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Linh vire ky thuat dwoe dé cap

Sang ché dé cap dén quy trinh san xuét ché phdm cao chiét hd tro ting
cuong tri nhG tr cdy DPan sdm (Salvia miltiorrhiza Bunge), cdy Dia hoang
(Rehmannia glutinosa Libosch), va cdy Thong dat (Huperzia squarrosa (G. Forst)
Trevis) va ché pham cao chiét thu dwgc boi quy trinh nay.

Tinh trang k§ thuit sang ché

Suy giam tri nh6 va rdi loan than kinh c6 dic diém 1a cac té bao than kinh
va cac mo trong ndo bi tn thuong. Nguyén nhan do cé su tich tu cac mang xo
amyloit beta va cac ddm xo rbi protein tau. Mot trong nhitng thay dbi sinh hoa
d4ng chu y nhit & bénh nhan bi suy giam tri nhd 13 sy suy giam ndng do
Axetylcholin (ACh) trong ving dudi ddi va vé ndo. Béi vdy, cac chat tc ché
enzym axetylcholinesteraza (AChE), mdt enzym c6 chirc nang thily phan chét dan
truyén than kinh tai cac synap than kinh cholinergic déng vai trd quan trong trong
viéc diéu tri suy giam tri nhé va réi loan than kinh. Ngoai ra, su gia tang qua mirc
céc gde tu do trong ndo gay ra hién tuong “stress oxy héa” duoc cho 14 mét trong
nhitng nguyén nhan gay ra cac bénh suy giam tri nhG va r6i loan than kinh. Hién
nay, cac thudc tan duoc cé ngudn gbe héa hoc tdng hop 1a nhimg thudc dugc sir
dung trong diéu tri suy giam tri nhé, nhung c¢é rat nhidu tac dung phu. Vi vy,
viéc str dung cac duoc liéu vira c6 hoat tinh chdng oxy hoa vira c¢6 kha nang trc
ché enzym AChE dé phong va diéu tri bénh suy gidm tri nhd, rdi loan than kinh
thu hit sy quan tm ctia nhiéu cong ty duoc pham, do c6 it tac dung khéng mong
mudn va giam dugc chi phi didu tri. Viéc két hop cac duoc liéu trong mot ché
phdm s& phat huy duoc tac dung t6t hon timg thanh phin duoc liéu riéng biét.
Mic du d4 c6 nhidu bai thudc dan gian c6 tac dung hd tro ting cuong tri nhd,

nhung van can c6 bai thudc hiru hiéu dé di€u tri cac bénh nay.
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Ban chit ciia ky thuit sang ché

Muc dich cta sang ché 13 dé giai quyét van d& néu trén. Do d6, sang ché dé
cap dén quy trinh san xudt ché phdm cao chiét hd trg ting cuong tri nhd bao gdm
cac bude: i) chuén bi nguyén lidu cAy Pan sdm (Salvia miltiorrhiza Bunge), ciy
Dia hoang (Rehmannia glutinosa Libosch), va cdy Théong dat (Huperzia
squarrosa (G. Forst) Trevis), sau d6 phoi kho, nghién nhé thu dwoc bot nguyén
lidu; ii) tao hdn hop bdt nguyén liéu bang cach tron cac bot nguyén lidu tir cdy
Dan sim, Pia hoang va Thong dét theo ty 1& khéi lwong 2:1:1 thu duwoc hdn hop
bot nguyeén liéu; iii) chiét hdn hop bot nguyén liéu bang nudc; va iv) chung cét
tao ché pham cao chiét. Sang ché ciing d& cap ché pham cao chiét thu duoc béi

quy trinh nay.

Sang ché da tim ra cong thirc bai thudc t6i vu & phat huy duge duogc tinh
hiép ddng clia cac thanh phén duoc lidu tir cdy Dan sam (Salvia miltiorrhiza
Bunge), cdy Dia hoang (Rehmannia glutinosa Libosch), va cdy Théng dat
(Huperzia squarrosa (G. Forst) Trevis), trong d6 viéc két hop ba thanh phan duoc
liéu tir cAy Dan sdm, Pia hoang va Théng dét theo ty 1& khdi luong 2:1:1 vao
trong ché phim cao chiét theo sang ché 1am cho ché phim cao chiét tao ra c6 hiéu
qua diéu tri cao hon so vdi timg phan duogc lidu riéng r&. Ngoai ra, viéc bd sung
thém céc chat chong nAm mdc bao gdm kali sorbat 0,1% (khdi lugng/thé tich) va
natri benzoat 0,1% (khéi lugng/thé tich) 1am cho ché phdm cao chiét tao ra c6 kha
nang bao quan dugc lau dai, thuan tién cho viéc thwong mai hoa va st dung ché
pham.

