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Linh vire k§ thuit dwoc dé cap

Sang ché thudc linh vuc hoa hoc, cu thé 13 sang ché dé cap dén hop chét steroit
(22E)-34,20,25-trihydroxycholest-5,22-dien-24-on-3-axetat (dugc dat tén Ia
verrucorosterone) c6 hoat tinh khang t& bao ung thu va phuong phép chiét hop chét
nay tlr san hd sting Verrucella corona sinh sbng & céc ving bién Viét Nam.

Tinh trang ky thuit ciia sang ché

Céc loai san hd stmg d& va dang nhan dugc sy quan tdm nghién ciru clia cac
nha khoa hoc trén thé gidi bdi su da dang vé thanh phén héa hoc cling nhu hoat tinh
sinh hoc ctia chiing. Trong sd cAc loai san hé simg, Verrucella 1a mot gibng con rat it
duoc nghién ctru vé thanh phﬁn hoéa hoc va hoat tinh sinh hoc. Theo dit liéu tra cru s
dung Scifinder, hién chua c6 nghién ctru ndo dugc cong bd vé thanh phén héa hoc va
hoat tinh sinh hoc loai Verrucella corona.

Hién tai, chi c6 mot s6 cong trinh d3 cong bd vé héa hoc va hoat tinh sinh hoc
ctia cac loai thudc gibng Verrucella. Nam 2010, tai liéu Ling-Ling Sun et al.,
Biochemical Systematics and Ecology, 2010, 38, 1085-1087 mé ta phuong phap phan
1ap 10 hop chét steroit tir loai Verrucella umbraculum. Tuy nhién, khong c6 sb liéu vé
hoat tinh sinh hoc ctia cc hgp chat nay duge cong bb. Dén nam 2014, tai liéu Fei Cao
et al., Helvetica Chimica Acta, 2014, 97(6), 900-908 mé ta phuong phap phan 14p 9
hop chat polyhydroxysteroit tir loai V. umbraculum. Trong d6, cic hop chét
verumbsteroid A (1), cholestan-3,5a,68,7p-tetrol (2), ergost-24(28)-en-34,5a,63,7-
tetrol (3) va (24S)-ergostan-38,5a,68,7p-tetrol (4) thé hién hoat tinh gy doc t& bao
trén ndm dong té bio ung thu 1a HL-60, K562, HeLa, A-549 va HCT-116 véi gia tri
ICso trong khoang tir 2,76 dén 9,62 pM. Céc hop chét ndy déu c6 chung cu triic nhan
steroit v&i ndm nhém OH tai céc vi tri 36,50,6p,75.



,
(4) r= m

Ngoai ra, tai liéu: Riming Huang et al., Chemistry of Natural Compounds,

2012, 48(3), 516-517 mo ta séu hgp chét ditecpen khung briaran 1a robustolide A,
renillafoulin A, erythrolide B 9, 4-deacetyljunceellolide D, junceellonoid D va
frajunolide A phan 1dp dugc tir loai Verrucella umbraculum; va tai liéu: Riming
Huang et al., Natural Product Research, 2013, 27(4-5), 319-322 mo6 ta ba hop chét ¢6
chira nito 1a 9-axetyl-1,3,7-trimethyl-pyrimidinedion, cafein va 1,3-dimetylpyrimidin-
2,4(1H,3H)-dion ciing dugc phan 14p tir loai nay. Tuy nhién, van khong c6 sb lidu vé

hoat tinh sinh hoc ctia cac hgp chét trén duoc cong bb.

