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ĐẶT VẤN ĐỀ 

Bệnh ung thư nói chung và bệnh ung thư gan nói riêng là những bệnh không lây 

nhiễm gây ảnh hưởng nghiêm trọng đến sức khỏe cộng đồng, đã và đang trở thành 

vấn đề cấp bách của ngành y tế ở hầu hết các nước trên thế giới. Theo Tổ chức quốc 

tế về ung thư (Global Cancer Observatory - GLOBOCAN) năm 2020, Việt Nam có 

182 563 ca ung thư mới mắc, có 122 690 người tử vong do ung thư. Tỷ lệ ung thư 

tại Việt Nam (tương tự các nước đang phát triển khác) cao nhất là ung thư gan 

(14,5%), phổi (14,4%), vú (11,8%), dạ dày (9,8%), ruột, trực tràng (9%), khác 

(40,5%)1. Thuốc chống ung thư được nghiên cứu và phát triển càng ngày càng 

nhiều, nhưng giá thành của các thuốc tây y thường rất cao và gây ra nhiều tác dụng 

phụ không mong muốn. Chính vì vậy, việc nghiên cứu tác động chống ung thư của 

thuốc có nguồn gốc từ dược liệu là xu hướng hiện nay nhằm tìm ra thuốc điều trị 

ung thư mới, giúp giảm giá thành, nâng cao hiệu quả điều trị và an toàn cho người 

bệnh. 

Xáo tam phân (Paramignya trimera) được sử dụng trong dân gian để giải nhiệt, 

bồi bổ cơ thể, mát gan, trị viêm gan, xơ gan2. Viện Dược liệu lần đầu tiên nghiên 

cứu và công bố về thành phần hóa học của Xáo tam phân thu hái ở Hòn Hèo, Khánh 

Hòa và hoạt tính độc tế bào trên 5 dòng tế bào ung thư, bao gồm: Ung thư gan 

người HepG2, ung thư đại tràng người HTC116, ung thư vú người MDA-MB-231, 

ung thư buồng trứng người OVCAR-8 và ung thư cổ tử cung người Hela, trong đó 

hoạt tính độc tế bào ung thư gan HepG2 và tế bào ung thư cổ tử cung Hela mạnh 

hơn trên 3 dòng tế bào còn lại3. 

Xáo tam phân chỉ mới được nghiên cứu trong nước hoặc kết hợp giữa trong nước 

với nước ngoài và đã công bố về thực vật, hóa học, tác dụng dược lý, kiểm nghiệm. 

Về thực vật: Nghiên cứu về hình thái và vi học của Xáo tam phân4. Về hóa học: 

Phân lập và xác định được cấu trúc hóa học của một số hợp chất thuộc nhóm 

coumarin, triterpenoid và acridon alkaloid với ostruthin là thành phần chính của 

Xáo tam phân5-16. Về tác dụng dược lý: Nghiên cứu độc tính tế bào ung thư, tác 
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dụng kháng viêm, chống oxy hoá và ức chế α-glucosidase... nhưng chưa đi sâu vào 

nghiên cứu cơ chế tác động của các hợp chất phân lập được3,12,17,18,19. Về kiểm 

nghiệm: Đã có công trình trong nước công bố về định lượng ostruthin bằng HPLC6. 

Tuy nhiên, ostruthin cũng có trong các loài khác thuộc chi Paramignya20 nên việc 

nghiên cứu định lượng thêm một số hợp chất khác có hoạt tính sinh học hoặc 

marker, góp phần tiêu chuẩn hóa Xáo tam phân là rất cần thiết. 

Sau khi Viện Dược liệu công bố tác dụng của Xáo tam phân thì việc khai thác 

tràn lan đã làm cho Xáo tam phân hầu như bị tận diệt. Hiện nay, Xáo tam phân đã 

được trồng ở nhiều địa phương trong cả nước và được mua bán với giá rất cao 

nhưng chưa được nghiên cứu nhiều về thành phần hóa học cũng như tác dụng sinh 

học. 

Nhằm mục đích nghiên cứu sâu hơn về thành phần hoá học, tác dụng sinh học 

cũng như kiểm nghiệm Xáo tam phân, đề tài “Nghiên cứu thành phần hóa học 

hướng tác dụng sinh học của cây Xáo tam phân (Paramignya trimera (Oliv.) 

Burkill) Rutaceae” được thực hiện với những mục tiêu sau: 

1. Phân tích thành phần hoá học, thử tinh khiết nguyên vật liệu nghiên cứu: 

Phân tích sơ bộ thành phần hoá thực vật, thử một số chỉ tiêu độ tinh khiết, định tính, 

định lượng polyphenol bộ phận rễ, thân, lá Xáo tam phân.   

2. Khảo sát tác dụng chống oxy hoá, độc tính tế bào ung thư in vitro của cao 

toàn phần và cao phân đoạn: So sánh tác dụng chống oxy hóa và độc tính tế bào 

ung thư in vitro của cao toàn phần và các cao phân đoạn từ các bộ phận rễ, thân, lá 

Xáo tam phân định hướng nghiên cứu chiết xuất, phân lập các các hợp chất.  

3. Nghiên cứu chiết xuất và phân lập các hợp chất trong các cao hay phân 

đoạn tiềm năng: Các hợp chất được phân lập chủ yếu bằng kỹ thuật sắc ký gồm sắc 

ký cột chân không, sắc ký cột cổ điển. Phân lập các chất chính với lượng lớn để 

thiết lập chất chuẩn.  

4. Xác định cấu trúc của các hợp chất phân lập: Các chất phân lập được sau 

khi kiểm tra sơ bộ độ tinh khiết được đo phổ UV, MS, NMR (13C NMR, 1H NMR), 

DEPT, HSQC, HMBC và COSY, biện giải, kiểm tra xác định cấu trúc hóa học.  
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5. Sơ bộ đánh giá cơ chế tác động độc tế bào in vitro của các hợp chất phân 

lập có tiềm năng: Khảo sát hoạt tính độc tế bào ung thư in vitro của các hợp chất 

tiềm năng có liên quan đến KDM2A hay không thông qua thử nghiệm đưa phân tử 

siRNA vào trong tế bào nhằm bất hoạt gen KDM2A. 

6. Thiết lập chất chuẩn và xây dựng quy trình định lượng: Thiết lập chất 

chuẩn. Xây dựng và thẩm định quy trình định lượng các hợp chất có hoạt tính sinh 

học và marker (chất điểm chỉ) trong Xáo tam phân bằng HPLC. Ứng dụng quy trình 

định lượng để so sánh hàm lượng hoạt chất trong một số mẫu rễ Xáo tam phân thu 

mua trên thị trường.   
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 TỔNG QUAN 

1.1. Tổng quan chi Paramignya và cây Xáo tam phân 

1.1.1. Tổng quan chi Paramignya  

Tên chi Paramignya được Robert Wight đưa ra năm 1839 dựa trên loài chuẩn là 

Paramignya monophylla thu được ở Ấn Độ và nhận thấy chi này gần gũi với chi 

Luvunga vì cùng có thân leo21. 

Đặc điểm chi Paramignya: Cây leo thân gỗ hoặc cây bụi thẳng đứng. Cành 

thường có gai thẳng hoặc uốn cong, ít khi không có gai. Lá đơn, mọc so le. Hoa 

lưỡng tính, mẫu 5 hay mẫu 4, có thể mọc riêng lẻ hay tụ thành chùm, xim ở nách lá. 

4-5 lá đài, dính ở đáy hoặc 2/3 chiều dài lá đài. Đài hoa lõm hình chén, hình nón 

hoặc hình trụ. Nhị 8-10, nhị đều và rời nhau. 3-5 lá noãn hợp thành bầu 3-5 ô, mỗi ô 

1-2 noãn. Quả mọng với nhiều thịt quả nhầy, vỏ quả trong nhiều cơm. Hạt có áo hạt, 

không có nội nhũ, mầm thẳng, lá mầm hình elip, phẳng hay lồi21. 

Phân loại chi Paramignya: Cho đến năm 2013, đã có 30 loài thuộc chi 

Paramignya được báo cáo22 và trình bày trong Bảng 1.1.  

Bảng 1.1. Các loài trong chi Paramignya 

Stt Tên loài Stt Tên loài 

1. P. andamanica Tanaka 16. P. longipedunculata Merr. 

2. P. angulata Kurz 17. P. hainanensis Swingle 

3. P. armata* Oliv. 18. P. lobata Burkill 

4. P. beddomei Tanaka 19. P. longispina Hook.f. 

5. P. blumei Hassk. 20. P. micrantha Kurz 

6. P. brassii C.T. White (synonym) 21. P. mindanaensis Merr. 

7. P. citrifolia Ho ok.f. 22. P. missionis (Oliv.) Burkill 

8. P. citrifolia Oliv. 23. P. monophylla * Wight  (Xáo một hoa) 

9. P. confertifolia Swingle 24. P. petelotii * Guillaumin (Xáo Pételot) 

10. P. cuspidata (Ridl.) Burkill 25. P. rectispinosa Craib 

11. P. glabra Tanaka 26. P. ridleyi Burkill 

12. P. dubia Koord. & Valeton ex Moll & 

Janssonius 

27. P. hispida* (Pierre ex Guillaumin) Pierre ex 

Guillaumin 

13. P. grandiflora Oliv. 28. P. scandens* Craib (Xáo leo) 

14. P. littoralis Miq. 29. P. surasiana Craib 
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15. P. griffithii * Hook.f. (Xáo Griffith) 30. P. trimera* (Oliv.) Burkill (Xáo tam phân) 

“Nguồn: The Plant List, 201322 

Ở Việt Nam, chi Paramignya có 6 loài (đánh dấu *) và P. armata Oliv. var. 

andamanica King (Cựa gà, Gai xanh, Quýt gai) đã được báo cáo2. 

Thành phần hóa học 

Theo các tài liệu nghiên cứu trên thế giới chi Paramignya có 30 loài, cho đến nay 

các nghiên cứu về hóa thực vật đã tập trung vào các bộ phận khác nhau (rễ, thân, vỏ 

thân, lá, cành và quả) của bốn loài P. trimera, P. scandens, P. griffithii, P. 

monophylla. Các nhóm hợp chất của chi Paramignya bao gồm coumarin, coumarin 

glycosid, acridon alkaloid, tirucallan saponin, flavonoid, phenol, chromen và 

megastigman25. 

Coumarin 

Các hợp chất coumarin thu được dưới dạng các thành phần chiếm ưu thế từ các 

loài P. trimera và P. monophylla. Coumarin phân lập từ các loài thuộc chi 

Paramignya thuộc nhóm coumarin đơn giản, furano coumarin, pyrano coumarin25 

và được trình bày trong Hình 1.1. 

 

(1) 7-hydroxycoumarin 

(Umbeliferon): R1 = OH, R2 = H 

(2) methoxycoumarin (herniarin): R1 

= OMe, R2 = H 

(3) Scopoletin. R1 = OH, R2 = OMe 

 

(4) Ostruthin: R1 = H, R2 = 

geranyl, R3 = H 

(5) Demethylsuberosin: R1 = 

H, R2 = prenyl, R3 = H 

(6) 5-O-methyl anisocoumarin 

B: R1 = prenyl, R2 = H, R3 = 

OMe 

 

R = 6,7-dihydroxygeranyl 

(7) Paratrimerin E 

 

 

 

 

(8) 8-methoxyostruthin (Ninhvanin) 

(9) 6-(2′-hydroxyethyl)-2,2-dimethyl-2H-1-

benzopyran 
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(10) Psoralen 
 

(11) (S)-Marmesin 

 
 

 

(12) Xanthyletin 

(13) 5-methoxy-8,8-dimethyl-

10-(3′,7′-dimethyl-1′, 5′,7′-

trien-3′-yl)pyranocoumarin 

(14) 6-(3′-carboxyethenyl)-5- 

methoxy-2,2,8,9-tetramethyl-9-

(4′′-methyl-4′′-hydroxypent-3′′-

enyl)-2H-furo[2,3-h]chromen 

 

 

(15) 5-methoxy-8,8-dimethyl-10-(7′-hydroxy-3′,7′-

dimethylocta-1′,5′-dien-3′-yl)pyranocoumarin: 

R1 = Me; R2 = H 

(16) 5-hydroxy-8,8-dimethyl-10-(7′-hydroxy-3′,7′-

dimethylocta-1′,5′-dien-3′-yl)pyranocoumarin: 

R1 = H; R2 = H 

(17) dimethyl-10-(7′-acetoxy-3′,7′-dimethylocta-

1′,5′-dien-3′-yl)pyranocoumarin: R1 = Me;  R2 

= OAc 

(18) Poncitrin (Dentatin): R1 = Me; R2 = Me 

(19) Nordentatin: R1 = H; R2 = Me 

(20) 5-hydroxy-8,8-dimethyl-10-(3′,7′-dimethylocta-

1′,6′-dien-3′-yl)pyranocoumarin: R1 = H; R2 

=(CH2)2CH=C(CH3)2 

(21) 5-methoxy-8,8-dimethyl-10-(3′,7′-dimethylocta-

1′,6′-dien-3′-yl)pyranocoumarin: R1 = Me; R2 = 

(CH2)2CH=C(CH3)2 

 

 

(22) 6-(3′-carboxyethenyl)-5-methoxy-2,2,8,9-

tetramethyl-9-(4′′-methylpent-3′′-enyl)-2H-

furo[2,3-h]chromen: R = (CH2)2CH=C(CH3)2 

 

(23) Luvangetin 
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(24) Paratrimerin F 

 

(25) Pandanusin A 

 

(26) Paratrimerin A: R = H 

(27) Paratrimerin B: R = β-D-apiofuranosyl 

Hình 1.1. Các coumarin trong chi Paramignya 

“Nguồn: Ninh The Son, 201825”. 

 Acridon alkaloid 

Các acridon alkaloid có trong chi Paramignya được báo cáo chủ yếu trong Xáo 

tam phân, được trình bày chi tiết trong Mục 1.1.2. Tổng quan về cây Xáo tam phân. 

Tirucallan saponin  

Các loài thuộc chi Paramignya đều có chứa các hợp chất thuộc khung tirucallan. 

Các nghiên cứu thực vật cũng báo cáo sự hiện diện của các cấu trúc saponin 

tirucallan từ quả, lá và thân của các loài P. monophylla28, phần trên mặt đất của các 

loài P. griffithii 27. 7 dẫn xuất tirucallan glycosyl phân lập từ thân và lá của loài P. 

scandens20. Trong số saponin tirucallan sự kết hợp giữa (13S, 14R, 17S, 20S)-

lanostan aglycon và β-D-glycopyranosyl glycon qua cầu nối O-acetyl và hiện tượng 

orglycosyl hóa ở carbon C-25 trong các hợp chất paramignyol A, paramignyol B, 

paramignyosid A, paramignyosid B, paramignyosid C, paramignyosid D, 

paramignyosid E có thể là một điểm đánh dấu đáng chú ý cho P. scandens và các 

loài khác trong chi Paramignya20,30,31. 

Các triterpenoid trong chi Paramignya được trình bày trong Bảng 1.2. 
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Bảng 1.2. Các dẫn xuất triterpen nhóm tirucallan trong chi Paramignya 

Stt Tên hợp chất R1 R2 Công thức chung 

(1) 
Tirucalla-7,24-dien-3β,23-

diol 
βOH, αH OH 

 

(2) Tirucalla-7,24-dien-3α-ol αOH, βH H 

(3) Tirucalla-7,24-dien-3β-ol βOH, αH H 

(4) 
3,3-Ethylenedioxy 

tirucalla-7,24-dien 
OCH2CH2O- H 

(5) Tirucalla-7,24-dien-23-ol H, H OH 

(6) 
3-Oxotirucalla-7,24-dien-

23-ol 
OH CH3 

 

(7) 
3-Oxotirucalla-7,24-dien-

23-yl acetat 
OAc CH3 

(8) Tirucalla-7,24-dien-3-on H CH3 

(9) 
3-Oxotirucalla-7,24-dien-

21,23-diol 
OH CH2OH 

(10) 
3-Oxotirucalla-7,24-dien-

21,23-diol diacetat 
OAc 

CH2OA

c 

 
(11) Tirucalla-7,24-dien-3,23-dion 

 
(12)Tirucalla-7,24-dien-3β,21,23-triol 

 
(13) Tirucalla-7,24-dien-3β,21,23-triol triacetat 

 
(14) Flindisson 
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(15) Deoxyflindisson 

 
(16) Flindisson lacton 

 
(17) Paramignyol A: R1 = OCH3, R2 = OH 

(18) Paramignyol B: R1 = H, R2 = OCH3 

 

 

(19) Paramignyosid A: R = H 

(20) Paramignyosid B: R = Ac 

(21) Paramignyosid C: R1 = R2= H 

(22) Paramignyosid D: R1 = H, R2 = D-

glucopyranose 

(23) Paramignyosid E: R1 = Ac, R2 = D-

glucopyranose 

“Nguồn: Bowen I. H, 199828” 

Flavonoid 

Bowen và cộng sự đã báo cáo sự tồn tại của flavon carpachromen trong cao 

cloroform của P. monophylla28,29. Wattanapiromsakul C. và cộng sự công bố hai 

flavanon mới 3 ′, 4′-dihydroxy-7-metoxy-8- (3-metylbut-2-enyl) -furano- (4 ′ ', 5 ′': 

6,5) -flavanon và 3 ′, 4′-dihydroxy-7-metoxy-8- (3-metylbut-2-enyl) -2 ′ '' - (1-

hydroxy1-metyletyl) -furano- (4 ′ ', 5 ′': 6 , 5) -flavanon, amoradicin đã được phân 

lập từ cao methanol của thân cây P. griffithii27. Flavanon diglycosid atriplisid B 

được chiết xuất từ cành và lá P. scandens20.  Một số flavonoid được phân lập từ chi 

Paramignya được trình bày trong Hình 1.2 

 

Carpachromen (R = H) 

3′-Methoxycarpachromen(R = OCH3) 

O O

OH

R

OH

O
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Amoradicin 

 

3′,4′-Dihydroxy-7-methoxy-8-(3′”-

methylbut-2′”-enyl)-furano-(4”,5”:6,5)-

flavanon 

 

3′,4′-Dihydroxy-7-methoxy-8-(3′”-methylbut-2′”-enyl)-2”-

(1-hydroxy-1-methylethyl)-furano-(4”,5”:6,5)-flavanon 

 

Atriplisid B 

Hình 1.2. Flavonoid trong chi Paramignya 

“Nguồn: Wattanapiromsakul C., 200027”. 

Phenol, dẫn chất của phenol và megastigman glycosid 

Các hợp chất phenol có cấu trúc đơn giản, acid vanillic và trans-N-p-coumaroyl 

tyramin được phân lập từ cao methanol Xáo tam phân được xác định10, được trình 

bày chi tiết trong Mục 1.1.2. Tổng quan về cây Xáo tam phân. 

Một vài glycosid sesquiterpen trong chi Paramignya xuất hiện như megastigman 

glycosid, gusanlungionosid C và (6R,9S)-roseosid, được phân lập từ chiết xuất trong 

nước của cành và lá khô P. scandens20.. 

Các hợp chất khác 

Năm 2016, theo công trình của Nguyễn Thị Diệu Thuần và cộng sự, ngoài các 

hợp chất atriplisid B, megastigman glycosid20, các hợp chất nhỏ như limonoid 
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methyl, isolimonat lignin, glycosid syringaresinol di-O-β-D-glucopyranosid, 

nucleosid adenosin cũng được phát hiện từ cành cây và lá P. scandens. 

Sesquiterpen 

 
(1) Pterocarpol 

Phytosterol 

 

(2) Stigmasterol 

 
(3) β-sitosterol 

Hợp chất chromen 

 
(4) Daedalin A 

 
(5) 6-(2-Hydroxyethyl)-2,2-dimethyl-2H-1-benzopyran 

 
(6) Limonoid methyl 

  
(7) Glycosid syringaresinol di-O-β-D-glucopyranosid 

R= β-D-glucopyranosid 

Hình 1.3. Các hợp chất khác trong chi Paramignya 

“Nguồn: Nguyễn Thị Diệu Thuần, 201620” 

Tác dụng dược lý 

Tác dụng độc tế bào 

Đánh giá sinh học đầu tiên được thực hiện trong việc sàng lọc hoạt động chống 

khối u của thân và lá P. lobata ở Kuala Lumpur34 có giá trị ED50 là 100 µg/ml đối 
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với dòng tế bào KB.  

Các triterpenoid khung tirucallan được phân lập từ P. scandens có tác dụng gây 

độc tế bào, chống kết tập tiểu cầu, kháng viêm, trị ngứa, có khả năng giãn mạch và 

ức chế enzym 11-β-hydroxysteroid dehydrogenase trên chuột đồng thời có tác động 

lên protease của virus gây suy giảm miễn dịch ở người (HIV-1)35
.  

Năm 2014, Nguyễn Hữu Toàn Phan và cộng sự đã công bố kết quả cho thấy hai 

dẫn xuất mới tirucallan là paramigyol A và B phân lập từ thân và lá của cây P. 

scandens có tác dụng lên các dòng tế bào ung thư ở người như SK-Mel-2 (tế bào 

ung thư hắc tố), LU-1 (tế bào ung thư phổi) và MCF-7 (tế bào ung thư vú)31
. 

Tác dụng kháng viêm  

Trong mô hình khác, tác dụng kháng viêm của các hợp chất phân lập từ chi 

Paramignya, được thực hiện với 5 saponin tirucallan paramignyosid A-E trên các 

cytokin gây viêm trong suốt quá trình đo sản xuất interleukin (IL) -12 p40 , IL-6 và 

yếu tố hoại tử khối u-α (TNF-α) trong tế bào đuôi gai có nguồn gốc từ tủy xương 

được kích thích bởi LPS. Tác dụng mạnh nhất theo thứ tự paramignyosid C (giá trị 

IC50 là 5,03 ± 0,19µM)> paramignyosid D (19,57 ± 0,97µM)> paramignyosid E  

(14,09 ± 0,65µM)> paramignyosid B (29,15 ± 1,33µM)> paramignyosid A  (48,68 

± 1,89µM)30. 

Công dụng 

Từ lâu, tại các nước Châu Á, các loài thuộc chi Paramignya đã được các lương y 

sử dụng rộng rãi trong dân gian như một vị thuốc quý34. Tại Thái Lan: Loài P. 

griffithii được sử dụng trong hỗ trợ điều trị nhiễm trùng mũi. Tại Malaysia: Rễ của loài 

P. scandens (Xáo leo) được sắc uống có tác dụng làm giảm đau bụng, toàn bộ cây 

sắc uống trị bệnh giang mai. 

Theo Phạm Hoàng Hộ, trong y học cổ truyền, lá và quả P. armata (Cựa gà, Gai 

xanh, Quýt gai) được dùng để trị viêm phổi, ho; rễ P.monophylla (Xáo một hoa) 

được dùng để trị bạch đái hạ; rễ P. petelotii (Xáo petelot) làm thuốc bổ cho phụ nữ sau 

sinh2
. 

 



13 

 

 

1.1.2. Tổng quan về cây Xáo tam phân 

Theo hệ thống phân loại của Takhtajan (2009)175, cây Xáo tam phân 

(Paramignya trimera (Oliv.) Burkill) thuộc: Ngành Ngọc lan (Magnoliophyta)  

Lớp Ngọc lan (Magnoliopsida)  Phân lớp Hoa hồng (Rosidae)  Liên bộ Cam 

(Rutanae)  Bộ Cam (Rutales)  Họ Cam (Rutaceae)  Phân họ Aurantioideae 

(Citroideae)  Chi Paramignya  Loài Paramignya trimera (Oliv.) Burkill 

Tên đồng nghĩa: Atalantia trimera Oliv, Severinia trimera (Oliv.) Swingle 

Đặc điểm thực vật: Xáo tam phân là một loài cây gỗ nhỏ4. Rễ hình trụ, có nhiều 

nếp nhăn dọc, mùi thơm. Thân non màu xanh lục, thân già màu xám, tiết diện tròn, 

có gai. Lá đơn, mọc so le, không có lá kèm4
. Cụm hoa: Xim hai ngả. Hoa đều, lưỡng 

tính, hoa mẫu 3. Lá bắc và 2 lá bắc con dạng vảy hình tam giác nhỏ, bề mặt có 

nhiều lông. Lá đài 3 đều, dính nhau ở dưới tạo thành một ống hình chuông bên trên 

chia thành 3 răng hình tam giác, mặt ngoài có nhiều lông và một sọc dọc. Tràng hoa 

3 đều, rời, hình bầu dục, màu trắng ngà, mặt ngoài có nhiều đốm trong mờ. Bộ nhị: 

6 nhị, đều, rời, đính trên 2 vòng, kiểu đảo lưỡng nhị. Chỉ nhị nhẵn, dẹp, thuôn dần 

về phía đỉnh, màu trắng. Bao phấn hình thuôn dài, màu vàng, 2 ô, nứt dọc, hướng 

trong, đính đáy. Bộ nhụy gồm 3 lá noãn dính nhau thành bầu trên, 3 ô, mỗi ô 1 noãn, 

đính noãn trung trụ. Bầu hình bầu dục, màu vàng. 1 vòi nhụy hình trụ ngắn, đính ở 

đỉnh bầu. 1 đầu nhụy chia 3 thùy, màu cam. Đĩa mật ở đáy bầu. Các bộ phận của 

cây thường có tinh dầu, nhiều nhất ở rễ, có mùi thơm dịu rất đặc trưng.  
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Hình 1.4. Các bộ phận cây Xáo tam phân, (A)  lá, (B) Thân,  (C) Rễ  

“Nguồn: Nguyễn Đức Nghĩa, 2013” 

Phân bố sinh thái: Xáo tam phân đã được tìm thấy ở một số quốc gia ở Châu Á 

như: Thái Lan, Malaysia, Ấn Độ, Indonesia23. Theo Phạm Hoàng Hộ (2003) thì Xáo 

tam phân trước đây được tìm thấy ở núi Lấp Vò, tỉnh Bình Dương2. Gần đây loài 

này được ghi nhận mọc tự nhiên ở Hòn Hèo, huyện Ninh Hòa, tỉnh Khánh Hòa và 

một số khu vực khác ở tỉnh Ninh Thuận. 

Bộ phận dùng, thu hái, chế biến: Rễ, thân, lá, quả2 thu hái vào mùa khô, rửa 

sạch, thái nhỏ, dùng tươi hay phơi khô, dùng sắc nước uống. 

Nhân giống in vitro cây Xáo tam phân: Năm 2017, Trần Trung Hiếu và cộng sự 

đã tiến hành nhân giống vô tính in vitro Xáo tam phân24. Quy trình nhân giống in 

vitro cây Xáo tam phân đã được thiết lập từ các đoạn thân mang chồi bên của cây 1-

 (A) 

(B) 

 (C) 
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3 năm tuổi ngoài vườn ươm. Nghiên cứu đã xây dựng quy trình nhân giống giúp 

bảo tồn nguồn gen và nhân sinh khối mô sẹo in vitro giúp cho việc khảo sát các hợp 

chất có giá trị y học được thuận lợi hơn. 

Thành phần hóa học 

 Đã có một số nghiên cứu trong và ngoài nước về thành phần hóa học trong cây 

Xáo tam phân được công bố 10, 38, 39, 40. Các nghiên cứu này chủ yếu tập trung vào 

phần rễ của cây Xáo tam phân mọc tự nhiên, cho thấy chứa chủ yếu các nhóm hợp 

chất như: Acridon alkaloid, coumarin, phenol, dẫn chất của phenol và megastigman 

glycosid. Ngoài ra, còn có một vài nghiên cứu trên thân41 và lá32,33. 

Acridon alkaloid 

Các acridon alkaloid có trong chi Paramignya được báo cáo chủ yếu trong Xáo 

tam phân.  Năm 2016, 2017, 2020, Trịnh Hoàng Dương và cộng sự đã phân lập 3 

acridon alkaloid glycocitrin-III, oriciacridon E, 5-hydroxynoracronycin, 

paramiacridone 9,13. Năm 2017, Đặng Hoàng phú và cộng sự đã phân lập 2 acridon 

paratrimerin C, paratrimerin D11. 

Năm 2020, Nguyễn Thị Thanh Mai và cộng sự đã phân lập được một acridon 

alkaloid mới, paratrimerin I từ phân đoạn CHCl3 của rễ cây Xáo tam phân15. 

Ngoài ra năm 2017, Nguyễn Trung Nhân và cộng sự phân lập hai alkaloid mới từ 

chiết xuất hòa tan trong CHCl3 của thân cây Xáo tam phân, (E)-2-(prop-1-enyl)-N-

metylquinolinium-4-olat và (R)-2-ethylhexyl 2H-1,2,3-triazol-4-carboxylat41. 

 
 

Oriciacridon E Glycocitrin III 

  

5-Hydroxynoracronycin Paratrimerin C 
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Paratrimerin D Paratrimerin I 

Hình 1.5. Acridon alkaloid trong Xáo tam phân 

“Nguồn: Trịnh Hoàng Dương, 20169”. 

Coumarin 

Bài báo trong hóa học thực vật của Xáo tam phân cho thấy hầu hết các coumarin 

xuất hiện tự nhiên ở dạng tự do, trong khi chỉ có hai hợp chất coumarin glycosid liên 

kết đơn phân tử có 6–7 được báo cáo. Coumarin dimer Paratrimerin J – Y thu được từ 

chiết xuất EtOH của thân cây Paramignya trimera (Rutaceae) bằng cách sử dụng 

phân lập có hướng dẫn LC / MS. Ostruthin, Demethylsuberosin, 5-O-methyl 

anisocoumarin B, 7-hydroxycoumarin, 7-methoxycoumarin Scopoletin, Psoralen, 

Marmesin, Xanthyletin, 8-methoxyostruthin, Pandanusin A, Luvangetin, 

Paratrimerin E, Paratrimerin F, Paratrimerin A, B25. 

Phenol, dẫn chất của phenol và megastigman glycosid 

Năm 2016,  Bùi Thị Thuỳ Linh và cộng sự  công bố từ cao cloroform của thân 

Xáo tam phân đã phân lập các hợp chất phenol có cấu trúc đơn giản10. Bên cạnh đó, 

acid vanillic và trans-N-p-coumaroyl tyramin được phân lập từ cao methanol Xáo 

tam phân được xác định. 
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(1) Methyl 4-hydroxybenzoat: R1 = H, R2 = H,  R3 = 

OMe 

(2) Vanillin: R1 = OMe, R2=H, R3 = H 

(3) Acid vanillic: R1 = OMe, R2 =H, R3 = OH 

(4) Methyl protocatechuate: R1 = OH, R2 = H, R3 = 

OMe 

(5) Methyl vanilla: R1 = OMe, R2 = H,  R3 = OMe 

(6) Acid syringic acid: R1 = OMe, R2=OMe, R3 = OH 

(7) Methyl syringat: R1 = OMe, R2 = OMe, R3 = OMe 

 
(8) Methyl trans-p-coumarat: R1 = H, R2 =H 

(9) Methyl trans-ferulat: R1 = OMe, R2= H 

(10) Methyl trans-sinapat: R1 = OMe, R2 = Ome 

 
(11) Paratrimerin G 

 

 
(12) Paratrimerin H 

 
(13) Xylobuxin 

Hình 1.6. Phenol và dẫn chất của phenol trong Xáo tam phân 

“Nguồn: Bùi Thị Thuỳ Linh, 201610”. 

Thành phần trong tinh dầu lá cây  

Năm 2018, Đoàn Quốc Tuấn và cộng sự phân tích tinh dầu chưng cất từ lá cây 

Xáo tam phân Paramignya trimera (Oliv.) bằng sắc ký khí kết hợp với khối phổ 

(GC-MS)32. Các thành phần chính của tinh dầu Xáo tam phân được xác định là β-

caryophyllen (10,5 %), β-caryophyllen oxid (9,9 %), 7-epi-α-eudesmol (7,6 %), và 

γ-muurolen (6,8 %). Ngoài ra, năm 2017 Nguyễn Văn Tăng và cộng sự đã phân lập 

được 5 hoạt chất chiết xuất từ dịch chiết MeOH của lá Xáo tam phân bao gồm: Acid 

gallic, acid protocatechuic, acid ellagic, rutin và quercetin33. 

Tác dụng dược lý 

Tác dụng độc tế bào 

Năm 2013, Nguyễn Minh Khởi và cộng sự công bố khảo sát tác dụng gây độc tế 

bào ung thư trên 5 dòng tế bào ung thư gồm ung thư gan HepG2, ung thư đại tràng 
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HTC116, ung thư vú MDA-MB-231, ung thư buồng trứng OVCAR-8 và ung thư cổ 

tử cung Hela của cao chiết methanol, phân đoạn chiết n-hexan và ostruthin. Kết quả 

cho thấy phân đoạn n-hexan thể hiện hoạt tính ở mức độ trung bình (IC50 39,61 

g/ml) trên dòng tế bào ung thư gan HepG217
. 

Đặc biệt hợp chất ostruthin được phân lập trong phân đoạn n-hexan từ rễ Xáo tam 

phân có tác dụng ức chế tốt viêm gan cấp (gây độc bằng CCl4) ở thí nghiệm trên chuột 

nhắt; có tác dụng tiêu diệt đối với năm dòng tế bào ung thư: ung thư gan, ung thư đại 

tràng, ung thư vú, ung thư buồng trứng và ung thư cổ tử cung17. 

Năm 2018, Nguyễn Thị Huyền Lâm và cộng sự công bố một nghiên cứu về tác 

dụng chống ung thư từ cao methanol của rễ Xáo tam phân trên dòng tế bào ung thư 

vú MCF-7 ở người trong mô hình 3D có tác dụng ức chế mạnh sự gia tăng tế bào và 

gây ra sự chết tế bào của MCF-736. 

Nghiên cứu độc tính cấp tính đối với cao methanol của rễ Xáo tam phân,  

Nguyễn Minh Khởi và cộng sự đề xuất rằng LD0 (liều ít nhất không gây chết bất kỳ 

con vật nào trong thử nghiệm) là nhỏ hơn 329,0 g/kg trọng lượng bằng đường uống 

và không xác định LD50 (liều gây chết trung bình)17. 

Năm 2018, Nguyễn Văn Tăng và cộng sự công bố khả năng gây độc tế bào mạnh 

của cao rễ Xáo tam phân trên các dòng tế bào ung thư MiaPaCa-2 (tuyến tụy), 

HT29 (ruột kết), A2780 (buồng trứng), H460 (phổi), A431 (da), Du145 (tuyến tiền 

liệt), BE2-C (u nguyên bào thần kinh), MCF-7 (vú), MCF-10A (vú bình thường) và 

U87, SJ-G2, SMA (u nguyên bào thần kinh đệm) được quan sát với giá trị IC50 dao 

động từ 15 đến 32 μg/ml. Tiềm năng gây độc tế bào trên tế bào ung thư tuyến tụy 

của cao rễ Xáo tam phân (100-200 μg / ml) cao hơn đáng kể (P <0,05) so với 

ostruthin (20 μg/ml) và gemcitabin (50 μg/ml)37
.  

Năm 2021, Khong Trong Quan công bố Paratrimerin W thu được từ cao ethanol 

của thân Xáo tam phân gây độc tế bào ung thư biểu mô tế bào gan Huh7, u sợi 

HT1080 và tế bào ung thư đại trực tràng HT29 với IC50 tương ứng là 14,9, 18,4 và 

22,5 μM39. 

Theo Nguyễn Thị Kim Oanh và cộng sự (2022), Pal D và Saha S (2020), hoạt 



19 

 

 

tính độc tính tế bào ung thư của Xáo tam phân có thể giải thích do thành phần tinh 

dầu và coumarin có trong dược liệu171,172. Hoạt tính độc tế bào ung thư MCF-7, 

HepG2, KB, LU-1 và MKN7 in vitro của phân tử nano vàng sử dụng cao nước từ rễ 

Xáo tam phân làm tác nhân khử và ổn định cũng được Lê Tự Hải và cộng sự (2024) 

báo cáo với giá trị IC50 lần lượt là 2,01, 7,60, 3,89, 3,99 và 3.53 ppm sau 72 xử lý 

tế bào173. 

Tác dụng ức chế α-glucosidase 

Năm 2017, Nguyễn Trung Nhân và cộng sự đã công bố từ cao CHCl3 của thân 

cây Xáo tam phân đã phân lập được hai alkaloid mới, (E)-2-(prop-1-enyl)-N-

metylquinolinium-4-olat (1) và (R)-2-ethylhexyl-2H -1,2,3-triazol-4-carboxylat (2) 

và hợp chất 2 có hoạt tính ức chế α-glucosidase, với giá trị IC50 là 137,9 μM38. 

Năm 2017, Đặng Hoàng Phú và cộng sự, cao methanol của rễ Xáo tam phân 

cũng thể hiện hoạt tính ức chế men α-glucosidase đáng kể với giá trị IC50 là 

36,6μg/ml12. Năm 2018, Trịnh Hoàng Dương và cộng sự công bố hai hoạt chất được 

phân lập từ thân Xáo tam phân là paratrimerin G và paratrimerin H có tác dụng ức 

chế α-glucosidase ở mức độ trung bình với IC50 tương ứng là 89,2 và 58,8 µM26.  

Tác dụng bảo vệ gan 

Nguyễn Mạnh Cường và cộng sự công bố dịch chiết nước Xáo tam phân ở liều 

uống 10 g/kg cân nặng đã làm giảm nồng độ AST và ALT  trong huyết thanh, giảm 

tổn thương mô bệnh học gan do paracetamol (liều duy nhất 400 mg/kg, cho uống ) ở 

chuột sau 9 ngày điều trị, trong khi cao methanol cho thấy hiệu quả cao tương tự 

như ở silymarin đối chứng dương liều 50 mg/kg42.  

Tác dụng kháng viêm 

Năm 2017, Lê Hoàng Tuấn Anh và các cộng sự đã báo cáo về tác dụng chống 

viêm của các thành phần hóa học có trong Xáo tam phân19
. Các hợp chất ostruthin, 

ninhvanin, 8-geranyl-7-hydroxycoumarin (3), 6-(6′,7′-dihydroxy-3′, 7′-

dimethylocta-2′-enyl) -7-hydroxycoumarin và luvangetin ức chế sản xuất NO và 

PGE2 trong các tế bào BV2 được kích thích bằng LPS, với giá trị IC50 lần lượt từ 

9,8 đến 46,8 và từ 9,4 đến 52,8 μM. Ostruthin và ninhvanin đã được chứng minh là 
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ngăn chặn sự biểu hiện của protein iNOS và COX-2 do LPS gây ra. 

Công dụng 

Xáo tam phân được người dân Việt Nam sử dụng trong điều trị nhiều bệnh ung 

thư và bồi bổ sức khỏe. Theo nhân dân xã Ninh Vân (Khánh Hòa), cành và thân 

Xáo tam phân dùng chữa viêm gan vàng da, xơ gan cổ trướng, ung thư gan.  

Xáo tam phân có vị hơi đắng, hậu vị ngọt, tính bình, mùi thơm dễ chịu, không 

độc, chưa có nghiên cứu về quy kinh của loài này. Xáo tam phân có thể dùng tươi, 

khô, sắc lấy thuốc uống, ngâm rượu hoặc tán thành bột mịn. 

1.2. Tổng quan khảo sát hoạt tính chống oxy hóa in vitro 

Có nhiều phương pháp để khảo sát tác dụng chống oxy hóa in vitro. Dựa trên 

phản ứng hóa học giữa các hợp chất chống oxy hóa và các gốc tự do, các phương 

pháp khảo sát tác dụng chống oxy hóa in vitro được phân loại thành hai loại: Thử 

nghiệm cho nguyên tử hydro (HAT) và thử nghiệm cho electron (SET)43. 

1.2.1. Thử nghiệm cho nguyên tử hydro (HAT) 

Các thử nghiệm dựa trên quá trình chuyển trực tiếp nguyên tử hydro từ chất 

chống oxy hóa sang gốc tự do44. ROO• + AH/ArOH ⇄ ROOH + A•/ArO• 

Thử nghiệm dựa trên HAT bao gồm: Phương pháp ORAC, phương pháp ABTS, 

TRAP, hoạt động quét gốc hydroxyl, thử nghiệm phân tích lipid, quét các gốc 

H2O2
45. 

Phương pháp ORAC 

Phương pháp này đo mức độ phân hủy do bị oxy hóa của fluorescein khi có sự 

hiện diện của gốc peroxy46,47. Ưu điểm của phương pháp ORAC là xác định được 

có hoặc không có sự trễ pha trong mẫu chứa các chất chống oxy hóa. Đây là một 

điều rất thuận lợi khi đo các mẫu thực phẩm chứa cả những hợp chất chống oxy hóa 

có tốc độ phản ứng khác nhau nhiều48. 

Phương pháp bắt gốc tự do ABTS  

ABTS +  [2,2′-azinobis (3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonat)] là một gốc tự do bền 

phát huỳnh quang màu xanh có bước sóng hấp thu đặc trưng là 734 nm. Khi bổ 

sung một hợp chất có khả năng kháng oxy hóa, ABTS+ sẽ bị khử về dạng không 
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màu dẫn đến độ hấp thu bước sóng đặc trưng giảm49. 

Phương pháp TRAP 

Phương pháp TRAP sử dụng gốc peroxyl được tạo thành từ 2,2′-azobis(2-

amidinopropan) dihydrochlorid (AAPH). Khi cho AAPH vào môi trường plasma, 

các chất khử sẽ bị oxy hóa. Quá trình oxi hóa này được đo đạt thông qua hàm lượng 

oxy tiêu thụ bằng một điện cực. Khi có mặt chất chống oxy hóa trong môi trường 

plasma, quá trình oxy hóa sẽ xảy ra chậm hơn. Giá trị TRAP của mẫu thí nghiệm 

được tính toán dựa vào độ dài pha loãng của mẫu so với độ dài pha lag của mẫu 

trắng và độ dài pha lag của chất chuẩn là dung dịch Trolox. Kết quả tính toán là 

mmol Trolox/kg mẫu rắn hoặc mmol Trolox/L mẫu lỏng44,50. 

Phân tích lipid 

Phương pháp này đánh giá sự khác biệt trong tốc độ oxy hóa acid linoleic bởi gốc 

ABAP trong mối quan hệ với chất chuẩn là tocopherol51. 

Phương pháp quét các gốc H2O2  

Các phân tử H2O2 sinh ra từ chuyển hoá trong cơ thể với nồng độ vô cùng thấp, 

dễ dàng bị loại bỏ và không độc hại cho cơ thể. Nhưng nếu hiện diện ở nồng độ cao, 

chúng có thể tạo ra các gốc tự do có khả năng phản ứng rất cao, dễ dàng phản ứng 

với các chất hữu cơ tạo ra các peroxid và từ đó tạo ra nhiều sản phẩm độc hại cho tế 

bào. Hoạt tính chống oxy hoá của mẫu thử được thể hiện qua việc làm giảm lượng 

H2O2 dẫn đến làm giảm màu của phản ứng giữa H2O2 và phenol đỏ52. 

1.2.2. Thử nghiệm cho electron (SET) 

Các thử nghiệm dựa trên quá trình chuyển một electron từ chất chống oxy hóa 

sang gốc tự do53. Các cơ chế hoạt động chống oxy hóa của SET có thể được tóm tắt 

bằng các phản ứng sau: 

ROO• + AH/ArOH → ROO− + AH•+/ArOH•+ 

AH•+/ArOH•+ + H2O ↔ A•/ArO• + H3O+ 

ROO− + H3O+ ↔ ROOH + H2O 

Thử nghiệm SET bao gồm: Phương pháp DPPH, phương pháp đánh bắt gốc 

superoxyd O2
●-, FRAP, TEAC sử dụng ABTS, thử nghiệm CUPRAC, phương pháp 



22 

 

 

Folin–Ciocalteu, phương pháp ức chế gốc oxit nitric, phương pháp đánh giá bằng 

hàm lượng MDA, khả năng kết hợp với ion sắt (II)51. 

Phương pháp đánh bắt gốc tự do 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) 

Đây là phương pháp dựa trên việc chuyển điện tử tạo ra một dung dịch màu tím 

trong methanol. Gốc tự do này ổn định ở nhiệt độ phòng và làm giảm sự hiện diện 

của phân tử chống oxy hóa. Xét nghiệm DPPH nhanh, đơn giản và là lựa chọn đầu 

tiên giúp đánh giá tiềm năng chống oxy hóa của các hợp chất55. 

Thử nghiệm dựa trên phản ứng giữa chất chống oxy hóa với DPPH (2,2-

diphenyl-1-picrylhydrazyl) làm DPPH màu tím đậm bị khử thành sản phẩm vàng 

nhạt54. Mức độ giảm OD ở 517 nm phản ánh hoạt tính chống oxy hóa của chất thử. 

Sharma & Bhat đã trình bày quan điểm về phạm vi độ nhạy của phép đo quang phổ, 

bên cạnh độ nhạy của DPPH với ánh sáng, pH và độ hòa tan của hợp chất56. 

Phương pháp đánh bắt gốc superoxyd O2
●- 

Việc ngăn tạo thành gốc superoxyd giúp đánh giá khả năng loại bỏ các gốc tự do 

của mẫu thử. Gốc superoxyd được tạo thành trong phản ứng giữa xanthin và xanthin 

oxydase được định lượng bằng phương pháp khử, dùng nitroblue tetrazolium (NBT) 

cho phức chất màu tím được đo quang ở bước sóng 550 nm. Hoạt tính chống oxy 

hóa của mẫu thử được thể hiện qua khả năng làm giảm sự hình thành của phức màu 

tím. Enzym superoxyd dismutase (SOD) được sử dụng như chất đối chiếu dương 

tính57. 

Phương pháp FRAP 

Nguyên tắc xác định hoạt tính chống oxy hóa của phương pháp này dựa trên khả 

năng của chất chống oxy hoá trong việc khử phức Fe3+-TPTZ [2,4,6-tripyridyl-s-triazin 

(TPTZ)] (màu tía) thành phức Fe2+-TPTZ (màu xanh) ở pH thấp58. Thử nghiệm 

FRAP đơn giản, nhanh chóng, tiết kiệm chi phí và không yêu cầu thiết bị chuyên 

dụng. Tuy nhiên, kết quả FRAP có thể thay đổi tùy theo thời gian phân tích quan sát 

được đối với phản ứng giữa chất chống oxy hóa và Fe3+, dao động từ vài phút đến 

vài giờ59,60. 

Phương pháp TEAC 
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TEAC (Trolox equivalent antioxidant capacity) là phương pháp xác định hoạt 

tính chống oxy hóa so sánh với khả năng chống oxy hóa của Trolox61. Cation 

ABTS+ [2,2′-azinobis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonate)(ABTS)] là một gốc tự do 

bền, phát quang màu xanh, được đặc trưng ở độ hấp thu 734 nm. Khi cho chất 

chống oxi hóa vào dung dịch chứa ABTS+, các chất chống oxy hóa sẽ khử ion này 

thành ABTS. Đo độ giảm độ hấp thu của dung dịch ở bước sóng 734 nm để xác 

định hoạt tính của chất chống oxy hóa, so sánh với chất đối chiếu Trolox [acid 6-

hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic]. Trong môi trường kali persulfat, 

gốc ABTS+ có thể bền 2 ngày ở nhiệt độ phòng trong tối62. 