M0 ta van tat hinh vé

Hinh 1. La so d quy trinh san xuét ché phdm cao chiét cua cac ciy Pan
sam (Salvia miltiorrhiza Bunge), Pia hoang (Rehmannia glutinosa Libosch), va
Thong dat (Huperzia squarrosa (G. Forst) Trevis).

MBO ta chi tiét sang ché

Sau ddy, sang ché mé ta chi tiét cac phuong 4n cu thé c6 tham khao hinh vé&

kem theo.
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Sang ché sir dung nguyén liéu tir cic cdy Pan sam (Salvia miltiorrhiza
Bunge), Pia hoang (Rehmannia glutinosa Libosch) va Théng dat (Huperzia
squarrosa (G. Forst) Trevis). Cac nguyén lidu nay déu dat tiéu chuén vé sinh an

toan thuc phim.

Dan sam (Salvia miltiorrhiza Bunge), thuoc ho Lamiaceae, hay con dugc
goi 13 Huyét sam, Xich sam 13 cay than co, séng 1au nam, duoc phan bd rong rai &
mién Bic Trung Qudc va Nhét Ban. Pan sim 13 mot loai ciy thude quy, dang cay
co, séng lau ndm, cdy cao khoang 30-80cm, than mau do6 nau, duong kinh 0,5-
1,5cm. Than vudng, trén c¢6 cac gan doc. La kép moc dbi, thudng gdm 3-7 14 chét;
14 chét gifta thuong 16n hon, mép 14 chét c6 rang cua tu; mat trén 14 chét mau
xanh tro, c6 16ng. Hoa moc thanh chum & dau canh, dai 10-15cm, v6i 6 vong hoa;
mdi vong 3-10 hoa, théng thudng 1 5 hoa, mau dé tim nhat. Trang hoa 2 moéi,
moi trén cong hinh ludi liém, m6i dudi xé ba, 2 nhi & mdi dudi; bau c6 voi dai.
Qua nho, dai 3mm, rong 1,5mm. Mua ra hoa tir thang 5 d&én thang 8. Muia qua tir
thang 6-9 hang nim. Trong y hoc cb truyén, ré Pan sam duoc st dung dé didu tri
c4c bénh nhu mét ngii, suy nhuoc than kinh, nhdi mau co tim, dau thit nguec, thiéu
mAu, viém gan, X0 gan, suy than man tinh, tiéu dudng va cac bién ching cua tiéu
dudng. Cac hoat chat c¢6 hoat tinh sinh hoc quan trong ctia Pan sdm bao gdm céc
hop chat diterpen thudc nhém “tanshinon”, trong d6 cac hop chét quan trong 1a
tanshinon IIA, cryptotanshinon va axit salvianolic A. Cac hop chat nay gan day
dugc chimg minh cé tac dung bao vé than kinh, dic biét 1a diéu tri bénh
Alzheimer, nhu chéng két tdp cic mang protein amyloit beta, Gc ché AChE,
chéng viém, chdng oxy héa.

Dia hoang hay sinh dia, c6 tén khoa hoc 1a Rehmannia glutinosa Libosch 1a
mdt loi thuc vat thude chi Dia hoang, ho Cé chdi (Orobanchaceae). Trong Dong
y, dia hoang 12 mot cay thubc. Pia hoang 13 loai cdy than cd, séng nhidu nim,
toan than cdy c6 16ng tring, mém. Thudc cdy r& ci, mdi ciy ¢ 5 - 7 cu, ci ¢6
cuéng dai, vé ci mau do6 nhat. Cay cao 20 - 30cm. L4 thudng moc tum & cac dt
than dudi gdc cdy. L4 hinh trig 16n nguoc hinh bau duc dai, dudi 14 to, mép 14 co
ring cua khong déu nhau, 14 c¢6 nhidu nép ran, 14 dudi gbe dai hep. Ré cu dung
1am thudc. Pia hoang 1a cdy ban dia cia Trung Quéc. Tai Viét Nam, loai nay



2854

duogc trong & mét sé tinh phia Bic. Trong r& cdy dia hoang c6 cac hoat chét nhu
iridoit, glycosit, cyclopentanoit monoterpen, va norcarotenoit. Pia hoang c6 nhiéu
tac dung dugc 1y nhu tac dung khang viém, ha dudng huyét, cudong tim, ha ép,
cAm mau, bao vé gan, loi tiéu, chéng ném, cd tac dung tic ché mién dich kiéu

corticoit nhung khéng lam trc ché hoic teo vo tuyén thuong than.

