82 2.96 

20 22.58 1.32 85.10 1.80 10.97 0.83 99.42 1.03 

4 12.46 1.23   6.80 0.50   

0,8 8.39 0.38   2.83 0.28   

IC50 NA - 78.94±2.32 - 

Nồng độ 

(µM) 

PS1 PS2 

% ức chế 

NO 
% tế bào sống 

% ức chế 

NO 
% tế bào sống 

TB SD TB SD TB SD TB SD 

100 98.96 2.72 6.21 1.00 98.96 1.69 7.62 0.25 

20 93.10 2.17 31.42 1.52 98.75 1.12 10.83 0.13 

4 7.94 0.86   13.17 1.10   

0,8 4.49 0.24   5.12 0.45   

IC50 NA - NA - 

Nồng độ 

(µM) 

PS3 PS4 

% ức chế 

NO 
% tế bào sống 

% ức chế 

NO 
% tế bào sống 

TB SD TB SD TB SD TB SD 

100 99.78 2.36 8.10 0.22 64.05 0.97 97.85 1.46 

20 76.39 1.45 49.57 1.23 15.15 0.97 98.12 1.59 

4 8.82 0.91 86.82 2.95 7.85 0.75   

0,8 1.61 0.15   3.95 0.23   

IC50 NA - 77.39±2.15 - 
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Nồng độ 

(µM) 

PS5 PS6 

% ức chế 

NO 
% tế bào sống 

% ức chế 

NO 
% tế bào sống 

TB SD TB SD TB SD TB SD 

100 96.45 2.24 8.63 0.56 66.31 1.58 100.26 1.11 

20 66.35 1.65 60.14 2.19 13.59 1.02 101.22 0.17 

4 16.61 1.24 78.49 1.99 10.92 0.83   

0,8 1.38 0.12   4.97 0.33   

IC50 NA - 78.45±2.83 - 

Nồng độ 

(µM) 

Dexamethasone 

% ức chế 

NO 
% ức chế NO 

TB SD TB SD 

100 84.94 2.41 92.39 3.61 

20 54.96 1.18 97.67 1.52 

4 40.55 1.02   

0,8 30.26 0.69   

IC50 12.61±1.28  

Ghi chú: - Các mẫu bôi vàng cho thấy lượng tế bào sống <80% ở những nồng 

độ thử này. Do vậy % ức chế NO ở những nồng độ này KHÔNG được sử dụng 

để tính IC50. Dexamethasone được thử nghiệm ở dải nồng độ 100-20-4-0.8 µM. 

- NO: not available 

VIII. Phụ lục kết quả thử hoạt tính gây độc tế bào in vitro 

Nồng độ 

(µM) 

PS1 

HEK-293A SK-LU-1 HepG2 LNCaP 

%ƯC SD %ƯC SD %ƯC SD %ƯC SD 

100 101.66 1.93 104.96 2.61 101.30 2.26 102.85 2.14 

20 91.93 1.51 94.79 1.72 91.48 2.18 93.13 1.28 

4 27.48 1.07 44.45 1.20 28.52 0.86 29.91 1.17 

0.8 12.56 0.23 16.39 0.54 7.36 0.54 10.33 0.90 

IC50 6.17±0.20 4.18±0.15 6.61±0.32 6.02±0.11 

Nồng độ 

(µM) 

PS2 

HEK-293A SK-LU-1 HepG2 LNCaP 

%ƯC SD %ƯC SD %ƯC SD %ƯC SD 

100 102.04 2.81 105.27 2.22 101.34 2.10 103.04 2.38 

20 100.35 1.18 102.18 2.34 100.60 1.08 100.19 1.27 
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4 95.25 1.84 94.69 2.05 94.86 2.11 96.64 1.78 

0.8 5.55 0.38 9.23 0.93 6.20 0.26 7.53 0.32 

IC50 1.21±0.02 1.17±0.02 1.20±0.01 1.18±0.01 

Nồng độ 

(µM) 

PS3 

HEK-293A SK-LU-1 HepG2 LNCaP 

%ƯC SD %ƯC SD %ƯC SD %ƯC SD 

100 101.68 2.24 105.71 3.15 101.30 3.07 102.76 2.21 

20 100.58 2.10 101.05 2.26 100.54 2.04 100.10 2.35 

4 92.44 1.21 94.40 1.45 91.44 1.07 95.82 2.30 

0.8 13.83 0.57 18.50 0.91 13.07 1.62 19.82 1.78 

IC50 1.14±0.01 1.09±0.01 1.15±0.02 1.08±0.02 

Nồng độ 

(µM) 

PS4 

HEK-293A SK-LU-1 HepG2 LNCaP 

%ƯC SD %ƯC SD %ƯC SD %ƯC SD 

100 101.81 2.76 100.13 3.06 88.92 2.61 92.57 4.35 

20 85.06 1.51 76.24 2.57 53.66 1.34 65.05 2.55 

4 6.30 0.34 4.95 0.37 6.84 0.34 5.24 0.36 

0.8 -4.45 0.30 2.23 0.17 1.53 0.14 2.45 0.23 

IC50 10.64±0.22 13.30±0.84 23.64±0.93 17.83±1.20 

Nồng độ 

(µM) 

