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Tôi xin cam đoan luận án: "Nghiên cứu thành phần hóa học và hoạt tính sinh học của các loài Asarum cordifolium, Asarum yentuense, Asarum geophilum ở Việt Nam" là công trình nghiên cứu của chính mình dưới sự hướng dẫn khoa học của tập thể hướng dẫn. Luận án sử dụng thông tin trích dẫn từ nhiều nguồn tham khảo khác nhau và các thông tin trích dẫn được ghi rõ nguồn gốc. Các kết quả nghiên cứu của tôi được công bố chung với các tác giả khác đã được sự nhất trí của đồng tác giả khi đưa vào luận án. Các số liệu, kết quả được trình bày trong luận án là hoàn toàn trung thực và chưa từng được công bố trong bất kỳ một công trình nào khác ngoài các công trình công bố của tác giả. Luận án được hoàn thành trong thời gian tôi làm nghiên cứu sinh tại Viện Hóa học các hợp chất thiên nhiên nay là Viện Hóa học, Học viện Khoa học và Công nghệ, Viện Hàn lâm Khoa học và Công nghệ Việt Nam.
Hà Nội, ngày         tháng       năm 2026
Tác giả luận án
(Ký và ghi rõ họ tên)





        Nguyễn Thương Tuấn
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Luận án này được hoàn thành tại Viện Hóa học các Hợp chất thiên nhiên nay là Viện Hoá học, Viện Hàn lâm Khoa học và Công nghệ Việt Nam, có sự hỗ trợ kinh phí của Đề tài Nafosted: "Nghiên cứu thành phần hoá học và hoạt tính sinh học của một số loài thực vật chi Tế tân (Asarum) họ Mộc hương (Aristolochiaceae) ở Việt Nam". Mã số: 104.01-2019.317. Trong quá trình nghiên cứu, tác giả đã nhận được sự giúp đỡ quý báu của các thầy cô, những nhà khoa học trong và ngoài nước cũng như các đồng nghiệp, bạn bè và gia đình. 
Tôi xin bày tỏ lòng biết ơn sâu sắc và kính trọng nhất tới PGS.TS. Phạm Thị Hồng Minh và TS. Đỗ Tiến Lâm là những người Thầy đã hướng dẫn tận tình, chu đáo và tạo mọi điều kiện thuận lợi giúp đỡ tôi trong thời gian thực hiện luận án. 
Tôi xin chân thành cảm ơn ban lãnh đạo Học viện Khoa học và Công nghệ đã tạo mọi điều kiện trong thời gian tôi thực hiện luận án.
Tôi xin trân trọng cảm ơn Ban lãnh đạo cùng tập thể cán bộ Viện hóa học các Hợp chất thiên nhiên (nay là Viện Hoá học) đã nhiệt tình giúp đỡ và tạo mọi điều kiện cho tôi trong quá trình làm thực nghiệm và hoàn thành luận án.
Tôi xin trân trọng cảm ơn Ban Giám hiệu trường Đại học Nông Lâm, Ban Lãnh đạo cùng toàn thể cán bộ Viện Khoa học sự sống - Đại học Thái Nguyên đã tạo điều kiện, chia sẻ và động viên trong suốt thời gian tôi thực hiện luận án.
Cuối cùng, tôi xin bày tỏ lòng biết ơn chân thành  và sâu sắc nhất tới gia đình, bạn bè và người thân đã luôn quan tâm, động viên, khích lệ tôi trong suốt quá trình nghiên cứu.
Tôi xin trân trọng cảm ơn!
	
	Tác giả luận án
(Ký và ghi rõ họ tên)

	
	



Nguyễn Thương Tuấn
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	Đại thực bào chuột
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	Human hepatoma
	Ung thư gan
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	Cervical cancer cells
	Ung thư cổ tử cung

	MCF-7
	Human breast adenocarcinoma cells
	Ung thư vú

	HGC-27
	Human Stomach carcinoma cell
	Ung thư dạ dày
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	Human Colorectal Carcinoma cell line
	Ung thư đại trực tràng
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	IC50
	Inhibitory Concentration 50%
	Nồng độ ức chế 50%
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	Lethal Dose 50
	Liều độc cấp tính

	ED50
	Effective Dose at 50%
	Liều gây chết hiệu quả
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	Inhibitory Concentration
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	Tetrametyl Silan
	Chất chuẩn nội
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	National Cancer Institute
	Viện Ung thư Quốc gia Hoa kỳ

	δH
	Proton chemical shift
	Độ chuyển dịch hóa học của proton 

	δC
	Carbon chemical shift
	Độ chuyển dịch hóa học của cacbon

	Glc
	Glucosyl (β-D-glucopyranosyl)

	Gal
	Galactosyl (β-D-galactopyranosyl)

	Rha
	Rhamnosyl (α-L-rhamnopyranosyl)

	Rut
	Rutinosyl (α-L-rhamnopyranosyl-(1→6)-β-D-glucopyranosyl)

	Rob
	Robinobiosyl (α-L-rhamnopyranosyl-(1→6)-β-D-galactopyranosyl)

	Rha-Rut
	Rhamnosyl-rutinoside

	Rha-Gal
	Rhamnosyl-galactoside



Ghi chú: Tên các hợp chất, lớp chất, nhóm thế, nhóm chức hóa học được viết theo nguyên bản Tiếng Anh để đảm bảo tính thống nhất và chính xác.
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1. Tính cấp thiết của đề tài
Trong lịch sử y học truyền thống, thực vật luôn đóng vai trò quan trọng trong việc cung cấp các phương thuốc chữa bệnh. Ngay cả trong thời kỳ phát triển mạnh của hóa dược tổng hợp và công nghệ sinh học, việc sàng lọc các hợp chất có hoạt tính sinh học từ nguồn tài nguyên thực vật vẫn là một trong những chiến lược quan trọng và hiệu quả nhất để tìm kiếm các hợp chất dẫn đường cho thuốc mới. Theo thống kê của FDA và các tổ chức y tế quốc tế, một tỷ lệ lớn các loại thuốc được phê duyệt trong những thập kỷ gần đây có nguồn gốc trực tiếp hoặc gián tiếp từ tự nhiên, đặc biệt là trong các lĩnh vực điều trị ung thư và các bệnh viêm nhiễm. Việt Nam, với vị thế là một trong 16 quốc gia sở hữu đa dạng sinh học cao nhất thế giới, đang đứng trước cơ hội và thách thức lớn trong việc khai thác kho tàng tri thức bản địa và nguồn gen quý giá này. Do đó, việc nghiên cứu hóa thực vật một cách bài bản không chỉ dừng lại ở ý nghĩa khoa học cơ bản mà còn mang tính thực tiễn cao, góp phần khẳng định chủ quyền về tài nguyên dược liệu quốc gia.
Chi Asarum L., thuộc họ Mộc hương (Aristolochiaceae), là một chi lớn bao gồm khoảng hơn 100 loài phân bố chủ yếu ở vùng ôn đới Bắc bán cầu và khu vực Đông Á. Trong nền Y học cổ truyền của các nước như Trung Quốc, Nhật Bản và Việt Nam, các loài thuộc chi này (thường gọi là Tế tân, Hoa tiên, Biến hóa...) được sử dụng rộng rãi như những vị thuốc quý để điều trị phong thấp, đau nhức xương khớp, đau răng, viêm phế quản và các bệnh lý nhiễm trùng. Các nghiên cứu hiện đại trên thế giới đã chứng minh chi Asarum là nguồn cung cấp dồi dào các lớp chất thứ cấp đa dạng. Nổi bật nhất là thành phần tinh dầu (với các dẫn xuất phenylpropanoid, monoterpene), nhóm hợp chất lignan, flavonoid và phenanthrene. Những hợp chất này đã thể hiện phổ hoạt tính sinh học rộng, bao gồm tác dụng kháng khuẩn, kháng nấm, chống oxy hóa, kháng viêm và đặc biệt là khả năng gây độc tế bào trên nhiều dòng ung thư người. Tại Việt Nam, chi Asarum có sự phân bố khá phong phú với khoảng 11 loài, tập trung chủ yếu ở các vùng núi cao. Mặc dù tiềm năng là lớn, nhưng hiểu biết sâu về hóa học và sinh học các loài Asarum Việt Nam vẫn chưa nhiều và có tính hệ thống. Các nghiên cứu trước đây phần lớn mới chỉ dừng lại ở việc khảo sát thành phần hóa học của tinh dầu hoặc phân lập một số nhóm chất đơn giản trên các loài phổ biến. Các loài đặc hữu hoặc ít gặp như Asarum yentuense (Tế tân Yên Tử), Asarum cordifolium (Tế tân lá hình tim), Asarum geophilum (Tế tân địa hoa) chưa có nhiều nghiên cứu chuyên sâu về các thành phần khó bay hơi. Bên cạnh đó, các dữ liệu về kháng khuẩn, kháng nấm ở mức độ phân tử hay cơ chế gây độc tế bào của các loài này tại Việt Nam còn sơ sài. Đặc biệt, do khai thác quá mức và mất môi trường sống, nhiều loài đang đứng trước nguy cơ suy giảm quần thể nghiêm trọng.
Xuất phát từ những lý do trên, đề tài luận án “Nghiên cứu thành phần hóa học và hoạt tính sinh học của các loài Asarum cordifolium, Asarum yentuense, Asarum geophilum ở Việt Nam” được lựa chọn thực hiện. Đây là  hướng nghiên cứu cần thiết và mang tính thực tiễn nhằm cung cấp, bổ sung thêm dữ liệu khoa học, góp phần định hướng bảo tồn và khai thác hiệu quả nguồn dược liệu quý này.
2. Mục tiêu nghiên cứu
Luận án hướng tới hai mục tiêu chính:
Xác định thành phần hóa học của tinh dầu; phân lập và xác định cấu trúc hóa học các hợp chất từ dịch chiết của các loài nghiên cứu, tìm kiếm các hợp chất mới và các lớp chất đặc trưng của chi Asarum.
Đánh giá các hoạt tính sinh học (bảo vệ tế bào gan, kháng vi sinh vật kiểm định, kháng viêm, chống oxi hoá) của tinh dầu, các dịch chiết và hợp chất sạch phân lập được để xác định hoạt tính tiềm năng; đồng thời bước đầu tìm hiểu cơ chế tương tác thông qua mô hình mô phỏng kết nối phân tử.
3. Đối tượng và phạm vi nghiên cứu
Đối tượng nghiên cứu: Đề tài tập trung vào 03 loài thu hái tại các vùng sinh thái khác nhau của Việt Nam, bao gồm:
Asarum cordifolium C.Y. Cheng & C.S. Yang (Tế tân lá hình tim).
Asarum yentuense L.M. Lu & N.H. Xia (Tế tân Yên Tử).
Asarum geophilum Hemsl. (Tế tân địa hoa).
Phạm vi nghiên cứu: Giới hạn trong việc nghiên cứu thành phần hóa học (tinh dầu, cao chiết) và các hoạt tính sinh học in vitro (bảo vệ gan, kháng vi sinh vật kiểm định, kháng viêm, chống oxi hoá) cùng mô phỏng in silico của các chất chính phân lập được.
4. Nội dung nghiên cứu
Để đạt được các mục tiêu đề ra, luận án triển khai các nội dung chính sau:
Chiết xuất, xác định hàm lượng và thành phần hóa học tinh dầu của các mẫu nghiên cứu bằng phương pháp GC-MS.
Phân lập các hợp chất sạch từ các phân đoạn dịch chiết bằng các kỹ thuật sắc ký cột (CC), sắc ký lớp mỏng (TLC) và sắc ký lỏng hiệu năng cao (HPLC).
Xác định cấu trúc hóa học của các hợp chất phân lập được thông qua các phương pháp phổ học hiện đại (MS, 1D và 2D-NMR, ...).
Sàng lọc hoạt tính bảo vệ tế bào gan trên mô hình tế bào HepG2, hoạt tính kháng vi sinh vật kiểm định, kháng viêm, chống oxy hoá…..
Thực hiện mô phỏng kết nối phân tử để dự đoán khả năng tương tác của các hoạt chất chính với đích protein Janus kinase 2 (JAK2).
5. Những đóng góp mới của luận án
1. Đã xác định hàm lượng và thành phần hóa học tinh dầu của 03 loài nghiên cứu                (A. cordifolium, A. geophilum, A. yentuense). Kết quả cho thấy sự phân hóa đặc trưng: A. cordifolium chứa hàm lượng cao elemicin (77,20%), A. yentuense chứa safrole (64,74%) và A. geophilum chứa 9-epi-(E)-caryophyllene (18,43%), cung cấp cơ sở dữ liệu hóa học quan trọng để phân loại các loài Asarum tại Việt Nam.
2. Đã phân lập và xác định cấu trúc hóa học của 34 hợp chất từ phần trên mặt đất của 03 loài nghiên cứu. Đáng chú ý, đã xác định được 02 hợp chất mới là: chalcononaringenin 2′,4-di-O-β-D-glucopyranoside (AG1) thuộc nhóm chalcone glycoside và asageoside (AG2) thuộc nhóm alkaloid (khung aristolactam glycoside).
3. Đã đánh giá các hoạt tính sinh học của tinh dầu và hợp chất phân lập. Về khả năng kháng vi sinh vật kiểm định, hợp chất isorhamnetin 3-O-[α-rhamnopyranosyl-(1→6)-β-D-glucopyranoside] (AG9) thể hiện hoạt tính kháng nấm men Saccharomyces cerevisiae (MIC 50 µg/ml); hợp chất cacticin (AG10) và alangiflavoside (AG15) ức chế vi khuẩn Pseudomonas aeruginosa (MIC 100 µg/ml). Trên mô hình tế bào HepG2, hợp chất kaempferol (AG11) thể hiện hoạt tính bảo vệ tế bào gan hiệu quả với giá trị IC50 đạt 13,4 µg/ml.
4. Thông qua mô phỏng kết nối phân tử (molecular docking), đã sàng lọc được 09 hợp chất có ái lực liên kết mạnh với protein đích Janus kinase 2 (JAK2). Trong đó, hợp chất kaempferol 3-O-(2,6-di-α-L-rhamnopyranosyl)-β-D-galactopyranoside (AG14) thể hiện năng lượng liên kết tốt nhất (ΔGLIE = -21,78 kcal/mol), cung cấp cơ sở dữ liệu định hướng cho các nghiên cứu cơ chế và dược lý tiếp theo.
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[bookmark: _Toc167024040][bookmark: _Toc242454307]1.1. Đặc điểm chung về thực vật học chi Asarum
[bookmark: ZOTERO_BREF_fPP0VanE3k5a][bookmark: ZOTERO_BREF_VcmnlDTXBF4R]Chi Tế tân (Asarum L.) thuộc họ Mộc hương (Aristolochiaceae) gồm hơn 100 loài trên thế giới [1]. Chúng được phân bố chủ yếu ở vùng Đông và Nam Á. Ở Châu Âu (một loài), Bắc Mỹ (6-16 loài), Nhật Bản và Trung Quốc (hơn 80 loài) cũng như ở Hàn Quốc, Bhutan, Nepal, Ấn Độ (các bang Sikkim, Jammu và Kashmir), Việt Nam và Đài Loan. Có 3 loài của chi mọc ở Nga: Asarum europaeum (một phần ở Châu Âu và phía tây Siberia), Asarum heterotropoides (Quần đảo Sakhalin, Kuril) và Asarum sieboldii (Lãnh thổ bên bờ biển, Sakhalin) [2].
	Phân loại khoa học chi Tế Tân

	Giới (regnum)
	Plantae

	(Không phân hạng)
	Angiospermae

	(Không phân hạng)
	Magnoliidae

	Bộ (ordo)
	Piperales

	Họ (familia)
	Aristolochiaceae

	Chi (genus)
	Asarum (L.,1753)


Về mặt phân loại dưới chi (infrageneric classification), chi Asarum có sự đa dạng hình thái cao và phức tạp. Theo các hệ thống phân loại hiện đại (Kelly, 2001), chi này thường được chia thành hai phân chi chính là Asarum (phân bố chủ yếu ở Bắc Mỹ, Châu Âu) và Heterotropa (phân bố chủ yếu ở Đông Á). Các loài Asarum tại Việt Nam và các nước lân cận hầu hết thuộc phân chi Heterotropa, đặc trưng bởi vòi nhụy dính liền nhau và bầu thường là bầu dưới hoặc bán hạ [1-2].
Tại Việt Nam, theo các tài liệu công bố, hệ thống phân loại và số loài thuộc chi Asarum có sự khác biệt. Tác giả Võ Văn Chi [3] ghi nhận 5 loài (Asarum balansae, Asarum blumei, Asarum caudigerum, Asarum glabrum và Asarum petelotii), trong khi Phạm Hoàng Hộ [4] mô tả 6 loài A. maximum, A. reticulatum, A. blumei, A. caudigerum, A. glabrum và A. petelotii. Còn theo tác giả Đỗ Tất Lợi [5] chi này gồm 3 loài đại diện là A. caudigerum, A. heterotropoides và A. maximum. Theo nghiên cứu thống kê của tác giả Nguyễn Tiến Bân [6] đã phát hiện chi Asarum có đến 7 loài, gồm Asarum wulingense (Hương Sơn, Hà Tĩnh), các loài còn lại phân bố chủ yếu ở các tỉnh phía Bắc (A. balansae, A. blumei, A. caudigerum, A. glabrum, A. petelotii và A. reticulatum). Về giá trị sử dụng, hầu hết các loài thuộc chi này tại Việt Nam đều là nguồn dược liệu quan trọng, được dùng để chữa cảm lạnh, ho, đau răng và làm thuốc bổ tăng cường thể lực [5].
Tiếp nối các kết quả nghiên cứu trước đó, tác giả Nguyễn Anh Tuấn và cộng sự (2012) đã phát hiện và ghi nhận Việt Nam có 9 loài thuộc chi Asarum trong đó có hai loài Asarum cordifolium và Asarum yunnanense bổ sung thêm vào hệ thực vật quốc gia [7]. Đến năm 2017, nhóm tác giả này tiếp tục phát hiện và mô tả loài mới Asarum yentuense, chính thức nâng tổng số loài thuộc chi Tế tân tại Việt Nam lên 10 loài [8]. Trong đó, các loài có giá trị dược liệu cao và hình thái đặc sắc như Asarum geophilum (Tế tân địa hoa), Asarum yentuense (Tế tân Yên Tử) và A. cordifolium (Tế Tân lá tim) hiện đang nhận được nhiều sự quan tâm của các nhà khoa học.
Về đặc điểm sinh thái, các loài thuộc chi Asarum là thực vật chịu bóng, ưa ẩm, thường phân bố dưới tán rừng kín thường xanh hoặc trên đất mùn ẩm ven suối ở độ cao từ 700m trở lên. Về đặc điểm hình thái, đây là các loài cây thảo sống nhiều năm. Thân rễ thường nằm ngang mặt đất hoặc ăn sâu dưới đất, phân nhánh, có mùi thơm cay nồng đặc trưng của tinh dầu. Lá thường mọc từ thân rễ, có cuống dài; phiến lá hình tim hoặc hình mũi tên, mép nguyên; mặt trên lá thường có các đốm trắng hoặc vân mạng (một đặc điểm quan trọng trong phân loại). Hoa là bộ phận đặc trưng nhất của chi, thường mọc đơn độc ở nách lá, cuống hoa ngắn nằm sát mặt đất để thích nghi với lối thụ phấn nhờ côn trùng bò. Bao hoa dính liền tạo thành ống đài hình chuông hoặc hình hũ, phía trên chia thành 3 thùy, màu sắc thường là tím sẫm hoặc nâu đỏ. Bộ nhị thường gồm 12 nhị xếp thành 2 vòng; bộ nhụy gồm 6 lá noãn hợp sinh. Đặc biệt, cấu trúc hợp điểm (gynostegium) do sự dính liền của các vòi nhụy và đầu nhụy là đặc điểm quan trọng để phân biệt các phân chi và loài [1-3].
[bookmark: _Toc242454308]1.2. Tình hình nghiên cứu và sử dụng chi Asarum trên thế giới
[bookmark: _Toc242454309]1.2.1. Trong y học cổ truyền và dược điển tại các nước Châu Á
Các loài thuộc chi Asarum có lịch sử ứng dụng làm thuốc lâu đời, đặc biệt tại Trung Quốc từ hơn 2000 năm. Các ghi chép trong những bộ dược điển kinh điển như Thần Nông Bản Thảo Kinh (Shennong Bencao Jing), Thương Hàn Luận (Shang Han Lun) hay Kim Quỹ Yếu Lược (Jin Kui Yao Lve) đều khẳng định công dụng của Asarum trong việc chữa cảm lạnh, hạ sốt, đuổi gió độc, làm dịu cơn đau, giúp thông mũi xuôi họng, làm ấm phổi và tiêu đờm. Chúng được sử dụng rộng rãi để điều trị các chứng bệnh như cảm lạnh, đau đầu, đau nhức xương khớp và các bệnh lý đường hô hấp. Bên cạnh đó, theo kinh nghiệm dân gian, hương thơm đặc trưng của Asarum còn được ứng dụng để xua đuổi côn trùng và bảo quản nông dược (thường bảo quản cùng nhân sâm) [9].
Tuy nhiên, các tài liệu y học cổ điển cũng cảnh báo về độc tính của Asarum khi sử dụng đơn độc hoặc dùng quá liều. Chính vì vậy, trong lâm sàng, dược liệu này thường được phối ngũ với các dược liệu khác để giảm độc tính và tăng hiệp đồng tác dụng. Đến nay, nhiều bài thuốc cổ phương chứa Asarum vẫn được ứng dụng rộng rãi và trở thành đối tượng của nhiều nghiên cứu dược lý hiện đại:
Ma hoàng Tế tân phụ tử thang (Mahuang Xixin Fuzi): Chủ trị các bệnh lý viêm nhiễm như viêm mũi, viêm phế quản và hen phế quản [11].
Đại hoàng phụ tử thang (Dahuang Fuzi): Dùng trong điều trị các bệnh lý dạ dày, viêm tụy cấp tính nặng và bệnh thận mãn tính [12].
Độc hoạt ký sinh thang (Duhuo Jisheng): Được chứng minh lâm sàng có hiệu quả trong giảm đau, cứng khớp, điều trị thoái hóa khớp, loãng xương và cải thiện chức năng vận động [13].
Xạ can Ma hoàng thang (Yakamaoto) trị cúm, sốt và ho [21]; hay bài thuốc Ya-hom của Thái Lan dùng trị ngất xỉu [18, 19]. 
Theo Dược điển Trung Quốc đã ghi, dược liệu Tế tân (Herba Asari - bao gồm toàn cây của A. heterotropoides và A. sieboldii) [24]. Phần dưới mặt đất (thân rễ và rễ) của các loài này cũng được quy định trong Dược điển Nhật Bản [27], Dược điển Hàn Quốc [28] và các văn bản dược thảo của Đài Loan [29]. Tại Ấn Độ, thân rễ loài A. europaeum được ghi nhận trong Dược điển Ayurvedic [26].
Hiện nay, các dạng bào chế của Asarum đa dạng và tiện dụng, bao gồm thuốc sắc, viên nén, viên nang, cao lỏng, trà túi lọc, dạng bột, bình xịt và cồn thuốc [25].
[bookmark: _Toc242454310]1.2.2. Trong y học phương Tây và y học dân gian các nước khác
Các đại diện của chi Asarum cũng giữ vai trò quan trọng trong nền y học Hy Lạp cổ đại, Châu Âu thời trung cổ và y học dân gian Mỹ.
Loài A.europaeum (thường gọi là Asarabacca hoặc Hazelwort) được sử dụng rộng rãi tại Châu Âu và Nga. Trong y học dân gian, nước sắc và dịch chiết của loài này được dùng để điều trị các bệnh phổi (bụi phổi, lao, viêm phế quản), rối loạn tiêu hóa (viêm dạ dày, bệnh gan), rối loạn thần kinh (động kinh, đau nửa đầu) và các vấn đề về tim mạch, lợi tiểu [2].
Dược điển Liên bang Nga (XIV) đã chuyên luận về "cồn thuốc mẹ" (homeopathic mother tincture) chiết xuất từ thân rễ tươi của A. europaeum dùng trong vi lượng đồng căn [30]. Lá của loài này cũng là thành phần trong các thực phẩm chức năng như “Stcyal”, “lscclcnic”, và “Narcodcl” dùng hỗ trợ cai rượu và giải độc gan. Chế phẩm “Acofit” chứa cồn thuốc từ lá tươi được dùng ngoài để trị viêm tủy răng và đau thần kinh tọa [2].
Cồn thuốc vi lượng đồng căn từ Asarum được sử dụng phổ biến tại Đức và các nước châu Âu khác[31]. Nhiều chế phẩm thương mại như “Escarole” (Đức), “Azarina” (Ba Lan), “Asarupect” (Hungary) có chứa chiết xuất A. europaeum được lưu hành với tác dụng long đờm, trị viêm phế quản và hen suyễn [1]. Ngoài ra, A. europaeum cùng với Aristolochia clematitis còn có mặt trong công thức "Trà thảo mộc của 77 loài" được cấp bằng sáng chế tại châu Âu với tác dụng bồi bổ cơ thể.
[bookmark: _Toc242454311]1.2.3. Tình hình sử dụng trong Y học cổ truyền và dân gian tại Việt Nam
Tại Việt Nam, vị thuốc "Tế tân" đã được sử dụng từ lâu đời trong nền Y học cổ truyền và kinh nghiệm dân gian. Tuy nhiên, cũng cần lưu ý và phân biệt bởi dược liệu nhập từ Trung Quốc (A. heterotropoides, A. sieboldii) và các loài bản địa thường được gọi với các tên khác như Hoa tiên, Biến hóa, Thổ tế tân.
Theo Đỗ Tất Lợi, Những cây thuốc và vị thuốc Việt Nam, Tế tân được xếp vào nhóm thuốc "Ôn lý trừ hàn", có vị cay, tính ấm. Dân gian thường dùng để chữa cảm lạnh, cúm, nhức đầu, đau răng, ho có đờm, phong thấp đau khớp. Do có tính độc nên liều dùng thường thấp (1-4g) [5].
Theo Võ Văn Chi trong Từ điển cây thuốc Việt Nam, nhiều loài Asarum mọc hoang tại các vùng núi cao như Sa Pa (Lào Cai), Tam Đảo (Vĩnh Phúc), Bạch Mã (Huế) đã được đồng bào các dân tộc khai thác và sử dụng tại chỗ:
Loài Asarum glabrum (Biến hóa trơn): Được dùng làm thuốc chữa đau bụng, đau nhức xương khớp và cảm mạo.
Loài Asarum maximum (Hoa tiên to): Có công dụng tương tự Tế tân, được dùng ngâm rượu xoa bóp chữa tê thấp hoặc sắc uống chữa đau bụng lạnh [3].
Theo kinh nghiệm của đồng bào các dân tộc thiểu số: Một điểm đặc sắc của chi Asarum tại Việt Nam là việc sử dụng các loài đặc hữu trong cộng đồng các dân tộc miền núi (Dao, Tày, H'Mông) khác với cách dùng sắc uống, thận trọng trong Đông y. Đồng bào thường sử dụng phần thân rễ của các loài Asarum (đặc biệt là A. yentuense...) để ngâm rượu xoa bóp trị đau lưng, mỏi gối, hoặc dùng làm nước tắm cho phụ nữ sau sinh, trẻ em để tăng cường sức khỏe và phòng bệnh ngoài da. Tinh dầu từ cây được đánh giá cao về khả năng xua đuổi côn trùng và làm thơm phòng [3,4].
[bookmark: _Toc167024042]Mặc dù nguồn gen Asarum tại Việt Nam khá phong phú (khoảng 10 loài), nhưng thị trường dược liệu hiện nay vẫn phụ thuộc nhiều vào nguồn Tế tân nhập khẩu. Việc nghiên cứu các loài bản địa (như A. yentuense, A. cordifolium) một cách khoa học minh chứng cụ thể không chỉ giúp làm rõ bản chất kháng viêm, giảm đau được sử dụng trong dân gian,  mà còn đề xuất định hướng trong việc phát triển bền vững, bảo tồn, chủ động được nguồn dược liệu trong nước thay thế hàng nhập khẩu.
[bookmark: _Toc242454312]1.3. Thành phần hóa học chi Asarum
Nghiên cứu hóa thực vật về chi Asarum trên thế giới đã cho thấy thành phần hóa học của chi gồm hai nhóm chính:
Nhóm hợp chất bay hơi (Tinh dầu) chiếm hàm lượng lớn, tạo nên mùi thơm đặc trưng, thành phần chủ yếu là các dẫn xuất phenylpropanoid, monoterpene và sesquiterpene.
Nhóm hợp chất không bay hơi gồm các lớp chất chủ đạo như lignan (furanolignan, tetrahydrofuranolignan), phenanthrene (bao gồm cả aristolochic acid và các dẫn xuất aristolactam), flavonoid, amide và một số hợp chất khác. Sự có mặt của các nhóm chất này sẽ mang tính quyết định các tác dụng sinh học của thực vật chi Asarum.
[bookmark: _Toc242454313][bookmark: _Toc167024043]1.3.1. Tinh dầu
Những nghiên cứu về thành phần hóa học tinh dầu thực vật chi Asarum đến nay đã xác định được sự có mặt của hơn 160 cấu tử. Đặc trưng hóa học của tinh dầu chi này là sự chiếm ưu thế của nhóm phenylpropanoid (cấu tử 1-22) với các đại diện như methyleugenol, safrole, eugenol, myristicin, asarone, asaricin và elemicin (Hình 1). Ngoài nhóm hợp chất chủ đạo trên, các thành phần phụ bao gồm terpenoid (monoterpene và sesquiterpene), các hợp chất thơm, axit béo cùng một số hợp chất bay hơi khác cũng đã được ghi nhận [32].
	


	STT
	Tên
	R1
	R2
	R3
	R4
	Nguồn cây
	TLTK

	1
	Methyleugenol
	OCH3
	OCH3
	H
	H
	A. europaeum
	[1]

	3
	Safrole
	OCH2
	H
	H
	A. heterotropoides
	[2]

	8
	Myristicin
	OCH2
	OCH3
	H
	A. heterotropoides
	[3]

	7
	Eugenol
	OCH3
	OH
	H
	H
	A. heterotropoides
	[3]

	11
	γ-Asarone
	OCH3
	OCH3
	H
	OCH3
	A. sieboldii
	[4]

	12
	Asaricin
	OCH2
	H
	OCH3
	A. canadense
	[5]

	13
	Elemicin
	OCH3
	OCH3
	OCH3
	H
	A. canadense
	[5]

	17
	Estragole
	H
	OCH3
	H
	H
	A. canadense
	[6]

	18
	Dill-apiol
	OCH2O
	OCH3
	OCH3
	A. canadense
	[5]

	19
	Apiol parsley 
	OCH3
	OCH2O
	OCH3
	A. canadense
	[5]

	20
	Benzene, 1,2,3,4-tetramethoxy-5-(2-propenyl)
	OCH3
	OCH3
	OCH3
	OCH3
	A. canadense
	[5]



	


	STT
	Tên
	R1
	R2
	Cấu hình
	Nguồn cây
	TLTK

	2
	Methyl isoeugenol
	H
	H
	2՛E
	A. canadense
	[5]

	9
	α-Asarone
	H
	OCH3
	2՛E
	A. europaeum
	[7]

	10
	β-Asarone
	H
	OCH3
	2՛E
	A. europaeum
	[8]

	14
	(E)-isoelemicin
	OCH3
	H
	2՛E
	A. europaeum
	[7]

	


	STT
	Tên
	R1
	R2
	Nguồn cây
	TLTK

	4
	Kakuol
	H
	OH
	A.heterotropoides
	[9]

	5
	Methylkakuol
	H
	OCH3
	A. sieboldii
	[10]

	16
	2-methoxyl-4,5-methylene-dioxypropiophenone
	OCH3
	H
	A. heterotropoides
	[11]

	22
	3,4-methylenedioxy- propiophenone
	H
	H
	A. heterotropoides
	[12]



	STT
	Tên
	Cấu trúc hóa học
	Nguồn cây
	TLTK

	6
	2-acryloyl-4,5-methylenedioxyphenol
	

	A. sieboldii
	[13]

	15
	2’,4’-dimethoxy-3’-methylpropiophenone
	

	A. sieboldii
	[14]

	21
	(1’R, 2’R)-4-O-methylguaiacyl glycerol
	

	A. heterotropoides
	[15]


[bookmark: _Hlk167171868][bookmark: _Toc221486280][bookmark: _Toc167608411]Hình 1.1. Các phenylpropanoid từ tinh dầu của các loài chi Asarum
Thành phần hóa học chính trong tinh dầu của 7 loài Asarum tiêu biểu đã được nghiên cứu bao gồm: A. canadense, A. europaeum, A. heterotropoides, A. himalaicum, A. sieboldii [2], cùng với A. glabrum và A. cordifolium [33] được trình bày trong Bảng 1.1.
[bookmark: _Toc242454247][bookmark: _Toc167608372][bookmark: _Hlk167171877]Bảng 1.1. Thành phần chính của tinh dầu trong các loài Asarum: A. canadense, A. europaeum, A. heterotropoides, A. himalaicum, A. sieboldii, A. glabrum,A. cordifolium
	Loài
	Thành phần chính
	Bộ phận; (%)
	TLTK

	A. canadense
	Methyllisoeugenol (53,8%)
	Thân rễ (1,3%)
	[5]

	
	Linalool (12,5%)
	
	

	
	α-Terpineol (6,6%)
	
	

	
	Geraniol (3,3%)
	
	

	
	(E)-Isoelemicin (20%)
	Rễ (1,96%)
	[5]

	
	Elemicin (4,9%)
	
	

	
	Junenol (13,0%)
	
	

	
	Guaia-6,9-diene (3,7%)
	
	

	
	Zingiberene (3,0%)
	
	

	
	Methyleugenol (36,1-44,5%)
	Thân rễ, Rễ (3,0%)
	[6], [16], [17]

	
	Linalyl acetate (8,0-41,4%)
	
	

	
	Geraniol (0,8-7,2%)
	
	

	
	Linalool (5,0-5,3%)
	
	

	A. heterotropoides
	Methyleugenol (28,7%)
	Rễ (5,01%)
	[18]

	1. 
	Safrol (19,6%)
	
	

	2. 
	3,5-Dimethoxyltoluene (12,6%)
	
	

	3. 
	δ-3-Carene (6,1%)
	
	

	4. 
	Methyleugenol (27,0%)
	Lá (4,85%)
	[18]

	
	Safrol (15,7%)
	
	

	
	α-Pinene (6,8%)
	
	

	
	3,5-Dimethoxyltoluene (6,4%)
	
	

	
	Eucarvone (1,8-16,8%)
	Phần dưới mặt đất
	[12]

	
	3,5-Dimethoxyltoluene (6,6-26,5%)
	
	

	
	Methyleugenol (6,4-31,7%)
	
	

	
	2,3,5-Trimethoxytoluene (1,6-6,7%)
	
	

	
	Methyleugenol (37,6%)
	Phần dưới mặt đất
	[2]

	
	Sesamin (22,1%)
	
	

	
	Safrol (14,7%)
	
	

	
	Eugenol (22,6%)
	Phần trên mặt đất
	[3]

	
	Pentadecane (6,8%)
	
	

	
	2,3,5-Trimethoxytoluene (5,5%)
	
	

	
	4-(Chlormethyl)cyclohexene (3,4%)
	
	

	
	Myristicin (3,3%)
	
	

	
	Sesamin (3,2%)
	
	

	
	Kakuol (2,6%)
	
	

	
	Methyleugenol (59,4%)
	Cả cây
	[19]

	
	Eucarvone (24,1%)
	
	

	
	5-Allyl-1,2,3-trimethoxybenzene (5,7%)
	
	

	
	3,7,7-Trimethylbicyclo(4,1,0)hept-3-ene (4,9%)
	
	

	
	Methyleugenol (20,2-62,9%)
	Phần dưới mặt đất (1,9-2,6%)
	[9]

	
	Safrol (2,7-32,4%)
	
	

	
	3,5-Dimethoxyltoluene (2,0-18,6%)
	
	

	
	Eucarvone (1,5-19,2%)
	
	

	
	3,4,5-Trimethoxytoluene (1,2-11,1%)
	
	

	A. himalaicum
	Patchoulol (27,4-52%)
	Phần dưới mặt đất(0,6-0,8%)
	[9]

	
	Elemicin (13,1-42,2%)
	
	

	
	Pentadecane (9,4-20,8%)
	
	

	
	Asaricin (7,0-13,4%)
	
	

	A. sieboldii
	1,8-Cineol (Eucalyptol) (14,1-24,9%)
	
Phần dưới mặt đất
	[12]

	
	Croweacin (5,6-13,5%)
	
	

	
	Pentadecane (8,4-20,8%)
	
	

	
	Asaricin (7,0-13,4%)
	
	

	
	Methyleugenol (48,3-61,1%)
	Phần dưới mặt đất (1,9-2,3%)
	[9]

	
	Eucarvone (11,1-13,9%)
	
	

	
	Elemicin (4,8-11,1%)
	
	

	
	δ-3-Carene (4,0-6,4%)
	
	

	
	3,5-Dimethoxyltoluene (0,9-5,6%)
	
	

	
	Methyleugenol (56,3%)
	
Phần dưới mặt đất
	[20]

	
	Eucarvone (11,5%)
	
	

	
	(E)-Isocroweacin (8,6%)
	
	

	
	Safrol (5,8%)
	
	

	
	3,5-Dimethoxyltoluene (5,6%)
	
	

	
	δ-3-Carene (2,1%)
	
	

	A. cordifolium
	Elemicin (82,5%)
	Cả cây
	[21]

	
	Methyleugenol (6,2%)
	
	

	
	p-Cymene (1,3%)
	
	

	
	(E)-iso-Elemicin (0,9%)
	
	

	A. glabrum
	Safrole (41,9%)
	Cả cây
	[21]

	
	Methyleugenol (6,9%)
	
	

	
	Apiol parsley (8,2%)
	
	

	
	(E)-Asarone (5,3%)
	
	



Các nghiên cứu về thành phần hóa học tinh dầu chi Asarum tại Việt Nam đã ghi nhận sự đa dạng về thành phần hóa học giữa các loài và các vùng phân bố khác nhau.
Đối với loài Asarum caudigerum  phân bố tại Hà Tĩnh, Trần Minh Hợi và cộng sự [6] đã xác định được 8 cấu tử trong tinh dầu thân và lá. Trong đó, cấu tử chính là safrole (chiếm tới 96,2%), bên cạnh lượng nhỏ các cấu tử khác như nonane (1,72%), elemicin (0,64%), β-caryophyllene (0,58%) và 4,6-guaiadiene (0,25%).
Từ loài Asarum glabrum thu tại Hà Giang, Trần Huy Thái và cộng sự [34] đã xác định được 31 cấu tử. Kết quả cho thấy, tinh dầu của loài này đặc trưng bởi sự hiện diện của nhóm phenylpropanoid với các thành phần chính gồm: safrole (42,24%), apiole (27,11%) và myristicin (6,13%).
Khi nghiên cứu so sánh tinh dầu 3 loài tại Việt Nam gần đây [35], các tác giả đã chỉ ra sự khác biệt rõ rệt về thành phần hóa học chính giữa các loài:
Tinh dầu Asarum balansae (chiếm 98,9% tổng hàm lượng xác định) có thành phần chính là elemicin (71,53%) và trans-isoelemicin (19,85%).
Tinh dầu Asarum yunnanense (chiếm 92,3% tổng hàm lượng xác định) thành phần chính là E-methylisoeugenol (47,39%), cùng các sesquiterpene như cis-β-elemene (5,94%), δ-elemene (4,90%), bicyclogermacrene (4,58%) và myristicin (4,26%).
Tinh dầu Asarum petelotii (chiếm 90,63% tổng hàm lượng xác định) đặc trưng bởi myristicin (59,06%) và dilapiole (17,67%); các hợp chất khác như elemicin và 2-carene chiếm tỷ lệ thấp (khoảng 2%).
Tinh dầu Asarum cordifolium (chiếm 96,4% tổng hàm lượng xác định) có thành phần chính là elemicin (84,38%), một lượng nhỏ methyleugenol (3,63%).
Riêng đối với loài Asarum geophilum, kết quả nghiên cứu các bộ phận khác nhau [36] cho thấy hàm lượng tinh dầu trong lá và thân rễ lần lượt đạt 0,16% và 0,12% (theo dược liệu khô). Về thành phần hóa học:
Tinh dầu lá (xác định được 47 cấu tử, chiếm 97,17%) thành phần chính là các sesquiterpene hydrocarbon: 9-epi-β-caryophyllene (27,16%), bicyclogermacrene (16,98%), β-caryophyllene (11,91%) và α-humulene (6,69%).
Tinh dầu thân rễ (xác định được 56 cấu tử, chiếm 91,57%) lại có sự khác biệt, thành phần chính gồm: eudesm-7(11)-en-4-ol (16,94%), β-pinene (12,61%), 9-epi-β-caryophyllene (7,88%), aristolene (7,01%) và β-gurjunene (5,98%).
[bookmark: _Toc242454314][bookmark: _Toc167024044]1.3.2. Lignan
Lignan và các dẫn xuất của chúng được xác định là nhóm hợp chất không bay hơi quan trọng nhất trong chi Asarum, đặc trưng bởi sự chiếm ưu thế của các cấu trúc furanolignan. Tính đến nay, đã có hơn 33 hợp chất lignan được phân lập và xác định từ chi này (Hình 1.2) [32].
Trong đó, các hợp chất đại diện tiêu biểu như asarinin và các đồng phân sesamin thường xuyên được tìm thấy trong các loài có giá trị dược dụng cao như: A. heterotropoides, A. sieboldii, A. himalaicum, A. forbesii và A. chinense f. fargesii.
Về mặt dược lý, các nghiên cứu đã đưa ra nhận định rằng nhóm lignan chứa vòng tetrahydrofuran đóng vai trò chủ đạo trong phân đoạn không bay hơi, chịu trách nhiệm chính cho hoạt tính kháng viêm của các loài thực vật thuộc chi Asarum [37].
	
[bookmark: _Toc167608412][bookmark: _Toc167024045]

	STT
	Tên
	R1
	R2
	R3
	R4
	R5
	Cấu hình 
	Nguồn cây
	TLTK

	23
	Asarinin
	H
	OCH2O
	OCH2O
	7S,8R,7′R, 8′R
	A.
heterotropoides
	[22]

	24
	Sesamin
	H
	OCH2O
	OCH2O
	7S,8R,7′S, 8′R
	A.
heterotropoides
	[18]

	25
	Pluviatilol
	H
	OCH2O
	OCH3
	OH
	7R,8S,7′S, 8′S
	A.
heterotropoides
	[22]

	26
	Piperitol
	OCH3
	OH
	H
	OCH2O
	7R,8S,7′R, 8′S
	A.
heterotropoides
	[23]

	27
	Epipinoresinol
	H
	OH
	OCH3
	OCH3
	OH
	7S,8R,7′R, 8′R
	A. sieboldii
	[24]

	28
	3,4-methylenedioxy-3′,4′-dihydroxy-7,9′:7′,9-diepoxylignane
	H
	OH
	OH
	OCH2O
	7S,8S,7′R, 8′S
	A.
heterotropoides
	[23]

	29
	Asarinin B
	OCH3
	OH
	OCH3
	OCH3
	OH
	7R,8S,7′S, 8′S
	A.
heterotropoides
	[23]

	30
	Clemaphenol A
	H
	OCH3
	OH
	OH
	OCH3
	7S,8R,7′S, 8′R
	A.
heterotropoides
	[23]

	31
	5-O-methylpluviatilol
	OCH3
	OH
	OCH3
	OCH2O
	7S,8R,7′R, 8′R
	A. sieboldii
	[24]

	32
	Xanthoxylol
	H
	OH
	OCH3
	OCH2O
	7R,8S,7′S, 8′S
	A.
heterotropoides
	[23]



	


	STT
	Tên
	R1
	R2
	R3
	R4
	R5
	R6
	Cấu hình
	Nguồn cây
	TLTK

	33
	(+)-7′-methoxylaricresinol
	H
	OH
	OCH3
	OCH3
	OH
	OCH3
	7R,8R,7′S,8′R
	A.
heterotropoides
	[15]

	34
	3-methoxy-3′,4′-methylenedioxy-7,9′-epoxylignane-4,7′,9-triol
	H
	OCH2O
	OCH3
	OH
	OH
	7S,8S,7′S,8′R
	A.
heterotropoides
	[15]

	35
	(-)-Tanegool-7′-methylether
	H
	OH
	OCH3
	OCH3
	OH
	OCH3
	7R,8S,7′S,8′R
	A.
heterotropoides
	[15]

	36
	Asarinin A
	OCH3
	OH
	H
	OCH3
	OH
	OC2H5
	7R,8R,7′S,8′R
	A.
heterotropoides
	[23]

	37
	(7′R)-7′-hydroxylariciresinol
	OCH3
	OH
	H
	OCH3
	OH
	OH
	7R,8S,7′S,8′R
	A.
heterotropoides
	[15]

	38
	Tanegool
	OCH3
	OH
	H
	OCH3
	OH
	OH
	7R,8S,7′R,8′S
	A
.heterotropoides
	[15]

	39
	(-)-Tanegol
	OCH3
	OH
	H
	OCH3
	OH
	OH
	7R,8S,7′S,8′R
	A.
heterotropoides
	[15]

	40
	Sesaminone
	H
	OCH2O
	OCH2O
	=O
	8S,7′R,8′R
	A.
heterotropoides
	[22]

	41
	Episesaminone
	H
	OCH2O
	OCH2O
	=O
	8S,7′R,8′S
	A.
heterotropoides
	[22]



	


	STT
	Tên
	R1
	R2
	R3
	R4
	R5
	R6
	Cấu hình
	Nguồn cây
	TLTK

	42
	Neoasarinin A
	CH3
	H
	OCH3
	OCH3
	OCH3
	OH
	7S
	A.
heterotropoides
	[22]

	43
	Neoasarinin B
	OCH3
	H
	CH2CH=CH2
	H
	OCH3
	OH
	7R
	A.
heterotropoides
	[22]

	44
	Neoasarinin C
	OCH3
	H
	CH2CH=CH2
	H
	OCH3
	OH
	7S
	A.
heterotropoides
	[22]

	45
	Neoasarininoside A
	OCH3
	H
	S1
	H
	OCH2O
	7S
	A.
heterotropoides
	[22]

	46
	Neoasarininoside B
	H
	S2
	OCH3
	H
	OCH3
	OH
	7S
	A.
heterotropoides
	[22]



Asarumin B (47)           Asarumin C (48)         Asarumin D (49)      Asarumin A (50)    



           
       Asasiebolin (51)                  Neo-olivil (52)                      Morinols G (53)                                        

                                 
Heterotropatrione (54)
[bookmark: _Toc221486281]Hình 1.2. Các hợp chất lignan được phân lập từ chi Asarum
Ngoài ra, các hợp chất lignan khác, asarumin B (47), asarumin C (48), asarumin D (49), asarumin A (50) [25], asasiebolin (51) [26], neo-olivil (52) [23], morinols G (53) và heterotropatrione (54) [23] cũng được phân lập và nhận dạng từ các loài A. forbsii, A. sieboldii và A.heterotropoides. 
[bookmark: _Toc242454315]1.3.3. Phenanthrene và các dẫn xuất aristolochic acid
Phenanthrene, đặc biệt là các dẫn xuất aristolochic acid, là nhóm hợp chất hóa học đặc trưng của họ Aristolochiaceae. Nhóm chất này đã thu hút sự quan tâm đặc biệt của y giới vào cuối thế kỷ 20 khi được xác định là nguyên nhân trực tiếp gây ra hội chứng "Bệnh thận do aristolochic acid".