Théng dat, c6 tén khoa hoc 13 Huperzia squarrosa (G. Forst) Trevis, c6
hinh dang rit gidng véi cdy thong. Loai cdy ndy c6 chiéu cao khoang 20cm, moc
sat dat va thuong thdy & nhing ving dit kho can. Theo Pong y cay thong dat c6
vi cay, dang, tinh 4m, c6 tac dung khu phong, trir thip, trén théi, thu can hoat
huyét, loi niéu. Cay thong dat dugc ding dé hd trg didu tri cac bénh nhu: viém
gan c4p tinh, phong thdp, dau nhirc xwong khép, ho méan tinh, ra md hi trom, mét
xung do, quang g, phu nita c6 ddu hidu dé non, cai thién trf nhé va giam céc rdi
loan ndo. Thanh phan héa hoc chi yéu c6 tic dung cua théng dét 1a alkaloit,
triterpenoit va flavonoit, trong d6 nhiéu alkaloit phan 14p duoc tir dugc lidu nay da
dugc chimg minh 13 c6 tac dung tic ché enzym axetylcholinesteraza (AChE) —
mdt enzym c6 vai trd quan trong trong viéc ngin chin sy tién trién cua bénh
Alzheimer trén mo hinh in vitro. Trong cAy thong dt c6 chira hoat chét c6 tén
13 Huperzin A, c6 tac dung dan truyén xung than kinh, ngin chin cic mang bam
rdi loan trong ndo, gitp hd tro diéu tri bénh suy giam tri nhé, dot quy.

Céc chat chdng ndm mdc duoc sir dung trong sang ché bao gdm kali sorbat
0,1% (khdi hrong/thé tich) va natri benzoat 0,1% (khéi lwong/thé tich).

Theo khia canh thir nhét, quy trinh san xuét ché pham cao chiét hd tro ting
cuong tri nhé dugc tién hanh nhu sau:

i) chuan bi nguyén liéu

thu hai nguyén liéu tr cdy Pan sdm (Salvia miltiorrhiza Bunge), ciy Dia
hoang (Rehmannia glutinosa Libosch), va cay Thong dat (Huperzia squarrosa (G.
Forst) Trevis), sau d6 phoi kho dén d6 4m dudi 13%, nghién nhé dén kich ¢& nho
hon 0,6mm thu dugc bot nguyén li€u riéng r€ cua tirng duoc liéu;

Theo mét phuwong &n wu tién, nguyén liéu cua cdy Pan sdm (Salvia

miltiorrhiza Bunge) 13 phan 1& cdy Pan sam, nguyén lidu ciia cdy Dia hoang 13



2854

phan ré va cu ciia cdy Dia hoang va nguyén liéu cta cdy Thong dat la phan trén

mit dat ciy Thong dAt.
ii) tao hdn hgp bot nguyeén licu

trén cac bot nguyén liéu tir cdy Dan sam, Dia hoang va Thong dét néu trén
theo ty 16 khéi luong 2:1:1 thu duge hdn hop bdt nguyén liu;
iii) chiét hdn hop bot nguyén liu

hén hop bdt nguyén lidu néu trén dwoc chiét bang nudc, dun trong 1 gid
theo ty 1& hdn hop bot nguyén liéu:dung méi 100:2 (g/L), trong d6, viéc chiét nay

duoc lap lai 3 1an; va
iv) chung cét tao ché phdm cao chiét

thu gom va trdn 14n cac dich chiét thu duoc tir cac 1an chiét & budc iii), loc
va 14y phén dich loc, bd sung cac chit chéng ndm méc bao gdm kali sorbat 0,1%
(khdi lwong/thé tich) va natri benzoat 0,1% (khdi luong/thé tich); cét loai dung
mdi dudi 4p sudt giam rdi sdy trong ti sdy & 45°C t6i khdi lugng khong dbi, thu
duoc ché phdm cao chiét ctia cac cay Pan sdm, Pia hoang va Thong dat.