,
7
, 0,

HO (5)

Trong khudn khd hop phan dy 4n nghién ctru tim kiém cac chét c6 kha ning
chéng ung thu tir duoc liéu san hd & ving bién Trung Bo Viét Nam, nhém nghién ctru
da di sau nghién ctru thanh phan hoa hoc va hoat tinh gay doc té bao ung thu cua loai
san ho simg (Verrucella corona) thu tai ving bién Vinh Méc, Quang Tri vao thang 5
nam 2016 va phan ldp dugc mot hop chit steroit méi dugc dat tén la
verrucorosterone. P4y 1a 14n dAu tién mot nghién ctru vé thanh phan héa hoc va hoat
tinh sinh hoc cda loai nay dugc thuc hién. Hop chét verrucorosterone theo sang ché
¢ céu trac mach nhanh doc ddo véi s c6 mit ciia hai nhém OH tai C-20 va C-25,
lién két doi dang trans tai C-22/C-23 va nhém keton tai C-24. Theo dit li€u tra ctru st

dung Scifinder, trén toan thé gidi hién chwa c6 hop chét steroit nao dwgc cong b c6
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cAu tric mach nhanh giéng v6i mach nhéanh ctia hop chit verrucorosterone. Hop chét
(22E)-3f3, 25-dihydroxycholest-5,22-dien-24-on  (5) c¢6 cu tric tuong tw nhu
verrucorosterone véi su mat di nhém OH tai C-20 va nhém axetyl tai C-3 dd dugc mo
ta trong tai liéu: Ruth D. Coldwell et al., Steroids, 1990, 55(10), 418-432. Tuy nhién,
hop chét nay thu dwoc 13 mét san phdm trung gian ciia qua trinh tong hop va ciing
chura c6 s6 liéu nao v& hoat tinh sinh hoc ctia né duge cong bd.

Trong linh vyc tim kiém c4c chét chdng ung thu, viéc tim kiém, sang loc va
danh gia cac chit c6 kha ning e ché va tiéu diét cc té bao ung thu dva trén kha
ning gy doc cac dong té bao ung thu thue nghiém 13 v6 cling quan trong, Nhu vy,
hop chét verrucorosterone theo sang ché c6 cAu trac héa hoc doc ddo va thé hién hoat
tinh tét trén tam dong té bao ung thu dwoc thir nghiém 1 ung thu tuyén tién liét
(LNCaP), ung thr gan (HepG2), ung thur biéu mé (KB), ung thu vii (MCF7), ung thu
da (SK-Mel2), ung thu mau (HL-60), ung thu phdi (LU-1) va ung thu rudt (SW480).
Phuong phap chiét hop chit verrucorosterone tir loai san ho simg (Verrucella corona)
dwoc dé cap theo sang ché d& thuc hién, dam bao d6 13p lai va cho hiéu suét cao.

Ban chit k§ thuit ciia sang ché

Muc dich cia sang ché nhim g6p phin nghién ctru va phén 1ap céc hoat chit c6
hoat tinh gay doc té bao ung thu, tao tién dé quan trong trong viéc bao ché duge phém
g6p phin phong va didu tri ung thur tir hoat chit phan lap duge. Dé dat duge myc dich
nay, theo mot phuong an, sang ché d& xuat hop chét steroit dugc phén 1ap tir san ho

sung (Verrucella corona) c6 cong thirc (I):

@
Hop chét steroit méi (verrucorosterone) theo sang ché thé hién hoat tinh gay
doc t& bao ung thu t6t trén tam dong té bao ung thur duoc thir nghiém 13 ung thu tuyén

tién liét (LNCaP), ung thu gan (HepG2), ung thu biéu md (KB), ung thu vii (MCF7),
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ung thu da (SK-Mel2), ung thu mau (HL-60), ung thu phé (LU-1) va ung thu rudt
(SW480).

Sang ché ciing d xuit phwong phap chiét hop chit steroit tir san ho simg
(Verrucella corona). Phuong phép theo sang ché don gian, c¢6 d6 6n dinh va hi¢u sut
cao.

Mo ta chi tiét sang ché
Sau ddy, sang ché s& dugc mo ta chi tiét v6i cac vi du va célc phuong an thuc
hién cu thé, tuy nhién céc vi du va cac phuong an thuc hién nay chi nhim 1am rd ban

chét cta sang ché chtr khong nham gidi han pham vi yéu cau bao ho ctia sang che.