[bookmark: _Toc167608413][bookmark: _Hlk167172243][bookmark: _Toc167558836][bookmark: _Toc167544807][bookmark: _Toc167024046]
	STT
	Tên
	R1
	R2
	R3
	R4
	Nguồn cây
	TLTK

	55
	Aristolochic acid I
	H
	H
	OCH3
	H
	A. canadense
	[27]

	56
	Aristolochic acid IVa
	OH
	H
	OCH3
	H
	A. heterotropoides
	[15]

	57
	Aristolochic acid Ia
	H
	H
	OH
	H
	A. himalaicum
	[28]

	58
	7-hydroxy-aristolochic acid I
	H
	OH
	OCH3
	H
	A. himalaicum
	[29]

	59
	9-hydroxy-aristolochic acid I
	H
	H
	OCH3
	OH
	A. himalaicum
	[29]





	STT
	Tên
	R1
	R2
	R3
	R4
	Nguồn cây
	TLTK

	60
	Aristololactam I
	H
	H
	OCH3
	H
	A. heterotropoides
	[30]

	61
	Aristololactam II
	H
	H
	H
	H
	A. heterotropoides
	[30]

	62
	Aristolactam III
	OCH3
	H
	H
	H
	A. heterotropoides
	[30]

	63
	Aristololactam IVa
	OH
	H
	OCH3
	H
	A. heterotropoides
	[30]

	64
	Aristololactam IV
	OCH3
	H
	OCH3
	H
	A. heterotropoides
	[30]

	65
	9-hydroxy-aristololactam I
	H
	H
	OCH3
	OCH3
	A.himalaicum
	[30]

	66
	7-methoxy-aristololactam IV
	OCH3
	OCH3
	OCH3
	H
	A.himalaicum
	[30]

	67
	9-ethoxyl-aristololactam I
	H
	H
	OCH3
	OCH2CH3
	A. heterotropoides
	[30]

	68
	9-ethoxyl-aristololactam IV
	OCH3
	H
	OCH3
	OCH2CH3
	A. heterotropoides
	[30]

	69
	9-ethoxyl-7-methoxy-aristololactam IV
	OCH3
	OCH3
	OCH3
	OCH2CH3
	A. heterotropoides
	[30]

	70
	Aristololactamoside I
	H
	H
	OCH3
	2glc
	A. heterotropoides
	[30]





	STT
	Tên
	R
	Nguồn cây
	TLTK

	71
	Aristololactam II N-β-D-glucopyranoside
	H
	A. heterotropoides
	[30]

	72
	Aristololactam Ia N-β-D-glucopyranoside
	OH
	A. heterotropoides
	[30]




	STT
	Tên
	R
	Nguồn cây
	TLTK

	73
	Cepharadione A
	CH3
	A. heterotropoides
	[31]

	74
	Norcepharadione A N- β-D-glucopyranoside
	glc
	A. heterotropoides
	[31]



	

	


	5-methoxyaristololactam I (75)
	Aristolic acid II (76)

	

	


	           Aristololactamoside II (77)
	4-demethoxyaristolochic acid BII (78)

	


	Aristothiolactoside (79)


[bookmark: _Toc221486282]Hình 1.3. Các phenanthrene phân lập từ chi Asarum

Cho đến nay, khoảng 25 hợp chất thuộc nhóm phenanthrene đã được phân lập từ chi Asarum (Hình 1.3). Tuy nhiên, các nghiên cứu định lượng chỉ ra rằng hàm lượng của chúng trong chi Asarum thường khá thấp. Một đặc điểm quan trọng về sự phân bố là hàm lượng dẫn xuất aristolochic acid ở bộ phận dưới mặt đất (thân rễ và rễ - bộ phận dùng làm thuốc chính) thường thấp hơn đáng kể so với bộ phận trên mặt đất (thân và lá). trong nhiều bài thuốc có mặt Asarum, nhóm chất này chỉ tồn tại ở dạng vết, trong ngưỡng an toàn cho phép hoặc không phát hiện được [32]

[bookmark: _Toc242454316]1.3.4. Flavonoid và các dẫn xuất
Đến nay, có hơn 27 hợp chất flavonoid và các dẫn xuất của chúng được phân lập và xác định từ chi Asarum. Các hợp chất này chủ yếu được tạo thành từ phần aglycone thuộc các khung naringenin, chalconaringenin, quercetin, kaempferol và isorhamnetin; liên kết với phần đường là các monosaccharide hoặc disaccharide phổ biến. Trong các nghiên cứu về thành phần hóa học rễ loài A. longerhizomatosum, naringenin cùng hàng loạt dẫn xuất glycoside của nó đã phân lập được, bao gồm: naringenin-5-O-β-D-glucopyranoside, naringenin-7-O-β-D-glucopyranoside, naringenin-5,7-di-O-β-D-glucopyranoside và naringenin-7,4′-di-O-β-D-glucopyranoside (caulesnarinside) [39].
Tương tự, từ rễ loài A. sieboldii, hai hợp chất flavonoid glucoside cũng đã được phân lập và xác định cấu trúc, gồm: naringenin-5,7-di-O-β-D-glucopyranoside (85) và naringenin-7,4'-di-O-glucoside (caulesnarinside) (86) [34].
Bên cạnh các dẫn xuất naringenin, các nghiên cứu về loài A. heterotropoides đã phân lập được hai đồng phân đối quang từ dịch chiết rễ và thân, bao gồm: (2R)-naringenin 5,7-di-O-glucoside và (2S)-naringenin 5,7-di-O-glucoside [40].
Đối với nhóm chalcononaringenin và các dẫn xuất glycoside, một khảo sát về thành phần flavonoid trên 75 loài thuộc chi Asarum (dựa theo hệ thống phân loại của Maekawa) [41] đã chỉ ra sự phân bố đặc trưng của nhóm chất này. Kết quả xác định được các thành phần chính gồm 03 hợp chất chalcone: chalcononaringenin 2’,4’-di-O-glucoside, chalcononaringenin 4,2’,4’-tri-O-glucoside, chalcononaringenin 4-O-glucoside; cùng với một hợp chất aurone là aureusidin 4,6-O-glucoside.
Ngoài ra, kết quả nghiên cứu loài Asarum longerhizomatosum cho biết, đã phân lập và xác định cấu trúc của hai hợp chất glycoside cũng thuộc nhóm cấu trúc này: chalcononaringenin-2′-O-β-D-glucopyranoside (87) và chalcononaringenin-2′,4′-di-O-β-D-glucopyranoside (88) [33,39].
Đối với nhóm quercetin và các dẫn xuất glycoside, các nghiên cứu trên loài A. europaeum đã phân lập được aglycone quercetin (89) cùng các dẫn xuất glycoside gồm: quercetin 3-O-galactoside (hyperoside) (90), quercetin 3-O-glucoside (isoquercitrin) (91) [42] và quercetin 7-O-rutinoside (92) [43]. Từ dịch chiết lá của loài A. Canadense tại Bắc Mỹ, các hợp chất phức tạp hơn đã được xác định bao gồm: quercetin 3-O-galactoside-7-O-rhamnoside (93), quercetin 3-O-robinobioside (94) [44], quercetin 3,7-di-O-glucoside (95) và quercetin-3-methyl ether 7-O-glucoside (96) [45]. Ngoài ra, hợp chất quercetin 3-O-glucoside-7-O-rutinoside (97) cũng đã được tìm thấy trong phần trên mặt đất của cả hai loài A. heterotropoides và A. sieboldii [41]. 
Tương tự như quercetin, các dẫn xuất của kaempferol cũng phân bố rộng rãi trong chi này. Từ lá loài A. europaeum, đã phân lập được kaempferol (98), kaempferol 3-O-galactoside (trifolin) (99) và kaempferol 3-O-rutinoside (100) [42].
Kết quả nghiên cứu loài A. canadense [44] và nhóm Asarum sensu lato [41] đã xác định được sự hiện diện của: kaempferol 3-O-galactoside-7-O-rhamnoside (101), kaempferol 3,7-di-O-glucoside (102), kaempferol 3-O-glucoside (astragaline) (103) và kaempferol 3-O-rhamnosyl-rutinoside (104).
Đặc biệt, từ dịch chiết methanol của loài A. balansae (loài đặc hữu tại Việt Nam), ba hợp chất flavonoid glycoside đã được phân lập và xác định cấu trúc gồm: kaempferol 7-O-α-L-rhamnopyranoside (105), kaempferol 3-O-β-D-glucopyranoside (106) và kaempferol 3-O-β-D-galactopyranoside (107) [46].
Đối với khung isorhamnetin, các nghiên cứu trên lá của loài A. europaeum [42], Asarum sieboldii và Asarum canadense [41, 44] đã ghi nhận sự có mặt của aglycone và các dẫn xuất glycoside. Các hợp chất đã được phân lập và xác định cấu trúc bao gồm: isorhamnetin (108), isorhamnetin 3-O-galactoside (109), isorhamnetin 3,7-di-O-galactoside (110) và isorhamnetin 3-O-rhamnosyl-galactoside (111)
	


	STT
	Tên chất
	R1
	R2
	R3
	Nguồn cây
	TLTK

	80
	Naringenin
	H
	H
	H
	A. longerhizomatsum
	[33]

	81
	naringenin-5-O-β-D-glucopyranoside
	O-β-D-Glc
	H
	H
	A. longerhizomatsum
	[33]

	82
	naringenin-7-O-β-D-glucopyranoside
	H
	O-β-D-Glc
	H
	A. longerhizomatsum
	[33]

	83
	naringenin-5,7-di-O-β-D-glucopyranoside
	O-β-D-Glc
	O-β-D-Glc
	H
	A. longerhizomatsum
	[33]

	84
	naringenin-7,4′-di-O-β-D-glucopyranoside 
	H
	O-β-D-Glc
	O-β-D-Glc
	A. longerhizomatsum
	[33]

	


	STT
	Tên chất
	R1
	R2
	R3
	Nguồn cây
	TLTK

	85
	naringenin-5,7-di-O-β-D-glucopyranoside
	O-β-D-Glc
	O-β-D-Glc
	OH
	A. sieboldii
	[34]

	86
	naringenin-7,4'-di-O-glucoside
	OH
	O-β-D-Glc
	O-β-D-Glc
	A. sieboldii
	[34]

	


	STT
	Tên chất
	R1
	R2
	Nguồn cây
	TLTK

	87
	chalcononaringenin-2′-O-β-D-glucopyranoside
	O-β-D-Glc
	H
	A. longerhizomatsum
	[33]

	88
	chalcononaringenin-2′,4′-di- O-β-D-glucopyranoside
	O-β-D-Glc
	O-β-D-Glc
	A. longerhizomatsum
	[33]

	


	STT
	Tên chất
	R1​
	R2​
	R3′
	Nguồn cây
	TLTK

	89
	Quercetin
	H
	H
	OH
	A. europaeum
	[42]

	90
	Hyperoside
	Gal
	H
	OH
	A. europaeum
	[42]

	91
	Isoquercitrin
	Glc
	H
	OH
	A. europaeum
	[42]

	92
	Rutin
	H
	Rut
	OH
	A. europaeum
	[43]

	93
	Quercetin 3-O-galactoside-7-O-rhamnoside
	Gal
	Rha
	OH
	A. canadense
	[44]

	94
	Quercetin 3-O-robinobioside
	Rob
	H
	OH
	A. canadense
	[44]

	95
	Quercetin 3,7-di-O-glucoside
	Glc
	Glc
	OH
	A. canadense
	[45]

	96
	Quercetin-3-methyl ether 7-O-glucoside
	CH3
	Glc
	OH
	A. canadense
	[45]

	97
	Quercetin 3-O-glucoside-7-O-rutinoside
	Glc
	Rut
	OH
	A. heterotropoides, A. sieboldii
	[41]

	98
	Kaempferol
	H
	H
	H
	A. europaeum
	[42]

	99
	Trifolin
	Gal
	H
	H
	A. europaeum
	[42]

	100
	Kaempferol 3-O-rutinoside
	Rut
	H
	H
	A. europaeum
	[42]

	101
	Kaempferol 3-O-galactoside-7-O-rhamnoside
	Gal
	Rha
	H
	A. canadense, Asarum spp.
	[41], [44]

	102
	Kaempferol 3,7-di-O-glucoside
	Glc
	Glc
	H
	A. canadense, Asarum spp.
	[41], [44]

	103
	Astragaline
	Glc
	H
	H
	A. canadense, Asarum spp.
	[41], [44]

	104
	Kaempferol 3-O-rhamnosyl-rutinoside
	Rha-Rut
	H
	H
	A. canadense, Asarum spp.
	[41], [44]

	105
	Kaempferol 7-O-α-L-rhamnopyranoside
	H
	Rha
	H
	A. balansae
	[46]

	106
	Kaempferol 3-O-β-D-glucopyranoside
	Glc
	H
	H
	A. balansae
	[46]

	107
	Kaempferol 3-O-β-D-galactopyranoside
	Gal
	H
	H
	A. balansae
	[46]

	108
	Isorhamnetin
	H
	H
	OCH3
	A. europaeum, A. sieboldii,     A. canadense
	[41], [42], [44]

	109
	Isorhamnetin 3-O-galactoside
	Gal
	H
	OCH3
	A. europaeum, A. sieboldii,     A. canadense
	[41], [42], [44]

	110
	Isorhamnetin 3,7-di-O-galactoside
	Gal
	Gal
	OCH3
	A. europaeum, A. sieboldii,     A. canadense
	[41], [42], [44]

	111
	Isorhamnetin 3-O-rhamnosyl-galactoside
	Rha-Gal
	H
	OCH3
	A. europaeum, A. sieboldii,     A. canadense
	[41], [42], [44]


[bookmark: _Toc221486283][bookmark: _Toc167024047]Hình 1.4. Các flavonoid phân lập từ chi Asarum
[bookmark: _Toc242454317]1.3.5. Amide
Ngoài các nhóm chất chính, nhóm hợp chất amide (hay còn gọi là alkamide) cũng đóng góp một phần quan trọng vào đa dạng hóa học của chi Asarum. Tính đến nay, đã có hơn 13 hợp chất amide được tìm thấy trong chi này. Về mặt cấu trúc, hầu hết chúng là các alkamide mạch thẳng, đặc trưng bởi sự hiện diện của nhóm isobutyl liên kết với các axit béo chưa bão hòa đa nối đôi [32]. Từ các nghiên cứu trên loài A. heterotropoides, các tác giả [37, 40] đã phân lập và xác định cấu trúc của các amide tiêu biểu sau: 
	


	
S1: 
	
S2: 
	
S3: 

	
S4:
	
S5: 

	STT
	Tên
	R
	Cấu hình
	Nguồn cây
	TLTK

	112
	N-isobutyl-2E,4E,8Z,10Z-dodecatetraenamide
	S1
	10Z
	A. heterotropoides
	[55]

	113
	N-isobutyl-2E,4E,8Z,10E-dodecatetraenamide
	S1
	10E
	A. heterotropoides
	[55]

	114
	N-isobutyl-2E,4E,8Z-decatetraenamide
	S2
	
	A. heterotropoides
	[55]

	115
	Pellitorine
	S3
	
	A. heterotropoides
	[41]

	116
	Asaramid
	S4
	
	A. heterotropoides
	[41]

	117
	Asaramid II
	S5
	10E
	A. heterotropoides
	[41]

	118
	Asaramid III
	S6
	10Z
	A. heterotropoides
	[41]


	


	STT
	Tên
	R
	Nguồn cây
	TLTK

	119
	Chingchengenamide A
	H
	A. chingchengense
	[35]

	120
	Chingchengenamide B
	OCH3
	A. chingchengense
	[35]

	

	


	N-isobutyl-3,4-methylenedioxy cinnamide (121)
	9-octadecenamide (122)

	

	


	trans- N- coumaroyltyramine (123)
	N-isobutylcinnamamide (124)


[bookmark: _Toc221486284]Hình 1.5. Các amide phân lập từ chi Asarum
Ngoài ra, các hợp chất amide khác, bao gồm (Z), N-isobutyl-3,4-methylenedioxy cinnamide (121), 9-octadecenamide (122), trans-N- coumaroyltyramine (123) và N-isobutylcinnamamide (124) cũng được phân lập từ loài A. heterotropoides [2], [11], [23]
[bookmark: _Toc242454318]1.3.6. Các hợp chất khác
Bên cạnh các nhóm chất chính nêu trên, nhiều hợp chất khác cũng đã được phân lập từ chi Asarum, góp phần làm phong phú thêm thành phần hóa học của chi này:
Dẫn xuất của benzen: Từ phần trên mặt đất loài A. heterotropoides, các nghiên cứu đã xác định được nhóm dẫn xuất benzen như methylbenzoate, trimethoxytoluene, benzenediol [47]; các cấu trúc vòng phức tạp hơn như benzocyclodecenone, phthalide [48]; dẫn xuất isochroman và các dạng glycoside của chúng [37].
Các axit phenolic và dẫn xuất của chúng phân bố rộng rãi trong thân và rễ các loài A. europaeum, A. himalaicum và A. heterotropoides. Các hợp chất tiêu biểu bao gồm: axit caffeic, p-coumaric, ferulic [49]; axit chlorogenic, cichoric, gallic [50]; axit 4-hydroxybenzoic, protocatechuic [51, 52] cùng các dẫn xuất glycoside tương ứng [37].
Thành phần lipid trong lá, thân và rễ của các loài A. heterotropoides, A. himalaicum và A. europaeum khá đa dạng. Các axit béo đã được nhận diện bao gồm các axit béo bão hòa và không bão hòa phổ biến như: axit palmitic, stearic, axit oleic, α-linolenic, palmitelaidic cùng các dẫn xuất như 2,7-dimethyl-octa-4-enedioic acid [2, 23, 36].
Trong loài A. europaeum, các nghiên cứu cũng đã ghi nhận sự hiện diện của Vitamin C (axit ascorbic) [53] cùng hàng loạt axit amin thiết yếu như arginine, alanine, leucine, lysine, methionine, valine... [43].
[bookmark: _Toc242454319]1.4. Hoạt tính sinh học của các loài thuộc chi Asarum
Các nghiên cứu dược lý hiện đại trên thế giới đã chứng minh chi Asarum sở hữu phổ hoạt tính sinh học rộng. Bên cạnh các tác dụng truyền thống như giải cảm, giảm đau, các loài thuộc chi này còn thể hiện tiềm năng to lớn trong kháng khuẩn, kháng viêm, gây độc tế bào ung thư và bảo vệ thần kinh.
[bookmark: _Toc242454320]1.4.1. Hoạt tính chống oxy hóa và chống lão hóa
Hoạt tính chống oxy hóa của chi Asarum đã được ghi nhận trên nhiều mô hình thử nghiệm. Các phân đoạn flavonoid chiết xuất từ loài A. heterotropoides đã thể hiện khả năng dọn gốc tự do mạnh in vitro [54]. Tương tự, tinh dầu từ phần dưới mặt đất của A. heterotropoides var. mandshuricum cũng được chứng minh có tác dụng này [48].
Trên mô hình in vivo, dược liệu Tế tân (Asiasari radix) đã cho thấy hiệu quả chống lão hóa rõ rệt trên chuột được gây lão hóa bằng D-galactose. Cơ chế tác dụng được xác định là thông qua việc tăng cường hoạt động của các enzyme chống oxy hóa nội sinh như superoxide dismutase, glutathione peroxidase và điều hòa nitric oxide synthase, từ đó giảm thiểu các tổn thương cơ thể do stress oxy hóa gây ra [55].
[bookmark: _Toc242454321]1.4.2. Hoạt tính gây độc tế bào và kháng ung thư
Đây là hướng tác dụng sinh học được quan tâm nhiều đối với thực vật chi Asarum. Các dịch chiết và hợp chất phân lập từ chi này đã thể hiện khả năng ức chế sự phát triển của nhiều dòng tế bào ung thư người.
Dịch chiết ethanol của rễ cây A. heterotropoides var. mandshuricum thể hiện tác dụng ức chế mạnh đối với tế bào ung thư đại trực tràng (ICT-116) [63] và ung thư phổi không tế bào nhỏ (A549). Cơ chế được đề xuất có thể liên quan đến việc điều hòa giảm sản sinh NO, biểu hiện của FOXP3 và hoạt động của yếu tố HIF-α bởi các hợp chất như 7-methoxyaristolactam-IV và một số hợp chất lignan [52].
Hợp chất Lignan (-)-asarinin từ rễ A. sieboldii thể hiện độc tính tế bào mạnh đối với ung thư buồng trứng (A2780, SKOV3) thông qua cơ chế kích hoạt quá trình chết theo chương trình (apoptosis) [66]. Một lignan khác là xanthoxylol cũng có tác dụng ức chế các dòng ung thư vú MCF-7 và MDA-MB-231 với giá trị IC50 lần lượt là 9,15 µM và 13,95 µM [68].
Ngoài ra, kết quả nghiên cứu tác dụng sinh học các dịch chiết thu nhận được từ các loài A. sieboldii var. seoulense, A. himalaicum, A. caudigerellum, A. forbesii và A. maximum đã cho thấy chúng thể hiện hoạt tính gây độc trên một số dòng tế bào như: ung thư dạ dày (BGC-823), ung thư biểu mô miệng (KB), và ung thư gan (Bel-7402) [46]. Đáng chú ý, hợp chất aristolactam III thể hiện hoạt tính gây độc tế bào mạnh trên các dòng A549 (ung thư phổi) , SK-OV-3 (ung thư buồng trứng) với giá trị ED50 khoảng 8,6-10,2 µg/mL [59], 
Hợp chất asarinin được xác định là chất đối kháng cạnh tranh với thụ thể yếu tố tăng trưởng biểu bì (EGFR), có ái lực gắn kết tương tự thuốc đích gefitinib [64].
Phân đoạn dichloromethane từ rễ A. heterotropoides gây ngừng chu kỳ tế bào tại pha S và kích hoạt apoptosis thông qua con đường nội tại (tăng Bax, giảm Bcl-2, kích hoạt caspase-3, 9) trên dòng tế bào ung thư biểu mô miệng KB [65].
Ngoài ra, (E)-aconitic acid từ A. europaeum [56] và các phenylpropanoid (methyleugenol, γ-asarone) cũng thể hiện tiềm năng ngăn chặn hoạt động gây độc gen hoặc ức chế kháng nguyên virus Epstein-Barr (EBV-EA) [60, 61, 67].
[bookmark: _Toc242454322]1.4.3. Hoạt tính kháng vi sinh vật
Các nghiên cứu đã chỉ ra dịch chiết Asarum sieboldii có khả năng ức chế vi khuẩn Streptococcus mutans - nguyên nhân chính gây sâu răng, bằng cách ngăn chặn sự bám dính của vi khuẩn lên men răng [69]. Dịch chiết methanol của A. heterotropoides thể hiện hoạt tính mạnh đối với tụ cầu vàng kháng methicillin (MRSA) [70] và vi khuẩn gây bệnh thực phẩm Listeria monocytogenes [71]. Đặc biệt, tinh dầu của loài này còn có tác dụng ức chế 5 loại vi khuẩn gây mùi cơ thể người (như Staphylococcus epidermidis, Corynebacterium spp.) với thành phần hoạt tính chính là methyleugenol [48].
Tinh dầu và các hợp chất phân lập được từ thực vật chi Asarum (như kakuol, asarinin, sesamin) thể hiện phổ kháng nấm rộng. Chúng ức chế sự phát triển sợi nấm của nhiều chủng nấm gây bệnh thực vật (Collectotrichum orbiculare, Botrytis cinerea...) [75,78] cũng như các nấm gây bệnh cho người (Aspergillus, Candida albicans) [76]. Kết quả nghiên cứu cơ chế kháng nấm của asarinin được chứng minh là do ức chế enzyme Δ5-desaturase, ngăn chặn sinh tổng hợp axit arachidonic của nấm [74]. Ngoài ra, tinh dầu loài A. sieboldii có tác dụng chống nấm mục và mối mọt được cho là đối tượng tiềm năng ứng dụng trong bảo quản di sản văn hóa gỗ [79].
Dịch chiết nước của A. heterotropoides cho thấy có tác dụng kháng virus HPV hiệu quả [72], còn dịch chiết ethanol của A. sieboldii có tác dụng ức chế virus cúm H5N1 [73].
[bookmark: _Toc242454323]1.4.4. Hoạt tính kháng viêm và điều hòa miễn dịch
Tác dụng dược lý nổi bật nhất của chi Asarum chính là hoạt tính kháng viêm. Các hợp chất lignan trong rễ loài A. heterotropoides và A. sieboldii đã được chứng minh có tác dụng kháng viêm và giảm đau [81, 83]. Kết quả nghiên cứu thử nghiệm tác dụng kháng viêm trên chuột đã cho thấy dịch chiết methanol A. sieboldii có tác dụng giảm đau tốt hơn so với đối chứng sử dụng aspirin [81,83].
Hợp chất epi-sesamin được chứng minh có khả năng ức chế sự giải phóng protein nhân HMGB1 (một cytokine gây viêm) và ngăn chặn sự di chuyển của bạch cầu, mở ra triển vọng điều trị các bệnh viêm mạch nghiêm trọng [84]. Ở thử nghiệm lâm sàng, hỗn hợp tinh dầu Tế tân đã được ứng dụng để giảm co thắt phế quản, điều trị loét miệng hoặc phối hợp trong các bài thuốc cổ truyền (như Ma-hoàng-Phụ-tử-Tế-tân thang) để giảm viêm (giảm CRP) và hạ sốt ở bệnh nhân cao tuổi [85, 86].
[bookmark: _Toc242454324]1.4.5. Các tác dụng sinh học khác
Hợp chất α-asarone, sesamin, epi-sesamin và pellitorine từ A. sieboldii và A. heterotropoides đều thể hiện đặc tính chống huyết khối và hạ lipid máu đáng kể trong thử nghiệm in vitro và in vivo [87-89].
Các hợp chất (-)-sesamin, kakuol và trimethoxytoluene từ rễ A. sieboldii có khả năng ức chế sản sinh NO trong tế bào vi mô thần kinh (microglia), đây cũng là kết quả nghiên cứu gợi ý tiềm năng trong điều trị các bệnh thoái hóa thần kinh [90]. Ngoài ra, kết quả nghiên cứu tinh dầu A. heterotropoides cho thấy tác dụng giảm lo âu và trầm cảm trên chuột [91], dịch chiết Asiasari radix giúp cải thiện trí nhớ thông qua cơ chế kích hoạt thụ thể insulin và ức chế cholinesterase [92].
[bookmark: _Toc242454325]1.4.6. Độc tính và an toàn dược dụng
Mặc dù có giá trị dược liệu cao, nhưng vấn đề an toàn của chi Asarum luôn được cảnh báo.
Hầu hết các loài Asarum đều chứa aristolochic acid (AAI và AAII) - nhóm chất đã được chứng minh là gây đột biến gen, hoại tử ống thận và ung thư đường tiết niệu [31, 96, 97, 99]. Kết quả nghiên cứu độc tính cấp cho thấy lá A. heterotropoides có độc tính thận cao hơn so với A. himalaicum [98].
Các thành phần dễ bay hơi như safrole và methyleugenol cũng bị nghi ngờ có khả năng gây ung thư gan hoặc độc tính gen [94, 95]. Tuy nhiên, lượng safrole có thể giảm đáng kể (trên 92%) sau khi sắc thuốc trong 1 giờ, giúp giảm thiểu rủi ro khi sử dụng theo phương pháp cổ truyền [94].
Hiện nay, quy định sử dụng Asarum giữa các quốc gia khác nhau, bị cấm hoặc hạn chế nghiêm ngặt tại Úc, Nga và Châu Âu [100, 101], nhưng vẫn được sử dụng có kiểm soát trong y học cổ truyền tại các nước Châu Á.
[bookmark: _Toc242454326]1.5. Cơ sở khoa học và thực tiễn lựa chọn mô hình nghiên cứu
Việc xác định nội dung và phương pháp nghiên cứu của luận án không chỉ dựa trên các kết quả nghiên cứu trước đây, mà còn xuất phát từ nhu cầu thực tiễn trong điều trị bệnh và xu hướng phát triển của ngành Dược học hiện đại. Các nội dung nghiên cứu được lựa chọn dựa trên những cơ sở sau:
Thứ nhất, đối với hoạt tính kháng viêm, viêm mạn tính được xác định là cơ chế bệnh sinh chính của hàng loạt bệnh lý nguy hiểm như viêm khớp dạng thấp, bệnh tim mạch và thậm chí là giai đoạn khởi phát của ung thư. Mặc dù các thuốc kháng viêm phi steroid (NSAIDs) và corticoid hiện nay mang lại hiệu quả điều trị cao, việc sử dụng dài ngày thường đi kèm với các tác dụng phụ không tốt trên hệ tiêu hóa, tim mạch và nội tiết. Do đó, chiến lược tìm kiếm các chất ức chế chọn lọc enzyme gây viêm từ thảo dược đang là ưu tiên hàng đầu. Trong y học cổ truyền, chi Asarum được ứng dụng rộng rãi để trị đau nhức, phong thấp và các chứng viêm nhiễm, gợi ý sự tồn tại của các hoạt chất kháng viêm mạnh. Tuy nhiên, cơ chế tác động ở cấp độ phân tử của chúng trên các đích sinh học cụ thể như enzyme Cyclooxygenase-2 (COX-2) hay Phosphodiesterase-4 (PDE-4) vẫn chưa được làm sáng tỏ ở các loài Asarum Việt Nam. Việc lựa chọn thử nghiệm ức chế các enzyme này sẽ giúp luận án không chỉ chứng minh kinh nghiệm dân gian mà còn định danh được đích tác dụng cụ thể.
Thứ hai, về hoạt tính bảo vệ tế bào gan, các tổn thương và bệnh lý về gan do tác nhân oxy hóa, hóa chất và độc chất đang là một vấn đề sức khỏe đáng báo động. Tổng quan tài liệu cho thấy chi Asarum là nguồn cung cấp dồi dào các hợp chất thuộc nhóm tinh dầu, lignan, flavonoid - những nhóm chất có tiềm năng chống oxy hóa và bảo vệ màng tế bào hiệu quả. Xuất phát từ thực tế đó, luận án lựa chọn mô hình đánh giá hoạt tính bảo vệ tế bào gan (in vitro) trên dòng tế bào HepG2. Mặc dù HepG2 là dòng tế bào ung thư biểu mô gan người, nhưng chúng vẫn giữ được các đặc tính chức năng sinh lý tương tự như tế bào gan người bình thường, do đó được chấp nhận rộng rãi làm mô hình tiêu chuẩn để sàng lọc khả năng bảo vệ tế bào trước các tác nhân gây độc (như CCl4). Đây là bước thử nghiệm thiết yếu nhằm đánh giá tiềm năng dược dụng của các phân đoạn dịch chiết và các hợp chất sạch, từ đó định hướng cho việc tìm kiếm các ứng viên thuốc bảo vệ gan mới từ nguồn gen bản địa.
Thứ ba, việc ứng dụng phương pháp sàng lọc ảo (In silico). Nghiên cứu phát triển thuốc hiện đại đang chuyển dịch mạnh từ phương thức "thử - sai" truyền thống sang mô hình dự đoán dựa trên cấu trúc. Việc tích hợp công cụ mô phỏng kết nối phân tử (Molecular docking) vào luận án cho phép giải quyết hai vấn đề: (1) Sàng lọc nhanh khả năng liên kết của các hợp chất phân lập được với các protein đích (như COX-2, PDE-4), giúp tiết kiệm thời gian và chi phí thử nghiệm sinh học; (2) Cung cấp cái nhìn trực quan về cơ chế tương tác ở cấp độ phân tử (liên kết hydro, tương tác kỵ nước, năng lượng liên kết...), giúp giải thích sâu sắc hơn kết quả thực nghiệm in vitro. Đây là cách tiếp cận đa chiều, đảm bảo độ tin cậy và tính thời sự cho các kết quả nghiên cứu của luận án.
Từ những phân tích tổng quan tài liệu, có thể nhận thấy một sự bất cân xứng rõ rệt giữa tiềm năng dược liệu to lớn của chi Asarum với mức độ nghiên cứu hiện có tại Việt Nam. Mặc dù hệ thực vật Asarum ở nước ta đa dạng, bao gồm nhiều loài đặc hữu có giá trị, nhưng các công bố khoa học trước đây phần lớn chỉ dừng lại ở việc mô tả thực vật học hoặc khảo sát sơ bộ thành phần tinh dầu. Trong khi đó, các nghiên cứu quốc tế đã khẳng định rằng nhóm hợp chất không bay hơi - đặc biệt là lignan, flavonoid,… mới đóng vai trò then chốt đối với các hoạt tính sinh học quan trọng như kháng viêm, giảm đau và ức chế tế bào ung thư. Việc lý giải cơ sở khoa học của các bài thuốc dân gian thường gặp khó khăn và thiếu thuyết phục do còn thiếu các dữ liệu khoa học về thành phần hóa học. Chính vì vậy, việc triển khai một nghiên cứu hệ thống, kết hợp chặt chẽ giữa các phương pháp hóa học hiện đại, thử nghiệm sinh học định hướng trên các bệnh lý viêm, bảo vệ gan và ứng dụng công cụ sàng lọc ảo (in silico) trên các loài đại diện như A. yentuense, A. cordifolium và A. geophilum  là yêu cầu cấp bách. Đây không chỉ là bước đi cần thiết để tìm kiếm các cấu trúc hóa học mới và minh chứng cho kinh nghiệm sử dụng cổ truyền, mà còn là cơ sở dữ liệu khoa học tin cậy để định hướng bảo tồn và phát triển bền vững nguồn gen quý này tại Việt Nam. 
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[bookmark: _Toc242454328]2.1. Đối tượng nghiên cứu
[bookmark: _Toc242454329]2.1.1. Mẫu thực vật
Các bộ phận tươi trên mặt đất của ba loài Asarum (A. cordifolum C. E. C. Fischer, A. yentuense N.A.Tuan & Sasamoto và A. geophilum Hemsl. được thu thập và định danh bởi TS. Nguyễn Anh Tuấn, Viện Sinh học và Môi trường Đông Dương và TS. Nguyễn Quốc Bình, Bảo tàng Thiên nhiên Quốc gia Việt Nam. Mẫu tiêu bản được giữ tại Viện Hóa học các hợp chất thiên nhiên (nay là Viện Hoá học), Viện Hàn lâm Khoa học và Công nghệ Việt Nam. 
[bookmark: _Toc242454248]Bảng 2.1. Ba loài Asarum được thu thập phục vụ nghiên cứu
	STT
	Tên thông thường, tên khoa học và mẫu tiêu bản
	Hình ảnh mẫu
	Thời gian, địa điểm thu mẫu

	1
	Tế tân lá hình tim (Asarum cordifolium C. E. C. Fischer)
AC2101.LC
	[image: E:\25. Năm 2021\Năm 2021 PC\NCVCC chị Minh 2021\Các chuyên đề\Báo cáo hội thảo\14856787594554177asarumcordifolium.jpg]
	Sapa, Lào Cai
Tháng 01/2021

	2
	Tế tân Yên Tử (Asarum yentuense N.A.Tuan & Sasamoto)
AY2006.QN
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	Uông Bí, Quảng Ninh Tháng 6/2020

	3
	Tế tân địa hoa (Asarum geophilum Hemsl.)
AG2005.CB
AG2010.CB
	

	Trùng Khánh, Cao Bằng  Tháng 05/2020
Tháng 10/2020



[bookmark: _Toc242454330][bookmark: _Hlk194064679]2.1.2. Xử lý mẫu và chiết mẫu
Phần trên mặt đất (thân và lá) của các mẫu thực vật  sau khi thu hái đều được xử lý theo phương pháp chung như sau: 
Các mẫu thực vật sau khi thu hái được thái nhỏ tới kích thước 3-5 cm, phơi trong bóng mát, sấy khô ở nhiệt độ 60oC đến khối lượng không đổi, sau đó đem nghiền nhỏ. Mẫu được ngâm chiết 3 lần methanol trong thiết bị siêu âm ở nhiệt độ phòng. Dịch tổng thu được cất kiệt dung môi dưới áp suất dưới áp suất thấp ở P = 250 mmHg và nhiệt độ cất 50oC thu được cao methanol. Cao methanol được thêm nước và chiết lần lượt với các dung môi có độ phân cực tăng dần n-hexane và ethyl acetate. Sau khi đuổi dung môi thu được cao n-hexane, cao ethyl acetate và cao nước tương ứng.
[bookmark: _Toc242454331]2.2 Phương pháp nghiên cứu
[bookmark: _Toc242454332]2.2.1 Phương pháp phân lập tinh dầu
2.2.1.1. Phương pháp chưng cất lôi cuốn hơi nước
Phần tươi trên mặt đất của ba loài A. cordifolum, A. yentuense, A. geophilum (500g/1 loài/ 1 lần) được rửa sạch với nước, để khô trong không khí ở nhiệt độ phòng, nghiền nhỏ, chuyển vào trong bình cầu 3 l, thêm 1000 mlnước tinh khiết và được chưng cất trong thời gian 7 giờ sử dụng hệ thống Clevenger. Các tinh dầu thu được sẽ tiếp tục được làm khan (loại nước và tạp chất) với Na2SO4 và được giữ trong lọ vial 2ml bảo quản ở nhiệt độ -15oC. Các thí nghiệm của mỗi loài được lặp lại 3 lần để xác định hàm lượng tinh dầu so với mẫu tươi. Sau đó, chúng được gộp lại để xác định thành phần trên thiết bị GC-MS và đánh giá hoạt tính sinh học in vitro.
2.2.1.2. Phương pháp phân tích thành phần cấu tử tinh dầu
Thành phần hóa học tinh dầu của ba loài Asarum trên được xác định bằng hệ thống GC-MS kết hợp GC-FID với thu viện chuẩn và phần mềm MASSFinder. Phân tích GC-MS được thực hiện trên hệ thống Agilent Technologies HP7890A GC với detector khối phổ (MSD) Agilent Techonologies HP5975C, và cột HP5-MS (60 m x 0,25 mm, độ dày màng 0,25mm). Phân tích GC-FID được thực hiện với các điều kiện tương tự như phân tích GC-MS. Phần mềm MassFinder 4.0 được kết nối với thư viện HPCH1607, W09N08 và phổ NIST đã được sử dụng để so khớp phổ khối và chỉ số lưu giữ. Phân tích được thực hiện tại Viện Hóa học các Hợp chất thiên nhiên (nay là Viện Hoá học), Viện Hàn lâm Khoa học và Công nghệ Việt Nam. 
[bookmark: _Toc242454333][bookmark: _Hlk194064743]2.2.2. Phương pháp phân lập và xác định cấu trúc hóa học các hợp chất
2.2.2.1. Phương pháp phân lập các chất
Việc phân tích, phân tách các phần dịch chiết của cây được thực hiện bằng các phương pháp sắc ký khác nhau:
Sắc ký lớp mỏng (TLC): Sử dụng các bản mỏng tráng sẵn silica gel 60 F254 (0,25 mm, hãng Merck) và RP-18 F254S (0,25 mm, hãng Merck). Các vết chất được phát hiện bằng đèn tử ngoại ở bước sóng 254 nm và 365 nm, hoặc phun thuốc thử dung dịch H2SO4 10%, sau đó hơ nóng.
Sắc ký cột (CC): Được thực hiện trên silica gel thường (Kieselgel 60, cỡ hạt 70 – 230 mesh và 230 – 400 mesh, hãng Merck) hoặc silica gel pha đảo (RP-18, cỡ hạt 30 – 50 µm, hãng Fuji Silysia Chemical Ltd.).
Sắc ký lỏng hiệu năng cao (HPLC): Sử dụng hệ thống Agilent HPLC 1100 với cột J’sphere H-80 (chiều dài 250 mm × đường kính trong 20 mm), tốc độ dòng 3 mL/phút, đầu dò DAD. 
[bookmark: _Hlk194064758]2.2.2.2. Phương pháp xác định cấu trúc hóa học 
Phương pháp chung để xác định cấu trúc hóa học các hợp chất là sự kết hợp xác định giữa các thông số vật lý với các phương pháp phổ hiện đại bao gồm: 
Phổ khối lượng (MS): Phổ khối lượng phun mù điện tử (ESI-MS) được đo trên hệ thống Agilent 1200 TRAP. Phổ khối lượng độ phân giải cao (HR-ESI-MS) được ghi nhận trên hệ thống Varian FT-ICR-MS và hệ thống AGILENT 6550 iFunnel Q-TOF LC/MS.
Phổ cộng hưởng từ nhân (NMR): Được ghi trên thiết bị Bruker Avance 500 MHz và Bruker 600 MHz  tại Viện Hoá học - Viện Hàn lâm Khoa học và Công nghệ Việt Nam.
Các kỹ thuật phổ cộng hưởng từ hạt nhân được sử dụng bao gồm:
- Phổ cộng hưởng từ hạt nhân một chiều: 1H-NMR, 13C-NMR và DEPT
- Phổ cộng hưởng từ hạt nhân hai chiều: HSQC, HMBC, COSY và NOESY.
- Dung môi được sử dụng bao gồm các dung môi DMSO-d6, CD3OD và CDCl3. Lựa chọn dung môi đo phụ thuộc vào bản chất của từng mẫu, theo nguyên tắc dung môi phải hòa tan hoàn toàn mẫu đo.
Điểm nóng chảy (mp): đo trên máy Kofler micro-hotstage của Viện Hóa học các Hợp chất thiên nhiên - Viện Hàn lâm Khoa học và Công nghệ Việt Nam.
Độ quay cực ([α]D): đo trên máy JASCO DIP-1000 KUY của Viện Hóa học các hợp chất thiên nhiên (nay là Viện Hoá học)- Viện Hàn lâm Khoa học và Công nghệ Việt Nam.
[bookmark: _Toc242454334][bookmark: _Hlk194064785]2.2.3. Phương pháp đánh giá hoạt tính sinh học
2.2.3.1. Phương pháp đánh giá hoạt tính kháng oxy hóa
Phân tích khả năng bẫy gốc tự do sinh ra bởi DPPH (1,1-diphenyl-2- picrylhydrazyl) [19] là phương pháp đã được công nhận để xác định nhanh hoạt tính chống oxy hóa. Thuốc thử được hòa tan trong dimethyl sulfoxide (DMSO 100%) và DPPH pha trong ethanol 96%. Độ hấp thụ của DPPH ở bước sóng λ = 515 nm được xác định sau khi thêm DPPH vào dung dịch mẫu trên đĩa 96 giếng. Kết quả được biểu thị dưới dạng giá trị trung bình của ba lần lặp lại ± Độ lệch chuẩn (SD) với p < 0,05.
Mẫu được chuẩn bị trong DMSO 100% ở nồng độ 4 mg/ml đối với cao thô và 1 mg/ml đối với chất sạch. Ascorbic acid 5 mM được sử dụng làm đối chứng dương. Các mẫu được đưa vào giếng phiến 96 với dung dịch DMSO sao cho nồng độ mẫu thử cuối cùng từ 200 µg/ml tới 12,5 µg/ml (cho mẫu thô) và từ 50 µg/ml tới 3,1 µg/ml (với chất tinh). Ủ ở 37oC trong vòng 30 phút sau đó đo mật độ quang (OD) tại bước sóng λ = 515 nm (Infinite F50, Tecan, Switzerland).
Giá trị trung bình khả năng vô trung hòa gốc tự do (Scavenging capacity, SC%)  tạo bởi DPPH được xác định dựa trên phần trăm trung hòa gốc tự do so với mẫu trắng (Blank) và mẫu đối chứng âm. Các mẫu thể hiện hoạt tính với giá trị SC ≥ 50% được thực hiện các bước tiếp theo để tìm giá trị SC50 (µg/ml, µM). Giá trị SC50 là nồng độ của thuốc thử tại đó 50% gốc tự do được trung hòa, được xác định bằng Phần mềm TableCurve v5.0 AISN (Jandel Scientific, San Rafael, CA, USA).
[bookmark: _Toc167558861][bookmark: _Hlk194064796]2.2.3.2. Phương pháp đánh giá hoạt tính kháng viêm
Sử dụng phương pháp đánh giá hoạt tính kháng viêm thông qua sự ức chế sản sinh nitric oxide (NO) trên tế bào RAW264.7 theo [8].
Vật liệu: Tế bào RAW264.7 được cung cấp bởi ATCC (American Type Culture Collection, Manassas, VA, USA). Môi trường nuôi cấy tế bào DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium), MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide), Griess reagent, LPS (lipopolysacharide) được mua từ nguồn Sigma-Aldrich (nay là Merck KgaA, Darmstadt, CHLB Đức) Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA).
Tiến hành: 
Tế bào RAW264.7 được nuôi cấy 48 giờ trong môi trường DMEM ở 37oC, CO2 5%, FBS 10%. Sau đó dịch tế bào được chuyển lên giếng phiến 96 với mật độ 2,5 x 105 tế bào/ giếng. Tế bào được kích thích với 2 µL LPS (0,1 mg/mL) trong 24 giờ và bổ sung thuốc/ chất thử các nồng độ khác nhau. Cardamonin được sử dụng làm đối chứng dương (+). Dịch huyền phù của tế bào được ủ với thuốc thử Griess, NaNO2 ở các nồng độ khác nhau để xây dựng đường chuẩn. Đo hỗn hợp phản ứng ở λ = 570 nm. Hàm lượng NO càng cao thì mật độ quang càng lớn và được xác định dựa vào đường chuẩn NaNO2, so sánh % với mẫu đối chứng (-) LPS. Tỉ lệ ức chế sản sinh NO% xác định theo công thức: 
%UC = ([XTB]mẫu - [XTB]LPS)/([XTB]ĐC - [XTB]LPS) x 100
Trong đó: [XTB] là nồng độ NO trung bình tính dựa trên đường chuẩn NaNO2
Phần tế bào còn lại sau khi đã sử dụng để đánh giá các hoạt tính in vitro được bổ sung dung dịch MTT (0,5 mg/mL trong PBS), ủ 4 giờ trong tủ ấm 5% CO2 ở 37oC. Sản phẩm chuyển hóa dạng tinh thể formazan được hòa tan trong dimethyl sulfoxide (DMSO, Merk) và đo mật độ quang ở λ = 540/720nm trên thiết bị Infinite F50 (Tecan, Männedorf, Thụy Sỹ). Tỷ lệ sống sót của tế bào CS% (Cell survival) tính theo % so với đối chứng: Tỷ lệ ức chế tế bào (%) = [(OD[mẫu]/OD[đối chứng (-)]) x 100] ± 
Độ lệch chuẩn được tính theo công thức: 
[bookmark: _Hlk194064829]2.2.3.3. Phương pháp đánh giá hoạt tính kháng khuẩn, kháng nấm
Hoạt tính kháng vi sinh vật kiểm định được tiến hành để đánh giá hoạt tính kháng sinh của các mẫu chiết được thực hiện trên phiến vi lượng 96 giếng (96-well microtiter plate) [117]. Các thử nghiệm được thực hiện tại Viện Hóa học, Viện Hàn lâm Khoa học và Công nghệ Việt Nam.
Chủng vi sinh vật: 
	Vi khuẩn Gr(-):
	Escherichia coli ATCC 8739
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027

	Vi khuẩn Gr(+)
	Bacillus subtilis ATCC 6633
Staphylococcus aureus ATCC 6538

	Nấm sợi (mốc)
	Aspergillus niger ATCC 9763
Fusarium oxysporum ATCC 48112

	Nấm men
	Candida albicans ATCC 10231
Saccharomyces cerevisiae ATCC 16404

	Nấm
	Phytopthora infestans ATCC 16981
Pseudocercospora fuligena CBS 109729
Colletotrichum phomoides DSM 62126