Sang ché ciing d& cap ché phdm cao chiét thu duge boi quy trinh néu trén.
Ché phim cao chiét nay chtra két hop ba thanh phan duoc lidu tir cdy Pan sam,
Dia hoang va Thong dat theo ty 18 khdi luong 2:1:1. Ngoai ra, ché phim nay con
chira céc chit chéng ndm médc bao gdm kali sorbat va natri benzoat. Ché phdm
cao chiét theo sang ché c6 thé dugc ding dé san xuét thude hogc thuc pham bao
vé strc khoe c6 tac dung hd trg ting cudng tri nhé.
Vi du thue hién siang ché |
Vi du 1. San xuét ché phdm cao chiét bing quy trinh theo sang ché

Thu héi ré cdy Pan sam (Salvia miltiorrhiza Bunge), phoi khd dén do 4m
dudi 13%, nghién nhé dén kich ¢& nhé hon 0,6mm tao thanh bét. Thu hai ré va cu
cay Pia hoang (Rehmannia glutinosa Libosch) phoi khd dén d6 dm dudi 13%,
nghién nho dén kich ¢& nho hon 0,6mm tao thanh bdt. Thu héi phan trén mat dit
cdy Thong dat (Huperzia squarrosa (G. Forst) Trevis), phoi khd dén do dm dudi
13%, nghién nhé dén kich ¢& nhd hon 0,6mm tao thanh bot.
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Phéi trén 50g bot nguyén liéu ctia r& cdy Pan sam, 25g bot 1& va ci ciy Dia
hoang va 25g bot phan trén mat dat cdy Thong dat, thu duge 100g hdn hop bot

nguyén licu.

Chiét 100g hdn hop nguyén liéu nay bang nude, dun trong 1 gid theo ty 18
hon hop nguyén liéu:dung moi 100(g):2(L), lap lai 3 lan. Thu gom cac dich chiét,
loc va 14y phan dich loc; bd sung kali sorbat 0,1% (khéi lugng/thé tich) va natri
benzoat 0,1% (kh6i lwong/thé tich); cit loai dung mdi dudi 4p suét giam roi sdy
trong ti sdy & 45°C t6i khdi luong khong ddi, thu duoc 5g ché phim cao chiét.
Hiéu sut dat khoang 5%. ‘

Vidu 2. Thr nghiém tac dung dugc ly
Dong vat thir nghiém

Chudt nhét tring ching Swiss, ca 2 giéng, khoé manh, trong luong 25,0 +
2,0 g @ nghién ctru tic dung diéu tri cac bénh suy giam tri nhé va rdi loan thin
kinh do Vién Vé sinh Dich t& Trung wong cung cip. Pong vat duoc nudi trong
diéu kién day du thirc dn va nudc ubng tai phong thir nghiém tir 3-5 ngdy trudc
khi nghién ctru va trong sudt thoi gian nghién ctru tai Khoa Y Duoc, Pai Hoc
Qudc Gia Ha Noi.

Hba chét

1,1-diphenyl-2-pieryhydrazyl (Himedia, An d0); axit 35,5 -dithio-bis-(2-nitro)
benzoic (DTNB) (Himedia, An d9); Axetylthiocholin iodua (Sigma, Singapore),
Axetylcholinesteraza (Sigma, Singapore);1-methyl-2-phenylindole (Himedia, An
d9); butylated hydroxytoluen (Himedia, An d6); 1,1,3,3-tetramethoxypropan
(Himedia, An do).

a) Tac dung chdng oxy hoéa in vitro

Ché pham cao chiét thu duoc theo vi du 1 dugc danh gid kha ning quét gdc tu
do 1,1-diphenyl-2-pieryhydrazyl (DPPH). Dwa vao phan ung gitta gbc tu do
DPPH mau tim d6 vé6i chét chdng oxy héa dé tao ra phirc hop ctia DPPH ¢6 méau
vang va khong hép thu 4nh sang tir ngoai tai budc séng 517 nm. Po do hép thy tai
budc séng 517 nm cua dung dich sau phan tmg s€ cho biét lugng DPPH con lai
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sau phan tng. Ché pham cao chiét thu duoc theo vi du 1 dwgc pha thanh cic ndng
d6 khac nhau. Thir nghiém dugc tién hanh trén dia 96 giéng. Hon hop phan tmg
gbm: 40 pL dung dich cac mu thit, 160 pL dung dich DPPH (ndng d6 150 pM)
trong metanol. U hdn hop phan tmg & 37°C trong 30 phut. Song song véi méi
méu thir, mét mau ching dugc tién hanh trong cling didu kién véi thanh phan
gdm: 40 uL MeOH va 160 uL dung dich DPPH (ndng d6 150 pM) trong metanol.
Thir nghiém duoc lip lai 3 1an.