PS5 

HEK-293A SK-LU-1 HepG2 LNCaP 

%ƯC SD %ƯC SD %ƯC SD %ƯC SD 

100 102.44 3.27 106.10 3.21 101.56 3.13 102.15 2.39 

20 90.42 2.13 90.61 2.32 91.63 2.13 100.79 1.09 

4 15.98 1.30 19.92 0.96 17.93 1.31 10.35 0.31 

0.8 1.54 0.14 5.59 0.26 1.37 0.07 6.20 0.27 

IC50 8.37±0.34 7.40±0.31 8.12±0.32 7.59±0.13 

Nồng độ 

(µM) 

PS6 

HEK-293A SK-LU-1 HepG2 LNCaP 

%ƯC SD %ƯC SD %ƯC SD %ƯC SD 

100 83.98 2.29 66.47 2.10 85.62 1.19 86.97 2.31 

20 16.91 1.58 15.92 1.12 11.39 1.08 9.83 0.63 

4 11.43 1.17 9.50 0.79 6.72 0.57 6.33 0.31 

0.8 6.46 0.49 7.54 0.26 -0.45 0.03 -0.43 0.03 

IC50 63.48±3.53 76.32±3.34 65.68±2.10 67.46±1.89 

Nồng độ 

(µg/mL) 

EA tổng 

HEK-293A SK-LU-1 HepG2 LNCaP 

%ƯC SD %ƯC SD %ƯC SD %ƯC SD 

100 102.62 2.11 106.15 3.37 101.68 2.06 101.92 2.49 
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Ghi chú: Chất đối chứng dương Ellipticine hoạt động ổn định trong thí nghiệm. 

20 14.19 1.37 21.55 1.59 11.26 1.00 10.79 0.86 

4 4.40 0.22 2.86 0.22 6.04 0.36 2.31 0.24 

0.8 0.22 0.04 1.44 0.18 2.25 0.12 -4.45 0.45 

IC50 55.98±2.29 47.06±2.37 62.06±2.14 57.79±1.75 

Nồng độ 

(µg/mL) 

MeOH tổng 

HEK-293A SK-LU-1 HepG2 LNCaP 

%ƯC SD %ƯC SD %ƯC SD %ƯC SD 

100 91.85 2.36 94.47 2.87 82.63 2.49 87.37 1.67 

20 19.82 1.20 14.54 1.48 11.50 1.00 12.36 1.22 

4 8.66 0.83 3.96 0.29 5.66 0.47 2.24 0.16 

0.8 6.42 0.34 1.19 0.13 1.27 0.06 -1.02 0.13 

IC50 55.55±2.42 58.45±3.30 67.71±2.58 62.56±2.20 

Nồng độ 

(µg/mL) 

H2O tổng 

HEK-293A SK-LU-1 HepG2 LNCaP 

%ƯC SD %ƯC SD %ƯC SD %ƯC SD 

100 8.22 0.79 16.35 1.41 13.53 1.35 14.43 1.04 

20 4.99 0.26 4.83 0.36 10.83 0.53 6.56 0.54 

4 3.24 0.19 2.07 0.28 7.30 0.55 3.57 0.27 

0.8 1.56 0.14 -1.32 0.12 5.36 0.24 -3.97 0.17 

IC50 >100 >100 >100 >100 

Nồng độ 

(µg/mL) 

BuOH tổng 

HEK-293A SK-LU-1 HepG2 LNCaP 

%ƯC SD %ƯC SD %ƯC SD %ƯC SD 

100 100.28 3.48 98.38 2.51 100.22 3.02 100.26 3.32 

20 84.93 1.09 80.04 1.17 61.34 2.31 69.42 1.32 

4 10.70 0.65 8.35 0.77 13.33 1.06 12.18 1.10 

0.8 1.91 0.19 3.50 0.36 3.66 0.19 5.00 0.47 

IC50 9.80±0.39 11.49±0.48 16.52±1.29 13.74±0.74 

Nồng độ 

(µg/mL) 

Ellipticine 

HEK-293A SK-LU-1 HepG2 LNCaP 

%ƯC SD %ƯC SD %ƯC SD %ƯC SD 

10 101.07 2.11 92.93 1.55 98.12 2.21 102.22 1.91 

2 89.09 1.02 81.26 1.19 82.54 1.58 86.89 1.85 

0.4 52.81 1.06 51.88 1.02 51.19 1.23 51.95 1.32 

0.08 24.12 1.12 22.36 0.85 21.62 1.29 23.23 0.94 

IC50 0.33±0.02 0.40±0.02 0.34±0.04 0.31±0.02 




