Pha dịch vi sinh vật: Dùng que cấy vô trùng lấy chấm lấy một mép khuẩn lạc của chủng vi sinh vật pha hòa tan vào 10 mL nước muối sinh lý vô trùng và trộn đều bằng máy trộn vortex được huyền dịch vi sinh vật. Đánh giá nồng độ vi sinh vật bằng cách so sánh với chuẩn 0,5 McFarland (đo ở λ = 550 nm) được huyền dịch nồng độ 1,5 x 108 CFU/ml.
Môi trường: Saboraud 4% Dextrose Agar (SDA; Merck, Damstaadt, CHLB Đức) cho nấm men và nấm mốc. Tryptic Soy Agar (TSB-Merck) cho vi khuẩn.
Kháng sinh chuẩn: 
· Gentamycin cho vi khuẩn Gr(-), doxycyclin cho vii khuẩn Gr(+) và nystatin cho nấm sợi và nấm men. Kháng sinh được cung cấp bởi Viện kiểm nghiệm Thành phố Hồ Chí Minh.
· Từ dung dịch mẹ, pha dung dịch gốc bằng nước cất vô trùng. Từ dung dịch gốc pha loãng ½ đến nồng độ cần dùng: gentamycin (16-8-4 IU/mg), doxycyclin (0,4-0,2-0,1 IU/mg) và nystatin (12-6-3 IU/mg).
Thử nghiệm và đánh giá kết quả:
Pha mẫu với DMSO 10% trên phiến 96 giếng theo nồng độ giảm dần (log2 cho 5 thang nồng độ). Nhỏ mẫu lên phiến 96 giếng và bổ xung dịch vi sinh vật để được dải nồng độ mẫu từ 200-100-50-25,5-12,5 µg/ml (lập lại 3 lần ở mỗi nồng độ) với mẫu thô (cao chiết) và 50-25,5-12,5-6,25 µg/ml với mẫu chất tinh sạch. Để trong tủ ấm ở 37oC trong 24 giờ đối với vi khuẩn và 30oC/48 giờ đối với nấm.
Mẫu đối chứng: sử dụng NaCl 0,9% tương ứng với thể tích mẫu và mẫu chứng âm tính (-) và chứng dương tính (+) là các kháng sinh chuẩn. 
Mẫu được xác định có hoạt tính khi không có sự phát triển của vi sinh vật ở ít nhất một nồng độ mẫu thử nghiệm so với chứng (-) (khi nuôi cấy lại ở nồng độ này kiểm tra trên đĩa thạch giá trị CFU<5). Mẫu biểu hiện hoạt tính được test ở dẫy nồng độ mẫu khác nhau để xác định được nồng độ ức chế tối thiểu MIC (µg/ml) là nồng độ thử nghiệm thấp nhất mà vi sinh vật bị ức chế). Mẫu được xác định có hoạt tính khi giá trị MIC ≤ 200 µg/ml đối với mẫu cao chiết và MIC ≤ 50 µg/ml đối với mẫu tinh sạch.
[bookmark: _Hlk194064852]2.2.3.3. Phương pháp đánh giá hoạt tính bảo vệ tế bào gan
Dòng tế bào gan HepG2 được nuôi cấy và duy trì trong môi trường DMEM bổ sung 2 mM L-glutamine, 10 mM HEPES, 1,0 mM sodium pyruvate cùng 10% huyết thanh thai bò (FBS) trong điều kiện tủ ấm 37oC, 5% CO2.
Để đánh giá hoạt tính bảo vệ tế bào gan, tế bào HepG2 được cấy vào đĩa 96 giếng với mật độ 3 x 104 tế bào/giếng và nuôi ổn định trong 24 giờ. Sau khoảng thời gian này, các mẫu thử nghiệm hoặc chất đối chứng dương (quercetin) được bổ sung vào các giếng ở các nồng độ khảo sát khác nhau.
Khả năng sống sót của tế bào sau thử nghiệm được xác định bằng phương pháp MTT. Môi trường nuôi cấy được loại bỏ và thay thế bằng 50 µl dung dịch MTT (1 mg/ml), sau đó đĩa được ủ ở 37oC trong 4 giờ. Lượng tinh thể formazan hình thành sau phản ứng được hòa tan hoàn toàn bằng DMSO và đo mật độ quang (OD) tại bước sóng 540 nm trên máy đọc ELISA. Hiệu quả bảo vệ tế bào được tính toán dựa trên công thức so sánh giá trị OD giữa lô mẫu thử và lô đối chứng nhiễm độc. Giá trị IC50 được xác định thông qua phần mềm TableCurve2Dv4; số liệu được xử lý thống kê trên Excel và trình bày dưới dạng giá trị trung bình ± độ lệch chuẩn (Mean ± SD).
[bookmark: _Hlk194064880]2.2.3.5. Phương pháp mô phỏng kết nối phân tử với protein đích JAK2
[bookmark: ZOTERO_BREF_CoBbcYvGIY9L][bookmark: ZOTERO_BREF_QFrGuvtTIf7D]Phương pháp gắn kết phân tử được lựa chọn để đánh giá các tương tác protein - phối tử và ước tính điểm gắn kết dựa trên hình học để dự đoán ái lực liên kết các phân tử đươc gắn vào protein. Chương trình AutoDock Vina v1.2.3 được sử dụng trong các nghiên cứu lắp ghép để đánh giá ái lực liên kết của các hợp chất từ loài Asarum geophilum với cấu trúc protein JAK2 [102]. Cấu trúc hình học của các hợp chất tự nhiên có nguồn gốc từ loài A. geophilum được vẽ bằng Marvin JS và MGLTools. Các cấu trúc phân tử được giảm thiểu năng lượng bằng cách sử dụng trường lực MMFF94 với lệnh "obminimize" trong gói phần mềm OpenBabel [103-104]. Kết quả của mô phỏng gắn kết phân tử được phân loại dựa trên các giá trị năng lượng không liên kết ∆G (kcal/mol) và tư thế gắn đế tốt nhất có ái lực liên kết mạnh nhất đã được chọn. 
[bookmark: _Hlk194064936]








[bookmark: _Toc242454335]CHƯƠNG 3. THỰC NGHIỆM
[bookmark: _Toc242454336][bookmark: _Hlk194067579]3.1. Loài A. geophilum
[bookmark: _Toc242454337]3.1.1. Thu nhận các cao chiết từ loài A. geophilum
Bột khô phần trên mặt đất loài A. geophilum (3,0 kg) được chiết siêu âm 3 lần với MeOH nóng (50°C, 3 lần × 12 l) sau khi loại bỏ dung môi để thu được cao chiết MeOH (AG, 320 g). Cao chiết AG được phân tán trong nước (2,0 l), sau đó chiết lỏng - lỏng lần lượt với dichloromethane và ethyl acetate để thu được phần chiết dichloromethane (AGD, 70,0 g), phần chiết ethyl acetate (AGE, 50,0 g) và lớp nước (AGW). Việc thu nhận các cao chiết từ loài A. geophilum được tóm tắt trong hình 3.1.
Bột nguyên liệu
A. geophilum khô (3,0 kg)
1. Methanol  (12 l x 3 lần) +  siêu âm
2. Cất loại dung môi


Cao tổng methanol
(AG, 320 g)
Xay nhỏ
Cao nước 
(AGW, 200 g)
Cao ethyl acetate (AGE, 50 g)

1. Bổ sung nước (2 l)
2. Chiết → Cất quay 









ethyl acetate 
dichloromethane

Cao dichloromethane (AGD, 70 g)




[bookmark: _Toc221486285]Hình 3.1. Sơ đồ xử lý và chiết mẫu A. geophilum

[bookmark: _Toc242454338]3.1.2. Phân lập và tinh chế các chất từ các cao chiết của A. geophilum 
Cao chiết AGE được thực hiện sắc ký trên cột silica gel, rửa giải bằng hệ dung môi dichloromethane-methanol (20:1→0:1) thu được bốn phân đoạn (AGE1→AGE4). Phân đoạn AGE1 (4,7 g) được sắc ký trên cột RP-18, rửa giải với methanol-nước (1:1) để thu được các phân đoạn AGE1.1→AGE1.5. Phân đoạn AGE1.1 được sắc ký trên hệ thống HPLC sử dụng dung môi rửa giải là acetonitrile 45% trong nước để thu được hợp chất AG3 (60,0 mg; tR 34,1 phút). Phân đoạn AGE1.5 được sắc ký trên cột sephadex LH-20, rửa giải với methanol-nước (2:1) để thu được hợp chất AG11 (7,0 mg).
Phân đoạn AGE4 (5,2 g) được sắc ký trên cột RP-18, rửa giải với methanol-nước (1:2) thu được ba phân đoạn, AGE4.1→AGE4.3. Phân đoạn AGE4.1 được sắc ký trên cột silica gel, rửa giải bằng dichloromethane-methanol (7:1), sau đó tiếp tục sắc ký HPLC (dung môi rửa giải acetonitrile 23% trong nước) để thu được các hợp chất AG4 (11,0 mg; tR 31,1 phút), AG5 (6,3 mg; tR 33,5 phút) và AG9 (5,7 mg; tR 45,1 phút). Phân đoạn AGE4.3 được sắc ký trên cột silica gel với hệ dung môi dichloromethane-methanol (7:1) thu được hợp chất AG10 (5,0 mg). 
Phần nước AGW (200g) được sắc ký trên cột Diaion HP-20, rửa giải bằng nước để loại bỏ các phần phân cực và thành phần đường, sau đó tăng dần nồng độ methanol trong nước (25, 50 và 100%) để thu được ba phân đoạn, lần lượt là AGW1→AGW3.
Phân đoạn AGW2 (40,0 g) được tách trên cột silica gel, rửa giải bằng hệ dung môi gradient dichloromethane-methanol (50:1→2,5:1) thu được năm phân đoạn AGW2.1→AGW2.5. Phân đoạn AGW2.3 được sắc ký trên cột RP-18, rửa giải bằng methanol-nước (1:2,5) thu được ba phân đoạn, AGW2.3a→AGW2.3c. Phân đoạn AGW2.3b được sắc ký trên cột silica gel với hệ dung môi dichloromethane-methanol (12:1), tiếp theo là sắc ký HPLC (dung môi rửa giải acetonitrile 23% trong nước) để thu được các hợp chất AG6 (6,0 mg; tR 45,1 phút) và AG12 (5,8 mg; tR 23,7 phút).
Phân đoạn AGW2.5 được sắc ký trên cột RP-18, rửa giải với methanol-nước (1:2,5) thu được năm phân đoạn AGW2.5a→AGW2.5e. Phân đoạn AGW2.5b (0,6 g) được sắc ký trên cột Sephadex LH-20 với hệ dung môi methanol-nước (1:1), tiếp theo là sắc ký HPLC (dung môi rửa giải acetonitrile 23% trong nước) để thu được các hợp chất AG15 (4,0 mg; tR 65,0 phút) và AG17 (4,0 mg; tR 45,6 phút). Phân đoạn AGW2.5c (2,0 g) được sắc ký trên cột sephadex LH-20 với hệ methanol-nước (1:1), sau đó chạy HPLC (dung môi rửa giải acetonitrile 13% trong nước) thu được hợp chất AG1 (5,0 mg; tR 46,6 phút). Phân đoạn AGW2.5d (1,2 g) được sắc ký trên cột sephadex LH-20 với hệ methanol-nước (1:1), sau đó được sắc ký HPLC sử dụng dung môi rửa giải acetonitrile 14% và 13% trong nước để thu được các hợp chất AG7 (4,0 mg; tR 32,2 phút) và AG18 (13,0 mg; tR 51,3 phút). Phân đoạn AGW2.5e (0,2 g) được sắc ký HPLC sử dụng dung môi rửa giải acetonitrile 18% trong nước để thu được hợp chất AG16 (34,0 mg; tR 32,3 phút).
Phân đoạn AGW3 (21,0 g) được tách trên cột silica gel, rửa giải bằng hệ dung môi dichloromethane-methanol (50:1→2,5:1) thu được năm phân đoạn, AGW3.1→AGW3.5. Phân đoạn AGW3.4 được sắc ký trên cột RP-18, rửa giải với methanol-nước (1:1,5) thu được hai phân đoạn, AGW3.4a (70 mg) và AGW3.4b (50 mg). Các hợp chất AG2 (6,0 mg; tR 33,0 phút) và AG14 (16,0 mg; tR 26,3 phút) thu được từ phân đoạn AGW3.4a bằng sắc ký HPLC sử dụng dung môi rửa giải acetonitrile 21% trong nước. Hợp chất AG13 (5,1 mg; tR 36,3 phút) thu được từ phân đoạn AGW3.4b bằng sắc ký HPLC sử dụng dung môi rửa giải acetonitrile 22% trong nước.
· Hợp chất mới: chalcononaringenin 2′,4-di-O-β-D-glucopyranoside (AG1) 
Dạng bột màu trắng. : -39,0 (c = 0,1, MeOH); HR-ESI-MS m/z: 597,1810 [M + H]+ (Tính toán cho [C27H33O15]+, 597,1814). Dữ liệu phổ 1H- và 13C-NMR của AG1 xem mục 4.2.
· Hợp chất mới: asageoside (AG2)
Dạng bột màu trắng. : -68.0 (c = 0.1, MeOH); HR-ESI-MS m/z: 666.2033 [M + H]+ (Tính toán cho [C30H36O16N]+, 666.2029). Dữ liệu phổ 1H- và 13C-NMR của AG2 xem mục 4.2.
· Hợp chất naringenin (AG3)
Dạng bột, màu vàng, nhiệt độ nóng chảy 245-247oC. Dữ liệu phổ 1H- và 13C-NMR của AG3 xem mục 4.2.
· Hợp chất naringenin 5-O-β-D-glucopyranoside (AG4)
Dạng bột màu trắng, nhiệt độ nóng chảy 161-163oC. Dữ liệu phổ 1H- và 13C-NMR của AG4 xem mục 4.2. 
· Hợp chất naringenin 7-O-β-D-glucopyranoside (AG5)
Dạng bột màu vàng nhạt, nhiệt độ nóng chảy 147-149°C. Dữ liệu phổ 1H- và 13C-NMR của AG5 xem mục 4.2. 
· Hợp chất naringenin 5,7-di-O-β-D-glucopyranoside (AG6)
Dạng bột màu trắng, nhiệt độ nóng chảy 203-205°C. Dữ liệu phổ 1H- và 13C-NMR của AG6 xem mục 4.2. 
· Hợp chất vitexin (AG7)
Dạng bột màu vàng, nhiệt độ nóng chảy 269-270°C. Dữ liệu phổ 1H- và 13C-NMR của AG7 xem mục 4.2. 
· Hợp chất isorhamnetin 3-O-β-D- glucopyranoside (AG8)
Dạng bột màu vàng, nhiệt độ nóng chảy 240-241oC. Dữ liệu phổ 1H- và 13C-NMR của AG8 xem mục 4.2. 
· Hợp chất isohamnetin 3-O-[α-rhamnopyranosyl-(1→6)-β-D glucopyranoside] (AG9)
Dạng bột màu vàng. Dữ liệu phổ 1H- và 13C-NMR của AG9 xem mục 4.2. 
· Hợp chất cacticin (AG10)
Dạng bột màu vàng. Dữ liệu phổ 1H- và 13C-NMR của AG10 xem mục 4.2. 
· Hợp chất kaempferol (AG11)
[bookmark: _Hlk164667904]Dạng bột màu vàng, nhiệt độ nóng chảy 277-278oC. Dữ liệu phổ 1H- và 13C-NMR của AG11 xem mục 4.2. 
· Hợp chất kaempferol 3-O-α-L-rhamnopyranosyl-(1→6)]-β-D-galactopyranoside (AG12)
Dạng bột màu vàng nhạt. Dữ liệu phổ 1H- và 13C-NMR của AG12 xem mục 4.2. 
· Hợp chất luteoside (AG13)
Dạng bột màu vàng nhạt. Dữ liệu phổ 1H- và 13C-NMR của AG13 xem mục 4.2. 
· Hợp chất kaempferol 3-O-(2,6-di-α-L-rhamnopyranosyl)-β-D-galactopyranoside (AG14) 
Dạng bột màu vàng nhạt. Dữ liệu phổ 1H- và 13C-NMR của AG14 xem mục 4.2. 
· Hợp chất alangiflavoside (AG15)
Dạng bột màu vàng nhạt. Dữ liệu phổ 1H- và 13C-NMR của AG15 xem mục 4.2. 
· Hợp chất quercetin 3-O-(2,6-di-α-L-rhamnopyranosyl)-β-D-galactopyranoside (AG16)
Dạng tinh thể hình kim, màu vàng nhạt. Dữ liệu phổ 1H- và 13C-NMR của AG16 xem mục 4.2. 
· Hợp chất quercetin 3-O-α-L-rhamnopyranosyl-(1→2)-[α-L-rhamnopyranosyl-(1→6)]-β-D-galactopyranosyl-7-O-β-D-glucopyranoside (AG17)
Dạng bột màu vàng nhạt. Dữ liệu phổ 1H- và 13C-NMR của AG17 xem mục 4.2. 
· Hợp chất aureusidin 4,6-di-O-glucoside  (AG18)
Dạng bột màu vàng nhạt. Dữ liệu phổ 1H- và 13C-NMR của AG18 xem mục 4.2
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[bookmark: _Toc221486286]Hình 3.2. Sơ đồ phân lập các hợp chất từ A. geophilum

RP-18, M/W 1:1,15
AGW 3.4
AGW 3.4a
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AG14
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AG13
5,1mg
AGW (200g)
Diaion HP-20
AGW 1
AGW 3
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AGW 2
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[bookmark: _Toc221486287]Hình 3.3. Sơ đồ phân lập các hợp chất từ A. geophilum (tiếp theo)
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[bookmark: _Toc242454339]3.2. Loài A. cordifolium
[bookmark: _Toc242454340]3.2.1. Thu nhận các cao chiết từ loài A. cordifolium
Mẫu sấy khô ở nhiệt độ 60oC đến khối lượng không đổi được 1200 g, đem nghiền nhỏ và ngâm chiết 3 lần với methanol trong thiết bị siêu âm ở nhiệt độ phòng. Dịch tổng thu được cất kiệt dung môi dưới áp suất giảm, nhiệt độ < 50oC thu được cao chiết tổng methanol  (AC; 65g).  Cao chiết methanol tổng được thêm nước và chiết lần lượt với ethyl acetate sau đó cất kiệt dung môi dưới áp suất giảm thu được các cao tương ứng là: ethyl acetate (ACE: 35 g) và nước (ACW: 28 g). Việc thu nhận các cao chiết từ  A. cordifolium được tóm tắt trong hình 3.4.
Bột nguyên liệu
A. cordifolium khô (1,2 kg)
1. Methanol  (5 l x 3 lần) +  siêu âm
2. Cất loại dung môi


Cao tổng methanol
(AC, 65 g)
Xay nhỏ
Cao nước 
(ACW, 28 g)
Cao ethyl acetate (ACE, 35 g)

1. Bổ sung nước (2 l)
2. Chiết + Cất quay 













[bookmark: _Toc221486288]Hình 3.4. Sơ đồ xử lý và chiết mẫu A. cordifolium 

[bookmark: _Toc242454341][bookmark: _Hlk194067484]3.2.2. Phân lập và tinh chế các chất từ các cao chiết của A. cordifolium
Cao ethyl acetate ACE (30g) được tiến hành tách thô trên sắc ký cột silica gel pha thường với hệ dung môi rửa giải HE 0→100% (tỷ lệ ethylacetate tăng từ 0→100%) thu được 10 phân đoạn (ACE1→ACE10). Kiểm tra các phân đoạn thu được bằng sắc ký lớp mỏng và hiện màu bằng thuốc thử vanilin - H2SO4 5%, sau đó các phân đoạn giống nhau được gộp lại rồi đuổi kiệt dung môi.
Phân đoạn ACE1 (1,0g) được phân tách lại trên cột silica gel pha thường với hệ dung môi rửa giải n-hexane:ethylacetate (100:0→99:1) thu được 3 phân đoạn nhỏ (ACE1.1 đến ACE1.3). Phân đoạn ACE1.1 được kết tinh trong aceton thu được hợp chất AC1 (50,0 mg).
Phân đoạn ACE2 (0,1g) được phân tách bằng sắc ký bản mỏng điều chế với hệ dung môi triển khai n-hexane-ethylacetate (50:1) thu được hợp chất AC2 (25,3mg). 
Phân đoạn ACH3 (0,5g) được kết tinh lại trong dung môi aceton thu được hợp chất AC3 (11,2mg).
Phân đoạn ACE4 (0,6g) được phân tách trên sắc ký cột silica gel pha thường với hệ dung môi n-hexane-EtOAc (50:1→20:1). Phân đoạn ACE4.2 được kết tinh lại trong acetone thu được hợp chất AC4 (10,5 mg).
Phân đoạn ACE5 (1,1 g) phân tách trên sắc ký cột silica gel pha thường với hệ dung môi n-hexane-ethylacetate (30:1→5:1), phân đoạn thu được tiếp tục tách lại trên sắc ký cột silica gel pha thường với hệ dung môi n-hexane-ethylacetate (20:1→10:1), sau đó kết tinh lại trong dung môi aceton thu được hợp chất AG11 (9,5mg).
Phân đoạn ACE6 (0,8 g) phân tách trên sắc ký cột silica gel pha thường với hệ dung môi dichloromethane-methanol (99:1→20:1). Phân đoạn ACE6.1 được kết tinh lại trong metanol thu được hợp chất AC5 (8,8 mg).
Phân đoạn ACE7 (0,9 g) được kết tinh lại trong dung môi metanol thu được hợp chất AC6 (13,0mg).
· [bookmark: _Hlk164948745]Hợp chất elemicin (AC1) 
Dạng vô định hình màu vàng cam (50,0 mg). Dữ liệu phổ 1H- và 13C-NMR của AC1 xem mục 4.3.
· [bookmark: _Hlk164948755]Hợp chất methyl eugenol (AC2)
Dạng vô định hình màu vàng cam (15,3 mg). GC/MS (m/z): 178 [M+]. Dữ liệu phổ 1H- và 13C-NMR của AC2 xem mục 4.3.
· [bookmark: _Hlk164948763]Hợp chất β-sitosterol (AC3)
Dạng tinh thể hình kim không màu (11,2mg), điểm nóng chảy 138-140 0C. Dữ liệu phổ 1H- và 13C-NMR của AC3 xem mục 4.3.
· [bookmark: _Hlk164948773]Hợp chất quercetin (AC4)
Dạng chất bột màu vàng (10,5 mg). Dữ liệu phổ 1H- và 13C-NMR của AC4 xem mục 4.3.
· [bookmark: _Hlk164948783]Hợp chất kaempferol (AG11)
Dạng bột màu vàng, nhiệt độ nóng chảy 277-278oC. Dữ liệu phổ 1H- và 13C-NMR của AG11 xem mục 4.2.
· Hợp chất kaempferol 3-O-α-L-rhamnopyranosyl-(1→6)]-β-D-galactopyranoside (AG12)
Dạng bột màu vàng nhạt. Dữ liệu phổ 1H- và 13C-NMR của AG12 xem mục 4.2. 
· [bookmark: _Hlk164948799] Hợp chất daucosterol (AC5)
Dạng vô định hình, không màu (13,0 mg), nóng chảy ở nhiệt độ 269-270oC. Dữ liệu phổ 1H- và 13C-NMR của AC5 xem mục 4.3.
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[bookmark: _Toc221486289]Hình 3.5. Sơ đồ phân lập các hợp chất từ A. cordifolium 

[bookmark: _Toc242454342][bookmark: _Hlk194067740]3.3. Loài A. yentuense
[bookmark: _Toc242454343]3.3.1. Thu nhận các cao chiết từ loài A. yentuense

Bột nguyên liệu
A. yentuense khô (2,5 kg)
1. Methanol  (6 l x 3 lần) +  siêu âm
2. Cất loại dung môi


Cao tổng methanol
(AY, 400 g)
Xay nhỏ
Cao nước 
(AYW, 310 g)
Cao ethyl acetate (AYE, 10 g)

1. Bổ sung nước (2 l)
2. Chiết + Cất quay 









ethyl acetate 
n-hexane

Cao n-hexane 
(AYH, 80 g)





[bookmark: _Toc221486290]Hình 3.6. Sơ đồ xử lý và chiết mẫu A. yentuense

Phần trên mặt đất của loài A. yentuense khô (2,5 kg) đem nghiền nhỏ và ngâm chiết 3 lần với methanol trong thiết bị siêu âm ở nhiệt độ phòng. Dịch tổng thu được cất kiệt dung môi dưới áp suất giảm, nhiệt độ < 50oC thu được cao methanol (AY, 400g). Cao methanolđược thêm nước và chiết với dung môi n-hexane, ethyl acetate, sau đó cất kiệt dung môi thu được các cao tương ứng: n-hexane (AYH: 80 g), ethyl acetate (AYE: 10 g) và nước (AYW: 310 g). Việc thu nhận các cao chiết từ  A. yentuense được tóm tắt trong hình 3.6.
[bookmark: _Toc242454344]3.3.2. Phân lập và tinh chế các chất từ cao chiết của A. yentuense 
Dịch chiết n-hexane làm khan bằng Na2SO4, sau đó cất loại dung môi dưới áp suất giảm, thu được 80g bột thô. Lấy 50g cao n-hexan đem tách trên cột silica gel, rửa giải cột bằng hệ dung môi n-hexane:ethyl acetate (0→100%), thu được 5 phân đoạn. Kiểm tra các phân đoạn thu được bằng sắc ký lớp mỏng và hiện màu bằng thuốc thử vanilin - H2SO4 5%, sau đó các phân đoạn giống nhau được gộp lại rồi đuổi kiệt dung môi.
Cao n-hexane (AYH: 50g) được tiến hành tách thô trên sắc ký cột silica gel pha thường với hệ dung môi rửa giải HE 0→100% (tỷ lệ ethyl acetate tăng từ 0→100%) thu được 7 phân đoạn (AYH1→AYH7). 
Phân đoạn AYH1 (1,3 g) được kết tinh lại trong dung môi aceton thu được hợp chất AC4 (8,5 mg). 
Phân đoạn AYH2 (2,9 g) phân tách trên sắc ký cột silica gel pha thường với hệ dung môi n-hexane-ethyl acetate (50:1→10:1), phân đoạn thu được tiếp tục tách lại trên sắc ký cột silica gel pha thường với hệ dung môi n-hexane-ethyl acetate (20:1→15:1), sau đó kết tinh lại trong dung môi aceton thu được hợp chất AY1 (20,0 mg).
Phân đoạn AYH6 (1,7 g): Được tiếp tục sắc ký trên cột silica gel, rửa giải bằng hệ dung môi n-hexane-ethyl acetate (5:1→1:1) thu được ba phân đoạn nhỏ (AYH6.1→AYH6.3):
Phân đoạn AYH6.1: Để lạnh xuất hiện kết tủa trắng, lọc rửa tủa bằng methanol lạnh thu được hợp chất AC6 (90,0 mg).
Phân đoạn AYH6.2: Được tinh chế bằng sắc ký cột sephadex LH-20 với dung môi rửa giải methanol thu được hợp chất AG3 (6,0 mg).
Phân đoạn AYH6.3: Được tiếp tục sắc ký cột silica gel pha thường lặp lại với hệ n-hexane/acetone 10:1) thu được hợp chất AG7 (7,0 mg).
Phân đoạn AYH7 (0,5 g): Được phân tách trên sắc ký cột silica gel pha thường với hệ dung môi dichloromethane-methanol (99:1→30:1) thu được bốn phân đoạn nhỏ (AYH7.1→AYH7.4).
Phân đoạn AYH7.2 được đưa qua cột sephadex LH-20 rửa giải bằng dung môi methanol để loại tạp chất màu, thu được hỗn hợp chất sạch hơn. Hỗn hợp này tiếp tục được tinh chế trên sắc ký cột silica gel với hệ dung môi dichloromethane-methanol  (50:1) thu được hợp chất AY2 (5,0 mg).
Phân đoạn AYH7.3 được tinh chế bằng sắc ký lớp mỏng điều chế thu được hợp chất AG11 (6,0 mg).
Phân đoạn AYH7.4 kết tinh lại trong methanol thu được hợp chất AG13 (5,0 mg).
· Hợp chất quercetin (AC4)
Dạng chất bột màu vàng (8,5 mg), nóng chảy ở nhiệt độ 316-317oC. Dữ liệu phổ 1H- và 13C-NMR của AC4 xem mục 4.3.
· Hợp chất 5,7-dihydroxy - 4′- methoxyflavone (AY1)  
Dạng tinh thể hình kim, màu vàng nhạt, nóng chảy ở nhiệt độ 260-265oC. Dữ liệu phổ 1H- và 13C-NMR của AY1 xem mục 4.4.
· Hợp chất daucosterol (AC5)
Dạng vô định hình, không màu (9,0 mg), nóng chảy ở nhiệt độ 269-270oC. Dữ liệu phổ 1H- và 13C-NMR của AC6 xem mục 4.3.
· Hợp chất luteolin -7-O-β-D-glucopyranoside (AY2)  
Dạng bột màu vàng, nhiệt độ nóng chảy 189-191oC. Dữ liệu phổ 1H- và 13C-NMR của AY2 xem mục 4.4.
· Hợp chất naringenin (AG3)  
Dạng bột màu vàng, nhiệt độ nóng chảy 245-247oC. Dữ liệu phổ 1H- và 13C-NMR của AG3 xem mục 4.2.
·  Hợp chất vitexin (AG7)
Dạng bột màu vàng, nhiệt độ nóng chảy 269-270°C. Dữ liệu phổ 1H- và 13C-NMR của AG7 xem mục 4.2.
· Hợp chất kaempferol (AG11)
Dạng bột màu vàng, nhiệt độ nóng chảy 277-278oC.  Dữ liệu phổ 1H- và 13C-NMR của AG11 xem mục 4.2.
· Hợp chất luteoside (AG13)
Dạng bột màu vàng nhạt, nhiệt độ nóng chảy 250-260oC Dữ liệu phổ 1H- và 13C-NMR của AG13 xem mục 4.2.
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[bookmark: _Toc221486291]Hình 3.7. Sơ đồ phân lập các hợp chất từ A. yentuense
 
[bookmark: _Toc242454345][bookmark: _Hlk194067864][bookmark: _Hlk194067851]3.4. Xác định thành phần tinh dầu của 3 loài A. yentuense, A. cordifolium và A. geophilum
Xác định thành phần hóa học của tinh dầu ba loài A. cordifolium, A. geophilum và A. yentuense được thực hiện như mục 2.2.2. Kết quả về thành phần hóa học của tinh dầu được trình bày ở mục 4.1.
[bookmark: _Toc242454346][bookmark: _Hlk194067882][bookmark: _Hlk194067872]3.5. Đánh giá hoạt tính sinh học
Kết quả đánh giá các hoạt tính sinh học (kháng vi sinh vật kiểm định, chống oxy hóa, kháng viêm) của tinh dầu, cùng khả năng bảo vệ gan trên mô hình HepG2 của các cao chiết và một số hợp chất phân lập từ ba loài A. cordifolium, A. geophilum và A. yentuense. Bên cạnh đó, kết quả sàng lọc in silico các chất ức chế tiềm năng protein JAK2 lần lượt được chi tiết tại các mục 4.5.3 và 4.5.4.
[bookmark: _Toc242454347][bookmark: _Hlk194067922]CHƯƠNG 4. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN
[bookmark: _Toc242454348]4.1. Thành phần hóa học tinh dầu ba loài thực vật chi Asarum ở Việt Nam
Thu nhận tinh dầu từ phần trên mặt đất (lá và thân) của 3 loài Asarum (A. geophilum, A. yentuense và A. cordifolium) bằng phương pháp chưng cất lôi cuốn hơi nước. Thành phần hóa học của những tinh dầu này được phân tích trên thiết bị sắc ký khí khối phổ (GC-MS) (Bảng 4.1). 
[bookmark: _Toc242454349][bookmark: _Hlk194067974]4.1.1. Thành phần hóa học tinh dầu của A. cordifolium
Kết quả chưng cất lôi cuốn hơi nước từ phần trên mặt đất loài A. cordifolium thu được tinh dầu với hiệu suất 0,30% (v/w) (tính theo trọng lượng tươi). Có màu vàng nhạt và mùi thơm đặc trưng, cay ấm. Tỉ trọng của tinh dầu A. cordifolium đạt d =1,05 (20oC). Phân tích thành phần hóa học đã xác định được 33 cấu tử, chiếm 98,78% tổng hàm lượng tinh dầu. Thành phần hóa học chính bao gồm: 10 monoterpene hydrocarbon (7,58%), 2 monoterpene chứa oxy (0,43%), 11 sesquiterpene hydrocarbon (6,53%), 5 sesquiterpene chứa oxy (1,96%) và 5 dẫn xuất benzene (82,03%). Điểm đặc trưng trong phổ thành phần hóa học của loài này là sự chiếm ưu thế của nhóm dẫn xuất benzene (82,03%), trong khi các hợp chất monoterpene và sesquiterpene chỉ chiếm tỷ lệ khiêm tốn (lần lượt là 8,01% và 8,49%). Trong đó, elemicin được xác định là cấu tử chính với hàm lượng cao, đạt 77,20% (Hình 4.1a, Bảng 4.1). Kết quả này hoàn toàn phù hợp với công bố trước đây  khi ghi nhận elemicin là thành phần chủ đạo (84,38%) trong tinh dầu A. cordifolium [111] . Khi so sánh với các loài khác thuộc chi Asarum như A. sieboldii (4,8-11,1%), A. himalaicum (13,1-42,2%), A. canadense (4,9%) hay A. insigne (5,4%) , mẫu A. cordifolium được nghiên cứu thể hiện sự khác biệt rõ về mức độ tích lũy elemicin cao hơn hẳn [1,32]. Xét về khía cạnh hoạt tính sinh học, elemicin là hoạt chất đã được chứng minh có tác dụng kháng khuẩn và kháng nấm mạnh [1]. Các dữ liệu tham khảo trên chi Daucus cho thấy tinh dầu chứa elemicin ở nồng độ thấp hơn (16,3% - 26,0%) đã biểu hiện khả năng ức chế hiệu quả các chủng Campylobacter spp. và vi sinh vật kiểm định với giá trị MIC từ 0,16 đến 0,32 µg/ml [112,113]. Từ cơ sở dữ liệu này, có thể nhận định rằng tinh dầu A. cordifolium, với hàm lượng elemicin cao gấp nhiều lần so với các đối tượng so sánh, là một nguồn dược liệu tiềm năng cho các nghiên cứu phát triển thuốc kháng khuẩn tự nhiên.
[bookmark: _Toc242454350][bookmark: _Hlk194068044]4.1.2. Thành phần hóa học tinh dầu của A. geophilum
Quá trình chưng cất mẫu tươi loài A. geophilum thu được tinh dầu với hiệu suất 0,19% (v/w) (tính theo trọng lượng tươi). Tinh dầu có màu vàng nhạt, mùi thơm đặc trưng và vị cay ấm. Tỉ trọng đạt d = 1,06 (20oC). Kết quả phân tích thành phần hóa học đã xác định được 49 cấu tử, chiếm 93,05% tổng lượng tinh dầu.
Về đặc điểm phân bố nhóm chất, tinh dầu A. geophilum thể hiện sự ưu thế rõ rệt của nhóm sesquiterpene (chiếm tổng tỷ lệ 70,13%), bao gồm 17 sesquiterpene hydrocarbon (46,84%) và 7 sesquiterpene chứa oxy (23,29%). Trong khi đó, nhóm monoterpene chỉ chiếm tỷ lệ khiêm tốn (tổng cộng 7,87%) và các dẫn xuất benzenoid hiện diện không đáng kể (0,17%). Các thành phần chính của tinh dầu được xác định là 9-epi-(E)-caryophyllene (18,43%), eudesm-7(11)-en-4-ol (13,41%) và β-caryophyllene (8,05%), bên cạnh một số cấu tử khác như phytol (7,23%), cis-bicyclogermacrene (4,46%) và α-terpineol (4,07%) (Hình 4.1b, Bảng 4.1).
Khi so sánh với các dữ liệu đã công bố trước đây [114], kết quả nghiên cứu cho thấy sự tương đồng nhất định về mặt định tính với sự hiện diện phổ biến của eudesm-7(11)-en-4-ol và β-caryophyllene ở hàm lượng cao. Tuy nhiên, một sự khác biệt đáng kể về mặt định lượng đã được ghi nhận: trong khi nghiên cứu này xác định 9-epi-(E)-caryophyllene là thành phần chính (18,43%) và β-pinene chiếm tỷ lệ thấp, thì ngược lại, tài liệu tham khảo [114] lại ghi nhận hàm lượng 9-epi-(E)-caryophyllene thấp nhưng β-pinene lại cao (12,61%). Sự biến động về thành phần và hàm lượng các chất trong tinh dầu của cùng một loài này có thể được giải thích bởi sự ảnh hưởng của các yếu tố sinh thái như điều kiện địa lý, đặc điểm thổ nhưỡng nơi cây sinh trưởng và thời điểm thu hái mẫu vật.
[bookmark: _Toc242454351][bookmark: _Hlk194068069]4.1.3. Thành phần hóa học tinh dầu của A. yentuense
Đối với loài A. yentuense, quá trình chưng cất lôi cuốn hơi nước từ mẫu tươi cho hiệu suất tinh dầu đạt 0,05% (v/w) (tính theo trọng lượng tươi). Tinh dầu có màu vàng nhạt, mùi thơm đặc trưng và có tỉ trọng ở 20oC là d = 1,08. Mặc dù hiệu suất thu hồi thấp hơn so với A. cordifolium và A. geophilum, nhưng kết quả phân tích thành phần hóa học vẫn xác định được 26 cấu tử, chiếm tới 96,30% tổng hàm lượng tinh dầu.
Tương tự như quy luật phân bố ở loài A. cordifolium, hồ sơ hóa học của A. yentuense cũng được đặc trưng bởi sự ưu thế của nhóm các dẫn xuất benzene (benzenoid), chiếm tổng hàm lượng 67,84%. Đứng thứ hai là nhóm sesquiterpene chứa oxy (15,75%), trong khi các nhóm dẫn xuất terpene khác chỉ chiếm tỷ lệ khiêm tốn: sesquiterpene hydrocarbon (6,00%), monoterpene chứa oxy (3,50%) và monoterpene hydrocarbon (3,21%).
Thành phần chính quyết định kiểu hình hóa học của tinh dầu A. yentuense được xác định là safrole, chiếm hàm lượng lớn (64,74%). Bên cạnh đó, sesquicineole cũng là một cấu tử đáng chú ý với hàm lượng 15,34%, cùng với các thành phần phụ như linalool (3,19%) và (Z)-β-farnesene (2,81%) (Hình 4.1c, Bảng 4.1).
Kết quả này có ý nghĩa quan trọng trong việc phân chia các nhóm hóa học trong chi Asarum. Nếu như A. cordifolium đặc trưng bởi elemicin, A. geophilum giàu sesquiterpene, thì A. yentuense lại thể hiện rõ nét là một loài thuộc nhóm safrole-type. Khi đối chiếu với các tài liệu đã công bố, sự tích lũy safrole hàm lượng cao cũng từng được ghi nhận ở một số loài Asarum khác như A. caudigerum (lên tới 96,2%) [115] hay A. glabrum (dao động từ 42,24% đến 46,60%) [111,33]. Điều này cho thấy về mặt hóa thực vật, A. yentuense có mối quan hệ gần gũi với các loài A. caudigerum và A. glabrum hơn là so với hai loài A. cordifolium và A. geophilum đã khảo sát ở trên. Việc xác định sự hiện diện của safrole, một tiền chất quan trọng nhưng cũng là hợp chất cần kiểm soát, cung cấp thông tin cho việc định hướng khai thác và sử dụng an toàn loài dược liệu này.
[bookmark: _Hlk194068106]Tổng hợp và đối chiếu kết quả từ 03 loài nghiên cứu (A. cordifolium, A. geophilum và A. yentuense), có thể nhận thấy sự phân hóa rõ ràng về kiểu hình hóa học. Cụ thể, trong khi tinh dầu của A. geophilum được đặc trưng bởi sự chiếm ưu thế của nhóm sesquiterpene (cả dạng hydrocarbon và dẫn xuất chứa oxy), thì ngược lại, tinh dầu của A. yentuense và A. cordifolium lại thể hiện sự tích lũy lớn của các dẫn xuất benzenoid (chiếm lần lượt 67,84% và 82,03%). Mặc dù có sự khác biệt lớn về thành phần chính, cả ba loài đều chứa một số cấu tử chung như α-pinene, β-pinene và (E)-nerolidol, cùng các thành phần phụ khác như methyl ether, geranial, β-bisabolene hay (Z)-ligustilide.
Tuy nhiên, giá trị phân loại hóa học nằm ở các hợp chất đặc trưng riêng biệt cho từng loài: A. cordifolium nổi bật với hàm lượng cao elemicin (77,20%); A. yentuense được định danh bởi safrole (64,74%) và sesquicineole (15,34%); A. geophilum đặc thù với nhóm diterpene như phytol (7,23%) và các axit béo. Sự khác biệt về thành phần hóa học này là cơ sở để dự báo sự khác biệt về hoạt tính sinh học, bởi các hợp chất chính như safrole [117], elemicin [112], 9-epi-(E)-caryophyllene [118] hay eudesm-7(11)-en-4-ol [119] đều đã được chứng minh sở hữu các đặc tính kháng khuẩn, chống oxy hóa và kháng viêm đặc thù.
 Nhận xét, kết quả nghiên cứu về thành phần hóa học tinh dầu của 03 loài Asarum tại Việt Nam đã góp phần bổ sung thêm vào sơ sở dữ liệu về tinh dầu thực vật chi Asarum. Điều đáng chú ý là thành phần hóa học tinh dầu của A. yentuense được phân tích đầy đủ, ngoài ra, còn phát hiện được sự đa dạng về thành phần hóa học. Đối với tinh dầu loài A. geophilum nghiên cứu đã cho thấy thành phần chính trong tinh dầu là 9-epi-(E)-caryophyllene (18,43%), còn trong tinh dầu A. cordifolium lại có thành phần hóa học đặc trưng là elemicin với hàm lượng cao (77,20%).
[bookmark: _Hlk223374621]Giá trị của kết quả nghiên cứu này bước đầu cho thấy, thiết lập được một cơ sở hóa học phân loại. Kết quả nghiên cứu về thành phần hóa học tinh dầu bước đầu mang lại giá trị trong khoa học, đó là nhận thấy được sự phân chia thành hai nhóm: nhóm dẫn xuất benzenoid (A. yentuense, A. cordifolium) chiếm ưu thế và nhóm sesquiterpene (A. geophilum) chiếm ưu thế, điều này đã cung cấp thông tin khoa học để phân biệt các loài Tế tân vốn có hình thái thực vật dễ nhầm lẫn trong tự nhiên. Hơn nữa, việc phát hiện sự có mặt của safrole và elemicin chiếm một tỉ lệ nhất định trong tinh dầu Asarum mang lại giá trị thực tiễn trong việc cảnh báo an toàn dược học, giúp chuẩn hóa liều lượng khi sử dụng các loài này trong y học cổ truyền để tránh ngộ độc. Kết quả về thành phần hóa học này đã trở thành kim chỉ nam định hướng cho việc lựa chọn các mô hình thử nghiệm hoạt tính sinh học, tạo nên sự logic chặt chẽ giữa hoá học và sinh học.
Việc lựa chọn mô hình kháng viêm (ức chế sản sinh NO) và kháng khuẩn là bước đi nhằm góp phần giải thích kinh nghiệm dân gian dưới ánh sáng khoa học hiện đại. Vì các loài Asarum này từ lâu đã được đồng bào các dân tộc (như người Dao) sử dụng để trị đau nhức xương khớp, tê thấp và nhiễm trùng, nên việc tìm thấy các hợp chất bay hơi có tính sát khuẩn mạnh như elemicin hay các sesquiterpene kháng viêm trong tinh dầu chính là bằng chứng cần được kiểm chứng trên tế bào thực nghiệm.
Thử nghiệm hoạt tính bảo vệ tế bào gan và kháng oxy hóa được lựa chọn dựa trên đặc tính sinh học của các cấu tử chính trong các tinh dầu này. Cụ thể, safrole và elemicin trong A. yentuense và A. cordifolium được biết đến là những hợp chất có phổ tác dụng dược lý rộng, nhưng đồng thời cũng tiềm ẩn nguy cơ gây độc cho gan nếu sử dụng ở nồng độ quá cao. Do đó, việc lựa chọn mô hình thử nghiệm trên dòng tế bào gan (HepG2) ở đây đóng vai trò kép: vừa sàng lọc tiềm năng chống oxy hóa và khả năng bảo vệ tế bào gan trước các tác nhân gây tổn thương, vừa là phép thử giới hạn an toàn nhằm xác định nồng độ không gây độc cho tế bào lành. Điều này giúp đảm bảo tính khả thi và an toàn khi định hướng phát triển nguồn dược liệu này thành các sản phẩm ứng dụng.
Vì vậy, từ việc xác định các cấu trúc hóa học mới và đặc trưng, nghiên cứu đã xây dựng được luận cứ khoa học để lựa chọn đích tác dụng sinh học phù hợp, qua đó khẳng định tiềm năng y dược của các loài Asarum Việt Nam không chỉ dừng lại ở kinh nghiệm truyền miệng mà có cơ sở phân tử.