San ho stmg c6 tén khoa hoc 1a Verrucella corona dugce thu gom tai Vinh Méc,
Quang Tri. Tén khoa hoc dugc gidm dinh tai Vién Tai nguyén va Moi trudng Bién.
M&u san hd stng sau khi thu gom duge tién hanh rta sach, xay nho, chiét, phén 1ap
va x4c dinh cAu triic hoa hoc ciia cac hop chét theo cac phuwong phap mé ta dudi day:
Séc ky 16p méng (TLC) duoc thuc hién trén ban méng trang sin DC-Alufolien 60
F254 (Merck 1,05715), RP18 F254s (Merck). Phat hién chét bang dén tir ngoai & hai
budc séng 254 nm va 368 nm hodc dung thubc tht 13 dung dich H,SO4 10% dugc
phun d&u 1én ban mong, siy kho rdi ho néng tir tir &én khi hién mau. Séc ky cot duogc
tién hanh voi chit hip phu 13 Silicagel pha thudng va pha dao. Silica gel pha thudng
c6 c& hat 1a 0,040-0,063 mm (240-430 mesh, Merck). Silicagel pha ddo YMC*GEL
(ODS-A, 12 nm S-150 um, YMC Co., Ltd.). Sic ky 1éng trung 4p (MPLC) duoc thuc
hién trén méy Biotage - Isolera One. D¢ quay cuc dugc do trén méay JASCO P-2000.
Phé cong hudng tir hat nhan (NMR) dugc do trén may AVANCE III HD 500. Phd
khéi lugng phan giai cao HR-QTOF-MS dugc do trén méay Agilent 6530 Accurate-
Mass spectrometer.

Theo mdt phuong 4n, sang ché dé cap dén hop chét steroit duge chiét tir San hd

stng (Verrucella corona) c6 cong thuc (I):



@

Hop chit steroit ndy c6 danh phép héa hoc 1a (22E)-35,20,25-
trihydroxycholest-5,22-dien-24-on-3-axetat. Cac thong sb hoa ly clia hop chét ny 13
nhu sau:

Cong thitc phan tir: CyoHy4NaOs;

Khéi lwgng phan tir: M = 472;

Céc thong sd vat ly:

+ Chét bot mau tréng;

+ Do quay cuc [a]? —45 (¢ 0.10, CHCLy);

+ Pho khéi luong phén giai cao HR-QTOF-MS tai m/z 473,3265 [M+H]" (tinh

toan ly thuyét cho cong thirc C,0Hys05", 473.3262) va 495.3079 [M+Na]" (tinh

toan ly thuyét cho cong thirc CoH4NaOs*, 495.3081);

Theo mdt phuong 4n khéc, sang ché dé cip dén phuong phap chiét hop chét
steroit c6 cong thirc (I) tir san ho simg (Verrucella corona) bao gém céc budc:

(i) chiét xuét san ho simg (Verrucella corona) bing cach chiét xuét san hd simg da
duoc xay thanh bdt bang rugu metylic theo ty 18 khdi lugng bdt san ho simg/thé tich
regu metylic 1a 1/2, chiét 3 14n trong didu kién siéu 4m, mdi 1an chiét trong thoi gian
1 gior & nhiét do trong phong thu dwoc dich chiét;

(ii) thu dich nudc (VC-W) bing cach loc dich chiét thu dwoc & budc (i), cat loai bd
dung méi dudi ap suét giam thu dugc dich cd, hoa tan dich c6 véi nude theo ty 1€
khdi hrong dich c/thé tich nudce 14 1/10, sau d6 chiét phan bd bang dung méi #-hexan
1 1an v6i ty 18 1/1 theo thé tich, 16p nudc durgc tién hanh cAt loai bo n-hexan dudi 4p
sudt giam thu dugc dich nuée, ky higu 14 VC-W;

(iii) phan tach dé thu cac phan doan bing cach chiét phan bd VC-W bing etyl axetat 3
14n véi ty 18 1/1 theo thé tich, 16p etyl axetat dugc tién hanh cét loai bé dung méi dudi