Phương pháp CUPRAC  

Phương pháp CUPRAC để xác định tổng khả năng chống oxy hóa đã được phát 

minh vào đầu những năm 2000, nhưng nó đã được sửa đổi cho các phương pháp 

khác nhau để đo hoạt tính chống oxy hóa dựa trên quá trình khử Cu2+ thành dạng 

Cu+. Neocuproin (2,9-dimethyl-1,10-phenanthrolin) là chất thường được sử dụng 

trong phương pháp CUPRAC nhằm tạo thuận lợi cho phép đo độ hấp thụ63. 

Phương pháp Folin–Ciocalteu 

Phương pháp Folin–Ciocalteu là một phương pháp nổi tiếng nhằm xác định tổng 

hàm lượng phenol (TPC). Xét nghiệm Folin-Ciocalteu được sử dụng rộng rãi trong 

các nghiên cứu để đo tổng hàm lượng polyphenol trong thực phẩm có nguồn gốc 

thực vật và các mẫu sinh học64. Phương pháp này ban đầu được thiết kế để phân tích 

protein, sau đó trở thành một thử nghiệm thường xuyên để đánh giá chất chống oxy 

hóa của thực phẩm và chiết xuất thực vật. Đối với một số hợp chất: Epicatechin 

galate, acid rosmarinic, quercetin, epigalocatechin, catechin, acid caffeic, 

epicatechin, gallic, rutin và acid chlorogenic khả năng chống oxy hóa tốt nhất đã 

được ghi nhận bằng phương pháp CUPRAC65,66. 

Đánh giá bằng hàm lượng MDA (malonyl dialdehyde) (Phương pháp 

TBARS)  

MDA được sinh ra trong quá trình peroxy hoá lipid. Khi cho phản ứng với acid 

thiobarbituric, một phân tử MDA phản ứng với 2 phân tử acid thiobarbituric tạo 
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phức màu hồng hấp thụ cực đại ở bước sóng 532 nm. Phản ứng thường được thực 

hiện ở môi trường pH 2 - 3, ở nhiệt độ 90-100 °C trong vòng 10 - 15 phút. Đo 

cường độ màu của phức, tính được hàm lượng MDA có trong mẫu và suy ra khả 

năng ức chế peroxy hoá lipid67. 

Khả năng kết hợp với ion sắt (II) 

Ion Fe2+dạng tự do xúc tác sinh ra gốc tự do. Đánh giá khả năng phòng ngừa sinh 

gốc tự do của chất nghiên cứu qua khả năng khóa các ion kim loại chuyển tiếp ở 

dạng phức sẽ làm mất khả năng xúc tác phản ứng sinh gốc tự do. Hoạt tính chống 

oxy hóa thể hiện qua việc ngăn chặn sự tạo thành phức chất có màu giữa ion Fe2+ 

với thuốc thử Ferrozin (acid 3-[2-pyridyl]-5,6-diphenyl-1,2,4-triazin-4,4′-disulfonic) 

được đo ở 562 nm; hay với thuốc thử 2,2′-dipyridyl đo ở 523 nm64,68. 

Phương pháp thử hoạt tính ức chế gốc tự do NO 

Các dạng oxy hoạt động (ROS) và nitơ hoạt động (RNS) được sinh ra trong quá 

trình chuyển hóa bình thường của tất cả các sinh vật hiếu khí. Trong điều kiện sinh 

lý, các chất chống oxy hóa trong cơ thể bảo vệ tế bào và mô chống lại những dạng 

hoạt động này. Khi ROS/RNS sinh ra nhiều, vượt quá khả năng loại bỏ của các chất 

chống oxy hóa, các gốc tự do này có thể gây stress oxy/nitro hóa làm tổn thương 

ADN, protein, lipid, đường… ROS/RNS rất hoạt động và có thời gian bán hủy rất 

ngắn nên không thể định lượng trực tiếp chúng trong mô hoặc dịch cơ thể. Vì vậy, 

đo lường thay đổi do oxy/nitro hóa ở ADN, protein, lipid, đường trong mẫu sinh 

học được hy vọng để phát hiện những chất đánh dấu sinh học tương ứng với những 

bệnh tật liên quan đến ROS/RNS69,70. 

Phản ứng với oxy tạo ra sản phẩm bền vững là nitrit và nitrat, hoạt chất ức chế 

NO sẽ phản ứng cạnh tranh với oxy, làm giảm sản phẩm nitrit tạo thành trong dung 

dịch nước và nồng độ nitrit trong dung dịch nước được xác định bằng phương pháp 

trắc quang dử dụng thuốc thử Greiss (hỗn hợp sulfanilamid và N-1-naphthylethylen 

diamin dihydrochlorid trong môi trường H3PO4). Trong đó, nitrit phản ứng với 

thuốc thử Greiss tạo hợp chất diazo màu bền vững và có bước sóng hấp thu cực đại 

ở 540 nm. Dựa trên sự giảm nồng độ nitrit tạo thành, tính được khả năng chặn gốc 
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tự do NO của hoạt chất (tính trên % ức chế)71. 

Trong các phương pháp để khảo sát tác dụng chống oxy hóa in vitro thì trong 

luận án này, phương pháp DPPH và phương pháp đánh giá bằng hàm lượng MDA 

được sử dụng để khảo sát tác dụng chống oxy hóa in vitro của dược liệu Xáo tam 

phân và các cao phân đoạn với nhiều ưu điểm: Chi phí thấp, dễ thực hiện thí nghiệm, 

khả năng tái tạo, khả năng ứng dụng ở nhiệt độ phòng cũng như khả năng tự động 

hóa, phù hợp đối với rất nhiều đối tượng mẫu.  

1.3. Mô hình nghiên cứu hoạt tính độc tế bào in vitro 

Việc xây dựng một mô hình nghiên cứu hoạt tính độc tế bào in vitro hợp lý và 

hiệu quả là một yếu tố cần thiết trong việc phát triển một dược liệu, hoạt chất có khả 

năng điều trị ung thư, đóng góp vào cơ sở dữ liệu của sự sinh trưởng khối u, cũng 

như tiến triển của tế bào ung thư trên in vitro, thử nghiệm tính hiệu quả của dược 

liệu, hoạt chất dự đoán có khả năng điều trị ung thư, giảm chi phí sàng lọc đặc hiệu. 

Khảo sát hoạt tính độc tế bào in vitro là một bước cần thiết để cung cấp cơ sở khoa 

học cho các thí nghiệm in vivo sau đó. Các nghiên cứu đã chứng minh mối liên hệ 

mật thiết giữa thử nghiệm in vitro và đáp ứng của mẫu thử trên in vivo72. 

Để sàng lọc nhanh các dược liệu, hoạt chất có tác dụng chống ung thư, phương 

pháp nuôi cấy tế bào in vitro thường được sử dụng. Trong mô hình in vitro, các 

dược liệu, hoạt chất được thử bằng cách ủ trực tiếp với các dòng tế bào ung thư nuôi 

cấy ở điều kiện đặc biệt và môi trường thích hợp để tạo dạng đơn lớp (2D) hay dạng 

khối cầu (3D). Phương pháp nuôi cấy 2D là phương pháp cơ bản nhất nhưng có 

nhiều hạn chế vì không mô phỏng được điều kiện in vivo của cơ thể. Còn các tế bào 

trong mô hình nuôi cấy 3D phát triển trong không gian ba chiều phản ánh đầy đủ 

các mối quan hệ giữa tế bào với tế bào, tế bào với chất nền ngoại bào và tế bào với 

môi trường dinh dưỡng như trong cơ thể bình thường. Trong mô hình này, các chỉ 

số như tỷ lệ tế bào sống/chết, chỉ số IC50, tỷ số tăng/giảm kích thước khối cầu các tế 

bào ung thư và các ảnh hưởng của chế phẩm lên hình thái tế bào sẽ được đánh giá73. 

1.3.1. Các dòng tế bào sử dụng trong khảo sát hoạt tính độc tế bào in vitro 

Phòng thí nghiệm thường sử dụng các dòng tế bào ung thư người như: Tế bào 
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ung thư gan (HepG2), tế bào ung thư gan người (HAK1B), tế bào ung thư vú người 

(MDA-MB-231), tế bào ung thư cổ tử cung (HeLa), ung thư biểu mô vú (MCF-7), 

MCF-7 kháng Tamocifen (MCF-7/TamR), MCF-7 kháng Adriamicin (MCF-

7/ADR), ung thư phổi (A549), ung thư buồng trứng (OVCAR-8) trong nghiên cứu 

in vitro. 

Trong luận án này đã sử dụng các dòng tế bào: Tế bào ung thư gan (HepG2), tế 

bào ung thư gan người (HAK1B), tế bào ung thư vú người (MDA-MB-231). 

Tế bào ung thư gan người HepG2 

Tế bào ung thư gan HepG2 là một dòng tế bào bất tử bao gồm các tế bào ung thư 

biểu mô gan ở người, có nguồn gốc từ mô gan của một nam thanh niên da trắng 15 

tuổi bị ung thư biểu mô tế bào gan biệt hóa cao. Đây là một trong những dòng tế 

bào được sử dụng phổ biến nhất trong nghiên cứu ung thư gan và được phổ biến 

rộng rãi như một nguồn tài nguyên cho các nhà nghiên cứu sinh học ung thư gan. 

Các tế bào HepG2 được biết đến với hàm lượng enzyme chuyển hóa thuốc cao và 

khả năng biệt hóa thành các tế bào giống như tế bào gan, khiến chúng trở thành một 

công cụ có giá trị để nghiên cứu chức năng gan và chuyển hóa thuốc74.  

Các tế bào HepG2 có các đặc tính kết dính và phát triển dưới dạng các lớp đơn 

trong các tập hợp nhỏ. HepG2 có thể được phát triển thành công ở quy mô lớn và 

được kích thích bằng hormon tăng trưởng của con người. Các tế bào cũng có khả 

năng tiết ra nhiều protein huyết tương, chẳng hạn như transferrin, fibrinogen, 

plasminogen và albumin. 

Tế bào ung thư gan người HAK1B 

Hai dòng tế bào ung thư biểu mô tế bào gan riêng biệt ở người (HAK-1A và 1B) 

được phân lập từ một nốt duy nhất cho thấy cấu trúc ba lớp với một loại mô học 

khác nhau trong mỗi lớp. Về mặt hình thái, HAK-1A và 1B tương ứng giống với 

các tế bào ung thư biểu mô tế bào gan biệt hóa tốt ở lớp ngoài của khối u ban đầu và 

tương ứng với các tế bào biệt hóa kém ở lớp bên trong. HAK-1B ít khác biệt hơn về 

mặt hình thái và mạnh hơn về mặt sinh học so với HAK-1A; HAK-1B có thời gian 

nhân đôi ngắn hơn, khả năng sinh khối u cao hơn và DNA dị bội. HAK-1B sẽ tăng 
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sinh mạnh hơn và có thể liên quan chặt chẽ đến sự tiến triển của khối u tiếp theo 

trong ung thư biểu mô tế bào gan75. 

Tế bào ung thư vú người MDA-MB-231 

Dòng tế bào khối u MDA-MB được phân lập từ Bệnh viện M. D. Anderson và 

Viện Ung thư gồm 19 dòng tế bào MDA-MB từ bệnh nhân, trong đó 16 dòng tế bào 

MDA-MB thiết lập từ  dịch tràn màng phổi (MDA-MB-134/468/469/157/231/ 

436/435S/330/415/175-VII/253/309/431/416/411/390), 2 dòng tế bào từ di căn não 

(MDA-MB-361, MDA-MB-461) và 1 dòng tế bào ung thư vú (MDA-MB-453). 19 

dòng tế bào MDA-MB được chia thành nhiều loại tùy theo tốc độ tăng trưởng và 

điều kiện tăng trưởng khác nhau76. Trong số các dòng tế bào ung thư vú MDA-MB, 

dòng tế bào MDA-MB-231 có mạng lưới ty thể phân mảnh hơn nhưng không biểu 

hiện ERα, PR và cả HER's-277,78. Dòng tế bào MDA-MB-231 có thể được sử dụng 

làm đại diện cho ung thư vú không biểu hiện ERα, PR, HER's-2, đây là phân nhóm 

ung thư vú ác tính nhất và có khả năng di căn cao. Do đó, nhiều nhà nghiên cứu sử 

dụng dòng tế bào MDA-MB-231 để nghiên cứu sự phát triển và xâm lấn của ung 

thư vú79. 

1.3.2. Các phương pháp sử dụng trong khảo sát hoạt tính độc tế bào in vitro 

Có nhiều phương pháp đánh giá khả năng gây độc tế bào của một chất. Cách đơn 

giản nhất là quan sát hình dạng, kích thước tế bào dưới kính hiển vi. Tuy nhiên, 

phương pháp này có độ chính xác kém, phụ thuộc kinh nghiệm của người nghiên 

cứu. 

Do đó, các phương pháp khác đã được phát triển để xác định khả năng gây độc tế 

bào của hóa chất như phương pháp nhuộm tế bào hoặc quang phổ (đo màu, đo 

huỳnh quang, phương pháp đo sáng) dựa trên sự thay đổi nồng độ của các phân tử 

sinh học được tạo ra bằng các phản ứng sinh hóa trong tế bào80. 

Các xét nghiệm độc tính tế bào và khả năng sống của tế bào được phân loại theo 

loại phép đo của điểm cuối (màu thay đổi, huỳnh quang, phát quang, ...). 

1. Xét nghiệm đo màu: Xét nghiệm giảm tetrazolium (xét nghiệm MTT, xét 

nghiệm MTS, xét nghiệm XTT, xét nghiệm WST-1), xét nghiệm LDH, xét nghiệm 
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SRB, xét nghiệm NRU (hấp thu màu đỏ trung tính)  

2. Loại trừ thuốc nhuộm: Xét nghiệm trypan blue, erythrosine B. 

3. Xét nghiệm huỳnh quang: Xét nghiệm khử resazurin và xét nghiệm đánh dấu 

khả năng sống của protease (xét nghiệm GF-AFC). 

4. Xét nghiệm đo độ sáng: Xét nghiệm ATP và xét nghiệm đo thời gian thực. 

1.3.2.1. Xét nghiệm đo màu 

Xét nghiệm khử Tetrazolium 

Các hợp chất tetrazolium: MTT, MTS, XTT và WST-1 đã được sử dụng để phát 

hiện các tế bào. Các hợp chất này được chia thành hai loại: MTT tích điện dương và 

dễ dàng thâm nhập vào các tế bào và các hợp chất như MTS, XTT và WST-1 tích 

điện âm và không dễ dàng xâm nhập vào tế bào. Loại thứ hai (MTS, XTT, WST-1) 

thường được dùng với chất nhận điện tử trung gian có thể chuyển điện tử từ tế bào 

chất hoặc màng sinh chất để tạo điều kiện khử tetrazolium thành formazan có màu80. 

Xét nghiệm khử tetrazolium MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

diphenyltetrazolium bromid): Là xét nghiệm khả năng sống của tế bào đồng nhất 

đầu tiên được phát triển cho định dạng 96 giếng phù hợp để sàng lọc hoạt tính độc 

tế bào của các mẫu thí nghiệm81. Hoạt tính độc tế bào đánh giá qua tỷ lệ sống của tế 

bào được xác định nhờ hoạt tính enzym succinat dehydrogenase (SDH) của ty thể 

chỉ có trong tế bào sống. SDH chuyển muối tetrazolium MTT thành tinh thể 

formazan tan trong dung môi hữu cơ như isopropanol tạo dung dịch màu tím được 

đo OD ở 570 nm, sẽ phản ánh số lượng tế bào sống trong mẫu nuôi cấy83,84. 

Ưu điểm: Phù hợp với nhiều dòng tế bào, phạm vi đường tuyến tính rộng, từ 

200-1000 đến 50.000-100.000 tế bào/giếng. Tương quan tốt với đếm tế bào phóng 

xạ. 

Nhược điểm: MTT không hòa tan được hoàn toàn, sự hiện diện của phenol đỏ, 

số lượng tế bào lớn và thiếu glucose sẽ cản trở hoạt động của enzym SDH. Sự giảm 

của các hoạt chất tham gia vào quá trình chuyển đổi MTT như acid ascorbic, hợp 

chất chứa sulfhydryl có thể làm thay đổi kết quả85. 

Xét nghiệm khử tetrazolium MST, XTT, WST-1 
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Các thuốc thử tetrazolium được phát triển gần đây hơn có thể được khử bằng các 

tế bào để tạo ra các sản phẩm formazan hòa tan trực tiếp trong môi trường nuôi cấy 

tế bào. Các hợp chất tetrazolium phù hợp với loại này bao gồm MTS, XTT,WST-1. 

Các thuốc thử tetrazolium cải tiến này loại bỏ bước xử lý chất lỏng trong quy trình 

xét nghiệm vì không cần thêm thuốc thử thứ hai vào đĩa xét nghiệm để hòa tan kết 

tủa formazan, do đó làm cho các quy trình thuận tiện hơn. Điện tích âm của các sản 

phẩm formazan góp phần vào khả năng hòa tan trong môi trường nuôi cấy tế bào 

được cho là hạn chế tính thấm tế bào của tetrazolium80. 

Xét nghiệm LDH 

Xét nghiệm LDH là một xét nghiệm gây độc tế bào thường được sử dụng trong 

ngành dược phẩm. Mức tăng hơn 40 U/L trên mức bình thường được quan sát thấy 

ở ung thư hạch hệ thần kinh trung ương, bệnh bạch cầu và ung thư biểu mô di căn. 

LDH là dấu ấn sinh học huyết thanh hữu ích để đánh giá khối u ác tính di căn. Các 

khối u đang phát triển trải qua quá trình sản xuất năng lượng qua trung gian LDH để 

đáp ứng nhu cầu tăng trưởng tế bào nhanh. Khi mất tính ổn định của màng tế bào do 

tế bào chết thì sẽ giải phóng LDH vào môi trường nuôi cấy. LDH là enzyme xúc tác 

quá trình chuyển đổi thuận nghịch của lactate thành pyruvate đồng thời khử NAD + 

thành NADH (hoặc oxy hóa NADH thành NAD+. Mức LDH tỷ lệ thuận với lượng 

tế bào chết được phát hiện bằng cách thêm muối tetrazolium86,87.  

Phương pháp sử dụng sulforhodamin B 

Sulforhodamin B (SRB) là một loại thuốc nhuộm nhóm aminoxanthen màu hồng 

sáng với nhóm sulfonic mang điện tích âm, liên kết tĩnh điện với amino acid mang 

điện tích dương trong protein của tế bào được cố định bằng acid trocloroacetic 

(TCA). Định lượng thuốc nhuộm liên kết này bằng phương pháp so màu, màu sắc 

sẽ phản ánh lượng protein tổng của tế bào. Khi tế bào chết, tổng lượng protein sẽ bị 

phân hủy, từ đó có thể xác định được tác dụng độc tế bào của chất cần khảo sát88,89. 

Xét nghiệm NRU (hấp thu màu đỏ trung tính) 

Đỏ trung tính (neutral red) là một cation yếu, khuếch tán dễ dàng qua màng tế 

bào, tập trung tại lysosom mang điện tích âm. Phương pháp này vận dụng khả năng 
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kết hợp của tế bào sống và thuốc nhuộm. Đỏ trung tính được hòa tan trong hỗn hợp 

ethanol và acid acetic băng, tạo thành dung dịch có màu đỏ, đo độ hấp thu OD ở 

bước sóng 450 nm. Chỉ số OD đo được tỷ lệ thuận với số lượng tế bào sống. Các 

chất có hoạt tính độc tế bào sẽ làm giảm độ hấp thu của đỏ trung tính90. 

1.3.2.2. Loại bỏ thuốc nhuộm 

Tỷ lệ các tế bào khả thi trong quần thể tế bào có thể được ước tính bằng nhiều 

phương pháp khác nhau. Một trong những phương pháp đơn giản nhất và được sử 

dụng rộng rãi là phương pháp loại bỏ thuốc nhuộm. Trong phương pháp này, các tế 

bào sống loại bỏ thuốc nhuộm, nhưng các tế bào chết không loại bỏ chúng. Mặc dù 

quy trình nhuộm khá đơn giản, nhưng quy trình thử nghiệm với số lượng lớn mẫu 

rất khó và tốn thời gian91. 

Phương pháp sử dụng trypan blue 

Trypan blue, với công thức phân tử C34H28N6O14S4, là thuốc nhuộm thuộc nhóm 

diazo màu xanh dùng để nhuộm chọn lọc mô hoặc tế bào chết. Với tế bào còn sống, 

màng tế bào có tính chất thấm chọn lọc, trypan blue không thể đi qua được, do đó tế 

bào không bắt màu. Màng tế bào chết không còn chức năng này nữa, trypan blue di 

chuyển qua màng tế bào dễ dàng, khiến tế bào bị nhuộm màu xanh. Sau đó, đếm số 

tế bào sống không bị nhuộm xanh bằng buồng đếm92,93. 

Xét nghiệm loại trừ thuốc nhuộm Erythrosine B 

Erythrosine B, còn được gọi là Red No. 3, chủ yếu được sử dụng làm chất tạo 

màu thực phẩm. Erythrosine B đã được giới thiệu như một chất nhuộm an toàn sinh 

học để đếm khả thi tế bào. Nguyên tắc của xét nghiệm loại bỏ thuốc nhuộm này 

tương tự như nguyên tắc của xét nghiệm loại bỏ thuốc nhuộm trypan blue94.  

1.3.2.3. Xét nghiệm huỳnh quang 

Các xét nghiệm đo huỳnh quang về khả năng sống của tế bào và độc tính tế bào 

rất dễ thực hiện bằng cách sử dụng kính hiển vi huỳnh quang, máy đo huỳnh quang, 

đầu đọc vi bản huỳnh quang hoặc máy đo lưu lượng tế bào dòng chảy và kết quả 

mang lại nhiều lợi thế so với các xét nghiệm loại bỏ thuốc nhuộm và so màu truyền 

thống. Các xét nghiệm này nhạy hơn các xét nghiệm so màu91. 
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Xét nghiệm khử resazurin 

Trong kỹ thuật này, resazurin khi được thêm vào các tế bào hoạt động chuyển 

hóa sẽ được chuyển đổi thành resorufin, một hợp chất huỳnh quang màu hồng. Mức 

độ resorufin là biểu hiện của khả năng tồn tại của tế bào. Xét nghiệm này rất nhạy 

và việc định lượng resorufin được thực hiện bằng cách ghi huỳnh quang ở bước 

sóng 560 nm (kích thích) và 590 nm (phát xạ)95. 

Xét nghiệm đánh dấu khả năng sống của protease (xét nghiệm GF-AFC) 

Protease cũng được sử dụng để xác định tế bào sống. Gần đây, chất nền 

fluorogenic của protease glycylphenylalanyl-aminofluoroumarin (GF-AFC) được 

dùng để phát hiện protease trong tế bào sống. Chất nền này xâm nhập vào tế bào 

sống, đến nơi enzym cytoplasmic aminopeptidase tiến hành loại acid amin Gly và 

Phe để giải phóng aminofluoroumarin (AFC), tạo tín hiệu huỳnh quang tỷ lệ với số 

lượng tế bào sống. Khi các tế bào chết đi, hoạt động của protease bị mất đi rất 

nhanh, do đó hoạt tính này có thể dùng làm chỉ dấu chọn lọc cho tế bào sống96. 

1.3.2.4. Xét nghiệm đo độ sáng 

Xét nghiệm đo độ sáng giúp xác định nhanh chóng và đơn giản sự tăng sinh tế 

bào và khả năng gây độc tế bào. Các xét nghiệm này có thể được thực hiện ở 96 

giếng và 384 giếng phù hợp để sàng lọc hoạt tính độc tế bào của các mẫu thí nghiệm 

và được phát hiện bằng đầu đọc vi bản đo quang97. 

Xét nghiệm Adenosine tri phosphate (ATP) 

ATP là một xét nghiệm chức năng về khả năng sống/độc tính tế bào nhanh nhất. 

Khi tế bào trải qua quá trình chết theo chu trình (apoptosis) hoặc hoại tử, người ta 

thấy rằng mức ATP giảm đáng kể. Chất này được sử dụng như một dấu ấn sinh học 

cho các hiệu ứng diệt tế bào. Mức độ ATP được định lượng bằng cách sử dụng 

enzym luciferase, dẫn đến sự phát quang được ghi lại. Có một mối quan hệ tuyến 

tính giữa cường độ tín hiệu phát quang và nồng độ ATP hoặc số lượng tế bào98,99,100. 

Khảo sát thời gian thực 

Trong khoảng thời gian gần đây, một cách đo lường tế bào sống mới được phát 

triển là đo lường tế bào sống trong thời gian thực. Sử dụng một luciferase có nguồn 
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gốc từ tôm biển và một chất tiền nền. Cả chất tiền nền và luciferase được cho thêm 

trực tiếp vào môi trường nuôi cấy như thuốc thử. Các tế bào sống có khả năng trao 

đổi chất làm giảm nồng độ chất tiền nền, tạo thành chất nền khuếch tán trong môi 

trường nuôi cấy. Chính chất nền này sẽ gắn với luciferase tạo ra một tín hiệu phát 

quang. Tế bào không có hoạt động trao đổi chất (tế bào chết) sẽ không tạo ra chất 

nền, do đó không tạo thành tín hiệu phát quang. Tín hiệu phát quang sẽ giảm ngay 

khi tế bào chết. Nếu có chất độc tế bào, phương pháp này có thể xác định được hoạt 

tính của chất thông qua sự giảm tín hiệu phát quang. Phương pháp này có thể áp 

dụng theo cách đo liên tục hoặc đo điểm cuối, tùy thuộc mục đích sử dụng và có thể 

tái sử dụng các mẫu tế bào thử nghiệm vào phép thử khác. Đây được xem là một 

điểm tối ưu khi phương pháp khác vẫn chưa thể đáp ứng được97. 

Trong các phương pháp khảo sát hoạt tính độc tế bào in vitro liệt kê trên, luận án 

thực hiện đánh giá khả năng gây độc tế bào ung thư gan HepG2, HAK1B và tế bào 

ung thư vú người MDA-MB-231 của cao chiết Xáo tam phân, các cao phân đoạn và 

các hợp chất phân lập được trong điều kiện phòng thí nghiệm. Hiệu quả gây độc tế 

bào ung thư gan và ung thư vú được xác định bằng thử nghiệm khử tetrazolium 

MTT. Thử nghiệm MTT được sử dụng trong các thử nghiệm ghi nhận độc tính tế 

bào dễ thực hiện nhất đơn giản, đặc trưng và được sử dụng thường xuyên trong quá 

trình phát triển phương pháp đánh giá độc tính tế bào mới.  

1.4. Đại cương về kỹ thuật Western blot 

1.4.1. Định nghĩa 

Western blot là kỹ thuật lai giữa protein với protein (kháng nguyên – kháng thể), 

được sử dụng với mục đích phát hiện và phân tích protein, dựa vào việc phát hiện 

phức hợp kháng thể đặc hiệu - protein được gắn trên màng. Protein kháng nguyên 

được phát hiện qua phản ứng tạo màu hoặc phát huỳnh quang.  

Kỹ thuật này lần đầu tiên được giới thiệu bởi Towbin năm 1979101. Tuy nhiên 

đến năm 1981, cái tên “Western blot” mới được chính thức thừa nhận và sử dụng 

rộng rãi. Kể từ lúc được phát hiện đến nay, kỹ thuật đã không ngừng được phát triển 

để tối ưu hóa cũng như tăng tính ứng dụng102. 
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Phương pháp Western blot có nhiều ưu điểm so với các xét nghiệm hấp thụ miễn 

dịch khác. Western blot mở rộng ý tưởng về ELISA bằng cách cho phép phân tách 

hỗn hợp protein theo kích thước, điện tích và hình dạng. Phương pháp cho phép 

phát hiện một số protein mục tiêu, trái ngược với ELISA chỉ có thể phát hiện một 

protein. Khi điện di gel của protein phân tách protein thành các dải, có thể xác định 

kích thước của protein/polypeptide đích và có thể định lượng protein quan tâm bằng 

cách chạy một chất chuẩn định lượng bên trong song song với các mẫu trong gel.  

Nhược điểm của phương pháp Western blot là tốn thời gian và yêu cầu cao về 

kinh nghiệm của người làm thí nghiệm. Ngoài ra, phương pháp yêu cầu tối ưu hóa 

các điều kiện thí nghiệm (phân lập protein, bộ đệm, loại phân tách, nồng độ gel,...). 

1.4.2. Các bước tiến hành 

Western Blot bắt đầu bằng chuẩn bị mẫu protein và kết thúc bằng phát hiện một 

loại protein quan tâm cụ thể. Các bước tiến hành Western Blot bao gồm chuẩn bị 

mẫu, điện di trên gel (SDS-PAGE), chuyển protein, block màng trước khi ủ kháng 

thể, ủ với kháng thể sơ cấp và thứ cấp, phát hiện protein mục tiêu và phân tích kết 

quả103. 

Lưu ý khi tiến hành: Western blot là một công cụ thiết yếu trong nghiên cứu sinh 

lý học, tuy nhiên với sự hiểu biết và triển khai kém, các phân tích tiếp theo cũng có 

thể tạo ra cách giải thích sai lệch và khó hiểu. Trước khi mẫu được nạp vào gel, phải 

chú ý bộ đệm thích hợp để đồng nhất hóa và chiết xuất protein mục tiêu dự định để 

biến tính. Thành phần gel sẽ phân tách hiệu quả các protein theo kích thước, với 

những thay đổi về nồng độ mang lại độ phân giải cho mục tiêu dự định bằng cách 

thay đổi tốc độ di chuyển. Việc định lượng và phân tích cường độ dải phải được 

đánh giá nhất quán xuyên suốt với tất cả tín hiệu đơn và đa, vì làm như vậy có thể 

tạo ra dữ liệu chính xác và đáng tin cậy104. 

1.4.3. Ứng dụng 

Western blot có thể được dùng để xác định sự có mặt của protein, xác định trọng 

lượng phân tử của protein hoặc để xác định sự thay đổi của lượng protein do sự thay 

đổi mức độ biểu hiện gen. Kỹ thuật được sử dụng trong sinh học phân tử, miễn dịch 
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di truyền học và một số ngành khác102. 

1.5. Đại cương về protein KDM2A 

Thông tin di truyền của một tế bào nhân chuẩn được lưu trữ trong nhân dưới 

dạng chất nhiễm sắc. Nhiễm sắc thể là  đơn vị cơ bản của chất nhiễm sắc trong đó 

147 bp DNA được quấn quanh một octamer histone105. Những thay đổi biểu sinh 

của histone trong nucleosom như methyl hóa và acetyl hóa… tác động lớn đến sự 

biểu hiện của các gen liên quan106. KDM2A là một demethylase histone nhắm vào 

H3K36me2 nhưng hoạt động hạn chế trên H3K36me và H3K36me3KDM2A thuộc 

họ KDM2107. Tsukada và cộng sự đã phát hiện ra histone demethylase đầu tiên chứa 

miền JmjC bằng phương pháp sinh học và hóa học. Họ KDM2 trong bộ gen người 

bao gồm hai gen, KDM2A và KDM2B. Gen KDM2A nằm trong 11q13.2, còn được 

gọi là FBXL11/JHDM1A/FBL7/CXXC8/FBL11/LILINA. Protein mã hóa thuộc họ 

protein hộp F, được đặc trưng bởi hộp F chứa 40 trình tự acid amin, cấu thành một 

trong bốn tiểu đơn vị của phức hợp ligase ubiquitin-protein108. 

KDM2A nằm trong nhân và liên kết với DNA CpG không được methyl hóa 

thông qua miền ZF-CxxC và được biểu hiện rộng rãi trong các mô khác nhau, với 

mức độ biểu hiện cao trong não, tinh hoàn, buồng trứng và phổi109,110.  

KDM2A loại bỏ tế bào trứng đặc hiệu dẫn đến tình trạng vô sinh ở nữ giới, cho 

thấy vai trò quan trọng của KDM2A trong việc biến đổi biểu sinh và phát triển nang 

trứng và tế bào trứng111. KDM2A đóng một vai trò quan trọng trong việc duy trì các 

tế bào gốc phôi đồng thời điều chỉnh sự biểu hiện của các gen liên quan đến tế bào 

mầm112. KDM2A biểu hiện bất thường ở các khối u khác nhau và đóng một vai trò 

quan trọng trong sự hình thành và tiến triển của khối u113. Biểu hiện cao của 

KDM2A đã được quan sát thấy ở nhiều loại ung thư, bao gồm ung thư dạ dày, ung 

thư buồng trứng, ung thư phổi, ung thư đại trực tràng, u nguyên bào thần kinh đệm 

và ung thư cổ tử cung, trong đó nó thúc đẩy sự tăng sinh và các kiểu hình ác tính 

khác của các tế bào ung thư này114. Sự can thiệp vào biểu hiện KDM2A trong các tế 

bào HT29 làm tăng sự hình thành khuẩn lạc trong môi trường thạch mềm115. Trong 

các loại khối u, KDM2A có tác dụng gây ung thư hoặc chống ung thư khác nhau, có 
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thể liên quan đến tính không đồng nhất giữa các khối u hoặc sự mở rộng của các 

gen mục tiêu ở KDM2A và các vị trí khử methyl. Ngoài ra, nhiều dạng ghép nối của 

KDM2A đóng vai trò khác nhau trong quá trình hình thành khối u và sự tiến triển 

của các loại ung thư khác nhau116. Wagner và cộng sự đã chứng minh rằng KDM2A 

liên kết với vùng khởi động gen phosphatase 3 (DUSP3) đặc hiệu kép và ức chế sự 

biểu hiện của nó, do đó làm tăng quá trình phosphoryl hóa ERK1 / 2 và thúc đẩy sự 

xuất hiện và di căn của ung thư phổi không phải tế bào nhỏ117. Một nghiên cứu khác 

đã báo cáo histone H3 lysine 36 (H3K36) demethylase KDM2A (còn được gọi là 

FBXL11 và JHDM1A) là cần thiết cho khả năng gây khối u và di căn của các tế bào 

ung thư phổi không phải tế bào nhỏ (NSCLC) biểu hiện quá mức KDM2A với 

HDAC3 là gen mục tiêu118. 

Trong bệnh ung thư vú, các nghiên cứu đã báo cáo rằng KDM2A liên kết với 

vùng khởi động của các gen, chẳng hạn như E2F1, ức chế sự điều hòa phiên mã của 

nó và dẫn đến sự xâm lấn và di căn của các tế bào ung thư vú119,120. Mức độ biểu 

hiện cao của KDM2A tăng cường nguyên bào sợi liên quan đến ung thư121 và biểu 

hiện kết hợp của KDM2A và KDM2B có thể liên quan đến tiên lượng lâm sàng ở 

bệnh nhân ung thư vú122. Trong các mô ung thư biểu mô tế bào gan (HCC) biểu 

hiện KDM2A được điều chỉnh đáng kể so với các mô bình thường lân cận. Ngoài ra, 

biểu hiện KDM2A cao có liên quan đến tiên lượng xấu và tỷ lệ sống thêm ở bệnh 

nhân HCC123. KDM2A tăng cường các đặc điểm giống tế bào gốc thông qua quá 

trình khử methyl của histone H3K36 tại các chất xúc tiến của các yếu tố phiên mã 

liên quan đến tính thân, chẳng hạn như OCT4, NANOG và SOX2123. 

Luận án đã sử dụng kỹ thuật Western blot khảo sát mức độ biểu hiện protein 

KDM2A và xác định vai trò của protein KDM2A trong tác động ức chế sự tăng 

trưởng của tế bào ung thư vú MDA-MB-231 và ưng thư gan HAK1B.   
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 ĐỐI TƯỢNG VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1. THIẾT KẾ NGHIÊN CỨU 

- Phương pháp nghiên cứu: Nghiên cứu thực nghiệm.  

- Nghiên cứu được thiết kế phù hợp theo trình tự mục tiêu nghiên cứu. 

- Nghiên cứu khảo sát hoạt tính chống oxy hóa in vitro bằng phương pháp 

DPPH và hoạt tính độc tế bào ung thư in vitro: Bột dược liệu được chiết bằng 

phương pháp đun hồi lưu với ethanol 96 % theo tỷ lệ 1:10 (dược liệu : dung môi); 

thu hồi dung môi dưới áp suất giảm để được cao toàn phần. Thử nghiệm khảo sát 

hoạt tính chống oxy hóa in vitro bằng phương pháp DPPH và hoạt tính độc tế bào 

ung thư in vitro đối với mẫu cao toàn phần rễ, thân, lá Xáo tam phân.  

- Từ kết quả khảo sát, chọn bộ phận dược liệu có hoạt tính sinh học tiềm năng 

dùng để nghiên cứu chiết xuất phân đoạn. Hòa cao toàn phần bộ phận dược liệu đã 

khảo sát ở trên trong cồn 25 % theo tỷ lệ 1:5 và lắc phân bố lỏng - lỏng lần lượt với 

các dung môi n-hexan, cloroform, ethyl acetat, theo nguyên tắc ở mỗi phân đoạn 

phải được chiết kiệt (cho đến khi không còn chất chiết). Thu hồi dung môi dưới áp 

suất để thu được các cao phân đoạn n-hexan, cloroform, ethyl acetat, nước (phần 

còn lại không tan trong 3 dung môi trên). Thử nghiệm khảo sát hoạt tính chống oxy 

hóa in vitro và hoạt tính độc tế bào ung thư in vitro đối với mẫu cao phân đoạn. 

- Nghiên cứu chiết xuất và phân lập các hợp chất trong những cao phân đoạn tiềm 

năng. 

- Xác định cấu trúc của các hợp chất phân lập. 

- Nghiên cứu đánh giá hoạt tính độc tế bào ung thư in vitro của các chất tinh 

khiết có tiềm năng và trữ lượng lớn. 

- Thiết lập chất đối chiếu, xây dựng và đánh giá quy trình định lượng các hợp 

chất phân lập tiềm năng bằng phương pháp HPLC. Ứng dụng quy trình đã xây dựng 

để định lượng một số mẫu rễ Xáo tam phân trên thị trường bằng phương pháp 

HPLC.  
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2.2. QUY TRÌNH NGHIÊN CỨU 

Nội dung nghiên cứu của đề tài được tóm tắt như sau: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Sơ đồ 2.1. Sơ đồ trình tự các nội dung nghiên cứu 

2.3. ĐỐI TƯỢNG NGHIÊN CỨU 

Xáo tam phân (rễ, thân, lá) được thu hái và thu mua vào các thời điểm khác nhau, 

phục vụ cho từng mục đích nghiên cứu, chi tiết xem ở Bảng 2.1. Nguyên liệu sau 

khi thu hái được cắt nhỏ, phơi dưới bóng râm, sấy khô rồi xay bột qua rây, đóng gói 

dán nhãn trước nghiên cứu. Mẫu nguyên liệu được lưu tại Khoa Dược, Đại học Y 

Dược TP. Hồ Chí Minh (XTP 01-2013/KD-DHYD và XTP 02-2017/KD-DHYD). 

 

Nghiên cứu chiết xuất và phân lập 
các hợp chất trong các cao hay 

phân đoạn tiềm năng 

Khảo sát tác dụng chống oxy hoá, 

độc tính tế bào ung thư in vitro  

Phân tích thành phần hoá học,  

thử tinh khiết nguyên liệu 

Thu thập nguyên liệu 

Sơ bộ đánh giá cơ chế tác động 
độc tế bào in vitro của các hợp 

chất phân lập có tiềm năng 

- Thiết lập chất chuẩn 

- Xây dựng và thẩm định quy 
trình định lượng bằng HPLC.  

- Ứng dụng quy trình định lượng 
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2.4. THỜI GIAN VÀ ĐỊA ĐIỂM NGHIÊN CỨU 

Thời gian nghiên cứu từ 8/2014 đến 8/2022 tại: 

- Khoa Dược, Đại học Y Dược Tp. HCM: Bộ môn Dược liệu, Bộ môn Hóa phân 

tích – Kiểm nghiệm, Bộ môn Dược lý. 

- Khoa Y học cổ truyền: Bộ môn Dược học cổ truyền. 

- Khoa Y - ĐH QG TP HCM: Bộ môn Dược liệu - Thực vật. 

- Department of Molecular Pharmacy, Faculty of Pharmacy, Takasaki University 

of Health and Welfare, Takasaki, Japan. 

2.5. CỠ MẪU 

Mẫu thu hái ở môi trường tự nhiên có đầy đủ các bộ phận sinh trưởng (rễ, thân, 

lá). Số lượng mẫu, khối lượng mẫu được thu hái và thu mua vào các thời điểm khác 

nhau, phục vụ cho từng mục đích nghiên cứu, chi tiết xem ở Bảng 2.1. 

Bảng 2.1. Các nguyên liệu dùng trong nghiên cứu 

Nguyên liệu 
Thời gian 

thu mẫu 

1. Chiết xuất – phân lập – khảo sát tác dụng sinh học: Rễ (4.5 kg), thân 

(5.3 kg), lá (2 kg) Xáo tam phân được thu hái ở đảo Hòn Lớn, vịnh Vân 

Phong, xã Vạn Thạnh, huyện Vạn Ninh, tỉnh Khánh Hòa 

3/2013 

2. Kiểm nghiệm (Xây dựng quy trình định lượng) 

Rễ Xáo tam phân (2,0 kg) được thu hái tại cơ sở trồng dược liệu 

Quang Minh, Đồng Nai 

3/2017 

3. Định lượng các mẫu dược liệu Rễ Xáo tam phân thu mua trên thị 

trường (100 g cho mỗi mẫu): 

M1: Thu hái tại cơ sở trồng dược liệu Quang Minh, Đồng Nai 

M2: Mua tại Nguyễn Thị Minh Khai, P.1, Đà lạt, Lâm Đồng 

M3: Mua tại Vũ Tùng, P. 1, Bình Thạnh, Tp. Hồ Chí Minh 

M4: Mua tại ấp 5, xã Thạnh Phú, Vĩnh Cửu, Đồng Nai 

M5: Mua tại  Hải Thượng Lãn Ông P.10, Q.5, Tp. HCM 

M6: Mua tại Phú Riềng Đỏ, Tân Xuân, Đồng Xoài, Bình Phước  

M7: Mua tại Cách Mạng Tháng Tám, Ninh Thạnh, Tây Ninh 

M8: Mua tại Lê Hoàng Phái, P. 17, Gò Vấp, Tp. HCM 

M9: Mua tại Hải Thượng Lãn Ông, P. 10, Quận 5, Tp. HCM 

M10: Mua tại Triệu Quang Phục, P. 10, Quận 5, Tp. HCM 

8/2022 
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2.6. XÁC ĐỊNH CÁC BIẾN SỐ 

Khảo sát hoạt tính chống oxy hóa in vitro: Kết quả được xử lý bằng Microsoft 

Excel, trình bày dưới dạng trung bình ± độ lệch chuẩn (Mean ± SD) của 3 lần thực 

hiện. Tính hoạt tính chống oxy hóa. Thông qua phương trình hồi quy lập được, xác 

định EC50 (nồng độ có HTCO bằng 50%) của mẫu thử. 

Khảo sát hoạt tính độc tế bào in vitro: Kết quả được trình bày dưới dạng giá trị 

trung bình ± sai số chuẩn của giá trị trung bình (Mean ± SEM), sau đó phân tích 

thống kê bằng phép kiểm Mann-Whitney trên phần mềm SPSS 20.0. Sự khác biệt 

có ý nghĩa khi p < 0,05. 

Xác định cấu trúc chất phân lập được bằng các hằng số vật lý, phản ứng hóa học, 

phổ UV, IR, MS, phổ NMR 1 chiều và 2 chiều. 

Xây dựng và đánh giá quy trình định lượng hoạt chất bằng phương pháp HPLC. 

Xác định hàm lượng hoạt chất có tác dụng trong Xáo tam phân. Kết quả được ghi 

nhận theo hàm lượng phần trăm hoạt chất trong 100 g bột dược liệu khô. 

2.7. DUNG MÔI - HÓA CHẤT - TRANG THIẾT BỊ 

2.7.1. Dung môi - hóa chất 

Nghiên cứu hóa học 

Dung môi dùng trong chiết xuất và phân lập: Ethanol, methanol, cloroform, ethyl 

acetat, n-hexan (Trung Quốc hoặc Việt Nam) đạt tiêu chuẩn tinh khiết phân tích. 

Dung môi phân tích HPLC: Acetonitril, methanol (Merck, Đức) nước cất 2 lần. Bản 

mỏng silica gel F254 (dày 0,25 mm, Merck) tráng sẵn. Silica gel 60 (40 - 63 µm, 

Merck). Thuốc thử FeCl3 5%/EtOH, vanilin 1%/acid sulfuric 10% (VS), Na2CO3 

10%, thuốc thử Folin-Ciocalteu, pyrogallol (Sigma-Aldrich), NaOH 20%, 

(CH3COO)2Pb 1%. 

Nghiên cứu tác dụng sinh học 

Thử nghiệm DPPH: Thuốc thử DPPH (Sigma), methanol (Labscan), DMSO 

(Merck). Thử nghiệm MDA: KCl 1,15%; đệm phosphat 50 mM, đệm phosphat pH 

6,6; trichloroacetic (TCA) 10%; acid thiobarbituric (TBA) 0,8%, kali ferricyanid. 

Chất đối chiếu: Acid ascorbic (Vitamin C) (Viện Kiểm Nghiệm TPHCM) hàm 
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lượng 99,17%, Silymarin (Sigma), Quercetin (hàm lượng > 99%) của Sigma – 

Aldrich. Doxorubicin, Paclitaxel (hàm lượng > 99%) mua từ công ty Ebewe Pharma 

(Úc). Sorafenib (hàm lượng > 99%) được cung cấp bởi Bayer HealthCare 

Pharmaceuticals, USA. 

Dòng tế bào thử nghiệm: Dòng tế bào ung thư vú người MDA-MB-231, dòng tế 

bào ung thư gan người HepG2 được cung cấp từ ATCC (American Type Culture 

Collection, Mỹ), hoạt hóa và lưu tại Viện Pasteur Thành phố Hồ Chí Minh. Dòng tế 

bào vú người MDA-MB-231 và dòng tế bào ung thư gan người HAK1B được mua 

từ ATCC, hoạt hóa và lưu tại Bộ môn Dược phân tử, Khoa Dược, Trường Đại học 

Sức Khoẻ và Phúc Lợi Takasaki (Takasaki University of Health and Welfare), 

Thành phố Takasaki, Nhật Bản. 

Môi trường nuôi cấy tế bào: Môi trường EMEM, bổ sung 10% FCS, 2 mM L-

glutamin, 100 IU/ml penicilin, 100 µg/ml streptomycin. Môi trường DMEM, bổ 

sung 10% FCS, 100 IU/ml penicilin, 100 µg/ml streptomycin, ủ ở 37 oC, 5% CO2. 