[bookmark: _Toc242454249][bookmark: _Toc167608373]Bảng 4.1. Thành phần hóa học tinh dầu của 3 loài chi Asarum
	STT
	Tên
	Công thức
	aRI
	A. geophilum
	A. yentuense
	A. cordifolium

	
	
	
	
	Time
	bRI
	%FID
	Time
	bRI
	%FID
	Time
	bRI
	%FID

	1
	α-pinene
	C10H16
	932
	10,01
	938
	0,33
	10,37
	939
	0,84
	10,70
	939
	0,56

	2
	camphenen
	C10H16
	946
	-
	-
	-
	10,87
	955
	0,39
	11,21
	956
	0,38

	3
	β-pinene
	C10H16
	986
	11,36
	983
	1,45
	11,74
	984
	0,91
	12,11
	985
	0,96

	4
	myrcene
	C10H16
	988
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	12,32
	992
	0,21

	5
	α-phelandren
	C10H16
	1010
	12,17
	1009
	0,13
	-
	-
	-
	12,93
	1010
	0,79

	6
	δ-3-carene
	C10H16
	1015
	-
	-
	-
	12,77
	1016
	0,39
	13,15
	1017
	0,83

	7
	o-cymene
	C10H14
	1022
	12,82
	1028
	0,17
	-
	-
	-
	13,60
	1030
	1,80

	8
	Limonene
	C10H16
	1030
	12,97
	1033
	0,18
	-
	-
	-
	13,75
	1034
	1,87

	9
	β-phelandrene
	C10H16
	1031
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	13,82
	1036
	0,31

	10
	eucalyptol
	C10H18O
	1032
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	11
	(Z)-β-ocimene
	C10H16
	1039
	-
	-
	-
	13,49
	1038
	0,13
	13,88
	1038
	1,33

	12
	(E)-β-ocimene
	C10H16
	1050
	-
	-
	-
	13,87
	1049
	0,42
	14,26
	1049
	0,34

	13
	terpinolene
	C10H16
	1094
	15,02
	1093
	0,20
	15,43
	1094
	0,13
	
	
	

	14
	linalool
	C10H18O
	1095
	15,27
	1101
	0,18
	15,67
	1101
	3,19
	16,10
	1102
	0,20

	15
	Exo-fenchol
	C10H18O
	1118
	15,95
	1120
	0,13
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	16
	borneol
	C10H18O
	1171
	17,84
	1174
	0,15
	18,25
	1175
	0,31
	-
	-
	-

	17
	Terpinen-4-ol
	C10H18O
	1184
	18,20
	1184
	0,30
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	18
	α-terpineol
	C10H18O
	1195
	18,65
	1197
	4,07
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	19
	Thymol methyl ether
	C11H16O
	1232
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	20
	geranial
	C10H16O
	1271
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	21
	Bornyl acetate
	C12H20O2
	1289
	21,94
	1293
	0,23
	-
	-
	-
	22,85
	1295
	0,23

	22
	safrole
	C12H20O2
	1293
	-
	-
	-
	22,59
	1300
	64,74
	-
	-
	-

	23
	n-tridecane
	C13H28
	1300
	22,14
	1299
	0,18
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	24
	δ-elemene
	C15H24
	1343
	23,72
	1347
	0,81
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	25
	α-terpinyl acetate
	C12H20O2
	1349
	24,00
	1355
	0,35
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	26
	Endo-isocamphanyl acetate
	C11H18O2
	1350
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	27
	Geranyl acetate
	C12H20O2
	1379
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	28
	α-copaene
	C15H24
	1394
	25,07
	1388
	0,42
	-
	-
	-
	26,00
	1390
	0,50

	29
	cis-β-elemene
	C15H24
	1396
	25,54
	1402
	2,75
	-
	-
	-
	26,45
	1404
	1,84

	30
	Methyl eugenol
	C11H14O2
	1403
	-
	-
	-
	26,09
	1407
	1,22
	26,58
	1408
	2,16

	31
	β -caryophyllene
	C15H24
	1434
	26,60
	1436
	8,05
	27,03
	1437
	0,29
	
	
	

	32
	γ-elemene
	C15H24
	1440
	26,84
	1444
	0,68
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	33
	α-trans-bergamotene
	C15H24
	1443
	-
	-
	-
	27,31
	1446
	0,67
	-
	-
	-

	34
	β-gurjunene
	C15H24
	1446
	27,01
	1449
	1,66
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	35
	aromadendrene
	C15H24
	1449
	27,20
	1455
	0,61
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	36
	(Z)-β-farmesene
	C15H24
	1451
	-
	-
	-
	27,78
	1461
	2,81
	-
	-
	-

	37
	(E)-methyl isoeugenol
	C15H24
	1460
	-
	-
	-
	27,92
	1465
	0,19
	-
	-
	-

	38
	α-humulene
	C15H24
	1471
	27,67
	1470
	3,87
	28,11
	1471
	0,55
	-
	-
	-

	39
	9-epi-(E)-caryophyllene
	C15H24
	1474
	2795
	1479
	18,43
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	40
	γ-curcumene
	C15H24
	1481
	-
	-
	-
	28,66
	1488
	0,24
	-
	-
	-

	41
	γ-muurolene
	C15H24
	1483
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	42
	Ar-curcumene
	C15H24
	1484
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	43
	Germacrene D
	C15H24
	1496
	28,49
	1496
	0,56
	-
	-
	-
	29,44
	1499
	1,00

	44
	n-pentadecane
	C15H32
	1500
	28,58
	1499
	1,10
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	45
	(E)-methyl isoeugenol
	C11H14O2
	1501
	-
	-
	-
	29,05
	1501
	0,27
	-
	-
	-

	46
	β-selinene
	C15H24
	1502
	28,69
	1503
	0,60
	-
	-
	-
	29,62
	1505
	0,17

	47
	δ-selinene
	C15H24
	1503
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	29,65
	1507
	0,17

	48
	trans-muurola-4(14),5-diene
	C15H24
	1503
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	49
	viridiflorene
	C15H24
	1505
	28,93
	1511
	0,60
	-
	-
	-
	29,62
	1505
	0,17

	50
	γ-amorphene
	C15H24
	1508
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	29,65
	1507
	0,17

	51
	cis-bicyclogermacene
	C15H24
	1510
	28,98
	1512
	4,46
	-
	-
	-
	29,91
	1515
	0,73

	52
	(E,E)- α -farnesene
	C15H24
	1511
	-
	-
	-
	29,39
	1512
	0,36
	-
	-
	-

	53
	trans-bicyclogermacrene
	C15H24
	1512
	-
	-
	-
	29,42
	1513
	0,73
	-
	-
	-

	54
	β-bisabolene
	C15H24
	1514
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	55
	α-bulnesene
	C15H24
	1517
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	30,13
	1522
	0,20

	56
	Cuparene
	C15H22
	1518
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	57
	Sesquicinene
	C15H26O
	1521
	-
	-
	-
	29,80
	1526
	15,34
	-
	-
	-

	58
	γ-cadinene
	C15H24
	1524
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	30,44
	1533
	0,27

	59
	Myristicin
	C11H14O2
	1529
	-
	-
	-
	29,95
	1531
	0,31
	-
	-
	-

	60
	β-sequiphellandrene
	C15H24
	1531
	-
	-
	-
	30,03
	1534
	0,16
	-
	-
	-

	61
	δ-cadinene
	C15H24
	1533
	29,65
	1535
	0,60
	-
	-
	-
	30,58
	1538
	0,41

	62
	Zonarene
	C15H24
	1537
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	63
	α-bisabolene
	C15H24
	1544
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	31,00
	1552
	1,81

	64
	Selina-4(15),7(11)-diene
	C15H24
	1545
	30,15
	1552
	1,02
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	65
	Selina-3,7(11)-diene
	C15H24
	1560
	30,36
	1559
	0,41
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	66
	elemol
	C15H26O
	1562
	30,43
	1561
	0,41
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	67
	elemicin
	C12H16O2
	1565
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	31,43
	1566
	77,20

	68
	(E)-nerolidol
	C15H26O
	1569
	30,64
	1568
	0,47
	31,07
	1569
	0,41
	31,60
	1572
	0,32

	69
	Germacrene B
	C15H24
	1572
	30,86
	1575
	0,43
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	70
	isoelemicin
	C12H16O2
	1577
	-
	-
	-
	31,33
	1578
	0,32
	-
	-
	-

	71
	4-epi-maaliol
	C15H26O
	1577
	31,17
	1586
	0,67
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	72
	scapanol
	C15H26O
	1580
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	32,32
	1596
	0,33

	73
	spathulenol
	C15H24O
	1593
	31,44
	1595
	1,24
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	74
	viridiflorol
	C15H26O
	1595
	31,65
	1602
	2,16
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	75
	Caryophyllene oxide
	C15H24O
	1599
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	32,65
	1607
	0,23

	76
	Cubeban-11-ol
	C15H26O
	1601
	31,91
	1611
	2,27
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	77
	rosifoliol
	C15H26O
	1615
	32,14
	1620
	0,62
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	78
	humulene epoxidell
	C15H24O
	1520
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	79
	γ-eudesmol
	C15H26O
	1646
	32,96
	1648
	0,29
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	80
	α-asarone
	C12H16O3
	1650
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	34,09
	1658
	0,73

	81
	α-muurolol
	C15H26O
	1654
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	34,18
	1661
	0,24

	82
	α-cadinol
	C15H26O
	1665
	33,58
	1670
	0,74
	-
	-
	-
	34,55
	1674
	0,84

	83
	Neo-intermedeol
	C15H26O
	1670
	33,67
	1674
	1,01
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	84
	α-asarone
	C12H16O3
	1678
	-
	-
	-
	34,38
	1684
	0,98
	34,88
	1686
	0,14

	85
	Eudesm-7(11)-en-4-ol
	C15H26O
	1709
	34,90
	1718
	13,41
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	86
	(Z)-ligustilide
	C12H14O2
	1741
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	87
	n-tetradecanoic acid
	C14H28O
	1759
	35,97
	1758
	0,18
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	88
	isophytol
	C20H40O
	1946
	40,86
	1949
	0,12
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	89
	n-hexadecanoic acid
	C16H32O2
	1959
	41,17
	1962
	1,31
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	90
	phytol
	C20H40O
	2122
	44,81
	2117
	7,23
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	91
	Linoleic acid
	C18H32O
	2132
	45,30
	2139
	2,45
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	92
	Linolenic acid
	C18H32O
	2143
	45,44
	2145
	2,31
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	
	Monoterpene hydrocarbon
	5 (2,46%)
	7 (3,21%)
	10 (7,58%)

	
	Oxigenated monoterpene
	7 (5,41%)
	2 (3,5%)
	2 (0,43%)

	
	Sesquiterpene hydrocarbon
	17 (46,84%)
	9 (6,0%)
	11 (6,53%)

	
	Oxigenated sesquiterpene
	11 (23,29%)
	2 (15,75%)
	5 (1,96%)

	
	Benzenoid
	1 (0,17%)
	6 (67,84%)
	5 (82,03%)

	
	Khác
	8 (14,88%)
	-
	-

	
	Tổng số
	93,05%
	96,30%
	98,78%


[image: ]
[bookmark: _Toc167608415][bookmark: _Toc221486292]Hình 4.1. Phổ GC-MS của tinh dầu 3 loài Asarum: (a) A.cordifolium, (b) A. geophilum, (c) A. yentuense,


[bookmark: _Toc242454352][bookmark: _Hlk194068135]4.2. Các hợp chất phân lập được từ A. geophilum
[bookmark: _Toc242454353]4.2.1. Chalcone glycoside mới: chalcononaringenin 2′,4-di-O- β -glucopyranoside (AG1)
Hợp chất AG1 thu được có dạng bột màu trắng. Trên phổ khối HR-ESI-MS cho biết pic ion giả phân tử tại [M+H]⁺ ở m/z 597,1810 amu (tính toán theo lý thuyết cho [C27H33O15]⁺ là 597,1814). Do vậy công thức phân tử của AG1 dự kiến được xác định là C27H32O15.
[bookmark: _Hlk223374744]Phổ ¹H-NMR của AG1 cho thấy tín hiệu của hai proton olefin ở vị trí trans tại δH 7,73 (1H, d, J = 15,6 Hz, H-α) và 7,98 (1H, d, J = 15,6 Hz, H-β) đặc trưng của khung chalcone. Vùng trường thấp xuất hiện các tín hiệu proton đặc trưng cho vòng benzen thế tại vị trí para (hệ spin AAʹBBʹ) tại δH 6,86 (2H, d, J = 8,4 Hz) và 7,64 (2H, d, J = 8,4 Hz). Bên cạnh đó, hai tín hiệu proton dạng doublet tại δH 6,30 và 6,53 với hằng số tương tác J nhỏ (J = 2,4 Hz) được gán cho hai proton ở vị trí meta của một vòng thơm thế bốn vị trí. Ngoài ra, phổ còn xuất hiện hai tín hiệu proton anomer tại δH 5,06 (1H, d, J = 7,2 Hz) và 5,22 (1H, d, J = 7,8 Hz), điều này gợi ý cho sự hiện diện của hai đơn vị đường.
Kết hợp các dữ liệu phổ ¹³C-NMR và HSQC cho biết trong phân tử AG1 có 27 nguyên tử carbon, bao gồm: 01 carbon thuộc nhóm carbonyl tại δC 195,0 ppm; 06 carbon mạch nhánh (δC 109,3; 128,3; 161,1; 161,4; 164,4 và 166,5); 18 cacbon methine (bao gồm các carbon thuộc phần đường và vòng thơm trong khoảng δC 71,5 – 145,2) và 02 nhóm methylene thuộc đường tại δC 62,7 ppm và 62,8 ppm (Bảng 4.2).
So sánh dữ liệu phổ ¹H- và ¹³C-NMR của AG1 và tài liệu tham khảo cho thấy, cấu trúc của AG1 tương đồng với phổ của hợp chất chalcononaringenin 2′,4′-di-O-β-D-glucopyranoside đã được công bố [44], tuy nhiên có sự khác biệt, đó là vị trí liên kết với các đơn vị đường. Điều này được thể hiện trên phổ HMBC của AG1, trên phổ quan sát được tương tác giữa H-β (δH 7,98)/H-α (δH 7,73) với C-β′ (δC 195,0) khẳng định sự tồn tại của cầu nối enone đặc trưng của chalcone. Các tương tác từ H-2/H-6 đến C-4/C-α; từ H-3′ đến C-1′/C-2′/C-5′ và từ H-5′ đến C-1′/C-3′/C-4′/C-6′ giúp xác định vị trí của bốn nhóm thế oxy hóa tại C-4, C-2′, C-4′ và C-6′.
[bookmark: _Hlk223374776]Sự có mặt của hai phân tử D-glucopyranosyl được xác định bởi độ dịch chuyển hóa học của các carbon đường và cấu hình β-glycoside được xác định dựa trên hằng số tương tác của hai proton anomer (J = 7,2 và 7,8 Hz). Vị trí liên kết của hai đơn vị đường này được xác định chính xác nhờ các tương tác giữa các carbon và proton trên phổ HMBC proton anomer của đơn vị đường thứ nhất (GlcI H-1, δH 5,22) tương tác với C-4 (δC 161,4) và proton anomer của đơn vị đường thứ hai (GlcII H-1, δH 5,06) tương tác với C-2′ (δC 164,4). Từ các phân tích trên, cấu trúc của hợp chất AG1 được xác định là một hợp chất mới với tên gọi chalcononaringenin 2′,4-di-O-β-D-glucopyranoside.


[bookmark: _Toc33517338][bookmark: _Toc221486293]Hình 4.2. Cấu trúc hóa học và tương tác chính HMBC (HC) của AG1

[bookmark: _Toc242454250]Bảng 4.2. Dữ liệu phổ ¹H- và ¹³C-NMR của AG1 (1H: 600 MHz, 13C: 150 MHz, CD3OD)
[bookmark: _Toc242454251]và chất tham khảo
	STT
	AG1
	[44]

	
	δC 
	δH (mult., J Hz)
	#δC
	#δH (mult., J Hz)

	α
	145,2
	7,73 (d; 15,6)
	125,2
	8,66 (d; 15,3)

	β
	125,6
	7,98 (d; 15,6)
	144,4
	8,17 (d; 15,3 )

	βʹ
	195,0
	-
	193,9
	-

	1
	128,3
	-
	127,3
	-

	2, 6
	132,0
	7,64 (d; 8,4)
	131,7
	7,96 (d; 8,6)

	3, 5
	117,0
	6,86 (d; 8,4)
	116,9
	7,06 (d; 8,6)

	4
	161,4
	-
	161,0
	-

	1ʹ
	109,3
	-
	108,4
	-

	2ʹ
	164,4
	-
	164,2
	-

	3ʹ
	99,7
	6,30 (d; 2,4)
	98,9
	7,19 (d; 2,1)

	4ʹ
	166,5
	-
	166,7
	-

	5ʹ
	95,8
	6,53 (d; 2,4)
	95,7
	6,66 (d; 2,1)

	6ʹ
	161,1
	-
	161,6
	-

	Glc I

	1
	101,7
	5,22 (d; 7,8)
	102,0
	5,93 (d; 7,6)

	2
	75,0
	3,58 (dd; 7,8; 9,0)
	75,1
	

	3
	78,4
	3,53 (t; 9,0)
	79,0
	

	4
	71,6
	3,37 (t; 9,0)
	71,6
	

	5
	78,9
	3,63 (m)
	79,1
	

	6
	62,8
	3,70 (dd; 6,6; 12,0)
3,95 (dd; 2,4; 12,0)
	62,5
	

	Glc II

	1
	101,1
	5,06 (d; 7,2)
	101,1
	5,90 (d; 7,9)

	2
	74,7
	3,47 (dd; 7,2; 9,0)
	74,8
	

	3
	77,9
	3,49 (t; 9,0)
	78,5
	

	4
	71,5
	3,39 (t; 9,0)
	71,7
	

	5
	78,5
	3,64 (m)
	79,0
	

	6
	62,7
	3,72 (dd; 6,6; 12,0)
3,97 (dd; 2,4; 12,0)
	62,7
	


[bookmark: _Hlk33779926]#δH và #δC của chalcononaringenin 2′,4′-di-O-β-D-glucopyranoside (1H: 500 MHz, 13C: 125 MHz, pyridine-d5) [44]

[bookmark: _Toc242454354]4.2.2. Alkaloid mới: asageoside (AG2)
[bookmark: _Hlk223374810]Hợp chất AG2 phân lập được có dạng vô định hình. Trên phổ khối phân giải cao HR-ESI-MS quan sát thấy pic ion giả phân tử [M+H]⁺ ở m/z 666,2033, tính toán theo lý thuyết cho công thức phân tử là C30H36O15N.
Phổ ¹H-NMR của AG2 xuất hiện tín hiệu của 03 proton ở dạng singlet tại δH 7,40 ppm (H-9); 8,12 ppm (H-2) và 8,93 ppm (H-5) là đặc trưng của khung phenanthrene. Ngoài ra, trên phổ còn xuất hiện tín hiệu của ba nhóm methoxy dạng singlet tại δH 3,99; 4,01 và 4,09 (s, 3H) cùng với tín hiệu của 02 proton anomer tại δH 5,06 (1H, d, J = 7,8 Hz) và 5,79 (1H, d, J = 7,8 Hz), gợi ý sự tồn tại của hai đơn vị đường trong phân tử.
[bookmark: _Hlk223374830]Kết hợp các dữ kiện phổ ¹³C-NMR và HSQC của AG2 xác nhận sự có mặt của 30 nguyên tử carbon, bao gồm: 01 carbon thuộc nhóm carbonyl, 11 carbon mạch nhánh, 03 nhóm cacbon methine (CH) thuộc vòng thơm, 10 nhóm cacbon methine (thuộc phần đường), 02 nhóm cacbon methylene (CH2) và 03 nhóm methoxy (OCH3). Điều này hoàn toàn phù hợp với tín hiệu của các proton trên phổ 1H-NMR. Sự phân bố các tín hiệu carbon này phù hợp với cấu trúc của một dẫn xuất glycoside có phần aglycone là khung phenanthrene chứa nitơ (dẫn xuất aristolochic acid  hay khung aristolactam) [127].
[bookmark: _Hlk223374853]Vị trí của các nhóm thế trên khung phenanthrene được xác định chính xác nhờ các tương tác xa trên phổ HMBC và tương tác không gian trên phổ NOES. Trên phổ HMBC quan sát thấy tương tác giữa các nhóm methoxy tại δH 4,09; 3,99 và 4,01 với C-6 (δC 152,5), C-7 (δC 143,2) và C-8 (δC 150,2), khẳng định vị trí gắn kết tại C-6, C-7 và C-8. Kết luận này được củng cố thêm bởi phổ NOESY với các tương tác không gian giữa proton nhóm 6-methoxy (δH 4,09) với H-5 (δH 8,93) và giữa proton nhóm 8-methoxy (δH 4,01) với H-9 (δH 7,40).
[bookmark: _Hlk223374871]Về phần đường, các giá trị dịch chuyển hóa học trên phổ ¹³C-NMR và hằng số tương tác J lớn của hai proton anomer (J = 7,8 Hz), cho phép xác định cả hai đơn vị đường đều là β-D-glucopyranosyl, chính là điểm mấu chốt để xác định cấu trúc nằm ở vị trí liên kết của hai mạch đường này. Phổ HMBC quan sát thấy tương tác của proton anomer thuộc đơn vị đường thứ nhất (GlcI H-1, δH 5,06) với carbon C-3 (δC 152,7) và tương tác giữa proton anomer của đơn vị đường thứ hai (GlcII H-1, δH 5,79) với carbon C-4 (δC 149,3) của thuộc khung phenanthrene. Do vậy, hai đơn vị Glc gắn với C3 và C4.
Kết hợp các dữ liệu phổ thực nghiệm nêu trên, cấu trúc hóa học của hợp chất AG2 được xác định là một hợp chất mới và được đặt tên là asageoside.


[bookmark: _Toc221486294]Hình 4.3. Cấu trúc hóa học và tương tác chính HMBC (HC) của AG2

[bookmark: _Toc242454252]Bảng 4.3. Dữ liệu phổ ¹H- và ¹³C-NMR của AG2 (1H: 600 MHz, 13C: 150 MHz, CD3OD) và chất tham khảo
	STT
	AG2
	[127]

	
	δC 
	δH (mult., J Hz)
	#δC
	#δH (mult., J Hz)

	1
	123,0
	-
	121,7
	-

	2
	115,9
	8,12 (s)
	110,8
	7,84 (s)

	3
	152,7
	-
	155,3
	-

	4
	149,3
	-
	150,7
	-

	4a
	123,5
	-
	135,2
	-

	4b
	124,9
	-
	120,2
	-

	5
	108,3
	8,93 (s)
	127,7
	9,11 (dd; 1,1; 5,2; 7,8)

	6
	152,5
	-
	125,7
	7,55 (ddd;1,2;7,2;6,0; 8,4)

	7
	143,2
	-
	127,1
	7,55 (dd;1,2; 7,2; 6,0; 8,4)

	8
	150,2
	-
	129,3
	7,92 (d; 0,6; 8,4; 7,8)

	8a
	126,0
	-
	126,2
	-

	9
	101,8
	7,40 (s)
	104,9
	7,12 (s)

	10
	134,2
	-
	135,1
	-

	10a
	125,6
	-
	123,5
	-

	11
	171,1
	-
	168,6
	-

	6-OCH3
	56,8
	4,09 (s)
	-
	-

	7-OCH3
	61,5
	3,99 (s)
	-
	-

	8-OCH3
	62,1
	4,01 (s)
	-
	-

	Glc I
	
	
	-
	-

	1
	104,7
	5,06 (d, 7,8)
	-
	-

	2
	75,1
	3,72 (dd, 7,8; 9,0)
	-
	-

	3
	77,4
	3,57 (m)
	-
	-

	4
	71,2
	3,55 (m)
	-
	-

	5
	78,5
	3,57 (m) 
	-
	-

	6
	62,4
	3,83 (dd, 4,8; 12,0)
4,00 (dd, 2,4; 12,0)
	-
	-

	Glc II
	
	
	-
	-

	1
	105,1
	5,79 (d, 7,8)
	-
	-

	2
	76,6
	3,81 (dd, 7,8; 9,0)
	-
	-

	3
	78,2
	3,58 (m)
	-
	-

	4
	71,6
	3,42 (t, 9,0)
	-
	-

	5
	78,6
	3,27 (m)
	-
	-

	6
	62,4
	3,52 (dd, 5,4; 12,0)
3,63 (dd, 2,4; 12,0)
	-
	-

	3-OCH3
	-
	-
	57,0
	4,03 (s)

	4-OCH3
	-
	-
	60,1
	4,02 (s)


#δH và #δC của aristolactam BII (1H: 500 MHz, 13C: 125 MHz, DMSO-d6) [127]

[bookmark: _Toc242454355]4.2.3. Các hợp chất flavonoid khác
4.2.3.1. Naringenin (AG3)
Hợp chất AG3 được phân lập dưới dạng bột màu vàng nhạt, tan tốt trong dung môi acetone. Phổ ¹H-NMR của hợp chất AG3 (Bảng 4.4) thể hiện các tín hiệu đặc trưng của khung flavanone. Tại vùng trường cao xuất hiện hệ spin ABX đặc trưng gồm một proton oxymethine tại δH 5,42 (1H, dd, J = 12,6; 3,0 Hz, H-2) tương tác với hai proton methylene tại δH 3,22 (1H, dd, J = 16,8; 12,6 Hz, H-3a) và 2,67 (1H, dd, J = 16,8; 3,0 Hz, H-3b). Hằng số tương tác J lớn (J = 12,6 Hz) giữa H-2 và H-3a cho thấy các proton này ở vị trí (axial-axial), khẳng định cấu hình trans-diaxial của vòng C.
Ở vùng trường thấp, xuất hiện các tín hiệu proton cho thấy sự có mặt của hai vòng benzene với kiểu thế khác nhau. Vòng B bị thế tại vị trí para được xác nhận bởi hai cặp tín hiệu proton dưới dạng doublet có cùng hằng số tương tác J ortho (J = 8,4 Hz) tại δH 7,30 (2H, H-2′, H-6′) và δH 6,80 (2H, H-3′, H-5′). Trong khi đó, vòng A được đặc trưng bởi hai tín hiệu proton ở vị trí meta chồng lấp nhau tại δH 5,89 (2H, br s hoặc d, J = 2,1 Hz), tương ứng với H-6 và H-8. Bên cạnh đó, tín hiệu proton của nhóm hydroxyl tại δH 6,80 được gán cho 5-OH.
Phổ ¹³C-NMR của hợp chất AG3 xác nhận sự có mặt của 15 nguyên tử carbon, hoàn toàn phù hợp với khung flavanone. Ở vùng trường thấp quan sát được tín hiệu của cacbon đặc trưng cho carbon carbonyl thuộc nhóm ketone liên hợp (C=O) tại δC 196,3 (C-4). Tín hiệu của hai cacbon methine (CH) và methylen (CH2) đặc trưng thuộc vòng C tại δC 78,5 (C-2) và 42,0 (C-3). Ngoài ra là tín hiệu của carbon thuộc vòng thơm gồm: 04 carbon liên kết với oxy tại (δC 157,8 - 166,8), 02 carbon bậc bốn (δC 101,8 và 128,9) và 06 carbon methine (δC 95,9 – 128,3).
Kết hợp các dữ liệu phổ và phân tích cho thấy cấu trúc của hợp chất AG3 được xác định là  4',5,7-trihydroxyflavanone. Tiến hành so sánh dữ liệu phổ của hợp chất AG3 với tài liệu tham khảo [128], cho thấy hoàn toàn phù hợp với dữ liệu của hợp chất naringenin. Và cấu trúc của hợp chất AG3 được xác định là naringenin.
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[bookmark: _Toc242454253]Bảng 4.4. Dữ liệu phổ ¹H- và ¹³C-NMR của AG3 (1H: 600 MHz, 13C: 150 MHz, CDCl3) và chất tham khảo
	STT
	AG3
	
	[bookmark: ZOTERO_BREF_9LXLoxIQNugk][128]

	
	δC 
	δH (mult., J Hz)
	#δC
	#δH (mult., J Hz)

	2
	78,5
	5,42 (dd, 12,6; 3,0)
	79,8
	5,43 (dd, 3,0; 13,0)

	3
	42,0
	3,22 (dd; 16,8; 12,6)
2,67 (dd; 16,8; 3,0)
	43,4
	3,16 (dd; 13,1; 17,0)
2,71 (dd; 3,1; 17,3)

	4
	196,3
	-
	197,2
	-

	5
	163,6
	-
	165,2
	 12,7 (s)

	6
	95,9
	5,89 (s)
	96,8
	5,94 (s)

	7
	166,8
	-
	167,3
	-

	8
	95,9
	5,89 (s)
	95,8
	5,94 (s)

	9
	163,0
	-
	164,3
	-

	10
	101,8
	-
	103,2
	-

	1ʹ
	128,9
	-
	130,7
	-

	2ʹ
	128,3
	7,30 (d; 8,4)
	128,9
	7,37 (d; 8,4)

	3ʹ
	115,3
	6,80 (d; 8,4)
	116,2
	6,88 (d; 8,7)

	4ʹ
	157,8
	-
	158,6
	-

	5ʹ
	115,3
	6,80 (d; 8,4)
	116,2
	6,88 (d; 8,7)

	6ʹ
	128,3
	7,30 (d; 8,4)
	128,9
	7,37 (d; 8,4)


#δH và #δC của naringenin (1H: 500 MHz, 13C: 125 MHz, (CD3)2CO) [128]

4.2.3.2. Naringenin 5-O-β-glucopyranoside (AG4)
Hợp chất AG4 thu được có dạng bột màu trắng. Dữ liệu phổ 1H- và 13C-NMR cho thấy hợp chất này có cấu trúc khung flavonoid kết hợp với một phân tử đường.
Trên phổ ¹H-NMR, tại vùng trường thấp xuất hiện tín hiệu của hai proton vòng thơm có độ dịch chuyển hóa học tại δH 7,31 (2H, d, J= 9,0 Hz), đặc trưng cho các proton H-2′ và H-6′ của vòng B thế para trong khung flavanone. Bên cạnh đó, sự xuất hiện của tín hiệu proton anomer tại δH 4,78 (1H, d, J = 7,8 Hz) cùng nhóm tín hiệu của các proton liên kết với carbon mang oxy trong vùng δH 3,00 – 3,78 cho phép dự đoán sự có mặt của một đơn vị đường trong phân tử.
Phổ ¹³C-NMR cho thấy trong phân tử AG4 có tổng số 21 nguyên tử carbon, bao gồm 15 carbon của phần aglycone (khung flavanone) và 6 carbon của phần đường. Trong đó, các tín hiệu carbon đặc trưng cho vòng thơm có độ chuyển dịch hóa học tại δC 166,6 và 158,9 (ứng với các vị trí C-5 và C-4′/C-9).
Cấu hình của liên kết glycoside được xác định là β dựa trên hằng số tương tác J lớn của proton anomer (J = 7,8 Hz). Về vị trí gắn kết của phần đường, mặc dù các dẫn xuất naringenin thường gặp dạng 7-O-glycoside, nhưng dựa trên sự phân tích so sánh độ dịch chuyển hóa học, vị trí liên kết với đường được xác định tại nhóm hydroxyl ở C-5. Sự hiện diện của gốc đường tại vị trí này thường gây ra hiệu ứng dịch chuyển đáng kể đối với tín hiệu carbon ipso (C-5) và carbon para so với dạng aglycone tương ứng.
So sánh dữ liệu phổ của hợp chất AG4 với tài liệu tham khảo [39] cho thấy hoàn toàn phù hợp về cấu trúc. Vì vậy, AG4 được xác định là naringenin 5-O-β-D-glucopyranoside.


[bookmark: _Toc221486296]Hình 4.5. Cấu trúc hóa học của AG4

[bookmark: _Toc242454254]Bảng 4.5. Dữ liệu phổ ¹H- và ¹³C-NMR của AG4 (1H: 600 MHz, 13C: 150 MHz, CDCl3) và chất tham khảo
	STT
	AG4
	[bookmark: ZOTERO_BREF_RhVsdt9Zb5yI][39]

	
	δC 
	δH (mult., J Hz)
	#δC
	#δH (mult., J Hz)

	2
	80,2
	5,31 (dd; 13,2; 3,0)
	78,1
	5,38 (1H, dd; 2,7; 13,4)

	3
	46,3
	2,72 (dd; 17,4;  3,0)
3,00 (dd; 17,4; 3,2)
	44,5
	2,63 (1H, dd; 2,7; 17.3)
3,05 (1H, dd; 13,4; 1,4)

	4
	193,0
	-
	190,0
	-

	5
	166,6
	-
	164,2
	-

	6
	100,6
	6,48 (d; 2,4)
	98,8
	6,93 (d; 2,0)

	7
	167,5
	-
	164,8
	-

	8
	99,6
	6,14 (d; 2,4)
	97,7
	6,70 (d; 2,2)

	9
	162,4
	-
	160,6
	-

	10
	106,9
	-
	105,5
	-

	1ʹ
	131,1
	-
	129,0
	-

	2ʹ
	129,0
	7,31 (d; 9,0)
	128,2
	7,31 (d; 8,6)

	3ʹ
	116,3
	6,83 (d; 9,0)
	116,3
	6,80 (d; 8,6)

	4ʹ
	158,9
	-
	157,6
	-

	5ʹ
	116,3
	6,83 (d; 9,0)
	116,3
	6,80 (d, 8,6)

	6ʹ
	129,0
	7,31 (d; 9,0)
	129,0
	7,31 (d, 8,6)

	Glc

	1ʹʹ
	105,0
	4,78 (d; 7,8)
	103,4
	4,89 (d; 7,4)

	2ʹʹ
	74,7
	3,57 (dd; 7,8; 9,0)
	73,4
	3,60 (dd, 7,4; 8,6)

	3ʹʹ
	78,6
	3,47 (t; 9,0)
	77,5
	3,47 (t; 8,6)

	4ʹʹ
	71,3
	3,51 (t; 9,0)
	69,6
	3,43 (t; 8,6)

	5ʹʹ
	77,2
	3,45 (m)
	75,6
	3,22 (m)

	6ʹʹ
	62,6
	3, 97 (dd; 12,0; 2,4)
3,78 (dd; 12,0; 4,8)
	60,7
	3, 97 (dd; 13,4; 2,0)
3,78 (dd; 13,4; 2,7)


#δH và #δC của naringenin 5-O-β-D-glucopyranoside (1H: 500 MHz, 13C: 125 MHz, DMSO-d6) [39]

4.2.3.3. Naringenin 7-O-β-glucopyranoside (AG5)
Hợp chất AG5 được phân lập dưới dạng bột màu vàng. Các dữ liệu phổ nghiệm sơ bộ định hướng hợp chất này mang khung cấu trúc flavanone glycoside.
Phân tích phổ 1H-NMR của AG5 cho thấy sự có mặt của các proton thuộc hệ ABX đặc trưng cho vòng C của khung flavanone, bao gồm: một proton oxymethine H-2 xuất hiện tại δH 3,36 (dd, J = 14,0 và 2,8 Hz) và hai proton methylene H-3 tại δH 3,17 (dd, J = 17,0; 14,0 Hz) và 2,70 (dd, J = 17,0; 3,1 Hz). Tại vùng trường thấp, các tín hiệu proton chỉ ra sự tồn tại của hai vòng benzen có kiểu thế khác nhau: vòng A được đặc trưng bởi hai proton ghép meta tại δH 6,20 và 6,22 (tương ứng với H-6 và H-8); vòng B thể hiện hệ spin AA'BB' với hai cặp tín hiệu tại δH 7,33 (2H) và 6,84 (2H), đặc trưng cho vòng benzen thế para.
Phổ 13C-NMR cho thấy có tổng số 21 nguyên tử carbon. Trong đó, phần aglycone có 15 nguyên tử carbon với các tín hiệu đặc trưng: cacbon thuộc nhóm carbonyl (C-4) tại δC 198,5; carbon oxymethine (C-2) tại δC 80,6 và carbon methylene (C-3) tại δC 44,1. Ngoài ra là các tín hiệu carbon thơm trong khoảng δC 98,0 – 167,0 phù hợp với khung naringenin.
Trên phổ NMR quan sát thấy các tín hiệu của một đơn vị đường hexose. Trong đó, tín hiệu proton anomer dạng doublet xuất hiện tại δH 4,99 với hằng số tương tác J lớn (J = 7,5 Hz), khẳng định cấu hình β của liên kết glycoside. Dữ liệu phổ ¹³C-NMR cho thấy có 6 tín hiệu carbon thuộc phần đường gồm: một carbon anomer tại δC 101,2 (C-1''); các carbon oxymethine tại δC 74,6; 77,8; 71,1; 78,2 và carbon methylene tại δC 62,3 (C-6''), phù hợp với phân tử β-D-glucopyranose.


[bookmark: _Toc221486297]Hình 4.6. Cấu trúc hóa học của AG5

Vị trí liên kết của đơn vị đường với phần aglycone được xác định nhờ các tương tác giữa proton và cacbon trên phổ HMBC. Tương tác giữa proton anomer của đường (H-1'', δH 4,99) với carbon bậc bốn mang oxy ở vị trí C-7 (δC 167,0) của khung naringenin đã chứng minh đường được gắn vào nhóm 7-OH.
Đối chiếu các dữ liệu phổ trên với tài liệu tham khảo [129], cấu trúc của hợp chất AG5 được xác định là naringenin 7-O-β-D-glucopyranoside (hay còn gọi là prunin).

[bookmark: _Toc242454255]Bảng 4.6. Dữ liệu phổ ¹H- và ¹³C-NMR của AG5 (1H: 600 MHz, 13C: 150 MHz, CD3OD) và chất tham khảo
	STT
	AG5
	[bookmark: ZOTERO_BREF_DQEkMeLN4wOf][129]

	
	δC 
	δH (mult., J Hz)
	#δC

	2
	80,6
	-
	80,6

	3
	44,1
	5,36 (d; 14,0)
	44,1

	4
	198,5
	2,76 (d; 17,0)
3,17 (dd; 17,0; 14,0)
	198,5

	5
	159,0
	-
	159,1

	6
	98,0
	6,22 (d; 2,0)
	98,0

	7
	167,0
	-
	167,0

	8
	96,9
	6,20 (d; 2,0)
	96,9

	9
	164,9
	-
	164,9

	10
	104,9
	-
	104,9

	1ʹ
	130,8
	-
	130,9

	2ʹ, 6ʹ
	129,1
	7,33 (d; 8,5)
	129,1

	3ʹ, 5ʹ
	116,4
	6,84 (d; 8,5)
	116,3

	4ʹ
	164,6
	-
	164,6

	Glc
	
	
	

	1ʹʹ
	101,2
	4,99 (d; 7,5)
	101,2

	2ʹʹ
	74,6
	3,42 (dd; 7,5; 9,0)
	74,6

	3ʹʹ
	77,8
	3,5 (t; 9,0)
	77,8

	4ʹʹ
	71,1
	3,48 (t; 9,0)
	71,1

	5ʹʹ
	78,2
	3,43 (m)
	78,2

	6ʹʹ
	62,3
	3,89 (dd; 12,0; 2,0)
3,71 (dd; 12,0; 5,0)
	62,3


#δC của naringenin 7-O-β-D-glucopyranoside (1H: 500 MHz, 13C: 125 MHz, MeOD-d4) [129]

4.2.3.4. Naringenin 5,7-di-O-β-glucopyranoside (AG6)
Hợp chất AG6 được phân lập dưới dạng bột vô định hình. Dữ liệu phổ 1H-NMR sơ bộ cho thấy các tín hiệu đặc trưng của một khung flavanone thế ở các vị trí 5, 7 và 4', bao gồm một hệ thống vòng benzen thế 1,4 (vòng B) với các tín hiệu proton tại δH  7,18 và 7,46; cùng hai proton thơm ghép meta (vòng A) tại δH 6,64 và 7,27. Bên cạnh đó, sự hiện diện của hai tín hiệu proton anomeric ở vùng δH 5,53 và 5,74 gợi ý rằng hợp chất này là một diglycoside.
Vấn đề mấu chốt nằm ở việc xác định vị trí gắn của hai đơn vị đường glucose vào khung aglycone. Khi so sánh dữ liệu phổ 13C-NMR của phần aglycone trong hợp chất AG6 với chất chuẩn naringenin, ta thấy các tín hiệu carbon tại vị trí C-6, C-8 và C-10 bị dịch chuyển đáng kể về phía trường thấp. Trong khi đó, các tín hiệu carbon thuộc vòng B hoàn toàn tương đồng với naringenin chuẩn, hẳng định hai phân tử glucose lần lượt liên kết với các nhóm hydroxyl tại vị trí C-5 và C-7 của vòng A [128].
Tổng hợp các dữ liệu phổ và phân tích cấu hình, cấu trúc của hợp chất AG6 được xác định là naringenin 5,7-di-O-β-glucopyranoside. 
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[bookmark: _Toc242454256]Bảng 4.7. Dữ liệu phổ ¹H- và ¹³C-NMR của AG6 (1H: 600 MHz, 13C: 150 MHz, CD3OD) và chất tham khảo
	STT
	AG6
	[129]

	
	δC 
	δH (mult., J Hz)
	#δC

	2
	80,6
	5,42 (d; 3,0; 12,2)
	79,6

	3
	44,1
	3,17 (dd; 14,0; 17,0)
2,70 (dd; 3,1; 17,0)
	45,8

	4
	193,4
	-
	190,3

	5
	159,0
	-
	161,0

	6
	98,0
	6,22 (d; 2,0)
	99,6

	7
	165,9
	-
	164,3

	8
	96,9
	6,20 (d; 2,4)
	99,6

	9
	165,6
	-
	164,3

	10
	104,9
	-
	108,0

	1ʹ
	130,8
	4,99 (d; 7,5)
	129,8

	2ʹ
	129,1
	7,33 (d; 8,5)
	128,7

	3ʹ
	116,4
	6,84 (d; 8,5)
	116,4

	4ʹ
	159,1
	-
	159,4

	5ʹ
	116,4
	6,84 (d; 8,5)
	116,4

	6ʹ
	129,1
	7,33 (d; 8,5)
	128,7

	Glc
	
	
	

	1ʹʹ
	101,2
	5,39 (d; 3,6)
	101,3

	2ʹʹ
	74,64
	7,32 m
	74,7

	3ʹʹ
	77,8
	3,61 m
	77,8

	4ʹʹ
	71,1
	3,96 m
	71,2

	5ʹʹ
	78,2
	3,54 m
	78,3

	6ʹʹ
	62,3
	7,31 m
	62,4

	Glc
	
	
	

	1ʹʹ
	101,2
	5,39 (d; 3,6)
	101,3

	2ʹʹ
	74,64
	7,32 m
	74,7

	3ʹʹ
	77,8
	3,96 m
	77,8

	4ʹʹ
	71,1
	3,58 m
	71,2

	5ʹʹ
	78,2
	3,60 m
	78,3

	6ʹʹ
	62,3
	7,31 m
	62,4


#δC của naringenin 5,7-di-O-β-glucopyranoside (1H: 500 MHz, 13C: 125 MHz, CDCl3) [129]
4.2.3.5. Vitexin (AG7)
Hợp chất AG7 được phân lập dưới dạng bột màu vàng. Dữ liệu phổ thực nghiệm sơ bộ cho thấy hợp chất này mang đặc điểm của một flavonoid glycoside.
Trên phổ ¹H-NMR, vùng trường cao quan sát được hệ spin AA′BB′ điển hình của vòng B thế para với hai cặp tín hiệu doublet tại δH 8,01 (2H, J =8,0 Hz, H-2', H-6') và 6,90 (2H, J = 8,0 Hz, H-3', H-5'). Tại vùng trường cao hơn của khu vực vòng thơm, chỉ quan sát thấy hai tín hiệu singlet riêng biệt tại δH 6,77 và 6,27. Tín hiệu tại δH 6,77 được gán cho proton H-3 đặc trưng của khung flavone, trong khi tín hiệu tại δH 6,27 được gán cho H-6 của vòng A. Sự vắng mặt của tín hiệu proton H-8 gợi ý rằng vị trí này đã bị thay thế.
Điểm đáng chú ý trên phổ 1H-NMR là tín hiệu của proton anomer (H-1") xuất hiện tại δH 4,98 với hằng số ghép cặp lớn (J = 10,5 Hz). Khác với các O-glycoside thông thường (thường có proton anomer ở vùng δH 5,0-5,5 ppm nhưng carbon anomer ở vùng δC >100 ppm), dữ liệu phổ ¹³C-NMR của hợp chất AG7 lại cho thấy tín hiệu carbon anomer (C-1") dịch chuyển đáng kể về phía trường cao tại δC 73,4. Điều này khẳng định sự tồn tại của một liên kết C-glycoside (liên kết trực tiếp C-C giữa đường và aglycone) thay vì liên kết O-glycoside.
Phổ ¹³C-NMR xác nhận phân tử có 19 carbon. Trong đó, khung aglycone bao gồm: 01 nhóm carbonyl (δC 182,1), 08 carbon mạch nhánh và 04 nhóm methine sp². Phần đường glucose được xác nhận thông qua 01 nhóm methylene (δC 61,3) và 05 nhóm methine có độ dịch chuyển hóa học trong khoảng δC 70,9 – 81,8.
Cấu trúc hóa học được xác lập vững chắc nhờ phổ HMBC. Các tương tác từ proton H-3 (δH 6,77) đến C-1', C-2, C-4, C-10 và từ proton H-6 (δH 6,27) đến C-5, C-7, C-10 giúp xác định các vị trí trên khung flavone. Quan trọng nhất, tương tác HMBC từ proton anomer H-1" (δH 4,98) đến carbon C-8 cùng với carbon C-7 và C-9 đã khẳng định chắc chắn đơn vị đường glucopyranose được liên kết trực tiếp vào vị trí C-8 của khung apigenin. Cấu hình β của phần đường được xác định dựa trên hằng số ghép JH-1/H-2 = 8,0 Hz.
Đối chiếu các dữ liệu phổ trên với tài liệu tham khảo [130], hợp chất AG7 được xác định là vitexin (apigenin-8-C-β-D-glucopyranoside).
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	STT
	AG7
	[bookmark: ZOTERO_BREF_gNFGgwsXbbkI][130]

	
	δC 
	δH (mult., J Hz)
	#δC
	#δH (mult., J Hz)

	2
	164,0
	-
	164,2
	-

	3
	102,4
	6,77 (1H, s)
	101,9
	6,79 (s)

	4
	182,1
	-
	182,1
	-

	5
	160,4
	-
	160,4
	-

	6
	98,1
	6,27 (1H, s)
	98,2
	6,25 (s)

	7
	162,6
	-
	162,9
	-

	8
	104,1
	-
	104,7
	-

	9
	156,0
	-
	156,1
	-

	10
	104,6
	-
	104,7
	-

	1ʹ
	121,6
	-
	121,1
	-

	2ʹ
	129,0
	8,01 (d; 8,0)
	129,7
	8,28 (d; 7,0)

	3ʹ
	115,8
	6,90 (d; 8,0)
	116,0
	6,86 (d; 7,0)

	4ʹ
	161,1
	-
	161,1
	-

	5ʹ
	115,8
	6,90 (d; 8,0)
	116,0
	6,86 (dd; 7,0)

	6ʹ
	129,0
	8,01 (d; 8,0)
	129,7
	8,28 (d; 7,0)

	1ʹʹ
	73,4
	4,98 (dd; 10,5)
	74,0
	4,65 (dd; 9,0)

	2ʹʹ
	70,6
	4,58 (d; 8,0)
	68,2
	4,20*

	3ʹʹ
	78,6
	3,32 (m,)
	75,5
	3,35*

	4ʹʹ
	70,9
	3,84 (m)
	69,3
	3,86*

	5ʹʹ
	81,8
	3,56 (m)
	80,5
	3,50*

	6ʹʹ
	61,3
	4,08 (d; 10,0)
3,86 (dd; 4,5; 10,0)
	61,4
	3,57*


[bookmark: ZOTERO_BREF_bu7GATFOJmSY]#δH và #δC của vitexin (1H: 500 MHz, 13C: 125 MHz, CDCl3) [130]

4.2.3.6. Isorhamnetin 3-O-β-D-glucopyranoside (AG8)
Hợp chất AG8 thu được dưới dạng bột màu vàng. Các dữ liệu phổ ¹H- và ¹³C-NMR sơ bộ cho thấy hợp chất này bao gồm một phần aglycone là isorhamnetin liên kết với một đơn vị đường β-D-glucopyranosyl.
Phân tích phổ 1H-NMR của phần aglycone cho thấy các tín hiệu đặc trưng của khung flavonol. Cụ thể, tại vòng A xuất hiện hai tín hiệu doublet với hằng số ghép meta nhỏ (J = 1,8 Hz) tại δH 6,17 và 6,40, được gán lần lượt cho H-6 và H-8. Vòng B thể hiện hệ thống spin ABX điển hình với tín hiệu của H-2ʹ tại δH 7,49 (dd, J = 7,8 và 1,8 Hz), H-5ʹ tại δH 6,91 (d, J = 7,8 Hz) và H-6ʹ tại δH 7,92 (d, J = 1,8 Hz). Ngoài ra, sự hiện diện của một nhóm methoxy được ghi nhận qua tín hiệu singlet tích phân 3 proton tại δH 3,83.
Dữ liệu phổ 13C-NMR của phần aglycone xác nhận sự hiện diện của nhóm carbonyl (C-4) tại δC 179,6; hai carbon olefin của vòng C tại δC 156,5 (C-2) và 133,0 (C-3). Các tín hiệu carbon thơm còn lại phân bố tại các vùng δC 93,8 – 165,0; trong đó các vị trí quan trọng được xác định là: C-5 (δC 161,2), C-7 (δC 165,0) và các carbon của vòng B như C-3ʹ (δC 149,4), C-4' (thường ở vùng 148-150 ppm, ở đây số liệu cho C-3' là 149,4 phù hợp với vị trí gắn nhóm methoxy).
Về phần đường, phổ ¹H-NMR xuất hiện tín hiệu proton anomer tại δH 5,55 (d, J = 7,8 Hz). Hằng số ghép cặp lớn (J = 7,8 Hz) khẳng định cấu hình β tại tâm anomer. Các proton còn lại của vòng đường phân bố trong vùng δH 3,23 – 3,58. Tương ứng trên phổ ¹³C-NMR là 6 tín hiệu carbon gồm: carbon anomer C-1ʹʹ (δC 101,9), nhóm methylene C-6ʹʹ (δC 60,6) và các carbon oxymethine khác (δC 69,9 – 77,4), đặc trưng cho đơn vị β-D-glucopyranose.
Cấu trúc phân tử được xác lập vững chắc thông qua các tương tác HMBC. Tương tác giữa proton của nhóm methoxy (δH 3,83) với carbon C-3ʹ (δC 149,4) khẳng định nhóm methoxy nằm tại vị trí C-3' của vòng B. Quan trọng nhất, tương tác từ proton anomer H-1ʹʹ (δH 5,55) đến carbon C-3 (δC 133,0) của khung aglycone đã chứng minh đơn vị đường được liên kết qua cầu nối oxygen tại vị trí C-3.
So sánh các dữ liệu phổ trên với tài liệu tham khảo [131], hợp chất AG8 được xác định là isorhamnetin 3-O-β-D-glucopyranoside.
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[bookmark: _Toc242454258]Bảng 4.9. Dữ liệu phổ ¹H- và ¹³C-NMR của AG8 (1H: 500 MHz, 13C: 125 MHz, CD3OD) và chất tham khảo
	STT
	AG8
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	δC 
	δH (mult., J Hz)
	#δC
	#δH (mult., J Hz)

	2
	156,5
	-
	159,0
	-

	3
	133,0
	-
	134,4
	-

	4
	177,3
	-
	178,7
	-

	5
	161,2
	-
	163,2
	-

	6
	99,0
	6,17 (d; 1,8)
	98,0
	6,86 (d; 2,0)

	7
	165,0
	-
	165,6
	

	8
	93,8
	6,40 (d; 1,8)
	94,2
	7,51 (d; 2,0) 

	9
	156,1
	-
	157,6
	-

	10
	104,0
	-
	104,5
	-

	1ʹ
	121,1
	-
	122,9
	-

	2ʹ
	113,5
	7,49 (7,8; 1,8)
	114,8
	8,02 (d; 8,5)

	3ʹ
	149,4
	-
	149,8
	6,86 (d; 9,0)

	4ʹ
	146,9
	-
	147,6
	

	5ʹ
	115,2
	6,91 (d; 7,8)
	116,1
	6,86 (d; 9,0)

	6ʹ
	122,0
	7,92 (d; 1,8)
	123,4
	8,02 (d; 8,5)

	    3ʹ-OMe
	55,7
	3,83 (s)
	57,1
	3,71(s)

	Glc
	
	
	
	

	1ʹʹ
	101,9
	5,55 (d; 7,8)
	101,1
	5,51 (d; 8,0)