30145

ap sult giam thu dugc cin chiét, tiép theo phan tach cin chiét trén sic ky l6ng trung
ap (MPLC) sir dung cot nhdi silica gel, pha dong gradient n-hexan/axeton theo ty 18
tir 50:1 dén 1:1 vé thé tich thu dwoc 6 phan doan ky hiéu tir VC-E1 dén VC-E6 twong
timg v6i cac ndng dd n-hexan/axeton theo ty 18 50/1, 25/1, 13/1, 7/1, 3/1, 1/1 vé& thé
tich;

(iv) thu cac phan doan nhé bang cach phan lap phan doan VC-E4 trén MPLC st
dung cot nhdi silica gel pha dao RP-18, pha dong gradient MeOH/H,O theo ty 18 tir
2:1 dén 100:1 v& thé tich thu dugc 10 phan doan nhé hon lan luot dwgc ky hidu 1a
VC-E4A dén VC-E4J tuong tmg véi cac ndng d6 MeOH/H,0 theo ty 1€ 2/1, 3/1, 4/1,
5/1, 6/1, 8/1, 10/1, 20/1, 30/1, 100/1 vé thé tich; va

(v) thu hop chét steroit bing cach phan 1ap phan doan VC-E4F trén sdc ky trén cot
v6i chét hap phu 13 silicagel pha thuwdng (c& hat 230-400 mesh, ty 1& VC-E4/silica gel
= 1/20 v& khdi lurong) va str dung hdn hop dung méi rira giai 1a CH,Cl/EtOAc véi ty
16 v& thé tich 1a 7/1 thu dugc 8 phan doan nho hon lan luot duge ky hidu 1a VC-E4F1
dén VC-EAFS, tiép theo tinh ché phan doan VC-E4F5 bang sic ky cot YMC rira giai
bing hé dung m6i MeOH/H,O theo ty 18 1a 6/1 vé thé tich thu dugc hop chét steroit
dudi dang chét bot mau tring.

Vi du thue hién sang ché

Vi du 1: Chiét hop chét verrucorosterone tir san ho sing (Verrucella corona)

M4u kho san hd simg (Verrucella corona) dugc xay nho thu bot, can 8kg bot
va chiét 3 14n bang rugu metylic (mdi 14n 16 lit) trong diéu kién siéu 4m, mdi 1dn
trong thoi gian 1 gid & nhiét d6 trong phong. Céc dich chiét trong rwgu metylic dugc
gom lai, loc qua gidy loc va ct loai bé dung méi dudi ap suét giam dé thu duge dich
cb trong rugu metylic, ky hi€u 1a dich c6 VC-M (500 g). Hoa tan dich ¢c6 VC-M véi
nude ct (5 lit) rdi chiét phan bd bing dung méi n-hexan 1 1in véi ty 18 1/1 theo thé
tich, 16p nu6e duge tién hanh cét loai bd n-hexan (con s6t) dudi ap sult giam dé thu
duoc dich nudc, ky hiéu 1a dich VC-W. Dich VC-W duogc tiép tuc chiét phan bd bing
etyl axetat 3 1an v&i ty 18 1/1 theo thé tich, 16p etyl axetat dugc tién hanh cét loai bo
dung méi duéi 4p sut giam dé thu duoc can chiét ky higu 1a VC-E (60 g).
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Cian VC-E (60 g) dugc tién hanh phan tach trén sic ky 1ong trung 4p (MPLC)
stt dung cot nhdi silica gel (Biotage® KP-SIL 340 g), pha dong gradient 7-
hexan/axeton theo ty 18 tir 50:1 dén 1:1 v& thé tich thu dwoc 6 phan doan ky hiéu tir
VC-E1 dén VC-E6 twong (ing véi cac ndng dd n-hexan/axeton theo ty 18 50/1, 25/1,
13/1, 7/1, 3/1, 1/1 vé thé tich. Phan doan VC-E4 (20 g) duoc tiép tuc tién hanh phén
1ap trén MPLC str dung ¢t nhdi silica gel pha dio RP-18 (Biotage® KP-C18-HS 120
g), pha dong gradient MeOH/H,0 theo ty 18 tir 2:1 dén 100:1 vé thé tich thu duoc 10
phan doan nhé hon 14n lwot duge ky hiéu 13 VC-E4A dén VC-E4J tuong ing v§i cac
ndng d6 MeOH/H,0 theo ty 16 2/1, 3/1, 4/1, 5/1, 6/1, 8/1, 10/1, 20/1, 30/1, 100/1 v&
thé tich. Phan doan VC-E4F (2,5 g) dugc tiép tuc tién hanh phan lép trén séc ky trén
cot (@ 2,5 cm, L 80 cm) véi chit hip phu 13 silica gel pha thudng (c& hat 230-400
mesh, ty 1& VC-E4/silica gel = 1/20 vé khdi lwong) va sir dung hdn hop dung méi rira
giai 1a CH,Cly/EtOAc véi ty 1¢ vé thé tich 1a 7/1 thu dwoc 8 phan doan nhé hon lan
lugt duge ky hiéu 13 VC-E4F1 dén VC-E4F8. Tinh ché phan doan VC-E4F5 (150
mg) bang sic ky c6t YMC (® 1,0 cm, L 80 cm) rira gidi bang hé dung méi
MeOH/H,0 vé6i ty 18 vé thé tich 13 6/1 thu duge 20 mg hop chat verrucorosterone
dudi dang chét bt mau tréng. |