Huyết thanh bào thai bê (FCS), L-glutamin, penicilin-streptomycin, Trypsin-EDTA, 

đệm phosphate (PBS) mua từ công ty Gibco (Hoa Kỳ); trypan blue, 3-(4,5-

dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromid) (MTT) mua từ công ty 

Sigma-Aldrich (Hoa Kỳ). 

2.7.2.  Trang thiết bị 

Các thiết bị dùng trong chiết xuất - phân lập: Máy cô quay Büchi 20 L - R220 và 

Büchi 1 L - 210S; bể siêu âm Sonorex RK-1028H; bếp cách thủy Memmert WB-14. 

Máy đo khối phổ (Micromass Quattro microTM API-Waters). Máy đo phổ cộng 

hưởng từ hạt nhân (NMR) BRUKER-AV-500, tại Viện hóa học thuộc Trung tâm 

Khoa học công nghệ Việt Nam – Hà Nội. Cột sắc ký: Cột cổ điển (6 × 80 cm), cột 

chân không, cột cosmosil 5C18-AR-II, 4,6 × 250 mm, 5 µm. 

Các thiết bị dùng trong phân tích: Cân phân tích 5 số lẻ CP-2250 (Sartorius); 

Máy sắc ký lỏng hiệu năng cao Alliance 2695 XE (Waters), đầu dò PDA 2996 

(Waters). Hệ thống HPLC LC-2030C 3D, đầu dò PDA (Shimadzu, Nhật Bản). 
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Các thiết bị dùng trong thử nghiệm sinh học: Máy đo phổ UV U-2010 

(Shimadzu), máy đo pH (HI210-Hana), máy khuấy gia nhiệt (Arec-Velp), máy 

nghiền đồng thể (T25 Basic-IKA), máy đọc ELISA quang phổ Powerwave HT 

(BioTek, Mỹ), máy đọc microplate Sunrise™ (Tecan, Männedorf, Thụy Sĩ), hệ 

thống máy ChemiDoc XRS+ của hãng Bio-Rad và phân tích dữ liệu bằng chương 

trình Quantity One. 

2.8. PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.8.1. Phân tích thành phần hoá học, thử một số chỉ tiêu độ tinh khiết nguyên vật 

liệu nghiên cứu 

2.8.1.1. Phân tích sơ bộ thành phần hóa thực vật 

Áp dụng quy trình phân tích thành phần hóa thực vật từ quy trình phân tích của 

Ciulei (Trường đại học dược khoa Rumani có cải tiến của Đại học Y Dược Thành 

phố Hồ Chí Minh)161. Thực hiện trên 20 g dược liệu, chiết hỗn hợp các chất trong 

dược liệu thành 3 phân đoạn theo độ phân cực tăng dần, thu được 50 ml dịch chiết 

ether ethylic, 50 ml dịch chiết ethanol, 50 ml dịch chiết nước rồi dùng các phản ứng 

hóa học đặc trưng để phát hiện các nhóm hợp chất. 

2.8.1.2. Thử một số chỉ tiêu độ tinh khiết 

Độ ẩm, độ tro và hàm lượng chất chiết được tiến hành theo Phụ lục 9.6, 9.7, 9.8 

trong Dược điển Việt Nam V124. Kết quả được tiến hành 3 lần và lấy giá trị trung 

bình. 

2.8.1.3. Định tính polyphenol 

Theo Bowyer và cộng sự (2015), các polyphenol có mặt trong Xáo tam phân 

đóng vai trò quan trọng, ảnh hưởng đến tác dụng kháng ung thư của dược liệu 

này125. Do đó, đề tài tiến hành định tính polyphenol trong các cao chiết cồn từ rễ, 

thân, lá Xáo tam phân. Cân 5 g bột dược liệu cho vào bình nón, thêm 50 ml ethanol 

50%, lắc đều, đun hồi lưu cách thủy khoảng 2 giờ. Lọc, thu dịch lọc để thực hiện 

các phản ứng. 

Phản ứng với FeCl3 2 %: 2 ml dung dịch thử pha loãng, thêm vài giọt FeCl3 2%. 

Phản ứng NaOH 20 %: 2 ml dung dịch thử, thêm vài giọt NaOH 20%. 
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Phản ứng với (CH3COO)2Pb: 2 ml dung dịch thử, vài giọt (CH3COO)2Pb 1%. 

2.8.1.4. Định lượng polyphenol  

Định lượng polyphenol toàn phần bằng phương pháp Folin - Ciocalteu, dựa trên 

sự khử của tungstat/molybdat trong thuốc thử Folin - Ciocalteu bởi hợp chất phenol 

trong môi trường kiềm tạo sản phẩm màu xanh dương64. Hàm lượng polyphenol 

toàn phần trong cao chiết được xác định dựa vào phương trình đường chuẩn được 

dựng bởi đồ thị thể hiện sự liên quan giữa OD và nồng độ chất chuẩn pyrogallol. 

Chuẩn bị cao chiết: 100 g bột nguyên liệu (rễ, thân, lá) xay nhỏ thành bột, sàng 

qua rây có đường kính lỗ rây 0,5 mm - 0,8 mm, chiết ngấm kiệt với ethanol 96%,  

mỗi lần chiết với một lượng dung môi vừa đủ, rồi lọc qua giấy lọc cho đến khi dịch 

lọc không đổi màu khi phản ứng với FeCl3, tổng lượng dung môi chiết mỗi mẫu thu 

được khoảng 2 L. Dịch chiết được bốc hơi dung môi trên bếp cách thủy ở 50 oC thu 

cao, hút ẩm đến khối lượng không đổi. 

Tính hiệu suất chiết H theo công thức: H (%) = (m1- m2)/ m1 x 100%, trong đó, 

m1 và m2 lần lượt là khối lượng (g) của dược liệu khô và cao thu được sau khi chiết. 

Chuẩn bị dung dịch thử: Hòa tan mỗi cao rễ, thân, lá Xáo tam phân trong 

ethanol 70 % đến nồng độ 50 µg/ml sau đó lọc qua giấy lọc. 

Chuẩn bị dung dịch chuẩn: Cân chính xác khoảng 50 mg pyrogallol chuẩn vào 

bình định mức 100 ml, thêm ethanol 70% để hòa tan và vừa đủ đến vạch. Lấy chính 

xác 5 ml dung dịch trên vào bình định mức 50 ml, thêm ethanol 70% vừa đủ, lắc 

đều (dung dịch chuẩn có nồng độ pyrogallol 50 µg/ml). 

Tiến hành 

- Xây dựng đường chuẩn: Lấy chính xác lần lượt 1 ml, 2 ml, 3 ml, 4 ml, 5 ml 

dung dịch chuẩn vào các bình định mức 25 ml riêng biệt, thêm lần lượt 4 ml, 3 ml, 2 

ml, 1 ml, 0 ml ethanol 70% vào mỗi bình tương ứng. Sau đó thêm vào mỗi bình 1 

ml thuốc thử Folin - Ciocalteu và 7 ml nước. Thêm dung dịch Na2CO3 29% đến 

vạch, lắc đều. Ly tâm 5000 rpm trong 5 phút để lắng các tinh thể Na2CO3. Hút 200 

µl dịch trong các dung dịch cho vào giếng trên đĩa ELISA 96 giếng. Đo OD của các 

dung dịch ở 760 nm trên máy đọc ELISA quang phổ Powerwave HT (BioTek, Mỹ). 
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Chuẩn bị song song 1 mẫu trắng gồm thuốc thử Folin – Ciocalteu, Na2CO3 29% và 

nước cất. 

- Lấy chính xác 5 ml dịch thử vào bình định mức 25 ml, 1 ml thuốc thử, 7 ml 

nước, thêm dung dịch Na2CO3 29% đến vạch, lắc đều. Ly tâm 5000 rpm trong 5 

phút, tốc độ để lắng các tinh thể Na2CO3. Lấy 200 µl dịch trong các dung dịch cho 

vào giếng trên đĩa ELISA 96 giếng. Đo OD của dung dịch ở 760 nm trên máy đọc 

ELISA quang phổ Powerwave HT (BioTek, Hoa kỳ). Tiến hành 3 lần và lấy kết quả 

trung bình. 

Kết quả được thể hiện bằng đơn vị mg pyrogallol/g dược liệu. Hàm lượng 

polyphenol trong dược liệu được tính bằng công thức: P = a x V/m x N x H 

 Trong đó: P: Hàm lượng polyphenol tổng (mg pyrogallol/g ); a: Nồng độ xác định 

từ đường chuẩn với pyrogallol (µg/ml); V: Thể tích dung dịch đo (ml); m: khối 

lượng cao chiết (g), N: Độ ẩm của dược liệu (%), H: Hiệu suất chiết (%). 

2.8.2. Khảo sát tác dụng chống oxy hoá, độc tính tế bào ung thư in vitro của cao 

toàn phần và cao phân đoạn 

2.8.2.1. Khảo sát hoạt tính chống oxy hóa, hoạt tính độc tế bào ung thư in vitro 

của cao toàn phần 

 Chuẩn bị cao toàn phần: Bột Xáo tam phân (rễ, thân, lá: 1,0 kg cho mỗi bộ 

phận dùng) được chiết bằng phương pháp đun hồi lưu với ethanol 96% theo tỷ lệ 

1:10 (dược liệu : dung môi); thu hồi dung môi dưới áp suất giảm để được cao toàn 

phần. 

Khảo sát hoạt tính chống oxy hóa in vitro bằng phương pháp DPPH 

Nguyên tắc: DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) là một gốc tự do có bước 

sóng cực đại λmax = 517 nm và có màu tím. Các chất chống oxy hóa sẽ trung hòa 

gốc tự do DPPH bằng cách cho hydro, làm giảm độ hấp thụ tại bước sóng cực đại 

và màu của dung dịch chuyển từ tím sang vàng. 

Cách tiến hành: Theo thử nghiệm được mô tả bởi Kulisic và cộng sự (2004)159. 

Chuẩn bị dung dịch đối chứng 
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Dung dịch đối chứng vitamin C được pha ở nồng độ 5 mg/ml (5000 μg/ml) trong 

methanol, sau đó pha loãng 10 lần để được nồng độ 500 μg/ml. Sau đó pha loãng 

vitamin C từ nồng độ 500 μg/ml để có được dung dịch vitamin C nồng độ là 10, 20, 

40, 60, 80 μg/ml, các nồng độ đạt được trong phản ứng là 1, 2, 4, 6, 8 μg/ml. 

Dung dịch đối chứng quercetin các nồng độ đạt được trong phản ứng là 0, 2, 3, 4, 

5,6, 7, 8 μg/ml. 

Chuẩn bị thuốc thử DPPH 

Pha thuốc thử DPPH 0,2 mM/MeOH, pha xong dùng ngay, đựng trong chai thủy 

tinh màu. 

Chuẩn bị mẫu thử 

Nồng độ khảo sát của mẫu thử: Pha loãng mẫu thử với nhiều nồng độ khác nhau. 

Tiến hành 

Dùng 2 ml DPPH (nồng độ 0,2 mM trong methanol) cho vào 2 ml dung dịch mẫu 

thử có nồng độ khác nhau trong methanol. Hỗn hợp được lắc đều, ủ ở nhiệt độ 

phòng trong bóng tối. Tiến hành đồng thời với mẫu trắng (dung môi hòa tan mẫu 

thử + MeOH), mẫu chứng (dung môi hòa tan mẫu thử + DPPH trong MeOH) trên 

cùng một đĩa 96 giếng. Đo OD sau 30 phút ở bước sóng 517 nm.  

Tiến hành 3 lần, lấy giá trị trung bình. Tính hoạt tính chống oxy hóa (HTCO): 

                      HTCO (%) = 
ODchứng - ODmẫu thử 

ODchứng - ODtrắng

 × 100 

Trong đó: ODchứng: Độ hấp thụ của mẫu chứng, ODthử: Độ hấp thụ của mẫu thử. 

Thông qua phương trình hồi quy lập được, xác định EC50 (nồng độ có HTCO bằng 

50%) của mẫu thử. 

Khảo sát hoạt tính độc tế bào ung thư in vitro 

Nguyên tắc: Hoạt tính độc tế bào đánh giá qua tỷ lệ sống của tế bào được xác 

định nhờ hoạt tính enzym succinat dehydrogenase (SDH) của ty thể chỉ có trong tế 

bào sống. SDH chuyển muối tetrazolium MTT [3-(4,5-dimethyl-thiazol-2-yl)-2,5-

diphenyl tetrazolium bromid)] thành tinh thể formazan tan trong dung môi hữu cơ 
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như isopropanol tạo dung dịch màu tím được đo OD ở 570 nm, sẽ phản ánh số 

lượng tế bào sống trong mẫu nuôi cấy160. 

Chuẩn bị mẫu thử: Mẫu thử được chuẩn bị trong dimethyl sulfoxid (DMSO) ở 

nồng độ 50 mg/ml, bảo quản ở -20 oC, rã đông và pha loãng trong môi trường nuôi 

cấy để đạt các nồng độ khảo sát (100; 50; 25; 12,5 µg/ml) trước khi xử lý tế bào. 

Dung dịch MTT 5 mg/ml: Pha MTT trong nước khử khoáng, vortex đều. Lọc qua 

màng lọc 0,22 µm, bảo quản ở -20 oC.  

Dung dịch isopropanol acid hóa: Cho 1 µl HCl đậm đặc vào 1 ml isopropanol. 

Nuôi cấy tế bào: Tế bào (MDA-MB-231, HepG2) được nuôi cấy trong môi 

trường EMEM, bổ sung 10% FCS, 2 mM L-glutamin, 100 IU/ml penicilin, 100 

µg/ml streptomycin sử dụng bình nuôi cấy 75 cm2, ủ ở 37 oC, 5% CO2. Sau đó, các 

tế bào được trypsin hóa, thu nhận và đếm số tế bào sống bằng xanh trypan và được 

chuyển vào các dĩa 96 giếng ở nồng độ 104 tế bào/ giếng. Sau 24 giờ ủ ở 37 °C, 5% 

CO2, xử lý tế bào với mẫu thử ở các nồng độ khác nhau hoặc mẫu đối chiếu 

paclitaxel 0,43 µg/ml (0,5 µM), doxorubicin 10 µg/ml trong 72 giờ. DMSO ở các 

nồng độ khác nhau tương ứng với nồng độ các mẫu thử được dùng như mẫu trắng. 

Loại bỏ môi trường nuôi cấy, bổ sung 100 µl môi trường nuôi cấy không có huyết 

thanh chứa MTT (0,05 mg/ml) vào mỗi giếng. Ủ 3 giờ ở 37 °C, 5% CO2. Loại bỏ 

môi trường chứa MTT. Hòa tan tinh thể formazan tạo thành trong 100 µl 

isopropanol acid hóa. Lắc rung 5 phút ở nhiệt độ phòng. Đo OD ở 570 nm trên máy 

đọc ELISA quang phổ Powerwave HT (BioTek, Hoa kỳ). Thí nghiệm được lặp lại 3 

giếng cho mỗi nồng độ mẫu thử. 

Tỷ lệ ức chế tăng trưởng tế bào được tính bằng công thức: 

% ức chế tăng trưởng tế bào = 100 - (
ODthử

ODchứng
 × 100) 

Trong đó: ODchứng: Độ hấp thu của mẫu chứng, ODthử: Độ hấp thu của mẫu thử 

Mẫu thử được chuẩn bị trong DMSO, vì vậy mẫu chứng tiến hành đồng thời 

trong đó tế bào được nuôi cấy trong môi trường bổ sung DMSO với nồng độ tương 

đương trong mẫu thử. Các mẫu có nồng độ DMSO cuối cùng trong môi trường < 
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0,05% sử dụng mẫu chứng nuôi cấy trong môi trường bình thường vì những nồng 

độ này không ảnh hưởng đến tỷ lệ sống của tế bào. 

2.8.2.2. Khảo sát hoạt tính chống oxy hóa, hoạt tính độc tế bào ung thư in vitro 

của cao phân đoạn 

Chuẩn bị cao phân đoạn 

Bột Xáo tam phân (1,0 kg cho mỗi bộ phận dùng tiềm năng) chiết bằng phương 

pháp đun hồi lưu với ethanol 96% theo tỷ lệ 1:10 (dược liệu : dung môi), thu hồi 

dung môi dưới áp suất giảm để thu cao cồn toàn phần. 

Hòa cao toàn phần trong ethanol 25% theo tỷ lệ 1:5 và lắc phân bố lỏng - lỏng 

lần lượt với các dung môi n-hexan, cloroform, ethyl acetat, theo nguyên tắc ở mỗi 

phân đoạn phải được chiết kiệt (cho đến khi không còn chất chiết). Thu hồi dung 

môi dưới áp suất để thu được các cao phân đoạn n-hexan, cloroform, ethyl acetat, 

nước (phần còn lại không tan trong 3 dung môi trên). 

Khảo sát hoạt tính chống oxy hóa in vitro của các cao phân đoạn bằng phương 

pháp DPPH 

Thực hiện tương tự theo mục 2.8.2.1. 

Khảo sát hoạt tính chống oxy hóa in vitro của các cao phân đoạn theo phương 

pháp định lượng MDA 

Nguyên tắc: MDA (Malondialdehyd) là chất được sinh ra trong quá trình peroxy 

hóa lipid màng tế bào, khi phản ứng với thuốc thử acid thiobarbituric (TBA) tạo ra 

phức hợp trimethin có màu hồng, có hấp thu cực đại (λmax) ở bước sóng 532 nm. 

Phản ứng xảy ra ở môi trường pH từ 2 - 3, nhiệt độ 90 - 100 oC trong 10 - 15 phút. 

 HTCO của chất thử nghiệm thể hiện qua việc làm giảm màu của phức hợp này 

do làm giảm lượng MDA có trong mẫu dẫn đến giảm độ hấp thụ ở bước sóng 532 

nm127.  

Cách tiến hành: Nghiền đồng thể gan chuột trong KCl 1,15% (tỉ lệ 1,0 g:10 ml) 

ở 0-5 oC. Dùng 0,1 ml mẫu thử ở các nồng độ khác nhau phản ứng với 0,5 ml dịch 

đồng thể gan. Thêm đệm phosphat 50 mM vừa đủ 2 ml, ủ hỗn hợp 15 phút ở 37 oC 

và dừng phản ứng bằng cách thêm 1,0 ml acid tricloacetic 10%. Sau khi ly tâm 
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(3000 vòng/phút trong 10 phút), lấy 1 ml dịch trong phản ứng với 1,0 ml acid 

thiobarbituric 0,8% ở 100 oC trong 15 phút. Làm lạnh và đo OD ở bước sóng 532 

nm. Mẫu chứng được tiến hành trong cùng điều kiện nhưng không sử dụng cao thử. 

Thực hiện 3 lần (3 ống nghiệm cho mỗi nồng độ mẫu thử), lấy giá trị trung bình.  

Hoạt tính chống oxy hóa (HTCO) được tính theo công thức: 

HTCO (%) = 
ODchứng - ODmẫu thử 

ODchứng 
 × 100 

trong đó: ODchứng và ODthử: độ hấp thụ của mẫu chứng và mẫu thử. 

Thông qua phương trình hồi quy lập được, xác định EC50 (nồng độ có HTCO 

bằng 50%) của mẫu thử. 

Khảo sát hoạt tính độc tế bào ung thư in vitro cao phân đoạn 

Thực hiện tương tự theo mục 2.8.2.1. 

2.8.3. Nghiên cứu chiết xuất và phân lập các hợp chất trong các cao phân đoạn 

tiềm năng 

2.8.3.1. Chiết xuất 

Bột rễ Xáo tam phân (4,5 kg) được chiết nóng với ethanol 96% (35 lít × 4 lần), 

lọc, cô thu hồi dung môi thu được 1,6 L cao lỏng. Cao lỏng được lắc phân bố với 

các dung môi theo thứ tự độ phân cực tăng dần: n-hexan, chloroform, ethyl acetat. 

Các dịch sau khi lắc phân bố được cô áp suất giảm cho tủa Ho (82 g, từ phân đoạn 

n-hexan) và các cao n-hexan (N0, 86 g), cao cloroform (C0, 200 g), cao ethyl acetat 

(E0, 40 g) và cao nước (330 g). 

Bột thân Xáo tam phân (5,3 kg) được chiết ngấm kiệt với ethanol 96% thu được 

90 L dịch chiết. Dịch chiết được cô thu hồi dung môi dưới áp suất giảm thu được 

4,3 L cao lỏng. Cao lỏng được lắc phân bố với các dung môi theo thứ tự độ phân 

cực tăng dần, bao gồm: n-hexan, cloroform, ethyl acetat. Các dịch sau khi lắc phân 

bố được cô áp suất giảm cho các cao n-hexan (36 g), cao cloroform (19 g), cao ethyl 

acetat (39,7 g) và cao nước (92 g). 

2.8.3.2. Phân lập và tinh chế 
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Các cao chiết được tiến hành sắc ký với các kỹ thuật sắc ký như sau: Sắc kí cột 

chân không (VLC) và sắc ký cột cổ điển thu được các hợp chất tinh khiết và các 

phân đoạn chỉ chứa chủ yếu một vết chính.  

Sắc kí cột chân không (VLC)  

Mục đích: tách hỗn hợp toàn phần thành vài (< 10) phân đoạn có độ phân cực 

khác nhau, thành phần của các phân đoạn này đơn giản (gồm ít chất). Từ các phân 

đoạn đơn giản này có thể dễ dàng phân lập tiếp bằng SKC cổ điển một cách hiệu 

quả hơn. 

Khảo sát pha động cho VLC: Khảo sát bằng kĩ thuật SKLM, chọn được hệ dung 

môi sắc kí ổn định, có khả năng tách tốt nhất. 

Nhồi cột: Silica gel được nhồi khô vào cột với khối lượng gấp 10 – 15 lần mẫu 

khô. Dùng chân không hút để nén chặt silica gel. Ổn định cột bằng dung môi nền 

chảy qua cột nhờ áp suất hút. 

Nạp mẫu: Mẫu được nạp dưới dạng dung dịch (hòa trong dung môi nền) hoặc 

nạp mẫu khô (hòa tan mẫu trong dung môi thích hợp, sau đó trộn với một lượng 

silica gel thích hợp, trộn đều rồi sấy ở 40 0C đến khô tơi). 

Khai triển cột: Khi cột khô dung môi, giữ nguyên áp suất, nạp mẫu. Cho 1 thể 

tích pha động nhất định vào cột rồi hút chân không cho đến khi cột khô hẳn dung 

môi để thu phân đoạn. 

Gộp phân đoạn: Các phân đoạn được kiểm tra bằng SKLM với hệ dung môi khai 

triển thích hợp. Phát hiện bằng cách dùng UV 254nm, UV 365nm, thuốc thử VS, 

FeCl3. Gộp các phân đoạn có Rf giống nhau, cô áp suất giảm để thu cắn khô hoặc 

dịch đậm đặc 

Sắc kí cột cổ điển (SKC) 

Mục đích: Phân lập chất tinh khiết từ hỗn hợp nhiều thành phần. Tiêu chí chọn 

lựa dung môi cho sắc kí cột cổ điển: Tối đa nên gồm 2 thành phần. Các vết di 

chuyển, có tách nhau, không kéo vệt dài. Các vết cần tách cho Rf khoảng 0,25 – 

0,35 sau 1 lần khai triển trên SKLM. 

Chuẩn bị cột: Cột thủy tinh có thể có lưới thủy tinh xốp hoặc không. 
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Pha động: Chọn pha động dựa vào kết quả khảo sát trên SKLM. 

Nhồi cột: Dùng phương pháp nhồi cột khô hay hỗn dịch. Với cột có đường kính 

nhỏ hơn 5 cm, ổn định cột bằng dung môi khai triển từ 1 – 6 h tùy vào hệ dung môi. 

Nạp mẫu: nạp mẫu dạng bột khô hay dạng dung dịch (mẫu được hòa tan trong 

dung môi nền hoặc dung môi có độ phân cực kém hơn dung môi nền). 

Khai triển cột: dùng các ống nghiệm để hứng phân đoạn. 

Gộp các phân đoạn: kiểm tra bằng SKLM với hệ dung môi đã khảo sát trước đó. 

Phát hiện bằng UV 254 nm/ 365 nm, thuốc thử VS. Các phân đoạn có thành phần 

giống nhau trên sắc kí đồ được gộp lại, cô thu hồi dung môi cho tới cắn khô hoặc 

dịch đậm đặc. 

Phương pháp kết tinh phân đoạn 

Từ các phân đoạn chỉ chứa chủ yếu một vết chính, loại hết dung môi, cắn thu 

được được rửa bằng các dung môi hữu cơ kém phân cực (petroleum ether, benzen, 

n-hexan, cloroform, ether ethylic,...) để loại tạp kém phân cực. Tìm cách kết tinh 

trong các dung môi thích hợp theo phương pháp thử và sai. Cắn được hòa tan trong 

dung môi, có thể gia nhiệt hoặc siêu ân cho tan hoàn toàn, để nguội tự nhiên cho kết 

tinh. Lọc và rửa kết tinh qua phễu thủy tinh xốp bằng dung môi lạnh. Kiểm tra sợ bộ 

tinh khiết trên SKLM. 

2.8.4. Xác định cấu trúc của các hợp chất phân lập 

2.8.4.1. Kiểm tra độ tinh khiết 

Kiểm tra sơ bộ độ tinh khiết của các chất phân lập được trên SKLM. Chấm trên 3 

bản mỏng silica gel F254, triển khai với 3 hệ dung môi có độ phân cực khác nhau. 

Kiểm tra dưới UV 254 nm/ 365 nm và thuốc thử đặc trưng (VS, FeCl3 1% và KOH 

5%/MeOH). Nếu kết quả phân tích chỉ cho 1 vết trên sắc ký đồ thì được xem là tinh 

khiết trên SKLM. 

2.8.4.2.  Xác định cấu trúc của các chất phân lập được 

Các chất phân lập được sau khi kiểm tra sơ bộ độ tinh khiết được đo phổ UV, MS, 

NMR (13C NMR, 1H NMR, DEPT, HSQC, HMBC và COSY). Phổ MS được đo tại 

Viện Công nghệ hóa học – TpHCM. Tín hiệu được ghi nhận theo số khối (m/z) và 
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cường độ tương đối (relative intensity). Phổ NMR được đo tại Phòng cấu trúc, Viện 

Hóa học, Hà Nội. Mẫu được hòa tan trong dung môi thích hợp DMSO, CDCl3 hoặc 

MeOD với chất chuẩn nội TMS; thực hiện trên máy AVANCE 500 (Burker). Độ 

dời hóa học theo thang δ (ppm) với δTNS = 0,00 ppm là tín hiệu dung môi. Từ các dữ 

liệu ghi nhận được, kết hợp với các dữ liệu trong các tài liệu tham khảo, có thể định 

hướng, biện giải và sau khi kiểm tra có thể xác định cấu trúc hóa học của các hợp 

chất phân lập được. 

2.8.5. Sơ bộ đánh giá cơ chế hoạt tính độc tế bào in vitro của hợp chất tiềm năng 

2.8.5.1. Đánh giá hoạt tính độc tế bào của các hợp chất tiềm năng 

Nuôi cấy tế bào: Tế bào ung thư gan người HAK1B, tế bào ung thư vú người 

MDA-MB-231 được nuôi cấy trong môi trường DMEM, bổ sung 10% FCS, 100 

IU/ml penicilin, 100 µg/ml streptomycin, ủ ở 37 oC, 5% CO2. Khi tế bào đạt độ phủ 

70-80%, hút bỏ môi trường nuôi cấy, rửa tế bào với dung dịch PBS 1X. Ủ với 

trypsin-EDTA ở 37 oC đến khi tế bào tách ra khỏi bề mặt bình. Thu huyền dịch tế 

bào trong môi trường, cấy chuyển hoặc đếm số lượng, chia vào đĩa nuôi cấy 96 

giếng để tiến hành thí nghiệm khảo sát hoạt tính độc tế bào của mẫu thử bằng test 

MTT. 

Chuẩn bị mẫu thử: Mẫu thử được pha trong dung dịch DMSO ở nồng độ 250X, 

bảo quản ở -20 oC. Pha loãng 250 lần mẫu thử trong môi trường nuôi cấy để đạt các 

nồng độ khảo sát (100; 75, 50; 25; 12,5 µM) xử lý tế bào. Nồng độ cuối cùng của 

DMSO trong môi trường nuôi cấy là 0,4%. 

Dung dịch đối chiếu sorafenib được pha ở nồng độ 0,78, 1,56, 3,13, 6,25, 12,5, 

25 và 100 µM. 

Tiến hành: Tế bào được nuôi cấy trong đĩa 96 giếng trong 24 giờ ở 37 °C, 5 % 

CO2 sau đó xử lý tế bào với mẫu thử hoặc mẫu đối chiếu sorafenib ở các nồng độ 

khác nhau trong 72 giờ. Loại bỏ môi trường nuôi cấy, bổ sung môi trường DMEM 

chứa 0,05 mg/ml MTT. Ủ 3 giờ ở 37 °C, 5 % CO2. Loại bỏ môi trường chứa MTT. 

Hòa tan tinh thể formazan tạo thành trong isopropanol acid hóa. Lắc 2 phút ở nhiệt 

độ phòng. Đo OD ở 570 nm trên máy đọc microplate Sunrise™ (Tecan, Männedorf, 
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Thụy Sĩ). Thí nghiệm thực hiện trên 3 giếng cho 1 nồng độ mẫu thử song song với 

mẫu chứng nuôi cấy tế bào trong môi trường bổ sung DMSO ở nồng độ 0,4%.  

Tỷ lệ ức chế tăng trưởng tế bào được tính theo công thức: 

% ức chế tăng trưởng = 100 - (
ODthử

ODchứng
 × 100) 

trong đó ODchứng và ODthử lần lượt là độ hấp thu của mẫu chứng và mẫu thử. 

Vẽ đồ thị biểu diễn mối liên quan giữa nồng độ mẫu thử với tỷ lệ ức chế tăng 

trưởng, từ đó xác định IC50 của mẫu thử (nồng độ làm giảm 50% tỷ lệ tế bào sống). 

2.8.5.2. Khảo sát vai trò của protein KDM2A đối quá trình tăng trưởng của tế 

bào ung thư gan HAK1B và tế bào ung thư vú MDA-MB-231 

Khảo sát hoạt tính độc tế bào ung thư của các hợp chất tiềm năng có liên quan 

đến KDM2A hay không thông qua thử nghiệm đưa phân tử siRNA vào trong tế bào 

nhằm bất hoạt gen KDM2A siRNA đặc hiệu gen đích KDM2A (siRNA được thiết 

kế trước, cung cấp bởi Applied Biosystems, Hoa Kỳ) được đưa vào tế bào được 

nuôi cấy ở mật độ 2×105 tế bào/ml, sử dụng chất dẫn Lipofectamine RNAiMAX 

(Invitrogen, Hoa Kỳ) các bước thực nghiệm được tiến hành theo quy trình của nhà 

sản xuất128. 

Trình tự oligonucleotid của siRNA đối với KDM2A là 5′-

GAACCCGAAGAAGAAAGGAUUCGUU-3′. Lượng KDM2A-siRNA sử dụng 

cho 2×105 tế bào là 40 nM. 

Chuẩn bị hỗn hợp siRNA và Lipofectamine RNAiMAX pha loãng theo tỷ lệ 3 µl 

lipofectamin trong 3 ml môi trường tế bào. Tế bào được ủ trong 48 giờ ở 37 oC, 5% 

CO2. Sau khi rửa 3 lần với PBS, các tế bào đã bất hoạt gen đích sẽ được kiểm tra và 

sử dụng cho các thí nghiệm tiếp theo. 

Kỹ thuật Western blot khảo sát mức độ biểu hiện protein 

Chuẩn bị các dung dịch: 250 ml dung dịch 30% acrylamid/Bis (20:1): Cân 72,5 g 

acrylamid, 2,5 g Bis, thêm nước đến đủ thể tích và bảo quản ở 4 ºC. 100 ml dung 

dịch Tris-HCl 0,5 M pH 6,8 gồm 7,88 g Tris-HCl và thể tích nước vừa đủ. 100 ml 

dung dịch Tris-HCl 1,5 M pH 8,8 gồm 23,64 g Tris-HCl trong thể tích nước vừa đủ. 

15 ml dung dịch 10% APS cần 1,5 g APS trong 15 ml H2O. 1,0 L Running buffer 
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10X cần 30,3 g Tris base, 114,2 g glycin, thêm nước đến đủ thể tích. 1,0 L Running 

buffer 1X bao gồm 100 ml Running buffer 10X, 900 ml H2O và 10 ml SDS 10%. 

0,9 L Transfer buffer 10X chứa 144 g Glycine, 30,2 g Tris base và thêm H2O cho 

đủ thể tích. 1,0 L dung dịch Tranffer buffer 1X gồm 90 ml Tranffer buffer 10X, 100 

ml methanol và thêm nước cho đủ 1 L. 1,0 L TBS 10X cần 24,2 g Tris base, 80 g 

NaCl và thêm H2O vừa đủ, chuẩn độ pH 7,6. 1,0 L TBS 1X được pha bởi 100 ml 

TBS 10X trong 900 ml H2O. Dung dịch đệm RIPA có thành phần 3 ml dung dịch 

NaCl 5M; 1,0 ml EDTA 0,5 M pH 8,0; 5 ml dung dịch Tris 1,0 M pH 8,0; 1 ml 

dung dịch NP-40 (IGEAL CA-630), 5 ml sodium deoxycholat 10%; 1,0 ml dung 

dịch SDS 10% và 84 ml nước. Bảo quản dung dịch ở 4 oC. 

Chuẩn bị mẫu phân tích (tách chiết protein từ tế bào): Tế bào được phá vỡ tế bào 

bằng trypsin để thu protein toàn phần: 100 µl trypsin được thêm vào huyền phù tế 

bào, giữ hỗn hợp trên đá 10 phút. Sau đó, ly tâm 12.000 vòng/10 phút/4 oC. Chuyển 

dịch nổi sang tube mới, định lượng protein toàn phần bằng phương pháp Bradford. 

Phân tách protein bằng điện di SDS-PAGE 

Chuẩn bị gel acrylamid sử dụng cho bản kính 0,75×90× 60 cm gồm lớp gel cô 

(còn gọi là Stacking gel) pH 6,8 và lớp gel tách (hay còn gọi là Resolving gel) pH 

8,8 và đệm điện di pH 8.3. Trong đó, 5 ml gel 10% có thành phần 1650 µl 

acrylamide/Bis 30% (20:1); 1250 µl Tris-HCl 1,5 M pH 8,8; 50 µl SDS 10%; 2 µl 

nước cất đề ion hóa; 5 µl TEMED (tetramethylethylen-ediamine); 50 µl APS 10%. 

Thành phần của 2,5 ml gel tách gồm 350 µl acrylamid/Bis 30% (20:1); 625 µl 

Tris-HCl 1,5M pH 6,8; 25 µl SDS 10%; 1,5 µl nước cất đề ion hóa; 5 µl TEMED; 

25 µl APS 10%. Sau khi bản gel đông cứng, đặt bản gel vào dung dịch đệm điện di 

và tiến hành tra mẫu vào giếng với thể tích 3-4 µl mỗi giếng, điện di ở 110 V trong 

2 giờ. 

Chuyển protein lên màng lai 

Sau khi điện di protein bằng SDS-PAGE, các phân tử protein được phân tách trên 

gel thành các băng khác nhau, sau đó các băng protein trên bản gel được chuyển 

sang màng lai polyvinyliden difluorid (PVDF). Khi một điện trường được đặt vào, 
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các protein di chuyển ra khỏi bản gel polyacrylamind và bám lên bề mặt của màng 

lai. Tại đó protein được gắn chặt vào màng PVDF, màng này chứa các băng protein, 

với sự sắp xếp và vị trí các băng protein giống như trên bản gel. 

Xử lý màng lai (Blocking) 

Màng lai được xếp vào bộ chuyển màng, theo nguyên tắc “cùng màu - cùng vị 

trí”. Sau đó, điện di chuyển màng với dòng điện 70 V, 100 mA trong 2 giờ. Sau khi 

chuyển sang màng lai, rửa màng lai 3 lần với dung dịch TBST (5 ml mỗi lần). 

Ngâm màng lai trong dung dịch đệm khóa blocking buffer (Skim milk) ở 4 oC trong 

2 giờ. Tiếp tục rửa màng lai 3 lần với dung dịch TBST (5 ml mỗi lần). 

Quá trình lai (ủ với kháng thể) 

Bước 1: Ủ qua đêm với kháng thể sơ cấp anti-p-IκBα, anti-p-STAT-1 (727), anti-

p-ST AT3 và anti-GAPDH (Santa Cruz) trong dung dịch đệm, sau đó rửa 5 lần.  

 Bước 2: ủ 1 giờ tại nhiệt độ phòng với kháng thể thứ cấp HRP anti-rabbit hoặc 

anti-mouse (Amersham) và rửa 5 lần để loại bỏ kháng thể thừa. 

Phát hiện các protein đích 

Ủ màng lai trong một hỗn hợp phản ứng đặc hiệu với enzym sử dụng kit ECL 

Plus kit (GE Healthcare). Các bước thực hiện theo hướng dẫn của nhà sản xuấtt, 

tóm tắt như sau: Ủ màng lai qua đêm với kháng thể sơ cấp ở 4 oC, rửa 3 lần với 

TBST (5 ml mỗi lần trong 10 phút). Sau đó, ủ màng lai 1 giờ với kháng thể thứ cấp 

ở nhiệt độ phòng, rửa 3 lần với TBST (5 ml mỗi lần trong 10 phút). Màng lại được 

cố định bằng 1ml dung dịch ECl là hỗn hợp của 0,5 ml dung dịch peroxid và 0,5 ml 

luminol (enhancer solution), ủ 3 phút. Đọc kết quả dựa trên độ nhạy của tín hiệu, sử 

dụng hệ thống máy ChemiDoc XRS+ của hãng Bio-Rad và phân tích dữ liệu bằng 

chương trình Quantity One. 

Kết quả bất hoạt gen KDM2A trong tế bào 

Để xác định vai trò của gen KDM2A trong tác động ức chế sự tăng trưởng của tế 

bào ung thư vú và ưng thư gan, thí nghiệm đều được thiết kế gồm nhóm chứng và 

nhóm bất hoạt gen KDM2A để so sánh kết quả giữa 2 nhóm này. 

Để bất hoạt gen KDM2A trong tế bào, phân tử siRNA đặc hiệu gen đích 



54 

 

 

KDM2A (siRNA được thiết kế, cung cấp bởi Applied Biosystems, Hoa kỳ) được 

đưa vào tế bào với nồng độ 2x105 tế bào/ml, sử dụng chất dẫn Lipofectamine 

RNAiMAX. 

2.8.5.3. Phân tích kết quả và xử lý số liệu thống kê 

Kết quả được xử lý bằng Microsoft Excel, trình bày dưới dạng trung bình ± độ 

lệch chuẩn (Mean ± SD) của 3 lần đối với hoạt tính chống oxy hóa và giá trị trung 

bình ± sai số chuẩn của giá trị trung bình (Mean ± SEM) của một thí nghiệm đại 

diện đối với hoạt tính độc tế bào, sau đó phân tích thống kê bằng phép kiểm Mann-

Whitney trên phần mềm SPSS 20.0. Sự khác biệt có ý nghĩa khi p < 0,05. 

2.8.6. Thiết lập chất chuẩn và xây dựng quy trình định lượng bằng HPLC 

2.8.6.1. Thiết lập chất đối chiếu 

Hợp chất tự nhiên được lựa chọn để thiết lập chất đối chiếu phải là những chất 

đại diện, chiếm hàm lượng lớn trong dược liệu, có tác dụng sinh học cũng như có 

quy trình phân lập ổn định, khối lượng phân lập được nhiều với độ tinh khiết cao (> 

95%) để thiết lập chất đối chiếu (CĐC). Các bước thực hiện dựa theo hướng dẫn 

của các tài liệu do ASEAN ban hành về quy trình thiết lập CĐC129, 130, cụ thể như 

sau: 

Xây dựng bộ dữ liệu nhận dạng chất đối chiếu 

Dữ liệu chuẩn dùng để nhận dạng chất nhằm cung cấp thông tin cho thiết lập hồ 

sơ nhận dạng chất đối chiếu. Việc nhận dạng chất dựa vào: So sánh phổ của chất 

phân tích với phổ chất chuẩn trong cùng điều kiện. So sánh thông tin phổ, dữ liệu 

hóa lý, hằng số vật lý của chất với tài liệu khoa học hoặc thông tin đã công bố. Tập 

hợp các dữ liệu chuẩn đó có thể khẳng định được hợp chất là đúng đối tượng nghiên 

cứu. Các phương pháp được dùng để xây dựng bộ dữ liệu gồm: Đo điểm chảy, đo 

phổ tử ngoại khả kiến, đo phổ hồng ngoại, đo phổ khối lượng, đo phổ NMR 1 chiều 

và 2 chiều. 

Xây dựng quy trình xác định độ tinh khiết 

Chất đối chiếu được xác định độ tinh khiết sắc ký bằng phương pháp HPLC/PDA 

với các điều kiện phân tích tương ứng với mẫu. Quy trình được khảo sát tính phù 
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hợp của hệ thống và thẩm định theo hướng dẫn của ICH131. Áp dụng phương pháp 

HPLC và quy về 100% diện tích pic để xác định độ tinh khiết của chất đối chiếu. 

Phương pháp phân tích nhiệt vi sai (DSC). Xác định độ tinh khiết và hàm ẩm. 

Gia nhiệt tốc độ 1 oC/ phút đến qua khỏi nhiệt độ nóng chảy của mẫu khoảng 50 oC, 

lưu lượng dòng khí nitơ 50 ml/phút. Mỗi mẫu xác định 3 lần, lấy kết quả trung bình. 

Xây dựng các chỉ tiêu đánh giá nguyên liệu thiết lập chất đối chiếu 

Căn cứ tính chất lý - hóa của nguyên liệu thiết lập chất đối chiếu và các chỉ tiêu 

chất lượng thông thường của chất đối chiếu gốc để xây dựng CTCL của chất đối 

chiếu cần thiết lập. Chất đối chiếu đạt yêu cầu như chất đối chiếu hóa học thứ cấp 

dùng cho phép thử định lượng. Các CTCL và phương pháp đánh giá được xây dựng 

dựa vào tài liệu tham khảo DĐVN V và các dược điển quốc tế để lựa chọn phương 

pháp phù hợp đánh giá các CTCL. Các CTCL đề xuất xây dựng bao gồm: Tính chất, 

độ ẩm, định tính, độ tinh khiết và tạp chất liên quan. 

Thiết lập chất đối chiếu 

Đóng gói: Các chất đối chiếu sau khi được đánh giá đạt yêu cầu chất lượng được 

đóng thành từng lọ nhỏ có khối lượng thích hợp. Sử dụng lọ thủy tinh nâu hàn kín, 

có lớp đệm teflon đạt tiêu chuẩn chất lượng theo quy định, dán nhãn tạm ghi tên 

hoạt chất và đánh số thứ tự từng lọ. Việc đóng gói được thực hiện trong glove-box: 

nạp khí nitơ 99,99%, độ ẩm tương đối trong buồng đóng khoảng 40%. 

Đánh giá đồng nhất lọ: Thực hiện tại phòng thí nghiệm đạt tiêu chuẩn GLP và 

ISO 17025 là Khoa Nghiên cứu phân tích (PTN-1), Khoa Thiết lập chất chuẩn chất 

đối chiếu (PTN-2) Viện Kiểm nghiệm thuốc Thành phố Hồ Chí Minh. Lấy ngẫu 

nhiên theo phần mềm Excel. Xác định hàm lượng: Áp dụng phương pháp định 

lượng để xác định hàm lượng trong mỗi lọ; mỗi lọ được kiểm tra hai lần. Đánh giá 

độ đồng nhất giữa các lọ theo phương pháp thống kê phân tích ANOVA một yếu tố, 

so sánh 2 giá trị Ftn và Ftc. Nếu Ftn < Ftc: Kết quả giữa các mẫu là đồng nhất. Nếu Ftn > 

Ftc: Kết quả giữa các mẫu là không đồng nhất. 

Đánh giá liên phòng thí nghiệm 
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Thành phẩm sau khi đóng gói và đánh giá đồng nhất lô đạt yêu cầu được lấy 

mẫu 

 ngẫu nhiên và tiến hành định lượng tại hai phòng thí nghiệm độc lập. Các phòng thí 

nghiệm được lựa chọn để gửi mẫu phải đạt tiêu chuẩn GLP hoặc ISO/IEC 17025. 

Mỗi phòng thí nghiệm sẽ nhận được 6 lọ mẫu ngẫu nhiên kèm theo quy trình phân 

tích và các tài liệu liên quan. Trước khi phân tích, mỗi phòng thí nghiệm sẽ đánh giá 

lại tính phù hợp của hệ thống. Nếu đạt yêu cầu, tiến hành xác định độ tinh khiết trên 

6 mẫu đã nhận, mỗi mẫu nên được kiểm tra 2 lần để tránh sai số. Các phòng thí 

nghiệm được lựa chọn để gửi mẫu: Khoa Nghiên cứu phân tích (PTN-1) và Khoa 

Thiết lập chất chuẩn & chất đối chiếu (PTN-2) thuộc Viện kiểm nghiệm thuốc 

TP.HCM. 

Mỗi phòng thí nghiệm sẽ trả lời kết quả độc lập trên 6 lọ mẫu gửi. Tập hợp các 

kết quả của hai phòng thí nghiệm tham gia (n = 12), đánh giá kết quả theo ANOVA, 

so sánh 2 giá trị Ftn và Ftc. 

Trường hợp 1: Ftn ≤ Ftc → kết quả trung bình của 2 phòng thí nghiệm khác nhau 

không có ý nghĩa, quy trình phân tích có độ lặp lại cao, độ tinh khiết chất phân tích 

không phụ thuộc vào phòng thí nghiệm tham gia đánh giá.Trường hợp 2: Ftn ≥ Ftc → 

kết quả trung bình của 2 phòng thí nghiệm khác nhau có ý nghĩa, quy trình phân tích 

có độ lặp lại thấp, độ tinh khiết chất phân tích thay đổi tùy vào mỗi phòng thí 

nghiệm tham gia đánh giá. 

Xác định giá trị công bố trên phiếu kiểm nghiệm 

Tiến hành xác định giá trị công bố132 trên phiếu kiểm nghiệm khi kết quả đánh 

giá liên phòng thí nghiệm đạt yêu cầu (F ≤ F0,05). 

Các giá trị:  - x*: Trung vị của xi. 

 - s* = 1,483 x trung vị của |xi – x*|. 