	2ʹʹ
	74,4
	3,23 (dd; 7,8; 9,0)
	74,3
	

	3ʹʹ
	76,5
	3,35 (m) 
	76,5
	

	4ʹʹ
	69,9
	3,36(m)  
	70,3
	

	5ʹʹ
	77,4
	3,30(m)
	77,2
	

	6ʹʹ
	60,6
	3,50 (dd; 5,5; 11,0)
3,58 (dd; 2,5; 11,0)
	61,0
	


#δH và #δC của isorhamnetin 3-O-β-D-glucopyranoside (1H: 500 MHz, 13C: 125 MHz, DMSO -d6) [131]

4.2.3.7. Isorhamnetin 3-O-[α-rhamnopyranosyl-(1→6)-β-D glucopyranoside] (AG9)
Hợp chất AG9 thu được dưới dạng bột màu vàng. Dữ liệu phổ ¹H- và ¹³C-NMR của hợp chất này tương tự với hợp chất AG8 về phần aglycone là isorhamnetin, nhưng có sự khác biệt rõ rệt ở phần đường.
Cụ thể, thay vì chỉ có một đơn vị glucose như hợp chất AG8, phổ NMR của hợp chất AG9 xuất hiện tín hiệu của hai đơn vị đường. Các proton anomer được ghi nhận tại δH 5,23 (1H, d, J = 7,5 Hz) và δH 4,55 (1H, d, J = 1,3 Hz).
Tín hiệu proton anomer thứ nhất tại δH 5,23 với hằng số ghép cặp lớn (J = 7,5 Hz) đặc trưng cho cấu hình β của đơn vị D-glucopyranosyl. Tín hiệu proton anomer thứ hai tại δH 4,55 có hằng số ghép cặp nhỏ (J = 1,3 Hz), cùng với sự xuất hiện của nhóm methyl đường tại δH 1,12 (3H, d, J = 6,5 Hz), là dấu hiệu đặc trưng của α-L-rhamnopyranosyl.
Chi tiết về phần đường rhamnose, các tín hiệu proton được xác định lần lượt tại: δH 4,55 (H-1ʹʹʹ); 3,62 (br d, J = 3,0 Hz, H-2ʹʹʹ); 3,49 (dd, J = 3,0 và 9,0 Hz, H-3ʹʹʹ); 3,27 (t, J = 9,0 Hz, H-4ʹʹʹ); 3,43 (m, H-5ʹʹʹ) và 1,12 (H-6ʹʹʹ). Các tín hiệu carbon tương ứng được xác định qua phổ HSQC là: δC 102,5 (C-1ʹʹʹ); 71,6 (C-2ʹʹʹ); 72,1 (C-3ʹʹʹ); 73,9 (C-4ʹʹʹ); 69,8 (C-5ʹʹʹ) và 17,9 (C-6ʹʹʹ).
Mối liên kết giữa các thành phần trong phân tử được thiết lập thông qua phổ HMBC:
Tương tác từ proton anomer của glucose (H-1ʹʹ, δH 5,23) đến carbon C-3 (δC 135,5) của khung isorhamnetin khẳng định dây đường được gắn vào vị trí C-3 của aglycone.
Tương tác từ proton anomer của rhamnose (H-1′″, δH 4,55) đến carbon methylene C-6″ (δC 68,6) của glucose, và ngược lại từ các proton H-6″ (δH 3,84 và 3,53) đến carbon anomer C-1′″ (δC 102,5), đã chứng minh sự tồn tại của liên kết glycoside (1→6) giữa rhamnose và glucose. Cấu trúc đường đôi này chính là rutinose [α-L-rhamnopyranosyl-(1→6)-β-D-glucopyranose].
Ngoài ra, tương tác HMBC từ nhóm methyl H-6ʹʹʹ (δH 1,12) đến C-4ʹʹʹ (δC 73,9) và C-5ʹʹʹ (δC 69,8) tiếp tục củng cố cấu trúc của đơn vị rhamnose.
Đối chiếu với tài liệu tham khảo [132], cấu trúc của hợp chất AG9 được xác định là isorhamnetin 3-O-[α-L-rhamnopyranosyl-(1→6)-β-D-glucopyranoside].
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	STT
	AG9
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	δC 
	δH (mult., J Hz)
	#δC
	#δH (mult., J Hz)

	2
	158,9
	-
	158,8
	-

	3
	135,5
	-
	135,5
	-

	4
	179,2
	-
	179,4
	-

	5
	163,9
	-
	162,9
	-

	6
	100,3
	6,22 (s)
	100,0
	6,17(s)

	7
	167,0
	-
	166,1
	-

	8
	95,1
	6,41 (s)
	94,9
	6,37 (s)

	9
	158,7
	-
	158,4
	-

	10
	105,4
	-
	105,6
	-

	1ʹ
	123,0
	-
	122,9
	-

	2ʹ
	114,6
	7,96 (s)
	114,6
	7,99(s)

	3ʹ
	148,3
	-
	148,3
	-

	4ʹ
	150,9
	-
	150,8
	-

	5ʹ
	116,1
	6,94 (d; 8,5)
	115,9
	6,88 (d; 8,0)

	6ʹ
	124,0
	7,66 (d; 8,5)
	123,7
	7,57 (d; 8,0)

	3ʹ-OCH3    
	56,8
	3,97 (s)
	56,9
	3,94 (s)

	Glc
	
	
	
	

	1ʹʹ
	104,5
	5,23 (d; 7,5)
	105,6
	5,19 (d; 7,6)

	2ʹʹ
	75,9
	3,48 (dd; 7,5; 9,0)
	73,1
	3,80 (m)

	3ʹʹ
	78,2
	3,45 (t; 9,0)
	75,0
	3,55 (m)

	4ʹʹ
	71,6
	3,26 (t; 9,0)
	70,0
	3,76 (br s)

	5ʹʹ
	77,4
	3,37 (m)
	75,5
	3,76 (m)
3,43 (m)

	6ʹʹ
	68,6
	3,84 (dd; 11,5; 2,5)
3,43 (dd; 11,5;5,5)
	67,7
	3,43 (m)
3,72 (m)

	Rha
	
	
	
	

	1ʹʹʹ
	102,5
	4,55 (d, 1,3)
	101,9
	4,41 (br s)

	2ʹʹʹ
	71,6
	3,62 (br d; 3,0)
	72,1
	3,56 (br s)

	3ʹʹʹ
	72,1
	3,49 (dd; 3,0; 9,0)
	72,3
	3,47 (m)

	4ʹʹʹ
	73,9
	3,27 (t; 9,0)
	73,8
	3,25 (m)

	5ʹʹʹ
	69,8
	3,43 (m)
	69,7
	3,51 (m)

	6ʹʹʹ
	17,9
	1,12 (d; 6,5)
	18,0
	1,15 (d; 6,4)


#δH và #δC của Isorhamnetin 3-O-[α-rhamnopyranosyl-(1→6)-β-D glucopyranoside]   (1H: 500 MHz, 13C: 125 MHz, CDCl3) [132]
4.2.3.8. Cacticin (AG10)
Hợp chất AG10 thu được dưới dạng bột màu vàng. So sánh dữ liệu phổ ¹H- và ¹³C-NMR của hợp chất AG10 với hợp chất AG9 cho thấy sự tương đồng hoàn toàn về phần aglycone là isorhamnetin. Tuy nhiên, sự khác biệt nằm ở phần đường liên kết: đơn vị glucopyranosyl trong hợp chất AG9 đã được thay thế bằng đơn vị galactopyranosyl trong hợp chất AG10.
Cụ thể, trên phổ 1H-NMR, tín hiệu proton anomer (H-1'') xuất hiện tại δH 5,33 (1H, d) với hằng số ghép cặp lớn J = 7,8 Hz, khẳng định cấu hình β của liên kết glycoside. Điểm đặc trưng để nhận diện đơn vị galactose nằm ở hằng số ghép cặp của H-4''. Tín hiệu H-4'' xuất hiện tại δH 3,86 (d) với hằng số ghép nhỏ J = 3,0 Hz (tương tác axial-equatorial với H-3''), và tín hiệu H-3'' tại δH 3,61 (dd) với các hằng số ghép J = 3,0 và 9,0 Hz. Các tín hiệu này đặc trưng cho cấu hình của đường galactose (khác với glucose thường có JH3-H4 khoảng 9 Hz).
Các tín hiệu của phần đường trên phổ 1H-NMR được xác định đầy đủ gồm: H-2'' (δH 3,58; br dd); H-5'' (δH 3,49; dd); H-6a'' (δH 3,84; dd) và H-6b'' (δH 3,68; dd). Tương ứng trên phổ 13C-NMR là 6 tín hiệu carbon của đơn vị đường: C-1'' (δC 104,6); C-2'' (δC 73,2); C-3'' (δC 75,1); C-4'' (δC 70,0); C-5'' (δC 77,3) và C-6'' (δC 62,2). Dữ liệu này hoàn toàn phù hợp với đơn vị β-D-galactopyranosyl. Vị trí gắn kết của đường vào aglycone được xác định chắc chắn thông qua phổ HMBC. Tương tác quan trọng giữa proton anomer H-1'' (δH 5,33) với carbon C-3 (δC 135,4) của khung isorhamnetin xác nhận liên kết glycoside được hình thành tại vị trí C-3 (C-1''–O–C-3).
Từ các phân tích trên và đối chiếu với dữ liệu tham khảo [133], cấu trúc của hợp chất AG10 được xác định là isorhamnetin 3-O-β-D-galactopyranoside (hay cacticin).
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	STT
	AG10
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	δC 
	δH (mult., J Hz)
	#δC
	#δH (mult., J Hz)

	2
	158,5
	-
	156,8
	-

	3
	135,4
	-
	133,5
	-

	4
	179,4
	-
	177,8
	-

	5
	163,0
	-
	161,6
	-

	6
	100,2
	6,21 (s)
	99,1
	6,19 (s)

	7
	166,8
	-
	164,7
	-

	8
	94,9
	6,41 (s)
	94,1
	6,38 (s)

	9
	158,5
	-
	156,6
	-

	10
	105,5
	-
	104,4
	-

	1ʹ
	123,6
	-
	121,5
	-

	2ʹ
	116,0
	8,04 (d; 1,2)
	113,9
	8,02 (d; 1,8)

	3ʹ
	148,5
	-
	147,7
	-

	4ʹ
	150,9
	-
	149,8
	-

	5ʹ
	114,6
	6,92 (d; 8,0)
	115,5
	6,89 (d; 8,4)

	6ʹ
	123,1
	7,59 (dd; 8,0; 2,0)
	122,3
	7,56 (d; 1,8)

	3ʹ-OCH3
	57,0
	3,98 (s)
	56,4
	3,95 (s)

	Gal
	
	
	
	

	1ʹʹ
	104,6
	5,33 (d; 7,8)
	102,0
	5,32 (d; 7,8)

	2ʹʹ
	73,2
	3,58 (dd; 7,8; 9,0)
	71,6
	

	3ʹʹ
	75,1
	3,61 (dd; 9,0; 3,0)
	73,5
	

	4ʹʹ
	70,0
	3,86 (d; 3,0)
	68,3
	

	5ʹʹ
	77,3
	3,49 (dd; 6,0; 6,0)
	76,3
	

	6ʹʹ
	62,2
	3,84 (dd; 11,0; 2,5)
3,68 (dd; 11,0; 5,5)
	60,7
	


#δH và #δC của cacticin (1H: 500 MHz, 13C: 125 MHz, DMSO-d6) [133]

4.2.3.9. Kaempferol (AG11)
Hợp chất AG11 được phân lập dưới dạng bột màu vàng. Các dữ liệu phổ nghiệm sơ bộ cho thấy hợp chất này mang khung cấu trúc của một flavonol.
Phân tích phổ ¹H-NMR cho thấy sự hiện diện của hai hệ thống spin vòng thơm riêng biệt. Vòng A được đặc trưng bởi hai tín hiệu doublet tại δH 6,19 và 6,44 với cùng hằng số ghép cặp nhỏ (J = 1,5 Hz), tương ứng với hai proton ở vị trí meta là H-6 và H-8. Vòng B thể hiện hệ thống spin AA'BB' điển hình của một vòng benzen thế para, với hai cặp tín hiệu doublet có cường độ tích phân gấp đôi tại δH 8,05 (2H, d, J = 7,0 Hz, H-2'/H-6') và 6,93 (2H, d, J = 7,5 Hz, H-3'/H-5'). Ngoài ra, tín hiệu singlet nhọn tại vùng trường thấp δH 12,47 được gán cho nhóm hydroxyl kiềm nối tại vị trí C-5 (5-OH), đặc trưng cho các flavonoid có nhóm carbonyl tại C-4.
Phổ ¹³C-NMR và DEPT xác nhận sự hiện diện của 15 nguyên tử carbon, bao gồm 9 carbon bậc bốn và 6 nhóm methine. Tín hiệu của nhóm carbonyl liên hợp (C=O) xuất hiện tại δC 175,9. Các đặc trưng của khung flavonol (3-hydroxyflavone) được thể hiện rõ qua tín hiệu của hai carbon nối đôi gắn oxy tại δC 146,9 (C-2) và 135,7 (C-3). Các tín hiệu carbon thơm còn lại gồm: carbon mang oxy của vòng A tại δC 163,9 (C-7), 160,7 (C-5), 156,2 (C-9); và carbon mang oxy của vòng B tại δC 159,2 (C-4').
Từ các dữ liệu phân tích trên và so sánh với tài liệu tham khảo [134], hợp chất AG11 được xác định là 3,5,7,4'-tetrahydroxyflavone, hay tên thường gọi là kaempferol.
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	δC 
	δH (mult., J Hz)
	#δC
	#δH (mult., J Hz)

	2
	146,9
	-
	148,1
	-

	3
	135,7
	-
	137,1
	-

	4
	175,9
	-
	177,3
	-

	5
	160,8
	-
	162,4
	-

	6
	98,3
	6,19 (s)
	99,3
	6,20 (s)

	7
	164,0
	-
	165,5
	

	8
	93,6
	6,43 (s)
	94,5
	6,40 (s)

	9
	156,3
	-
	158,2
	-

	10
	103,1
	-
	104,5
	-

	1′
	121,8
	-
	123,7
	-

	2′
	129,6
	8,03 (dd, 2,0, 9,0)
	130,7
	8,08 (d; 8,5)

	3′
	115,5
	6,92 (dd, 2,0, 9,0)
	116,3
	6,92 (d; 8,5)

	4′
	159,2
	-
	160,5
	-

	5′
	115,5
	6,92 (dd, 2,0, 9,0)
	116,3
	6,92 (d; 8,5)

	6′
	129,6
	8,03 (dd, 2,0, 9,0)
	130,7
	8,08 (d; 8,5)


#δH và #δC của kaempferol (1H: 500 MHz, 13C: 125 MHz, DMSO-d6) [134]

4.2.3.10. Kaempferol 3-O-α-rhamnopyranosyl-(1→6)-β-galactopyranoside (AG12)
Hợp chất AG12 thu được dưới dạng bột màu vàng. Các dữ liệu phổ ¹H- và ¹³C-NMR sơ bộ cho thấy hợp chất này là một flavonol glycoside với phần aglycone là kaempferol và mạch đường gồm hai đơn vị monosaccharide.
Phân tích chi tiết phổ 1H-NMR của phần aglycone ghi nhận các tín hiệu đặc trưng của khung kaempferol với hai proton meta của vòng A tại δH 6,23 (1H, d, J= 1,2 Hz, H-6) và 6,42 (1H, d, J = 1,2 Hz, H-8); vòng B thể hiện hệ thống spin AA'BB' điển hình với hai cặp tín hiệu doublet tại δH 8,11 (2H, J = 9,0 Hz, H-2ʹ/H-6ʹ) và 6,91 (2H, J= 9,0 Hz, H-3ʹ/H-5ʹ). Tương ứng trên phổ 13C-NMR, phần aglycone có 15 carbon, bao gồm nhóm carbonyl (C-4) tại δC 179,6; hai carbon olefin tiếp hợp oxy tại δC 158,6 (C-2) và 134,7 (C-3), cùng các tín hiệu carbon thơm phân bố trong vùng từ δC 95,0 đến 166,4, trong đó các tín hiệu tại δC132,5 và 115,5 có cường độ tích phân gấp đôi, phù hợp với sự đối xứng của vòng B.
Về phần đường, phổ NMR xác nhận sự hiện diện của một đơn vị β-D-galactopyranosyl và một đơn vị α-L-rhamnopyranosyl. Proton anomer của đơn vị galactose (H-1'') xuất hiện tại δH 5,05 dưới dạng mũi đôi với hằng số ghép J = 7,8 Hz, khẳng định cấu hình β. Trong khi đó, proton anomer của đơn vị rhamnose (H-1''') xuất hiện tại δH 5,34 dưới dạng mũi đơn rộng (br s), đặc trưng cho cấu hình α. Vị trí liên kết glycoside và trật tự sắp xếp mạch đường được thiết lập vững chắc dựa trên các tương tác HMBC: tương tác giữa proton anomer H-1'' (δH 5,05) của galactose với carbon C-3 (δH 134,7) của khung aglycone khẳng định đơn vị galactose liên kết trực tiếp với kaempferol tại vị trí C-3; đồng thời, tương tác giữa proton anomer H-1''' (δH 5,34) của rhamnose với carbon methylene C-6'' (δC 67,4) của galactose, cùng với tương tác ngược lại từ các proton H-6'' (δH 3,74 và 3,41) của galactose đến carbon anomer C-1''' (δC 101,9) của rhamnose, đã chứng minh liên kết (1→6) giữa hai đơn vị đường, hình thành nên disaccharide robinobiose [α-L-rhamnopyranosyl-(1→6)-β-D-galactopyranosyl].
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Từ các phân tích trên và đối chiếu với tài liệu tham khảo [132], hợp chất AG12 được xác định là kaempferol 3-O-α-L-rhamnopyranosyl-(1→6)-β-D-galactopyranoside (Kaempferol 3-O-robinobioside).
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	               STT
	AG12
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	δC 
	δH (mult., J Hz)
	#δC
	#δH (mult., J Hz)

	2
	158,6
	-
	159,3
	

	3
	134,7
	-
	135,7
	

	4
	179,6
	-
	179,6
	

	5
	163,0
	-
	163,0
	

	6
	100,1
	6,23 (d; 1,2)
	100,0
	6,18 (s)

	7
	166,4
	-
	166,2
	6,38 (s)

	8
	95,0
	6,42 (d; 1,2)
	94,9
	

	9
	159,3
	-
	158,5
	

	10
	105,6
	-
	105,5
	

	1ʹ
	122,7
	-
	122,6
	

	2ʹ
	132,5
	8,11 (d; 9,0)
	132,5
	8,07 (d; 8,4)

	3ʹ
	116,1
	6,91 (d; 9,0)
	116,1
	6,86 (d; 8,4)

	4ʹ
	161,6
	-
	161,6
	

	5ʹ
	116,1
	6,91 (d; 9,0)
	116,1
	6,86 (d; 8,4)

	6ʹ
	132,5
	8,11 (d; 9,0)
	132,5
	8,07 (d; 8,4)

	Gal
	
	
	
	

	1ʹʹ
	105,6
	5,05 (d; 7,8)
	105,5
	5,02 (d; 7,6)

	2ʹʹ
	73,0
	3,81 (dd; 7,8; 9,0)
	73,0
	3,76 (m)

	3ʹʹ
	75,1
	3,56 (dd; 9,0; 3,0)
	75,0
	3,51 (m)

	4ʹʹ
	70,2
	3,79 (d; 3,0)
	70,1
	3,75 (br s)

	5ʹʹ
	75,4
	3,64 (dd; 6,0; 6,0)
	75,3
	3,60 (m)

	6ʹʹ
	67,4
	3,74 (dd; 12,0; 6,0)
3,41 (dd; 12,0; 6,0)
	67,4
	3,37 (m)
 3,70 (m)

	Rha
	
	
	
	

	1ʹʹʹ
	101,9
	5,34 (s)
	101,9
	4,50 (br s)

	2ʹʹʹ
	72,1
	3,61 (brs)
	72,1
	3,57 (br s)

	3ʹʹʹ
	72,3
	3,52 (dd; 9,0; 3,0)
	72,3
	3,48 (m)

	4ʹʹʹ
	73,9
	3,30 (t; 9,0)
	73,9
	3,26 (m)

	5ʹʹʹ
	69,7
	3,55 (dd; 6,0; 9,0)
	69,7
	3,50 (m)

	6ʹʹʹ
	18,0
	1,20 (d; 6,0)
	18,0
	1,16 (d; 6,4)


#δH và #δC của kaempferol 3-O-α-L-rhamnopyranosyl-(1→6)-β-D-galactopyranoside 
(1H: 500 MHz, 13C: 125 MHz, CD3OD) [132]
4.2.3.11. Luteoside (AG13)
Hợp chất AG13 được phân lập dưới dạng bột màu vàng. Phân tích dữ liệu phổ 1H- và 13C-NMR cho thấy hợp chất này mang khung cấu trúc của một flavonol glycoside với sự hiện diện của phần aglycone là isorhamnetin và hai đơn vị đường.
Tại vùng trường cao, vòng A được đặc trưng bởi hai tín hiệu proton ở vị trí meta tại δH 6,45 (1H, d, J = 2,0 Hz, H-6) và 6,84 (1H, d, J = 2,0 Hz, H-8). Vòng B thể hiện hệ thống spin ABX điển hình với tín hiệu dạng doublet tại δH 7,95 (1H, J = 2,0 Hz, H-2'), doublet tại δH 6,92 (1H, J = 8,0 Hz, H-5') và doublet-doublets tại δH 7,57 (1H, J = 8,0 và 2,0 Hz, H-6'). Bên cạnh đó, tín hiệu singlet tích phân 3 proton tại δH 3,85 khẳng định sự hiện diện của một nhóm methoxy tại vị trí C-3' (3'-OCH3).
Về phần đường, phổ 1H-NMR quan sát được tín hiệu của một đường glucose và một rhamnose. Tín hiệu proton anomer của glucose (H-1") xuất hiện tại δH 5,57 dưới dạng doublet với hằng số ghép J = 7,5 Hz, chỉ ra cấu hình β. Các proton còn lại của vòng glucose phân bố trong vùng δH 3,11 – 3,58. Đối với đơn vị rhamnose, proton anomer (H-1"') xuất hiện tại δH 5,56 dưới dạng singlet (đặc trưng cho cấu hình α), cùng với tín hiệu nhóm methyl (H-6"') tại δH 1,11 (d, J = 6,5 Hz).
Phổ 13C-NMR ghi nhận tổng cộng 28 tín hiệu carbon, bao gồm 16 carbon của khung isorhamnetin aglycone (với các nhóm thế hydroxyl và methoxy) và 12 carbon thuộc về hai phân tử đường (glucose và rhamnose).
So sánh toàn diện dữ liệu phổ của AG13 với tài liệu tham khảo [135], nhận thấy sự trùng khớp hoàn toàn với dữ liệu của hợp chất isorhamnetin 3-O-β-D-glucoside-7-O-α-L-rhamnoside. Vì vậy, hợp chất AG13 được xác định là luteoside.
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	STT
	AG13
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	δC 
	δH (mult., J Hz)
	#δC
	#δH (mult., J Hz)

	2
	156,8
	-
	156,9
	

	3
	133,3
	-
	133,3
	

	4
	177,6
	-
	177,6
	

	5
	160,9
	-
	161,0
	

	6
	99,4
	6,45 (d; 2,0)
	99,4
	6,44 (d; 2,0)

	7
	161,6
	-
	161,6
	

	8
	94,6
	6,84 (d; 2,0)
	94,7
	6,83 (d; 2,0)

	9
	156,0
	-
	156,0
	

	10
	105,7
	-
	105,7
	

	1ʹ
	120,9
	-
	121,0
	

	2ʹ
	113,5
	7,95 (2,0)
	113,5
	7,94 (d; 1,9)

	3ʹ
	146,9
	-
	149,7
	6,93 (d; 8,5)

	4ʹ
	149,6
	-
	147,0
	

	5ʹ
	115,2
	6,92 (d; 8,0)
	115,3
	

	6ʹ
	122,3
	7,57 (d; 8,0; 2,0)
	122,4
	7,55 (dd; 8,5; 1,9)

	3ʹ-OCH3
	55,7
	3,85 (s)
	55,8
	3,83(s)

	Glc
	
	
	
	

	1ʹʹ
	100,7
	5,57 (d; 7,5)
	100,8
	5,57 (d; 6,7)

	2ʹʹ
	74,3
	3,24 (m)
	74,4
	3,20 (m)

	3ʹʹ
	76,4
	3,25 (m)
	76,5
	3,20 (m)

	4ʹʹ
	69,8
	3,11 (m)
	70,7
	3,10 (m)

	5ʹʹ
	77,5
	3,12 (m)
	77,6
	3,10 (m)

	6ʹʹ
	60,6
	3,58 (dd; 11,5; 2,5)
3,38 (dd; 11,5; 5,5)
	60,6
	3,57 (d; 11,9)
3,45 (m)

	Rha
	
	
	
	

	1ʹʹʹ
	98,3
	5,56 (s)
	98,4
	5,55 (br s)

	2ʹʹʹ
	69,8
	3,84 (m)
	70,1
	3,83 (br s)

	3ʹʹʹ
	70,3
	3,64 (m)
	70,3
	3,63 (dd; 9,2; 3,2)

	4ʹʹʹ
	71,6
	3,30 (m)
	71,7
	3,30 (m)

	5ʹʹʹ
	70,0
	3,42 (m)
	69,9
	3,40 (m)

	6ʹʹʹ
	17,9
	1,11 (d; 6,5)
	18,0
	1,10 (d; 6,1)


#δH và #δC của luteoside (1H: 500 MHz, 13C: 125 MHz, CD3OD) [135]

4.2.3.12. Kaempferol 3-O-(2,6-di-α-L-rhamnopyranosyl)-β-D-galactopyranoside (AG14) 
Hợp chất AG14 thu được dưới dạng bột màu vàng. Phổ 1H-NMR cho thấy các tín hiệu đặc trưng của một flavonoid glycoside với hai vùng tín hiệu riêng biệt: vùng proton thơm (δH 6,20 – 8,01 ppm) và vùng proton của phần đường (δH 1,0 – 5,62 ppm).
Phân tích chi tiết vùngtrường thấp, sự hiện diện của khung aglycone là kaempferol được xác nhận thông qua các tín hiệu proton và carbon đặc trưng. Cụ thể, phổ ¹H-NMR hiển thị hai tín hiệu doublet tại δH 6,20 và 6,40 tương ứng với hai proton ở vị trí meta H-6 và H-8 trên vòng A. Bên cạnh đó, vòng B được xác định là hệ vòng đối xứng kiểu A2B2 với các tín hiệu tại δH 8,08 (2H, d, J = 8,4 Hz, H-2', H-6') và δH 6,92 (2H, d, J = 8,4 Hz, H-3', H-5'). Dữ liệu 13C-NMR cũng ủng hộ cấu trúc khung kaempferol với các tín hiệu carbon tương đồng với chất tham khảo [136], ngoại trừ sự thay đổi độ chuyển dịch hóa học tại vị trí C-2 (δC 158,4) và C-3 (δC 134,4). Sự dịch chuyển này là bằng chứng cho thấy nhóm hydroxyl tại vị trí C-3 đã tham gia liên kết glycoside.
Về phần đường, phổ ¹H-NMR xuất hiện tín hiệu của ba proton anomer, chỉ ra sự tồn tại của một mạch trisaccharide. Tín hiệu tại δH 5,62 (1H, d, J = 7,8 Hz) được gán cho proton anomer H-1'' của một đơn vị đường có cấu hình β, cụ thể là β-galactose. Hai tín hiệu còn lại tại δH 5,23 (1H, d, J = 1,2 Hz, H-1''') và δH 4,54 (1H, d, J = 1,2 Hz, H-1'''') có hằng số ghép nhỏ, đặc trưng cho cấu hình α của hai đơn vị đường rhamnose. Các carbon anomer tương ứng được xác định trên phổ HSQC lần lượt tại δC 102,6 (C-1''), 101,8 (C-1''') và 100,9 (C-1'''').
Thứ tự liên kết giữa các đơn vị đường và vị trí gắn vào khung aglycone được xác lập vững chắc nhờ phổ tương tác dị hạt nhân HMBC. Kết quả cho thấy tương tác từ proton anomer của galactose (H-1'') đến carbon C-3 của aglycone, xác định galactose là đơn vị đường gắn trực tiếp vào khung kaempferol. Tiếp đó, proton anomer của nhóm rhamnose thứ nhất (H-1''') tương tác với C-2'' của galactose, và proton anomer của nhóm rhamnose thứ hai (H-1'''') tương tác với C-6'' của galactose. Điều này chứng tỏ mạch đường là một trisaccharide phân nhánh trên gốc galactose.
Từ các phân tích trên và so sánh với dữ liệu tham khảo của kaempferol-3-O-α-L-rhamnopyranosyl-(1→6)-O-[α-L-rhamnopyranosyl(1→2)]-O-β-D galactopyranoside [136], hợp chất AG14 được xác định là kaempferol 3-O-α-L-rhamnopyranosyl-(1→6)-O-[α-L-rhamnopyranosyl(1→2)]-O-β-D-galactopyranoside.
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	STT
	AG14
	[136]

	
	δC
	δH (mult., J Hz)
	#δC

	2
	158,4
	-
	158,4

	3
	134,4
	-
	134,3

	4
	179,4
	-
	179,2

	5
	161,3
	-
	161,3

	6
	99,8
	6,20 (s)
	100,0

	7
	165,7
	-
	165,8

	8
	94,7
	6,40 (s)
	95,2

	9
	163,1
	-
	163,1

	10
	105,8
	-
	105,8

	1ʹ
	123,1
	-
	123,1

	2ʹ, 6ʹ
	132,2
	8,08 (d; 8,4)
	132,2

	3ʹ, 5ʹ
	116,2
	6,92 (d; 8,4)
	116,2

	4ʹ
	158,7
	-
	158,6

	Gal

	1ʹʹ
	102,6
	5,62 (d; 7,8)
	102,5

	2ʹʹ
	77,6
	3,95 (dd; 7,8; 9,0)
	77,7

	3ʹʹ
	75,7
	3,72 (dd; 9,0; 3,0)
	75,7

	4ʹʹ
	70,7
	3,80 (d; 3,0)
	70,8

	5ʹʹ
	75,3
	3,67 (dd; 6,0; 6,0)
	75,4

	6ʹʹ
	67,1
	3,74 (dd; 12,0; 2,5)
3,46 (dd; 11,0; 6,0)
	67,4

	Rha I

	1ʹʹʹ
	101,8
	5,23 (d; 1,2)
	101,8

	2ʹʹʹ
	72,3
	3,59 (brs)
	72,3

	3ʹʹʹ
	72,3
	3,82 (dd; 9,0; 3,0)
	72,4

	4ʹʹʹ
	74,1
	3,37 (t; 9,0)
	74,1

	5ʹʹʹ
	69,8
	4,10 (m)
	69,9

	6ʹʹʹ
	17,5
	1,00 (d; 6,6)
	17,5

	Rha II

	1ʹʹʹʹ
	100,9
	4,54 (d; 1,0)
	100,9

	2ʹʹʹʹ
	72,4
	4,02 (brd; 1,8)
	72,4

	3ʹʹʹʹ
	72,1
	3,52 (dd; 9,0; 3,0)
	72,1

	4ʹʹʹʹ
	73,9
	3,29 (t; 9,0)
	73,9

	5ʹʹʹʹ
	69,7
	3,54 (m)
	69,8

	6ʹʹʹʹ
	17,9
	1,19 (d; 6,6)
	17,9


#δH và #δC của kaempferol 3-O-(2,6-di-α-L-rhamnopyranosyl)-β-D-galactopyranoside  (1H: 500 MHz, 13C: 125 MHz, CD3OD) [136]

4.2.3.13. Alangiflavoside (AG15)
Hợp chất AG15 thu được dưới dạng bột. Phân tích dữ liệu phổ ¹H- và ¹³C-NMR cho thấy hợp chất này mang đặc điểm cấu trúc của một flavonol glycoside với phần aglycone là kaempferol và mạch đường phức tạp gồm 4 đơn vị monosaccharide.
Cụ thể, trên phổ 1H-NMR, phần aglycone quan sát được các tín hiệu đặc trưng của khung kaempferol. Vòng A được nhận diện qua cặp proton ở vị trí meta tại δH 6,43 (1H, d, J = 2,0 Hz, H-6) và 6,76 (1H, d, J = 2,0 Hz, H-8). Vòng B thể hiện hệ thống spin AA'BB' điển hình của cấu trúc thế para với hai cặp tín hiệu doublet tại δH 8,07 (2H, J = 8,5 Hz, H-2', H-6') và 6,76 (2H, J = 8,5 Hz, H-3', H-5'). Tương ứng trên phổ 13C-NMR, phần aglycone xuất hiện 15 tín hiệu carbon, bao gồm nhóm carbonyl (C-4) tại δC 179,6; cùng 8 carbon bậc bốn và 6 carbon methine của khung flavonoid.
Về phần đường, các dữ liệu phổ nghiệm xác nhận sự hiện diện của một đơn vị β-D-galactopyranosyl, một đơn vị β-D-glucopyranosyl và hai đơn vị α-L-rhamnopyranosyl. Vị trí liên kết và trật tự sắp xếp của các đơn vị đường này được thiết lập vững chắc thông qua phổ HMBC và so sánh với tài liệu tham khảo.
Cụ thể, đối với đơn vị glucose, tương tác HMBC từ proton anomer H-1 (δH 5,06) đến carbon bậc bốn mang oxy C-7 (δC162,9) của khung aglycone là bằng chứng trực tiếp khẳng định nhóm hydroxyl tại C-7 đã bị glycosyl hóa bởi đường glucose (liên kết 7-O-glucoside).
Đối với mạch đường còn lại, tương tác từ proton anomer của đơn vị galactose đến carbon C-3 (δC134,5) của aglycone xác định galactose đóng vai trò là đường trung tâm liên kết trực tiếp với khung kaempferol. Hai đơn vị rhamnose đóng vai trò là đường nhánh, lần lượt gắn vào vị trí C-2 và C-6 của đơn vị galactose này (dựa trên các dịch chuyển hóa học đặc trưng và tương tác HMBC tương tự như cấu trúc mạch đường của hợp chất AG12). Cấu trúc mạch trisaccharide phân nhánh này được xác định là [α-L-rhamnopyranosyl-(1→2)]-[α-L-rhamnopyranosyl-(1→6)]-β-D-galactopyranoside.
Từ các phân tích trên và đối chiếu với công bố trong tài liệu tham khảo [137], cấu trúc của hợp chất AG15 được xác định là alangiflavoside (Kaempferol 3-O-[α-L-rhamnopyranosyl-(1→2)]-[α-L-rhamnopyranosyl-(1→6)]-β-D-galactopyranoside-7-O-β-D-glucopyranoside).
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	STT
	AG15
	[137]

	
	δC 
	δH (mult., J Hz)
	#δC
	#δH (mult., J Hz)

	2
	157,0
	-
	158,0
	-

	3
	133,0
	-
	134,8
	-

	4
	177,5
	-
	179,6
	-

	5
	160,9
	-
	162,8
	-

	6
	99,3
	6,43 (2,0)
	100,9
	6,47 (d; 2,0)

	7
	162,9
	-
	164,5
	-

	8
	94,6
	6,76 (2,0)
	95,8
	6,75 (d; 2,0)

	9
	156,0
	-
	159,4
	-

	10
	105,6
	-
	107,7
	-

	1ʹ
	120,8
	-
	122,9
	-

	2ʹ, 6ʹ
	131,0
	8,07 (8,5)
	132,4
	8,10 (d; 9,0)

	3ʹ, 5ʹ
	115,2
	6,87 (8,5)
	116,3
	6,91 (d; 9,0)

	4ʹ
	160,1
	-
	161,5
	-

	Gal
	
	
	
	

	1ʹʹ
	98,9
	5,57 (d, 8,0)
	102,5
	5,59 (d; 8,0)

	2ʹʹ
	74,9
	3,78 (dd; 8,0; 9,0)
	77,6
	3,95 (dd; 8,0; 10,0)

	3ʹʹ
	73,8
	3,60* 
	75,7
	

	4ʹʹ
	68,6
	3,58*
	70,8
	3,76 (d; 3,0)

	5ʹʹ
	73,2
	3,25 (dd; 6,0; 6,0)
	75,6
	3,65 (t, 6,0)

	6ʹʹ
	65,2
	3,55 (dd; 12,0; 6,0)
3,22 (dd; 12,0; 6,0)
	67,4
	3,45 (m)
3,70 (dd; 5,0; 10,0)

	Rham I
	
	
	
	

	1ʹʹʹ
	100,6
	5,05 (s)
	101,5
	5,22 (d; 1,0)

	2ʹʹʹ
	70,7
	3,73 (brs)
	72,1
	4,00 (dd; 2,0; 3,0)

	3ʹʹʹ
	70,6
	3,48 (dd; 9,0; 3,0)
	72,4
	3,80 (dd; 10,0; 3,0)

	4ʹʹʹ
	71,9
	3,08 (t; 9,0)
	73,9
	

	5ʹʹʹ
	68,3
	3,32 (dd; 6,0; 9,0)
	69,7
	4,07 (dd; 6,0; 10,0)

	6ʹʹʹ
	17,3
	0,78 (d; 6,0)
	17,6
	0,99 (d; 6,0)

	Rham II
	
	
	
	

	1ʹʹʹʹ
	100,1
	4,36 (s)
	102,0
	4,52 (br s)

	2ʹʹʹʹ
	70,4
	3,34 (br s)
	72,3
	

	3ʹʹʹʹ
	70,6
	3,28 (dd; 9,0; 3,0)
	72,4
	

	4ʹʹʹʹ
	71,9
	3,12 (t; 9,0)
	74,1
	3,25 (t; 9,0)

	5ʹʹʹʹ
	68,2
	3,76 (dd; 6,0; 9,0)
	69,9
	

	6ʹʹʹʹ
	17,9
	1,04 (d; 6,0)
	18,0
	1,16 (d; 6,0)

	Glc
	
	
	
	

	1ʹʹʹʹʹ
	99,9
	5,06 (d; 8,0)
	100,9
	5,08 (d; 7,0)

	2ʹʹʹʹʹ
	73,5
	3,56 (dd; 9,0; 8,0)
	74,8
	

	3ʹʹʹʹʹ
	77,2
	3,43 (t; 9,0)
	78,4
	

	4ʹʹʹʹʹ
	69,6
	3,17 (t; 9,0)
	71,3
	

	5ʹʹʹʹʹ
	76,4
	3,29 (m)
	77,9
	

	6ʹʹʹʹʹ
	60,7
	3,47 (dd; 12,0; 2,5)
3,70 (dd; 12,0; 5,0)
	62,5
	3,93 (dd; 12,0; 2,0)
3,70 (dd; 12,0; 6,0)


#δH và #δC của alangiflavoside (1H: 500 MHz, 13C: 125 MHz, CD3OD) [136]

4.2.3.14. Quercetin 3-O-(2,6-di-α-L-rhamnopyranosyl)-β-D-galactopyranoside (AG16)
Hợp chất AG16 được phân lập dưới dạng bột màu vàng. Dữ liệu phổ NMR cho thấy hợp chất này là một flavonoid glycoside, tuy nhiên cấu trúc phần aglycone có sự khác biệt rõ rệt so với các dẫn xuất kaempferol đã phân lập được trước đó. Thay vì hệ thống spin đối xứng AA'BB', vòng B của AG16 thể hiện hệ thống spin ABX, đặc trưng cho cấu trúc thế ortho-dihydroxy tại vị trí 3' và 4'. Các tín hiệu proton cụ thể bao gồm: H-2' xuất hiện tại δH 7,73 (d, J = 2,0 Hz), H-6' tại δH 7,59 (d, J = 7,8 Hz) và H-5' tại δH 6,90 (d, J = 4,8 Hz). Sự hiện diện của khung quercetin tiếp tục được củng cố bởi dữ liệu 13C-NMR thông qua các tín hiệu carbon bậc bốn mang oxy đặc trưng tại δC 145,8 (C-3') và 149,6 (C-4') .
Về phần đường, sự xuất hiện của ba tín hiệu proton anomer riêng biệt trên phổ 1H-NMR đã khẳng định AG16 là một triglycoside. Trong đó, tín hiệu tại δH 5,68 (1H, d) với hằng số ghép lớn J = 7,8 Hz được gán cho proton anomer của đường trung tâm có cấu hình β, xác định là β-D-galactopyranosyl. Hai tín hiệu anomer còn lại tại δH  5,24 (1H, br s) và 4,57 (1H, br s) mang đặc trưng của hai đơn vị đường α-L-rhamnopyranosyl.
Cấu trúc mạch đường phân nhánh và vị trí liên kết của chúng vào khung aglycone được thiết lập nhờ các tương tác dị hạt nhân trên phổ HMBC. Cụ thể, tương tác giữa proton anomer của đường galactose (H-1'') với carbon C-3 của khung aglycone xác nhận đơn vị galactose đóng vai trò là đường trung tâm, liên kết trực tiếp vào vị trí C-3 thông qua liên kết O-glycoside. Đặc biệt, hai đơn vị rhamnose được xác định là các nhánh gắn kết vào đường galactose trung tâm: đơn vị rhamnose thứ nhất gắn vào vị trí C-2'' (được minh chứng qua tương tác từ H-1''' đến C-2''), và đơn vị rhamnose thứ hai gắn vào vị trí C-6'' (thể hiện qua tương tác từ H-1'''' đến C-6''). Các dữ liệu này phù hợp với mô hình liên kết (1→2) và (1→6) .
Từ các phân tích phổ nghiệm nêu trên và đối chiếu với tài liệu tham khảo [136], cấu trúc hóa học của hợp chất AG16 được xác định là quercetin 3-O-α-L-rhamnopyranosyl-(1→2)-[α-L-rhamnopyranosyl-(1→6)]-β-D-galactopyranoside (hay manghaslin).
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	AG16
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	δC 
	δH (mult., J Hz)
	#δC
	#δH (mult., J Hz)

	2
	158,4
	-
	158,4
	-

	3
	134,5
	-
	134,5
	-

	4
	179,3
	-
	179,3
	-

	5
	163,0
	-
	163,1
	-

	6
	99,7
	6,18 (s)
	99,7
	6,18 (d; 2,0)

	7
	165,5
	-
	165,6
	-

	8
	94,6
	6,34 (s)
	94,6
	6,37 (d; 2,0)

	9
	158,3
	-
	158,3
	-

	10
	105,9
	-
	105,9
	-

	1ʹ
	123,3
	-
	123,3
	-

	2ʹ
	117,4
	7,73 (d, 2,0)
	117,4
	7,69 (d; 2,0)

	3ʹ
	145,8
	-
	145,8
	-

	4ʹ
	149,6
	-
	149,6
	-

	5ʹ
	116,1
	6,90 (d; 4,8)
	116,1
	6,88 (d; 8,5)

	6ʹ
	123,0
	7,59 (d; 7,8)
	123,0
	7,57 (dd; 2,0; 8,5)

	Gal
	
	
	
	

	1ʹʹ
	101,0
	5,68 (d; 7,8)
	101,0
	5,67 (d; 7,8)

	2ʹʹ
	77,4
	3,98 (dd; 7,8; 9,0)
	77,4
	3,95 (dd; 9,5; 7,8)

	3ʹʹ
	75,6
	3,78 (brs)
	75,7
	3,72 (dd; 9,5; 3,4)

	4ʹʹ
	70,8
	3,84 (brs)
	70,8
	3,81 (dd; 3,0; 1,5)

	5ʹʹ
	75,2
	3,73 (dd; 6,0; 6,0)
	75,3
	3,67 (t; 6,3)

	6ʹʹ
	67,0
	3,77 (dd; 12,0; 6,0)
3,55 (dd; 12,0; 6,0)
	67,0
	3,75 (dd; 10,3; 6,0)
3,48 (dd; 10,3; 6,7)

	Rha I
	
	
	
	

	1ʹʹʹ
	102,5
	5,24 (br s)
	102,6
	5,21 (d; 1,5)

	2ʹʹʹ
	72,0
	3,62 (br s)
	72,4
	3,99 (dd; 3,3; 1,5)

	3ʹʹʹ
	72,4
	3,82 (dd; 9,0; 3,0)
	72,3
	3,79 (dd; 9,5; 3,3)

	4ʹʹʹ
	74,0
	3,36 (t; 9,0)
	74,1
	3,33 (t; 9,7)

	5ʹʹʹ
	69,8
	4,08 (dd; 6,0; 9,0)
	69,8
	4,05 (dd; 9,7; 6,3)

	6ʹʹʹ
	17,5
	0,99 (d; 6,0)
	17,4
	0,95 (d; 6,3)

	Rha II
	
	
	
	

	1ʹʹʹʹ
	101,8
	4,57 (br s)
	101,8
	4,55 (d;1,6)

	2ʹʹʹʹ
	72,3
	4,03 (br s)
	72,1
	3,58 (dd; 3,3; 1,6)

	3ʹʹʹʹ
	72,2
	3,54 (m)
	72,3
	3,51 (dd; 9,5; 3,3)

	4ʹʹʹʹ
	73,9
	3,29 (t; 9,0)
	73,9
	3,27 (t; 9,5)

	5ʹʹʹʹ
	69,7
	3,55 (m)
	69,7
	3,54 (dd; 9,5; 6,1)

	6ʹʹʹʹ
	17,9
	1,20 (d; 6,6)
	17,9
	1,18 (d; 6,2)


#δH và #δC của manghaslin (1H: 500 MHz, 13C: 125 MHz, CD3OD) [136]

4.2.3.15. Quercetin 3-O-α-L-rhamnopyranosyl-(1→2)- [α-rhamnopyranosyl-(1→6)]-β-galactopyranosyl-7-O-β-glucopyranoside (AG17)
Hợp chất AG17 thu được dưới dạng bột màu vàng. Phân tích dữ liệu phổ NMR cho thấy hợp chất này là một flavonoid tetraglycoside. So sánh dữ liệu phổ của hợp chất AG17 với AG15 (Alangiflavoside), nhận thấy sự tương đồng về cấu trúc mạch đường nhưng có sự khác biệt căn bản ở phần aglycone. Cụ thể, sự xuất hiện thêm một nhóm hydroxyl tại vị trí C-3′ đã làm thay đổi hệ thống spin của vòng B. Thay vì các tín hiệu đối xứng, hợp chất AG17 thể hiện hệ spin ABX đặc trưng với ba tín hiệu proton tại δH 7,51 (1H, d, J = 2,0 Hz, H-2ʹ); 6,81 (1H, d, J = 8,5 Hz, H-5ʹ) và 7,68 (1H, dd, J = 8,5 và 2,0 Hz, H-6ʹ). Điều này khẳng định phần aglycone của hợp chất AG17 là quercetin.
Về phần đường, kết hợp dữ liệu phổ ¹H-NMR, ¹³C-NMR xác định được sự hiện diện của bốn đơn vị đường: hai đơn vị 6-deoxy được xác định là α-L-rhamnopyranosyl và hai đơn vị hexose được xác định là β-D-glucopyranosyl và β-D-galactopyranosyl.
Vị trí liên kết và trật tự sắp xếp của các đơn vị đường được thiết lập vững chắc dựa trên các tương tác HMBC: Tương tác từ proton anomer của đơn vị glucose (δH 5,81) đến carbon C-7 (δC 163,5) của aglycone xác định liên kết 7-O-glucoside.
Tương tác từ proton anomer của đơn vị galactose (δH 6,42) đến carbon C-3 (δC 134,7) của aglycone xác định galactose là đường trung tâm gắn trực tiếp vào vị trí C-3.
Hai đơn vị rhamnose đóng vai trò là đường nhánh, lần lượt gắn vào vị trí C-2 (δC 76,6) và C-6 (δC 66,4) của đơn vị galactose trung tâm. Kết luận này được minh chứng bởi các tương tác HMBC từ proton anomer của hai gốc rhamnose (δH 5,17 và 6,30) đến các carbon tương ứng của galactose.
Từ các phân tích trên và đối chiếu với tài liệu tham khảo [138], cấu trúc của hợp chất AG17 được xác định là quercetin 3-O-α-L-rhamnopyranosyl-(1→2)- [α-rhamnopyranosyl-(1→6)]-β-galactopyranosyl-7-O-β-glucopyranoside.
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	STT
	AG17
	[138] 

	
	δC 
	δH (mult., J Hz)
	#δC
	#δH (mult., J Hz)

	2
	157,0
	  -
	158,1
	

	3
	133,1
	-
	134,7
	

	4
	177,4
	-
	178,6
	

	5
	160,9
	-
	107,0
	

	6
	99,4
	6,43 (2,0)
	100,2
	6,74 (brs)

	7
	162,8
	-
	163,6
	

	8
	94,4
	5,58 (2,0)
	94,9
	6,87 (brs)

	9
	155,9
	-
	156,8
	

	10
	105,6
	-
	-
	

	1ʹ
	121,0
	-
	122,5
	

	2ʹ
	115,9
	7,51 (2,0)
	117,3
	8,32 (brs)

	3ʹ
	145,0
	-
	146,9
	

	4ʹ
	149,0
	-
	150,7
	

	5ʹ
	115,2
	6,81 (8,5)
	116,4
	7,27 (d; 8,5)

	6ʹ
	122,2
	7,68 (8,5; 2,0)
	123,4
	8,36 (d; 8,5)

	Glu

	1ʹʹ
	99,9
	5,06 (8,0)
	101,7
	5,81 (d; 7,6)

	2ʹʹ
	73,5
	3,25 (8,0; 9,0)
	74,8
	4,33

	3ʹʹ
	77,2
	3,43 (t; 9,0)
	78,5
	4,38

	4ʹʹ
	69,6
	3,17 (t; 9,0)
	71,2
	4,32

	5ʹʹ
	76,4
	3,28 (m)
	79,1
	4,13

	6ʹʹ
	60,7
	3,47 (12,0; 5,0)
3,70 (12,0; 2,5)
	62,4
	4,54
4,40

	Gal

	1ʹʹʹ
	99,0
	5,59 (8,0)
	100,9
	6,42 (d; 7,8)

	2ʹʹʹ
	74,9
	3,80 (7,8; 9,0)
	76,6
	4,95

	3ʹʹʹ
	73,9
	3,60 (9,0; 3,0)
	75,8
	4,33

	4ʹʹʹ
	68,6
	3,58 (3,0)
	70,1
	4,34

	5ʹʹʹ
	73,2
	3,56 (6,0; 6,0)
	74,8
	4,08

	6ʹʹʹ
	65,0
	3,24 (12,0; 6,0)
3,55 (12,0; 6,0)
	66,1
	4,39
3,90 (dd; 5,7; 9,8)

	Rha I

	1ʹʹʹʹ
	100,6
	5,05 (s)
	101,9
	5,17 (brs)

	2ʹʹʹʹ
	70,7
	3,73 (brs)
	72,1
	4,33

	3ʹʹʹʹ
	70,6
	3,48 (9,0; 3,0)
	72,6
	4,28

	4ʹʹʹʹ
	71,9
	3,09 (t; 9,0)
	73,8
	4,12

	5ʹʹʹʹ
	68,3
	3,34 (6,0; 9,0)
	69,6
	4,15

	6ʹʹʹʹ
	17,2
	0,80 (6,5)
	18,4
	1,44 (d; 6,6)

	Rha II

	1ʹʹʹʹʹ
	100,0
	4,38 (1,0)
	102,5
	6,30 (brs)

	2ʹʹʹʹʹ
	70,0
	3,35 (brs)
	72,8
	4,86 (brs)

	3ʹʹʹʹʹ
	70,7
	3,29 (9,0; 3,0)
	72,8
	4,83

	4ʹʹʹʹʹ
	71,9
	3,12 (t; 9,0)
	74,3
	4,28

	5ʹʹʹʹʹ
	68,2
	3,76 (6,0; 9,0)
	69,9
	4,96

	6ʹʹʹʹʹ
	17,9
	1,05 (6,0)
	18,3
	1,59 (d; 6,4)


#δH và #δC của quercetin 3-O-α-L-rhamnopyranosyl-(1→2)- [α-rhamnopyranosyl-(1→6)]-β-galactopyranosyl-7-O-β-glucopyranoside (1H: 500 MHz, 13C: 125 MHz, CD3OD) [138]

4.2.3.16. Aureusidin 4,6-di-O-glucoside (AG18)
Hợp chất AG18 thu được dưới dạng bột. Phân tích dữ liệu phổ 1H- và 13C-NMR cho thấy hợp chất này mang khung cấu trúc cơ bản của một aurone glycoside (một dẫn xuất flavonoid đặc biệt có cầu nối exocyclic).
Trên phổ 1H-NMR, đặc điểm nổi bật nhất giúp nhận diện khung aurone là tín hiệu của proton olefin (proton cầu nối benzylidene) xuất hiện dưới dạng singlet tại δH 6,73.
Tại vùng trường thấp, vòng A thể hiện hai tín hiệu proton ở vị trí meta tại δH 6,56 (1H, d, J = 1,8 Hz) và 6,69 (1H, d, J = 1,8 Hz). Vòng B thể hiện hệ thống spin ABX điển hình của cấu trúc thế 3',4'-dihydroxy với các tín hiệu: δH 7,49 (1H, d, J = 1,8 Hz, H-2'); 6,85 (1H, d, J = 8,4 Hz, H-5') và 7,26 (1H, dd, J = 8,4 và 1,8 Hz, H-6').
Về phần đường, phổ 1H-NMR xác nhận sự hiện diện của hai đơn vị đường glucose thông qua hai tín hiệu proton anomer có cùng độ dịch chuyển hóa học tại δH 5,13 (2H, d, J = 7,8 Hz). Hằng số ghép cặp lớn (J = 7,8 Hz) khẳng định cấu hình β của cả hai liên kết glycoside.
Dữ liệu phổ 13C-NMR xác nhận phân tử có 27 carbon. Phần aglycone bao gồm: nhóm ketone (C=O) đặc trưng tại δC 182,7; hai carbon của nối đôi exocyclic tại δC 147,4 và 115,1; cùng 12 tín hiệu carbon thơm phân bố trong vùng δC 95,1 – 168,9. Phần đường thể hiện 12 tín hiệu carbon (chồng lấp do sự tương đồng của hai đơn vị glucose) gồm các carbon anomer tại δC 101,6 và các carbon oxymethine/methylene khác trong vùng δC 62,8 – 78,5.
Sự trùng khớp giữa dữ liệu phổ của hợp chất AG18 với dữ liệu tham khảo [41] về hợp chất aureusidin 4,6-di-O-glucoside khẳng định cấu trúc của hợp chất. Đặc biệt, vị trí glycosyl hóa tại C-4 và C-6 của khung aurone (tương ứng với vị trí 4, 6 trên vòng A) phù hợp với sự dịch chuyển hóa học của các carbon ipso và meta.
Từ các phân tích trên, hợp chất AG18 được xác định là aureusidin 4,6-di-O-β-D-glucopyranoside.