Hop chét (22E)-3p,20,25-trihydroxycholest-5,22-dien-24-on-3-axetat

(verrucorosterone) thu dugc c6 cong thirc (I):

@
Céc thong s6 hoa 1y ctia hop chit nay 13 nhu sau:

Cong thirc phan tir: Co9Hy4NaOs;

Khéi lugng phan tir: M = 472;

Céc thong s vat ly:

+ Chét bot mau tréng;
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+ Do quay cuc [a]? —45 (c 0.10, CHCL);

+ Phd khéi lvong phan gidi cao HR-QTOF-MS tai m/z 473,3265 [M+H]" (tinh
toan 1y thuyét cho cong thitc CpoH,s0s*, 473.3262) va 495.3079 [M+Na]" (tinh toan
Iy thuyét cho cong thitc C,9HyNaOs', 495.3081);

+Phé cong huong tir hat nhan dugce dua ra trong Bang 1.

Bang 1. Sb lidu phé 'H-NMR va *C-NMR ciia hop chit verrucorosterone c6 cong

thie (D).
C ab 8" HMBC H
O dang tin hi€u (/= Hz) (H—C)
1 37,0 1,03 m/1,85 m
2 27,7 1,58 m/1,86 m
3 73,9 4,60 m
4 38,1 231 m
5 139,7 -
6 1224 5,37 brs - 4,8,10
7 31,7 1,55 m/1,97 m
8 31,3 1,46 m
9 49,9 0,96 dt (5,0, 12,5)
10 36,6 -
11 20,8 1,45 m/1,53 m
12 40,1 1,28 m/2,09 m
13 43,1 -
14 56,5 1,02 m
15 23,3 1,65 m
16 23,9 1,14 m/1,65 m
17 59,8 1,65 m
18 14,1 0,78 s 12, 13, 14, 17
19 19,3 1,01s 1,5,9,10
20 76,1 -
21 29,0 1,38 s 17, 20, 22
22 155,6 7,21 d (15,0) 20, 21, 23,24
23 118,1 6,63 d (15,0) 20, 22, 24
24 202,9 -
25 75,4 -
26 26,3 1,39 s 24, 25,27
27 26,3 1,40 s 24,25, 26
3-OAc 170,5 -
21,4 2,03 s
25-OH - 3,96 s 24,25,26, 27

*Po trong CDCls, °125 MHz, °500 MHz.
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Vi du 2: Thir nghiém tac dung gy doc té bao ung thu ctia hop chét verrucorosterone

Hop chét verrucorosterone theo sang ché duge thir nghiém vé hoat tinh gy doc
té bao bang phuong phap SRB (Monks A. et al. Journal of the National Cancer
Institute, 1991, 83(11), 757-766.) nhu sau:

Céc dong té bao ung thu dugc nudi cdy dudi dang don 16p trong mdi trudng
nudi ciy DMEM (Dulbeco’s Modified Eagle Medium) véi thanh phan kém theo gbm
L-glutamin 2mM, 1,5 g/L natri bicacbonat, 4,5 g/L. glucoza, HEPES 10 mM va natri
pyruvat 1,0mM, ngoai ra b sung huyét thanh bé tuoi 10% (FBS - Fetal Bovine
Serum, GIBCO). Té bao dugc ciy chuyén sau 3-5 ngay véi ti 18 (1:3) va nudi trong ti
4m CO, & diéu kién 37°C, 5% CO.

Hop chit verrucorosterone dwoc pha & ndéng d6 gbc 13 4 mg/ml trong
dimetylsulfosit (DMSO) 10%. Sau d6 dwgc pha lodng dé c6 néng do cudi ciing trong
giéng thir 13 20 pug/ml trong cc phép thir sang loc. O cac phép thir xac dinh ndng dd
trc ché 50% sy phat trién té bao ung thu (ICs), cic chét dugc tiép tuc pha lodng dé
tao loat ndng do 100, 20, 4 va 0,8 pg/ml bing DMSO 10%. Céc t bao ung thu duge
nudi trong phién vi lrong 96 giéng, dwoc thir chit, nhudm bing SRB (sulforhodamin
B) va do ham luong protein tbng sb & budc séng 515 nm bang may doc vi phién
(Microplate Reader, BioRad). Kha ning séng st cia té bao khi c6 mit chét thir s&
dugc x4c dinh thong qua cong thirc sau: |

[OD (et thiry — ODngay 9)] > 100

% séng sét =
OD (44 ching am) — OD(ngay 0)

% trc ché = 100% - % sbng s6t
Thi nghiém duoc lap lai 3 14n @& dam bao tinh chinh xac cua thi nghiém va cla
dir litu. DMSO 10% 13 dung mdi pha chit dwoc st dung nhu dbi ching am.
Ellipticine (Sigma) dwoc sir dung lam ddi chimg dwong va dugc thir nghiém & cic
ndng d6 10,0, 2,0, 0,4 va 0,08 pg/ml. Sau qué trinh xtr li s§ liéu bing phin mém
TableCurve 2Dv4, céc gié tri ICsy dd duge tinh toan va cho théy do tin cdy cao (sai )

p <0,01). Két qua dugc néu trong Bang 2:

-10-
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Bang 2: Két qua hoat tinh gay doc t& bao in vitro

, Gi trj ICso (pM
Hop chét i4 tri 1Cso (M)

LNCaP HepG2 KB “MCF-7 | SK-Mel2 HL-60 LU-1 SW480

Verrucorosterone |19,48+1,05 [17,01+1,52 |17,75+2,41 |13,6120,86 |14,06+1,55 |18,91+0,84 |12,85+1,11 (13,92+1,64

Ellipticine® 1,71£0,24 | 1,67+0,28 | 1,42+0,12 | 1,54+0,20 | 1,50+0,16 |1,67+0,08 | 1,87+0,08 | 1,99+0,16

Chét chuin duong

Nhu vay, hop chét hop chét verrucorosterone c¢6 biu hién hoat tinh t6t trén tat
ca 8 dong té bao ung thu da thir nghiém.
Hiéu qua dat dwoc ciia sang ché

Sang ché d& cap dén phwong phap chiét dugc hop chét steroit moi
verrucorosterone tir san hd simg (Verrucella corona) thu & ving bién Vinh Mébc,
Quang Tri. Hop chit nay c6 hoat tinh gy doc té bao ung thu tdt trén tam dong té bao
ung thu dugc thir nghiém 13 ung thu tuyén tién liét (LNCaP), ung thu gan (HepG2),
ung thr biéu mé (KB), ung thu vii (MCF7), ung thu da (SK-Mel2), ung thu méau (HL-
60), ung thur phdi (LU-1) va ung thu rudt (SW480). Sang ché nay tao co so khoa hoc
cho céc nghién ciru ing dung tiép theo nhim tao ra cac dugc phim cé tac dung gay
doc t& bao ung thu tir ngudn duoc lidu bién quy va sin cé.trong nude, cu thé 13 loai
san ho stng (Verrucella corona) phan b rong rai va c6 trit lwrong ddi dao & ving bién

Trung B¢ Vi€t Nam.