Xác định các giá trị:  = 1,5s* 

Khi đó 𝑥𝑖* = {

x ∗ − δ nếu xi < x ∗ − δ

x ∗  + δ nếu xi > x ∗ +δ

x ∗ nếu x ∗  − δ < xi < x ∗  + δ

 

Tính toán các giá trị mới:  x* = ∑ xi ∗/p 
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 s* = 1,134√∑(xi ∗ −x ∗)2 (p − 1)⁄  

Giá trị ấn định x*(n) được chọn khi giá trị s* không thay đổi sau n lần tính; sử 

dụng giá trị ấn định x*(n) để đánh giá từng kết quả phân tích theo test-z, loại bỏ các 

kết quả phân tích có z > 2,0; chọn các giá trị z ≤ 2,0; tính giá trị trung bình. 

Xác định độ không đảm bảo đo: µx = 1,25×x×s*/√𝑝 

2.8.6.2. Xây dựng quy trình định lượng các hợp chất phân lập tiềm năng bằng 

phương pháp HPLC 

Định lượng bằng phương pháp HPLC dựa vào phần trăm diện tích pic. Thăm dò 

điều kiện định lượng. Chọn điều kiện tối ưu để làm điều kiện định lượng. 

Khảo sát điều kiện sắc ký HPLC 

- Khảo sát bước sóng phát hiện:  

- Khảo sát pha động: Triển khai sắc ký mẫu thử trong cùng điều kiện với hệ 

dung môi acetonitril – nước theo các tỷ lệ khác nhau để chọn ra pha động có tỷ lệ 

phù hợp. Khảo sát với 3 chương trình rửa giải khác nhau (Bảng 2.2.). 

Bảng 2.2. Chương trình rửa giải được khảo sát 

Chương trình  

rửa giải 

Thời gian  

(phút) 

Acetonitril 

(%) 
Nước (%) 

1 

0 50 50 

15-20 80 20 

20-25 100 0 

2 

0 55 45 

15-20 80 20 

20-25 100 0 

3 0-25 75 25 

- Kiểm tra độ tinh khiết của chất chuẩn: Hòa tan chuẩn trong acetonitril để được 

dung dịch có nồng độ khoảng 0,5 mg/ml. Lọc dịch qua màng lọc 0,45 µm và phân 

tích theo điều kiện HPLC đã chọn. Ghi nhận thời gian lưu, sắc ký đồ 3D, phổ UV 

và độ tinh khiết pic. 

Khảo sát quy trình chuẩn bị mẫu thử  

Khảo sát dung môi chiết: Cân 100 mg bột dược liệu, thêm vào 20 ml dung môi 

khảo sát (lựa chọn trong 3 dung môi acetonitril / ethanol 96%/ methanol), chiết siêu 

âm trong 30 phút. Ly tâm 15 phút (4000 rpm). Thu dịch ly tâm cho vào bình định 
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mức 20 ml. Thêm dung môi cho đến vạch, trộn đều và lọc qua màng lọc 0,45 µm, 

dịch lọc dùng làm mẫu thử. Tiến hành phân tích bằng HPLC theo điều kiện đã chọn. 

Khảo sát phương pháp chiết 

Khảo sát thời gian chiết: Cân chính xác 100 mg dược liệu cho vào cốc, thêm 

MeOH, siêu âm thời gian 15, 30, 60 phút, gạn dịch chiết chuyển sang bình định 

mức 10 ml. Tráng cốc, thêm MeOH tới vạch, lắc đều. Lọc qua màng lọc 0,45 m, 

mẫu thử có nồng độ 10 mg/ml. Tiến hành phân tích bằng HPLC theo điều kiện đã 

chọn. 

Khảo sát số lần chiết: Cân 100 mg dược liệu, thêm 20 ml dung môi chiết và thời 

gian siêu âm đã xác định. Ly tâm 15 phút (4000 rpm), lấy dịch 1. Phần bã còn lại 

được thực hiện như trên để thu được dịch thử 2 và dịch thử 3. Mỗi dịch thử được 

làm thành dung dịch chính xác và tiến hành phân tích bằng HPLC theo điều kiện đã 

chọn. 

2.8.6.3. Đánh giá quy trình định lượng  

Quy trình định lượng đã khảo sát sẽ được đánh giá theo hướng dẫn của ICH bao 

gồm133: Tính tương thích hệ thống, tính chọn lọc, khoảng tuyến tính, giới hạn phát 

hiện (LOD), giới hạn định lượng (LOQ), độ lặp lại trong ngày, độ chính xác trung 

gian và độ đúng. 

Khảo sát tính tương thích hệ thống: Ổn định cột bằng pha động ít nhất 30 phút. 

Tiến hành sắc ký mẫu với ít nhất 6 lần tiêm mẫu liên tiếp. Khảo sát các thông số: 

diện tích đỉnh, thời gian lưu, hệ số kéo đuôi AS và số đĩa lý thuyết N. Yêu cầu: Tất 

cả các thông số trên phải có RSD ≤ 2 %, riêng thời gian lưu có RSD ≤ 1 %. Hệ số 

kéo đuôi AS: 0,8 ≤ AS ≤ 1,5. 

Khảo sát tính đặc hiệu (tính chọn lọc): Đảm bảo kết quả xác định hàm lượng 

chất cần phân tích trong mẫu là chính xác, tránh ảnh hưởng của các thành phần khác 

có trong mẫu. Với kỹ thuật HPLC sử dụng đầu dò PDA, việc sử dụng chức năng 

kiểm tra độ tinh khiết của pic sẽ giúp tránh nhầm lẫn các hợp chất khác có trong 

mẫu có cấu trúc tương tự với hợp chất cần định lượng và có lợi trong việc chứng 

minh rằng pic sắc ký không phải là pic của hai thành phần trở lên. Tiến hành sắc ký 
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lần lượt mẫu thử và mẫu trắng. Yêu cầu: Sắc ký đồ mẫu trắng không xuất hiện pic 

tại thời gian lưu của chất khảo sát. Phổ UV của chất khảo sát ở 3 vị trí khác nhau 

của pic phải cho phổ đặc trưng của chất đó. Pic chất khảo sát không có các thành 

phần khác khi sử dụng chức năng kiểm tra độ tinh khiết của đầu dò PDA. 

Khảo sát tính tuyến tính: Khả năng luận ra các kết quả của phương pháp dựa 

vào đường biểu diễn sự phụ thuộc giữa diện tích đỉnh và nồng độ là một đường 

thẳng. Tiến hành sắc ký tối thiểu 5 mức nồng độ khác nhau, đo và xác định diện tích 

đỉnh ở từng nồng độ. Thiết lập phương trình hồi quy ŷ = ax + b và vẽ đồ thị biểu 

diễn mối tương quan giữa diện tích đỉnh và nồng độ. Sử dụng trắc nghiệm t để kiểm 

tra ý nghĩa của các hệ số trong phương trình. Nếu t0 < t0,05: Hệ số b không có ý 

nghĩa thống kê. Nếu t0 > t0,05: Hệ số b có ý nghĩa thống kê. Sử dụng trắc nghiệm F 

để kiểm tra tính thích hợp của phương trình hồi quy. Nếu F < F0,05: Phương trình hồi 

quy không tương thích. Nếu F > F0,05: Phương trình hồi quy tương thích. Yêu cầu: 

Hệ số tương quan R2 ≥ 0,995. 

Giới hạn phát hiện (LOD), giới hạn định lượng (LOQ): Đo tín hiệu thu được 

từ mẫu trắng và mẫu chuẩn có nồng độ đã biết. Tín hiệu thu được từ mẫu trắng là N, 

từ mẫu chuẩn là S, thiết lập tỷ số S/N. Pha loãng dẫn mẫu chuẩn và tiến hành sắc ký 

đến khi S/N = 10/1 thì nồng độ đó là LOQ, và S/N = 3/1 thì nồng độ đó là LOD. 

Độ lặp lại: Mức độ sát gần giữa các kết quả thử riêng rẽ xi với giá trị trung bình 

thu được khi áp dụng phương pháp đề xuất cho cùng một mẫu thử đồng nhất trong 

điều kiện xác định. Độ lập lại bị ảnh hưởng bởi sai số ngẫu nhiên. Tiến hành sắc ký 

tối thiểu 6 mẫu thử ở nồng độ 100%. Tiến hành xử lý thống kê các số liệu, xác định 

độ lệch chuẩn tương đối. Yêu cầu RSD ≤ 2% 

Khảo sát độ chính xác trung gian: Thực hiện tương tự như độ lặp lại, nhưng 

với các điều kiện sau: cùng mẫu thử và định lượng 3 lần nhưng khác ngày phân tích. 

Xác định giá trị trung bình và % độ lệch chuẩn tương đối (RSD) của hàm lượng 

hoạt chất có trong các mẫu. Kết quả đạt tiêu chuẩn nếu phù hợp yêu cầu RSD  2%. 

Khảo sát độ đúng: Thêm chính xác một lượng chuẩn vào lượng chính xác dược 

liệu đã xác định hàm lượng tương đương với 80%, 100%, 120% so với hàm lượng trong 
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mẫu thử. Tiến hành chiết xuất và định lượng theo quy trình đã xây dựng. Tính phần 

trăm hàm lượng chất chuẩn tìm lại được so với lượng chuẩn ban đầu đã thêm vào. 

2.8.6.4. Ứng dụng quy trình đã xây dựng để định lượng một số mẫu rễ Xáo tam 

phân trên thị trường bằng phương pháp HPLC  

Quy trình định lượng được ứng dụng định lượng một số mẫu rễ Xáo tam phân 

thu mua trên thị trường bằng phương pháp HPLC. 

Công thức tính hàm lượng của các chất định lượng trong mẫu thử là: 

X(%)= 
St

Sc
× Cc ×

V

m(1−h)×10000
×k 

Trong đó:   X :  Hàm lượng của chất định lượng có trong mẫu thử (%)  

    Sc:  Diện tích đỉnh thu được của mẫu chuẩn (μV  × s)  

    St:  Diện tích đỉnh thu được của mẫu thử (μV  × s)  

    Cc: Nồng độ của dung dịch đối chiếu (µg/mL) 

 V: Thể tích dung dịch thử (mL) 

 m: Khối lượng cân của mẫu thử (mg) 

 k: Độ tinh khiết của chuẩn 
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 KẾT QUẢ 

3.1. Phân tích thành phần hoá học, thử một số chỉ tiêu độ tinh khiết 

nguyên vật liệu nghiên cứu 

3.1.1. Kết quả phân tích sơ bộ thành phần hóa thực vật 

Kết quả phân tích sơ bộ cho thấy rễ, thân, lá Xáo tam phân có thành phần hóa 

học chính là nhóm hợp chất coumarin ngoài ra còn có alkaloid, triterpenoid, 

flavonoid, tinh dầu, saponin được thể hiện trong Phụ lục 12. 

3.1.2. Thử một số chỉ tiêu độ tinh khiết 

Dược liệu được tiến hành thử một số chỉ tiêu độ tinh khiết với độ ẩm, độ tro và 

hàm lượng chất chiết được trong dung môi nước và dung môi ethanol 96%. Kết quả 

được thể hiện trên Bảng 3.1.  

Bảng 3.1. Kết quả thử số chỉ tiêu độ tinh khiết tinh khiết của mẫu Xáo tam phân (n=3) 

Bộ phận 

dùng 
Độ ẩm (%) 

Tro toàn 

phần (%) 

Tro không 

tan / HCl 

(%) 

Hàm lượng chất chiết được 

(%) 

Dung môi 

nước 

Dung môi 

EtOH 96 % 

Rễ 7,61 ± 0,23 3,30 ± 0,14 0,036 ± 0,010 17,80  ± 0,12 17,73 ± 0,14 

Thân 7,25 ± 0,10 4,31 ± 0,22 0,030 ± 0,020 1,74 ± 0,21 2,03 ± 0.22 

Lá 8,81 ± 0,26 3,25 ± 0,12 0,027 ± 0,005 1,53 ± 0,15 1,42 ± 0.18 

Kết quả cho thấy hàm lượng chất chiết được (dung môi nước) từ rễ có kết quả 

cao nhất (17,8%) gấp hơn 10 lần so với cao từ thân (1,74%) và gấp hơn 11 lần so 

với cao từ lá (1,53%). Hàm lượng chất chiết được (dung môi ethanol 96%) từ rễ có 

kết quả cao nhất (17,73%) gấp gần 9 lần so với cao từ thân (2,03%) và gấp hơn 12 

lần so với cao từ lá (1,42%). Kết quả chất chiết được bằng dung môi ethanol và 

nước gần như không có chênh lệch đáng kể. 

3.1.3. Định tính polyphenol  

Theo nghiên cứu của Bowyer và cộng sự (2015), các polyphenol có mặt trong 

Xáo tam phân đóng vai trò quan trọng, ảnh hưởng đến tác dụng kháng ung thư của 

dược liệu này. Do đó, đề tài định tính polyphenol trong các cao chiết ethanol 96% 
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từ rễ, thân, lá Xáo tam phân. Kết quả của các phản ứng định tính polyphenol bằng 

sắt (III) clorua (FeCl3) 2%, NaOH 20% và (CH3COO)2Pb 1% đều dương tính, điều 

đó chứng tỏ sự hiện diện của những hợp chất polyphenol trong các cao ethanol từ 

Xáo tam phân. 

3.1.4. Định lượng polyphenol 

Hàm lượng polyphenol của cao rễ, thân, lá Xáo tam phân được xác định bằng 

phương pháp Folin-Ciocalteu với chất chuẩn được sử dụng là pyrogallol. Độ hấp 

thụ được đo tại bước sóng 760 nm. Kết quả thu được được thể hiện thông qua 

phương trình đường chuẩn y = 0,0233x – 0,158 với R2 = 0,9974 (xem Phụ lục 13). 

Từ phương trình biểu diễn đường chuẩn, hàm lượng polyphenol trong các cao Xáo 

tam phân được biểu diễn theo miligam pyrogallol/gam dược liệu, trình bày trong 

Bảng 3.2. 

Bảng 3.2. Hàm lượng polyphenol của Xáo tam phân 

Bộ phận 

định lượng 
OD 

Độ ẩm 

(%)  

Hiệu suất 

chiết (%) 

Polyphenol  

(mg pyrogallol /g) 

Rễ 0,339 9,47 17,73  106,65 

Thân 0,561 15,30 2,03 154,29 

Lá 0,103 10,21 1,42 56,01 

Như vậy, hàm lượng polyphenol toàn phần trong cao thân lớn nhất, gấp khoảng 

1,5 lần cao rễ và gấp khoảng gần 3 lần cao lá. 

3.2. Khảo sát tác dụng chống oxy hoá, độc tế bào ung thư in vitro của cao 

toàn phần và cao phân đoạn 

3.2.1. Khảo sát hoạt tính chống oxy hóa và hoạt tính độc tế bào ung thư in vitro 

của cao toàn phần 

3.2.1.1. Khảo sát hoạt tính chống oxy hóa in vitro 

Hoạt tính chống oxy hóa in vitro của cao toàn phần (rễ, thân, lá) bằng phương 

pháp DPPH được khảo sát sơ bộ ở nồng độ 1000 µg/ml. Ở nồng độ này, cao toàn 

phần cho hoạt tính chống oxy hóa lần lượt là 90,70% (thân), 88,81% (rễ) và 63,62% 

(lá). Kết quả này cho thấy cả ba cao đều có hoạt tính chống oxy hóa ở mức độ trung 
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bình đến mạnh (HTCO > 50%). Từ đó, tiến hành thử hoạt tính chống oxy hóa của 

ba cao ở các nồng độ khác nhau để xác định giá trị EC50 (xem Phụ lục 14). Bảng 

3.3 ghi nhận phương trình tuyến tính giữa nồng độ mẫu thử và hoạt tính chống oxy 

hóa in vitro cũng như giá trị EC50 của các cao toàn phần (rễ, thân, lá). 

Bảng 3.3. Phương trình giữa nồng độ và hoạt tính chống oxy hóa, EC50 

Mẫu thử Phương trình hồi quy R2 EC50 (µg/ml) 

Cao rễ y = -0,0001x2 + 0,2218x - 3,3257 0,9924 274,36 

Cao thân y = -0,0001x2 + 0,1809x + 23,894 0,9959 158,14 

Cao lá y = -3E-05x2 + 0,0925x + 5,6434 0,9921 593,94 

Kết quả thu được từ Bảng 3.3 cho thấy hoạt tính chống oxy hóa in vitro của các 

cao giảm dần theo thứ tự cao thân (158,14 µg/ml) > cao rễ (274,36 µg/ml) > cao lá 

(593,94 µg/ml). Cụ thể, cao thân có hoạt tính chống oxy mạnh gần gấp 2 lần so với 

cao rễ và gấp gần 4 lần cao lá. Chất đối chứng được sử dụng là acid ascorbic 

(vitamin C) với EC50 là 5,27 µg/ml. 

3.2.1.2. Khảo sát hoạt tính độc tế bào MDA-MB-231 và HepG2 in vitro 

Hoạt tính độc tế bào ung thư in vitro của cao toàn phần (rễ, thân, lá) ở các nồng 

độ 100; 50; 25; 12,5; 6,25 µg/ml được khảo sát trên dòng tế bào MDA-MB-231 và 

dòng tế bào HepG2 (xem Phụ lục 15). Kết quả được thể hiện qua tỷ lệ ức chế tăng 

trưởng tế bào (%), được trình bày trong Bảng 3.4. 

Bảng 3.4. Tác động của cao toàn phần lên tế bào MDA-MB-231 và HepG2 

Mẫu thử 
Nồng độ 

(µg/ml) 

MDA-MB-231 HepG2 

OD570nm ± SD % ức chế  OD570nm ± SD % ức chế 

Cao rễ 

100  0,078 ± 0,022 89,6 0,055 ± 0,003 93,8 

50 0,109 ± 0,006 85,8 0,085 ± 0,005 90,5 

25 0,418 ± 0,009 46,9 0,360 ± 0,036 60,7 

12,5 0,854 ± 0,049 -8,6 0,882 ± 0,046 3,7 

6,25 0,950 ± 0,032 -20,7 0,872 ± 0,046 4,7 

Cao thân 

100  0,428 ± 0,052 42,9 0,741 ± 0,033 16,6 

50 0,678 ± 0,058 11,8 0,774 ± 0,033 13,3 

25 0,743 ± 0,039 5,5 0,771 ± 0,011 15,8 
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12,5 0,802 ± 0,034 -1,9 0,821 ± 0,038 10,3 

6,25 0,813 ± 0,009 -3,3 0,838 ± 0,026 8,5 

Cao lá 

100  0,126 ± 0,016 83,2 0,118 ± 0,024 86,7 

50 0,465 ± 0,018 39,5 0,958 ± 0,013 -7,4 

25 0,839 ± 0,059 -6,6 0,949 ± 0,049 -3,7 

12,5 1,091 ± 0,030 -38,6 0,841 ± 0,066 -8,1 

6,25 1,153 ± 0,036 -46,5 0,785 ± 0,019 -14,2 

DMSO 

0,2% 0,75 ± 0,024 1,1 0,888 ± 0,058 1,2 

0,1% 0,768 ± 0,040 0,9 0,892 ± 0,038 1,1 

0% 0,787 ± 0,010 0 0,915 ± 0,042 0 

Paclitaxel 
0,43  

(0,5 µM) 
0,410 ± 0,030 47,9 0,587 ± 0,015 35,9 

Trên dòng tế bào ung thư MDA-MB-231, cao rễ ở nồng độ 25-100 µg/ml và cao 

lá ở nồng độ 50, 100 µg/ml thể hiện tác động độc tế bào. So với mẫu chứng, tỷ lệ ức 

chế tăng trưởng tế bào khoảng 39,5-89,6%. 

Trên dòng tế bào ung thư HepG2, cao rễ thể hiện tác động độc tế bào tốt hơn trên 

ở các nồng độ khảo sát 25-100 µg/ml, tỷ lệ ức chế tăng trưởng tế bào khoảng 60-

94%. Cao lá chỉ thể hiện tác động độc tế bào ở nồng 100 µg/ml, tỷ lệ ức chế tăng 

trưởng tế bào khoảng 86,7% 

Đối với hoạt tính độc tế bào ung thư MDA-MB-231 và HepG2 in vitro, cao thân 

tác động thấp, ở các nồng độ khảo sát 100 µg/ml, tỷ lệ ức chế tăng trưởng tế bào 

dưới 50% nên không tiếp tục nghiên cứu độc tính tế bào của bộ phận này. 

Phương trình hồi quy biểu diễn mối liên quan giữa nồng độ và hoạt tính độc tế 

bào, giá trị IC50 của cao toàn phần (rễ, lá) trên tế bào MDA-MB-231 và HepG2 

được trình bày ở Bảng 3.5. 

Bảng 3.5. Hoạt tính độc tế bào MDA-MB-231 và HepG2 của cao toàn phần (rễ, lá) 

Cao thử Phương trình hồi quy R2 IC50 (µg/ml) 

MDA-MB-231 

Cao rễ y = -0,0275x2 + 4,1177x – 47,708 0,9848 29,57 

Cao lá y = -0,0119x2 + 2,6853x – 66,168 0,9975 58,35 
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HepG2 

Cao rễ y = -0,0223x2 + 3,4886x – 22,448 0,9553 24,91 

Cao lá y = -0,025x2 + 1,9142x – 26,906 0,9986 86,86 

Hoạt tính độc tế bào MDA-MB-231 in vitro: Giá trị IC50 của cao rễ và lá lần lượt 

là 29,57 µg/ml và 58,35 µg/ml, cao rễ mạnh gấp hai lần so với cao lá. 

Hoạt tính độc tế bào ung thư gan HepG2 in vitro: Giá trị IC50 của cao rễ và cao lá 

lần lượt là 24,91 µg/ml và 86,86 µg/ml, cao rễ mạnh gấp khoảng 3,5 lần cao lá. 

3.2.2. Khảo sát hoạt tính chống oxy hóa, hoạt tính độc tế bào ung thư in vitro của 

cao phân đoạn 

Từ kết quả khảo sát hoạt tính chống oxy hóa và hoạt tính độc tế bào ung thư in 

vitro của các cao toàn phần (rễ, thân, lá) cho thấy cao thân và cao rễ có hoạt tính 

tiềm năng nên được chiết xuất phân đoạn để khảo sát hoạt tính sinh học của cao 

phân đoạn. 

3.2.2.1. Khảo sát hoạt tính chống oxy hóa in vitro bằng phương pháp DPPH 

Phương trình hồi quy biểu diễn mối liên quan giữa nồng độ và hoạt tính chống 

oxy hóa in vitro của cao phân đoạn cùng giá trị EC50 được trình bày ở Bảng 3.6. và 

xem Phụ lục 16, Phụ lục 17, Phụ lục 18. 

Kết quả thu được cho thấy cao phân đoạn từ rễ thể hiện hoạt tính chống oxy hóa 

mạnh theo thứ tự giảm dần: cao cloroform (133,41 µg/ml) > cao ethyl acetat (180,6 

µg/ml) > cao n-hexan (377,39 µg/ml) > cao nước (599,18 µg/ml). Đối với cao phân 

đoạn từ thân, các cao có hoạt tính oxy hóa mạnh theo thứ tự giảm dần: cao ethyl 

acetat (86,33 µg/ml) > cao cloroform (182,27 µg/ml )> cao n-hexan (329,28 µg/ml) > 

cao nước (377,68 µg/ml). 

Bảng 3.6. Hoạt tính chống oxy hóa in vitro của cao phân đoạn bằng phương pháp DPPH 

 Rễ Thân 

Mẫu thử 
Phương trình  

hồi quy 
R2 

EC50 

(µg/ml) 

Phương trình  

hồi quy 
R2 

EC50 

(µg/ml) 

Cao 

n-hexan 

y = -0,00002x2 + 

0,0989x + 15,525 
0,9820 377,39 

y = 0,000002x2 + 

0,131x + 6,6478 

0,998

6 
329,28 

Cao 

cloroform 

y = -0,0007x2 + 

0,4788x - 1,4185 
0,9932 133,41 

y = -0,0003x2 + 

0,318x + 2,0041 

0,997

4 
182,27 
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Cao ethyl 

acetat 

y = -0,0004x2 + 

0,3461x + 0,541 
0,9997 180,60 

y = -0,001x2 + 

0,5311x + 6,3881 

0,999

8 
86,33 

Cao 

nước 

y = -0,00002x2 + 

0,0853x + 8,5554 
0,9911 559,18 

y = -0,00004x2 + 

0,1027x + 16,918 

0,994

2 
377,68 

Quercetin 
y = -0,0518x2 + 

11,252x – 4,35 
0,9994 4,94 

 

 

So sánh giữa rễ và thân cho thấy cao cloroform từ rễ thể hiện hoạt tính chống oxy 

hóa in vitro mạnh hơn cao cloroform từ thân, trong khi các cao còn lại (cao n-hexan, 

cao ethylacetat, cao nước) thu được từ thân thể hiện hoạt tính oxy hóa in vitro mạnh 

hơn các cao phân đoạn tương ứng từ rễ. 

Nghiên cứu sử dụng quercetin làm chất đối chiếu với giá trị EC50 là 4,94 µg/ml. 

3.2.2.2. Khảo sát hoạt tính chống oxy hóa in vitro bằng phương pháp định lượng 

MDA 

Kết quả khảo sát hoạt tính chống oxy hóa của mẫu thử bằng phương pháp định 

lượng MDA được trình bày trong Bảng 3.7. và xem Phụ lục 19, 20, 21. 

Đối với rễ, cao n-hexan, cao cloroform và cao ethyl acetat thể hiện khả năng 

chống oxy hóa, ngăn peroxyd hóa lipid màng tế bào, làm giảm lượng MDA gấp 26-

35 lần cao nước (EC50 của 3 cao 325,91-442,57 µg/ml so với cao nước 11435,16 

µg/ml).  

Kết quả của các cao phân đoạn từ thân tương tự như các cao phân đoạn từ rễ; tác 

dụng làm giảm lượng MDA sinh ra từ phản ứng peroxyd hóa lipid của các cao phân 

đoạn theo thứ tự giảm dần: Cao n-hexan > cao cloroform > cao ethyl acetat > cao 

nước. Cao n-hexan, cloroform và ethyl acetat từ rễ thể hiện tác động chống oxy hóa 

tốt hơn so với cao phân đoạn tương ứng từ thân, ngược lại với tác dụng cao nước. 

Bảng 3.7. Hoạt tính chống oxy hóa in vitro của các cao phân đoạn bằng phương pháp 

định lượng MDA 

 Rễ Thân 

Mẫu thử 
Phương trình  

hồi quy 
R2 

EC50 

(µg/ml) 

Phương trình  

hồi quy 
R2 

EC50 

(µg/ml) 

Cao  

n-hexan 

y = -0,00001x2 + 

0,0764x + 26,163 
0,9971 325,91 

y = -0,00003x2 + 

0,0914x + 19,38 
0,9993 383,21 
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Cao 

cloroform 

y = -0,00003x2 + 

0,0981x + 14,037 
0,9974 420,73 

y = -0,00002x2 + 

0,0803x + 19,218 
0,9951 429,22 

Cao ethyl 

acetat 

y = -0,00001x2 + 

0,0599x + 25,449 
0,9978 442,57 

y = -0,000004x2 + 

0,046x + 23,438 
0,9960 653,98 

Cao  

nước 

y = -0,0000001x2 + 

0,0049x + 7,044 
0,9935 11435,16 

y = -0,00000008x2 

+ 0,006x + 4,6399 
0,9982 8530,21 

Quercetin 
y = 0,1807x2 + 

1,948x - 9,0147 
0,9934 13,47  

 

Trong phương pháp định lượng MDA nghiên cứu sử dụng quercetin làm chất đối 

chiếu với giá trị EC50 là 13,47 µg/ml. 

3.2.3. Khảo sát hoạt tính độc tế bào ung thư in vitro của cao phân đoạn  

Kết quả khảo sát hoạt tính độc tế bào ung thư tế bào HepG2 in vitro của cao phân 

đoạn tử rễ ở các nồng độ 100; 50; 25; 12,5 µg/ml và chất đối chiếu doxorubicin 

(DOX) được trình bày ở Bảng 3.8. và xem Phụ lục 22. 

Kết quả cho thấy cao ethyl acetat và cao nước không thể hiện hoạt tính độc tế bào; 

cao n-hexan và cao cloroform thể hiện hoạt tính độc tế bào ung thư HepG2, tỷ lệ ức 

chế tăng trưởng tế bào khoảng 10-87%. 

Phương trình hồi quy biểu diễn mối liên quan giữa nồng độ và hoạt tính độc tế 

bào, giá trị IC50 của cao n-hexan và cao cloroform được trình bày ở Bảng 3.9. 

Bảng 3.8. Tác động của cao phân đoạn lên tế bào gan HepG2 

Mẫu thử Nồng độ (µg/ml) OD570nm ± SD % ức chế 

Cao n-hexan 

100  0,058 ± 0,001 87,1 

50 0,114 ± 0,015** 75,5 

25 0,393 ± 0,006** 16,2 

12,5 0,464 ± 0,011 1,0 

Cao cloroform 

100 0,058 ± 0,001** 86,7 

50 0,114 ± 0,015** 62,4 

25 0,393 ± 0,006** 24,7 

12,5 0,464 ± 0,011 9,8 

Cao ethyl acetat 
100  0,487 ± 0,006 -8,1 

50 0,474 ± 0,013 -1,8 
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Bảng 3.9. Hoạt tính độc tế bào gan HepG2 của cao phân đoạn của rễ 

Cao thử Phương trình hồi quy R2 IC50 (µg/ml) 

Cao n-hexan y = -0,019x2 + 3,1921x - 41,674 0,9709 36,76 

Cao cloroform y = -0,0101x2 + 2,0368x - 16,199 0,9941 40,73 

Kết quả cho thấy giá trị IC50 của cao n-hexan và cao cloroform sau 72 giờ xử lý 

với tế bào HepG2 lần lượt là 36,76 µg/ml và 40,73 µg/ml. 

3.3. Nghiên cứu chiết xuất và phân lập các hợp chất trong các cao phân 

đoạn tiềm năng 

Từ kết quả khảo sát hoạt tính chống oxy hóa in vitro bằng phương pháp DPPH 

cho thấy cả 3 cao ethanol 96% của rễ, thân và lá Xáo tam phân đều thể hiện hoạt 

tính chống oxy hóa. Tuy nhiên cao thân có khả năng bắt gốc tự do mạnh nhất thể 

hiện qua việc làm giảm màu của gốc tự do DPPH tốt hơn so với 2 cao còn lại. Vì 

vậy thân Xáo tam phân được chọn để chiết xuất khối lượng lớn, chiết tách các phân 

đoạn và phân lập các hợp chất trong phân đoạn có tác dụng sinh học theo hướng 

chống oxy hóa. 

Về hoạt tính độc tế bào ung thư vú người MDA-MB-231 và ung thư gan người 

HepG2, kết quả cho thấy trên cả 2 dòng tế bào, cao ethanol 96% từ rễ Xáo tam phân 

có hoạt tính độc tế bào ung thư mạnh nhất vì vậy rễ Xáo tam phân được lựa chọn để 

25 0,538 ± 0,019** -14,8 

12,5 0,523 ± 0,016** -11,6 

Cao nước 

100 0,477 ± 0,013 -5,9 

50 0,495 ± 0,023 -6,4 

25 0,541 ± 0,021 -15,4 

12,5 0,523 ± 0,023 -11,6 

Mẫu chứng 

100 0,450 ± 0,007 - 

50 0,465 ± 0,009 - 

25 0,469 ± 0,009 - 

12,5 0,469 ± 0,009 - 

DOX 10 0,062 ± 0,001 86,8 
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chiết xuất khối lượng lớn, chiết tách các phân đoạn và phân lập các hợp chất theo 

hướng tác dụng gây độc tế bào. 

Từ kết quả khảo sát hoạt tính chống oxy hóa in vitro và hoạt tính độc tế bào ung 

thư HepG2 của các cao phân đoạn n-hexan, cloroform, ethyl acetat, nước từ thân, rễ 

theo hướng các cao phân đoạn kém phân cực (n-hexan, clorofrom) thể hiện hoạt 

tính mạnh hơn, tốt hơn các cao phân cực (ethyl acetat, nước) nên cao phân đoạn n-

hexan, cloroform được lựa chọn để phân lập các hợp chất. 

3.3.1. Phân lập các hợp chất từ rễ Xáo tam phân 

Từ 4,5 kg bột rễ Xáo tam phân được chiết nóng với ethanol 96% (35 lít × 4 lần), 

lọc, cô thu hồi dung môi thu được 1,6 L cao lỏng. Cao lỏng được lắc phân bố với 

các dung môi theo thứ tự độ phân cực tăng dần: n-hexan, chloroform, ethyl acetat. 

Các dịch sau khi lắc phân bố được cô áp suất giảm cho tủa Ho (82 g, từ phân đoạn 

n-hexan) và các cao n-hexan (N0, 86 g), cao cloroform (C0, 200 g), cao ethyl acetat 

(E0, 40 g) và cao nước (330 g). 

Tủa Ho (82 g) kết tinh trong hệ dung môi n-hexan - CHCl3 (7:3) lọc lấy tủa H1 

(54 g) và cô thu hồi dung môi được cắn H2. 

Tủa H1 (15 g) được tiến hành phân lập bằng sắc ký cột cổ điển SKC-1 với pha 

động n-hexan - cloroform (65:35), thu được 3 phân đoạn ký hiệu là SKC-1.1 đến 

SKC-1.3. Phân đoạn SKC-1.3 (8 g) được thu hồi dung môi và thu tinh thể. Kết tinh 

lại trong n-hexan - ethyl acetat (4:1), lọc và rửa MeOH lạnh thu được tinh thể không 

màu. Kiểm tra trên SKLM cho một vết duy nhất khi phát hiện bằng UV 254 và 365 

nm, đặt tên là PT-1 (520 mg). 

Cắn H2 (28 g) được tiến hành phân lập sắc ký cột cổ điển SKC-2 pha động n-

hexan - ethyl acetat (10:1), thu được 11 phân đoạn ký hiệu là SKC-2.1 đến SKC-

2.11. Phân đoạn SKC-2.7 (7 g) được thu hồi dung môi và thu tinh thể. Kết tinh lại 

trong cloroform, lọc và rửa MeOH lạnh thu được tinh thể hình kim, không màu. 

Kiểm tra trên SKLM cho một vết duy nhất khi phát hiện bằng UV 254 và 365 nm, 

đặt tên là PT-2 (300 mg). Phân đoạn SKC-2.10 được thu hồi dung môi và thu tinh 

thể. Kết tinh lại trong cloroform, lọc và rửa bằng MeOH lạnh thu được chất bột vô 
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định hình, màu trắng ngà. Kiểm tra trên SKLM cho một vết duy nhất khi phát hiện 

bằng UV 254 và 365 nm, đặt tên là PT-3 (55 mg). 

Cao cloroform toàn phần (Co, 25 g) được tiến hành phân lập sắc ký cột chân 

không VLC-1 với pha động n-hexan - ethyl acetat (9:1)  (8:2)  (7:3)  (6:4)  

(5:5). Kết quả thu được 11 phân đoạn ký hiệu là VLC-1.1 đến VLC-1.11.  

Phân đoạn VLC-1.7 (400 mg): Tiến hành phân lập bằng sắc kí cột cổ điển SKC-3 

thu được 5 phân đoạn ký hiệu là SKC-3.1 đến SKC-3.5. Phân đoạn SKC-3.3 (50 mg) 

được thu hồi dung môi và thu tủa màu đỏ gạch. Kết tinh lại trong cloroform, lọc và 

rửa bằng MeOH lạnh thu được 10 mg chất bột vô định. Kiểm tra trên SKLM cho 

một vết duy nhất, đặt tên là PT-4. Phân đoạn SKC-3.5 (160 mg) được thu hồi dung 

môi và thu tủa hình khối màu vàng tươi. Kết tinh lại trong cloroform, lọc và rửa 

MeOH lạnh thu được 25 mg tinh thể hình kim, màu vàng. Kiểm tra trên SKLM cho 

một vết duy nhất, đặt tên là PT-5. 

Phân đoạn VLC-1.8 (800 mg) được thu hồi dung môi và thu tủa màu vàng tươi. 

Tủa phân đoạn VLC-1.8 (110 mg) được tiến hành phân lập bằng sắc kí cột cổ điển 

SKC-5 thu được 4 phân đoạn ký hiệu là SKC-5.1 đến SKC-5.4. Phân đoạn SKC-5.4 

(50 mg) được thu hồi dung môi và thu kết tinh hình kim, màu vàng nhạt, kết tinh lại 

trong dung môi n-hexan - ethyl acetat (7:3), lọc và rửa MeOH lạnh thu được 24 mg 

tinh thể. Kiểm tra trên SKLM cho một vết duy nhất khi phát hiện bằng UV 254 và 

365 nm, đặt tên là PT-7. 

Phân đoạn VLC-1.12 (200 mg) được thu hồi dung môi và thu tủa vô định hình, 

có màu trắng ngà. Kết tinh lại trong n-hexan lạnh, lọc và rửa MeOH lạnh thu được 

bột vô định hình, không màu. Kiểm tra trên SKLM cho thấy chỉ có một vết duy nhất 

khi phát hiện bằng UV 254 và 365 nm và đặt tên là hợp chất PT-8 (24 mg). 

Từ 18 g cao cloroform (Co, 18 g), chiết nóng bằng hỗn hợp dung môi n-hexan - 

cloroform (1:1), lọc và thu hồi dung môi dưới áp suất giảm, thu cao Ca (10 g). Cao 

Ca được phân lập bằng sắc ký cột chân không VLC-2 thu được 11 phân đoạn ký 

hiệu là VLC-2.1 đến VLC-2.11. Phân đoạn VLC-2.5 (550 mg) được tiến hành phân 

lập bằng sắc kí cột cổ điển SKC-4 thu được 7 phân đoạn SKC-4.1 đến SKC-4.7. 
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Phân đoạn SKC-4.4 (40 mg) được thu hồi dung môi và thu tinh thể. Kết tinh lại 

trong ethyl acetat, lọc và rửa MeOH lạnh. Kiểm tra trên SKLM cho thấy chỉ có một 

vết duy nhất khi phát hiện bằng UV 254 và 365 nm và đặt tên là hợp chất PT-6 (4 

mg). 

Sơ đồ phân lập các hợp chất trong rễ Xáo tam phân được trình bày ở Sơ đồ 3.1. 

 

Sơ đồ 3.1. Sơ đồ phân lập hợp chất từ rễ Xáo tam phân 

3.3.2. Phân lập các hợp chất từ thân Xáo tam phân 

Từ 5,3 kg bột thân Xáo tam phân được chiết ngấm kiệt với ethanol 96% thu 90 L 

dịch chiết. Dịch chiết được cô thu hồi dung môi dưới áp suất giảm thu 4,3 L cao 

lỏng. Cao lỏng được lắc phân bố với các dung môi theo thứ tự độ phân cực tăng dần 

gồm: n-hexan, cloroform, ethyl acetat. Các dịch sau khi lắc phân bố được cô áp suất 

giảm cho cao n-hexan (36 g), cao cloroform (19 g), cao ethyl acetat (39,7 g), cao nước 

(92 g). 

Cao cloroform toàn phần (Co, 17 g) được tiến hành phân lập bằng sắc ký cột 

chân không VLC-3 với pha động: hệ n-hexan - cloroform (5:5), (4:6), (3:7), (2:8), 

(1:9), (0:10), thu được 11 phân đoạn ký hiệu là VLC-3.1 đến VLC-3.11. 
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Phân đoạn VLC-3.5 (200 mg) được tiến hành phân lập bằng sắc ký cột cổ điển 

(SKC-6) với pha động n-hexan - ethyl acetat (6:4) thu được thu được 5 phân đoạn 

ký hiệu là SKC-6.1 đến SKC-6.5. Phân đoạn SKC-6.5 (50 mg) được thu hồi dung 

môi và thu tinh thể. Kết tinh lại trong ethyl acetat, lọc và rửa bằng MeOH lạnh thu 

được tinh thể màu vàng xanh. Kiểm tra trên SKLM cho thấy chỉ có một vết duy 

nhất và đặt tên là PT-9 (12 mg). 

Phân đoạn VLC-3.8 (400 mg) được tiến hành phân lập bằng sắc ký cột cổ điển 

(SKC-7) với pha động: n-hexan - ethyl acetat (6:4) thu được 7 phân đoạn ký hiệu là 

SKC-7.1 đến SKC-7.7. Phân đoạn SKC-7.4 (80 mg) được tiến hành phân lập bằng 

sắc ký cột cổ điển (SKC-8) với pha động cloroform - ethyl acetat (8:2) thu được 5 

phân đoạn ký hiệu là SKC-8.1 đến SKC-8.5. Phân đoạn SKC-8.4 (20 mg) được thu 

hồi dung môi và thu tủa. Kết tinh lại trong ethyl acetat, lọc và rửa bằng MeOH lạnh 

thu được tinh thể vô định hình, màu vàng nhạt. Kiểm tra trên SKLM cho thấy chỉ có 

một vết duy nhất khi phát hiện bằng UV 254 và 365 nm và đặt tên là PT-10 (10 mg). 

Phân đoạn VLC-3.9 (350 mg) được tiến hành phân lập bằng sắc ký cột cổ điển 

(SKC 9) với pha động cloroform - ethyl acetat (9:1) thu được 7 phân đoạn ký hiệu 

là SKC-9.1 đến SKC-9.7. Phân đoạn SKC-9.4 (90 mg) được tiến hành phân lập 

bằng sắc ký cột cổ điển (SKC 10) với pha động n-hexan - EtOAc (6:4) thu được 7 

phân đoạn SKC-10.1 đến SKC-10.7. Phân đoạn SKC-10.3 (30 mg) được thu hồi 

dung môi và thu tinh thể. Kết tinh lại trong ethyl acetat, lọc và rửa bằng MeOH lạnh 

thu được dạng dầu, màu vàng nhạt. Kiểm tra trên SKLM cho thấy chỉ có một vết 

duy nhất khi phát hiện bằng UV 254 và 365 nm và đặt tên là PT-11 (15 mg). 

Cao n-hexan toàn phần (H0, 30 g) được được tiến hành phân lập bằng sắc ký 

cột chân không VLC-4 với hệ dung môi n-hexan - cloroform (100:0), (9:1), (8:2), 

(7:3), (6:4), (5:5), (6:4), (7:3), thu được 9 phân đoạn ký hiệu là VLC-4.1 đến VLC-

4.9. Phân đoạn VLC-4.1 (5 g) được tiến hành phân lập bằng sắc ký cột cổ điển 

(SKC-11) với pha động n-hexan - cloroform (85:15) thu được 8 phân đoạn ký hiệu 

là SKC-11.1 đến SKC-11.8. Phân đoạn SKC-11.6 (56 mg) được thu hồi dung môi 

và thu tinh thể. Kết tinh lại trong n-hexan, lọc và rửa MeOH lạnh thu được tinh thể 
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hình kim, không màu. Kiểm tra trên SKLM cho thấy chỉ có một vết duy nhất và đặt 

tên là PT-12 (36 mg). 

Quá trình phân lập các hợp chất từ thân Xáo tam phân trình bày ở Sơ đồ 3.2. 

 

Sơ đồ 3.2. Sơ đồ phân lập các hợp chất từ thân Xáo tam phân 

3.4. Xác định cấu trúc của các hợp chất phân lập 

3.4.1. Các dẫn xuất 7-hydroxy coumarin 

3.4.1.1. Hợp chất PT-1 

PT-1 là tinh thể hình khối không màu, tan trong cloroform, ethyl acetat, 

methanol, kém tan trong n-hexan. PT-1 cho vết tắt quang dưới UV 254 nm và phát 

quang màu vàng dưới UV 365 nm, tăng màu trong môi trường kiềm dưới ánh sáng 

tử ngoại. 

Phổ UV (MeOH) của PT-1 cho cực đại hấp thu tại 200 và 332 nm. 

Phổ MS (ES-) của PT-1 cho mảnh m/z 297,13 phù hợp với ion [M−H]−. Phổ MS 

(ES+) của PT-1 cho mảnh m/z 299,13 phù hợp với ion [M + H]+ và mảnh m/z 

321,13 phù hợp với ion [M + Na]+. Suy ra số khối của PT-1 là 298,13 tương ứng 

với công thức phân tử C19H22O3. 
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Phổ NMR của PT-1 cho thấy sự hiện diện của 19 tín hiệu carbon, trong đó có 3 

nhóm –CH3 (δC16,2; 17,7 và 25,7 ppm), 3 nhóm >CH2 (δC 26,4; 28,4 và 39,7 ppm), 6 

nhóm =CH- (δC 103,3; 112,4; 120,8; 123,8; 128,3 và 144,1 ppm), 7 carbon bậc 4, 

trong đó: 6 nhóm CIV sp3 (δC112,3; 125,6; 131,9; 138,9; 154,2; 158,6 ppm) và một 

nhóm >C=O (δC 162,2 ppm). 

Trên phổ 1H NMR của PT-1 có 2 tín hiệu doublet có hằng số tương tác J = 9,5 

Hz ở δH 6,24 (H-3) và 7,64 (H-4), 2 tín hiệu singlet ở δH ở 7,2 (H-5) và 7,0 (H-8), 

cho thấy đây là coumarin bị thế ở vị trí C-6 và C-7. Ngoài ra, trên phổ 1H NMR của 

PT-1 xuất hiện các tín hiệu proton của một mạch nhánh có 3 nhóm vinyl metyl ở δH 

1,61 (H-9′), 1,69 (H-8′) và 1,75 (H-10′), hai proton metylen δH 2,13 (t, 6Hz, H-5′) 

và 2,09 (t, 6 Hz, H-4′), hai triplet của 2 proton olefin ở δH 5,33 (H-2′) và 5,09 (H-6′) 

Cấu trúc của mạch nhánh và vị trí các nhóm thế của PT-1 được xác định dựa trên 

phân tích dữ kiện phổ 2 chiều HSQC, HMBC và COSY. Phổ HMBC cho thấy 

tương tác giữa các proton methylen của mạch nhánh ở δH 3,39 (H-1′) với cacbon C-

6 và C-7, C-2′ và C-3′, giữa proton H-2′ với C-6, C-1′, C-4′ và C-9′ cho phép khẳng 

mạch định nhánh geranyl (C10) gắn với C-6 của vòng coumarin. Nhóm OH được xác 

định ở vị trí C-7 do tương tác HMBC giữa H-1′ với cacbon C-7 của vòng coumarin 

ở δC 158,6. 

Các dữ liệu về phổ 1H NMR và 13C NMR của PT-1 của ostruthin6 cho thấy hoàn 

toàn phù hợp và có thể khẳng định PT-1 chính là ostruthin. Dữ liệu phổ và tương 

tác HMBC, COSY của PT-1 so sánh với ostruthin được trình bày ở Bảng 3.10., 

Hình 3.1. và xem Phụ lục 1. 