 
[bookmark: _Toc221486310]Hình 4.19. Cấu trúc hóa học và tương tác chính HMBC (HC) của AG18
[bookmark: _Toc242454268]Bảng 4.19. Dữ liệu phổ ¹H- và ¹³C-NMR của AG18 (1H: 600 MHz, 13C: 150 MHz, CDCl3) và chất tham khảo
	STT
	AG18
	[41]

	
	δC 
	δH (mult., J Hz)
	#δC

	2
	115,1
	6,73 (s)
	115,1

	3
	147,4
	-
	147,4

	4
	182,7
	-
	182,7

	5
	157,9
	-
	157,9

	6
	99,4
	6,56 (1,8)
	99,4

	7
	168,0
	
	168,0

	8
	95,1
	6,69 (1,8)
	95,1

	9
	168,9
	-
	168,9

	10
	107,2
	-
	107,2

	1ʹ
	125,4
	-
	125,4

	2ʹ
	119,0
	7,49 (1,8)
	119,0

	3ʹ
	146,8
	-
	146,8

	4ʹ
	150,0
	-
	150,0

	5ʹ
	116,7
	6,85 (8,4)
	116,7

	6ʹ
	126,6
	7,26 (8,4; 1,8)
	126,6

	Glc I
	
	
	

	1ʹʹ
	101,6
	5,13 (7,8)
	101,6

	2ʹʹ
	74,2
	3,60 (7,8; 9,0)
	74,2

	3ʹʹ
	77,3
	5,53*
	77,3

	4ʹʹ
	71,7
	3,35*
	71,7

	5ʹʹ
	78,5
	3,68 (m)
	78,5

	6ʹʹ
	62,8
	3,69*
3,98*
	62,8

	Glc II
	
	
	

	1ʹʹʹ
	101,6
	5,13 (7,8)
	101,6

	2ʹʹʹ
	74,7 
	3,52*
	74,7 

	3ʹʹʹ
	77,8
	3,52*
	77,8

	4ʹʹʹ
	71,7
	3,35*
	71,7

	5ʹʹʹ
	78,5
	3,68 (m)
	78,5

	6ʹʹʹ
	62,8
	3,68*
3,98*
	62,8


*: tín hiệu bị chồng lấp. #δC của aureusidin 4,6-di-O-β-D-glucopyranoside (13C: 125 MHz, CD3OD) [41] 

[bookmark: _Toc242454356]4.3. Các hợp chất phân lập được từ A. cordifolium
Từ loài A. cordifolium đã phân lập và xác định cấu trúc hóa học được 7 hợp chất gồm 02 hợp chất phenylpropanoid: elemicin (AC1) và methyl eugenol (AC2); 02 hợp chất steroid: β-sitosterol (AC3) và daucosterol (AC5); và 03 hợp chất flavonoid: quercetin (AC4), kaempferol (AG11) và kaempferol 3-O-α-L-rhamnopyranosyl-(1→6)]-β-D-galactopyranoside (AG12). 
[bookmark: _Toc242454357][bookmark: _Hlk165893042]4.3.1. Các hợp chất phenylpropanoid
4.3.1.1. Elemicin (AC1)
Hợp chất AC1 được phân lập dưới dạng dầu, màu vàng nhạt. Phân tích tổng thể dữ liệu phổ NMR cho thấy hợp chất này thuộc nhóm phenylpropenoid với khung cấu trúc cơ bản gồm một vòng benzen và một nhánh propenyl.
Trên phổ 1H-NMR, sự hiện diện của nhóm thế allyl (-CH2-CH=CH2) được nhận diện rõ ràng thông qua hệ thống spin đặc trưng: tín hiệu của nhóm methylene (δH 3,34; 2H, d, J = 6,7 Hz, H-3) liên kết trực tiếp với vòng thơm; tín hiệu của proton methine olefin (δH 5,96; 1H, m, H-2) và nhóm methylene đầu mạch (δH 5,09–5,13; 2H, m, H-1). Mối liên hệ giữa các proton trong dây nhánh này được xác nhận thông qua tương tác trên phổ COSY giữa H-3 với H-2 và giữa H-2 với H-1.
Tại vùng trường cao, phổ 1H-NMR chỉ xuất hiện một tín hiệu singlet duy nhất tại δH 6,41. Điều này chỉ ra rằng vòng benzen có trục đối xứng đi qua vị trí C-1' và C-4', với các proton tại vị trí H-2' và H-6' là tương đương nhau. Bên cạnh đó, vùng từ trường cao ghi nhận sự hiện diện của ba nhóm methoxy, bao gồm hai tín hiệu singlet: một tín hiệu tích phân 6H tại δH 3,85 (đặc trưng cho hai nhóm methoxy ở vị trí đối xứng 3'-OCH3 và 5'-OCH3) và một tín hiệu tích phân 3H tại δH 3,82 (cho nhóm 4'-OCH3).
Dữ liệu phổ ¹³C-NMR và DEPT xác nhận phân tử có 12 nguyên tử carbon. Trong đó, dây nhánh allyl bao gồm một carbon methylene allylic (δC 40,5), một carbon methine olefin δC 137,2) và một carbon methylene đầu mạch (δC 116,0). Khung vòng thơm bao gồm 4 tín hiệu carbon bậc bốn và 2 carbon methine tương đương (δC 105,5; C-2'/C-6'). Ba nhóm methoxy thể hiện tín hiệu tại δC 56,1 (2 nhóm) và δC 60,6 (1 nhóm).
Cấu trúc hóa học và vị trí các nhóm thế được củng cố nhờ phổ HMBC. Tương tác từ proton methylene allylic H-3 (δH 3,34) đến các carbon vòng thơm C-1' (δC 135,8) và C-2'/C-6' (δC 105,5) xác nhận dây nhánh allyl được gắn vào vị trí C-1'. Đối với các nhóm methoxy, tương tác từ proton của hai nhóm methoxy (δH 3,85) đến carbon C-3'/C-5' (δC 153,2) và proton của nhóm methoxy còn lại (δH 3,82) đến carbon C-4' (δC 136,4) khẳng định vị trí của ba nhóm methoxy lần lượt tại C-3', C-4' và C-5'. Hơn nữa, proton thơm H-2'/H-6' (δH 6,41) cho tương tác HMBC với C-1', C-3'/C-5' và C-4', cùng với carbon allylic C-3, hoàn toàn phù hợp với mô hình thay thế 1,3,4,5 trên vòng benzen.
Từ các phân tích trên và so sánh với dữ liệu tham khảo [120], hợp chất AC1 được xác định là 1-allyl-3,4,5-trimethoxybenzene, hay tên thường gọi là elemicin.


[bookmark: _Toc221486311]Hình 4.20. Cấu trúc hóa học và tương tác chính HMBC (HC) của AC1

[bookmark: _Toc242454269][bookmark: _Hlk58143295][bookmark: _Toc68909032]Bảng 4.20. Dữ liệu phổ ¹H- và ¹³C-NMR của AC1 (1H: 500 MHz, 13C: 125 MHz, CDCl3) và chất tham khảo
	STT
	AC1
	[bookmark: ZOTERO_BREF_fRislLZhdJot][120]

	
	δC
	δH (mult., J Hz)
	#δC
	#δH (mult., J Hz)

	1
	116,0
	5,09 và 5,13 (m)
	115,8
	5,10 (ddd; 16,9; 3,3; 1,7)
5,12 (ddd; 11,0; 3,3; 1,7)

	2
	137,2
	5,96 (m)
	137,1
	5,95 (ddt; 16,9; 11,0; 6,7)

	3
	40,5
	3,34 (d; 7,0)
	40,4
	3,33 (td; 17,0; 6,7)

	1′
	135,8
	-
	135,6
	-

	2′, 6′
	105,5
	6,41 (s)
	105,3
	6,40 (s)

	3′,5′
	153,2
	-
	153,0
	-

	4′
	136,4
	-
	136,2
	-

	3′-CH3O
5′-CH3O
	56,1
	3,85 (s)
	55,9
	3,84 (s)

	4′-CH3O
	60,8
	3,82 (s)
	60,6
	3,82 (s)


[bookmark: ZOTERO_BREF_3Tfx4N7ggskY]#δH và #δC của elemicin (1H: 250MHz, 13C: 62,5MHz, CDCl3) [120]
4.3.1.2. Methyl eugenol (AC2)
Hợp chất AC2 thu được có dạng vô định hình màu vàng chanh (5,3 mg), Rf = 0,4 (hệ dung môi HE 50:1), GC/MS (m/z): 178 [M+]
Hợp chất AC2 thu được có dạng vô định hình màu vàng chanh (5,3 mg), Rf = 0,4 (hệ dung môi HE 50:1), Phổ 1H-NMR của AC2 cho biết tín hiệu đặc trưng của hai nhóm methoxy dưới dạng singlet tại H 3,83 (3H, s, 4-OCH3); 3,85 (3H, s, 3-OCH3, tín hiệu proton dưới dạng doublet của nhóm metylen allylic (-CH2-CH=CH2) đính với vòng thơm tại tại H 3,35 (2H,d, J= 6,5 Hz, H-7), tín hiệu dưới dạng multiplet tại H 5,96 (1H, m, H-2) và H 5,13-5,09 (2H, m, H-1) của hệ ethylenic (-CH=CH2) tại H 5,08 (2H, m, H-9); 5,97 (1H, m, H-8) và tín hiệu của ba proton của vòng thơm tại 6,72 (2H, s, H-2, H-6); 7,21 (1H, s, H-5),
[bookmark: ZOTERO_BREF_7iAzpR21nSuk]Phổ hợp chất AC2 tương tự như hợp chất AC1, khác nhau ở hợp chất 2 có sự biến mất của nhóm methoxy, Trên cơ sở phân tích các dữ liệu phổ 1H-NMR, GC-MS và kết hợp so sánh dữ liệu phổ đã được công bố [121] và cho phép khẳng định hợp chất AC2 là 1, 2-dimethoxy-4-(2-propenyl)benzene hay methyl eugenol.



[bookmark: _Toc221486312]Hình 4.21. Cấu trúc hóa học của AC2
[bookmark: _Toc242454270]Bảng 4.21. Dữ liệu phổ ¹H- và ¹³C-NMR của AC2 (1H: 500 MHz, 13C: 125 MHz, CDCl3) và chất tham khảo
	TT
	AC2
	[bookmark: ZOTERO_BREF_l8KgJMt24zJv][121]

	
	δH (mult., J Hz)
	#δC
	#δH (mult., J Hz)

	1
	-
	132,6
	-

	2
	6,72 (d; 2,0)
	111,2
	6,72 (d; 2,0)

	3
	-
	147,4
	-

	4
	-
	148,9
	-

	5
	6,81(d; 8,0)
	120,4
	6,81(d; 7,9)

	6
	6,71 (d; 8,0)
	111,8
	6,73 (dd; 7,9; 2,0)

	7
	3,35 (d; 6,5)
	39,8
	3,35 (d; 6,9)

	8
	5,97 (m)
	137,7
	5,97 (tdd; 12,0; 10,0; 6,9)

	9
	5,08 (m)
	115,6
	5,07 (m)

	3-OCH3
	3,85 (s)
	55,9
	3,88

	4-OCH3
	3,83 (s)
	55,8
	3,87


[bookmark: ZOTERO_BREF_vIumIhJI9hCG]#δH và #δC của methyl eugenol (1H: 400MHz, 13C: 100MHz, CDCl3) [121]
[bookmark: _Toc242454358][bookmark: _Hlk165893821]4.3.2. Các hợp chất flavonoid
[bookmark: _Hlk165894007]4.3.2.1. Quercetin (AC4)
Hợp chất AC4 được phân lập dưới dạng bột màu vàng. Phân tích phổ 1H-NMR cho thấy sự hiện diện của hai hệ thống spin vòng thơm riêng biệt. Vòng A được đặc trưng bởi hai tín hiệu dưới dạng doublet có hằng số ghép meta nhỏ ( khoảng 2,0 Hz) tại δH 6,18 (H-6) và 6,40 (H-8), gợi ý thế tại các vị trí 5 và 7. Vòng B thể hiện hệ thống spin ABX điển hình của cấu trúc thế 3',4'-dihydroxy với các tín hiệu: δH 7,67 (1H, d, J = 2,5 Hz, H-2′); 7,54 (1H, dd, J = 8,5 và 2,0 Hz, H-6′) và 6,87 (1H, d, J = 8,5 Hz, H-5′).
Đặc biệt, tại vùng trường thấp xuất hiện tín hiệu singlet tại δH 12,48 (1H, s), đặc trưng cho nhóm hydroxyl tạo liên kết hydro nội phân tử với nhóm carbonyl (nhóm hydroxyl đính tại vị trí C-5). Các nhóm hydroxyl phenol còn lại xuất hiện tại δH 10,79 (7-OH); 9,59; 9,36 và 9,30.
Dữ liệu phổ 13C-NMR xác nhận phân tử có 15 nguyên tử carbon, hoàn toàn phù hợp với bộ khung C6-C3-C6 của flavonoid. Tín hiệu của nhóm carbonyl (C-4) xuất hiện tại δC 175,8. Các tín hiệu carbon thơm và carbon olefin mang oxy phân bố trong vùng từ 115 đến 160 ppm.
Từ các dữ liệu phân tích trên và tiến hành so sánh với tài liệu tham khảo [122-124], hợp chất AC4 được xác định là 3,5,7,3',4'-pentahydroxyflavone, hay quercetin.


[bookmark: _Toc221486314]Hình 4.23. Cấu trúc hóa học của AC4
[bookmark: _Toc242454271]Bảng 4.22. Dữ liệu phổ ¹H- và ¹³C-NMR của AC4 (1H: 500 MHz, 13C: 125 MHz, CDCl3) và chất tham khảo
	TT
	AC4
	[bookmark: ZOTERO_BREF_wDiTs8UxCFHn][123]

	
	δC ppm
	δH (mult, J Hz)
	#δC
	#δH (mult., J Hz)

	2
	146,8
	-
	147,9
	-

	3
	135,7
	-
	135,9
	-

	4
	175,8
	-
	176,0
	-

	5
	160,7
	-
	160,9
	-

	6
	98,2
	6,18 (d; 2,0)
	98,4
	6,17 (d; 2,0)

	7
	163,9
	-
	164,1
	-

	8
	93,3
	6,40 (d; 1,5)
	93,5
	6,39 (d; 2,0)

	9
	156,1
	-
	156,3
	-

	10
	103,0
	-
	103,2
	-

	1'
	121,9
	-
	122,1
	-

	2'
	115,0
	7,67 (d; 2,5)
	115,2
	7,66 (d; 2,0)

	3'
	145,0
	-
	145,2
	-

	4'
	147,7
	-
	147,0
	-

	5'
	115,6
	6,87 (d; 8,5)
	115,8
	6,87 (d; 8,5)

	6'
	120,0
	7,54 (dd; 2,0; 8,5)
	120,2
	7,53 (dd; 8,5; 2,0)

	5-OH
	-
	12,48 (s)
	-
	12,48 (s)

	7-OH
	-
	10,79 (s)
	-
	


[bookmark: ZOTERO_BREF_JE8rmvIYxs9h]#δH và #δC của quercetin (13C: 100 MHz, DMSO-d6) [123]
[bookmark: _Hlk165894280]4.3.2.2. Kaempferol (AG11)
Dữ liệu phổ và biện luận cấu trúc hoá học hợp chất kaempferol (AG11) xem mục 4.4.7.
[bookmark: _Hlk165894400]4.3.2.3. Kaempferol 3-O-α-L-rhamnopyranosyl-(1→6)]-β-D-galactopyranoside (AG12)
Dữ liệu phổ và biện luận cấu trúc hoá học hợp chất kaempferol 3-O-α-L-rhamnopyranosyl-(1→6)]-β-D-galactopyranoside (AG12) xem mục 4.3.6.
[bookmark: _Toc242454359]4.3.3. Các hợp chất steroid
4.3.3.1. β-sitosterol (AC3)
Hợp chất AC3 (tinh thể hình kim, nhiệt độ nóng chảy 135-136°C) thể hiện tín hiệu phổ NMR đặc trưng của sterol khung stigmastane. Sự hiện diện của liên kết đôi Δ5 được xác nhận qua proton olefin (δH 5,35) và carbon nối đôi (δC 140,7; 121,7). Nhóm oxymethine tại C-3 xuất hiện tại δH 3,53 và δC 71,7. Ngoài ra, vùng trường cao ghi nhận 06 nhóm methyl gồm 02 nhóm singlet (H-18, H-19), 03 nhóm doublet (H-21, H-26, H-27) và 01 nhóm triplet (H-29). So sánh dữ liệu với tài liệu [122], cấu trúc AC3 được xác định là β-sitosterol.


[bookmark: _Toc221486313]Hình 4.22. Cấu trúc hóa học của AC3

[bookmark: _Hlk165894758]4.3.3.2. Daucosterol (AC5)
Hợp chất AC5 dạng bột, màu trắng thể hiện tín hiệu phổ NMR đặc trưng của sterol glycoside. Phổ 1H-NMR ghi nhận khung stigmast-5-ene với các nhóm methyl (H 0,65–0,93), proton olefin H-6 (H 5,34) và proton anomer (H 4,41). Phổ ¹³C-NMR xác nhận 35 carbon, nổi bật với liên kết đôi C 140,6; 121,3) và carbon anomer (C 100,9). Đối chiếu với tài liệu [125,126], AC5 là daucosterol (β-sitosterol-3-O-β-D-glucopyranoside).


[bookmark: _Toc221486315]Hình 4.24. Cấu trúc hóa học của AC5
[bookmark: _Toc242454360]4.4. Các hợp chất phân lập được từ A. yentuense
Từ loài A. yentuense đã phân lập và xác định cấu trúc hóa học được 8 hợp chất gồm 01 hợp chất steroid: daucosterol (AC5); và 07 hợp chất flavonoid: quercetin (AC4), 5, 7 -dihydroxy-4'-methoxyflavone (AY1), luteolin-7-O-β-D-glucopyranoside (AY2), naringenin (AG3), vitexin (AG7), kaempferol (AG11) và luteoside (AG13)
[bookmark: _Toc242454361]4.4.1. Các hợp chất flavonoid
4.4.1.1. Quercetin (AC4)
Dữ liệu phổ và biện luận cấu trúc hoá học hợp chất quercetin (AC4) xem mục 4.3.4.
4.4.1.2. 5, 7 -dihydroxy-4'-methoxyflavone (AY1) 
Hợp chất AY1 thu được dưới dạng bột, màu vàng nhạt. Phân tích dữ liệu phổ NMR cho thấy hợp chất này là một flavone với sự hiện diện của nhóm thế methoxy.
Trên phổ ¹H-NMR, đặc trưng của khung flavone được nhận diện qua tín hiệu dưới dạng singlet của proton olefin H-3 tại δH 6,60. Tại vùng trường cao, vòng A xuất hiện hai tín hiệu proton ở vị trí meta gồm δH 6,21 (1H, d, J = 1,8 Hz, H-6) và δH 6,47 (1H, d, J = 1,8 Hz, H-8). Vòng B thể hiện hệ thống spin AA'BB' điển hình của cấu trúc thế para với hai cặp tín hiệu dưới dạng doublet tại δH 7,85 (2H, H-2'/H-6') và 7,02 (2H, H-3'/H-5'). Ngoài ra, tín hiệu singlet tại δH 4,00 (3H, s) đặc trưng cho một nhóm methoxy (-OCH3).
Dữ liệu phổ ¹³C-NMR và DEPT xác nhận phân tử có 16 carbon, bao gồm 1 nhóm methoxy, 7 nhóm methine và 8 carbon mạch nhánh. Các tín hiệu quan trọng bao gồm nhóm carbonyl (C=O) tại δC 185,3 (C-4); carbon của nhóm methoxy tại δC 56,7; và các carbon bậc bốn mang oxy của vòng A tại δC 166,3 (C-7) và vùng trường thấp (C-5).
Cấu trúc hóa học và vị trí các nhóm thế được xác lập dựa trên các tương tác HMBC. Tương tác từ proton của nhóm methoxy (δH 4,00) đến carbon C-4' (δC 162,8) khẳng định nhóm methoxy gắn tại vị trí C-4' của vòng B. Sự hiện diện của các nhóm hydroxyl tại C-5 và C-7 được củng cố bởi các dữ liệu phổ carbon bậc bốn mang oxy.


[bookmark: _Toc221486316]Hình 4.25. Cấu trúc hóa học của AY1
Từ các phân tích trên và so sánh với tài liệu tham khảo [140], hợp chất AY1 được xác định là 5,7-dihydroxy-4′-methoxyflavone, tên thường gọi là acacetin.
[bookmark: _Toc242454272]Bảng 4.23. Dữ liệu phổ ¹H- và ¹³C-NMR của AY1 (1H: 500 MHz, 13C: 125 MHz, CDCl3) và chất tham khảo
	STT
	AY1
	[bookmark: ZOTERO_BREF_VyU5FeVbuAVm][140]

	
	δC 
	δH (mult., J Hz)
	#δC
	#δH (mult., J Hz)

	2
	163,0
	-
	166,6
	-

	3
	103,9
	6,60 (s)
	104,2
	6,68 (s)

	4
	185,3
	-
	182,6
	-

	5
	65,0
	-
	62,0
	-

	6
	100,3
	6,21 (d, 1,8Hz)
	98,8
	6,33 (1H, d, 1,8Hz)

	7
	166,3
	-
	164,1
	-

	8
	95,2
	6,47 (dd, 6,5; 1,5)
	93,3
	6,70 (1H, d, 1,8Hz)

	9
	159,6
	-
	158,7
	-

	10
	104,5
	-
	105,1
	-

	1ʹ
	123,4
	-
	123,6
	-

	2ʹ
	129,6
	7,85 (dd; 2,5)
	129,3
	7,96 (2H, d, 8,5Hz)

	3ʹ
	117,9
	7,02 (d, 8,5)
	116,9
	7,03 (2H, d, 8,5Hz)

	4ʹ
	159,9
	
	163,1
	-

	5ʹ
	117,9
	7,02 (dd; 8,5)
	116,9
	7,03 (2H, d, 8,5Hz)

	6ʹ
	129,6
	7,85 (dd; 2,5)
	129,3
	7,96 (2H, d, 8,5Hz)

	4ʹ-OCH3
	56,7
	4,0 (3H, s)
	56,3
	3,90 (3H, s)


#δH và #δC của acacetin (13C: 100 MHz, DMSO-d6) [140]
4.4.1.3. Luteolin -7-O-β-D-glucopyranoside (AY2)  
Hợp chất AY2 thu được dưới dạng bột, màu vàng. Phân tích dữ liệu phổ ¹³C-NMR xác nhận phân tử có tổng cộng 21 tín hiệu carbon, trong đó 15 carbon thuộc về khung aglycone và các tín hiệu còn lại thuộc về phần đường.
Dựa trên các dữ liệu phổ nghiệm, phần aglycone được xác định là luteolin (5,7,3',4'-tetrahydroxyflavone). Về phần đường, phổ 1H-NMR cho biết tín hiệu proton anomer (H-1'') tại δH 5,08; tương ứng trên phổ 13C-NMR là tín hiệu carbon anomer tại δC 99,9. Các tín hiệu carbon còn lại của vòng đường phân bố trong vùng δC 60,5 – 77,2, đặc trưng cho đơn vị β-D-glucopyranosyl. Cấu hình β của liên kết glycoside được xác nhận dựa trên độ dịch chuyển hóa học của proton anomer.
Vị trí liên kết glycoside được thiết lập vững chắc thông qua phổ HMBC. Cụ thể, tương tác quan trọng giữa proton anomer H-1'' (δH 5,08) với carbon mạch nhánh mang oxy C-7 (δC162,89) của khung aglycone đã chứng minh rằng đơn vị glucose được gắn vào vị trí C-7 thông qua liên kết O-glycoside.


[bookmark: _Toc221486317][bookmark: OLE_LINK1]Hình 4.26. Cấu trúc hóa học của AY2
Từ các phân tích trên và đối chiếu với tài liệu tham khảo [141], cấu trúc của hợp chất AY2 được xác định là luteolin 7-O-β-D-glucopyranoside (Cynaroside).

[bookmark: _Toc242454273]Bảng 4.24. Dữ liệu phổ ¹H- và ¹³C-NMR của AY2 (1H: 500 MHz, 13C: 125 MHz, CDCl3) và chất tham khảo
	STT
	[bookmark: ZOTERO_BREF_mIlboKpt2sdX][141]
	AY2

	
	#δC
	δC 
	δH (mult., J Hz)

	2
	164,4
	164,5
	-

	3
	103,1
	103,1
	6,62 (s)

	4
	181,8
	182,8
	-

	5
	161,1
	160,2
	-

	6
	99,5
	99,5
	6,51 (d; 2,4)

	7
	162,9
	162,89
	-

	8
	94,6
	94,6
	6,82 (d; 2,4)

	9
	156,9
	156,9
	-

	10
	105,3
	105,3
	-

	1ʹ
	121,3
	121,2
	-

	2ʹ
	113,5
	113,5
	7,41 (d; 1,8)

	3ʹ
	145,7
	145,6
	-

	4ʹ
	149,8
	149,8
	-

	5ʹ
	115,9
	116,0
	6,90 (d; 8,5)

	6ʹ
	119,1
	119,2
	7,43 (dd; 8,5; 1,8)

	1ʹʹ
	99,9
	99,9
	5,08 (d; 7,2)

	2ʹʹ
	73,0
	73,2
	3,50 (m)

	3ʹʹ
	76,3
	76,5
	3,50 (m)

	4ʹʹ
	69,5
	69,5
	3,41 (m)

	5ʹʹ
	77,1
	77,2
	3,55 (m)

	6ʹʹ
	60,6
	60,5
	4,02 (dd, 12,0; 2,4)
3,72 (dd, 12,0; 6,0)


#δH và #δC của luteolin 7-O-β-D-glucopyranoside (13C: 100 MHz, DMSO-d6) [141]
4.4.1.4. Naringenin (AG3)  
Dữ liệu phổ và biện luận cấu trúc hoá học hợp chất naringenin (AG3) xem mục 4.4.5.
4.4.1.5. Vitexin (AG7)
Dữ liệu phổ và biện luận cấu trúc hoá học hợp chất vitexin (AG7) xem mục 4.4.6. 
4.4.1.6. Kaempferol (AG11)
Dữ liệu phổ và biện luận cấu trúc hoá học hợp chất kaempferol (AG11) xem mục 4.2.3.9 
4.4.1.7. Luteoside (AG13)
Dữ liệu phổ và biện luận cấu trúc hoá học hợp chất luteoside (AG13) xem mục 4.2.3.11
[bookmark: _Toc242454362]4.4.2. Hợp chất steroid: daucosterol (AC5)
Dữ liệu phổ và biện luận cấu trúc hoá học hợp chất daucosterol (AC5) xem mục 4.3.7.
Các hợp chất phân lập được từ các loài nghiên cứu được tổng hợp như Bảng 4.25.

[bookmark: _Toc242454274]Bảng 4.25. Các hợp chất phân lập được từ các loài nghiên cứu
	Ký hiệu chất
	Tên hợp chất
	Lớp chất
	Loài phân lập
	KL (mg)
	Ghi chú

	AG1
	

Chalcononaringenin 2′,4-di-O-β-D-glucopyranoside
	


Flavonoid
	


A. geophilum
	


5,0
	


M

	AG2
	

Asageoside
	


Alkaloid
	


A. geophilum
	


6,0
	


M

	AG3
	

Naringenin
	


Flavonoid
	


A. geophilum
A. yentuense
	


60
6,0
	


L

	AG4
	

Naringenin 5-O-β-glucopyranoside 
	


Flavonoid
	


A. geophilum
	


11,0
	



L

	AG5
	

Naringenin 7-O-β-glucopyranoside 
	


Flavonoid
	


A. geophilum
	


6,3
	


L

	AG6
	

Naringenin 5,7-di-O-β-glucopyranoside
	


Flavonoid
	


A. geophilum
	

6,0
	

L



	AG7
	[image: ]
Vitexin
	


Flavonoid
	


A. geophilum
A. yentuense
	


4,0
7,0
	


L

	AG9
	

Isorhamnetin 3-O-[α-rhamnopyranosyl-(1→6)-β-D glucopyranoside] 
	


Flavonoid
	


A. geophilum
	


5,8
	


L

	AG8
	

Isorhamnetin 3-O-β-D-glucopyranoside 
	


Flavonoid
	


A. geophilum
	


5,7
	


L

	AG10
	

Cacticin
	


Flavonoid
	


A. geophilum
	


5,0
	


L

	AG11
	

Kaempferol
	


Flavonoid
	


A. geophilum
A. yentuense
A. cordifolium
	


7,0
6,0
9,5
	



L

	AG12
	

Kaempferol 3-O-α-rhamnopyranosyl-(1→6)-β-galactopyranoside 
	


Flavonoid
	


A. geophilum
A. cordifolium
	


5,8
8,8
	




L

	AG13
	

Luteoside
	


Flavonoid
	


A. geophilum
A. yentuense
	


5,1
5,0
	

L

	AG14
	

Kaempferol 3-O-(2,6-di-α-L-rhamnopyranosyl)-β-D-galactopyranoside
	


Flavonoid
	


A. geophilum
	


16,0
	


L

	AG15
	

Alangiflavoside 
	


Flavonoid
	


A. geophilum
	


4,0
	


L

	AG16
	

Quercetin 3-O-(2,6-di-α-L-rhamnopyranosyl)-β-D-galactopyranoside 
	


Flavonoid
	


A. geophilum
	


34,0
	


L

	AG17
	

Quercetin 3-O-α-L-rhamnopyranosyl-(1→2)- [α-rhamnopyranosyl-(1→6)]-β-galactopyranosyl-7-O-β-glucopyranoside 
	


Flavonoid
	


A. geophilum
	


4,0
	


L

	AG18
	

Aureusidin 4,6-di-O-glucoside 
	


Flavonoid
	


A. geophilum
	


13,0
	


L

	AC1
	

Elemicin
	

Phenylpropanoid
	

A. cordifolium
	

30,0
	

L

	AC2
	

Methyl eugenol
	

Phenylpropanoid
	

A. cordifolium
	

25,3
	

L

	AC3
	

β-sitosterol
	

Steroid
(Phytosterol)
	


A. cordifolium
	


11,2
	


L

	AC4
	

Quercetin
	


Flavonoid
	


A. cordifolium
	


10,5
	


L

	AC5
	

Daucosterol
	


Steroid
(Phytosterol)
	


A. cordifolium
A. yentuense
	


13,0
90,0
	


L

	AY1
	

5,7-dihydroxy-4'-methoxyflavone 
	


Flavonoid
	


A. yentuense
	


20,0
	


L

	AY2
	

Luteolin -7-O-β-D-glucopyranoside 
	


Flavonoid
	


A. yentuense
	


5,0
	


L


M: Hợp chất mới          L: lần đầu tiên phân lập từ loài

[bookmark: _Toc242454363]4.5. Kết quả đánh giá hoạt tính sinh học tinh dầu và các hợp chất từ các loài Asarum 
[bookmark: _Toc242454364]4.5.1. Kết quả đánh giá hoạt tính sinh học tinh dầu từ các loài Asarum 
4.5.1.1. Đánh giá hoạt tính kháng khuẩn, kháng nấm của tinh dầu các loài Asarum
Hoạt tính kháng vi sinh vật của tinh dầu thu được từ bộ phận trên mặt đất của ba loài A. geophilum, A. yentuense và A. cordifolium đã được đánh giá trên 08 chủng kiểm định bao gồm nấm, nấm men và vi khuẩn (Bảng 4.26).
[bookmark: _Toc167608403][bookmark: _Toc242454275]    Bảng 4.26. Kết quả hoạt tính kháng khuẩn, kháng nấm của các tinh dầu Asarum
	Mẫu tinh dầu
	MIC (µg/mL)

	
	EC
	PA
	BS
	SA
	AN
	FO
	SC
	CA

	A. geophilum
	200
	200
	-
	-
	-
	200
	200
	-

	A. yentuense
	200
	-
	-
	100
	200
	-
	-
	200

	A. cordifolium
	200
	-
	100
	-
	-
	-
	-
	200


(EC: Escherichia coli, PA: Pseudomonas aeruginosa, BS: Bacillus subtillis, SA: Staphylococcus aureus, AN: Aspergillus niger, FO: Fusarium oxysporum, SC: Saccharomyces cerevisiae, CA: Candida albicans.)
Hoạt tính kháng khuẩn và kháng nấm của tinh dầu thu được từ bộ phận trên mặt đất của ba loài A. geophilum, A. yentuense và A. cordifolium đã được đánh giá trên 08 chủng kiểm định bao gồm nấm, nấm men và vi khuẩn (kết quả chi tiết tại Bảng 4.28). Nhìn chung, cả ba mẫu tinh dầu đều thể hiện khả năng ức chế sự phát triển của vi sinh vật với giá trị nồng độ ức chế tối thiểu (MIC) dao động trong khoảng 100–200 µg/ml.
Đối với hoạt tính kháng khuẩn, các kết quả thực nghiệm cho thấy sự đáp ứng khác nhau tùy thuộc vào đặc tính Gram âm hay Gram dương của chủng kiểm định. Trên chủng Escherichia coli - một vi khuẩn Gram âm phổ biến gây các bệnh lý đường tiêu hóa và tiết niệu, tất cả ba mẫu tinh dầu đều thể hiện hoạt tính ức chế ở mức trung bình (MIC 200 µg/ml). Tuy nhiên, đối với Pseudomonas aeruginosa (trực khuẩn mủ xanh) - chủng vi khuẩn Gram âm hiếu khí nổi tiếng với khả năng kháng thuốc cao, chỉ duy nhất tinh dầu A. geophilum thể hiện hoạt tính ức chế (MIC 200 µg/ml). 
Trên nhóm vi khuẩn Gram dương, tinh dầu A. cordifolium thể hiện hoạt tính tốt đối với chủng Bacillus subtilis với giá trị MIC thấp nhất trong đợt thử nghiệm (100 µg/ml). Hoạt tính mạnh này có khả năng liên quan trực tiếp đến hàm lượng cao của hợp chất elemicin (77,20%) có trong thành phần tinh dầu. Đối với chủng Staphylococcus aureus, tinh dầu A. yentuense (chứa 64,74% safrole và 15,34% sesquicineole) cho thấy khả năng ức chế tốt (MIC 100 µg/ml). Mặc dù safrole cho thấy hiệu quả kháng khuẩn rõ rệt, cần lưu ý về tính độc tế bào tiềm tàng của hợp chất này khi xem xét các ứng dụng dược lý.
Bên cạnh hoạt tính kháng khuẩn, tiềm năng kháng nấm của các mẫu tinh dầu cũng được ghi nhận rõ rệt trên các chủng nấm mốc và nấm men gây bệnh. Cụ thể, đối với nấm mốc Aspergillus niger, chỉ có tinh dầu A. yentuense thể hiện khả năng ức chế, gợi ý vai trò chủ đạo của safrole và sesquicineole trong cơ chế kháng lại chủng nấm này. Đối với Fusarium oxysporum - tác nhân gây bệnh thối rễ thực vật, tinh dầu A. geophilum cho hoạt tính tốt (MIC 200 µg/ml). Kết quả này phù hợp với đặc điểm thành phần hóa học của chúng là giàu các hợp chất sesquiterpene hydrocarbon và sesquiterpene chứa oxy, nhóm chất thường được biết đến với hoạt tính kháng nấm mạnh.
Trên các chủng nấm men, tinh dầu A. geophilum tiếp tục thể hiện hoạt tính ức chế đặc hiệu trên Saccharomyces cerevisiae (MIC 200 µg/ml), củng cố thêm giả thuyết về vai trò của phân đoạn alcohol và acid béo trong mẫu này. Cuối cùng, đối với Candida albicans – tác nhân chính gây các bệnh nấm ở người, tinh dầu A. yentuense và A. cordifolium đều thể hiện hoạt tính ức chế khả quan (MIC 200 µg/ml). Các thành phần chính như safrole (trong A. yentuense) và elemicin (trong A. cordifolium) được dự đoán là các tác nhân chịu trách nhiệm chính cho hoạt tính này, mở ra triển vọng nghiên cứu sâu hơn về ứng dụng của chúng trong điều trị nấm.
4.5.1.2. Đánh giá hoạt tính kháng oxy hóa của tinh dầu các loài Asarum
Kết quả đánh giá hoạt tính chống oxy hóa của ba mẫu tinh dầu nghiên cứu thông qua phương pháp dọn gốc tự do DPPH, so sánh với chất đối chứng dương là ascorbic acid, được trình bày chi tiết tại Bảng 4.27.
[bookmark: _Toc242454276][bookmark: _Toc167608404]Bảng 4.27. Kết quả hoạt tính chống oxy hóa của tinh dầu 3 loài Asarum
	STT
	Mẫu
	SC (%)
	SC50 (µg/ml)

	
	Đối chứng dương: ascorbic acid
	81,55 ± 0,9
	13,26

	
	Đối chứng âm [DPPH/EtOH + DMSO)
	0,0 ± 0,0
	-

	1
	Tinh dầu A. geophilum
	63,34 ± 1,0
	28,57

	2
	Tinh dầu A. yentuense
	51,58 ± 0,5
	50,24

	3
	Tinh dầu A. cordifolium
	57,86 ±0,8
	39,62



Kết quả khảo sát khả năng dọn gốc tự do DPPH cho thấy các mẫu tinh dầu Asarum nghiên cứu thể hiện hoạt tính chống oxy hóa ở các mức độ khác nhau. Trong đó, tinh dầu A. geophilum biểu hiện hoạt tính mạnh nhất với giá trị SC50 là 28,57 µg/ml (tương ứng với khả năng dọn gốc tự do đạt 63,34 ± 1,0% tại nồng độ khảo sát). Tiếp đến là tinh dầu A. cordifolium và A. yentuense với giá trị SC50 lần lượt là 39,62 µg/ml và 50,24 µg/ml. 
Khi so sánh giữa các loài có sự tương đồng về nhóm chất chính, nhận thấy những điểm khác biệt thú vị về mối quan hệ giữa thành phần hóa học và hoạt tính sinh học. Đối với cặp loài A. cordifolium và A. yentuense: Cả hai đều thuộc nhóm tinh dầu giàu hợp chất benzenoid (chiếm 82,03% ở A. cordifolium và 67,84% ở A. yentuense). Tuy nhiên, tinh dầu A. cordifolium (SC50 = 39,62 µg/ml) thể hiện hoạt tính tốt hơn so với A. yentuense (SC50 = 50,24 µg/ml). Điều này cho thấy bản chất hóa học của từng cấu tử chính có thể đóng vai trò quyết định đến khả năng dọn gốc tự do, cụ thể cấu tử elemicin (chiếm 77,20% trong A. cordifolium) có khả năng chống oxy hóa hiệu quả hơn so với safrole (chiếm 64,74% trong A. yentuense).
4.5.1.3. Đánh giá hoạt tính kháng viêm của tinh dầu các loài Asarum
Kết quả đánh giá hoạt tính kháng viêm in vitro của ba mẫu tinh dầu Asarum, thông qua khả năng ức chế sản sinh NO trên dòng tế bào đại thực bào RAW 264.7 được kích thích bởi LPS, được trình bày chi tiết tại Bảng 4.28.
[bookmark: _Toc242454277][bookmark: _Toc167608405]Bảng 4.28. Kết quả hoạt tính kháng viêm của tinh dầu 3 loài Asarum
	STT
	Mẫu
	Tỷ lệ ức chế sản xuất NO (%)
	Tỷ lệ sống của tế bào (%)
	Giá trị IC50

	
	Đối chứng dương: Cardamonin
	85,40 ± 0,7
	71,80 ± 0,5
	2,33µM

	
	Đối chứng âm
	100,00 ± 0,8
	100,99 ± 1,0
	-

	
	LPS
	0,00 ± 0,0
	-
	-

	1
	Tinh dầu A. geophilum
	58,20 ± 0,4
	78,05 ± 0,8
	40,35 µg/ml

	2
	Tinh dầu A. yentuense
	53,14 ± 1,6
	66,87 ± 1,5
	49,87 µg/ml

	3
	Tinh dầu A. cordifolium
	40,87 ± 0,6
	60,65 ± 1,4
	66,37 µg/ml


* Nồng độ tinh dầu cao nhất là 100 µg/ml.