Hoat tinh quét gbc tr do DPPH duoc danh gia thong qua gié tri phan trim
trc ché I (%) va duogc tinh theo cong thuc: I (%) = [(Addi ching - Athir)/Addi
chimg] x 100

b) Tac dung trc ché enzym AChE

Ché pham cao chiét thu dugc theo vi du 1 dugc danh gia tac dung tc ché
AChE. Nguyén tic ciia phwong phép 1a co cht axetylthiocholin iodua (ATCI) bi
thiry phén nhd xtc tac cia AChE tao thanh thiocholin va axit axetic. San pham
thiocholin thu dugc cho phan tmg véi thubc thir axit 5-5°- dithiobis-2-
nitrobenzoic (DTNB) tao thanh hop chét axit 5-thio-2-nitro benzoic c6 mau vang,
c6 do hé'lp thu cuc dai & budc song 412 nm. Lugng hop chat mau vang dugc tao
thanh nay ty 1é thuén véi hoat d6 cia AChE. Xéc dinh d6 hap thu cta mau thir &
412 nm dé danh gia hoat tinh cia AChE. Thém 1an luot timg dung dich gdm: 700
uL dung dich dém Natri phosphat 0,1 M (pH 8,0); 100 pL. dung dich thit & céac
ndng d6 khac nhau va 100 pL dung dich enzym AChE 0,25 TU/mL vao cuvet 1
ml. Hon hop cac dung dich nay duoc trén déu va u & 25°C trong 15 phut. Sau do,
thém 50 uL. DTNB 2,5 mM va 50 uL ATCI 2,5 mM hdn hop va tron déu. Tiép
tuc 1 hén hop trong 10 phit & 25°C. Sau d6, dung dich duge do d6 hdp thu & bude
song 412 nm. T4t ca céc thir nghiém duogc 1ap lai 3 lan.

Hoat tinh rc ché AChE ctia mau thir duoc tinh theo cong thirc:
1% = (1 — Athir/Addi chirng) x 100

Trong do:

* I%: phan trim hoat tinh AChE bj tc ché.
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« Athtr va Adbi chimg 14n Iuot 14 d6 hap thu ctia mAu tht va mAu ddi chimg.
c¢) Thir nghiém hanh vi theo mé 16 nudc Morris
| Chuot nhit tring dugc chia ngiu nhién thanh 4 16, mdi 16 10 con:
+L6 1 (Nhém NC: chirg am): chudt udng nudc ct;

+ L6 2 (Nhém SCP, chimg bénh): chuét tiém mang bung scopolamin liéu 0,5
mg/kg va nudc ct;

+L6 3 (Nhém EXT-100) chudt duoc cho udng cao chiét thu dugc theo vi du 1
lidu 100mg/kg thé trong + tiém mang bung scopolamin liéu 0,5 mg/kg;

+ L6 4(Nhom EXT-200) chudt dugc cho uéng cao chiét thu duoc theo vi du 1
lidu 200mg/kg thé trong + tiém mang bung scopolamin lidu 0,5 mg/kg;

Chudt duoc cho uéng ché phém cao chiét thu duoc theo vi du 1 nuée cit hodc
thudc thir trong vong 1 ngay. Dén ngay thir 15, sau 60 phit udng nudc cét hoac thube
thtt, tiém mang bung scopolamin liéu 0,5 mg/kg trong 8 ngay lién tuc.