 

Hình 3.1. Cấu trúc của PT-1 và các tương tác chính quan sát trên phổ COSY và HMBC 
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Bảng 3.10. Dữ liệu phổ NMR của PT-1 so sánh với ostruthin 

C DEPT 
PT-1 (CDCl3, 500 MHz) Ostruthin (CDCl3, 500 MHz) 

δC δH (J, Hz) HMBC COSY δC δH (J, Hz) 

2 C=O 162,2 − −  162,2  

3 =CH 112,4 6,24 d (9) 2 4 112,4 6,24 d (9,6) 

4 =CH 144,1 7,64 d (9,5) 2 ,5, 9 3 144,1 7,64 d (9,6) 

5 CH 128,3 7,20 s 4, 6,7,9  128,3 7,20 s   

6 C 125,6 − −  125,5  

7 C 158,6 − −  158,5  

8 =CH 103,3 7,00 s 6, 7, 9, 10  103,3 6.97 s  

9 C 154,2 − −  154,2  

10 C 112,3 − −  112,3  

1′ >CH2 28,5 3,40 d (7) 5, 6, 7, 2′, 3′ 2′ 28,5 3,40  d  (7,2)   

2′ =CH 120,8 5,33 t (5,5) 6, 1′, 4′,10′ 1′ 120,8 5,30 m 

3′ C 138,9 − −  138,9  

4′ >CH2 39,7 2,09 m 2′, 3′, 5′, 10′  39,7 2,08 m 

5′ >CH2 26,4 2,13 m 4′, 5, 6′, 7′ 6′ 26,4 2,14 m  

6′ =CH 123,8 5,09 t (5,5) 4′, 5′, 9′ 5′ 123,8 5,1 m 

7′ C 131,9    131,9  

8′ -CH3 25,7 1,69 s 6', 7′, 9′  25,8 1,69 s 

9′ -CH3 17,7 1,61 s 6′, 7′, 8′  17,7 1,61 s 

10′ -CH3 16,2 1,75 s 2′, 3′, 4′  16,2 1,75 s 

3.4.1.2. Hợp chất PT-2 

PT-2 là tinh thể hình kim không màu, tan trong methanol, ethyl acetat, cloroform. 

PT-2 cho vết tắt quang dưới UV 254 nm và phát quang màu vàng dưới UV 365 nm, 

tăng màu trong môi trường kiềm dưới ánh sáng tử ngoại. 

Phổ MS (ES-) của PT-2 cho mảnh m/z 327,17 phù hợp với ion [M−H]−. Phổ MS 

(kỹ thuật ES+) của PT-2 cho mảnh m/z 329,13 phù hợp với ion [M + H]+ và mảnh 

m/z 351,11 phù hợp với ion [M + Na]+. Suy ra số khối của PT-2 là 328,11 tương 

ứng với công thức phân tử C20H24O4. 

Phổ UV của PT-2 đo trong MeOH cho λmax ở 204 và 332 nm.Phổ NMR của PT-

2 cho thấy sự hiện diện của 20 tín hiệu carbon, trong đó có 3 nhóm –CH3 (δC 16,2; 

17,7 và 25,7 ppm), 3 nhóm >CH2 (δC 26,6; 27,6 và 39,7 ppm), 5 nhóm =CH- (δC 

112,5; 120,9; 122,4; 124,2 và 144,3 ppm) 8 carbon bậc 4, trong đó: 7 nhóm CIV sp3 
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(δC112,4; 125,2; 131,5; 133,2; 137,6; 145,3 và 150,0 ppm) và 1 nhóm >C=O (δC 

160,5 ppm), 1 nhóm –OCH3 (δC 61,7 ppm). 

Trên phổ 13C NMR của hợp chất PT-2, tín hiệu cacbon của vòng thơm ở δC 133.2 

ppm (C-8) chuyển về phía trường thấp hơn so với chất PT-1 δC 103,3 ppm (C-8) , 

đồng thời phổ HMBC của PT-2 có tương tác 8-OCH3/C-8, khẳng định nhóm 

methoxy được gắn với khung coumarin ở vị trí C-8. Trên phổ HMBC cho phép xác 

định vị trí mạch nhánh geranyl của hợp chất PT-2 thông qua các tương tác giữa 

proton methyl H-1′ và H-2′ với cacbon C-6, giữa H-1′ với C-5 và C-7. Các dữ liệu 

về phổ 1H NMR và 13C NMR của PT-2 với ostruthin5 gần như tương tự nhau, chỉ 

khác về giá trị δC ở C-8 vì có thêm một nhóm thế methoxy và điều này khẳng định 

qua dữ liệu phổ HSQC, HMBC, COSY và cấu trúc của PT-2 được xác định là 8-

methoxyostruthin. Và các dữ liệu phổ 1H NMR và 13C NMR của PT-2 cũng phù 

hợp với hợp chất ninhvanin5 đã được công bố trước đây. 

Các dữ liệu phổ NMR của PT-2 so sánh với ostruthin và 8- methoxyostruthin 

được trình bày ở Bảng 3.11., Hình 3.2. và xem Phụ lục 2. 

Bảng 3.11. Dữ liệu phổ NMR của PT-2 so sánh với ostruthin, 8- methoxyostruthin 

C DEPT 

PT -2 (DMSO-d6, 500 MHz) 
ostruthin (CDCl3 

500 MHz) 

8-methoxyostruthin 

(metanol-d6, 500 

MHz) 

δC 
δH 

(J, Hz) 

HMBC 

 
COSY 

 
δC 

δH 

(J, Hz) 
δC 

δH 

(J, Hz) 

2 C=O 160,5 − −  162,2  163,1  

3 =CH 112,5 
6,22 d 

(9) 
2 4 112,4 

6,24 d  

(9,6) 
112,0 

6,14 (1H, 

d, 9,5) 

4 =CH 144,3 
7,58 d 

(9,5) 
2, 3 3 144,1 

7,64 d  

(9,6) 
146,5 

7,74 (1H, 

d, 9,5) 

5 =CH 122,4 6,95 s 7, 9, 1′  128,3 7,20 s 123,7 6,98 (1H, s) 

6 C 125,2 − −  125,5  127,8  

7 C 150,0 − −  158,5  153,1  

8 C 133,2 − −  103,3 6,97 s 135,1  

9 C 145,3 − −  154.2  147,5  

10 C 112,4 − −  112,3  113,1  

1′ >CH2 27,6 
3,37 d 

(7) 

5, 6, 7, 

2′, 3′ 
2′ 28,5 

3,40 d 

(7,2) 
28,8 

3,31 (2H, 

d, 7,0) 

2′ =CH 120,9 
5,33 t 

(6) 
1′, 4′, 10′ 1′ 120,8 5,30 m 122,8 

5,29 (1H, 

dt, 1,5, 7,5 

Hz) 

3′ C 137,6 − −  138,9  137,7  

4′ >CH2 39,7 2,07 m 
2′, 3′, 5′, 

10′ 
 39,7 2,08 m 40,8 

2,02 (2H, t, 

7,0) 

5′ >CH2 26,6 2,11 m 4′, 6′ 7′ 6′ 26,4 2,14 m 27,6 2,08 (2H, t, 
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7,0) 

6′ =CH 124,2 
5,10 t 

(5,5) 
8′, 9′ 5′ 123,8 5,1 m 125,3 

5,07 (1H, 

m) 

7′ C 131,5 − −  131,9  132,2  

8′ -CH3 25,7 1,68 s 6′, 7′, 9′  25,8 1,69 s 25,9 1,63 (3H, s) 

9′ -CH3 17,7 
1,59 d 

(9) 
6′, 7′, 8′  17,7 1,61 s 16,2 1,69 (3H, s) 

10′ -CH3 16,2 1,71 s 2′, 3′, 4′  16,2 1,75 s 17,8 1,56 (3H, s) 

 -OCH3 61,7 4,12 s 9    61,8 3,95 (3H, s) 

 

Hình 3.2. Cấu trúc của PT-2 và các tương tác chính quan sát trên phổ COSY và HMBC 

3.4.1.3. Hợp chất PT-7 

PT-7 là tinh thể hình kim vàng nhạt, tan tốt trong cloroform, ethyl acetat, 

methanol, kém tan trong n-hexan. PT-7 cho vết tắt quang màu xanh nhạt dưới UV 

254 nm, phát quang màu xanh da trời dưới UV 365 nm. Tác dụng với thuốc thử VS 

không cho màu. 

Phổ UV (MeOH) của PT-7 cho cực đại hấp thu tại 206 và 332 nm. 

Phổ MS (ACPI) [M-H] của PT-7 cho mảnh m/z 229,11. Do đó PT-7 có số khối 

là 230,11, tương ứng với công thức phân tử C14H14O3. 

Phổ 13C MNR của PT-7 cho 14 tín hiệu carbon, trong đó có 1 tín hiệu δC 160,5 

ppm đặc trưng cho nhóm carbonyl của coumarin. Phổ 1H NMR cho 1 tín hiệu cộng 

hưởng ở δH (10,54 ppm; s) của OH phenol tại C-7, 4 tín hiệu proton của methin 

thơm trong vùng δH 6 – 8 ppm, trong đó có 2 tín hiệu proton δH (7,90 ppm;d) và δH 

(6,16 ppm; d) ghép nhau tạo hằng số ghép 9,5 Hz đặc trưng cho H-3 và H-4 vòng α-

pyron của coumarin, vì vậy tín hiệu proton δH (7,33 ppm; s) và δH (6,74 ppm; s) 

phải là của H-5 và H-8 trên vòng benzo coumarin. Với cấu trúc và tính chất đã nêu, 

PT-7 là một coumarin có 1 nhóm thế -C5H9 tại vị trí C-6 và 1 nhóm -OH tại C-7. 
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Tín hiệu δH (1,67 ppm; 3H; s) và δH (1,71 ppm; 3H; s) cho thấy có 2 nhóm -CH3 

trong thành phần nhóm thế -C5H9. Dựa vào phổ DEPT, HSQC, HMBC cho thấy δC 

39,0 ppm là một carbon bậc II và gắn trực tiếp với coumarin tại C-6. Do đó, nhóm 

thế được xác định là nhóm prenyl (-CH2-CH=C(CH3)2). 

Cấu trúc của PT-7 được xác định một cách chắc chắn bằng các dữ liệu phổ NMR 

một chiều và hai chiều. So sánh dữ liệu phổ (1H NMR và 13C NMR) của PT-7 và 

demethylsuberosin13 đã được công bố trong các tài liệu thì dữ liệu phổ NMR của 

hợp chất phân lập PT-7 là phù hợp với demethylsuberosin. Như vậy, PT-7 chính là 

demethylsuberosin. Dữ liệu phổ và tương tác HMBC, COSY của PT-7 được trình 

bày ở Bảng 3.12., Hình 3.3. và xem Phụ lục 7. 

Bảng 3.12. Dữ liệu phổ NMR của PT-7 so sánh với demethylsuberosin 

No DEPT 

PT-7/ DMSO-d6 

(500 MHz) 

Demethylsuberosin/ CDCl3 

(300 MHz) 

δC δH (J, Hz) HMBC COSY δC δH (J, Hz) 

2 C 160,5 - - - 162,9 - 

3 CH 111,2 6,16 d (9,5) 2, 10 4 112,0 6,24 d (9,3) 

4 CH 144,5 7,90 d (9,5) 2, 3, 5, 9, 10 3 144,7 7,67 d (9,3) 

5 CH 128,3 7,33 s 4, 7, 8, 9, 1′ - 128,1 7,21 s 

6 C 125,5 - - - 126,4 - 

7 C 158,9 - - - 158,9 - 

8 CH 101,5 6,74 s 6, 7, 9, 10 - 102,8 7,00 s 

9 C 153,6 - - - 155,6 - 

10 C 111,0 - - - 112,0 - 

1′ CH2 27,3 3,24 d (7,0) 5, 6, 7, 2′ 2′ 28,0 3,38 d (7,2) 

2′ CH 122,0 5,29 m 1′, 4′, 5′ 1′, 4 121,2 5,31 d (7,2) 

3′ C 132,0 - - - 134,3 - 

4′ CH3 25,5 1,71 s 2′, 3′ 1′, 2′ 25,8 1,79 s 

5′ CH3 17,6 1,67 s 2′, 3′ - 17,8 1,75 s 
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Hình 3.3. Cấu trúc của PT-7 và các tương tác chính quan sát trên phổ COSY và HMBC 

3.4.1.4. Hợp chất PT-9 

PT-9 là tinh thể hình kim có màu vàng xanh, tan tốt trong cloroform, tan được 

trong ethyl acetat, tan vừa trong methanol, không tan trong n-hexan. 

Dưới UV 254/365 nm; PT-9 cho vết phát quang màu xanh da trời. PT-9 không 

cho màu với thuốc thử VS. Phổ UV của PT-9 đo trong MeOH cho λmax ở 202,2 và 

332,9 nm. 

Phổ MS (ESI) của PT-9 cho mảnh m/z 245,38 tương ứng với ion [M−H]−. Suy ra 

số khối của PT-9 là M = 246,38, tương ứng với công thức phân tử C14H14O4. 

Phổ 13C NMR của PT-9 cho thấy sự hiện diện của 14 tín hiệu carbon, trong đó có: 

1 nhóm –CH3 (δC 17,7 ppm), 2 nhóm >CH2 (δC 35,8; 110,1 ppm), 5 nhóm =CH- (δC 

73,4; 101,5; 111,2; 130,5 và 144,6 ppm), 6 carbon bậc 4, trong đó: 5 nhóm CIV sp3 

(δC110,8; 123,6; 147,9; 153,8; 159,4 ppm) và 1 nhóm >C=O (δC 160,6 ppm). 

Dữ liệu phổ 1H NMR của PT-9 là 6-(2′-hydroxy-3′-methylbut-3′-enyl-7-hydroxycoumarin144 

phân lập từ Boronia lanceolata F.Muell. Rutaceae được trình bày ở Bảng 3.13., 

Hình 3.4. và xem Phụ lục 9. 13C NMR của PT-9 được so sánh với 6-(2′-hydroxy-

3′-hydroxymethylbut-3′-enyl-7-hydroxycoumarin phân lập từ Aegle marmelos145. 

Bảng 3.13. Dữ liệu phổ NMR của PT-9 so sánh với 6-(2′-hydroxy-3′-methylbut-3′-enyl-7-

hydroxycoumarin và 6-(2′-hydroxy-3′-hydroxymethylbut-3′-enyl-7-hydroxycoumarin 

C DEPT 
PT-9 (DMSO-d6) 

6-(2′-hydroxy-3′-

methylbut-3′-

enyl-7-

hydroxycoumarin 

(DMSO-d6) 

6-(2′-hydroxy-3′-

hydroxymethylbut-

3′-enyl-7-

hydroxycoumarin 

(CDCl3) 

δc  δH (J, Hz) HMBC COSY δH (J, Hz) δc  
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2 C 160,6 − − − − 162,5 

3 CH 111,2 
6,16 d 

(9,5) 
2, 10 4 6,23 d (9,4) 111,5 

4 CH 144,6 
7,89 d 

(9,5) 

2, 9, 5, 

10 
3 7,59 d (9,4) 144,3 

5 CH 130,5 7,39 s 
7, 9, 4, 

8, 1′ 
− 7,13s 130,2 

6 C 123,6 − − − − 123,6 

7 C 159,4 − − − − 159,8 

8 CH 101,5 6,72 s 
7, 9, 6, 

10 
− 6,88 s 103,1 

9 C 153,8 − − − − 154,1 

10 C 110,8 − − − − 111,6 

1′ CH2 35,8 

2,79 dd 

(13,5; 5) 

2,61 dd 

(13,5; 7,5) 

7, 3′, 5, 

6, 2′ 
2′ 

3,01 dd (14,9; 7,8) 

2,89 dd (14,9; 2,0) 
37,4 

2′ CH 73,4 4,18 m 
3′, 4′, 1′, 

5′, 6 
1′ 4,45 m 73,4 

3′ C 147,9 − − − − 149,5 

4′ CH2 110,1 
4,77 m 

4,68 m 
2′, 5′ − 

5,01 m 

5,01 m 
111,3 

5′ CH3 17,7 1,72 s 3′, 4′, 2′ − 1,72 s 62,8 

  

Hình 3.4. Cấu trúc của PT-9 và các tương tác chính quan sát trên phổ COSY và HMBC 

3.4.1.5. Hợp chất PT-10 

PT-10 thu được dưới dạng bột vô định hình, màu vàng nhạt, tan tốt trong 

cloroform, tan vừa trong methanol và ethylaceatat, không tan trong n-hexan. 

Dưới UV 254/365 nm; PT-10 cho vết phát quang màu xanh da trời. PT-10 cho 

màu xanh lục nhạt với thuốc thử VS. 
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Phổ UV của PT-10 đo trong MeOH cho λmax ở 203,4 và 334,1 nm. 

Phổ MS (ESI) của PT-10 cho mảnh m/z 313,29 tương ứng với ion [M−H]-. Suy 

ra số khối của PT-10 là M = 314,29 tương ứng với công thức phân tử C19H22O4. 

Phổ NMR của PT-10 cho thấy sự hiện diện của 19 tín hiệu carbon, trong đó: 2 nhóm 

-CH3 (δC 16,1; 17,6 ppm) 4 nhóm >CH2 (δC 27,3; 33,3; 35,3; 109,9 ppm), 6 nhóm 

=CH- (δC 73,5; 101,6; 111,2; 121,5; 128,4 và 144,6 ppm), 7 carbon bậc 4, trong đó: 

6 nhóm CIV sp3 (δC111; 125,6; 136; 148,2; 153,7; 159 ppm) và 1 nhóm >C=O (δC 

160,6 ppm). 

Trên phổ 1H NMR xuất hiện hai tín hiệu duplet tương ứng với hai proton của 

vòng thơm H-4 [δH 7,9 (1H, d, 9,5)] và H-3 [δH 6,16 (1H, d, 9)]. Hai singlet ở δH 

6,74 (H-8) và 7,33 (H-5), cho thấy đây là một coumarin thế hai lần ở vị trí C-6 và 

C-7. Ngoài ra, trên phổ 1H NMR còn xuất hiện các tín hiệu của mạch nhánh dạng 

axiclic terpen (monoterpen không vòng) được tạo thành từ bộ khung hai đơn vị iso-

C5, với tín hiệu hai nhóm metyl CH3-9′ (δH 1,62, s), CH3-10′ (δH 1,66, s), proton 

nhóm hydroxylmetin H-6′ (δH 3,84, m), hai proton olefin H-8′ (δH 4,83;4,71), H-2′ 

(δH 5,28). 

Trên phổ HMBC xuất hiện các tương tác trong vòng coumarin ở H-4/C-2, C-9, 

C5, H-8/ C-7, C-6, C-9, C-10, H-5/C-7, C-9. Vị trí thế 6 của vòng coumarin được 

khẳng định nhờ tương tác giữa H-1′ (δH 3,24) và C-5, C-6, C-7. Mạch nhánh (iso-

C5)2 còn cho thấy các tương tác trên phổ hai chiều HMBC ở H-4′/C-9′, H-2′/C-9′, 

H-1′/C-3′, H-5′/C-3′. Vị trí proton olefin và nhóm hydroxyl hay các nhóm metylen, 

methyl phù hợp với các tương tác ở H-1′/H-2′, H-4′/H-5′ (COSY). 

Cấu trúc của PT-10 được xác định một cách chắc chắn bằng các dữ liệu phổ 

NMR một chiều và hai chiều. So sánh dữ liệu phổ (1H NMR và 13C NMR) của PT-

10 và 6-(6′-hydroxy-3′,7′-dimethylocta-2′,7′-dienyl)-7-hydroxycoumarin8 đã được 

công bố trong các tài liệu thì dữ liệu phổ NMR của hợp chất phân lập PT-10 là phù 

hợp với 6-(6′-hydroxy-3′,7′-dimethylocta-2′,7′-dienyl)-7-hydroxycoumarin. Như 

vậy, PT-10 chính là 6-(6′-hydroxy-3′,7′-dimethylocta-2′,7′-dienyl)-7-
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hydroxycoumarin. Dữ liệu phổ và tương tác HMBC, COSY của PT-10 được trình 

bày ở Bảng 3.14., Hình 3.5. và xem Phụ lục 10. 

Bảng 3.14. Dữ liệu phổ NMR của PT-10 so sánh với 6-(6′-hydroxy-3′,7′-dimethylocta-

2′,7′-dienyl)-7-hydroxycoumarin) 

C DEPT 
PT-10 (DMSO-d6) 

6-(6′-hydroxy-3′,7′-dimethylocta-

2′,7′-dienyl)-7-hydroxycoumarin 

(CDCl3 (100 MHz) 

δc δH (J, Hz) HMBC COSY δc δH (J, Hz) 

2 C 160,6 − − − 162,2  

3 CH 111,2 6,16 d (9) 2, 10 4 112,3 6,26 d (9,3) 

4 CH 144,6 7,9 d (9,5) 2, 9, 5 3 144,1 7,67 d (9,3) 

5 CH 128,4 7,33 s 7, 9, 4, 1′ − 128,4 7,38 s 

6 C 125,6 − 
 

− 125,6  

7 C 159,0 − − − 158,5  

8 CH 101,6 6,74 s 7, 9, 6, 10 − 103,1 6,97 s 

9 C 153,7 − − − 154,1  

10 C 111,0 − − − 112,2  

1′ CH2 27,3 3,24 d (7,5) 2′, 3′, 5, 6, 7 2′ 28,6 3,65 d (7,4) 

2′ CH 121,5 5,28 m 1′, 4′, 10′ 1′ 121,7 5,72 m 

3′ C 136,0 − 
 

− 137,9  

4′ CH2 35,3 
2,03 m 

1,93 m 
2′, 3′, 5′,10′ 5′ 35,8 2,38 (2H, m) 

5′ CH2 33,3 1,51 m 4′, 6′ 4′; 6′ 32,9 1,95 (2H, m) 

6′ CH 73,5 3,84 m 8′ − 75,9  

7′ C 148,2 − − − 147,1  

8′ CH2 109,9 
4,83 m 

4,71 s 
6′, 9′ − 111,3 4,37 (t, 6,7) 

9′ CH3 17,6 1,62 s 6′, 7′, 8′ − 17,7 1,86 (3H, brs) 

10′ CH3 16,1 1,66 s 2′, 3′, 4′ − 16,2 1,82 (3H, d, 1,3) 

− -OH 
 

4,68 d (4) 6′ −   

− -OH 
 

10,61 s − −   
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Hình 3.5. Công thức PT-10 và các tương tác chính quan sát trên phổ COSY và HMBC 

3.4.1.6. Hợp chất PT-11 

PT-11 thu được dưới dạng dầu, màu vàng nhạt, tan tốt trong cloroform, tan được 

trong methanol và ethyl aceatat, không tan trong n-hexan. Dưới UV 254/365 nm; 

PT-11 cho vết phát quang xanh da trời. PT-11 cho màu xanh lục nhạt với thuốc thử 

VS. 

Phổ UV của PT-11 đo trong MeOH cho λmax ở 203,4 và 332,3 nm. 

Phổ MS (ESI) của PT-11 cho mảnh m/z 313,19 tương ứng với ion [M−H]−. Suy 

ra số khối của PT-11 là M = 314,19 tương ứng với công thức phân tử C19H22O4. 

Phổ 13C NMR của PT-11 cho thấy sự hiện diện của 19 tín hiệu carbon, trong đó 

có: 3 nhóm –CH3 (δC15,9; 30,1 ppm), 2 nhóm >CH2 (δC 27,4; 41,9 ppm), 7 nhóm 

=CH- (δC 101,6; 111,3; 123,3; 123; 128,4; 140,8 và 144,6 ppm), 7 carbon bậc 4,  

trong đó: 6 nhóm CIV sp3 (δC 68,8; 111; 125,5; 135,1; 153,7; 159 ppm) và 1 

nhóm >C=O (δC 160,6 ppm). 

Cấu trúc của PT-11 được xác định một cách chắc chắn bằng các dữ liệu phổ 

NMR một chiều và hai chiều. So sánh dữ liệu phổ (1H NMR và 13C NMR) của PT-

11 và 6-(7′-hydroxy-3′,7′-dimethylocta-2′,5′-dienyl)-7-hydroxycoumarin19 đã được 

công bố trong các tài liệu thì dữ liệu phổ NMR của hợp chất phân lập PT-11 là phù 

hợp với 6-(7′-hydroxy-3′,7′-dimethylocta-2′,5′-dienyl)-7-hydroxycoumarin. Như 

vậy, PT-11 chính là 6-(7′-hydroxy-3′,7′-dimethylocta-2′,5′-dienyl)-7-

hydroxycoumarin. Dữ liệu phổ và tương tác HMBC, COSY của PT-11 được trình 

bày ở Bảng 3.15., Hình 3.6. và xem Phụ lục 11. 
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Bảng 3.15. Dữ liệu phổ NMR của PT-11 so sánh với 6-(7′-hydroxy-3′,7′-dimethylocta-

2′,5′-dienyl)-7-hydroxycoumarin 

C 
DEP

T 

PT-11 (DMSO-d6) 

6-(7′-hydroxy-3′,7′-dimethylocta-

2′,5′-dienyl)-7-hydroxycoumarin/ 

(CDCl3, 100 MHz) 

δc ppm 
δH ppm, m 

 (J, Hz) 
HMBC 

CO

SY 
δc ppm δH ppm, m (J, Hz) 

2 C 160,6 − − − 162,2  

3 CH 111,3 6,16 d (9,5) 2, 10 4 112,2 6,21 d (9,4) 

4 CH 144,6 7,88 d (9,5) 2, 9, 5 3 144,1 7,62 d (9,4) 

5 CH 128,4 7,33 s 7,9, 4,1′ − 128,3 7,17 s 

6 C 125,5 − − − 125,6  

7 C 159,0 − − − 154,1  

8 CH 101,6 6,74 s 6,7, 9, 10 − 103,1 6,95 s 

9 C 153,7 − − − 154,1  

10 C 111,0 − − − 112,2  

1′ CH2 27,4 3,25 d (7) 
2′, 3′, 5, 6, 

10 
2′ 28,4 3,37 d (7,4) 

2′ CH 122,3 5,32 m 1′, 4′, 10′ 1′ 122,0 5,34 (1H, brt) 

3′ C 135,1 − − − 137,0  

4′ CH2 41,9 2,65 d (7) 2′, 3′, 5′, 6′ 5′ 42,3 2,38 (2H, m) 

5′ CH 123,0 5,47 m 4′, 6′, 7′ 4′ 124,8 5,65 (1H,dt) 

6′ CH 140,8 5,56 
4′, 5′, 7′, 8′, 

9′ 
− 139,6 5,67 (1H, t) 

7′ C 68,8 − − − 71,1  

8′, 9′ 2 CH3 30,1 1,15 s 6′, 7′ − 29,8 1,34 (3H,s) 

10′ CH3 15,9 1,65 s 2′, 3′,4′ − 16,3 1,71 (3H,br,s) 

 
-OH 

 
10,62 s 6, 7, 8 −   

− -OH  4,44 d (4) 6′ −   

 

Hình 3.6. Cấu trúc của PT-11 và các tương tác chính quan sát trên phổ COSY và 

HMBC 
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3.4.2. Các dẫn xuất pyranocoumarin 

3.4.2.1. Hợp chất PT-3 

PT-3 thu được dưới dạng bột vô định hình, màu trắng ngà, tan tốt trong methanol, 

tan được trong ethyl acetat, cloroform, không tan trong n-hexan. PT-3 phát huỳnh 

quang sáng dưới UV 254 nm và 365 nm, tăng màu trong môi trường kiềm dưới ánh 

sáng tử ngoại. 

Phổ MS (ES−) của PT-3 cho mảnh m/z 227,18 phù hợp với ion [M − H]−. Phổ 

MS (ES+) của PT-3 cho mảnh m/z 229,05 phù hợp với ion [M + H]+ và mảnh m/z 

251,03 phù hợp với ion [M + Na]+. Suy ra số khối của PT-3 là 228,05 tương ứng với 

công thức phân tử C14H12O3. 

Phổ UV của PT-3 đo trong MeOH cho λmax ở 225, 267, 348 nm. 

Phổ 13C NMR của PT-3 cho thấy sự hiện diện của 14 tín hiệu carbon, trong đó có: 

2 nhóm –CH3 (δC 27,9 ppm), 6 nhóm =CH- (δC 131,3; 144,2; 125,5; 120,4; 112,6 và 

103,3 ppm), 6 carbon bậc 4, trong đó: 5 nhóm CIV sp3 (δC 118,1; 156,1; 112,2; 77,6 

ppm) và 1 nhóm >C=O (δC 160,1 ppm). 

Trong phổ HMBC, cho thấy hai tín hiệu hydro tại δH 7,40 (H-5) được liên kết với 

các tín hiệu carbon tại δC 156,1 (C-7), 154,8 (C-9), 144,2 (C-4) và 120,4 (C-8). Tín 

hiệu hydro ở δH 6,76 (H-8) được liên kết với tín hiệu carbon ở δC 156,1 (C-7), 112,6 

(C-10) và 118,1 (C-6). Tín hiệu hydro tại δH 6,48 (H-4′) được liên kết với tín hiệu 

carbon tại δC 156,1 (C-7), 118,1 (C-6), 125,5 (C-5) và 77,6 (C-2′). Tín hiệu hydro ở 

δH 6,20 (H-3) được liên kết với tín hiệu carbon ở δC 160,1 (C-2) và 112,6 (C-10). 

Tín hiệu hydro tại δH 5,84 (H-3´) được liên kết với các tín hiệu carbon tại δC 118,1 

(C-6), 77,6 (C-2′) và 27,9 (C-5′/ 6′). Tín hiệu hydro ở δH 1,41 (H- 5′/ 6′) được liên 

kết với tín hiệu carbon ở δC 131,3 (C-3 ′) và 77,6 (C-2′). 

Cấu trúc của PT-3 được xác định một cách chắc chắn bằng các dữ liệu phổ NMR 

một chiều và hai chiều. So sánh dữ liệu phổ (1H NMR và 13C NMR) của PT-3 và 

xanthyletin135 đã được công bố trong các tài liệu thì dữ liệu phổ NMR của hợp chất 

phân lập PT-3 là phù hợp với xanthyletin. Như vậy, PT-3 chính là xanthyletin. Dữ 
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liệu phổ và tương tác HMBC, COSY của PT-3 được trình bày ở Bảng 3.16., Hình 

3.7. và xem Phụ lục 3.  

Bảng 3.16. Dữ liệu phổ NMR của PT-3 so sánh với xanthyletin 

C DEPT 

PT -3 (DMSO-d6) xanthyletin (CD3OD) 

δC 
δH 

(J, Hz) 

HMBC 

(H  Cn) 

COSY 

(H  Hn) 
δC δH (J, Hz) 

2 C=O 160,1 − −  158,6  

3 CH 131,3 6,26 d (9,5) 2, 10 4 129,9 6,21 d (9,6) 

4 CH 144,2 7,92 d (9,5) 2, 10, 5, 9 3 142,3 7,85 d (9,6) 

5 CH 125,5 7,40 s 4, 8,7, 3′, 9′  124,2 7,34 s 

6 C 118,1 − −  117,2  

7 C 156,1 − −  155,4  

8 CH 120,4 6,76 s 10, 6, 7  119,4 6,49 s 

9 C 154,8 − −  154,3  

10 C 112,6 − −  111,6  

2′ C 77,6 − −  76,3  

3′ CH 103,3 5,84 d (10) 5′, 2′, 6 4′ 102,3 5,85, d (9,6) 

4′ CH 112,6 6,48 d (10) 2′, 6, 5, 7 3′ 111,6 6,67, s 

5′, 

6′ 
2CH3 27,9 1,41 s 2′, 3  26,3 1,47, s 

 

Hình 3.7. Cấu trúc của PT-3 và các tương tác chính quan sát trên phổ COSY và HMBC 

3.4.2.2. Hợp chất PT-6 

PT-6 là tinh thể hình khối, màu vàng, tan trong cloroform, rất kém tan trong 

ether dầu hỏa. PT-6 cho vết tắt quang dưới UV 254 nm, phát quang màu xanh 

dương với UV 365 nm và cho màu với thuốc thử VS. PT-6 cho kết quả dương tính 

với phản ứng định tính coumarin. 
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Phổ MS (ESI) cho mảnh ion [M+Na]+ ở m/z 337,13. Suy ra số khối của PT-6 là 

314,13, tương ứng với công thức phân tử, công thức phân tử của PT-6 là C19H22O4. 

Phổ 1H NMR cho các mũi cộng hưởng với sự hiện diện của 3 nhóm methyl {[H 

1,33 (3H, s, -Me)], [H 1,63 (3H, s, -Me)], [H 1,69 (3H, s, -Me)]}, 3 nhóm CH2 

{[H 3,28 (ddd); 3,15 (ddd)]; [H 1,58 (m); 1,50 (m)];[ H 2,17 (m); 2,10 (m)]} và 

các tín hiệu proton vòng thơm [H 7,58 (1H, d; J=9,5 Hz), H 7,21 (s), H 6,20 (1H, 

d; J=9,5 Hz), H 6,73 (s)]. Phổ 1H NMR cũng cho thấy sự hiện diện của một nhóm 

C-prenyl tại [H 2,17 (H-2”, m); 2,10 (H-2”, m)], H 5,13 (H-3”, ttt, J=1,0 Hz; 6,0 

Hz và 7,0 Hz), H 1,69 (H-5”, s) và H 1,63 (H-6”, s). 

Phổ 13C NMR kết hợp phổ DEPT 90 và DEPT 135 cho các mũi cộng hưởng ứng 

với sự hiện diện của 19 tín hiệu, tương ứng với 19 carbon bao gồm 3 nhóm CH2, 3 

nhóm CH3, 6 nhóm CH và 7 carbon bậc IV. 

Trong phổ HMBC, tín hiệu proton của nhóm methyl H 1,69, H 1,63 cho tương 

quan với cùng một carbon ở C 132,4 ppm (C-4”), xác định được vị trí hai nhóm 

methyl H3-5”(H 1,69, s); H3-6”( H 1,63, s) gắn vào C-4”. Thêm vào đó, proton ở 

H 5,13 (1H, ttt, J=1; 6 và 7, H-3”) cho tương quan với C 37,2; C 22,0 cho phép ta 

dự đoán hai carbon này lần lượt C-1”; C2” và phần C-prenyl gắn vào C-1” (C 37,2). 

Ngoài ra, phổ HMBC cũng cho tín hiệu giao giữa proton H 1,33 và carbon ở C 

73,6 (C-3′). Bên cạnh đó, C-3′ có C 73,6 ppm có thể dự đoán có nhóm OH ở vị trí 

carbon này, C-2” có C 90,6. So sánh đối chiếu tài liệu có thể xác nhận vị trí của hai 

carbon này136. So sánh dữ liệu phổ (1H NMR và 13C NMR) của PT-6 và 

paramicoumarin B158  đã được công bố trong các tài liệu thì PT-6 và 

paramicoumarin B gần như tương tự nhau, chỉ khác là PT-6 có thêm 1 nhóm OH và  

khác biệt về giá trị δC ở C3 vì có thêm một nhóm thế hydroxy. 

Căn cứ vào các phân tích trên, hợp chất PT-6 thuộc nhóm pyranocoumarin công 

thức được đề nghị là 3′-hydroxy-3′methyl-2′-(3′′-isoprenyl)-pyranocoumarin. 

Phổ NMR của PT-6 được tóm tắt theo Bảng 3.17. và xem Phụ lục 6. 
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Bảng 3.17. Dữ liệu phổ NMR của PT-6 so sánh với paramicoumarin B 

C DEPT 

PT6 (DMSO-d6) paramicoumarin B 

paramicoumarin B 
δC δH (J, Hz) HMBC  δC δH (J, Hz) 

2 =C= 161,4   160,7  

3 =CH- 112,3 6,20 (d; 9,5Hz) 10, 2 113,7 6,20 (d; 9,5Hz) 

4 =CH- 143,7 7,58 (d; 9,5 Hz) 2, 9, 5, 10 144,5 7,58 (d; 9,5 Hz) 

5 =CH- 123,4 7,21(s) 7, 9, 4, 

4′,10 
124,6 

7,21(s) 

6 =C= 125,1   120,7  

7 =C= 163,2   156,3  

8 =CH- 97,9 6,73(s) 7, 9, 6, 10 104,2 6,73(s) 

9 =C= 155,7   155,0  

10 =C= 112,8   113,7  

2′ =CH- 90,6 4,76 (dd; 8,5 Hz) 4′, 1” 81 4,76 (dd; 8,5 Hz) 

3′ =C= 73,6   130,9  

4′ -CH2- 29,2 3,28 (ddd); 3,15 

(ddd) 

 
122,2 

3,28 (ddd); 3,15 

(ddd) 

1” -CH2- 37,2 1,58 (m); 1,50 (m)  
42,3 

1,58 (m); 1,50 

(m) 

2” -CH2- 22,0 2,17 (m); 2,10 (m)  
23,4 

2,17 (m); 2,10 

(m) 

3” =CH- 123,9 5,13 (ttt; 1;6;7 Hz) 5′′, 2′′, 6′′, 

1”. 
124,8 

5,13 (ttt; 1;6;7 

Hz) 

4′′ =C= 132,4   132,2  

5” -CH3 25,7 1,69 (s) 4”, 3” 25,8 1,69 (s) 

6” -CH3 17,7 1,63 (s) 4”, 3” 17,7 1,63 (s) 

3′-Me -CH3 22,9 1,33 (s) 3′, 2′, 1” 22,9 1,33 (s) 

 

Hình 3.8. Cấu trúc của PT-6 (3′-hydroxy-3′methyl-2′-(3′′-isoprenyl)-

pyranocoumarin) và các tương tác chính quan sát trên phổ COSY và HMBC 
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Kiểm tra trên cơ sở dữ liệu của Reaxys và Scifinder ngày 30/7/2022, thì cấu trúc 

hợp chất PT-6 (là 3′-hydroxy-3′methyl-2′-(3′′-isoprenyl)-pyranocoumarin) chưa 

được công bố. Do đó, hợp chất PT-6 được xem là chất mới, lần đầu được phân lập, 

xác định cấu trúc. 

3.4.3. Các dẫn xuất acridon alkaloid 

3.4.3.1. Hợp chất PT-4 

PT-4 là bột vô định hình, màu vàng tươi, tan tốt trong methanol, tan được trong 

ethyl acetat, tan vừa trong cloroform, không tan trong n-hexan. 

Trên bản mỏng silica gel F254; PT-4 cho vết tắt quang dưới UV 254 nm và phát 

quang màu tối dưới UV 365 nm. Phổ UV của PT-4 đo trong MeOH cho λmax ở 409, 

338, 267 nm. 

Phổ MS (ES−) của PT-4 cho mảnh m/z 324,20 tương ứng với ion [M−H]−. Phổ 

MS (ES+) của PT-4 cho mảnh m/z 348,00 tương ứng với ion [M+Na]+ và mảnh m/z 

326,07 tương ứng với ion [M+H]+. Suy ra số khối của PT-4 là M = 325,07 tương 

ứng với công thức phân tử C19H19NO4. 

Phổ NMR của PT-4 cho thay sự hiện diện 19 tín hiệu carbon, trong đó có 3 nhóm 

-CH3, (δC 47,6; 17,8 và 25,4 ppm), 1 nhóm methylen (δC 25,5 ppm) 5 nhóm =CH- 

sp2 (δC 96,8; 119,6; 122;9; 115,1 và 123,7 ppm); 10 carbon bậc 4 trong đó 9 nhóm 

CIV sp3 (δC 161,5; 163,8; 107,2; 148,5; 106,1; 150,4; 137,6; 124,1 và 130,7 ppm) và 

1 nhóm >C=0 (δC 181,6 ppm). Với các dữ liệu phổ như trên có thể khẳng định hợp 

chất PT-4 là dẫn xuất của alkaloid nhân acridon. Ngoài ra phổ 1H NMR có sự hiện 

diện của nhóm γ,γ-dimethylallyl ở δH 1,66 (3H, s); 1.72 (3H, s); 3,39 (2H. t); 5,29 (1H, 

t). Một nhóm hydroxyl ở δH 14,10 (1H, s) được gắn cho vị trí C1, (do liên kết 

hydrogen với oxy ở C9 (C=0), 2 nhóm hydroxid còn lại với δH 10,31 (1H, s) và 

10,68 (1H, s) được cho là liên kết với C3 (δC 163,8 ppm) và C5 (δC 148,6 ppm). Các 

proton thơm với δH 7,21 (d; 7,5); 7,16 (t; 8,0); 7,61 (d; 7,5); 6,23 (s) và một nhóm 

N-methyl δH 3,57 (s). Proton δH 6,23 (s) được gắn cho vị trí C2, nhóm prenyl liên 

kết với C4. 
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Cấu trúc của PT-4 được xác định một cách chắc chắn bằng các dữ liệu phổ NMR 

một chiều và hai chiều. So sánh dữ liệu phổ (1H NMR và 13C NMR) của PT-4 và 

oriciacridon  đã được công bố trong các tài liệu149 thì dữ liệu phổ NMR của hợp chất 

phân lập PT-4 là phù hợp với oriciacridon. Như vậy, PT-4 chính là oriciacridon. Dữ 

liệu phổ và tương tác HMBC, COSY của PT-4 được trình bày ở Bảng 3.18., Hình 

3.9. và xem Phụ lục 4. 

Bảng 3.18. Dữ liệu phổ NMR của PT4 so sánh với ociriacridon 

C DEPT 

PT-4 (DMSO-d6) Ociriacridon (CD3OD) 

δC δH (J, Hz) HMBC COSY  δC δH (J, Hz) 

1 1-C 161,6 − − − 162,1  

2 2-CH 96,8 6,23s 9a, 4,1, 3 − 96,7 6,17 (1H, s) 

3 3-C 163,8 − − − 164,3  

4 4-C 107,2 − − − 107,9  

5 C (4a) 150,4 − − − 151,1  

6 5-C 148,6 − − − 148,7  

7 6-CH 119,6 7,21 d (8) 8, 10a − 119,2 7,08 (1H, d, 7,6) 

8 7-CH 123,0 7,16 t 8a, 5 7,61 122,7 7,04 (1H, t, 7,8) 

9 8-CH 115,1 7,61 d (7,5) 6, 10a, 9 7,16 115,7 7,62 (1H, d, 7,6) 

10 C (8a) 124,1 − − − 124,6  

11 9-C 181,6 − − − 182,5  

12 C (9a) 106,1 − − − 106,7  

13 10-N-

CH3 

47,6 3,57 s 10a, 4a − 46,5 3,56 (3H, s) 

14 C (10a) 137,6 − − − 138,2  

15 11-CH2 25,6 3,39 t 4, 16, 17, 

4a, 4 

5,29 25,9 3,41 (2H, d, 7,8) 

16 12-CH 123,7 5,29 t 18, 19 3,39 124,8 5,30 (1H, m) 

17 13-C 130,6 − − − 131,0  

18 14-CH3 17,8 1,66 s 16, 17,19  17,0 1,66 (3H, s) 

19 CH3 25,4 1,72 s 16, 17,18  24,7 1,73 (3H, s) 

 1-OH  14,1 s     

 3-OH  10,31 s     

 5-OH  10,68 s     
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Hình 3.9. Cấu trúc của PT-4 (ociriacridon) và các tương tác chính quan sát trên phổ COSY 

và HMBC 

3.4.3.2. Hợp chất PT-5 

PT-5 là bột vô định hình, màu đỏ gạch, tan tốt trong methanol, tan được trong 

ethyl acetat, tan vừa cloroform, không tan trong n-hexan. 

Phổ UV của PT-5 đo trong MeOH cho λmax ở 413, 319, 265 nm. 

Phổ MS (ES−) của PT-5 cho mảnh m/z 300,19 tương ứng với ion [M−H]−. Phổ 

MS (ES+) của PT-5 cho mảnh m/z 324,02 tương ứng với ion [M+Na]+ và mảnh m/z 

302,05 tương ứng với ion [M+H]+. Suy ra số khối của PT-5 là M = 301,19 tương 

ứng với công thức phân tử C16H15NO5. 

Phổ NMR của PT-5 cho thay sự hiện diện 16 tín hiệu carbon, trong đó có 3 nhóm 

-CH3, (δC 59,9; 56,2 và 46,1 ppm), 4 nhóm =CH- (δC 93,8; 120,0; 122;9 và 115,3  

ppm); 9 carbon bậc 4 trong đó 8 nhóm CIV sp3 (δC 159,6; 159,4; 129,7; 148,2; 105,3; 

141,6; 136,9; 123,7 ppm) và 1 nhóm >C=0 (δC 181,6 ppm); 2 nhóm - OCH3 (δC 

59,9 và 56,2 ppm) liên kết lần lượt với các carbon ở vị trí C3 và C4. Một nhóm 

hydroxyl ở δH 14,15 (1H, s) được gắn cho vị trí C1, (do liên kết hydrogen với oxy ở 

C9 (C=0), nhóm hydroxid còn lại với δH 10,40 (1H, s) được cho là liên kết với C5 

(δC 148,2 ppm). Các proton thơm với δH 7,25 (d; 7,5); 7,17 (t; 7,5); 7,65 (d; 7,5); 

6,46 (s) và một nhóm N-methyl δH 3,71 (s). Proton δH 6,46 (s) được gắn cho vị trí 

C2. 

Cấu trúc của PT-5 được xác định một cách chắc chắn bằng các dữ liệu phổ NMR 

một chiều và hai chiều. So sánh dữ liệu phổ (1H NMR và 13C NMR) của PT-5 và 

citrusinin-1  đã được công bố trong các tài liệu149 thì dữ liệu phổ NMR của hợp chất 
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phân lập PT-5 là phù hợp với citrusinin-1. Như vậy, PT-5 chính là citrusinin-1. Dữ 

liệu phổ và tương tác HMBC, COSY của PT-5 được trình bày ở Bảng 3.19., Hình 

3.10. và xem Phụ lục 5. 

Hình 3.10. Cấu trúc của PT-5 (citrusinin-1) và các tương tác chính quan sát trên phổ 

COSY và HMBC 

Bảng 3.19. Dữ liệu phổ NMR của PT-5 so sánh với citrusinin-I 

C DEPT 
PT-5 (DMSO-d6) Citrusinin-I (CD3OD) 

δC δH (J, Hz) HMBC COSY δC δH (J, Hz) 

1 1-C 159,6 − − − 160,0  

2 2-CH 93,8 6,46s 9a, 4, 3, 1 − 93,7 6,29 (s) 

3 3-C 159,4 − − − 159,4  

4 4-C 129,7 − − − 128,9  

5 C (4a) 141,6 − − − 
141,1 

120,1 
 

6 5-C 148,2 − − − 148,0  

7 6-CH 120,0 7,21 d (8) 9, 14 − 120,1 7,06 (1H, d, 7,8) 

8 7-CH 122,9 7,17 t 6, 8a 7,65 122,9 7,03 (1H, t, 7,8) 

9 8-CH 115,3 7,65 d (7.5) 7, 10a, 9 7,17 116,7 7.74 (1H, d, 7,8) 

10 C (8a) 123,7 − − − 124,7  

11 9-C 181,6 − − − 182,7  

12 C (9a) 105,3 − − − 106,5  

13 
10-N-

CH3 
46,1 3,70 s 10a, 4a − 46,3 3,71 s 

14 C (10a) 136,9 − − − 137,6  

15 11-CH2 59,9 3,91 s 3  60,5 3,85 s 

16 12-CH 56,2 3,69 s 4  56,3 3,75 s 

 OH  14,15 s 2, 9a, 1    

 OH  10,40 s     
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3.4.4. Các hợp chất khác 

3.4.4.1. Hợp chất PT-8 

PT-8 là bột vô định hình, không màu, tan tốt trong cloroform, kém tan trong 

ethyl acetat, methanol, kém tan trong n-hexan. PT-8 không tắt quang dưới UV 254 

nm, không phát quang với UV 365 nm và cho màu tím hoa cà với thuốc thử VS. 