Kết quả đánh giá khả năng ức chế sản sinh NO trên dòng tế bào đại thực bào RAW 264.7 được kích thích bởi LPS cho thấy cả ba mẫu tinh dầu Asarum đều thể hiện hoạt tính kháng viêm với mức độ khác nhau. Theo thứ tự giảm dần về hiệu lực ức chế (dựa trên giá trị IC50), các mẫu được sắp xếp như sau: A. geophilum (40,35 µg/ml) > A. yentuense (49,87 µg/ml) > A. cordifolium (66,37 µg/ml).
Một điểm đáng chú ý khi phân tích mối quan hệ giữa cấu trúc hóa học và tác dụng dược lý là sự ưu thế của nhóm tinh dầu giàu sesquiterpene so với nhóm giàu benzenoid. Cụ thể, các mẫu tinh dầu chứa hàm lượng cao sesquiterpene hydrocarbon và sesquiterpene chứa oxy (như A. geophilum) thể hiện hoạt tính kháng viêm mạnh hơn (IC50 từ 21,68 - 40,35 µg/ml) so với nhóm tinh dầu có thành phần chính là dẫn xuất benzenoid (như A. yentuense, A. cordifolium; IC50 từ 49,87 - 66,37 µg/ml).
Tinh dầu A. geophilum thể hiện hoạt tính kháng viêm mạnh nhất với giá trị IC50 là 40,35 µg/ml. Ở nồng độ này, mẫu ức chế được 58,20 ± 0,4% lượng NO sản sinh, đồng thời duy trì tỷ lệ sống sót của tế bào ở mức cao (78,05 ± 0,8%). Hiệu quả này được cho là sự cộng hưởng của các thành phần chính như 9-epi-(E)-caryophyllene (18,43%), eudesm-7(11)-en-4-ol (13,41%) và β-caryophyllene (8,05%). Với hiệu lực ức chế tốt và độ an toàn cao trên tế bào, tinh dầu A. geophilum cho thấy tiềm năng lớn để phát triển thành các chế phẩm kháng viêm trong tương lai. Kết quả này cung cấp cơ sở khoa học giải thích cho việc sử dụng các loài Asarum có rễ cay nồng trong Y học cổ truyền Trung Quốc để điều trị các chứng đau và cảm lạnh.
Đối với nhóm tinh dầu giàu benzenoid, kết quả cho thấy hiệu lực kháng viêm thấp hơn đi kèm với lo ngại về độc tính tế bào. Tinh dầu A. yentuense (chứa 64,74% safrole) có giá trị IC50 là 49,87 µg/ml. Tuy nhiên, tỷ lệ sống sót của tế bào giảm xuống còn 66,87 ± 1,5%, gợi ý rằng safrole có thể gây độc tính tế bào ở nồng độ cao. Đây là dữ liệu sinh học đầu tiên về loài đặc hữu này của Việt Nam.
Cuối cùng, tinh dầu A. cordifolium thể hiện hoạt tính thấp nhất trong đợt thử nghiệm (IC50 = 66,37 µg/ml; tỷ lệ ức chế NO chỉ đạt 40,87 ± 0,6%). Đáng lưu ý, tỷ lệ sống sót của tế bào ở mức thấp nhất (60,65 ± 1,40%), nhiều khả năng do độc tính của thành phần chính elemicin (77,20%). Mặc dù vậy, kết quả này phần nào làm sáng tỏ cơ sở thực tiễn của việc người Dao đỏ (Sapa, Lào Cai) sử dụng loài cây này trong các bài thuốc dân gian trị đau lưng và nhiễm trùng, tuy nhiên cần thận trọng về liều lượng và độc tính khi sử dụng lâu dài.
Kết luận chung: Có sự phân hóa rõ rệt về hoạt tính sinh học dựa trên thành phần hóa học chính. Nhóm tinh dầu giàu benzenoid (A. cordifolium, A. yentuense) thiên về hoạt tính kháng khuẩn/kháng nấm mạnh nhưng có độc tính tế bào. Nhóm tinh dầu giàu sesquiterpene (A. geophilum) thể hiện ưu thế về hoạt tính kháng viêm và độ an toàn.
[bookmark: _Toc242454365]4.5.2. Kết quả đánh giá hoạt tính sinh học của cao chiết và các hợp chất sạch phân lập được từ các loài Asarum  
4.5.2.1. Đánh giá hoạt tính kháng khuẩn, kháng nấm
Nghiên cứu được bắt đầu bằng việc tiến hành sàng lọc hoạt tính kháng khuẩn và kháng nấm trên các mẫu cao chiết tổng ethanol của ba loài thuộc chi Asarum thu hái tại Việt Nam, bao gồm: A. geophilum (AG), A. yentuense (AY) và A. cordifolium (AC). Kết quả thực nghiệm tổng hợp tại bảng 4.28 cho thấy cao chiết tổng của A. yentuense (AY) thể hiện hoạt tính yếu, chỉ ức chế được một số ít chủng vi sinh vật ở nồng độ cao (MIC > 200 µg/ml) hoặc hoàn toàn không thể hiện hoạt tính, thì hai loài còn lại là A. cordifolium và A. geophilum lại thể hiện những tác dụng sinh học đáng chú ý.
Cụ thể, cao chiết tổng của A. cordifolium (AC) thể hiện phổ tác dụng rộng nhất, ức chế cả vi khuẩn Gram âm, Gram dương và nấm với giá trị MIC dao động từ 100 - 200 µg/ml. Đặc biệt, mẫu AC thể hiện hoạt tính tốt trên nấm Pseudocercospora fuligena và Colletotrichum phomoides với MIC 100 µg/ml. Trong khi đó, cao chiết A. geophilum (AG) lại thể hiện tính đặc hiệu cao trên các chủng nấm gây bệnh thực vật, điển hình là khả năng ức chế nấm Pseudocercospora fuligena cũng ở mức MIC 100 µg/ml. Dựa trên kết quả sàng lọc sơ bộ này, luận án đã quyết định lựa chọn cao chiết tổng của hai loài tiềm năng nhất là A. geophilum và A. cordifolium để tiếp tục đi sâu nghiên cứu quy trình chiết phân đoạn và đánh giá hoạt tính của các hợp chất tinh khiết nhằm xác định thành phần hóa học quyết định hoạt tính của cây.
Đi sâu phân tích đối với loài A. cordifolium, kết quả thử nghiệm trên các phân đoạn dịch chiết đã góp phần làm sáng tỏ quy luật phân bố hoạt chất. Hoạt tính kháng khuẩn và kháng nấm của loài này tập trung chủ yếu ở phân đoạn ethyl acetate (ACE), với phổ tác dụng và cường độ ức chế tương đương với cao chiết tổng. Mẫu ACE ức chế hiệu quả các chủng E. coli, F. oxysporum, S. cerevisiae và C. phomoides với giá trị MIC 200 µg/ml, và ức chế P. fuligena ở mức MIC 150 µg/ml. Ngược lại, phân đoạn nước (ACW) hầu như không thể hiện hoạt tính hoặc hoạt tính yếu (chỉ ức chế một vài chủng ở mức MIC 200 µg/ml), chứng tỏ các thành phần phân cực mạnh không đóng vai trò chính trong tác dụng dược lý.
Để làm rõ hơn, hai hợp chất sạch chính thuộc khung phenylpropanoid phân lập từ phân đoạn hoạt tính này là elemicin (AC1) và methyl eugenol (AC2) đã được đánh giá. Kết quả cho thấy elemicin (AC1) sở hữu hoạt tính kháng khuẩn phổ rộng, ức chế được 7/11 chủng kiểm định với MIC 200 µg/ml, trong khi methyl eugenol (AC2) chỉ thể hiện tác dụng chọn lọc trên 3 chủng nấm (A. niger, F. oxysporum, P. infestans) cùng ở mức MIC 200 µg/ml. Điều này khẳng định nhóm chất phenylpropanoid, đặc biệt là elemicin, là những chất dặc trưng hóa học quan trọng đóng góp vào hoạt tính chung của loài A. cordifolium.
Đối với loài A. geophilum, bức tranh về hoạt tính sinh học trở nên phong phú hơn với sự tham gia của đa dạng các nhóm chất. Tương tự như loài trên, hoạt tính của A. geophilum cũng được xác định nằm khu trú trong các phân đoạn kém phân cực và phân cực trung bình là dichloromethane (AGD) và ethyl acetate (AGE), trong khi phân đoạn nước (AGW) không có ý nghĩa về mặt hoạt tính. Quá trình phân lập và thử nghiệm trên dãy các hợp chất sạch được lựa chọn đã cung cấp những dữ liệu quan trọng về mối quan hệ giữa cấu trúc và tác dụng.
Nổi bật nhất trong số các hợp chất thử nghiệm là isorhamnetin 3-O-[α-rhamnopyranosyl-(1→6)-β-D glucopyranoside] (AG9), hoạt chất này thể hiện khả năng ức chế nấm men S. cerevisiae mạnh nhất với giá trị MIC 50 µg/ml, thấp hơn hẳn so với mức sàng lọc cơ bản. Các dẫn xuất flavonoid glycoside khác như Kaempferol 3-O-(2″,6″-di-α-L-rhamnopyranosyl)-β-D-galactopyranoside (AG14), isorhamnetin 3-O-β-D-glucoside-7-O-α-L-rhamnoside (AG13) và quercetin 3-O-α-L-rhamnopyranosyl-(1→2)-[α-L-rhamnopyranosyl-(1→6)]-β-D-galactopyranosyl-7-O-β-D-glucopyranoside (AG17) cũng thể hiện hoạt tính tốt trên cùng chủng nấm này với MIC 100 µg/ml.
Đặc biệt, hai hợp chất cacticin (AG10) và alangiflavoside (AG15) đã phát hiện thấy khả năng ức chế chọn lọc trên trực khuẩn mủ xanh P. aeruginosa với MIC 100 µg/ml, một kết quả có ý nghĩa lớn trong bối cảnh kháng thuốc kháng sinh hiện nay. Bên cạnh đó, kết quả thử nghiệm cũng ghi nhận hoạt tính kháng vi sinh vật của hai hợp chất mới là chalcone glycoside: chalcononaringenin 2′,4-di-O-β-glucopyranoside (AG1) và alkaloid: asageoside (AG2). Cả hai hợp chất mới này đều thể hiện hoạt tính kháng nấm và kháng khuẩn ở mức độ trung bình với MIC 200 µg/ml. Các hợp chất còn lại như Kaempferol 3-O-robinobioside (AG12), isorhamnetin 3-O-β-D-glucopyranoside (AG8) và Quercetin 3-O-(2,6-di-α-L-rhamnopyranosyl)-β-D-galactopyranoside (AG16) cũng góp phần vào tác dụng cộng hưởng chung của dược liệu với mức ức chế MIC 200 µg/ml đối với một số chủng nghiên cứu.
Tóm lại, kết quả nghiên cứu hoạt tính kháng vi sinh vật kiểm định đã cung cấp những dẫn liệu khoa học xác thực, khẳng định tiềm năng dược lý của hai loài A. cordifolium và A. geophilum trong việc phát triển các chế phẩm kháng khuẩn và kháng nấm tự nhiên.
Thứ nhất, nghiên cứu đã xác định được sự phân bố hoạt tính sinh học không đồng đều trong các bộ phận chiết xuất, trong đó các phân đoạn có độ phân cực trung bình (ethyl acetate và dichloromethane) đóng vai trò là nơi tập trung các hợp chất có hoạt tính chính. Điều này là cơ sở quan trọng cho quy trình chiết xuất, tinh chế định hướng hoạt tính về sau.
Thứ hai, các hợp chất tinh khiết phân lập được đã chứng minh vai trò quyết định đối với hoạt tính của dược liệu. Đối với loài A. cordifolium, hợp chất elemicin (AC1) được xác định là thành phần chủ đạo tạo nên phổ kháng khuẩn rộng. Đối với loài A. geophilum, nhóm flavonoid glycoside thể hiện sự đa dạng về tác dụng, nổi bật là AG9 với hoạt tính kháng nấm men mạnh (MIC 50 µg/mL) và cặp chất AG10, AG15 với khả năng ức chế chọn lọc trên vi khuẩn kháng thuốc P. aeruginosa.
Đặc biệt, việc phát hiện hoạt tính kháng khuẩn, kháng nấm trên các hợp chất mới (AG1, AG2) tuy ở mức độ trung bình nhưng đã đóng góp thêm những thông tin mới về hoạt tính sinh học của các khung cấu trúc chalcone glycoside và alkaloid trong chi Asarum. Những kết quả này mở ra triển vọng ứng dụng các hợp chất từ chi Asarum trong y dược và nông nghiệp, đặc biệt là trong việc tìm kiếm các hoạt chất mới đối phó với tình trạng kháng thuốc của vi sinh vật.
[bookmark: _Toc242454278][bookmark: _Toc221457842]Bảng 4.29.  Đánh giá hoạt tính kháng vi sinh vật kiểm định của các loài thuộc chi Asarum
	Ký hiệu
	Nồng độ mẫu (µg/ml)
	Nồng độ ức chế tối thiểu (MIC: µg/ml)

	
	
	Vi Khuẩn
	Nấm

	
	
	E.c
	P. a
	B. s
	S. a
	A. n
	F. o
	S.c
	C.a
	P. i
	P. f
	C.p

	AY
	200
	200
	>200
	>200
	>200
	>200
	200
	>200
	>200
	>200
	>200
	>200

	AC
	200
	200
	>200
	200
	>200
	>200
	150
	>200
	>200
	100
	150
	100

	ACE
	200
	200
	>200
	>200
	>200
	200
	200
	>200
	>200
	150
	200
	200

	ACW
	200
	>200
	>200
	>200
	200
	>200
	200
	>200
	>200
	200
	>200
	>200

	AC1
	200
	200
	>200
	200
	200
	200
	200
	200
	200
	200
	>200
	>200

	AC2
	200
	>200
	>200
	>200
	200
	200
	>200
	>200
	200
	>200
	>200
	>200

	AG
	200
	>200
	>200
	>200
	200
	200
	200
	>200
	200
	100
	>200
	>200

	AGD
	200
	>200
	>200
	>200
	200
	200
	200
	>200
	200
	100
	>200
	>200

	AGE
	200
	200
	>200
	200
	>200
	200
	200
	>200
	200
	200
	>200
	200

	AGW
	200
	>200
	>200
	>200
	>200
	>200
	>200
	>200
	>200
	>200
	>200
	>200

	AG1
	200
	200
	>200
	>200
	>200
	>200
	>200
	>200
	>200
	>200
	>200
	>200

	AG2
	200
	>200
	>200
	>200
	200
	>200
	>200
	>200
	200
	>200
	>200
	>200

	AG12
	200
	200
	>200
	>200
	>200
	>200
	200
	>200
	>200
	>200
	>200
	>200

	AG8
	200
	>200
	>200
	>200
	>200
	>200
	>200
	>200
	>200
	>200
	>200
	>200

	AG9
	200
	200
	>200
	>200
	>200
	>200
	50
	>200
	>200
	>200
	>200
	>200

	AG10
	200
	100
	200
	>200
	>200
	200
	>200
	>200
	>200
	>200
	>200
	>200

	AG14
	200
	>200
	>200
	>200
	>200
	>200
	100
	>200
	>200
	>200
	>200
	>200

	AG13
	200
	200
	>200
	>200
	>200
	>200
	100
	>200
	>200
	>200
	>200
	>200

	AG16
	200
	>200
	>200
	>200
	>200
	>200
	>200
	>200
	>200
	>200
	>200
	>200

	AG15
	200
	100
	200
	>200
	>200
	>200
	100
	>200
	>200
	>200
	>200
	>200

	AG17
	200
	>200
	>200
	200
	>200
	200
	100
	>200
	>200
	>200
	>200
	>200


E. coli (E.c), P. aeruginosa (P.a), B. subtillis (B.s), S. aureus (S.a), A.s niger (A.n), F. oxysporum (F.o), C. albicans (C.a), S. cerevisiae (S.c), P. infestans (P.i), P. fuligena (P.f) và C. phomoides (C.p)
[bookmark: _Toc242454366]4.5.3. Kết quả đánh giá hoạt tính bảo vệ tế bào gan
Sau khi hoàn thành quy trình chiết xuất và phân lập, 18 hợp chất sạch từ loài A. geophilum (bao gồm các flavonoid glycoside, alkaloid và chalcone mới): Chalcononaringenin 2′,4-di-O-β-D-glucopyranoside (AG1), asageoside (AG2), naringenin (AG3), naringenin 5-O-β-D-glucopyranoside (AG4), naringenin 7-O-β-D-glucopyranoside (AG5), naringenin 5,7-di-O-β-D-glucopyranoside (AG6), vitexin (AG7), isorhamnetin 3-O-β-D-glucopyranoside (AG8), isorhamnetin 3-O-[α-rhamnopyranosyl-(1→6)-β-D-glucopyranoside] (AG9), cacticin (AG10), kaempferol (AG11), kaempferol 3-O-α-L-rhamnopyranosyl-(1→6)-β-D-galactopyranoside (AG12), luteoside (AG13), kaempferol 3-O-(2,6-di-α-L-rhamnopyranosyl)-β-D-galactopyranoside (AG14), alangiflavoside (AG15), quercetin 3-O-α-L-rhamnopyranosyl-(1→2)-[α-L-rhamnopyranosyl-(1→6)]-β-D-galactopyranoside (AG16), quercetin 3-O-α-L-rhamnopyranosyl-(1→2)-[α-L-rhamnopyranosyl-(1→6)]-β-D-galactopyranosyl-7-O-β-D-glucopyranoside (AG17) và aureusidin 4,6-di-O-glucoside (AG18) đã được lựa chọn để đánh giá hoạt tính bảo vệ gan trên mô hình HepG2 bị gây tổn thương. Kết quả khảo sát khả năng bảo vệ và phục hồi tỷ lệ sống của tế bào HepG2 dưới tác động của các hợp chất được thể hiện chi tiết tại hình 4.27. Việc ứng dụng mô hình HepG2 và ưu tiên thử nghiệm trực tiếp trên các hợp chất tinh khiết thay vì các phân đoạn cao chiết thô xuất phát từ những lập luận khoa học sau:
Thứ nhất, các bệnh lý tổn thương gan mạn tính, xơ gan và suy giảm chức năng gan đang có xu hướng gia tăng mạnh tại Việt Nam, đặt ra yêu cầu cấp thiết về việc tìm kiếm các hoạt chất bảo vệ gan an toàn từ tự nhiên. Do đó, việc sàng lọc khả năng phục hồi và duy trì tỷ lệ sống của tế bào HepG2 trước các tác nhân gây độc mang ý nghĩa quan trọng, mở ra hướng phát triển các sản phẩm hỗ trợ và điều trị bệnh lý về gan từ nguồn dược liệu trong nước.
Thứ hai, nhiều công bố trước đây khẳng định nhóm hợp chất flavonoid và dẫn chất phenol (các thành phần chủ chốt trong loài A. geophilum) sở hữu tiềm năng chống oxy hóa mạnh mẽ, có khả năng trung hòa gốc tự do và ức chế các con đường tín hiệu gây viêm dẫn đến chết tế bào gan. Vì vậy, sử dụng dòng HepG2 làm mô hình sàng lọc là lựa chọn tối ưu nhằm kiểm chứng một cách khách quan và chính xác giả thuyết về hiệu quả bảo vệ tế bào của các nhóm chất này.
Thứ ba, thử nghiệm trên 18 hợp chất sạch giúp loại bỏ hoàn toàn các yếu tố nhiễu thường gặp ở cao chiết thô, chẳng hạn như hiện tượng tương tác đối kháng giữa các thành phần hoặc độc tính không đặc hiệu từ tạp chất. Cách tiếp cận này không chỉ đảm bảo tính đơn giá và độ tin cậy cao cho dữ liệu sinh học, mà còn cho phép phân tích một cách hệ thống mối quan hệ giữa cấu trúc hóa học cụ thể với hiệu quả bảo vệ tế bào gan của từng hợp chất đích.


[bookmark: _Toc167608442][bookmark: _Toc221486318]Hình 4.27. Kết quả đánh giá hoạt tính gây độc tế bào gan HepG2
Để đánh giá khả năng bảo vệ gan của các hợp chất phân lập được, nghiên cứu sử dụng mô hình thực nghiệm trên dòng tế bào HepG2. Đây là dòng tế bào ung thư biểu mô gan người nhưng vẫn giữ được các đặc tính chức năng và sự phân cực tương tự như tế bào gan người bình thường, do đó được chấp nhận rộng rãi như một mô hình tiêu chuẩn in vitro để sàng lọc các chất có hoạt tính bảo vệ gan. Trong thử nghiệm này, CCl4 (carbon tetrachloride) ở nồng độ 40 mM được sử dụng làm tác nhân gây độc, kích hoạt quá trình peroxy hóa lipid và phá hủy màng tế bào. quercetin, một hoạt chất flavonoid nổi tiếng với khả năng chống oxy hóa và bảo vệ gan, được sử dụng làm chất đối chứng dương [138].
Kết quả sàng lọc sơ bộ tại nồng độ 100 µg/ml cho thấy, trong khi đa số các hợp chất thử nghiệm không thể hiện khả năng bảo vệ hoặc bảo vệ yếu trước độc tính của CCl4, thì hai hợp chất flavonoid là kaempferol (AG11) và quercetin 3-O-glycoside (AG16) lại thể hiện hoạt tính bảo vệ tế bào tốt. Cụ thể, hợp chất AG11 giúp duy trì tỷ lệ tế bào sống sót lên tới 80,2 ± 6,1%, trong khi hợp chất AG16 đạt tỷ lệ 54,5 ± 4,0%.
Để xác định chính xác hiệu lực tác dụng, hai hợp chất tiềm năng này tiếp tục được đánh giá tại các dải nồng độ thấp hơn (20,0; 4,0 và 0,8 µg/ml) để xác định giá trị IC50 (nồng độ ức chế 50% sự hủy hoại tế bào). Kết quả định lượng cho thấy:
Hợp chất AG11 thể hiện hoạt tính bảo vệ mạnh với giá trị IC50 là 13,4 ± 1,2 µg/ml. Kết quả này cho thấy AG11 có khả năng ngăn chặn tổn thương do CCl4 ở nồng độ thấp. Khi so sánh về mặt cấu trúc, AG11 là một flavonoid dạng aglycone (không chứa đường). Sự vắng mặt của các nhóm thế đường cồng kềnh có thể đã giúp phân tử này dễ dàng thâm nhập qua màng tế bào để phát huy tác dụng dọn dẹp gốc tự do sinh ra từ CCl4.
Hợp chất AG16 thể hiện hoạt tính ở mức độ trung bình với giá trị IC50 là 73,6 ± 9,1 µg/ml. So với AG11, hoạt tính của AG16 thấp hơn khoảng 5,5 lần. Điều này có thể được lý giải dựa trên cấu trúc hóa học: AG16 là một dạng glycoside của quercetin với mạch đường phức tạp (rhamnopyranosyl-galactopyranoside). Kích thước phân tử lớn và độ phân cực cao do các nhóm đường có thể đã làm hạn chế khả năng hấp thu vào tế bào hoặc che lấp các nhóm hydroxyl (-OH) tự do quan trọng đối với hoạt tính chống oxy hóa.
Tóm lại, kết quả nghiên cứu đã xác định được kaempferol (AG11) là thành phần có hoạt tính bảo vệ gan tốt nhất trong số các chất phân lập từ A. geophilum, với hiệu lực mạnh và tiềm năng ứng dụng cao trong việc phòng ngừa các tổn thương gan do hóa chất.
[bookmark: _Toc242454367]4.5.4. Sàng lọc in silico các chất ức chế tiềm năng protein Janus kinase 2 (JAK2)
Dựa trên các kết quả thực nghiệm khả quan về hoạt tính bảo vệ tế bào gan, kháng viêm và chống oxy hóa, nghiên cứu tiếp tục ứng dụng phương pháp mô phỏng máy tính (in silico) trên protein JAK2 nhằm làm rõ cơ chế tác dụng ở cấp độ phân tử. Lựa chọn này xuất phát từ vai trò cốt lõi của con đường tín hiệu JAK2/STAT3, một trục giao thoa phân tử quan trọng điều hòa cả phản ứng viêm mạn tính, quá trình stress oxy hóa và sự tăng sinh ác tính tại gan. Việc ức chế hoạt tính của JAK2 không chỉ giúp phong tỏa các cytokine pro-inflammatory để giảm viêm, giảm xơ hóa, mà còn hỗ trợ phục hồi hệ thống enzyme chống oxy hóa nội sinh, từ đó bảo vệ tế bào gan trước các tổn thương tiến triển. Vì vậy, việc đánh giá ái lực và cấu hình liên kết của 18 hợp chất sạch phân lập từ A. geophilum với JAK2 là bước sàng lọc then chốt, giúp chứng minh giả thuyết về cơ chế tác động đa đích và tìm kiếm các ứng viên ức chế tiềm năng có giá trị ứng dụng cao [138-142].
4.5.4.1. Kết quả mô phỏng lắp ghép phân tử (Molecular Docking)
Trong nghiên cứu này, dữ liệu cấu trúc của 18 hợp chất tự nhiên phân lập từ loài Asarum geophilum đã được đưa vào mô phỏng lắp ghép thành công vào vùng hoạt động (active site) của protein Janus kinase 2 (JAK2). Các kết quả chi tiết về năng lượng liên kết và tương tác được trình bày tại Bảng 4.30 và Hình 4.28.
[bookmark: _Toc242454279]Bảng 4.30. Ái lực liên kết ước tính, lực kéo trung bình và công trung bình của các hợp chất tiềm năng
	Ký hiệu
	Ái lực liên kết (kcal/mol)
	Lực trung bình 
(pN)
	Công trung bình 
(kcal/mol)

	AG7
	-9,352
	955,7604
	124,1705556

	AG8
	-8,28
	619,4662
	77,64122222

	AG9
	-8,487
	847,1008
	104,3990111

	AG11
	-8,354
	678,827
	74,86662222

	AG12
	-8,831
	744,6531
	110,6683556

	AG13
	-8,988
	739,7753
	97,06063333

	AG14
	-8,787
	1028,032
	139,7223333

	AG16
	-8,927
	915,7578
	130,491

	AG18
	-9,521
	909,8828
	128,4872222



Kết quả tính toán cho thấy ái lực liên kết dự đoán của các phức hợp nằm trong khoảng từ -6,63 đến -9,521 kcal/mol, với giá trị trung bình là -8,209 kcal/mol. Dựa trên tiêu chí lựa chọn các hợp chất có ái lực liên kết tốt nhất (giá trị năng lượng tự do ΔGdock < -8,0 kcal/mol), 09 hợp chất tiềm năng nhất đã được xác định để tiếp tục nghiên cứu sâu hơn, bao gồm: AG7 (Vitexin), AG8 (Isorhamnetin 3-O-β-D-glucopyranoside), AG9 (Isorhamnetin 3-O-[α-rhamnopyranosyl-(1→6)-β-D-glucopyranoside]), AG11 (Kaempferol), AG12 (Kaempferol 3-O-α-L-rhamnopyranosyl-(1→6)-β-D-galactopyranoside), AG13 (Luteoside), AG14 (Kaempferol 3-O-(2,6-di-α-L-rhamnopyranosyl)-β-D-galactopyranoside, AG16 (Quercetin 3-O-α-L-rhamnopyranosyl-(1→2)-[α-L-rhamnopyranosyl-(1→6)]-β-D-galactopyranosyl-7-O-β-D-glucopyranoside) và AG18 (Aureusidin 4,6-di-O-glucoside)
Sau bước sàng lọc docking, một nghiên cứu về sự thay đổi hình dạng không gian của các hợp chất dẫn đường này đã được tiến hành thông qua mô phỏng động lực học phân tử (Molecular Dynamics - MD) nhằm đánh giá độ bền vững của các tương tác với các gốc acid amin trong túi gắn kết của JAK2.
Hình 4.29 minh họa chi tiết các tương tác của 09 hợp chất tiềm năng với protein JAK2 ở hai trạng thái: sau khi lắp ghép (docked pose) và sau khi tinh chỉnh bằng động lực học phân tử (MD-refined pose). Quá trình chuyển từ môi trường dung môi ngầm định (trong docking) sang dung môi hiển thị (trong MD) đã giúp tinh chỉnh cấu trúc phức hợp, làm bộc lộ các liên kết bền vững hơn:
Phức hợp AG7 - JAK2: Duy trì liên kết hydro ổn định với các gốc acid amin quan trọng gồm Ser936, Lys857 và Asp994. Ngoài ra, gốc Asn981 cũng tham gia tạo liên kết hydro mới với phân tử phối tử.
Phức hợp AG8 - JAK2: Flavonoid này duy trì tương tác liên kết hydro bền vững giữa nhóm hydroxyl tại vị trí C-7 và gốc Leu932 trong suốt quá trình mô phỏng. Bên cạnh đó, AG8 còn hình thành liên kết với Leu855.
Phức hợp AG9 - JAK2: Nhóm hydroxyl tại vị trí C-4' của AG9 thiết lập liên kết hydro với gốc Asn981. Tương tự như AG8, hợp chất này cũng tương tác tốt với Leu932 và Leu855.
Phức hợp AG11 và AG12 - JAK2: Mặc dù không ghi nhận liên kết hydro trong trạng thái docking ban đầu, nhưng sau quá trình mô phỏng MD trong môi trường sinh lý ảo, các liên kết hydro quan trọng đã được hình thành. Cụ thể: AG11 tạo 03 liên kết hydro với Leu932, Leu855 và Asp994. AG12 thiết lập liên kết với Asp994, Ser936 và Lys857.
Phức hợp AG13 - JAK2: Duy trì trạng thái ổn định với 03 liên kết hydro với các acid amin thiết yếu là Lys857, Pro933 và Arg980.
Phức hợp AG14 - JAK2: Nhóm hydroxyl tại vị trí C-3' trên vòng C của phân tử giúp ổn định cấu trúc thông qua liên kết hydro với Asn981.
Phức hợp AG16 - JAK2: Hình thành mạng lưới liên kết hydro với Leu932, Asp939, Asp994 và Gly861; trong đó tương tác với Asp939 được đánh giá là đặc biệt ổn định.
Phức hợp AG18 - JAK2: Trong giai đoạn cuối của quỹ đạo mô phỏng MD, hợp chất này thiết lập liên kết hydro với hàng loạt gốc acid amin như Glu1015, Asn859, Asp976, Asn981, Phe860, Lys882 và Asp994.
	Docked pose
	MD-refined pose
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[bookmark: _Toc221486319][bookmark: _Toc167608443]Hình 4.28. Sơ đồ tương tác 2D của cấu trúc MD được gắn với các hợp chất tiềm năng trong vùng hoạt động của protein JAK2
Tóm lại, sự hình thành và duy trì các liên kết hydro với các acid amin chìa khóa (key residues) trong vùng ức chế của JAK2 (như Leu855, Gly856, Lys857, Val863, Ala880, Met929, Glu930, Tyr931, Leu932, Arg980, Asn981, Leu983, Gly993 và Asp994) là cơ sở vững chắc để khẳng định tiềm năng ức chế enzym của các hợp chất này.
4.5.4.2. Kết quả tính toán năng lượng tự do liên kết (LIE) và đánh giá tiềm năng
Dựa trên phương pháp kết hợp giữa mô phỏng kéo phối tử (FPL) và mô hình năng lượng tương tác tuyến tính (LIE) đã được tối ưu hóa (với hệ số tương quan R = 0,82 so với thực nghiệm), các giá trị năng lượng tự do liên kết (ΔGLIE) của 09 hợp chất dẫn đường đã được xác định và trình bày tại bảng 4.31.
[bookmark: _Toc167608410][bookmark: _Toc242454280]Bảng 4.31. Sự khác biệt về năng lượng tương tác trung bình (kcal-1.mol-1) đối với mỗi phối tử với môi trường xung quanh giữa trạng thái liên kết và trạng thái tự do, cùng với LIE được tính toán của chúng.
	Ký hiệu
	ΔEcoub-f
(kcal/mol)
	ΔEvdWb-f
(kcal/mol)
	ΔGSASA (kcal/mol)
	ΔGLIE
(kcal/mol)

	AG7
	13,44 ± 10,65
	-19,79 ± 8,34
	-6,15 ± 0,14
	-13,96 ± 2,02

	AG8
	-6,93 ± 7,32
	-19,14 ± 2,35
	-6,51 ± 0,14
	-13,86 ± 1,09

	AG9
	-4,89 ± 6,81
	-25,52 ± 4,85
	-7,22 ± 0,16
	-17,31 ± 0,96

	AG11
	4,37 ± 6,92
	-14,18 ± 1,78
	-4,76 ± 0,11
	-8,35 ± 0,87

	AG12
	3,38 ± 6,79
	-26,54 ± 3,27
	-6,80 ± 0,44
	-16,70 ± 1,87

	AG13
	13,06 ± 8,40
	-22,91 ± 5,32
	-7,64 ± 0,24
	-18,90 ± 1,81

	AG14
	-2,29 ± 8,87
	-27,98 ± 2,20
	-8,55 ± 0,21
	-21,78 ± 1,25

	AG16
	12,67 ± 10,13
	-25,70 ± 2,47
	-7,57 ± 0,12
	-19,23 ± 0,99

	AG18
	-1,77 ± 10,26
	-22,26 ± 2,09
	-7,22 ± 0,05
	-16,81 ± 0,93



Kết quả cho thấy các giá trị ΔGLIE nằm trong khoảng từ -8,345 đến -21,7751 kcal/mol. Trong đó, hợp chất AG14 nổi bật lên là ứng viên có ái lực liên kết mạnh nhất với protein JAK2, đạt giá trị ΔGLIE = -21,7751 kcal/mol. Các thông số về lực kéo và công trung bình của hợp chất này cũng cao hơn đáng kể so với các ứng viên khác (xem Bảng 38), phản ánh khả năng liên kết chặt chẽ và khó bị tách rời khỏi túi gắn kết của protein.
Đáng chú ý, khi so sánh với các chất ức chế JAK2 chuẩn đã biết, giá trị ΔGLIE của 09 hợp chất này cho thấy ái lực liên kết mạnh hơn đáng kể. Điều này gợi mở rằng nhóm hợp chất flavonoid glycoside từ A. geophilum, đặc biệt là AG14, AG18 và AG7, là những cấu trúc đầy hứa hẹn để phát triển thành các tác nhân chống viêm và chống ung thư mới thông qua cơ chế ức chế JAK2.
[bookmark: _Hlk194068274]Tóm lại, kết quả nghiên cứu sàng lọc thực ảo (in silico) trên protein đích JAK2 đã cung cấp bằng chứng phân tử quan trọng, góp phần làm sáng tỏ cơ chế gây độc tế bào ung thư gan (HepG2) của các hợp chất phân lập từ A. geophilum. Thông qua mô phỏng docking và động lực học phân tử, nghiên cứu đã xác định được 09 hợp chất triển vọng (trong đó nổi bật nhất là AG14, AG18 và AG7) sở hữu ái lực liên kết mạnh và khả năng tương tác bền vững với vùng hoạt động của enzym JAK2 thông qua các liên kết hydro đặc hiệu. Đặc biệt, sự tương đồng cao giữa kết quả mô phỏng và số liệu thực nghiệm (đối với AG11 và AG16) đã củng cố giả thuyết rằng hoạt tính kháng ung thư của nhóm flavonoid glycoside này được thực hiện thông qua cơ chế ức chế con đường tín hiệu JAK2. Những dữ liệu này tạo tiền đề khoa học vững chắc để định hướng phát triển các thuốc điều trị ung thư tiềm năng có nguồn gốc từ loài A. geophilum.











[bookmark: _Toc242454368]KẾT LUẬN
[bookmark: _Hlk223374984]Luận án đã thực hiện nghiên cứu một cách hệ thống về thành phần hóa học và hoạt tính sinh học của 03 loài thuộc chi Asarum tại Việt Nam: A. cordifolium, A. yentuense, và A. geophilum. Các kết quả chính đạt được như sau:
1. Về thành phần hóa học các chất sạch phân lập được: Bằng việc kết hợp các phương pháp sắc ký và các kỹ thuật phổ hiện đại (NMR 1D, 2D, MS), đã phân lập và xác định được cấu trúc của 34 hợp chất (có 06 hợp chất trùng) từ phần trên mặt đất của 03 loài nghiên cứu:
Từ loài A.cordifolium: Phân lập và xác định cấu trúc được 08 hợp chất, chủ yếu thuộc nhóm flavonoid và terpenoid. 
Từ loài A. geophilum: Phân lập và xác định cấu trúc được 18 hợp chất. Đáng chú ý, đã phát hiện 02 hợp chất mới là chalcononaringenin 2′,4-di-O-β-D-glucopyranoside (AG1) và asageoside (AG2). 
Từ loài A. yentuense: Phân lập và xác định cấu trúc được 08 hợp chất, với thành phần chính là flavonoid
2. Về thành phần hóa học tinh dầu: Đã xác định thành phần hóa học tinh dầu của 03 loài: A. cordifolium, A. yentuense và A. geophilum, trong đó lần đầu tiên công bố dữ liệu về tinh dầu của loài A. yentuense. Trong đó, α-pinene, β-pinene và (E)-nerolidol có mặt ở cả 3 loài. Ngoài ra, có sự khác biệt đặc trưng:
Loài A. geophilum: Ưu thế thuộc về nhóm sesquiterpene, với các thành phần chính là 9-epi-(E)-caryophyllene và eudesm-7(11)-en-4-ol.
Loài A. yentuense: Thành phần chính là elemicin (77,20%).
Loài A. cordifolium: Thành phần chính là safrole (64,74%).
3. Về hoạt tính sinh học:
Đối với hoạt tính của tinh dầu:
Kháng khuẩn, kháng nấm: Cả 3 loại tinh dầu đều thể hiện hoạt tính ức chế tốt (MIC 100-200 µg/ml) trên các chủng kiểm định như E. coli, S. aureus, C. albicans.
Kháng oxy hóa: Tinh dầu A. geophilum có hoạt tính mạnh nhất (SC50 = 28,57 µg/ml), tiếp đến là A. cordifolium.
Kháng viêm: Tinh dầu A. geophilum thể hiện hoạt tính kháng viêm tốt nhất (IC50 = 40,35 µg/ml) thông qua ức chế mạnh sự sản sinh NO.
Các hợp chất flavonol glycoside (chất AG3, AG4, AG8, AG9) thể hiện hoạt tính kháng khuẩn mạnh (MIC 50-200 µg/ml) trên nhiều chủng vi khuẩn và nấm. Đặc biệt, hợp chất AG3 ức chế tốt Vibrio cholerae và Cryptococcus neoforman (MIC 16-32 µg/ml).
Bảo vệ gan: Kaempferol và quercetin glycoside (AG17) thể hiện hoạt tính bảo vệ tế bào gan tốt với giá trị IC50 lần lượt là 13,4 và 73,6 µg/ml.
Kết quả mô phỏng kết nối phân tử (Molecular Docking): Nghiên cứu in silico trên protein đích JAK2 cho thấy: Hợp chất AG14 có ái lực liên kết mạnh nhất (ΔGLIE = -21,7751 kcal/mol), ưu thế hơn so với các chất ức chế tham chiếu. Kết quả này gợi mở tiềm năng ứng dụng của các hợp chất từ chi Asarum trong việc phát triển các thuốc chống viêm và hỗ trợ điều trị ung thư mới.



KIẾN NGHỊ
[bookmark: _Hlk223375041]Từ các kết quả khả quan về thành phần hóa học và hoạt tính sinh học, luận án đề xuất nghiên cứu sâu hơn trong tương lai:
Tiếp tục nghiên cứu chuyên sâu: Cần mở rộng nghiên cứu về cơ chế tác dụng ở mức phân tử (molecular mechanism) của các hợp chất tiềm năng đã phân lập được.








[bookmark: _Hlk194068364]






[bookmark: _Toc242454369]
CÁC CÔNG TRÌNH ĐÃ CÔNG BỐ LIÊN QUAN ĐẾN LUẬN ÁN

1. Pham Thi Hong Minh, Do Tien Lam, Nguyen Thuong Tuan, Nguyen Thi Hong Van, Pham Minh Quan, Vu Thi Thu Le, Pham Thi Thanh Huong, Nguyen Huy Hoang, Pham Van Kiem, Nguyen Xuan Nhiem. Chemical constituents of Asarum geophilum and their hepatoprotective effects, Phytochemistry Letters, 2022, 51, 46-49. https://doi.org/10.1016/j.phytol.2022.07.003 (SCIE, Q2)
2. Pham Thi Hong Minh, Nguyen Thuong Tuan, Nguyen Thi Hong Van, Hoang Thi Bich, Do Tien Lam. Chemical composition and biological activities of essential oil of four Asarum species growing in Vietnam, Molecules, 2023, 28, 2580. http://doi.org/10.3390/molecules28062580 (SCIE, Q1)
3. Do Tien Lam, Nguyen Thuong Tuan, Nguyen Anh Hung, Pham Minh Quan, Pham Thi Hong Minh. Computational Estimation of Compounds Isolated from Asarum geophilum as Potential Inhibitors of Janus Kinase 2 (JAK2) Protein, Tropical Journal of Natural Product Research, 2025, 9(8):3513-3522. https://doi.org/10.26538/tjnpr/v9i8.9. (Scopus, Q3)
4. Nguyen Thuong Tuan, Pham Thi Hong Minh, Hoang Thi Bich, Nguyen Thi Hong Van, Ta Thi Thu Thuy, Do Tien Lam. Antimicrobial flavonol glycosides from Asarum geophilum. Bulletin of the Chemical Society of Ethiopia, 2026, 40(8), 1609-1619. https://dx.doi.org/10.4314/bcse.v40i8.2 (SCIE, Q3).
5. Phạm Thị Hồng Minh, Lê Văn Đạt, Nguyễn Lệ Quân, Thi Văn Duy, Nguyễn Thương Tuấn, Đỗ Tiến Lâm. Hoạt tính kháng viêm và kháng vi sinh vật in vitro của các cặn chiết cây Tế tân lá hình tim (Asarum cordifolium), TNU Journal of Science and Technology, 2022, 227(11), 120-126. https://doi.org/10.34238/tnu-jst.5743