Mé 16 nudc Morris 1a mot bé nude hinh tron, lugng nudce duy tri & mirc 15
cm, dudng kinh bé 1a 1,1m, chiéu cao 30 cm, nhiét d6 nude duoc duy tri ¢ 25°C,
theo nhiét d6 phong. Bén dd c6 dudng kinh 7,5 cm, lam bang nhua trong sudt,
dugc dit tai mot goc phan tu cia mé 16. Toan b thoi gian chudt cin phai hoc 14 8

ngdy, bao gom:

Bai tap c6 bén db: Bai tap nay dwoc tién hanh trong 7 ngay, chudt s& duoc
luyén tap nhé khodng gian (training trial) khi bén d8 d& duoc dit dudi mat nude 1
cm. Mbi ngay chudt phai tap 3 lan, mdi lan chudt duge dat vao mét trong 3 goc
phan tu con lai ciia mé 16. Néu trong 60 gidy chudt khong tim dugc bén dd, ching
s& duge hudng dan dé tim bén 5. Khi dén dugc bén dd, chudt s& duoc & d6 20
gifly. Khoang céch gifta cac 1an tip 1a 1 phit, trong thoi gian ndy, chudt nhanh
chéng dugc lau khd va sudi 4m. Toan bd qua trinh chudt tap bai duoc ghi lai bing
camera, s6 liéu dugc tinh toan dé biét duoc thoi gian tiém tang dé chudt co thé
tim thdy bén db. S6 liéu mdi ngay s& duoc tinh bang gi4 trj trung binh cta 3 lan

luyén tap doi vai moi chudt.
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Bai tap khong c6 bén dd: Pén ngay thir 8 sau bai tip nhin thdy bén 4,
chudt s& duoc tap thir lai tri nhd (probe trial). Trong bai tap nay, bén db dugc bd
ra ngodi, chudt duroc boi trong mé 16 1 1an duy nhét trong 60 gidy. Chudt s& nhé
lai vi trf ctia bén @b va c6 xu hudng boi 1au hon tai gbc mot phﬁn tu cia mé 10 co
bén d dugc dit tir nhitng ngdy tap trude. Camera s& ghi lai va phan tich thoi gian
chudt boi tai mdi goc phéan tu ciia mé 16.

d) Hoat tinh trc ché peroxy hod lipit trén thé déng nhit ndo chudt

Vao ngay cudi ctia thir nghiém mé 16 nude Morris, chudt bi giét va cin than
thu 14y nfo va rira bang nuéc mudi sinh 1y. Ndo chudt duoc nghién ddng thé trong
dung dich dém chtta 150 mM NaCl, 1.0% NP-40, 50 mM Tris, pH 8.0,1 mM
PMSF (phenylmethanesulfonylfluoride) va chit e ché proteaza. Dung dich dong
thé dugc ly tdm & 3000 vong/phut trong 10 phut & nhiét d6 lanh 4°C. Phan dich
ndi thu duge mang di dinh lvong malondiandehyt (MDA), san phim cua qué trinh
oxy héa lipit mang té bao, & danh gi4 kha nang trc ché qu4 trinh peroxy héa lipit
ctia cao chiét thu duoc theo vi du 1. Phwong phép dwoc tién hanh bang phén tmg
clia malonandehyt véi 2 phan tir 1-methyl-2-phenylindol & 45°C. Lay 0.64 ml 1-
methyl-2-phenylindol 10,3 mM, 0,2 mL mau thir va 10uL butylated
hydroxytoluen 2pg/mL. Sau d6 dem hén hop phan tmg lic déu, thém tiép 0,15
mL HCI 37%. U hdn hop & 45°C trong vong 45 phit va ly tim & 10000 g trong
vong 10 phut. Ly phan dich ndi dem do d6 hép thu & budc séng 586 nm. St
dung 1,1,3,3-tetramethoxypropan dé x4y dung dwdng chuin. Luong peroxit hoa
lipit dugc thé hién bang sé nmol MDA tuong duwong /mg protein.

e) Nghién ctru danh gia doc tinh cip

Trude khi tién hanh thir nghiém, cho chuét nhin 4n qua dém. Chudt duoc
chia thanh céc 16 khac nhau (mdi 16 10 con). Cho chudt uéng cao chiét lidu duy
nhét vé6i lidu ting dan dén khoang 20000 mg cao/kg (lidu cao nhat c6 thé pha
duoc, thiét ké bang cach thém dan nude vao cao dic dén khi thé chét cao c6 dang
léng dé co thé cho chudt udng, cho chudt udng 0,4 ml dich dic) trong ciing mot
thé tich dé xéc dinh liéu thdp nhéat gay chét 100% chudt va lidu cao nhét khong
gay chét chudt (gay chét 0% chudt). Lo thir ubng thubc véi cac mirc lidu ting dan
tir v6i cling thé tich udng 0,4 ml. Nudc cit va thude thi duge dua thang vao da
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day chudt bang kim cong dau ti. Theo ddi tinh trang chung ctia chudt, qua trinh
dién bién bat dau c6 ddu hiéu nhidm doc (nhu co giét, kich dong, run rdy, 1o do...)
va s& lwrong chudt chét trong vong 72 gio sau khi ubng thude.
f) Phuong phép xir Iy s6 liéu