 Phổ MS (ES-): PT-8 cho mảnh m/z 469,16 ương ứng với ion [M−H]−. Suy ra số 

khối của PT-8 là M = 470,16 tương ứng với công thức phân tử C26H30NO8. 

Phổ 13C NMR và DEPT của PT-8 cho thấy sự hiện diện của 26 tín hiệu carbon, 

trong đó có: 4 nhóm –CH3 (δC 17,6; 20,7; 21,4 và 30,2 ppm), 5 nhóm >CH2 (δC 18,9; 

30,8; 35,7; 36,4 và 65,4 ppm), 8 nhóm =CH- (δC 48,1; 54,0 ; 60,6; 77,8; 79,2; 109,7; 

141,1 và 143,2 ppm), 9 carbon bậc 4, trong đó: 6 CIV (δC 38,0; 46,0; 51,4; 65,7; 80,3 

và 120,0 ppm) và 3 nhóm >C=O (δC 166,6; 169,1 và 206,1 ppm).  

 Phổ 1H NMR cho thấy  sự hiện diện của 30 tín hiệu proton, trong đó có 3 tín hiệu 

proton đều cho đỉnh singlet (với δH 7,41; 7,40 và 6,34 ppm) đặc trưng của khung 

furan, 12 proton của 4 nhóm -CH3 cho tín hiệu vùng δH 1-1,30 ppm, 15 tín hiệu H 

còn lại xuất hiện ở vùng δH 1,4 – 6 ppm. 

 Phổ 13C NMR cho thấy tín hiệu của ceton (C-7) xuất hiện tại vùng trường thấp δC 

206,1 ppm, tín hiệu của 2 lacton cacbon tại δC 169,10 (C-3) và 166,6 ppm (C-16). 

Tín hiệu của các cacbon olefinic của vòng furan xuất hiện tại δC 141,4 ppm (C-23), 

143,2 ppm (C-21), 120,0 ppm (C-20) và 109,7 ppm (C-22). Tín hiệu của cacbon 

mang nhóm chứa oxi xuất hiện tại δC 80,3 ppm (C-4), 79,2 ppm (C-1) và 77,8 ppm 

(C-17). Hai cacbon của vòng epoxy có tín hiệu tại δC 65,7 ppm (C-14) và 54,0 ppm 

(C-15).  

Cấu trúc của PT-8 được xác định một cách chắc chắn bằng các dữ liệu phổ NMR 

một chiều và hai chiều. So sánh dữ liệu phổ (1H NMR và 13C NMR) của PT-8 và 

limonin137 đã được công bố trong các tài liệu thì dữ liệu phổ NMR của hợp chất phân 

lập PT-8 là phù hợp với limonin. Như vậy, PT-8 chính là limonin. Dữ liệu phổ và 

tương tác HMBC, COSY của PT-8 được trình bày ở Bảng 3.20., Hình 3.11. và 

xem Phụ lục 8. 
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Hình 3.11. Cấu trúc của PT-8 (limonin) và và các tương tác chính quan sát trên phổ 

COSY và HMBC 

Bảng 3.20. Dữ liệu phổ NMR của PT-8 so sánh với limonin 

C 
DEP

T 

PT-8/ CDCl3 

(500 MHz) 

Limonin/ CDCl3 

(400 MHz) 

δC δH (J, Hz) HMBC COSY δC δH (J, Hz) 

1 CH 79,2 4,03 s 3,19 2b 79,2 4,03 m 

2 CH2 35,7 
2,97 m 

2,68 d (17) 
1, 3, 10 1 35,7 

2,98 dd (16,8; 4,0) 

2,67 dd (16,8; 2,0) 

3 C 169,1 - - - 169,0 - 

4 C 80,3 - - - 80,3 - 

5 CH 60,6 2,23 d (15,5) 
4, 6, 7, 9, 

10, 19 
6a, 6b 60,7 2,22 dd (15,8; 3,4) 

6 CH2 36,4 2,85 t (15) 5, 7, 10 5 36,4 2,85 dd (15,8; 14,6) 

7 C 206,1 - - - 206,1 - 

8 C 51,4 - - - 51,4 - 

9 CH 48,1 2,56 d (12,5) 8,10,19,24 - 48,2 2,55 dd (12,2; 3,0) 

10 C 46,0 - - - 46,0 - 

11 CH2 18,9 
1,84 -1,95 m 

1,73 -1,85 m 

9,12, 13, 

17 
12 19,0 

1,72 - 1,95 m 

 

12 CH2 30,8 
1,48 - 1,56 m 

1,73 - 1,85 m 

9, 11, 13, 

14, 18 
11 30,9 

1,46 - 1,58 m 

 

13 C 38,0 - - - 38,0 - 

14 C 65,7 - - - 65,7 - 

15 CH 54,0 4,05 s 14, 16 - 53,9 4,05 s 

16 C 166,6 - - - 166,5 - 

17 CH 77,8 5,47 s 

12, 13, 

14,18,20, 

22 

- 77,8 5,47 s 

18 CH3 20,7 1,18 s 
12, 13, 14, 

17 
- 20,7 1,18 s 

19 CH2 65,4 
4,76 d (13) 

4,47 d (13) 

1, 3, 5, 9, 

10 
- 65,4 

4,76 d (13) 

4,46 d (13) 

20 C 120,0 - - - 120,1 - 

21 CH 143,2 7,40 s 20, 22, 23 - 143,3 7,40 s 

22 CH 109,7 6,34 s 20, 21, 23 23 109,7 6,34 s 

23 CH 141,4 7,41 s 20, 21, 22 22 141,2 7,41 s 

24 CH3 17,6 1,08 s 7, 8, 9, 14 - 17,7 1,08 s 

25a CH3 30,2 1,29 s 4, 5, 25b - 30,2 1,29 s 

25b CH3 21,4 1,18 s 1, 4, 5, 25a - 21,4 1,18 s 



95 

 

3.4.4.2. Hợp chất PT-12 

PT-12 tinh thể hình kim, không màu, dễ tan trong n-hexan, cloroform. PT-12 

không tắt quang dưới UV 254 nm, không phát quang với UV 365 nm và hiện màu 

tím với thuốc thử VS. 

Tiến hành đo phổ 1H NMR và 13C NMR. Từ kết quả phổ, có thể sơ bộ kết luận 

PT-12 là hỗn hợp của 2 chất thuộc nhóm phytosterol là stigmasterol (A, có Δ22) và 

β-sitosterol (B, không có Δ22). 

 

Hình 3.12. Phổ 1H NMR (CDCl3, 500 MHz) của PT-12 

Từ phổ 1H NMR (CDCl3) có thể dự đoán được phần trăm của từng chất trong 

hỗn hợp nhờ so sánh số tích phân của 2 tín hiệu chung (H-6A + H-6B) với 2 số tích 

phân của 2 tín hiệu riêng (2-H olefin ở 22-A và 23-A): 

- (H-3A + H-3B) → 1 tín hiệu 3,53m với số tích phân = 1,00 

- (H-6A + H-6B) → 1 tín hiệu 5,35 br với số tích phân = 1,00 

- (H-22A, dd) và (H-22B, dd) ở bên cạnh (δ 5,0 – 5,2) với số tích phân là 0,81 và 

0,78 (trung bình là 0,80). 

Như vậy, stigmasterol (A) chiếm khoảng 80% và β-sitosterol (B) chiếm khoảng 

20% trong hỗn hợp PT-12. 
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3.5. Sơ bộ đánh giá cơ chế tác động độc tế bào in vitro của các hợp chất 

tiềm năng 

Trong các chất phân lập được, ostruthin và 8-methoxyostruthin là các hợp chất 

phân lập được từ cao phân đoạn có hoạt tính sinh học tiềm năng với khối lượng lớn, 

quy trình phân lập đơn giản nên ostruthin và 8-methoxyostruthin được chọn để đánh 

giá hoạt tính độc tế bào in vitro và sơ bộ đánh giá cơ chế tác động độc tế bào in 

vitro. 

3.5.1. Đánh giá hoạt tính độc tế bào in vitro của ostruthin và 8-methoxyostruthin 

Hoạt tính độc tế bào ung thư in vitro của ostruthin và 8-methoxyostruthin ở các 

nồng độ 100; 75, 50; 25; 12,5 µM được khảo sát trên dòng tế bào HAK1B và MDA-

MB-231. Kết quả được thể hiện qua tỷ lệ ức chế tăng trưởng tế bào (%), trình bày 

trong Bảng 3.21. và xem Phụ lục 23, Phụ lục 24. 

Bảng 3.21. Hoạt tính độc tế bào của ostruthin và 8-methoxyostruthin 

Mẫu thử 

Nồng 

độ 

(µM) 

Tế bào HAK1B Tế bào MDA-MB-231 

ODtrung 

bình 
SD 

% so 

với 

mẫu 

chứng  

Tỷ lệ 

ức chế 

(%) 

ODtrung 

bình 
SD 

% so 

với 

mẫu 

chứng  

Tỷ lệ 

ức 

chế 

(%) 

DMSO   0,187 0,010 100,0 0,0 0,578 0,029 100,0 0,0 

Sorafenib 

25 0,070 0,001 37,2 62,8 0,053 0,003 9,2 90,8 

12,5 0,074 0,005 39,3 60,7 0,077 0,004 13,3 86,7 

6,25 0,085 0,005 45,2 54,8 0,271 0,025 46,9 53,1 

3,13 0,156 0,004 83,1 16,9 0,564 0,013 97,5 2,5 

1,56 0,161 0,011 85,9 14,1 0,661 0,022 114,4 -14,4 

0,78 0,160 0,005 85,6 14,4 0,540 0,013 93,4 6,6 

Ostruthin 

100 0,060 0,015 32,0 68,0 0,052 0,003 9,0 91,0 

75 0,065 0,004 34,7 65,3 0,048 0,006 8,3 91,7 

50 0,065 0,018 34,7 65,3 0,051 0,006 8,9 91,1 

25 0,104 0,016 55,5 44,5 0,323 0,038 55,9 44,1 

12,5 0,167 0,005 89,1 10,9 0,605 0,032 104,6 -4,6 

8-methoxy 

ostruthin 

100 0,077 0,010 41,1 58,9 0,051 0,002 8,8 91,2 

75 0,065 0,001 34,5 65,5 0,083 0,008 14,4 85,6 

50 0,109 0,015 58,4 41,6 0,312 0,011 53,9 46,1 

25 0,161 0,009 85,8 14,2 0,585 0,004 101,1 -1,1 

12,5 0,171 0,013 91,1 8,9 0,672 0,002 116,1 -16,1 



97 

 

Trên dòng tế bào ung thư gan người HAK1B, ostruthin và 8-methoxyostruthin 

thể hiện tác động độc tế bào ở các nồng độ khảo sát 12,5-100 µM. So với mẫu 

chứng, tỷ lệ ức chế tăng trưởng tế bào khoảng 10-70%. 

Trên dòng tế bào ung thư MDA-MB-231, ostruthin và 8-methoxyostruthin thể 

hiện tác động độc tế bào ở các nồng độ khảo sát 25-100 µM. So với mẫu chứng, tỷ 

lệ ức chế tăng trưởng tế bào khoảng 45-90%. 

Kết quả cho thấy ostruthin và 8-methoxyostruthin thể hiện tác động độc tế bào 

tốt hơn trên dòng tế bào MDA-MB-231 so với dòng tế bào ung thư HAK1B. 

Phương trình tuyến tính giữa nồng độ mẫu thử và tỷ lệ ức chế, IC50 của mẫu thử 

trình bày trong Bảng 3.22. 

Bảng 3.22. Phương trình biểu diễn mối liên quan giữa nồng độ mẫu thử và tỷ lệ ức chế, 

IC50 của mẫu thử 

Mẫu thử Phương trình Giá trị R2 
Giá trị IC50 

(μM) 

Tế bào HAK1B 

Sorafenib y = -0,2028x2 + 7,3547x + 5,1147 0,9127 8,222 

Ostruthin y = -0,0138x2 + 2,0958x - 7,2283 0,9294 40,095 

8-methoxyostruthin y = -0,0083x2 + 1,5987x - 14,557 0,9517 60,112 

Tế bào MDA-MB-231 

Sorafenib y = -0,2885x2 + 11,371x - 12,51 0,9352 6,099 

Ostruthin y = -0,0191x2 + 2,9502x - 15,475 0,9391 32,416 

8-methoxyostruthin y = -0,0158x2 + 3,2092x - 70,7 0,9923 47,805 

Trên dòng tế bào ung thư HAK1B, giá trị IC50 của ostruthin (40,095 µM) và 8-

methoxyostruthin (60,112 µM) lần lượt gấp 4,9 lần và 7,3 lần IC50 của chất đối 

chiếu sorafenib (8,222 µM). 

Trên dòng tế bào ung thư MDA-MB-231, giá trị IC50 của ostruthin (32,416 µM) 

và 8-methoxyostruthin lần lượt là (47,805 µM) gấp 5,3 lần và 7,83 lần IC50 của chất 

đối chiếu sorafenib (6,099 µM). 
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3.5.2. Mức độ biểu hiện của protein KDM2A 

Đè tài tiến hành kiểm tra và so sánh mức độ biểu hiện của protein KDM2A trong 

tế bào nhóm bất hoạt và tế bào nhóm chứng bằng Western blot, kết quả thu được 

như Hình 3.13. 

 

Hình 3.13. Kết quả Western blot biểu hiện của protein KDM2A 

Kết quả trên hình ảnh Western blot cho thấy sau khi đưa phân tử KDM2A-

siRNA vào tế bào HAK1B và tế bào MDA-MB-231, biểu hiện protein KDM2A đã 

bị bất hoạt gần như hoàn toàn so với nhóm chứng (control siRNA). 
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3.5.3. Khảo sát vai trò của protein KDM2A 

 

Hình 3.14. Biểu đồ biểu diễn ảnh hưởng protein KDM2A đến tác động của sorafenib 

Sau khi xử lý với đối chứng sorafenib trong 72 giờ ở các nồng độ 0,39-25 µM, so 

với nhóm tế bào MDA-MB-231 đối chứng (SiM), thì nhóm tế bào bất hoạt KDM2A 

(Si97) có tỷ lệ tế bào sống so với mẫu chứng cao hơn, kết quả cho thấy có sự khác 

biệt rõ giữa nhóm bất hoạt KDM2A và nhóm chứng. 

 

Hình 3.15. Biểu đồ biểu diễn ảnh hưởng protein KDM2A đến tác động của ostruthin và 

8-methoxyostruthin lên dòng tế bào MDA-MB-231 

Sau khi xử lý tế bào MDA-MB-231 với ostruthin hoặc 8-methoxyostruthin trong 

72 giờ ở các nồng độ 2,5 - 100 µM, so với nhóm tế bào MDA-MB-231 đối chứng 

(SiM), thì nhóm tế bào bất hoạt KDM2A (Si97) có tỷ lệ tế bào sống so với mẫu 
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chứng cao hơn ở đa số các nồng độ của 8-methoxyostruthin; tuy nhiên sự khác biệt 

rõ giữa nhóm bất hoạt KDM2A và nhóm chứng không đáng kể 5-25%, trong đó cao 

nhất ở nồng độ 25 µM. Đối với mẫu thử ostruthin, tỷ lệ tế bào MDA-MB-231 bất 

hoạt KDM2A sống cao hơn so với tỷ lệ sống của tế bào chứng ở 2 nồng độ 75 µM 

và 100 µM với sự khác biệt lần lượt là 7,5% và 12,2%; ở nồng độ 50 µM, kết quả 

khác biệt đáng kể so với xu hướng của các nồng độ còn lại. 

 

Hình 3.16. Biểu đồ biểu diễn ảnh hưởng protein KDM2A đến tác động của ostruthin và 8-

methoxyostruthin lên dòng tế bào HAK1B 

Sau khi xử lý tế bào HAK1B với ostruthin hoặc 8-methoxyostruthin trong 72 giờ 

ở các nồng độ 2,5-100 µM, so với nhóm tế bào đối chứng, thì nhóm tế bào bất hoạt 

KDM2A có tỷ lệ tế bào sống so với mẫu chứng cao hơn ở đa số các nồng độ của 8-

methoxyostruthin; tuy nhiên sự khác biệt rõ giữa 2 nhóm không đáng kể, sự khác 

biệt rõ ở nồng độ 25 µM. Đối với ostruthin, tỷ lệ tế bào bất hoạt KDM2A không 

khác biệt hoặc thấp hơn so với tỷ lệ sống của tế bào chứng ở các nồng độ khảo sát. 

Trên hai dòng tế bào MDA-MB-231 và HAK1B, protein KDM2A ảnh hưởng đến 

tác động của 8-methoxyostruthin lên quá trình tăng trưởng của tế bào trong thời 

gian xử lý 72 giờ.  

3.6. Thiết lập chất chuẩn và xây dựng quy trình định lượng bằng HPLC 

3.6.1. Xây dựng bộ dữ liệu chuẩn, đánh giá chất chuẩn 8-methoxyostruthin và ostruthin 

Trong các chất phân lập được, ostruthin và 8-methoxyostruthin là các hợp chất 

0

20

40

60

80

100

120

140

160

100 75 50 25 12.5 5 2.5 100 75 50 25 12.5 5 2.5

Ostruthin (µM) 8-methoxyostruthin (µM)

%
 s

o
 v

ớ
i m

ẫu
 c

h
ứ

n
g

Tế bào HAK1B Si97 SiM



101 

 

đáp ứng đầy đủ yêu cầu đề ra về thiết lập chất đối chiếu từ dược liệu. 

3.6.1.1. Xây dựng bộ dữ liệu chuẩn 8-methoxyostruthin 

Mô tả: Bột tinh thể hình kim, không màu. 

Tính chất: Tan trong methanol, ethyl acetat, cloroform.  

Nhiệt độ nóng chảy: 81,2 oC (Đo bằng kỹ thuật DSC) xem Phụ lục 25.  

Định tính 

Định tính bằng SKLM: Mẫu pha trong methanol, nồng độ 0,1 mg/ ml. Lượng 

mẫu chấm: khoảng 10 µl. Bản mỏng silica gel tráng sẵn của Merck. Thuốc thử phát 

hiện: Acid sulfuric 10 % trong ethanol 96%, sấy 5 phút ở 110 oC. Kết quả: 8-

methoxyostruthin cho vết màu xanh, có Rf = 0,51. 

Định tính bằng HPLC 

Tiến hành phân tích mẫu trong điều kiện giống với điều kiện định lượng. 

Sắc ký đồ cho một pic chính của 8-methoxyostruthin. Phổ UV cho 2 cực đại hấp 

thu ở bước sóng 204 nm và 332 nm. Sắc ký đồ 3D không cho các pic tạp ở các bước 

sóng khác xem Phụ lục 34. 

Định tính bằng các phương pháp phổ nghiệm 

Phổ UV: Phổ UV cho 2 cực đại hấp thu ở bước sóng 204 nm và 332 nm. 

Phổ IR: Phổ IR (KBr) có νmax: 3212, 1692, 1569 cm-1. 

Phổ MS: Phổ MS (ES+) của 8-methoxyostruthin cho mảnh m/z 329,13 phù hợp 

với ion [M + H]+ và mảnh m/z 351,11 phù hợp với ion [M + Na]+. 

Phổ NMR: Phổ 13C NMR của 8-methoxyostruthin cho thấy sự hiện diện của 20 

tín hiệu carbon, trong đó có 3 nhóm –CH3 (δC 16,2; 17,7 và 25,7 ppm), 3 

nhóm >CH2 (δC 26,6; 27,6 và 39,7 ppm), 5 nhóm =CH- (δC 112,5; 120,9; 122,4; 

124,2 và 144,3 ppm) 8 carbon bậc 4, trong đó: 7 nhóm CIV sp3 (δC 112,4; 125,2; 

131,5; 133,2; 137,6; 145,3 và 150,0 ppm) và 1 nhóm >C=O (δC 160,5 ppm), 1 nhóm 

–OCH3 (δC 61,7 ppm). 

Phổ 1H NMR của 8-methoxyostruthin có 2 tín hiệu doublet có hằng số tương tác 

J = 9,5 Hz ở δH 6,22 (H-3) và 7,58 (H-4), 1 tín hiệu singlet ở δH ở 6,95 (H-5), cho 

thấy đây là một coumarin bị thế ở vị trí C-6, C-7 và C-8. 
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Độ tinh khiết và tạp chất liên quan 

Tiến hành tiêm 3 lần mẫu thử theo điều kiện định lượng. Ghi nhận thời gian lưu 

và hàm lượng tạp theo phương pháp quy về 100% diện tích đỉnh. Hàm lượng tạp 

trong 8-methoxyostruthin là 2,2% < 3%. 

Định lượng 

Tiến hành định lượng với 3 lần tiêm mẫu, lấy giá trị hàm lượng trung bình của 8-

methoxyostruthin (Tính theo phương pháp quy về 100% diện tích pic). Hàm lượng 

trung bình của 8-methoxyostruthin là 97,7% tính theo nguyên trạng. 

Kết quả đánh giá 8-methoxyostruthin 

Bảng 3.23. Kết quả đánh giá 8-methoxyostruthin 

STT Chỉ tiêu Mức chất lượng Kết quả 

1 Cảm quan Bột tinh thể hình kim màu trắng Đúng 

2 Phổ UV-Vis 
Phổ UV-Vis mẫu thử cho phổ đặc trưng, có hai cực đại 

hấp thu tại 204 nm và 332 nm 
Đúng 

3 Phổ IR 
Phổ IR mẫu thử phải trùng với phổ IR trong tài liệu đối 

chiếu 
Đúng 

4 Điểm chảy Khoảng 79-83 0C Đúng 

5 Độ ẩm Độ ẩm dưới 10% Đạt (5,1%) 

6 Phổ MS 
Cho pic ion phù hợp với công thức phân tử C20H24O4 của 

8-methoxyostruthin 
Đúng 

7 Phổ NMR 
Phải cho phổ 1H NMR và 13C NMR phù hợp với công 

thức cấu tạo của 8-methoxy ostruthin hoặc TLTK 
Đúng 

8 SKLM 
Trên sắc ký đồ, dung dịch thử phải có chủ yếu một vết 

Không được phép có 1 vết rõ rệt nào khác 
Đúng 

9 Thử tạp chất Tổng hàm lượng của các pic tạp phải < 3% Đạt (2,2%) 

10 Định lượng 
Hàm lượng 8-methoxyostruthin tính theo nguyên trạng 

phải ≥ 95% 

Đạt 

(97,7%) 

3.6.1.2. Thiết lập chất chuẩn 8-methoxyostruthin 

Đóng gói 

Đóng gói trong điều kiện như trong phương pháp nghiên cứu. Khối lượng ban 

đầu: 270 mg. Khối lượng đóng lọ: 5 mg/ lọ. Số lọ đóng được (N): 53 lọ. Khối lượng 

còn lại: 0,5 g 

Đánh giá đồng nhất lọ trong quá trình đóng lọ 

Chọn phòng thí nghiệm của khoa Nghiên cứu phân tích và khoa Thiết lập chất 

chuẩn và chất đối chiếu, Viện Kiểm Nghiệm thuốc TP. HCM để tiến hành kiểm tra 
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đồng nhất lọ trong quá trình đóng lọ (xem Phụ lục 27) 

Tiến hành: Số lọ cần lấy: 6 lọ. Lấy ngẫu nhiên các lọ, mỗi lọ kiểm tra hàm lượng 

2 lần. Phân tích phương sai một yếu tố theo ANOVA. 

Bảng 3.24. Bảng phân tích ANOVA kết quả đánh giá đồng nhất lô 

Biến thiên 
Tổng độ lệch 

bình phương 

Bậc tự 

do 
Phương sai F P-value F0,05 

Giữa các 

nhóm 
0,001083 1 0,001083 1,1264041 0,31350319 4,96460274 

Trong cùng 

nhóm 
0,00961467 10 0,000961467    

Tổng cộng 0,01069767 11     

Nhận xét: F = 1,1264 < F0,05 = 4,9646 

Như vậy hàm lượng giữa các lọ khác nhau không ý nghĩa. Các lọ 8-

methoxyostruthin đồng nhất trong quá trình đóng lọ. 

Đánh giá chất chuẩn thông qua liên phòng thí nghiệm 

Chọn 2 phòng thí nghiệm đạt chuẩn GLP để tiến hành đánh giá chất chuẩn: Khoa 

Nghiên cứu phân tích (PTN-1) và Khoa Thiết lập chất chuẩn & chất đối chiếu 

(PTN-2) thuộc Viện kiểm nghiệm thuốc TP Hồ Chí Minh. 

Kết quả được trình bày trong Bảng 3.25 và Bảng 3.26. 

Bảng 3.25. Kết quả định lượng (%) 8-methoxyostruthin tại hai phòng thí nghiệm 

Mẫu 1 2 3 4 5 6 Trung bình 

PTN1 97,66 97,76 97,71 97,72 97,75 97,69 97,71 

PTN2 97,67 97,67 97,73 97,69 97,72 97,69 97,69 

Phân tích phương sai. 

Bảng 3.26. Bảng phân tích kết quả đánh giá liên phòng thí nghiệm 

 PTN 1 PTN 2 

Mean 97,71 97,69 

Variance 0,0011308 0,0018816 

Observations 6 6 

Pooled Variance 0,0015062  

Hypothesized Mean Difference 0  

df 10  
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t Stat 1,02647208  

P(T<=t) one-tail 0,16442898  

t Critical one-tail 1,81246112  

P(T<=t) two-tail 0,32885796  

t Critical two-tail 2,22813885  

Nhận xét: So sánh t start nhỏ hơn t Critical, giá trị trung bình 2 phòng thí nghiệm 

giống nhau. Kết quả trung bình của hai phòng thí nghiệm khác nhau không có ý 

nghĩa, phương pháp phân tích có độ lặp lại cao, hàm lượng 8-methoxyostruthin 

không phụ thuộc vào phòng thí nghiệm tham gia đánh giá. 

Xác định giá trị ấn định 

Phương pháp Robust analysis: Algorithm A (ISO 13528 (2005). 

Bảng 3.27. Kết quả giá trị ấn định hàm lượng (%) 8-methoxyostruthin (n = 12) 

 
Chu kỳ 0 Chu kỳ 1 Chu kỳ 2 Chu kỳ 3 Chu kỳ 4 

DL gốc (%) xi-x* xi*1 xi*2 xi*3 xi*4 

x*-δ 97,64  97,64 97,64 97,64  

x*+δ 97,76  97,77 97,77 97,77  

x* 97,70   97,70 97,70 97,70 97,70 

s* 0,04  0,03 0,03 0,03 0,03 

δ 0,05   0,05 0,05 0,05 0,05 

Nhận xét 

Sau hai lần thay đổi, giá trị s* không thay đổi, khi đó giá trị x* mới được chọn là 

97,7%. Từ kết quả trên, tính z – score. Không có giá trị nào có |z| > 2.Tính trung 

bình các kết quả còn lại, thu được kết quả như sau: Hàm lượng trung bình: 97,7% (n 

= 12). Độ lệch s: 0,03. Độ không đảm bảo đo µ: 2,1% 

Kết luận 

Chất 8-methoxyostruthin đủ điều kiện chuẩn gốc (primary), có thể đăng ký chất 

chuẩn quốc gia với hàm lượng được xác định là 97,7% tính theo nguyên trạng (n = 

12, s = 0,03, µ =2,1%).  

Công bố chuẩn 

Lập hồ sơ chất chuẩn, dán nhãn lọ chuẩn và kèm theo phiếu kiểm nghiệm (xem 

Phụ lục 29). 

Bảo quản 
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Bảo quản ở 2-8 oC, nơi khô ráo, tránh ánh sáng. 

3.6.1.3. Xây dựng bộ dữ liệu chuẩn ostruthin 

Mô tả: Bột tinh thể hình khối, không màu. 

Tính chất: Dễ tan trong cloroform, ethyl acetat, methanol, kém tan trong n-hexan. 

Nhiệt độ nóng chảy: 118.3 oC (đo bằng kỹ thuật DSC) (xem Phụ lục 26).  

Định tính 

Định tính bằng SKLM: Mẫu pha trong methanol, nồng độ 0,1 mg/ml. Lượng 

mẫu chấm: khoảng 10 µl. Bản mỏng silica gel tráng sẵn của Merck. Thuốc thử phát 

hiện: Acid sulfuric 10% trong ethanol 96%, sấy 5 phút ở 110 oC. Kết quả: ostruthin 

cho vết màu xanh, có Rf = 0,51. 

Định tính bằng HPLC 

Đề tài tiến hành phân tích mẫu trong điều kiện giống với điều kiện định lượng. 

Sắc ký đồ cho một pic chính của ostruthin. Phổ UV cho 2 cực đại hấp thu ở bước 

sóng 200 nm và 332 nm. Sắc ký đồ 3D không cho các pic tạp ở các bước sóng khác 

xem Phụ lục 33. 

Định tính bằng các phương pháp phổ nghiệm 

Phổ UV: Phổ UV cho 2 cực đại hấp thu ở bước sóng 200 nm và 332 nm. 

Phổ IR: Phổ IR (KBr) có νmax: 3160, 1678, 1568 cm-1. 

Phổ MS: Phổ MS (ES+) của ostruthin cho mảnh m/z 299,13 phù hợp với ion [M + 

H]+ và mảnh m/z 321,13 phù hợp với ion [M + Na]+. 

Phổ NMR 

Phổ 13C NMR của ostruthin cho thấy sự hiện diện của 19 tín hiệu carbon, trong 

đó có 3 nhóm –CH3 (δC16,2; 17,7 và 25,7 ppm), 3 nhóm >CH2 (δC 26,4; 28,4 và 39,7 

ppm), 6 nhóm =CH- (δC 103,3; 112,4; 120,8; 123,8; 128,3 và 144,1 ppm), 7 carbon 

bậc 4, trong đó: 6 nhóm CIV sp3 (δC 112,3; 125,6; 131,9; 138,9; 154,2; 158,6 ppm) và 

1 nhóm >C=O (δC 162,2 ppm). 

Phổ 1H NMR của ostruthin có 2 tín hiệu doublet có hằng số tương tác J = 9,5 Hz 

ở δH 6,24 (H-3) và 7,64 (H-4), 2 tín hiệu singlet ở δH ở 7,2 (H-5) và 7,0 (H-8), cho 

thấy đây là một coumarin bị thế ở vị trí C-6 và C-7. Ngoài ra, trên phổ 1H NMR 
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xuất hiện các tín hiệu proton của một mạch nhánh có 3 nhóm vinyl metyl ở δH 1,61 

(H-9′), 1,69 (H-8′) và 1,75 (H-10′), hai proton metylen δH 2,13 (t, 6 Hz, H-5') và 

2,09 (t, 6 Hz, H-4′), hai triplet của 2 proton olefin ở δH 5,33 (H-2′) và 5,09 (H-6′). 

Độ tinh khiết và tạp chất liên quan 

Tiến hành tiêm 3 lần mẫu thử theo điều kiện định lượng. Ghi nhận thời gian lưu 

và hàm lượng tạp theo phương pháp quy về 100% diện tích đỉnh. Hàm lượng tạp 

trong ostruthin là 1,01% < 3%. 

Định lượng 

Định lượng với 3 lần tiêm mẫu, lấy giá trị hàm lượng trung bình của 8-methoxy 

ostruthin (tính theo phương pháp quy về 100% diện tích pic). Hàm lượng trung bình 

của ostruthin là 99,0% tính theo nguyên trạng. 

Kết quả đánh giá ostruthin 

Bảng 3.28. Kết quả đánh giá ostruthin 

STT Chỉ tiêu Mức chất lượng Kết quả 

1 Cảm quan Bột tinh thể hình khối màu trắng Đúng 

2 Phổ UV-Vis 
Phổ UV-Vis mẫu thử cho phổ đặc trưng, có hai cực đại hấp 

thu tại 200 nm và 332  nm 
Đúng 

3 Phổ IR Phổ IR mẫu thử phải trùng với phổ IR trong tài liệu đối chiếu Đúng 

4 Điểm chảy Khoảng 116-119 0C Đúng 

5 Độ ẩm Độ ẩm dưới 10% 
Đạt 

(4,5%) 

6 Phổ MS 
Cho pic ion phù hợp với công thức phân tử C19H22O3 của 

ostruthin 
Đúng 

7 Phổ NMR 
Phải cho phổ 1H NMR và 13C NMR phù hợp với công thức 

cấu tạo của ostruthin hoặc TLTK 
Đúng 

8 SKLM 
Trên sắc ký đồ, dung dịch thử phải có chủ yếu một vết 

Không được phép có 1 vết rõ rệt nào khác 
Đúng 

9 Thử tạp chất Tổng hàm lượng của các pic tạp phải < 3% 
Đạt 

(1,01%) 

10 Định lượng Hàm lượng ostruthin tính theo nguyên trạng phải ≥ 95% 
Đạt 

(99,0%) 

3.6.1.4. Thiết lập chất chuẩn ostruthin 

Đóng gói 

Đóng gói trong điều kiện như trong phương pháp nghiên cứu: Khối lượng ban 
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đầu: 500 mg. Khối lượng đóng lọ: 5 mg/ lọ. Số lọ đóng được (N): 100 lọ.  

Đánh giá đồng nhất lọ trong quá trình đóng lọ 

Chọn phòng thí nghiệm của khoa Nghiên cứu phân tích và khoa Thiết lập chất 

chuẩn và chất đối chiếu, Viện Kiểm Nghiệm thuốc TP. HCM để tiến hành kiểm tra 

đồng nhất lọ trong quá trình đóng lọ. 

Tiến hành: Số lọ cần lấy: 6 lọ. Lấy ngẫu nhiên các lọ, mỗi lọ kiểm tra hàm lượng 

2 lần. Phân tích phương sai một yếu tố theo ANOVA (xem Phụ lục 28). 

Bảng 3.29. Bảng phân tích ANOVA kết quả đánh giá đồng nhất lô 

Biến thiên 
Tổng độ lệch 

bình phương 

Bậc tự 

do 
Phương sai F P-value F0,05 

Giữa các 

nhóm 
2,08333E-06 1 2,08333E-06 0,667557 0,93649418 4,96460274 

Trong cùng 

nhóm 
0,003120833 10 0,000312083 

   

Tổng cộng 0,003122917 11 
    

Nhận xét: F = 0,6675 < F0,05 = 4,9646. Như vậy hàm lượng giữa các lọ khác 

nhau không ý nghĩa. Các lọ ostruthin đồng nhất trong quá trình đóng lọ. 

Đánh giá chất chuẩn thông qua liên phòng thí nghiệm 

Chọn 2 phòng thí nghiệm đạt chuẩn GLP để tiến hành đánh giá chất chuẩn. Khoa 

Nghiên cứu phân tích (PTN-1) và Khoa Thiết lập chất chuẩn & chất đối chiếu 

(PTN-2) thuộc Viện kiểm nghiệm thuốc TP.HCM.  

Kết quả được trình bày trong Bảng 3.30. và Bảng 3.31. 

Bảng 3.30. Kết quả định lượng (%) ostruthin tại hai phòng thí nghiệm 

Mẫu 1 2 3 4 5 6 Trung bình 

PTN1 98,98 98,995 99,02 99,015 99,01 98,985 99,0 

PTN2 98,975 98,98 99,02 99,015 99,01 99 99,0 

Phân tích phương sai. 

Bảng 3.31. Bảng phân tích kết quả đánh giá liên phòng thí nghiệm 

  PTN 1 PTN 2 

Mean 99,00083333 99 

Variance 0,000274167 0,00035 

Observations 6 6 

Pooled Variance 0,000312083  

Hypothesized Mean Difference 0  
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df 10  

t Stat 0,081704146  

P(T<=t) one-tail 0,46824709  

t Critical one-tail 1,812461123  

P(T<=t) two-tail 0,93649418  

t Critical two-tail 2,228138852   

Nhận xét: So sánh t stat nhỏ hơn t Critical, giá trị trung bình 2 phòng thí nghiệm 

giống nhau. Kết quả trung bình của hai phòng thí nghiệm khác nhau không có ý 

nghĩa, phương pháp phân tích có độ lặp lại cao, hàm lượng ostruthin không phụ 

thuộc vào phòng thí nghiệm tham gia đánh giá. 

Xác định giá trị ấn định 

Phương pháp Robust analysis: Algorithm A (ISO 13528 (2005). 

Bảng 3.32. Kết quả giá trị ấn định hàm lượng (%) ostruthin (n = 12) 

 
Chu kỳ 0 Chu kỳ 1 Chu kỳ 2 Chu kỳ 3 Chu kỳ 4 

DL gốc (%) xi-x* xi*1 xi*2 xi*3 xi*4 

x*-δ 98,98  98,97 98,97 98,97  

x*+δ 99,03  99,03 99,03 99,03  

x* 99,01   99,00 99,00 99,00 99,00 

s* 0,02  0,02 0,02 0,02 0,02 

δ 0,03   0,03 0,03 0,03 0,03 

Nhận xét: Sau ba lần thay đổi, giá trị s* không thay đổi, khi đó giá trị x* mới 

được chọn là 99%. Từ kết quả trên, tính z – score. Không có giá trị nào có |z| > 2. 

Tính trung bình các kết quả còn lại, thu được kết quả như sau: Hàm lượng trung 

bình: 99,0% (n = 12). Độ lệch s: 0,02 . Độ không đảm bảo đo µ: 2,1%. 

Kết luận 

Chất Ostruthin đủ điều kiện chuẩn gốc (primary), có thể đăng ký chất chuẩn quốc 

gia với hàm lượng được xác định là 99,0% tính theo nguyên trạng (n = 12, s = 0,04, 

µ = 2,1).  

Công bố chuẩn 

Lập hồ sơ chất chuẩn, dán nhãn lọ chuẩn và kèm theo phiếu kiểm nghiệm (xem 

Phụ lục 30). 

Bảo quản: Bảo quản ở 2 – 8 oC, nơi khô ráo, tránh ánh sáng. 
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3.6.2. Xây dựng quy trình định lượng đồng thời demethylsuberosin, ostruthin và 

8-methoxyostruthin bằng phương pháp HPLC 

Qua khảo sát hóa học và phân lập các hợp chất có trong Xáo tam phân có nhiều 

nhóm hợp chất coumarin đặc biệt là các hợp chất có khung 7-hydroxycoumarin. Vì 

vậy, việc xây dựng quy trình định lượng đồng thời 3 coumarin và sử dụng 

demethylsuberosin, ostruthin và 8-methoxyostruthin như là chất đối chiếu là cần 

thiết cho kiểm nghiệm nguyên liệu này. 

Khảo sát quy trình định lượng bằng phương pháp HPLC 

Khảo sát điều kiện dung môi rửa giải 

Điều kiện phân tích: Hệ thống HPLC LC-2030C 3D, đầu dò PDA (Shimadzu, 

Nhật Bản). Cột: Cosmosil 5C18-AR-II, 4,6 × 250 mm, 5 µm. Tốc độ dòng: 1,0 

ml/phút. Bước sóng phát hiện: 331 nm. Thể tích tiêm mẫu: 10 L. Thời gian phân 

tích: 25 phút. Pha động: Acetonitril – nước 

Tiến hành khảo sát với chương trình rửa giải với 3 chương trình rửa giải khác 

nhau. Kết quả được trình bày trong Hình 3.17. 

 
Hình 3.17. Sắc ký đồ HPLC thăm dò chương trình rửa giải 

Nhận xét: 

Chương trình 1 và 2 có thời gian lưu của pic demethylsuberosin lần lượt là 8,1 
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phút và 7,0 phút, ostruthin lần lượt là 16,0 phút và 14,4 phút, 8-methoxyostruthin là 

16,5 phút và 15,3 phút. Cả ba pic đều có thời gian lưu dưới 20 phút. Các pic tách tốt 

và không bị trùng pic, đạt độ tinh khiết pic hơn 99,9%. 

Chương trình 3 có thời gian lưu của pic demethylsuberosin là 4,0 phút, ostruthin 

là 7,6 phút và 8-methoxyostruthin là 8,5 phút. Thời gian xuất hiện của ba pic ngắn 

lại so với chương trình 1 và 2, hai pic ostruthin và 8-methoxyostruthin tách tốt với 

các pic còn lại trong mẫu. Tuy nhiên pic demethylsuberosin không tách tốt, vẫn còn 

bị trùng pic với các píc phía trước và phía sau. 

Vì vậy chọn chương trình 2 làm chương trình rửa giải vì chương trình rửa giải 

này các pic tách tốt và có thời gian lưu ngắn hơn chương trình 1. 

Điều kiện HPLC định lượng đồng thời demethylsuberosin, ostruthin và 8-

methoxyostruthin 

Dựa vào phổ UV của demethylsuberosin, ostruthin và 8-methoxyostruthin chọn 

bước sóng phát hiện là 332 nm. 

Điều kiện phân tích được chọn như sau: Hệ thống Shimadzu LC-2030C 3D. Cột: 

Cosmosil 5C18-AR-II, 4,6 × 250 mm, 5 µm. Tốc độ dòng: 1,0 ml/phút. Đầu dò: PDA. 

Bước sóng phát hiện: 332 nm. Thể tích tiêm mẫu: 10 L. Thời gian phân tích: 25 

phút. Pha động: Acetonitril – nước 

Bảng 3.33. Chương trình rửa giải gradient 

Thời gian (phút) Acetonitril (%) Nước (%) 

0 55 45 

15-20 80 20 

20-25 100 0 

Kiểm tra độ tinh khiết của chất chuẩn 

Ostruthin và 8-methoxyostruthin đã được thiết lập chất đối chiếu nên không tiến 

hành kiểm tra độ tinh khiết. 

Kiểm tra độ tinh khiết của chuẩn demethylsuberosin 

Trên sắc ký đồ 2D chỉ cho một pic chính và trên sắc ký đồ 3D không xuất hiện 

các pic khác ở các bước sóng khác nhau. Phổ UV cho 2 điểm cực đại hấp thu 206 và 

332 nm tương ứng với phổ UV của demethylsuberosin. Độ tinh khiết pic của pic 
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demethylsuberosin đạt 99,97 %. Kết quả kiểm tra chất chuẩn demethylsuberosin 

được trình bày ở Hình 3.18. 

  

Sắc ký đồ HPLC 2D Sắc ký đồ HPLC 3D 

  

Phổ UV của pic demethylsuberosin chuẩn Độ tinh khiết pic 

Hình 3.18. Kết quả kiểm tra chất chuẩn demethylsuberosin 

Chuẩn bị mẫu 

Khảo sát dung môi chiết 

Tíến hành theo mục 2.8.6.2. Kết quả khảo sát được trình bày tại Bảng 3.34. 

Bảng 3.34. Kết quả khảo sát dung môi chiết 

Dung môi chiết 
Diện tích đỉnh (mAU.s) 

Demethylsuberosin Ostruthin 8-methoxyostruthin 

Acetonitril 970770 4125551 351545 

Ethanol 96 % 644303 2519863 223040 

Methanol 1045593 3785637 326725 

 

Hình 3.19. Sắc ký đồ khảo sát dung môi chiết 

Nhận xét: Trong ba dung môi tiến hành khảo sát, lượng demethylsuberosin, 

ostruthin và 8-methoxyostruthin thu được khi chiết với methanol và acetonitril lớn 
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hơn so với ethanol 96 %. Không có sự khác biệt lớn giữa dung môi methanol và 

acetonitril. Vậy chọn methanol là dung môi chiết. 

Khảo sát phương pháp chiết 

Dựa vào kết quả nghiên cứu của nhóm tác giả đã thực hiện chọn chiết mẫu bằng 

siêu âm với methanol cho định lượng do có hiệu suất chiết cao nhất và phương pháp 

đơn giản. 

Khảo sát thời gian chiết 

Tiến hành theo mục 2.8.6.2. Kết quả được trình bày trong Bảng 3.35. 

Bảng 3.35. Kết quả khảo sát thời gian chiết 

Thời gian chiết 

(phút) 

Diện tích đỉnh (mAU.s) 

Demethylsuberosin Ostruthin 8-methoxyostruthin 

15 626873 2563152 219618 

30 1021598 4321463 354200 

60 855234 3009542 273474 

 

Hình 3.20. Kết quả khảo sát thời gian chiết 

Nhận xét: Siêu âm 30 phút, hàm lượng của các chất demethylsuberosin, 

ostruthin và 8-methoxyostruthin tăng lên rõ rệt. Tuy nhiên, nếu tiếp tục siêu âm thì 

demethylsuberosin và ostruthin bị giảm hàm lượng trong dịch chiết, đặc biệt là 

ostruthin. Điều này có thể thời gian siêu âm dài dẫn đến sinh nhiệt làm hư hoạt chất. 

Do đó, chọn thời gian siêu âm là 30 phút. 

Khảo sát số lần chiết 

Kết quả khảo sát số lần chiết được trình bày trong Bảng 3.36. 
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Bảng 3.36. Kết quả khảo sát số lần chiết 

Lần chiết 
Diện tích đỉnh (mAU.s) 

Demethylsuberosin Ostruthin 8-methoxyostruthin 

1 1021598 4321463 354200 

2 1017 9076 1206 

Nhận xét: Kết quả khảo sát cho thấy sau một lần chiết bằng phương pháp siêu 

âm trong 30 phút với 20 ml methanol gần như đã chiết được hoàn toàn lượng 

demethylsuberosin, ostruthin và 8-methoxyostruthin từ dược liệu. Do đó, chọn số 

lần chiết dung môi là một lần. 

Kết quả quy trình xử lý mẫu: Cân 100 mg bột dược liệu Xáo tam phân. Tiến 

hành chiết siêu âm với 20 ml methanol ở nhiệt độ phòng trong 30 phút. Ly tâm 15 

phút (4000 rpm), gạn dịch vào bình định mức 20 ml, bổ sung thể tích vừa đủ. Lọc 

qua màng lọc cỡ 0,45 m. Dịch lọc được dùng làm mẫu dung dịch thử. 

3.6.3. Đánh giá quy trình định lượng đồng thời demethylsuberosin, ostruthin và 

8-methoxyostruthin bằng phương pháp HPLC 

3.6.3.1. Tính tương thích hệ thống 

Tiến hành theo mục 2.8.6.3. Tiêm 6 lần mẫu thử. Kết quả thu được trình bày tại 

Bảng 3.37., Bảng 3.38. và Bảng 3.39. 