[bookmark: _Toc167024059][bookmark: _Toc242454370]TÀI LIỆU THAM KHẢO
[bookmark: ZOTERO_BREF_dsCheCjemgCB][1]	Kopyt’ko Ya. F., Shchurevich N. N., Sokol’skaya T. A., Markaryan A. A., Dargaeva T. D., 2013, Uses, Chemical Composition, and Standardization of Plant Raw Material and Medicinal Substances from Plants of the Genus Asarum L, Pharm. Chem. J, 47 (3), pp. 157-168. doi:10.1007/s11094-013-0917-2.
[2]	Antsyshkina A. M., Ars Yu V., Bokov D. O., Pozdnyakova N. A., Prostodusheva T. V., Zaichikova S. G., 2020, The Genus Asarum L.: A Phytochemical and Ethnopharmacological Review, Syst. Rev. Pharm, 11 (05), pp. 472-502. doi:10.31838/srp.2020.5.66.
[3]	Chi V. V., 2014, Dictionary of Medicinal Plants, Medical Publishing House, vol I, pp. 161, 162, 1089; vol II, p. 794.
[4]	Ho P. H., 2003, An Illustrated Flora of Vietnam, Tre Publishing House, Ho Chi Minh City, vol I, p. 305. 
[5]	Loi D. T., 2000, Medicinal Plants and Remedies of Vietnam, Medical Publishing House, pp. 416, 566, 751.
[6]	Hoi T. M., 2004, Chemical composition of the essential oil of Asarum caudigerum Hance in Huong Son (Ha Tinh), Journal of Biology, 26 (4), pp. 63-64.
[7]	Tuan N. A., Thai T. H., Wang J.-C., và Lu C.-T., 2012, A new record of species Asarum yunnanense T. Sugaw., Ogisu & C. Y. Cheng (Aristolochiaceae) for the flora of Vietnam, Acad. J. Biol, 34(4), pp. 441-445. doi: 10.15625/0866-7160/v34n4.2719.
[8]	Tuan N. A., Quang B. H., Hung N. Q., Sasamoto A., 2017, Asarum yentuense sp. nov. (Aristolochiaceae) from Vietnam, Nord. J. Bot, 36(3), pp. 1-6. doi: njb-01586. 10.1111/njb.01586.
[9]	Drew A. K., Whyte I. M., Bensoussan A., Dawson A. H., Zhu X., Myers S. P., 2002 , Chinese herbal medicine toxicology database: monograph on Herba Asari, ‘xi xin’”, J. Toxicol. Clin. Toxicol, 40(2), pp. 169-172. doi: 10.1081/clt-120004405.
[10]	Yang C.Q., Sun P.Y., Ding D. Z., Moriuchi H., Ishitsuka Y., Irikura M. and Irie T., 2010, The ethical Kampo formulation Sho-seiryu-to (TJ-19) prevents bleomycin-induced pulmonary fibrosis in rats, Biol. Pharm. Bull, 33(8), pp. 1438-1442. doi:10.1248/bpb.33.1438.
[11]	Ikeda.Y.., 1998, Anti-inflammatory effects of mao-bushi-saishin-to in mice and rats, Am. J. Chin. Med., 26(2), pp. 171-179. doi: 10.1142/S0192415X98000221.
[12]	Y Tu., Sun W., Wan Y. G., Gao K., Liu H. Yu B. Y., Hu H., Huang Y. R., 2014, Dahuang Fuzi Decoction ameliorates tubular epithelial apoptosis and renal damage via inhibiting TGF-β1-JNK signaling pathway activation in vivo, J. Ethnopharmacol, 156, pp. 115-124. doi: 10.1016/j.jep.2014.08.035.
[13]	Zheng C. S., Xu X. J., Ye H. Z., Wu G. W., Li X. H., Huang S. P., Liu X. X., 2013, Computational approaches for exploring the potential synergy and polypharmacology of Duhuo Jisheng Decoction in the therapy of osteoarthritis, Mol. Med. Rep., 7(6), pp. 1812-1818. doi: 10.3892/mmr.2013.1411.
[14]	Kim H. M., Lee Y. H., Chae H J., Kim H. R., Baek S. H., Lim K. S. and Hwang C. Y., 1999, Shini-san inhibits mast cell-dependent immediate-type allergic reactions, Am. J. Chin. Med., 27(03n04), pp. 377-386. doi: 10.1142/S0192415X99000434.
[15]	Zhang M., Ren Y., Song C. S, Zhao F. Z., Hu D. B., Guo J., Yan C. W., Dai X., Yang J. D. and Shun H. X., 2003, Effect and mechanism of bishudiwan (BSDW) against allergy, China Journal of Chinese Materia Medica, 28 (6), pp. 540–544.
[16]	Zhang R., Yu Y., Du J.-r., Liu J., Zhang J., Wei T., Li X., Li J., Long R., 2005, Influence of Xinqin tablets on guinea-pig nasal hypersensitivity, Zhongguo Zhong Yao Za Zhi Zhongguo Zhongyao Zazhi China J. Chin. Mater. Medica, 30(10), pp. 785-788.
[17]	Kim Y., So H. S., Youn M. J., Kim E. S., Song M., S., Chai K. Y., Woo W. H., Cho K. H., Moon B., S., Park R., 2007, Anti-inflammatory effect of So-Pung-Tang, a Korean traditional prescription for cerebral infarction patients, J. Ethnopharmacol., 114(3), pp. 425-431. doi: 10.1016/j.jep..08.041.
[18]	Suvitayavat W., Tunglert S., Thirawarapan S. S., N Bunyapraphatsara., 2005, Effects of Ya-hom on blood pressure in rats, J. Ethnopharmacol., 97(3), pp. 503.508. doi: 10.1016/j.jep.2004.12.004.
[19]	Suvitayavat W., Tunlert S., Thirawarapan S. S., Kitpati C., Bunyapraphatsara N., 2005, Actions of Ya-hom, a herbal drug combination, on isolated rat aortic ring and atrial contractions, Phytomedicine Int. J. Phytother. Phytopharm., 12(8), pp. 561-569. doi: 10.1016/j.phymed.2004.03.014.
[20]	Yang S. H., C Yu.-L., Chen Y.-L., Chiao S.-L., Chen M.-L., 2010, Traditional Chinese medicine, Xin-yi-san, reduces nasal symptoms of patients with perennial allergic rhinitis by its diverse immunomodulatory effects, Int. Immunopharmacol., 10(8), pp. 951-958. doi: 10.1016/j.intimp.2010.05.008.
[21]	Yen M. H., Lee J. J., The C. F., Wang K. C., Chiang Y. W., Chiang L. C., Chang J. S., 2014, Yakammaoto inhibited human coxsackievirus B4 (CVB4)-induced airway and renal tubular injuries by preventing viral attachment, internalization, and replication, J. Ethnopharmacol., 151(3), pp. 1056-1063. doi: 10.1016/j.jep.2013.11.049.
[22]	Shi K., Wu W., Liu L., Wang H., Chen D. Liu C., Zhang C., 2017, Optimization of acupoint application scheme in the treatment of bronchial asthma based on the orthogonal design method, Zhongguo Zhen Jiu Chin. Acupunct. Moxibustion, 37(6), pp. 571-575. doi: 10.13703/j.0255-2930.2017.06.001.
[23]	Futamura-Masuda M.,  Yokota-Honda M., Anraku T., Nakanishi K., Murata K., Shinada T., Matsuda H., 2016, Effect of Asiasarum Root Extract and Its Constituents on Interleukin-1β-Stimulated Matrix Metalloproteinase-1 Secretion from Human Gingival Fibroblasts, Biol. Pharm. Bull., 39(50, pp. 823-831. doi: 10.1248/bpb.b15-01000.
[24]	Chinese Pharmacopoeia Commission (Eds.), 2005, Pharmacopoeia of the People’s Republic of China , Vol. I.  Beijing: People’s Medical Publishing House, pp.201.
[25]	Chinese Pharmacopoeia Commission, 2020, Pharmacopocia of People’s Republic of China. Bijing: China Medical Science and Technology Press, pp. 240-242.
[26]	Government of India. Ministry of Health & Family, 2008, The Ayurvedic Pharmacopoeia of India, Part I, Vol. VI, New Deldi, , pp. 492.
[27]	The Ministry of Health, Labour and Welfare, 2016, The Japanese Pharmacopoeia, (JP XVII), 2643p.
[28]	South Korea’s Ministry of Food and Drug Safety, 2018, The Korean Pharmacopoeia.
[29]	Ministry of Health and Welfare, Taiwan,  2016, Taiwan Herbal Pharmacopeia, 2-ed. Engl. Version., pp. 36-37.
[30]	Ministry of Health of the Russian, 2018, Federation State Pharmacopoeia of the Russian Federation, XIV edition, vol. IV, pp.6762-6765.
[31]	Nitzsche D., M Melzig. F., and Arlt V. M., 2013, Evaluation of the cytotoxicity and genotoxicity of aristolochic acid I - a component of Aristolochiaceae plant extracts used in homeopathy, Environ. Toxicol. Pharmacol., 35(2), pp. 325-334. doi: 10.1016/j.etap.2013.01.007.
[32]	Liu H. and C. Wang, 2022, The genus Asarum: A review on phytochemistry, ethnopharmacology, toxicology and pharmacokinetics”, J. Ethnopharmacol, 282 , pp. 114642. doi: 10.1016/j.jep.2021.114642.
[33]	Thai T. H., Bazzali O., Hoi T. M., Tuane N. A., Tomi F., Casanova J., Bighelli A., 2013, Chemical composition of the essential oils from two Vietnamese Asarum species: A. glabrum and A. cordifolium, Nat. Prod. Commun., 8(2), pp. 235-238. doi:10.1177/1934578X1300800227.
[34]	Thai T. H., Hien N. T., Minh Đ. T. và Tuan N. T., 2010, Chemical composition of the essential oil of Asarum glabrum Merr. in Ha Giang, Vietnam, Journal of Biology, 32(1), pp. 94–96. doi: 10.15625/0866-7160/v32n1.660.
[35]	Thai T. H., Hien N. T., Hoi T. M., Tuan N. A., Dat N. T. và Hai N. T., 2013, Chemical composition of the essential oils of several species of the genus Asarum L. in Vietnam, Journal of Biology, 35(1), pp. 55–60. doi:10.15625/0866-7160/v35n1.2938. 
[36]	Thai T. H., Hien N. T., Thuy D. T. T., Tuyen T. T.và Van P. T. T., 2022, Chemical composition of the essential oil from the leaves and rhizomes of Asarum geophilum Merr. in Cao Bang, TNU J. Sci. Technol., 227(14), pp. 260-265. doi: 10.34238/tnu-jst.6393.
[37]	Jing Y., Zhang Y. F., Shang M. Y., Liu G. X., Li Y. L., Wang X. and Cai S. Q., 2017, Chemical Constituents from the Roots and Rhizomes of Asarum heterotropoides var. mandshuricum and the In Vitro Anti-Inflammatory Activity, Molecules, 22 (1), pp. 125. doi: 10.3390/molecules22010125.
[38]	Hashimoto K., Katsuhara T., Niitsu K., Ikeya Y., Okada M., and Mitsuhashi H., 1992, Two glycosides from roots of Asiasarum sieboldi, Phytochemistry, 31(7), pp. 2477-2480. doi: 10.1016/0031-9422(92)83303-G.
[39]	Zhang S. X., Tani T., Yamaji S., Ma C. M., Wang M. C., Cai S. Q., Zhao Y. Y., 2003, Glycosyl flavonoids from the roots and rhizomes of Asarum longerhizomatosum, J. Asian Nat. Prod. Res., 5(1), pp. 25-30. doi: 10.1080/1028602031000080423.
[40]	Wen H., Gao H. Y., Qi W., Xiao F., Wang L. L., Wang D., Yuan D., 2014, Simultaneous determination of twenty-two components in Asarum Radix et Rhizoma by ultra performance liquid chromatography coupled with quadrupole time-of-flight mass spectrometry, Planta Med., 80(18), pp. 1753–1762. doi: 10.1055/s-0034-1383296.
[41]	Iwashina T., J Kitajima., T Shiuchi., and Itou Y., 2005, Chalcones and other flavonoids from Asarum sensu lato (Aristolochiaceae), Biochem. Syst. Ecol., 33(6), pp. 571-584. doi: 10.1016/j.bse.2004.12.005.
[42]	Gracza L., 1967, On the active substances of Asarum europaeum. 8. Flavonoids, Planta Med., 15(2), pp. 187-193. doi: 10.1055/s-0028-1099971.
[43]	Tschurevitch N. N., Markarian A. A., 2010, Quantitative definition of the basic classes of biologically active substance from leaves and matrix tincture of Asarum europaeum by high performance liquid chromatography, RUDN J. Med., 4, pp. 516-518. https://journals.rudn.ru/medicine/article/view/2839.
[44]	Iwashina T. and Kitajima J, 2000, Chalcone and flavonol glycosides from Asarum canadense (Aristolochiaceae), Phytochemistry, 55(8), pp. 971-974. doi: 10.1016/S0031-9422(00)00216-8.
[45]	Saunders J. A. and McClure J. W, 1976, The distribution of flavonoids in chloroplasts of twenty five species of vascular plants, Phytochemistry, 15(5), pp. 809-810. doi: 10.1016/S0031-9422(00)94452-2.
[46]	Cai S. Q., Yu J., Wang X., Wang R. Q., Ran F. X. , Shang M. Y. , Cui J. R., Komatsu K., Namba T.,2008, Cytotoxic activity of some Asarum plants, Fitoterapia, 79(4), pp. 293–297. doi: 10.1016/j.fitote.2008.02.002.
[47]	Li C., Xu F., Cao C., Shang M. Y., Zhang C. Y., Yu J., Liu G. X., Wang X., Cai S. Q., 2013, Comparative analysis of two species of Asari Radix et Rhizoma by electronic nose, headspace GC-MS and chemometrics, J. Pharm. Biomed. Anal., 85, pp. 231-238. doi: 10.1016/j.jpba.2013.07.034.
[48]	Haque A. S. M. T., Moon J. N., Saravana P. S., Tilahun A., and Chun B.-S., 2016, Composition of Asarum heterotropoides var. mandshuricum radix oil from different extraction methods and activities against human body odor-producing bacteria, J. Food Drug Anal., 24(4), pp. 813-821. doi: 10.1016/j.jfda.2016.04.006.
[49]	Bate-Smith E. C., 1962, The phenolic constituents of plants and their taxonomic significance. I. Dicotyledons, Bot. J. Linn. Soc., 58(371), pp. 95-173. doi: 10.1111/j.1095-8339.1962.tb00890.x.
[50]	Shchurevich N. N., Dargaeva T. D., Markaryan A. A., Teryoshina N. S., Sokol’skaya T. A., and Kopyt’ko Ya. F., 2012, A study of phenolic compounds of Asarum europaeum homoeopathic matrix tincture, Bulletin of Buryat State University, 12, pp. 106-110.
[51]	Xie B., Shang M., X Wang., Cai S., and Lee K., 2011, A new aristolochic acid derivative from Asarum himalaicum, Yao Xue Xue Bao, 46(2), pp. 188-192.
[52]	J Lee., Lee Y. J., Oh S.-M., Yi J.-M., Kim N. S., and Bang O.-S., 2013, Bioactive compounds from the roots of Asiasarum heterotropoides, Mol. Basel Switz., 19(1), pp. 122-138. doi: 10.3390/molecules19010122.
[53]	K Wierzchowska-Renke., Tokarz H., and Skórkowska M., 1970, Studies of Asarum europaeum L. II. Preliminary studies of the content of volatile oil and L-ascorbic acid in Herba Asari cum radicibus obtained at the Gdańsk coastal region, Acta Pol. Pharm., 27(1), pp. 63–69.
[54]	Zhang L., Wang J., and Jiang C., 2004, Spectrophotomatric determination of antioxidative activity of extractives of Chinese traditional medicine by supercritical fluid CO2 extraction technology, Guang Pu Xue Yu Guang Pu Fen Xi Guang Pu, 24(9), pp. 1103-1105.
[55]	Li K., Liu M., Wei X., 2000, Study of xixin, duzhong and mixture to the antioxidant system of D-galactose-induced senile mice, Zhong Yao Cai Zhongyaocai J. Chin. Med. Mater., 23(3), pp. 161-163.
[56]	Krogh A., 1971, The content of trans-aconitic acid in Asarum europaeum L. determined by means of a chromatogram spectrophotometer, Acta Chem Scand, 25(4), pp. 1495-1496. doi: 10.3891/acta.chem.scand.25-1495.
[57]	Usta C., Yildirim A. B., and Turker A. U., 2014, Antibacterial and antitumour activities of some plants grown in Turkey, Biotechnol. Biotechnol. Equip, 28(2), pp. 306-315. doi: 10.1080/13102818.2014.909708.
[58]	Hong C., Qian L., Xie W., and Yan L., 1992, Relationship between serum level of zinc and copper and inhibitory effect of herba Asari oil on proliferation of granuloma induced by implantation of cotton pellets in rats, Zhongguo Zhong Yao Za Zhi Zhongguo Zhongyao Zazhi China J. Chin. Mater. Medica, 17(4), pp. 236-238.
[59]	Park J. D., Baek N. I., Lee Y. H., and Kim S. I., 1996, Isolation of a cytotoxic agent from Asiasari Radix, Arch. Pharm. Res., 19(6), pp. 559-561. doi: 10.1007/BF02986028.
[60]	Miyazawa M., Kohno G., Okuno Y., and Oda Y., 2006, Suppression of MeIQ-induced SOS response by allylbenzenes from Asiasarum heterotropoides in the Salmonella typhimurium OY1001/1A2 umu test, Nat. Prod. Res., 20(7), pp. 671-675. doi: 10.1080/14786410500462629.
[61]	Miyazawa M. and Kohno G., 2005, Suppression of chemical mutagen-induced SOS response by allylbenzen from Asiasarum heterotropoides in the Salmonella typhimurium TA1535/PSK1002 umu test, Nat. Prod. Res., 19(1), pp. 29-36. doi: 10.1080/14786410310001643858.
[62]	Wang C. Z., Luo X., Zhang B., Song W. X., Ni M., Mehendale S., Xie J. T., Aung H. H., He T. C., Yuan C. S., 2007, Notoginseng enhances anti-cancer effect of 5-fluorouracil on human colorectal cancer cells, Cancer Chemother. Pharmacol., 60(1), pp. 69-79. doi: 10.1007/s00280-006-0350-2.
[63]	Oh S. M., Kim J., Lee J., Yi J. M., Oh D. S., Bang O. S., Kim N. S., 2013, Anticancer potential of an ethanol extract of Asiasari radix against HCT-116 human colon cancer cells in vitro, Oncol. Lett., 5(1), pp. 305-310. doi: 10.3892/ol.2012.1012.
[64]	Han S., Huang J., J Hou., and Wang S., 2014, Screening epidermal growth factor receptor antagonists from Radix et Rhizoma Asari by two-dimensional liquid chromatography, J. Sep. Sci., 37(13), pp. 1525-1532. doi: 10.1002/jssc.201400236.
[65]	Guo H.-F., Wang M.-H., 2017, Dichloromethane fraction of Asiasarum heterotropoides induces S phase arrest and apoptosis in KB oral epithelial carcinoma cells, Biomed. Pharmacother, 89, pp. 559–564. doi: 10.1016/j.biopha.2017.02.072.
[66]	Jeong M., Kim H. M., Lee J. S., Choi J.-H., and Jang D. S., 2018, (-)-Asarinin from the Roots of Asarum sieboldii Induces Apoptotic Cell Death via Caspase Activation in Human Ovarian Cancer Cells, Mol. Basel Switz., 23(8), pp. 1849. doi: 10.3390/molecules23081849.
[67]	Takasaki M., Konoshima T., Yasuda I., Hamano T., and Tokuda H., 1997, Inhibitory effects of shouseiryu-to on two-stage carcinogenesis. II. Anti-tumor-promoting activities of lignans from Asiasarum heterotropoides var. mandshuricum, Biol. Pharm. Bull., 20(7), pp. 776-780. doi: 10.1248/bpb.20.776.
[68]	Kim E., Kim H. J., Oh H. N., Kwak A. W., Kim S. N., Kang B. Y., Cho S. S., Shim J. H., Yoon G., 2019, Cytotoxic Constituents from the Roots of Asarum sieboldii in Human Breast Cancer Cells, Nat. Prod. Sci., 25(1), pp. 72-75. doi: 10.20307/nps.2019.25.1.72.
[69]	Yu H.-H., Seo S.-J., Hur J.-M., Lee H.-S., Lee Y.-E., and You Y.-O., 2006, Asarum sieboldii extracts attenuate growth, acid production, adhesion, and water-insoluble glucan synthesis of Streptococcus mutans, J. Med. Food, 9(4), pp. 505-509. doi: 10.1089/jmf.2006.9.505.
[70]	Ji Y.-J., Lee J.-W., and Lee I.-S., 2007, Antimicrobial Effect of Medicinal Plants against Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus (MRSA), J. Life Sci., 17(3), pp. 412–419. doi: 10.5352/JLS.2007.17.3.412.
[71]	Oh J., Hwang I. H., Kim D. C., Kang S. C., Jang T. S., Lee S. H., Na M., 2010, Anti-listerial compounds from Asari Radix, Arch. Pharm. Res., 33(9), pp. 1339-1345. doi: 10.1007/s12272-010-0907-9.
[72]	Deng Y., Feng Y., Sun J., Zhou D., Yang L., and Lai J., 2004, Study on anti-HPV activity of Asarum heterotropoides, Zhong Yao Cai Zhongyaocai J. Chin. Med. Mater., 27(9), pp. 665-667.
[73]	Lee J. H., Kwon S. M., Seo S. H., Park Y. S., Kim Y. B., Kim S. K., Paik H. D., 2008, Screening of a Natural Feed Additive Having Anti-viral Activity against Influenza A/H5N1, Korean J. Food Sci. Anim. Resour., 28, pp. 512-516. doi: 10.5851/kosfa.2008.28.4.512.
[74]	Shimizu S., Kawashima H., K Akimoto., Shinmen Y., Sugano H., and H Yamada., 1992, Inhibition of Δ5-desaturase in polyunsaturated fatty acid biosynthesis by (−)-asarinin and (−)-epiasarinin, Phytochemistry, 31(3), pp. 757-760. doi: 10.1016/0031-9422(92)80008-3.
[75]	Lee J. Y., Moon S. S., Hwang B. K., 2005, Isolation and antifungal activity of kakuol, a propiophenone derivative from Asarum sieboldii rhizome, Pest Manag. Sci., 61(8), pp. 821-825. doi: 10.1002/ps.1050.
[76]	Han K. H., 2022, Antifungal Activity of Essential Oil from Asarum sieboldii against Epidermal and Opportunistic Pathogenic Fungi, Korean J. Myco, 35(1). doi:10.4489/KJM.2007.35.1.058
[77]	Liu H.-Y., Fan J., Gao W.-W., Guo H., Li R.-Y., and Li X.-L., 2007, Inhibition of essential oil from Asarum heterotropoides var. mandshuricum against plant pathogenic fungi, Chin. Tradit. Herb. Drugs, vol 38, pp. 1878-1881.
[78]	Dan Y., Liu H.-Y., Gao W.-W., and Chen S.-L., 2010, Activities of essential oils from Asarum heterotropoides var. mandshuricum against five phytopathogens, Crop Prot., 29(3), pp. 295-299. doi: 10.1016/j.cropro.2009.12.007.
[79]	Kang S., Chung Y. J., and Lim J. A., 2012, Antifungal and Insecticidal Activity of Essential Oil from Asarum sieboldii against Wood Contaminant Fungi and Lasioderma serricorne L, J. Conserv. Sci., 28(4), pp. 395-401. doi: 10.12654/JCS.2012.28.4.395.
[80]	Suzuki Y., Yuzurihara M., Hibino T., Yano S., and Kase Y., 2009, Aqueous extract of Asiasari radix inhibits formalin-induced hyperalgesia via NMDA receptors, J. Ethnopharmacol., 123(1), pp. 128-133. doi: 10.1016/j.jep.2009.02.005.
[81]	Xiong Y., Jing Y., Shang M., Li C., Ye J., Wang X., Cai S., 2009, Anti-inflammatory and anti-nociceptive effects in mice of water and ethanol extracts of roots and rhizomes of Asarum heterotropoides var. mandshuricum, Zhongguo Zhong Yao Za Zhi Zhongguo Zhongyao Zazhi China J. Chin. Mater. Medica, 34(17), pp. 2252-2257.
[82]	Xu Y., Cao C., Shang M., Jiang Y., Wang X., Li C., Ye J., Cai S., 2012, Assessment on anti-nociception and anti-inflammation pharmacodynamics of Asarum heterotropoides var. mandshuricum and Asarum sieboldii, Zhongguo Zhong Yao Za Zhi Zhongguo Zhongyao Zazhi China J. Chin. Mater. Medica, 37(5), pp. 625-631. 
[83]	Quang T. H., Ngan N. T. T., Minh C. V., Kiem P. V., Tai B. H., Thao N. P., Song S. B., Kim Y. H., 2012, Anti-inflammatory and PPAR transactivational effects of secondary metabolites from the roots of Asarum sieboldii, Bioorg. Med. Chem. Lett., 22(7), pp. 2527-2533. doi: 10.1016/j.bmcl.2012.01.136.
[84]	Lee W., Ku S.-K., Kim J. A Lee., T., and Bae J.-S., 2013, Inhibitory effects of epi-sesamin on HMGB1-induced vascular barrier disruptive responses in vitro and in vivo, Toxicol. Appl. Pharmacol., 267(3), pp. 201-208. doi: 10.1016/j.taap.2013.01.008.
[85]	Chen J. K. and Chen T. T., 2001, Chinese medical herbology and pharmacology, Art of Medicine Press, pp. 454-457. 
[86]	Kamei T., Kondoh T., Nagura S., Toriumi Y., Kumano H., and Tomioka H., 2000, Improvement of C-reactive protein levels and body temperature of an elderly patient infected with Pseudomonas aeruginosa on treatment with Mao-bushi-saishin-to, J. Altern. Complement. Med. N. Y. N, 6(3), pp. 235-239. doi: 10.1089/acm.2000.6.235.
[87]	Poplawski J., Lozowicka B., Dubis A. T., Lachowska B., Witkowski S., Siluk D., Petrusewicz J., Kaliszan R., Cybulski J., Strzałkowska M., Chilmonczyk Z., 2000, Synthesis and hypolipidemic and antiplatelet activities of alpha-asarone isomers in humans (in vitro), mice (in vivo), and rats (in vivo), J. Med. Chem., 43(20), pp. 3671-3676. doi: 10.1021/jm000905n.
[88]	Ku S.-K., Kim J. A., Han C.-K., and Bae J.-S., 2013, Antithrombotic activities of epi-sesamin in vitro and in vivo, Am. J. Chin. Med., 41(6), pp. 1313-1327. doi: 10.1142/S0192415X13500882.
[89]	Ku S.-K., Lee I.-C., Kim J. A., and Bae J.-S., 2013, Antithrombotic activities of pellitorine in vitro and in vivo, Fitoterapia, 91, pp. 1-8. doi: 10.1016/j.fitote.2013.08.004.
[90]	Han A.-R., Kim H. J., Shin M., Hong M., Kim Y. S., and Bae H., 2008, Constituents of Asarum sieboldii with Inhibitory Activity on Lipopolysaccharide (LPS)-Induced NO Production in BV-2 Microglial Cells, Chem. Biodivers., 5(2), pp. 346-351. doi: 10.1002/cbdv.200890033.
[91]	Park H. J., Lim E. J., Zhao R. J., Oh S. R., Jung J. W., Ahn E. M., Lee E. S., Koo J. S., Kim H. Y., Chang S., Shim H. S., Kim K. J., Gwak Y. S., Yang C. H., 2015, Effect of the fragrance inhalation of essential oil from Asarum heterotropoides on depression-like behaviors in mice, BMC Complement. Altern. Med., 15, pp. 43. doi: 10.1186/s12906-015-0571-1.
[92]	Han Y. and Kim S.-J., 2003, Memory enhancing actions of Asiasari radix extracts via activation of insulin receptor and extracellular signal regulated kinase (ERK) I/II in rat hippocampus, Brain Res., 974(1-2), pp. 193-201. doi: 10.1016/s0006-8993(03)02580-0.
[93]	Han Y., Kwon E. H., and Kim S.-J., 2003, Protection of brain cells against AMPA-induced damage by Asiasari Radix extracts, Phytother. Res. PTR, 17,(8), pp. 882-886. doi: 10.1002/ptr.1176.
[94]	Chen C., Spriano D., Lehmann T., and Meier B., 2009, Reduction of safrole and methyleugenol in Asari radix et rhizoma by decoction, Forsch. Komplementarmedizin 2006, 16(3), pp. 162-166. doi: 10.1159/000213895.
[95]	Wilczewska A. Z., Ulman M., Chilmonczyk Z., Maj J., Koprowicz T., 2008, Comparison of Volatile Constituents of Acorus calamus and Asarum europaeum Obtained by Different Techniques, J. Essent. Oil Res., 20(5), pp. 390-395. doi: 10.1080/10412905.2008.9700038.
[96]	Michl J., Bello O., Kite G. C., Simmonds M. S. J., and Heinrich M., 2017, Medicinally Used Asarum Species: High-Resolution LC-MS Analysis of Aristolochic Acid Analogs and In vitro Toxicity Screening in HK-2 Cells, Front. Pharmacol., 8, pp. 215. doi: 10.3389/fphar.2017.00215.
[97]	Michl J., Ingrouille M. J., Simmonds M. S. J., and Heinrich M., 2014, Naturally occurring aristolochic acid analogues and their toxicities, Nat. Prod. Rep., 31(5), pp 676-693. doi: 10.1039/c3np70114j.
[98]	Ming H.-X., Liu J.-J., and Huang S.-Z., 2004, Influence of single leaf Asarum himalaicum on renal function of rabbits, Zhong Xi Yi Jie He Xue Bao, 2(3), pp. 199-202. doi: 10.3736/jcim20040314.
[99]	Han J., Xian Z., Zhang Y., Liu J., and Liang A., 2019, Systematic Overview of Aristolochic Acids: Nephrotoxicity, Carcinogenicity, and Underlying Mechanisms, Front. Pharmacol., 10. doi.org/10.3389/fphar.2019.00648
[100]	Tschurevitch N. N. and Markarian A. A., 2009, Asarum europeum. Chemical compounds, pharmacological properties and application in medicine, RUDN J. Med., 4, pp. 175-179.
[101]	Ramalingam M. and S Kim.-J., 2015, Phytochemical, Toxicological and Pharmacological Studies of Asiasari Radix et Rhizoma: A Review, Trop. J. Pharm. Res., 14(3), pp. 545-554. doi: 10.4314/tjpr.v14i3.26.
[102]	Eberhardt J., Santos-Martins D., Tillack A. F., and Forli S., 2021, AutoDock Vina 1.2.0: New Docking Methods, Expanded Force Field, and Python Bindings, J. Chem. Inf. Model., 61(8), pp. 3891-3898. doi: 10.1021/acs.jcim.1c00203.
[103]	Halgren T. A., 1999, MMFF VI. MMFF94s option for energy minimization studies, J. Comput. Chem., 20(7), pp. 720-729. doi: 10.1002/(SICI)1096-987X(199905)20:7<720::AID-JCC7>3.0.CO;2-X.
[104]	O’Boyle N. M., Banck M., James C. A., Morley C., Vandermeersch T., and Hutchison G. R., 2011, Open Babel: An open chemical toolbox, J. Cheminformatics, 3, pp. 33. doi: 10.1186/1758-2946-3-33.
[105]	Sousa da Silva A. W. and Vranken W. F., 2012, ACPYPE - AnteChamber PYthon Parser interfacE, BMC Res. Notes, 5, pp. 367. doi: 10.1186/1756-0500-5-367.
[106]	Wang J., Wolf R. M., Caldwell J. W., P Kollman. A., and Case D. A., 2004, Development and testing of a general amber force field, J. Comput. Chem., 25, 9, pp. 1157-1174. doi: 10.1002/jcc.20035.
[107]	Wang J. M., Cieplak P., and Kollman P., 1999, How Well Does a Restrained Electrostatic Potential (RESP) Model Perform in Calculating Conformational Energies of Organic and Biological Molecules?, J Comput Chem, 21, pp. 1049. doi: 10.1002/1096-987X(200009)21:12<1049::AID-JCC3>3.0.CO;2-F.
[108]	Mai N., Thi Lan N., Vu T. Y., Tung N. T., and Phung H., 2022, A computationally affordable approach for accurate prediction of the binding affinity of JAK2 inhibitors, J. Mol. Model., 28. doi: 10.1007/s00894-022-05149-0.
[109]	Le V. T. T., Hung D. V., B Quy. M., Minh P. T. H., and Lam D. T., 2022, Hepatoprotective Effect of Millettia dielsiana: In Vitro and In Silico Study, Mol. Basel Switz., 27(24), pp. 8978. doi: 10.3390/molecules27248978.
[110]	Tam N. M., Pham M. Q., Ha N. X., Nam P. C., and Phung H. T. T., 2021, Computational estimation of potential inhibitors from known drugs against the main protease of SARS-CoV-2, RSC Adv., 11(28), pp. 17478-17486. doi: 10.1039/d1ra02529e.
[111]	Thai T. H., Hien N. T., Hoi T. M., Tuan N. A., Dat N. T., and Hai N. T., 2013, Chemical composition of essential oil from some species of Asarum L. genus in Vietnam, Acad. J. Biol., 35(1). doi: 10.15625/0866-7160/v35n1.2938.
[112]	Rossi P. G., Bao L., Luciani A., Panighi J., Desjobert J. M., Costa J., Casanova J., Bolla J. M., Berti L., 2007, (E)-Methylisoeugenol and elemicin: antibacterial components of Daucus carota L. essential oil against Campylobacter jejuni, J. Agric. Food Chem., 55(18), pp. 7332-7336. doi: 10.1021/jf070674u.
[113]	Tavares A. C., Gonçalves M. J., Cavaleiro C., Cruz M. T., Lopes M. C., Canhoto J., Salgueiro L. R., 2008, Essential oil of Daucus carota subsp. halophilus: composition, antifungal activity and cytotoxicity, J. Ethnopharmacol., 119(1), pp. 129-134. doi: 10.1016/j.jep.2008.06.012.
[114]	Thai T. H., Hien N. T., Thuy Đ. T. T., Tuyen T. T., and Van P. T. T., 2022, Chemical composition of essential oils from the leaves and rhizomes, roots of the Asarum geophyllum Merr in Cao Bang province, TNU J. Sci. Technol., 227(14), pp. 260-265. doi: 10.34238/tnu-jst.6393.
[115]	Hoi T.M., 2004, Chemical composition of essential oil of Asarum caudigerum Hance) in Huong Son, Ha Tinh, J. Biol, 26(4), pp. 63-64.
[116]	Hue H. T. T., Ky L. D., and Hoang N. H., 2022, Analysis of DNA Markers from Vietnamese Asarum L. Species, VNU J. Sci. Nat. Sci. Technol, 38(4), pp. 56-63. doi: 10.25073/2588-1140/vnunst.5499.
[117]	Eid A. M. and Hawash M., 2021, Biological evaluation of Safrole oil and Safrole oil Nanoemulgel as antioxidant, antidiabetic, antibacterial, antifungal and anticancer, BMC Complement. Med. Ther, 21(1), pp. 159. doi: 10.1186/s12906-021-03324-z.
[118]	Gushiken L. F. S., Beserra F. P., Hussni M. F., Gonzaga M. T., Ribeiro V. P., Souza P. F., Campos J. C. L., Massaro T. N., Hussni C. A., Takahira R. K. , Marcato P. D., Bastos J. K., Pellizzon C. H., 2022, Beta-caryophyllene as an antioxidant, anti-inflammatory and re-epithelialization activities in a rat skin wound excision model, Oxid. Med. Cell. Longev, 2022. doi: 10.1155/2022/9004014.
[119]	Dias R. F. C. et al., 2022, Chemical Composition of Seasonal Essential Oils from Psidium myrtoides O. Berg Leaves with Antimicrobial, Antiprotozoal, Antioxidant and Anti-inflammatory Potential Activities, Rev. Virtual Quím., vol 14, 2, pp. 103-114. doi: 10.21577/1984-6835.20210109.
[120]	Bravo J. A. and Sauvain M., 2002, Chemical education: elemicin, a phenylpropanoid isolated from Sparattanthelium amazonum, as a didactical example of structural elucidation, Rev. Boliv. Quím., 19(1), pp. 25-33.
[121]	Niculau E. D. S., Ribeiro L. D. P., Ansante T. F., Fernandes J. B., Forim M. R., Vieira P. C., Vendramim J. D., Silva M. F. G. F., 2018, Isolation of Chavibetol and Methyleugenol from Essential Oil of Pimenta pseudocaryophyllus by High Performance Liquid Chromatography, Mol. Basel Switz., 23(11), pp. 2909. doi: 10.3390/molecules23112909.
[122]	Nyigo V., Peter X., Mabiki F., Malebo H., Mdegela R., and Fouche G., 2016, Isolation and identification of euphol and β-sitosterol from the dichloromethane extracts of Synadenium glaucescens, J. Phytopharm., 5(3), pp. 100-104. doi: 10.31254/phyto.2016.5302.
[123]	SINHA R., Gadhwal M., Joshi U., Srivastava S., and Govil G., 2012, Modifying effect of quercetin on model biomembranes: Studied by molecular dynamic simulation, DSC and NMR, Int. J. Curr. Pharm. Res., vol 4(1), pp. 70-79.
[124]	Satake T., Kamiya K., An Y., Oishi Nee Taka T., and Yamamoto J., 2007, The anti-thrombotic active constituents from Centella asiatica, Biol. Pharm. Bull., 30(5), pp. 935-940. doi: 10.1248/bpb.30.935.
[125]	Smirnova I. E., Thu H. D. T., KazakovaO. B., Tolstikov G. A., Kukovinets O. S., Lobov A. N., and Suponitskii K. Y., 2012, Ozonolysis of dipterocarpol and its derivatives, Russ. J. Org. Chem., 48(10), pp. 1370-1376. doi: 10.1134/S1070428012100193.
[126]	Manayi A., Saeidnia S., Ostad S. N., Hadjiakhoondi A., Shams Ardekani M. R., Vazirian M., Akhtar Y., Khanavi M., 2013, Chemical constituents and cytotoxic effect of the main compounds of Lythrum salicaria L, Z. Naturforschung C J. Biosci., 68(9-10), pp. 367-375.
[127]	Jing Y., Zhang Y. F., Shang M. Y., Yu J., Tang J. W., Liu G. X., Li Y. L., Li X. M., Wang X., Cai S. Q., 2017, Phenanthrene derivatives from roots and rhizomes of Asarum heterotropoides var. mandshuricum, Fitoterapia, 117, pp. 101-108. doi: 10.1016/j.fitote.2017.01.008.
[128]	Yaipakdee P. and Robertson L. W., 2001, Enzymatic halogenation of flavanones and flavones, Phytochemistry, 57(3), pp. 341-347. doi: 10.1016/s0031-9422(01)00075-9.
[129]	Baek S. W., Kim E. R., Kim J., and Kim Y. C., 2011, Chemical constituents of Abies koreana leaves with inhibitory activity against nitric oxide production in BV2 microglia cells, Nat. Prod. Sci., 17, pp. 175-180.
[130]	Thu V. K., Thang N. V., Anh H. L. T., Nhiem N. X., Hang D. T. T., Minh C. V., Kiem P. V., 2016, Flavones and lignanes from Glochidion obliquum Decne, Vietnam J. Chem., 54(2), pp. 184-187. doi: 10.15625/0866-7144.2016-00257.
[131]	El-Hawiet A. M., Toaima S. M., Asaad A. M., Radwan M. M., and El-Sebakhy N. A., 2010, Chemical constituents from Astragalus annularis Forssk. and A. trimestris L., Fabaceae, Rev. Bras. Farmacogn., 20(6), pp. 860-865. doi: 10.1590/S0102-695X2010005000047.
[132]	Thinh N. S., Thu N. T. B., Khoi N. M., Ngoc T. M., Tai B. H., Kiem P. V., Nhiem N. X., 2020, Flavonol glycosides from the leaves of Fissistigma pallens (Fin. & Gagn.) Merr, Vietnam J. Sci. Technol., 58(5), pp. 526-532. doi: 10.15625/2525-2518/0/0/14811.
[133]	Ku S.-K., Kim T. H., Lee S., Kim S. M., and Bae J.-S., 2013, Antithrombotic and profibrinolytic activities of isorhamnetin-3-O-galactoside and hyperoside, Food Chem. Toxicol., 53, pp. 197-204. doi: 10.1016/j.fct.2012.11.040.
[134]	Tram N. C. T., Son N. T., Thao D. T., and Cuong N. M., 2016, Kaempferol and kaempferol glycosides from Phyllanthus acidus leaves, Vietnam J. Chem., 54(6), pp. 790-793. doi: 10.15625/0866-7144.2016-00406.
[135]	Rösch D., Krumbein A., Mügge C., and Kroh L. W., 2004, Structural investigations of flavonol glycosides from sea buckthorn (Hippophaë rhamnoides) pomace by NMR spectroscopy and HPLC-ESI-MS(n), J. Agric. Food Chem, 52(13), pp. 4039-4046. doi: 10.1021/jf0306791. 
[136]	Dini I., Carlo Tenore G., and Dini A., 2004, Phenolic constituents of Kancolla seeds, Food Chem., 84(2), pp.163-168. doi: 10.1016/S0308-8146(03)00185-7.
[137]	Kijima H., Ide T., Otsuka H., Takeda Y., 2024, Alangiflavoside, a New Flavonol Glycoside from the Leaves of Alangium premnifolium, ACS Publications, 58(11), pp. 1753-1755. https://pubs.acs.org/doi/pdf/10.1021/np50125a019.
[138]Krasteva I. , Bratkov V., Bucar F., Kunert O., Kollroser M., Kondeva-Burdina M., Ionkova I., 2015, Flavoalkaloids and Flavonoids from Astragalus monspessulanus, J. Nat. Prod., 78(11), pp. 2565-2571. doi: 10.1021/acs.jnatprod.5b00502.
[139]	Loc T. V., Ninh P. T., Luu N. T., Chien T. V., Anh T. T., Dung N. T., Thao T. T. P., 2022, Chemical Composition of Euphorbia Hirta L. collected in Dan Phuong, Hanoi, VNU J. Sci. Nat. Sci. Technol., 38(2), pp. 55-62. doi: 10.25073/2588-1140/vnunst.5400.
[140]	Herlina T., Rudiana T., Julaeha E., and Parubak A. S., 2019, Flavonoids from stem bark of akway (Drymis beccariana Gibs) and theirs antimalarial properties, J. Phys. Conf. Ser., 1280(2). doi: 10.1088/1742-6596/1280/2/022010.
[141]	Tuan N. T., Hieu M. V., Vinh N. A., Chau Đ. T. N., Lap N. T., Bach, L. T., Thanh N. Q. C., 2017, Thành phần hoá học và hoạt tính kháng oxy hoá của cây Bạch Đầu Ông Vernonia cinerea (L.) less, họ Cúc (Asteaceae), Tạp Chí Khoa Học Đại Học Cần Thơ, 49, pp. 104-109. doi: 10.22144/ctu.jvn.2017.014

image48.emf
O O

OH

OH

O

O

OH

HO

HO

HO



image49.emf
O

O

OH

O

O

O

OH

HO

HO

HO

O

OH

HO

HO

HO


image50.png





image51.emf
O HO

OH

O

OH

OCH

3

O

O

OH

HO

HO

HO

2

4

5

7

9

10

1'

3'

4'



image52.emf
O HO

OH

O

OH

OCH

3

O

O

OH

O

HOHO

2

4

5

7 9

10

1'

3'

1'''

4'

O

HO

HO

1''

OH



image53.emf
O HO

OH

O

OH

OCH

3

O

O

OH

O

HO

HO

O

HO

HO

OH


image2.emf
R

1

R

2

R

3

R

4



image54.emf
O HO

OH

O

OH

OCH

3

O

2

4

5

7 9

10

1'

3'

4'

O

HO

HO

Gal

HO

OH



image55.emf
O HO

OH

O

OH

OCH

3

O

O

HO

HO

Gal

HO

OH



image56.emf
O

OH

O OH

HO

OH

2

4

5

7

9

10

1



3



5



image57.emf
O

O

OH

HO

OH

O

O

OH

HO

O

HO

O

OH

HO

HO

Me

3

5

7

1'

4'

2

Gal

Rha



image58.emf
O

O

OH

HO

OH

O

O

OH

HO

O

HO

O

OH

HO

HO

Me




image59.emf
O O

OH

O

OH

OCH

3

O

O

OH

HO

HOHO

2

4

5

7 9

10

1'

3'

4'

1''

O

HO

HO

OH

1'''



image60.emf
O O

OH

O

OH

OCH

3

O

O

OH

HO

HO

HO

O

HO

HO

OH



image61.emf
O

O

OH

HO

OH

O

O

O

HO

O

HO

O

OH

HO

HO

Me

O

OH

HO

HO

Me

3

5

7

1'

4'

2

Gal

Rha I

Rha II



image62.emf
O

O

OH

HO

OH

O

O

O

HO

O

HO

O

OH

HO

HO

Me

O

OH

HO

HO

Me



image63.emf
O

O

OH

O

OH

O

O

O

HO

O

HO

O

OH

HO

HO

Me

O

OH

HO

HO

Me

O

HO

HO

HO

OH

3

5

7

1'

4'

2

Gal

Rha I

Glc

Rha II


image3.emf
H

3

CO

H

3

CO

R

1

R

2

2'



image64.emf
O

O

OH

O

OH

O

O

O

HO

O

HO

O

OH

HO

HO

Me

O

OH

HO

HO

Me

O

HO

HO

HO

OH



image65.emf
O

O

OH

HO

OH

O

O

O

HO

O

HO

O

OH

HO

HO

Me

O

OH

HO

HO

Me

3

5

7

1'

4'

2

Gal

Rha I

Rha II

OH



image66.emf
O

O

OH

HO

OH

O

O

O

HO

O

HO

O

OH

HO

HO

Me

O

OH

HO

HO

Me

OH



image67.emf
O

O

OH

O

OH

O

O

O

HO

O

HO

O

OH

HO

HO

Me

O

OH

HO

HO

Me

O

HO

HO

HO

OH

3

5

7

1'

4'

2

Gal

Rha I

Glc

Rha II

OH



image68.emf
O

O

OH

O

OH

O

O

O

HO

O

HO

O

OH

HO

HO

Me

O

OH

HO

HO

Me

O

HO

HO

HO

OH

OH




image69.emf
O

O

O

OH

HO

HO

HO

O

OH

HO

HO

HO

O

O

OH

OH

2

3

4

5

7

9

10

1'

3'

4'



image70.emf
O

O

O

OH

HO

HO

HO

O

OH

HO

HO

HO

O

O

OH

OH



image71.emf
O

O

O

1

1'

5'

6'

4'

3

3'

2

2'

O

O

O



image72.emf
OCH

3

OCH

3

1

3

4

7

9

6



image73.emf
O

OH

OH

OH

O OH

HO


image4.emf
R

2

R

1

O

O

O



image74.emf
HO

3

5

8

10

12

14 15

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29



image75.emf
O O

HO

HO

OH

OH



image76.emf
O

O OH

HO

5

7

1'

3

4

9

OCH

3

3'

4'

O

O OH

HO

OCH

3



image77.emf
O

O O O

HO

HO

OH

OH

OH

OH

OH



image78.emf
O

O

OH

OH O

O

HO

HO

HO

OH

O

HO

HO

HO

OH




image79.emf
O

MeO

OMe

OMe

NH

O

O

O

OH

HO

HO

HO

O

OH

HO

HO

HO



image80.emf
O HO

OH

OH

O






image81.emf
O HO

OH

O

OH

OCH

3

O

O

OH

O

HOHO

O

HO

HO

OH



image5.emf
OH

O

O

O


image82.emf
O HO

OH

O

OH

OCH

3

O

O

OH

HO

HO

HO



image83.emf
O HO

OH

O

OH

OCH

3

O

O

HO

HO

HO

OH



image84.emf
O

OH

O OH

HO

OH



image85.emf
O

O

OH

HO

OH

O

O

OH

HO

O

HO

O

OH

HO

HO

Me



image86.emf
O O

OH

O

OH

OCH

3

O

O

OH

HO

HO

HO

O

HO

HO

OH




image87.emf
O

O

OH

HO

OH

O

O

O

HO

O

HO

O

OH

HO

HO

Me

O

OH

HO

HO

Me



image88.emf
O

O

OH

O

OH

O

O

O

HO

O

HO

O

OH

HO

HO

Me

O

OH

HO

HO

Me

O

HO

HO

HO

OH



image89.emf
O

O

OH

HO

OH

O

O

O

HO

O

HO

O

OH

HO

HO

Me

O

OH

HO

HO

Me

OH



image90.emf
O

O

OH

O

OH

O

O

O

HO

O

HO

O

OH

HO

HO

Me

O

OH

HO

HO

Me

O

HO

HO

HO

OH

OH



image91.emf
O

O

O

OH

HO

HO

HO

O

OH

HO

HO

HO

O

O

OH

OH



image6.emf
OCH

3

O

H

3

CO


image92.emf
O

O

O



image93.emf
OCH

3

OCH

3



image94.emf
HO





image95.emf
O

O OH

HO

OCH

3





image96.emf
A

G

1

A

G

2

A

G

3

A

G

4

A

G

5

A

G

6

A

G

7

A

G

8

A

G

9

A

G

1

0

A

G

1

1

A

G

1

2

A

G

1

3

A

G

1

4

A

G

1

5

A

G

1

6

A

G

1

7

A

G

1

8

Q

u

e

r

c

e

t

i

n

0

20

40

60

80

100

Khả nă

ng sống sót của tế bào

 (%

)

100



g/ml


image97.png
Interactions

[ van der Waals I pi-sigma
I conventional Hydrogen Bond 1 pi-Alkyl




image98.png
GLU
A:930

Interactions

[ van der Waals

I conventional Hydrogen Bond
[ carbon Hydrogen Bond

I Amide-Pi Stacked
1 pi-Alkyl




image99.png
[ carbon Hydrogen Bond

GLY
A:935

GLY.
A:861
. ARG

A:980
TYR L L

4 GLY
B B a7

LYS
GLU - A:882
A:930 s GLY
%' A:858
A:981  ASP
A680 R

Interactions

[ van der Waals I Pi-Anion

I conventional Hydrogen Bond I pi-Sigma

1 pi-Alkyl




image100.png
R
A:933
m @
g‘?gliélo A:931

HHéBHO LEU
N A:983

Lyvs
LS, vaL

aly R:882 qpiges
A:g61

ARG
A:938
GLY
A:993
Interactions
[ van der Waals I pi-sigma
I conventional Hydrogen Bond 1 pi-Alkyl

[ carbon Hydrogen Bond




image101.png
W pisigma
[ pi-alky




image102.png




image103.png
Interactions

[ van der Waals
[ carbon Hydrogen Bond
M Unfavorable Donor-Donor

GLY

A:856
SER
A:936
I pi-Sigma
1 pi-Alkyl

LYS
A:857




image104.png
GLY
A:935

GLU
LEU A:930
A:983
ALA
A:880
LYS
SER A:857
i Lvs A:862
A:858  A:882
GLY
A:861
Interactions
1 van der Waals [] carbon Hydrogen Bond

I conventional Hydrogen Bond 1 pi-Alkyl




image7.emf
OH

H

3

CO

H

3

CO

OH

OH


image105.png
Interactions.
[ van der Waals

1 Carbon Hydrogen Bond
M Unfavorable Donor-Donor




image106.png
LYS E LEU
@. LEU

. A:855 4287

Interactions

[ van der Waals

I conventional Hydrogen Bond
[ carbon Hydrogen Bond

B unfavorable Acceptor-Acceptor
1 pi-Alkyl




image107.png
Interactions

[ van der Waals

I conventional Hydrogen Bond
[ carbon Hydrogen Bond
B unfavorable Acceptor-Acceptor

[ Pi-Donor Hydrogen Bond
I pi-Sigma
1 pi-Alkyl




image108.png




image109.png
M Unfavorable Donor-Donor

I Unfavorable Acceptor-Acceptor
B pisgma

=y

1 prAKyl




image110.png
Interactions

[ van der Waals [ Carbon Hydrogen Bond
I Conventional Hydrogen Bond 1 pralt




image111.png




image112.png
Interactions

[ van der Waals
I Conventional Hydrogen Bond
[ carbon Hydrogen Bond

I pisigma
1 Ayl
[ Pi-Alll




image113.png
Interactions

[ van der Waals
I conventional Hydrogen Bond
[ carbon Hydrogen Bond

M Unfavorable Donor-Donor
I pi-Sigma
1 pi-Alkyl




image114.png
Interactions

[ van der Waals
I conventional Hydrogen Bond

LEU
A:932

A:880

SER
A:936

[ carbon Hydrogen Bond
1 pi-Alkyl

GLU
A:930

TYR
A:931

LEU
A:855

GLY
LEU A:935

A:983





image8.emf
O

H H

R

1

R

2

R

3

R

4

R

5

7

7'

8 8'

O



image9.emf
O

H H

R

1

R

2

R

3

R

6

R

4

R

5

HO

7

7'

8 8'



image10.emf
R

4

O

R

5

R

6

HO

R

1

R

2

R

3

OH

O

OH

OH

OH

HO

O

O

S1:

O

OH

OH

OH

HO

O

O

S2:



image11.emf
O O

O

O

O O

O

O

H

H

O O

O

O

O

O

O O

OH

O

O



image12.emf
O

O

O

O

O

HO

H

H

O

O

H



image13.emf
HOH

2

C

CH

2

OH

H

3

CO

HO

OCH

3

OH



image14.emf
H

3

CO

HO

OH

HOH

2

C OCH

3

OCH

3



image15.emf
O

H

3

CO

H

3

CO OCH

3

H

3

CO

OCH

3

OCH

3

O OCH

3

OCH

3

O



image16.emf
O

O

N

O

OH

O

O

R

4

R

3

R

2

R

1



image17.emf
O

O

R

4

R

3

R

2

R

1

NH

O



image18.emf
O

O

N

O

O

R



image19.emf
O

O

N

O

O

O

HO

OH

OH

R



image20.emf
O

O

NH

O

OCH

3

H

3

CO



image21.emf
O

O

OH

O



image22.emf
O

OH

HO

O

HO

OH

HO

NH

O

OCH

3



image23.emf
H

3

CO

O

OH

N

O

O



image24.emf
O

O

S

O

OCH

3

O

O

OH

HO

O

OH

HO

OH

HO

OH



image25.emf
O R

1

O

O OR

2

OR

3



image26.emf
R

1

R

2

O

O

R

3



image27.emf
R

2

O

OR

1

OH

O

OH



image28.emf
O

OH

R

2

O

R

1

R

3

OH



image29.emf
N

H

O

R



image30.emf
10



image31.emf


image32.emf


image33.emf
O



image34.emf
OH

OH

10



image35.emf
O

O

R

N

H

O



image36.emf
O

O

N

H

O



image37.emf
NH

2

O



image38.emf
HO

O

N

H

OH



image39.emf
O

N

H


image40.jpeg




image41.jpeg





image42.png




image1.png




image43.png
ated s | 1

(c)





image44.emf
1

4

1'

2'

4'

6'







'

O

O

OH

OH O

O

HO

HO

HO

OH

Glc I

O

HO

HO

HO

OH

Glc II

HMBC

COSY

Glc I

Glc II

O

O

OH

OH O

O

HO

HO

HO

OH

O

HO

HO

HO

OH



image45.emf
O

MeO

OMe

OMe

NH

O

O

O

OH

HO

HO

HO

O

OH

HO

HO

HO

1

3

4

4a

4b

6

7

8

8a

10

10a

11

Glc I

Glc II

HMBC

COSY

Glc I

Glc II

O

MeO

OMe

OMe

NH

O

O

O

OH

HO

HO

HO

O

OH

HO

HO

HO



image46.emf
O HO

OH

OH

O

2

4

5

7

9

10

1'

3'

4'



image47.emf
O

O

OH

HO

O

O

OH

HO

HO

HO