-11-
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YEU CAU BAO HQ

1. Hop chét steroit dwoc chiét tir san ho simg (Verrucella corona) c¢6 cong thire (I):

@

2. Phuong phép chiét hop chat steroit c6 cong thirc (I) tir san hé simg (Verrucella

corona) bao gdm céc budc:

(i) chiét xuit san ho simng (Verrucella corona) bang céch chiét xuét san ho simg da
dugc xay thanh bot bang ruou metylic theo ty 16 khdi lwgng bot san ho simg/thé tich
regu metylic 12 1/2, chiét 3 14n trong diéu kién siéu 4m, mbi 14n chiét trong thoi gian
1 gi & nhiét do trong phong thu duge dich chiét;

(ii) thu dich nuéc (VC-W) bang cach loc dich chiét thu duge & bude (i), cit loai bo
dung moéi dudi ap suét gidm thu dugc dich cd, hoa tan dich cd v6i nudce theo ty 1€
khdi hrong dich c6/thé tich nuée 13 1/10, sau d6 chiét phan bb bing dung mdi n-hexan
1 14n v6i ty 1& 1/1 theo thé tich, 16p nuée duge tién hanh cét loai bd n-hexan dudi ap
sut giam thu duoc dich nudc, ky hidu 1a VC-W;

(iii) phan tach dé thu cac phan doan bang cach chiét phan bd VC-W bing etyl axetat 3
1an véi ty 18 1/1 theo thé tich, 16p etyl axetat dwoc tién hanh cét loai bé dung moi dudi
&p suét giam thu dugc cin chiét, tiép theo phén tach cin chiét trén sic ky 1ong trung
ap (MPLC) sir dung cot nhoi silica gel, pha dong gradient n-hexan/axeton theo ty 18
tir 50:1 dén 1:1 vé thé tich thu dugc 6 phan doan ky hiéu tir VC-E1 dén VC-E6 tuong
g véi cac ndng d6 n-hexan/axeton theo ty 18 50/1, 25/1, 13/1, 7/1, 3/1, 1/1 v& thé
tich;

(iv) thu céc phan doan nho bing cach phan 1ap phin doan VC-E4 trén MPLC sir
dung cot nhoi silica gel pha ddo RP-18, pha dong gradient MeOH/H,O theo ty 18 tir
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2:1 dn 100:1 v& thé tich thu dugc 10 phan doan nhé hon 1an luot dugce ky hiéu 1a
VC-E4A dén VC-E4J tuong tmg véi cac ndng d6 MeOH/H,O theo ty 16 2/1, 3/1, 4/1,
5/1, 6/1, 8/1, 10/1, 20/1, 30/1, 100/1 v& thé tich; va

(v) thu hop cht steroit bang cach phan 14p phan doan VC-E4F trén sic ky trén cOt
v6i chit hap phu I4 silicagel pha thuong (cd hat 230-400 mesh, ty 1€ VC-E4/silica gel
= 1/20 v& khdi lugng) va st dung hdn hop dung méi rira giai 1a CH,ClL/EtOAc véi ty
18 vé& thé tich 12 7/1 thu duogc 8 phan doan nho hon 1an lwot dwoc ky hiéu 1a VC-E4F1
dén VC-E4F8, tiép theo tinh ché phan doan VC-E4F5 bing sic ky cot YMC rira giai
bang h¢ dung mdi MeOH/H,O theo ty 18 13 6/1 v& thé tich thu dugc hop cht steroit

dudi dang chit bot mau tréng.
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