Bảng 3.37. Kết quả tính tương thích hệ thống quy trình định lượng demethylsuberosin 

Lần tiêm 
Thời gian lưu 

(phút) 

Diện tích đỉnh 

(mAU.s) 

Số đĩa 

lý thuyết 

Hệ số 

bất đối As 

Độ 

phân giải Rs 

1 6,99 1040474 14755 1,14 1,71 

2 7,00 1035862 14779 1,15 1,79 

3 7,02 1050378 15020 1,13 1,73 

4 6,90 1038742 15123 1,16 1,75 

5 7,00 1042101 14945 1,12 1,75 

6 6,99 1039762 14874 1,17 1,72 

Trung bình 6,98 1041219,8 14916,00 1,15 1,74 

SD 0,04 4943,20 142,10 0,02 0,03 

RSD% 0,61 0,47 0,95 1,63 1,64 
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Bảng 3.38. Kết quả tính tương thích hệ thống quy trình định lượng ostruthin 

Lần tiêm 
Thời gian lưu 

(phút) 

Diện tích đỉnh 

(mAU.s) 

Số đĩa 

lý thuyết 

Hệ số 

bất đối As 

Độ 

phân giải Rs 

1 14,37 4377668 38674 1,04 1,78 

2 14,45 4408021 37610 1,06 1,82 

3 14,15 4379001 38055 1,03 1,79 

4 14,40 4370144 38172 1,04 1,82 

5 14,37 4439821 37354 1,04 1,81 

6 14,42 4490101 37213 1,02 1,78 

Trung bình 14,36 4410792,7 37846,33 1,04 1,80 

SD 0,11 46691,34 553,89 0,01 0,02 

RSD 0,75 1,06 1,46 1,28 1,05 

Bảng 3.39. Kết quả tính tương thích hệ thống quy trình định lượng 8-methoxyostruthin 

Lần tiêm 
Thời gian lưu 

(phút) 

Diện tích đỉnh 

(mAU.s) 

Số đĩa 

lý thuyết 

Hệ số 

bất đối As 

Độ 

phân giải Rs 

1 15,37 369700 37054 1,03 1,88 

2 15,44 370210 36611 1,07 1,92 

3 15,44 371091 37162 1,05 1,89 

4 15,37 369832 38321 1,02 1,82 

5 15,41 360112 38213 1,04 1,85 

6 15,40 367991 36953 1,03 1,88 

Trung bình 15,41 368156,0 37385,67 1,04 1,87 

SD 0,03 4068,4 708,05 0,02 0,03 

RSD 0,20 1,11 1,89 1,72 1,84 

Nhận xét: RSD của các thông số thời gian lưu, diện tích đỉnh, số đĩa lý thuyết, 

hệ số bất đối, độ phân giải < 2%. Hệ số bất đối 0,8 ≤ As ≤ 1,5. Độ phân giải Rs ≥ 

1,5. Số đĩa lý thuyết N ≥ 5000. Vậy quy trình phân tích đạt tính tương thích hệ 

thống. 
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3.6.3.2. Độ đặc hiệu 

  

Mẫu trắng Mẫu chuẩn 

  

Mẫu thử Mẫu thử thêm chuẩn 

Hình 3.21. Sắc ký đồ HPLC khảo sát tính đặc hiệu 

(1 – Demethylsuberosin; 2 – Ostruthin; 3 – 8-methoxyostruthin) 

Nhận xét: Trong mẫu thử và mẫu thử thêm chuẩn xuất hiện ba pic có thời gian 

lưu trùng với thời gian lưu của pic demethylsuberosin, ostruthin và 8-

methoxyostruthin trong trong mẫu chuẩn (thời gian lưu lần lượt là 7,0; 14,5 và 15,3 

phút), đồng thời mẫu trắng không có pic trùng với pic demethylsuberosin, ostruthin 

và 8-methoxyostruthin. Khi thêm chất chuẩn vào mẫu thử, chiều cao và diện tích 

đỉnh của pic demethylsuberosin, ostruthin và 8-methoxyostruthin tăng lên rõ rệt so 

với trước khi thêm chất chuẩn. Pic demethylsuberosin, ostruthin và 8-

methoxyostruthin tách hoàn toàn với các pic còn lại trong sắc ký đồ. Sử dụng chức 

năng kiểm tra độ tinh khiết cho thấy pic demethylsuberosin, ostruthin và 8-

methoxyostruthin không có các thành phần khác. Độ tinh khiết pic đạt trên 99,0%. 

Vậy quy trình phân tích đạt tính đặc hiệu. 
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3.6.3.3. Tính tuyến tính 

Tiến hành theo mục 2.8.6.3. Kết quả được trình bày ở Bảng 3.40., Bảng 3.41. 

Bảng 3.40. Kết quả xử lý thống kê tính tuyến tính 

Kết quả xử lý thống kê 
Giá trị của 

demethylsuberosin 
Giá trị của ostruthin 

Giá trị 8-

methoxyostruthin 

R2 0,9995 0,9996 0,9992 

Hệ số B -7187,3 -27399 5423,3 

Giá trị t của hệ số B -0,64 -1,28 0,61 

Hệ số Bo 21362 13756 11864 

Giá trị t của hệ số B0 91,74 94,06 72,65 

Giá trị F 8416,29 9017,61 5378,1 

Giá trị F0.05 6,61 6,61 6,61 

Giá trị t0.05 2,57 2,57 2,57 

Phương trình hồi qui ŷ = 21362x -7187,3 ŷ = 13756x -27399 ŷ = 11864x+5423,3 

Khoảng xác định 5,0-100,0 µg/ml 10-300 µg/ml 10-300 µg/ml 

Bảng 3.41. Ý nghĩa các hệ số trong phương trình hồi qui 

 
Tính tuyến tính của 

demethylsuberosin 

Tính tuyến tính của 

ostruthin 

Tính tuyến tính của 

8-methoxyostruthin 

So sánh F và F0.05 

F= 8416,29> F0.05= 

6,61 nên phương trình 

hồi qui tương thích 

F= 9017,61> F0.05= 6,61 

nên phương trình hồi qui 

tương thích 

F= 9017,61> F0.05= 6,61 

nên phương trình hồi qui 

tương thích. 

Hệ số chặn B 

t = -0,64 < t0.05=2,57 

nên hệ số B không có ý 

nghĩa thống kê. 

t = -1,28 < t0.05=2,57 nên 

hệ số B không có ý nghĩa 

thống kê. 

t = 0,61 < t0.05=2,57 nên 

hệ số B không có ý 

nghĩa thống kê. 

Hệ số tung độ gốc B0 

t = 91,74 > t0.05= 2,57 

nên hệ số B0 có ý nghĩa 

thống kê 

t= 94,06 > t0.05= 2,57 nên 

hệ số B0 có ý nghĩa thống 

kê. 

t= 72,65 > t0.05= 2,57 nên 

hệ số B0 có ý nghĩa 

thống kê. 

Phương trình hồi qui 
ŷ= 21362x -7187,3  

R2= 0,9995 

ŷ = 13756x -27399 

 R2= 0,9996. 

ŷ = 11864x+5423,3  

R2= 0,9992. 

3.6.3.4. Giới hạn phát hiện, giới hạn định lượng 

Tính theo mục 2.8.6.3. Kết quả được trình bày trong Bảng 3.42. 
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Bảng 3.42. LOD và LOQ của demethylsuberosin, ostruthin và 8-methylostruthin 

Giới hạn Demethylsuberosin Ostruthin 8-methoxyostruthin 

LOD (µg/ml) 2,84 8,00 3,82 

LOQ (µg/ml) 8,60 24,23 11,56 

3.6.3.5. Độ lặp lại 

Tiến hành theo mục 2.8.6.3. Kết quả thu được trình bày tại Bảng 3.43.  

Bảng 3.43. Kết quả đánh giá độ lặp lại quy trình định lượng 

Dung 

dịch 

Demethylsuberosin Ostruthin 8-methoxyostruthin 

tR (phút) S (mAU.s) tR (phút) S (mAU.s) tR (phút) S (mAU.s) 

1 7,00 1040474 14,35 4417373 15,37 369700 

2 7,17 984047 14,45 4412500 15,45 344334 

3 7,16 1050023 14,15 4377851 15,44 353541 

4 7,11 990508 14,36 4318934 15,42 367585 

5 6,99 1039074 14,43 4437803 15,43 348558 

6 7,00 1030811 14,39 4508265 15,37 358231 

X̅ 7,07 1022489,50 14,36 4412121,00 15,41 356991,50 

SD 0,08 28023,10 0,11 62911,38 0,04 10183,39 

RSD % 1,20 2,74 0,75 1,43 0,23 2,85 

 

 Hình 3.22. Sắc ký đồ HPLC khảo sát độ lặp lại  

Nhận xét: Thời gian lưu của demethylsuberosin, ostruthin và 8-

methoxyostruthin đều có RSD < 2%. Diện tích đỉnh của ostruthin có RSD < 2%. 

Diện tích đỉnh của demethylsuberosin và 8-methoxyostruthin đều có RSD < 3,7%. 

Vậy quy trình phân tích đạt tính lặp lại. 
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3.6.3.6. Độ chính xác trung gian 

Tiến hành theo mục 2.8.6.3. Kết quả thu được trình bày tại Bảng 3.44. 

Bảng 3.44. Kết quả độ chính xác trung gian 

Ngày 
Demethylsuberosin Ostruthin 8-methoxyostruthin 

tR (phút) S (mAU.s) tR (phút) S (mAU.s) tR (phút) S (mAU.s) 

1 7,00 1040474 14,35 4417373 15,37 369700 

2 6,99 1016820 14,40 4373769 15,35 350589 

3 7,00 1020854 14,30 4298908 15,30 361932 

X̅ 7,00 1026049,33 14,35 4363350,00 15,34 360740,33 

SD 0,01 12653,91 0,05 59915.82 0,04 9611,07 

RSD % 0,08 1,23 0,35 1,37 0,24 2,66 

 Nhận xét: Thời gian lưu của demethylsuberosin, ostruthin và 8-methoxyostruthin 

đều cho kết quả RSD < 2 %. Diện tích pic của demethylsuberosin và ostruthin đều 

cho kết quả RSD < 2 %, của 8-methoxyostruthin cho RSD < 3,7 %. Vậy quy trình 

phân tích đạt độ chính xác trung gian. 

3.6.3.7. Độ đúng 

Tiến hành theo mục 2.8.6.3. Kết quả thu được trình bày tại Bảng 3.45. 

 

Hình 3.23. Sắc ký đồ HPLC khảo sát độ đúng 

Bảng 3.45. Kết quả độ đúng quy trình định lượng 

Tỉ lệ chất 

đối chiếu 

thêm vào 

Lượng chất đối 

chiếu thêm vào 

(µg) 

Diện tích 

đỉnh 

(mAU.s) 

Lượng chất 

đối chiếu thu 

hồi (µg) 

Tỷ lệ phục 

hồi (%) 
Số liệu thống kê 

Demethylsuberosin 

80% 

780 1827223 741.34 95.04 TB = 97,70 % 

780 1857250 769.63 98.67 SD = 2,33 

780 1863245 775.28 99.40 RSD = 2,39 % 
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100% 

980 2100507 998.85 101.92 TB= 100,21 % 

980 2078732 978.33 99.83 SD = 1,5 

980 2108943 1006.80 102.73 RSD = 1,48 % 

120% 

1180 2271284 1159.77 98.29 TB = 98,73 % 

1180 2254843 1144.28 96.97 SD = 2,01 

1180 2304321 1190.90 100.92 RSD = 2,04 % 

Ostruthin 

80% 

5150 8007123 5226.77 101.49 TB = 100,57 % 

5150 7902891 5075.00 98.54 SD = 1,75 

5150 8013210 5235.63 101.66 RSD = 1,74 % 

100% 

6400 8953928 6605.34 103.21 TB= 101,24 % 

6400 8902120 6529.90 102.03 SD = 2,47 

6400 8745631 6302.05 98.47 RSD = 2,44 % 

120% 

7720 9876321 7948.37 102.96 TB = 100,57 % 

7720 9582130 7520.02 97.41 SD = 2,85 

7720 9790012 7822.70 101.33 RSD = 2,84 % 

8-methoxyostruthin 

80% 

480 640213 466.75 97.24 TB = 99,40 % 

480 651200 485.10 101.06 SD = 1,96 

480 647891 479.57 99.91 RSD = 1,97 % 

100% 

600 719504 599.17 99.86 TB= 99,89 % 

600 728342 613.93 102.32 SD = 2,42 

600 710987 584.95 97.49 RSD = 2,42 % 

120% 

720 802189 737.26 102.40 TB = 99,38 % 

720 776321 694.06 96.40 SD = 3,00 

720 789021 715.27 99.34 RSD = 3,02 % 
 

Nhận xét: Với tỉ lệ 80%, 100% và 120%, tỉ lệ phục hồi của demethylsuberosin, 

ostruthin và 8-methoxyostruthin nằm trong khoảng 95-105%. Vậy độ đúng của quy 

trình phân tích đạt. 

Quy trình định lượng đồng thời demethylsuberosin, ostruthin và 8-

methoxyostruthin trong rễ Xáo tam phân trồng bằng phương pháp HPLC 

Chuẩn bị mẫu: 

Dung dịch thử: Cân 0,1 g bột dược liệu. Tiến hành chiết siêu âm với 20 ml 
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methanol ở nhiệt độ phòng trong 30 phút. Ly tâm 15 phút (4000 rpm), gạn dịch vào 

bình định mức 20 ml, bổ sung thể tích vừa đủ. Lọc qua màng lọc cỡ 0,45 µm. Dịch 

lọc được dùng làm mẫu dung dịch thử. 

 Dung dịch chuẩn: Hòa tan chất chuẩn demethylsuberosin, ostruthin và 8-

methoxyostruthin trong methanol để thu được dung dịch hỗn hợp chất đối chiếu có 

nồng độ chính xác 0,05 mg/ml. Siêu âm và lọc qua màng lọc cỡ 0,45 µm 

Điều kiện sắc ký: Hệ thống HPLC LC-2030C 3D, đầu dò PDA (Shimadzu, Nhật 

Bản). Cột: C18, 4,6 × 250 mm, 5 µm. Nhiệt độ cột: 35 oC. Tốc độ dòng: 1,0 ml/phút. 

Bước sóng phát hiện: 332 nm. Thể tích tiêm mẫu: 10 µl. Thời gian phân tích: 25 

phút. Pha động: Acetonitril - nước, chương trình rửa giải gradient. 

Cách tiến hành: Tiêm riêng biệt dung dịch chuẩn, dung dịch thử. Dựa vào diện 

tích pic (hay chiều cao) pic thu được của dung dịch thử, dung dịch chuẩn, nồng độ 

demethylsuberosin, ostruthin và 8-methoxyostruthin của dung dịch chuẩn, tính hàm 

lượng demethylsuberosin, ostruthin và 8-methoxyostruthin trong dược liệu.  

Kết quả định lượng cho thấy, rễ Xáo tam phân chứa 1,04% demethylsuberosin, 

6,55% ostruthin và 0,64% 8-methoxyostruthin (tính theo dược liệu khô kiệt). 

3.6.4. Ứng dụng quy trình đã xây dựng để định lượng một số mẫu rễ Xáo tam 

phân trên thị trường bằng phương pháp HPLC 

Tiến hành: Chiết xuất một số mẫu rễ Xáo tam phân thu mua (xem Phụ lục 31) 

theo quy trình đã đề nghị, thực hiện 3 lần cho mỗi mẫu rễ và triển khai trên HPLC 

theo điều kiện đã đề nghị (xem Phụ lục 32). 

Kết quả được trình bày trong Bảng 3.46. 

Bảng 3.46. Kết quả định lượng mẫu Xáo tam phân thu mua 

Mẫu 
Hàm lượng* 

Demethylsuberosin (%) Ostruthin (%) 8-Methoxyostruthin (%) 

M1 1,04  6,55  0,64  

M 2 0,68  11,43  - 

M 3 -  4,12  - 

M 4 -  0,39  - 

M 5 -  0,07  - 
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M 6 0,01 0,54  - 

M 7 0,10 1,15  - 

M 8 0,04 1,03  - 

M 9 - 0,09  - 

M 10 0,37 2,19  0,26  

* Tính theo dược liệu khô kiệt 

Nhận xét: Mẫu M1 (mẫu nghiên cứu), M10 có chứa demethylsuberosin, 

ostruthin và 8-methoxyostruthin. Trong khi đó mẫu M2, M6, M7, M8 chỉ chứa 

demethylsuberosin và ostruthin. Mẫu M3, M4, M5, M9 chỉ chứa ostruthin.  

Tại thời gian lưu 7,1 phút của mẫu M3 có 1 pic trùng với thời gian lưu của 

demethylsuberosin, tuy nhiên khi kiểm tra phổ UV, phổ UV của pic này không 

trùng với phổ UV của demethylsuberosin. Do đó, pic tại thời gian lưu 7,1 phút trong 

mẫu M3 không phải là demethylsuberosin. 
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 BÀN LUẬN 

Xáo tam phân có ở một số quốc gia ở Châu Á như: Thái Lan, Malaysia, Ấn Độ, 

Indonesia33. Theo Phạm Hoàng Hộ, Xáo tam phân trước đây được tìm thấy ở núi 

Lấp Vò, tỉnh Bình Dương2. Ở Việt Nam, do bị khai thác quá mức nên Xáo tam phân 

tự nhiên ngày càng cạn kiệt. Do đó, việc nghiên cứu dược liệu này là cần thiết nhằm 

chứng minh giá trị để có chính sách bảo tồn phù hợp. Viện Dược liệu lần đầu tiên 

nghiên cứu, công bố thành phần hóa học của Xáo tam phân thu hái ở Hòn Hèo, 

Khánh Hòa và báo cáo hoạt tính độc tế bào trên 5 dòng tế bào ung thư: Ung thư gan 

người HepG2, ung thư đại tràng người HTC116, ung thư vú người MDA-MB-231, 

ung thư buồng trứng người OVCAR-8 và ung thư cổ tử cung người Hela, trong đó 

hoạt tính mạnh nhất trên tế bào HepG2, Hela3. Năm 2018, Nguyễn Thị Huyền Lâm 

và cộng sự báo cáo cao methanol từ rễ Xáo tam phân ức chế tăng trưởng và gây chết 

tế bào ung thứ vú MCF-736. Hoạt tính độc tế bào ung thư của cao rễ Xáo tam phân 

được khẳng định trong nghiên cứu của Nguyễn Văn Tăng và cộng sự (2018) trên 

các dòng tế bào ung thư MiaPaCa-2 (tuyến tụy), HT29 (ruột kết), A2780 (buồng 

trứng), H460 (phổi), A431 (da), Du145 (tuyến tiền liệt), BE2-C (nguyên bào thần 

kinh), MCF-7 (vú) và U87, SJ-G2, SMA (nguyên bào thần kinh đệm) với IC50 

khoảng 15 - 32 μg/ml37.  

Những báo cáo nêu trên cho thấy Xáo tam phân là một dược liệu tiềm năng có 

thể nghiên cứu và phát triển sản phẩm từ dược liệu này ứng dụng trong phòng 

và/hoặc hỗ trợ điều trị các bệnh ung thư. Việc nghiên cứu hóa học, phân lập các 

chất mới cũng như tác dụng sinh học nói riêng và hoạt tính độc tế bào của duợc liệu 

này là cần thiết nhằm cung cấp cơ sở khoa học, góp phần xác định giá trị của dược 

liệu cũng như cung cấp nguồn dữ liệu tham khảo cho những nghiên cứu tiếp theo về 

Xáo tam phân. 
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4.1. Phân tích thành phần hoá học, thử tinh khiết nguyên vật liệu nghiên 

cứu 

4.1.1. Về phân tích sơ bộ thành phần hoá thực vật 

Đến nay, các nghiên cứu báo cáo hóa thực vật của những bộ phận khác nhau (rễ, 

thân, vỏ thân, lá, cành, quả) của 4 loài P. trimera, P. scandens, P. griffithii, P. monophylla.  

Thành phần hoá học của chi Paramignya là coumarin, coumarin glycosid, tirucallan 

saponin, acridon alkaloid, flavonoid, phenol, chromen và megastigman25.  

Nghiên cứu này phân tích sơ bộ thành phần hoá thực vật của rễ, thân, lá Xáo tam 

phân cho thấy dược liệu chứa nhiều coumarin, triterpenoid, saponin và alkaloid. Kết 

quả này phù hợp với báo cáo của Nguyễn Văn Tăng và cộng sự (2017)37 cho thấy 

Xáo tam phân chứa nhiều chất chống oxy hóa mạnh thuộc nhóm phenolic, 

flavonoid và proanthocyanidin, đặc biệt là các hợp chất nhóm coumarin. Các nhóm 

chất này và dẫn xuất của chúng được báo cáo các hoạt tính sinh học như chống 

đông máu, kháng khuẩn, chống viêm, chống oxy hóa, chống ung thư, kháng vi rút…, 

được ứng dụng trong phòng ngừa, điều trị và/hoặc hỗ trợ điều trị các bệnh về thần 

kinh, tim mạch, ung thư và một số bệnh khác. Đa số các tác dụng này được giải 

thích là do cơ chế kháng viêm, chống oxy hóa, trung hòa gốc tự do. Kết quả gợi ý 

các hợp chất nhóm coumarin, phenolic, flavonoid và proanthocyanidin có thể đóng 

vai trò quan trọng trong tác dụng sinh học của dược liệu Xáo tam phân. Do đó, 

trong luận án này, quá trình phân lập các chất và thử nghiệm sinh học được tập 

trung ưu tiên đối với những phân đoạn cao chiết có nhóm hợp chất này. 

4.1.2. Về thử một số chỉ tiêu độ tinh khiết  

Nghiên cứu đã thực hiện thử một số chỉ tiêu độ tinh khiết của nguyên liệu (rễ, 

thân, lá lần lượt có độ ẩm 7,61%, 7,25%, 8,81%; độ tro toàn phần 3,30%, 4,31%, 

3,25%; độ tro không tan trong acid hydrocloric 0,36%, 0,30%, 0,27%). 

Hàm lượng chất chiết được từ rễ, thân, lá Xáo tam phân với dung môi nước lần 

lượt là 17,8%, 1,74% và 1,53% cho thấy hàm lượng chất chiết được từ rễ có kết quả 

cao nhất. Từ các kết quả này giúp thiết lập các tiêu chuẩn cơ sở cũng như xây dựng 
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chuyên luận Dược điển cũng như dựa vào đặc điểm hàm lượng chất chiết được góp 

phần định hướng cao chiết cho việc nghiên cứu chiết xuất và phân lập các hợp chất. 

4.1.3. Định tính, định lượng polyphenol 

Các hợp chất polyphenol được chứng minh thể hiện nhiều hoạt tính sinh học 

quan trọng, giúp bảo vệ tim mạch, kháng ung thư, chống lão hóa nhờ cơ chế tác 

động kháng viêm, kháng khuẩn, chống oxy hóa giúp loại bỏ các gốc tự do, ức chế 

quá trình oxy hóa lipid, giảm sự hình thành hydroperoxid138. Theo nghiên cứu của 

Bowyer và cộng sự (2015), các polyphenol có trong Xáo tam phân đóng vai trò 

quan trọng đối với tác dụng kháng ung thư của dược liệu này125. Do đó, nghiên cứu 

này đã tiến hành định tính và định lượng polyphenol trong các cao chiết ethanol 96% 

từ rễ, thân, lá Xáo tam phân. Hàm lượng polyphenol toàn phần trong các cao chiết 

giảm dần theo thứ tự: thân (154,45 mg pyrogallol/g cao) > rễ (108,05 mg 

pyrogallol/g cao) > lá (52,01 mg pyrogallol/g cao). Kết quả này có thể giải thích 

cho hoạt tính chống oxy hóa in vitro của các cao giảm dần theo thứ tự cao thân > 

cao rễ > cao lá với giá trị EC50 khi khảo sát bằng phương pháp DPPH lần lượt là 

158,14 µg/ml, 274,36 µg/ml và 593,94 µg/ml. Điều này cho thấy có mối liên hệ 

tương quan thuận giữa hàm lượng polyphenol toàn phần trong cao chiết Xáo tam 

phân với hoạt tính chống oxy hóa in vitro.  

Trên cơ sở kết quả cao chiết từ thân thể hiện hoạt tính chống oxy hóa in vitro 

mạnh nhất, luận án chọn tiếp tục chuẩn bị các cao phân đoạn từ cao toàn phần của 

thân để phân lập các chất. 

4.2. Khảo sát tác dụng chống oxy hoá, độc tế bào ung thư in vitro của cao 

toàn phần và các cao phân đoạn 

4.2.1. Khảo sát hoạt tính chống oxy hóa in vitro 

DPPH là phương pháp được sử dụng rộng rãi để kiểm tra khả năng loại bỏ gốc tự 

do và định lượng các chất oxy hóa55, 56 với ưu điểm thao tác đơn giản có thể thực 

hiện đồng thời số lượng mẫu thử lớn, sử dụng lượng mẫu ít, cho kết quả nhanh và 

chi phí thấp. Vì vây, luận án chọn phương pháp DPPH để khảo sát hoạt tính chống 

oxy hóa in vitro của cao toàn phần cũng như các cao chiết phân đoạn nhằm nghiên 
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cứu phân lập các chất trong dược liệu Xáo tam phân theo định hướng tác dụng sinh 

học. Bên cạnh đó, đề tài cũng dùng phương pháp định lượng MDA sử dụng dịch 

đồng thể gan67 cho kết quả về hoạt tính chống oxy hóa của các cao phân đoạn tương 

quan thuận gần với kết quả trên cơ thể động vật, giúp chọn cao phân đoạn tiềm năng 

để phân lập các chất có ý nghĩa thực tế cao.   

Kết quả thu được cho thấy hoạt tính chống oxy hóa in vitro của các cao toàn phần 

Xáo tam phân giảm dần theo thứ tự thân > rễ > lá với giá trị EC50 lần lượt là 158,14 

µg/ml, 274,36 µg/ml và 593,94 µg/ml so với 5,27 µg/ml của đối chứng acid 

ascorbic. Đối với các cao phân đoạn từ rễ, thân Xáo tam phân, kết quả khảo sát hoạt 

tính chống oxy hóa in vitro bằng phương pháp bắt giữ gốc tự do DPPH và định 

lượng MDA cho thấy các cao phân đoạn kém phân cực (n-hexan, cloroform) từ rễ 

hoặc thân Xáo tam phân thể hiện hoạt tính chống oxy hóa tốt hơn cao phân cực 

(ethyl acetat, nước); các cao phân đoạn từ rễ thể hiện tác dụng chống oxy hóa in 

vitro tốt hơn các cao từ thân. Sự khác biệt về hoạt tính của các cao có thể do sự khác 

biệt về thành phần hóa học cũng như thành phần các chất kém phân cực, thân lipid 

dễ qua màng tế bào để thể hiện tác động. Kết quả này có thể giải thích do trong Xáo 

tam phân, hầu hết các hợp chất có độ phân cực trung bình đến kém phân cực, nên 

các hợp chất chủ yếu tan trong dung môi cloroform và ethyl acetat.  

Theo Nguyễn Văn Tăng và cộng sự (2017), các hợp chất polyphenol trong Xáo 

tam phân là một trong những thành phần quan trọng quyết định hoạt tính chống oxy 

hóa, giúp hạn chế sự hình thành các gốc tự do trên cơ chế nhường hydro nhờ sự 

hiện diện của các nhóm hydroxyl và khả năng khử ion kim loại37. Các cao toàn phần 

và cao phân đoạn Xáo tam phân cũng đã được báo cáo hoạt tính chống oxy hóa 

trong một số nghiên cứu trước đây. Ngoài khả năng đánh bắt gốc tự do, các hợp 

chất polyphenol còn thể hiện khả năng phá vỡ chuỗi phản ứng peroxyd hóa lipid 

màng tế bào nhờ đặc điểm cấu trúc và khả năng tương tác với phospholipid màng, 

giúp các hợp chất này trở thành chất ổn định màng và có khả năng ức chế quá trình 

peroxyd hóa lipid hiệu quả; sự cho điện tử hoặc hydro của các hợp chất polyphenol 

góp phần vào quá trình bẻ gãy chuỗi phản ứng và ức chế peroxyd hóa lipid138. Điểm 
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khác biệt của luận án này so với các báo cáo trước đây về hoạt tính chống oxy hóa 

in vitro của cao toàn phần, cao phân đoạn và các hợp chất phân lập được là đã tiến 

hành đánh giá hoạt tính chống oxy hóa, ức chế peroxyd hóa lipid của các cao toàn 

phần từ rễ, thân, lá và các cao phân đoạn từ thân, rễ bằng phương pháp định lượng 

malonyl dialdehyd (MDA) để có định hướng nghiên cứu thành phần hóa học phù 

hợp với tác dụng trên cơ thể động vật và người khi phát triển sản phẩm ứng dụng 

trong thực tế. 

Một số hợp chất phân lập từ dược liệu Xáo tam phân như paramitrimerol, 

paratrimerin C, ninhvanin B, acid parabacunoic, citrusinine-I, limonin, umbelliferon, 

acid gallic, acid protocatechuic, acid ellagic, rutin và quercetin  được báo cáo hoạt 

tính chống oxy hóa và bảo vệ ADN tế bào khỏi tổn thương oxy hóa37,157,158.  Hoạt 

tính này phù hợp với tác dụng chống oxy hóa, bảo vệ gan của cao chiết từ thân Xáo 

tam phân phòng ngừa tác hại của paracetamol trên chuột nhắt đã báo cáo trước 

đây17,18. Chính hoạt tính chống oxy hóa là tiền đề cho các tác dụng dược lý kháng 

viêm, bảo vệ gan, ức chế enzym α-glucosidase, độc tế bào ung thư của dược liệu 

này; từ đó được sử dụng trong các bài thuốc thảo dược điều trị các bệnh như đái 

tháo đường, viêm gan, tác dụng giải nhiệt, mát gan cũng như phòng ngừa, hỗ trợ 

điều trị một số bệnh ung thư125. 

Kết quả này cùng với kết quả khảo sát hoạt tính độc tế bào ung thư in vitro của 

ba bộ phận khác nhau (rễ, thân, lá) trên cùng một cây và cùng vị trí địa lý là cơ sở 

để phát triển nghiên cứu hóa thực vật các bộ phận dùng của Xáo tam phân theo định 

hướng tác dụng sinh học của luận án cũng như đánh giá tiềm năng ứng dụng của các 

bộ phận dùng của dược liệu trong phòng và/hoặc hỗ trợ điều trị bệnh nói chung và 

các bệnh ung thư nói riêng. 

4.2.2. Khảo sát hoạt tính độc tế bào ung thư in vitro  

Một số nghiên cứu đã chứng minh các gốc tự do gây stress oxy hóa là một trong 

những nguyên nhân gây ung thư do cơ chế gây tổn thương ADN, thúc đẩy quá trình 

chết theo chu kỳ của tế bào (apoptosis) và gia tăng đột biến trong tế bào. Từ đó, các 
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chất hoặc dược liệu chứa hợp chất polyphenol có hoạt tính chống oxy hóa đã thể 

hiện khả năng kháng ung thư138. 

Năm 2017, Nguyễn Văn Tăng và cộng sự cũng chứng minh tác động ức chế sự 

tăng trưởng của các tế bào ung thư khá đáng kể, rất có thể có liên quan đến nồng độ 

cao của các hợp chất hoá học trong Xáo tam phân37. Chính kết quả này đã tạo ra 

một bước phát triển mới trong việc nghiên cứu khả năng điều trị ung thư từ cao 

chiết Xáo tam phân. Năm 2018, Nguyễn Văn Tăng và cộng sự công bố các nghiên 

cứu cho thấy cao chiết rễ Xáo tam phân và cao chiết từ lá thể hiện khả năng gây độc 

tế bào mạnh trên các dòng tế bào ung thư khác nhau bao gồm MiaPaCa-2 (tuyến 

tụy), HT29 (ruột kết), A2780 (buồng trứng), H460 (phổi), A431 (da), Du145 (tuyến 

tiền liệt), BE2-C (u nguyên bào thần kinh), (MCF) -7 (vú), MCF-10A (vú bình 

thường), U87, SJ-G2 và SMA (u nguyên bào thần kinh đệm)17. 

Nghiên cứu này đã khảo sát tác động của các cao chiết Xáo tam phân đối với sự 

tăng trưởng của 2 dòng tế bào khác nhau bao gồm: Ung thư vú người MDA-MB-

231 và tế bào ung thư gan người HepG2 vì ung thư gan và ung thư vú là hai trong 

ba loại ung thư có tỷ lệ mắc bệnh cao nhất tại Việt Nam và các nước đang phát triển 

[ung thư gan (14,5%), phổi (14,4%), vú (11,8%)]1. Ngoài ra, hiện nay, dược liệu 

Xáo tam phân đang được truyền miệng, sử dụng nhiều trong hỗ trợ điều trị các bệnh 

ung thư gan, ung thư phổi3. Dòng tế bào ung thư gan người như HepG2 đã được đề 

xuất trong các mô hình in vitro thay thế cho tế bào gan người bình thường nhờ lợi 

thế tiềm năng của tế bào ung thư có thể kể đến như là một dòng tế bào bất tử, có sẵn 

với số lượng lớn, dễ duy trì vì có thể bảo quản lạnh và hoạt động của enzym chuyển 

hóa thuốc không giảm trong quá trình nuôi cấy, như đã xảy ra trong nuôi cấy tế bào 

gan nguyên phát ở người. Dòng tế bào HepG2 sở hữu nhiều đặc điểm sinh hóa và 

hình thái của tế bào gan bình thường. Tế bào HepG2 cũng cho thấy tỷ lệ tương đồng 

khoảng 81,3% so với tế bào gan người mới phân lập74. Dòng tế bào MDA-MB-231 

được sử dụng làm đại diện cho ung thư vú không biểu hiện ERα, PR, HER's-2, đây 

là phân nhóm ung thư vú ác tính nhất và có khả năng di căn cao; từ đó, được dùng 

rộng rãi trong các nghiên cứu về phát triển và xâm lấn của ung thư vú79. 
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Đối với dòng tế bào ung thư MDA-MB-231: Kết quả nghiên cứu cho thấy giá 

trị IC50 của cao rễ và lá lần lượt là 29,57 µg/ml và 58,35 µg/ml, hoạt tính độc tế bào 

ung thư vú người MDA-MB-231 của cao rễ mạnh gấp hai lần so với cao lá. Lần đầu 

tiên, cao lá Xáo tam phân được khảo sát và báo cáo về tác động đối với dòng tế bào 

tế bào ung thư vú người MDA-MB-231. Kết quả thu được từ luận án này phù hợp 

với báo cáo của Ninh Thế Sơn (2018) cho thấy cao chiết methanol từ rễ, lá Xáo tam 

phân được báo cáo thể hiện hoạt tính độc tế bào ung thư vú người MCF-7 ở nồng độ 

khảo sát 100 µg/ml, trong đó cao methanol từ rễ có giá trị IC50 trên dòng tế bào 

MCF-7 là 23 µg/ml25. Tuy nhiên, kết quả này khác biệt so với báo cáo trước đây của 

Nguyễn Minh Khởi và cộng sự (2013)17, trong đó, cao methanol từ Xáo tam phân 

thể hiện hoạt tính độc tế bào kém trên dòng tế bào MDA-MB-231. Sự khác biệt này 

có thể giải thích là do khác biệt về nguồn gốc của dược liêu, dung môi chiết xuất 

dẫn đến thành phần hóa học có thể khác nhau nên hoạt tính sinh học nói chung và 

hoạt tính độc tế bào nói riêng sẽ khác nhau. Hoạt tính độc tế bào ung thư vú người 

của Xáo tam phân có thể giải thích nhờ tác động của một số hợp chất trong dược 

liệu nhóm coumarin. Bên cạnh ostruthin – hợp chất chính trong Xáo tam phân thể 

hiện hoạt tính độc tế bào ung thư vú người MDA-MB-231 với giá trị IC50 là 48,74 

µM/ml so với 1,21 µM/ml của mẫu đối chứng adriamycin (doxorubicin), các hợp 

chất paramignyol A và paramignyol B trong dược liệu này đã được báo cáo thể hiện 

hoạt tính độc tế bào ung thư vú người MCF-7 với giá trị IC50 lần lượt là 

7,22 ± 0,23 µM và 5,98 ± 0,09 µM so với 1,87 ± 0,20 µM của mẫu đối chứng dương 

ellipticin25. Hợp chất β-caryophyllene, α-humulene, isocaryophyllene có trong lá 

của Xáo tam phân cũng được báo cáo thể hiện hoạt tính độc tế bào ung thư trên 

dòng tế bào MCF-7. Kết quả thu được bước đầu gợi ý Xáo tam phân có thể là một 

dược liệu tiềm năng trong nghiên cứu phát triển sản phẩm ứng dụng trên lâm sàng 

trong phòng ngừa và hỗ trợ điều trị ung thư vú. 

Đối với dòng tế bào ung thư HepG2: Kết quả xác định giá trị IC50 cho thấy hoạt 

tính độc tế bào của các cao chiết toàn phần từ Xáo tam phân giảm dần theo thứ tự: 

cao rễ (24,91 µg/ml) > cao lá (86,86 µg/ml) > cao thân (> 100 µg/ml). Kết quả này 
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phù hợp với báo cáo của Nguyễn Văn Khởi và cộng sự (2018) cho thấy cao chiết 

methanol từ Xáo tam phân thể hiện hoạt tính độc tế bào ung thư gan người HepG23. 

Tuy nhiên, giá trị IC50 thu được từ nghiên cứu này thấp hơn so với nghiên cứu của 

Nguyễn Trường Sinh và cộng sự (2020)41, trong đó giá trị IC50 của cao chiết Xáo 

tam phân trên tế bào HepG2 là 582,533 ± 16,521 µg/ml. Nghiên cứu này là một 

trong những báo cáo đầu tiên hoạt tính độc tế bào trên dòng tế bào ung thư gan 

người HepG2 của cao lá Xáo tam phân. Kết quả bước đầu cung cấp cơ sở khoa học, 

gợi ý có thể tận dụng nguồn nguyên liệu lá Xáo tam phân so với hai bộ phận thường 

dùng hiện nay là rễ, thân trong nghiên cứu phát triển sản phẩm hỗ trợ điều trị ung 

thư gan. 

Nghiên cứu này đã khảo sát hoạt tính độc tế bào ung thư gan người HepG2 in 

vitro của các cao phân đoạn từ cao ethanol 96% toàn phần của rễ, thân Xáo tam 

phân. Kết quả cho thấy các cao phân đọan phân cực từ rễ và các cao phân đoạn từ 

thân Xáo tam phân không thể hiện hoạt tính độc tế bào HepG2. Kết quả này phù 

hợp với báo cáo trước đây của Viện Dược liệu (2013)3, theo đó các phân đoạn phân 

cực n-butanol, ethyl acetat của thân Xáo tam phân không làm giảm tỷ lệ tế bào 

HepG2 sống xác định bằng phương pháp MTT. Các cao phân đoạn kém phân cực 

(n-hexan, cloroform) từ rễ thể hiện hoạt tính độc tế bào HepG2 tốt phù hợp với báo 

cáo của Viện Dược liệu (2013)3 về tác động làm giảm mạnh tỷ lệ tế bào HepG2 

sống ở nồng độ 100 µg/ml của cao n-hexan. Tác động này được giải thích là do 

trong dược liệu Xáo tam phân có một số hợp chất có khả năng ức chế sự tăng 

trưởng của tế bào HepG2, cụ thể 2 hợp chất nhóm coumarin (ostruthin và dẫn xuất 

8-methoxyostruthin), 4 acridon alkaloid (citrusinine-I, glycocitrine-III, oriciacridon 

và 5-hydroxynoracronycin) ức chế sự tăng trưởng của tế bào ung thư gan người 

HepG2 với giá trị IC50 lần lượt là 30,53 ± 0,61 µM/ml, 62,90 ± 2,58 µM/ml, 

51,40 ± 1,19 µM/ml, 31,66 ± 0,46 µM/ml, 52,50 ± 5,25 µM/ml và 

32,81 ± 0,87 µM/ml so với 0,051 ± 0,007 µM/ml của mẫu đối chứng dương 

camptothecin25. Kết quả thu được trong đề tài này cho thấy ostruthin và 8-
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methoxyostruthin thể hiện hoạt tính độc tế bào ung thư gan người HAK1B với giá 

trị IC50 lần lượt là 40,095 µM và 60,112 µM. 

Kết quả thu được từ đề tài về hoạt tính độc tế bào ung thư gan HepG2 của các 

cao phân đoạn từ rễ Xáo tam phân giảm dần theo thứ tự cao n-hexan > cao 

cloroform > cao ethylacetat ~ cao nước tương tự như thứ tự giảm dần của hoạt tính 

chống oxy hóa in vitro trong phương pháp định lượng MDA của các cao phân đoạn: 

n-hexan > cao cloroform > cao ethylacetat > cao nước. Điều này gợi ý mối quan hệ 

giữa hoạt tính chống oxy hóa in vitro trong phương pháp định lượng MDA (sử dụng 

dịch đồng thể gan) với hoạt tính độc tế bào ung thư gan người HepG2: hoạt tính 

chống oxy hóa càng mạnh thì khả năng ức chế sự tăng trưởng của tế bào ung thư 

càng tốt. Kết quả này phù hợp với các báo cáo về vai trò của hoạt tính oxy hóa đối 

với những tác dụng sinh học của các hợp chất/dược liệu125.  

Những kết quả thu được là tiền đề để tiến hành các nghiên cứu sâu hơn về thành 

phần hóa học theo định hướng tác dụng chống oxy hóa, độc tế bào ung thư gan của 

Xáo tam phân và định hướng sử dụng bộ phận dùng thích hợp (rễ tốt hơn thân) 

trong nghiên cứu, phát triển sản phẩm ứng dụng phòng và điều trị bệnh. 

4.3. Nghiên cứu chiết xuất và phân lập các hợp chất trong các cao phân 

đoạn tiềm năng 

Hiện nay, mới có 4 loài được nghiên cứu về thành phần hóa học ở các mức độ 

khác nhau. Trong đó, có 01 loài thu ở Sri Lanka (P. monophylla), 01 loài ở Thái 

Lan (P. griffithii) và 02 loài ở Việt Nam (P. trimera, P. scandens). Cho đến nay có 

khoảng 85 hợp chất tự nhiên đã được phân lập ra từ chi Paramignya, bao gồm 18 

coumarin, 15 tirucallan và tirucallan saponin, 9 alkaloid, 11 flavanon và một số hợp 

chất khác 25. Thân và rễ Xáo tam phân đã phân lập được 57 hợp chất, trong đó có 16 

hợp chất coumarin, 10 alkaloid, 6 flavonoid và 25 hợp chất khác. 

Trong nghiên cứu này, qua quá trình phân lập bằng các kỹ thuật khác nhau bao 

gồm lắc phân bố, sắc ký cột chân không, sắc ký cột cổ điển từ dược liệu là rễ và 

thân Xáo tam phân đã phân lập được 12 hợp chất tinh khiết, trong đó 8 hợp chất 

phân lập từ rễ và 4 hợp chất phân lập từ thân. Các phương pháp sử dụng là những 
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phương pháp nghiên cứu phân lập thường quy và đơn giản, một số hợp chất thu 

được từ kết tinh từ các phân đoạn giàu hợp chất. Do đó, các quy trình này hoàn toàn 

có thể lặp lại khi cần thiết để thu các hợp chất tiềm năng hoặc ứng dụng trong phân 

lập chất chuẩn phục vụ nghiên cứu dược lý in vivo và công tác kiểm nghiệm khi cần 

thiết. 

4.4. Xác định cấu trúc của các hợp chất phân lập 

Trong 12 hợp chất phân lập có 5 hợp chất lần đầu công bố trong loài Xáo tam 

phân (xanthyletin, oriciacridon, citrusinin-1, limonin và 6-(2′-hydroxy-3′-

methylbut-3′-enyl)-7-hydroxycoumarin) và 1 chất mới trong thiên nhiên (3′-

hydroxy-3′methyl-2′-(3′′-isoprenyl)-pyranocoumarin). 

Trong 12 hợp chất tinh khiết đã phân lập được có 6 hợp chất coumarin thuộc 

nhóm 7-hydroxycoumarin (ostruthin, 8-methoxyostruthin, demethylsuberosin, 6-(2′-

hydroxy-3′-methylbut-3′-enyl)-7-hydroxycoumarin, 6-(6′-hydroxy-3′,7′-dimethyl-

octa-2′,7′-dienyl)-7-hydroxycoumarin, 6-(7′-hydroxy-3′,7′-dimethylocta-2′,5′-

dienyl)-7-hydroxycoumarin), 2 hợp chất nhóm pyranrocoumarin (xanthyletin, 3′-

hydroxy-3′methyl-2′-(4′′-isoprenyl)-pyranocoumarin), 2 acridon alkaloid 

(oriciacridon, citrusinin-1). 

Các coumarin PT-1, PT2, PT-7, PT-9, PT-10, PT-11 thu được từ Xáo tam phân 

có khung cơ bản 7 hydroxycoumarin. Kiểm tra trên cơ sở dữ liệu của Reaxys và 

Scifinder ngày 30/7/2022, thì cấu trúc hợp chất PT-6 3′-hydroxy-3′methyl-2′-(4′′-

isoprenyl)-pyranocoumarin chưa có dữ liệu. Do đó, hợp chất PT-6 được xem là chất 

mới. 

7-hydroxycoumarin (umbelliferon) là một chất chuyển hóa phenolic được tìm 

thấy trong nhiều loại thực vật. Các dẫn xuất của nó đã được chứng minh là có nhiều 

tác dụng dược lý và phòng ngừa hóa học đối với sức khỏe con người139,140. 7-

hydroxycoumarin chống lại các dòng tế bào khối u ở người lần đầu tiên được phát 

triển trong các mô hình động vật khác nhau. Ngoài ra, 7-hydroxycoumarin và các 

chất tương tự thay thế đã cho thấy làm giảm sự tăng sinh tế bào ở vú, ức chế sự phát 

triển của tế bào trong pha G1 bằng cách gây ra sự bắt giữ chu kỳ tế bào trong tất cả 
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các tế bào ung thư biểu mô phổi và ức chế sự tăng sinh tế bào trong các tế bào ung 

thư biểu mô dạ dày150. 

 

Hình 4.1. Các hợp chất phân lập từ rễ và thân của Xáo tam phân 

PT-1 (Ostruthin) là một coumarin đặc trưng có trong Xáo tam phân cũng như 

các loài trong chi Paramignya. Trong Xáo tam phân ostruthin chiếm một khối 

lượng lớn và dễ phân lập từ dược liệu bằng các phương pháp phân lập thường quy 

và đơn giản. Ostruthin là 7-hydroxycoumarin được thay thế ở vị trí 6 bởi nhóm dây 

nhánh geranyl. Nghiên cứu của Dadak và cộng sự năm 1966 cho thấy sự hiện diện 

của nhóm dây nhánh geranyl tạo tác dụng kháng khuẩn mạnh so với umbelliferone  

không có tác dụng kháng khuẩn148. Ostruthin được chứng minh có tác dụng kháng 

viêm trên tế bào BV219, tác dụng ức chế alpha-glucosidase11, tác dụng kháng khuẩn, 

kháng nấm163, ức chế sự tăng sinh tế bào cơ trơn162, ức chế sự biệt hóa tế bào164, gây 

độc tế bào đối với hai dòng tế bào tuyến tụy của con người ung thư PANC-1 và 
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PSN-119. Ostruthin có hoạt tính kích hoạt kênh TREK-1 (EC50 5,3 μM), đã kích hoạt 

dòng kênh TREK-2 ở nồng độ cao hơn (EC50 3,7 mM) so với TREK-1 và ostruthin 

cho thấy tác dụng chống trầm cảm trên chuột thí nghiệm trong cả hai bài kiểm tra 

buộc phải bơi và treo đuôi165. Ostruthin cho thấy tác dụng giải lo âu trong các thử 

nghiệm trên trường mở, trên cao cộng với mê cung và hộp sáng/tối ở liều thấp (5 

mg/kg)165. Hạt nano vàng (AuNP) được tổng hợp bằng phương pháp xanh từ 

ostruthin có hoạt động như chất chống ung thư chống lại dòng tế bào ung thư vú 

(MCF-7), dòng tế bào ung thư gan ở người (HepG2) và phổi không phải tế bào nhỏ 

(NCI-H460)166.  

PT-2 (8- methoxyostruthin) với ostruthin gần như tương tự nhau, chỉ khác là có 

thêm một nhóm thế methoxy ở C8. 8-methoxyostruthin cũng có tác dụng kháng 

viêm trên tế bào BV219, ức chế alpha-glucosidase (Đăng và cộng sự, 2017)11 

PT-7 (Demethylsuberosin) là 7-hydroxycoumarin được thay thế ở vị trí 6 bởi 

nhóm 3-metylbut-2-en-1-yl. Demethylsuberosin đã được chứng minh là có hoạt 

tính kháng viêm, kháng khuẩn và chống oxy hóa126. Demethylsuberosin cũng đã 

được chứng minh là có hoạt tính kháng nấm in vitro chống lại Candida albicans và 

Saccharomyces cerevisiae. Ngoài ra, demethylsuberosin ức chế sự phát triển của tế 

bào HL-60 trong ống nghiệm bằng cách ức chế tổng hợp acid p-hydroxybenzoic 

(pHBA). Hoạt tính sinh học của demethylsuberosin là do nó có khả năng ức chế 

hoạt động của các enzym như ADN polymerase, ARN polymerase và tổng hợp 

protein. Các hoạt tính dược lý của hợp chất này là do khả năng xúc tác thành acid 

malonic và khả năng hoạt động như một chất điều hòa chuyển hóa năng lượng. 

PT-9 (6-(2′-hydroxy-3′-methylbut-3′-enyl)-7-hydroxycoumarin) trước đây 

đuợc phân lập từ Angelica gigas có tác dụng kháng enzyn AchE, IC50 = 1.0×10-4 M 143, 

nghiên cứu lần đầu công bố phân lập được (6-(2′-hydroxy-3′-methylbut-3′-enyl)-

7-hydroxycoumarin) từ Xáo tam phân. 

PT-10 (6′-hydroxy-3′,7′-dimethylocta-2′,7′-dienyl)-7-hydroxycoumarin được 

phân lập từ Eriostemon tomentellus (1992)151 và Ligusticum involucratum (2005)152 
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đến năm 2015 được Nguyễn Mạnh Cường và cộng sự phân lập từ Xáo tam phân8 

nhưng đến nay vẫn chưa được thử tác dụng dược lý của hợp chất này.  

PT-11 (6-(7′-hydroxy-3′,7′-dimethylocta-2′,5′-dienyl)-7-hydroxycoumarin 

được phân lập từ Eriostemon tomentellus (1992)151 đến năm 2017 được Lê Hoàng 

Tuấn Anh và cộng sự phân lập từ Xáo tam phân19 nhưng đến nay vẫn chưa được thử 

tác dụng dược lý của hợp chất này. 

Các dẫn xuất acridon alkaloid đã thể hiện các hoạt tính sinh học như kháng viêm, 

chống ung thư, kháng khuẩn, chống ký sinh trùng, chống sốt rét, kháng virus và các 

hoạt động diệt nấm153. Nghiên cứu đã phân lập và xác định được 2 acridon alkaloid 

PT-4 (ociriacridon) và PT-5 (citrusinin-1). Sau khi đề tài công bố các acridon 

alkaloid đơn giản phân lập từ rễ Xáo tam phân thì các nhóm nghiên cứu cũng công 

bố thêm các acridon alkaloid mới bổ sung vào dữ liệu phổ của các hợp chất phân 

lập từ Xáo tam phân như Trịnh Hoàng Dương và cộng sự đã phân lập 5 acridon 

alkaloid glycocitrin-III, oriciacridon E, 5-hydroxynoracronycin, paratrimerin C, 

paratrimerin D9,13. Năm 2017, Đặng Hoàng phú và cộng sự đã phân lập 2 acridon 

paratrimerin C, paratrimerin D11. Năm 2020, Nguyễn Thị Thanh Mai và cộng sự đã 

phân lập được một acridon alkaloid mới, paratrimerin I từ phân đoạn CHCl3 của rễ 

cây Xáo tam phân15. Ociriacridon và citrusinin-1 đã được khảo sát hoạt tính gây 

độc tế bào trên dòng tế bào ung thư gan HepG2 bằng phương pháp sulforhodamine 

B (SRB) với giá trị IC50 là 51,4 và 52,5g/mL9. 

PT-3 (Xanthyletin) là một hợp chất thuộc nhóm pyranocoumarin, trong đó vòng 

pyran được hợp nhất trực tiếp với thành phần benzen của nhân coumarin. 

Xanthyletin được phân lập từ Stauranthus perforatus154, có hoạt tính chống khối u 

và kháng  khuẩn. Xanthyletin cũng ức chế nấm cộng sinh ức chế nấm cộng sinh 

(Leucoagaricus gongylophorus) của kiến cắt lá (Atta sexdens rubropilosa)135. 

Nghiên cứu lần đầu công bố phân lập được Xanthyletin từ Xáo tam phân. 

Hợp chất PT-6 (chất mới) 3′-hydroxy-3′methyl-2′-(3′′-isoprenyl)-pyranocoumarin 

Năm 2018, Trịnh Hoàng Dương và cộng sự công bố hợp chất mới 

paramicoumarin B được phân lập từ chiết xuất n-hexan của rễ Xáo tam phân. Khi so 
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sánh dữ liệu phổ 1H NMR, 13C NMR và cấu trúc của PT-6 và paramicoumarin B 

gần như tương tự nhau, chỉ khác là PT-6 có thêm 1 nhóm OH và  khác biệt về giá 

trị δC ở C3 vì có thêm một nhóm thế hydroxy. Hai hợp chất PT-6 và 

paramicoumarin B158 đều là hợp chất mới trong tự nhiên và có khung cơ bản của 

pyranocoumarin, chỉ khác nhau vị trí thế -CH3 và nhóm –OH ở vị trí C-2′ và C-3′. 

Quá trình phân lập được khối lượng ít nên đề tài chưa thực hiện được khảo sát tác 

dụng sinh học của hợp chất PT-6. 

 

Hình 4.2. Cấu trúc của PT-6 và paramicoumarin B 

Nghiên cứu lần đầu công bố phân lập được PT-8 (limonin) từ Xáo tam phân. 

Limonin là một furanolacton được tìm thấy trong các loài thuộc họ Cam quýt có 

nhiều đặc tính thúc đẩy sức khỏe137 đặc biệt là trong điều trị chống ung thư, chống 

viêm và giảm đau, kháng khuẩn và kháng virus, có tiềm năng ứng dụng lâm sàng rất 

lớn. Nghiên cứu in vivo và in vitro cho thấy limonin có thể điều chỉnh sự biểu hiện 

của các gen và protein liên quan, bao gồm BCL2/Bax, MCP-1, p53, p21, miR-216a-

3p, các sản phẩm cuối glycation nâng cao (AGEs), TNF-α, iNOS, IL-1β, IL-2, IFN-

γ và HIV-1 gag. Ngoài ra, limonin cũng ảnh hưởng đến các đường dẫn tín hiệu 

Wnt5 / beta-catenin, TLR4 / NF-κB, OST và TLR155, 156, 157. 

4.5. Sơ bộ đánh giá cơ chế tác động độc tế bào in vitro của ostruthin và 8-

methoxyostruthin 

4.5.1. Về đánh giá hoạt tính độc tế bào của ostruthin và 8-methoxyostruthin 

Đến nay, các nghiên cứu về hóa thực vật của Xáo tam phân cho thấy ostruthin và 

8-methoxyostruthin là hai hợp chất có trong dược liệu với hàm lượng cao. Hai hợp 

chất này cũng được cho là đóng vai trò quan trọng đối với tác dụng sinh học của 
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dược liệu Xáo tam phân. Hợp chất ostruthin và các dẫn xuất đã được báo cáo thể 

hiện tác dụng sinh học đa dạng gồm hoạt tính ức chế enzym α-glucosidase, kháng 

khuẩn, chống sốt rét, chống ung thư và chống viêm166. Trong đó, hoạt tính chống 

oxy hóa và chống viêm là cơ chế tác động quan trọng đối với các tác dụng sinh học. 

Các nghiên cứu cho thấy mối liên hệ mật thiết giữa tình trạng stress oxy hóa và hiện 

tượng viêm trong cơ chế bệnh sinh. Mối liên hệ này diễn ra đồng thời và tăng ảnh 

hưởng lẫn nhau tại vị trí tổn thương. Khi nồng độ các gốc oxy hoạt động (ROS) 

tăng trong các tế bào sẽ dẫn đến stress oxy hóa đồng thời kích hoạt yếu tố phiên mã 

hạt nhân kappa B (Nuclear factor kappa B, NF-κB), điều hòa quá trình sao chép 

ADN và các chất trung gian gây viêm. NF-κB được hoạt hóa nhằm tăng khả năng 

chống viêm và chống apoptosis do ROS gây ra30. Hợp chất ostruthin (6-geranyl-7-

hydroxycoumarin) thuộc nhóm coumarin với nhiều tác dụng sinh học khác nhau 

nhờ cơ chế chống oxy hóa.  Nghiên cứu của tác giả Nguyễn Mạnh Cường và cộng 

sự (2016)42 cho thấy hợp chất 8-methoxyostruthin ở liều 50 mg/kg/ngày có tác dụng 

làm giảm chỉ số ALT và hạn chế một phần tổn thương gan gây ra bởi paracetamol 

liều 400 mg/kg trên chuột nhắt. Hợp chất ostruthin ở liều 50 mg/kg/ngày có tác 

dụng làm giảm chỉ số AST, ALT, hạn chế tổn thương gan gây ra bởi paracetamol và 

có tác dụng bảo vệ gan tương tự với silymarin ở mức liều 50 mg/kg/ngày. Nhóm 

nghiên cứu của Lê Hoàng Tuấn Anh và cộng sự (2017)19 báo cáo ostruthin và 8-

methoxyostruthin thể hiện tác động làm giảm nồng độ NO lần lượt ở nồng độ 9,8 

µM và 12,3 µM; giảm mức độ PGE2 lần lượt ở nồng độ 9,4 µM và 13,4. ngăn chặn 

sự biểu hiện của protein iNOS và cyclooxygenase-2 trong quá trình viêm do LPS (1 

µg/mL) gây ra sau 24 giờ xử lý tế bào thần kinh đệm chuột BV-2. Gần đây, 

ostruthin được báo cáo thể hiện tác dụng ức chế hoạt động của NF-κB do TNF-α 

gây ra tế bào biểu mô phôi thận người HEK293166.  

Hiện nay, Xáo tam phân và các chất phân lập được từ dược liệu này được quan 

tâm nghiên cứu về tác dụng điều trị ung thư. Kết quả thu được từ luận án này cho 

thấy tác động độc tế bào ung thư của ostruthin và 8-methoxyostruthin trên dòng tế 

bào ung thư gan người HAK1B (giá trị IC50 lần lượt là 40,095 µM và 60,112 µM so 
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với 8,222 µM của chất đối chiếu sorafenib) và dòng tế bào ung thư vú người MDA-

MB-231 (IC50 lần lượt là 32,416 µM và 47,805 µM so với 6,099 µM của chất đối 

chiếu sorafenib). Kết quả này phù hợp với các báo cáo trước đây. Ostruthin đã được 

Nguyễn Văn Khởi và cộng sự (2013)3 báo cáo hoạt tính độc tế bào in vitro trên 5 

dòng tế bào ung thư (ung thư gan người HepG2, ung thư đại tràng người HTC116, 

ung thư vú người MDA-MB-231, ung thư buồng trứng người OVCAR-8 và ung thư 

cổ tử cung người Hela), đặc biệt, thể hiện hoạt tính ức chế mạnh sự tăng trưởng của 

tế bào HepG2 và Hela với giá trị IC50 lần lượt là 39,61 μg/ml và 5,36 μg/ml. Theo 

nghiên cứu của Li và cộng sự (2012), ostruthin thể hiện hoạt tính độc tế bào, ức chế 

sự tăng trưởng của tế bào ung thư tuyến tụy147. Trịnh Hoàng Dương và cộng sự13 

khảo sát hoạt tính gây độc tế bào ung thư gan HepG2 cho thấy các hợp chất 

ostruthin và 8-methoxyostruthin có hoạt tính với IC50 lần lượt là 30,53 µg/ml và 

62,90 µg/ml so với 0,05 µg/ml của mẫu chứng dương camptothecin. Báo cáo của 

Ninh Thế Sơn (2018), theo đó hợp chất chính ostruthin phân lập được từ Xáo tam 

phân đã được báo cáo thể hiện hoạt tính độc tế bào ung thư vú người MDA-MB-231 

với giá trị IC50 là 48,74 µM/ml so với 1,21 µM/ml của mẫu đối chứng adriamycin 

(doxorubicin)25.  

Trong các thử nghiệm khảo sát hoạt tính độc tế bào in vitro, các đối chứng dương 

được sử dụng khác nhau phụ thuộc tính sẵn có cũng như kinh nghiệm sử dụng của 

các phòng thí nghiệm khác nhau và cơ chế tác động dự kiến, nguồn gốc của hợp 

chất tiềm năng so với các chứng dương (paclitaxel, doxorubicin, sorafenib) liên 

quan đến cơ chế bệnh sinh của ung thư (sự thay đổi của các gen do đột biến có thể 

dẫn tới những thay đổi trong chu kỳ tế bào)169. Paclitaxel là thuốc hóa trị ung thư 

với cơ chế ngăn chặn sự phân chia và nhân lên của tế bào ung thư, làm khối ung thư 

không thể phát triển và lan rộng170. Paclitaxel thường dùng làm chất đối chứng 

dương trong thử nghiệm sàng lọc ban đầu hoạt tính độc tế bào in vitro của cao chiết 

dược liệu. Doxorubicin là kháng sinh kháng ung thư nhóm anthracyclin được phát 

hiện lần đầu tiên từ Streptomyces peucetius vào những năm 1960. Doxorubicin có 

thể sử dụng một mình hoặc phối hợp để điều trị một số loại ung thư ác tính gồm 
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sarcoma, ung thư hạch, bệnh bạch cầu và ung thư vú168. Nghiên cứu sử dụng 

doxorubicin làm thuốc chuẩn để so sánh các cao phân đoạn vì cơ chế tác dụng của 

doxorubicin chủ yếu thông qua việc tác dụng lên quá trình nhân bản của các phân tử 

ADN trong chu kỳ sinh trưởng của tế bào ung thư một chất tác dụng lên ADN ức 

chế topoisomerase I và II, gây tổn thương ADN và hình thành các loại oxy phản 

ứng (ROS) thúc đẩy hoạt hóa caspase và do đó dẫn đến apoptosis167. Gần đây, trong 

điều trị ung thư, điều trị đích với các thuốc nhắm vào một số gen và protein chuyên 

biệt ở riêng tế bào ung thư hoặc những tế bào có liên quan đến sự phát triển của 

khối u. Sorafenib ức chế multikinase, ngăn tăng sinh và hình thành khối u, đồng 

thời gây apoptosis tế bào khối u bằng cách ức chế serine/threonine kinase (c-RAF, 

BRAF), ức chế thụ thể tyrosine kinase VEGFR2, VEGFR3, thụ thể yếu tố tăng 

trưởng có nguồn gốc tiểu cầu β (PDGFR-β), FLT3 và c-KIT171.  

4.5.2. Vai trò của protein KDM2A đối quá trình tăng trưởng của tế bào ung thư 

gan HAK1B và tế bào ung thư vú MDA-MB-231 

Một số cơ chế tác động liên quan đến hoạt tính độc tế bào ung thư của ostruthin 

và dẫn xuất đã được báo cáo như thúc đẩy quá trình vận chuyển của ty thể trong tế 

bào ung thư làm tăng hoạt tính độc tế bào với tác động kháng viêm qua đường dẫn 

tín hiệu NF-κB, cụ thể: Ostruthin và dẫn xuất ngăn chặn đường truyền tín hiệu NF-

κB và ức chế sự liên kết của tiểu đơn vị NF-κB RelA với bộ khởi động ICAM-1 

đồng thời  ức chế quá trình phosphoryl hóa IκBα, RelA và ERK do TNF-α gây ra.  

Nghiên cứu này khảo sát cơ chế tác động đối với hoạt tính độc tế bào của 

ostruthin và 8-methoxyostruthin thông qua cơ chế liên quan đến protein KDM2A. 

Zinc-fingers và homeoboxe (ZHX2) được điều chỉnh các gen gây ung thư AFP, 

H19 và glypican-3 (GPC3). Một số nghiên cứu đã chứng minh ZHX2 có vai trò như 

một chất ức chế khối u và biểu hiện của ZHX2 giảm trong các khối u gan, khối u vú. 

Lysine demethylase 2A (KDM2A) tác động trực tiếp lên ZHX2 thông qua cơ chế 

khử methyl của histone H3 lysine 36 tại vùng khởi động (promoter) của các yếu tố 

phiên mã liên quan đến tính gốc của tế bào (stemness-associated transcriptional 

factors). KDM2A thể hiện tác động kích thích sự tăng sinh của tế bào, KDM2A 
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tăng biểu hiện trong ung thư gan, ung thư vú, ung thư phổi và ung thư dạ dày; 

KDM2A thúc đẩy tính gốc (stemness) của tế bào và sự hình thành mạch máu trong 

ung thư vú119-122. Một số hạch bạch huyết di căn dương tính với KDM2A, cho thấy 

rằng sự biểu hiện quá mức của KDM2A ở vú có thể là dấu hiệu của sự di căn. 

KDM2A đóng vai trò quan trọng trong việc tái cấu trúc nhiễm sắc thể và phiên mã 

gen, đồng thời tham gia vào quá trình tăng sinh và biệt hóa tế bào, chuyển hóa tế 

bào, cân bằng nội môi dị thể và ổn định gen. KDM2A rất quan trọng cho quá trình 

hình thành và phát triển khối u. 

Nghiên cứu đã khảo sát hoạt tính độc tế bào ung thư của ostruthin và 8-

methoxyostruthin có liên quan đến KDM2A hay không thông qua thử nghiệm đưa 

phân tử siRNA vào trong tế bào nhằm bất hoạt gen KDM2A. 

Kết quả trên hình ảnh Western blot cho thấy sau khi đưa phân tử KDM2A-

siRNA vào tế bào HAK1B và tế bào MDA-MB-231, biểu hiện protein KDM2A đã 

bị bất hoạt gần như hoàn toàn so với nhóm chứng (control siRNA). Sau khi xử lý 

với đối chứng sorafenib trong 72 giờ ở các nồng độ 0,39-25 µM, so với nhóm tế bào 

MDA-MB-231 đối chứng (SiM), thì nhóm tế bào bất hoạt KDM2A (Si97) có tỷ lệ 

tế bào sống so với mẫu chứng cao hơn, kết quả cho thấy có sự khác biệt rõ giữa 

nhóm bất hoạt KDM2A và nhóm chứng. Như vậy, trong thí nghiệm này, protein 

KDM2A tác động đến quá trình tăng trưởng của tế bào ung thư vú MDA-MB-231. 

Tuy nhiên, đối với tế bào ung thư gan HAK1B, vai trò của KDM2A đối với tác 

động ức chế tăng trưởng tế bào của sorafenib chỉ thể hiện ở những nồng độ từ 0,39-

1,56 µM. Kết quả thu được phù hợp với các nghiên cứu trước đây báo cáo sorafenib 

ức chế sự tăng trưởng của tế bào thông qua tác động của protein KDM2A. 

Nghiên cứu này lần đầu báo cáo mối liên hệ giữa hoạt tính độc tế bào ung thư 

của ostruthin và 8-methoxyostruthin và biểu hiện của protein KDM2A trên hai dòng 

tế bào MDA-MB-231 và HAK1B. Kết quả cho thấy protein KDM2A có liên quan 

đến tác động ức chế tăng trưởng tế bào ung thư vú người MDA-MB-231 và tế bào 

ung thư gan người HAK1B của 8-methoxyostruthin ở nồng độ 25 µM sau thời gian 

xử lý tế bào trong 72 giờ. Điều này bước đầu gợi ý cơ chế tác động của hoạt tính 
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độc tế bào ung thư của 8-methoxyostruthin là ức chế sự biểu hiện của KDM2A, từ 

đó có thể ức chế quá trình hình thành và phát triển khối u. Kết quả này là tiền đề để 

tiếp tục nghiên cứu cơ chế tác động kháng ung thư của các chất phân lập từ Xáo tam 

phân để cung cấp cơ sở khoa học cho việc phát triển các sản phẩm ứng dụng trong 

phòng và/hoặc hỗ trợ điều trị các bệnh ung thư của dược liệu Xáo tam phân. 

4.6. Thiết lập chất chuẩn và xây dựng quy trình định lượng bằng HPLC. 

4.6.1. Về xây dựng bộ dữ liệu chuẩn và đánh giá chất chuẩn 8-methoxyostruthin 

và ostruthin  

Việc xây dựng phương pháp kiểm nghiệm cho một chất có tác dụng sinh học 

trong dược liệu thì yêu cầu cần thiết phải có chất đối chiếu để phục vụ cho công tác 

tiêu chuẩn hóa dược liệu. Nhiều hợp chất tự nhiên trong Xáo tam phân đã được 

phân lập và đánh giá tác dụng sinh học. Thiết lập chất đối chiếu là cần thiết để tiến 

hành tiêu chuẩn hóa hợp chất có trong dược liệu Xáo tam phân. Trong các chất phân 

lập được, các hợp chất coumarin như ostruthin và 8-methoxyostruthin là các hợp 

chất đáp ứng đầy đủ yêu cầu đề ra về thiết lập chất đối chiếu. Ostruthin và 8-

methoxyostruthin được lựa chọn để thực hiện theo tài liệu hướng dẫn của tổ chức 

ASEAN về thiết lập CĐC. Mặc dù ostruthin và 8-methoxyostruthin đã được công 

bố trên thế giới nhưng tại thời điểm nghiên cứu, CĐC ostruthin và 8-

methoxyostruthin chưa có sẵn trên thị trường. Trong khi đó, với năng lực và trang 

thiết bị hiện đại của các cơ sở phân tích kiểm nghiệm ở trong nước thì việc thiết lập 

CĐC phân lập từ dược liệu dựa theo các hướng dẫn là hoàn toàn thực hiện được. 

 Kết quả của luận án đã đáp ứng được nhu cầu cần thiết tạo ra CĐC ostruthin và 

8-methoxyosstruthin cho việc tiêu chuẩn hóa hợp chất có tác dụng sinh học này 

trong cây Xáo tam phân. 

4.6.2. Xây dựng quy trình định lượng đồng thời demethylsuberosin, ostruthin và 

8-methoxyostruthin bằng phương pháp HPLC  

Việc kiểm soát chất lượng vẫn chưa được nghiên cứu nên tình hình sử dụng dược 

liệu còn nhiều vấn đề. Tình trạng nhầm lẫn hay cố tình làm nhái, làm giả gây ảnh 
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hưởng đến sức khỏe người tiêu dùng. Do đó, cần thiết phải xây dựng một bộ tiêu 

chuẩn kiểm nghiệm cho dược liệu Xáo tam phân. 

Hiện nay, chỉ có báo cáo về “Phân lập và định lượng ostruthin trong dược liệu 

Xáo tam phân thu hái ở Việt Nam bằng HPLC”. Nghiên cứu này đã phân lập được 

thành phần chính từ thân và rễ là ostruthin. Với phương pháp HPLC sử dụng đầu dò 

PDA ở bước sóng 340 nm cho thấy hàm lượng ostruthin trong rễ cao hơn nhiều so 

với ostruthin trong các bộ phận khác. Hàm lượng ostruthin trong các mẫu dao động 

từ 0,008 đến 5,901 %5. 

Năm 2015, nhóm nghiên cứu đã báo cáo về “Định lượng đồng thời ostruthin và 

8-methoxyostruthin trong rễ Xáo tam phân Paramignya trimera (Oliv.) Burkill 

Rutaceae bằng phương pháp HPLC”. Nghiên cứu này đã xây dựng quy trình định 

lượng ostruthin và 8-methoxyostruthin thông qua việc khảo sát điều kiện sắc ký, 

khảo sát điều kiện chiết xuất và đánh giá dựa trên các thông số: Tính phù hợp hệ 

thống, tính đặc hiệu, tính tuyến tính, độ lặp lại và độ đúng. Ứng dụng quy trình 

trong mẫu nghiên cứu và 7 mẫu ở Thành phố Hồ Chí Minh, Phú Yên và Khánh Hòa. 

Kết quả là đã xây dựng được quy trình định lượng đồng thời ostruthin và 8- 

methoxyostruthin trong rễ Xáo tam phân bằng phương pháp HPLC. Quy trình có có 

tính đặc hiệu, chính xác (RSD  5,3%), tin cậy (tỷ lệ hồi phục trong khoảng 85 %-

115%) ở khoảng nông độ 100 g/ml. Quy trình đã được ứng dụng để kiểm tra một 

số mẫu trên thị trường với hàm lượng ostruthin từ 0,280-2,265 % và 8- 

methoxyostruthin 0,013-0,216% tính theo dược liệu khô. 

Trong nghiên cứu năm 2015, nhóm nghiên cứu chỉ định lượng 2 hợp chất chính 

có hoạt tính sinh học của Xáo tam phân là ostruthin và 8-methoxyostruthin. Trong 

khi đó demethylsuberosin là trong những hợp chất có hàm lượng cao trong rễ Xáo 

tam phân cũng có khung cơ bản là 7-hydroxycoumarin, có phổ UV gần như tương 

tự ostruthin và 8-methoxyostruthin. Do đó, luận án này đã xây dựng quy trình định 

lượng đồng thời 3 hợp chất chính là demethysuberosin, ostruthin và 8-

methoxyostruthin bằng phương pháp HPLC để tối ưu hoá quy trình định lượng hợp 

chất coumarin có trong Xáo tam phân. 
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Trong quy trình xử lý mẫu, kết quả nghiên cứu cho thấy methanol là dung môi 

chiết phù hợp khi chiết mẫu, phù hợp với kết quả nghiên cứu trước đây. 

Khi khảo sát thời gian chiết, khi siêu âm 30 phút, hàm lượng của các chất 

demethylsuberosin, ostruthin và 8-methoxyostruthin tăng lên rõ rệt. Tuy nhiêu, nếu 

tiếp tục siêu âm thì demethylsuberosin và ostruthin bị giảm hàm lượng trong dịch 

chiết, đặc biệt là ostruthin. Điều này có thể do thời gian siêu âm dài dẫn đến sinh 

nhiệt làm hư hoạt chất. Đối với nghiên cứu cũ thì chọn thời gian siêu âm mẫu với 

methanol là 15 phút cho định lượng, rút ngắn thời gian chuẩn bị mẫu nhưng như 

vậy thì không chiết được hoàn toàn các hợp chất. Do đó, nghiên cứu chọn thời gian 

thời gian chiết là 30 phút để thu được tối đa hợp chất nhưng hợp chất cũng không bị 

hư do nhiệt. 

Khi khảo sát số lần chiết, kết quả khảo sát cho thấy sau một lần chiết bằng 

phương pháp siêu âm trong 30 phút với 20 ml methanol gần như đã chiết được hoàn 

toàn lượng demethylsuberosin, ostruthin và 8-methoxyostruthin từ dược liệu. Do đó, 

nghiên cứu chọn số lần chiết dung môi là một lần để giảm thời gian chuẩn bị mẫu. 

Đối với quy trình định lượng trước đây, pha động sử dụng là chương trình rửa 

giải đẳng dòng, acetonitril – nước (75:25) thì khi khảo sát chương trình rửa giải mới 

nghiên cứu đã thay đổi chương trình rửa giải gradient: Acetonitril – nước theo tỷ lệ 

55: 45 (15 phút), 80:20 (phút 15-20), 100: 0 (phút 20-25). 

Chương trình rửa giải có thời gian lưu của pic demethylsuberosin, ostruthin và 8-

methoxyostruthin lần lượt là 7,0 phút, 14,4 phút và 15,3 phút. Cả ba pic đều có thời 

gian lưu dưới 20 phút. Các pic tách tốt và không bị trùng pic, đạt độ tinh khiết pic 

hơn 99,9%. Đối với chương trình rửa giải này sẽ rút ngắn thời gian định lượng. 

4.6.3. Về đánh giá quy trình định lượng đồng thời demethylsuberosin, ostruthin 

và 8-methoxyostruthin bằng phương pháp HPLC 

Quy trình định lượng đã thỏa mãn đầy đủ các yêu cầu của một quy trình định 

lượng theo hướng dẫn của ICH và AOAC. Tính tương thích hệ thống: RSD của các 

thông số thời gian lưu, diện tích đỉnh, số đĩa lý thuyết, hệ số bất đối, độ phân giải < 

2 %. Hệ số bất đối 0,8 ≤ As ≤ 1,5. Độ phân giải Rs ≥ 1,5. Số đĩa lý thuyết N ≥ 5000. 
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Tính đặc hiệu: có thể hiện sự tăng dần diện tích pic của mẫu thử thêm chuẩn và mẫu 

trắng không xuất hiện pic cần định lượng, độ tinh khiết pic đạt trên 99,0%. Tính 

tuyến tính: Nồng độ demethylsuberosin, ostruthin và 8-methoxyostruthin tuyến tính 

trong khoảng 1-300 µl với R2 > 0,99. LOD của demethylsuberosin, ostruthin và 8-

methoxyostruthin là 2,84; 8,0 và 3,82 ppm và LOQ demethylsuberosin, ostruthin và 

8-methoxyostruthin là 8,6; 24,23 và 11,56 ppm. Độ lập lại: Thời gian lưu của 

demethylsuberosin, ostruthin và 8-methoxyostruthin đều có RSD < 2%. Độ chính 

xác trung gian: Thời gian lưu của demethylsuberosin, ostruthin và 8-

methoxyostruthin đều cho kết quả RSD < 2%. Độ đúng: tỉ lệ phục hồi của 

demethylsuberosin, ostruthin và 8-methoxyostruthin nằm trong khoảng 95-105%. 

Nên quy trình có thể được áp dụng cho việc định lượng đồng thời 

demethylsuberosin, ostruthin và 8-methoxyostruthin trong cây Xáo tam phân. 

4.6.4. Ứng dụng quy trình đã xây dựng để định lượng một số mẫu rễ Xáo tam 

phân trên thị trường bằng phương pháp HPLC 

Nghiên cứu đã đề nghị mức chỉ tiêu chất lượng cho tiêu chí định lượng. Kết quả 

định lượng cho thấy, rễ Xáo tam phân trồng chứa 1,04% demethylsuberosin (tính 

theo dược liệu khô kiệt), hàm lượng ostruthin và 8-methoxyostruthin lần lượt là 

6,55% và 0,64 %. Kết quả hàm lượng của ostruthin và 8-methoxyostruthin trong 

mẫu nghiên cứu này cao hơn rất nhiều so với kết quả từ nghiên cứu trước đây là từ 

0,280 - 2,265% (ostruthin), 0,013-0,216% (8-methoxyostruthin) tính theo dược liệu 

khô. Điểm khác biệt này có thể do thời điểm thu hái mẫu, độ tuổi của cây, vùng 

trồng ảnh hưởng đến hàm lượng của hoạt chất. 

Nghiên cứu đã khảo sát trên 9 mẫu thu được trên thị trường tại các tỉnh thành Đà 

Lạt-Lâm Đồng, Vĩnh Cửu-Đồng Nai,  TP HCM, Tây Ninh, Bình Phước. Mẫu 10 có 

chứa demethylsuberosin, ostruthin và 8-methoxyostruthin nhưng thấp hơn so với 

mẫu 1 (mẫu nghiên cứu). Trong khi đó mẫu 2, 6, 7, 8 chỉ chứa demethylsuberosin 

và ostruthin. Mẫu 3, 4, 5, 9 chỉ chứa ostruthin. Kết quả cho thấy ít mẫu thu thập 

được chứa đồng thời demethylsuberosin, ostruthin và 8-methoxyostruthin và các 
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mẫu thu thập được có hàm lượng ostruthin thấp hơn hẳn mẫu nghiên cứu. Kết quả 

tương tự với kết quả nghiên cứu trước đây. 

Quản lý chất lượng dược liệu đang là vấn đề được chú trọng nhằm hiện đại hóa 

và phát triển tài nguyên cây thuốc tại Việt Nam. Hiện nay Xáo tam phân chưa có 

tiêu chuẩn trong chuyên luận Dược điển Việt Nam cũng như tiêu chuẩn cơ sở. Hàm 

lượng hoạt chất chính trong mẫu là tiêu chí quan trọng giúp xác định đúng và kiểm 

soát chất lượng của mẫu dược liệu. Dựa trên kết quả thu được từ nghiên cứu này 

cho thấy nếu chỉ định lượng mỗi ostruthin trong dược liệu Xáo tam phân thì sẽ 

không xác định chính xác đúng dược liệu Xáo tam phân, còn có cây khác cũng chứa 

ostruthin và có đặc điểm gần giống với Xáo tam phân như cây Thần xạ hương 

Luvunga scandens (Roxb). Buch. Ham.  

. 

 

 

. 
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KẾT LUẬN 

Sau quá trình thực hiện nghiên cứu với nguyên liệu là Xáo tam phân, luận án đã 

hoàn thành các nội dung nghiên cứu và đạt được tất cả các mục tiêu đề ra ban đầu. 

1. Phân tích thành phần hoá học, thử tinh khiết nguyên vật liệu nghiên 

cứu. 

Nghiên cứu sơ bộ thành phần hoá thực vật cho thấy thành phần hóa học chính 

nhóm hợp chất coumarin ngoài ra còn có alkaloid, triterpenoid, flavonoid, tinh dầu, 

saponin. Nghiên cứu đã thực hiện thử tinh khiết nguyên liệu (độ ẩm rễ, thân, lá cây 

Xáo tam phân lần lượt là 7,61%, 7,25%, 8,81%, độ tro toàn phần là 3,3%, 4,31%, 

3,25%; độ tro không tan trong acid hydrocloric là 0,36%, 0,3%, 0,27%). Hàm lượng 

chất chiết được từ rễ, thân, lá cây Xáo tam phân với dung môi nước lần lượt là 

17,8%, 1,74% và 1,53%. Nghiên cứu tiến hành định tính và định lượng polyphenol 

trong các cao chiết ethanol 96% từ rễ, thân, lá Xáo tam phân. Hàm lượng 

polyphenol toàn phần của các cao rễ, thân, lá theo thứ tự là 108,05; 154,45; 52,01 

mg pyrogallol/g cao chiết. Hàm lượng polyphenol toàn phần trong cao thân lớn nhất, 

gấp khoảng 1,5 lần cao rễ và gấp khoảng 2,8 lần cao lá. 

2. Khảo sát tác dụng chống oxy hoá, độc tế bào ung thư in vitro của cao 

toàn phần và cao phân đoạn 

Hoạt tính chống oxy hóa của cao toàn phần (rễ, thân, lá) bằng phương pháp 

DPPH được khảo sát sơ bộ ở nồng độ 1000 µg/ml. Ở nồng độ này, cao toàn phần 

cho hoạt tính chống oxy hóa lần lượt là 90,70% (thân), 88,81% (rễ) và 63,62% (lá). 

Hoạt tính chống oxy hóa in vitro của các cao giảm dần theo thứ tự cao thân 

(158,14) > cao rễ (274,36) > cao lá (593,94). Cao thân có hoạt tính chống oxy mạnh 

gấp 1,73 lần so với cao rễ và gấp 3,76 lần cao lá. Chất đối chứng được sử dụng là 

acid ascorbic (vitamin C) với EC50 là 5,27 µg/ml.  

Hoạt tính độc tế bào ung thư in vitro của cao toàn phần (rễ, thân, lá) ở các nồng 

độ 100; 50; 25; 12,5; 6,25 µg/ml được khảo sát trên dòng tế bào MDA-MB-231 và 

dòng tế bào HepG2. Đối với hoạt tính độc tế bào MDA-MB-231 in vitro, giá trị IC50 
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của cao rễ và lá lần lượt là 29,57 µg/ml và 58,35 µg/ml, cao rễ mạnh gấp hai lần so 

với cao lá. Đối với hoạt tính độc tế bào ung thư gan HepG2 in vitro, giá trị IC50 của 

cao rễ và cao lá lần lượt là 24,91 µg/ml và 86,86 µg/ml, cao rễ mạnh gấp khoảng 

3,5 lần cao lá. Đối với hoạt tính độc tế bào MDA-MB-231 và HepG2 in vitro, cao 

thân tác động thấp với giá trị IC50 > 100 µg/ml. 

Các cao phân đoạn n-hexan, cloroform, ethylacetat, nước từ rễ thể hiện hoạt tính 

chống oxy hóa mạnh theo thứ tự giảm dần: Cao cloroform (133,41 µg/ml) > cao 

ethyl acetat (180,6 µg/ml) > cao n-hexan (377,39 µg/ml) > cao nước (559,18 µg/ml). 

Đối với cao từ thân, các cao có hoạt tính oxy hóa mạnh theo thứ tự giảm dần: Cao 

ethyl acetat (86,33 µg/ml) > cao cloroform (182,27 µg/ml) > cao n-hexan (329,28 

µg/ml) > cao nước (377,68 µg/ml). Quercetin làm chất đối chiếu với giá trị EC50 là 

4,94 µg/ml. 

Các cao phân đoạn từ thân tác dụng làm giảm lượng MDA: Cao n-hexan (325,91 

µg/ml) > cao cloroform (420,73 µg/ml) > cao ethyl acetat (422,57 µg/ml) > cao 

nước (11435,16 µg/ml). Cao phân đoạn từ rễ: Cao n-hexan (383,21 µg/ml) > cao 

cloroform (429,22 µg/ml) > cao ethyl acetat (653,98 µg/ml) > cao nước (8530,21 

µg/ml).  

Cao ethyl acetat và cao nước không thể hiện hoạt tính độc tế bào ung thư gan 

người HepG2, cao n-hexan và cao cloroform thể hiện hoạt tính độc tế bào ung thư 

gan người HepG2, giảm số lượng tế bào sống tỷ lệ thuận với các nồng độ khảo sát. 

3. Nghiên cứu chiết xuất và phân lập các hợp chất trong các cao phân 

đoạn tiềm năng 

Quá trình phân lập bằng các kỹ thuật khác nhau bao gồm lắc phân bố, sắc ký cột 

chân không, sắc ký cột cổ điển từ nguyên liệu là 4,5 kg rễ và 5,3 kg thân Xáo tam 

phân đã phân lập được 12 hợp chất: 8 hợp chất phân lập từ rễ (PT-1-PT-8) với khối 

lượng từ 4 mg-520 mg trong đó 2 chất có khối lượng lớn là PT-1 (520 mg) và PT-2 

(300 mg), 4 hợp chất phân lập từ thân (PT-9-PT-12) với khối lượng từ 10 mg-36 

mg.  
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4. Xác định cấu trúc của các hợp chất phân lập 

Xác định cấu trúc được 8 hợp chất phân lập từ rễ: Ostruthin (PT-1, 520 mg), 8- 

methoxyostruthin (PT-2, 300 mg), xanthyletin (PT-3, 55 mg), oriciacridon (PT-

4,10 mg), citrusinin-1 (PT-5, 25 mg), 3′-hydroxy-3′methyl-2′-(4′′-isoprenyl)-

pyranocoumarin (PT-6, 4 mg), demethylsuberosin (PT-7, 24 mg), limonin (PT-8, 

24 mg) và 4 hợp chất phân lập từ thân gồm: 6-(2′-hydroxy-3′-methylbut-3′-enyl7-

hydroxycoumarin (PT-9, 12 mg ), 6-(6′-hydroxy-3′,7′-dimethylocta-2′,7′-dienyl)-7-

hydroxycoumarin (PT-10, 10 mg), 6-(7′-hydroxy-3′,7′-dimethylocta-2′,5′-dienyl)-7-

hydroxycoumarin (PT-11, 15 mg), hỗn hợp của 2 chất thuộc nhóm phytosterol là 

stigmasterol và β-sitosterol (PT-12, 36 mg). 

Hợp chất PT-6 được xem là chất mới dựa vào kiểm tra dữ liệu trên cơ sở dữ liệu 

của Reaxys và Scifinder ngày 30/7/2022. Lần đầu tiên công bố 5 hợp chất trong loài 

Xáo tam phân gồm: Xanthyletin (PT-3), oriciacridon (PT-4), citrusinin-1 (PT-5), 

limonin (PT-8), 6-(2′-hydroxy-3′-methylbut-3′-enyl 7-hydroxycoumarin (PT-9). 

5. Về sơ bộ đánh giá cơ chế tác động độc tế bào in vitro của ostruthin và 

8-methoxyostruthin 

Đánh giá hoạt tính độc tế bào tế bào ung thư gan HAK1B và tế bào ung thư vú 

MDA-MB-231 của ostruthin và 8-methoxyostruthin. Trên dòng tế bào HAK1B, 

ostruthin và 8-methoxyostruthin thể hiện tác động độc tế bào ở các nồng độ khảo sát 

12,5 - 100 µM. So với mẫu chứng, tỷ lệ ức chế tăng trưởng tế bào khoảng 10% - 

70%. Trên dòng tế bào ung thư MDA-MB-231, ostruthin và 8-methoxyostruthin thể 

hiện tác động độc tế bào ở các nồng độ khảo sát 25 - 100 µM. So với mẫu chứng, tỷ 

lệ ức chế tăng trưởng tế bào khoảng 45% - 90%. Ostruthin và 8-methoxyostruthin 

thể hiện tác động độc tế bào tốt hơn trên dòng tế bào ung thư vú người MDA-MB-

231 so với dòng tế bào ung thư gan người HAK1B.  

Nghiên cứu lần đầu báo cáo protein KDM2A liên quan đến hoạt tính độc tế bào 

ung thư MDA-MB-231 và HAK1B của 8-methoxyostruthin ở nồng độ 25 µM sau 

thời gian xử lý tế bào trong 72 giờ; từ đó bước đầu gợi ý cơ chế tác động của hoạt 
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tính độc tế bào ung thư của 8-methoxyostruthin là ức chế sự biểu hiện của KDM2A, 

từ đó có thể ức chế quá trình hình thành và phát triển khối u. 

6. Thiết lập chất chuẩn và xây dựng quy trình định lượng bằng HPLC 

Đã tiến hành kiểm định và thiết lập chuẩn 8-methoxyostruthin và ostruthin đạt 

tiêu chuẩn chất chuẩn gốc có thể đăng ký chuẩn quốc gia có hàm lượng của 2 CĐC 

từ 97,8% - 99,0%  tính theo nguyên trạng. 

Đã xây dựng và thẩm định quy trình định lượng đồng thời demethylsuberosin, 

ostruthin và 8-methoxyostruthin bằng phương pháp HPLC trong mẫu Xáo tam phân 

điều kiện như sau: Hệ thống HPLC LC-2030C 3D, đầu dò PDA (Shimadzu, Nhật 

Bản); cột: Cosmosil 5C18-AR-II, 4,6 × 250 mm, 5 µm; tốc độ dòng: 1,0 ml/phút; 

bước sóng phát hiện: 332 nm; thể tích tiêm mẫu: 10 µL; thời gian phân tích: 25 phút; 

pha động: Acetonitril – nước. Kết quả định lượng cho thấy rễ Xáo tam phân trồng 

tại Đồng Nai chứa 1,04% demethylsuberosin, 6,55% ostruthin và 0,64% 8-

methoxyostruthin (tính theo dược liệu khô kiệt). Nghiên cứu đã khảo sát trên 9 mẫu 

thu được trên thị trường tại các tỉnh thành Đà Lạt-Lâm Đồng, Vĩnh Cửu-Đồng Nai,  

TP HCM, Tây Ninh, Bình Phước. Mẫu 10 có chứa demethylsuberosin, ostruthin và 

8-methoxyostruthin nhưng thấp hơn so với mẫu 1 (mẫu nghiên cứu). Mẫu 2, 6, 7, 8 

chỉ chứa demethylsuberosin và ostruthin. Mẫu 3, 4, 5, 9 chỉ chứa ostruthin.  
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KIẾN NGHỊ 

Các kết quả đạt được trong luận án cung cấp cơ sở khoa học và là tiền đề để thực 

hiện một số hướng nghiên cứu tiếp theo với dược liệu cũng như áp dụng các kết quả 

nghiên cứu này trong thực tiễn. 

- Tiếp tục nghiên cứu phân lập các hợp chất khác trong rễ, thân và lá Xáo tam 

phân vì lá cũng được sử dụng khá phổ biến hiện nay; tuy nhiên, các nghiên cứu về 

thành phần hóa học của bộ phận dùng này còn hạn chế.  

- Khảo sát động thái tích lũy demethylsuberosin, ostruthin và 8-methoxyostruthin 

trong rễ Xáo tam phân để xác định vùng trồng và thời gian thu hoạch thích hợp trên 

cơ sở kết quả đã đạt được về việc xây dựng và thẩm định quy trình định lượng đồng 

thời demethylsuberosin, ostruthin và 8-methoxyostruthin bằng phương pháp HPLC.    

- Tiếp tục khảo sát mối liên quan giữa protein KDM2A với hoạt tính độc tế bào 

ung thư của 8-methoxyostruthin trên các dòng tế bào ung thư khác (ví dụ: ung thư 

phổi, ung thư dạ dày) và mở rộng nghiên cứu với các hợp chất khác được phân lập 

từ Xáo tam phân trên cơ sở kết quả bước đầu khảo sát mối liên quan của KDM2A 

với hoạt tính độc tế bào của 8-methoxyostruthin trên tế bào ung thư vú người MDA-

MB-231 và tế bào ung thư gan người HAK1B. 

 - Dựa trên cấu trúc và những kết quả khảo sát tác dụng sinh học của ostruthin, 8-

methoxyostruthin cũng như các hợp chất đã được xác định có trong cây Xáo tam 

phân để áp dụng phương pháp Docking, dự đoán cơ chế tác dụng và hoạt tính chống 

ung thư của dược liệu, các hợp chất.  
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