Céc sb lidu dugc biéu thi bang tri s6 trung binh + SEM (Standard Error of
the Mean: Sai s chuin cua gi4 trj trung binh) va dugc xtr Iy théng ké bang phan
mém SigmaPlot 10.0 theo phép kiém One-way ANOVA va Tukey test v6i do tin
cay 16n hon 95% (p<0,05).

Téc dung hd tro ting cuong tri nhé clia ché pham cao chiét thu dugc theo vi
dul

g) Két qua tac dung chdng oxy hoa

Tac dung chéng oxy héa in vitro trén md hinh quét gbc tr do DPPH cua cao
chiét thu dugc theo vi du 1 duoc trinh bay & bang 1.

Béng 1. Tac dung chdng oxy héa in vitro trén md hinh quét gdc tw do DPPH cta
cao chiét thu dugc theo vi du 1

Nong d6 (pg/mL) Phan tram trc ché (1%)

5 4,75+ 1,19

12,5 16,84+ 2,27
25 26,13+ 2,69
50 39,47+ 2,53
125 75,69 + 4,81

250 98,45+ 5,27

ICso 63,37

Tir két qua & bang 1 cho thdy cao chiét thu dugc theo vi du 1 thé hién tac
dung quét gbc tu do DPPH in vitro véi gié tri 1% & ndng d6 50 pg/mL dat 39,47 +
2,53 % va & néng doé 250 pg/mL dat 98,45 + 5,27 %, gié tri ICs tinh duoc 1a
63,37 pg/mL. Két qua cho thdy cao chiét thu dugc theo vi du 1 ¢6 tac dung chéng
oxy hoa tdt.
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h) Két qua tac dung trc ché enzym AChE

Hoat tinh ¢ ché AChE in vitro clia cao chiét thu duoc theo vi du 1 duge trinh

bay & bang 2.
Bang 2. Hoat tinh trc ché AChE in vitro ctia ché phdm cao chiét thu duoc theo vi
dul
Nong do (ug/mL) Phén tram trc ché (I %)

5 6,24 + 1,45

12,5 12,48 £2,45
25 26,27 +£4,21
50 38,14 +4,15
125 74,82 £ 6,42

250 95,31 £4,29

ICs 66,25

Két qua bang 2 cho thiy ché phdm cao chiét thu duoc theo vi du 1thé hién
kha nang trc ché enzym AChE vdéi gia tri 1% & nong d6 50 pg/mL dat 38,14 £
4,15 % va & néng do 250 pg/mL dat 95,31 + 4,29 %, gié tri ICs, tinh dugc 1a
66,25 pg/mL. Két qua cho thiy ché pham cao chiét thu duogc theo vi du 1 cd tac
dung enzym AChE t6t.

i) Két qua thir nghiém hanh vi theo mé 16 nudc Morris

Trén md hinh suy giam nhén thc gy ra bdi scopolamin & chudt nhét da
chi ra ring ché pham cao chiét thu dugc theo vi du 1 1am giam thoi gian tiém tang
tim thay bén dd, tang sd vong boi va thoi gian boi & toa d6 muc tidu. Thoi gian
tiém tang tim thay bén dd ctia nhém chimg 4m giam tir 62,3 gidy xudng 30,2 gidy
trong thoi gian huén luyén, cia nhém SCP 14 tir 64,2 gidy xudng 45,2 gidy, nhém
chudt duoc cho ubng ché phdm cao chiét thu duoc theo vi du 1 lidu 100 mg/kg 1a tir
64,6 gidy xubng 42,2 gidy, va nhém chudt duoc cho udng ché pham cao chiét thu
duoc theo vi du 1 lidu 200 mg/kg 1a tir 63,5 gidy xudng 38,3 gidy trong thoi gian
huén luyén (Bang 3). Trong thir nghiém kiém tra, s6 vong boi va thoi gian boi &
toa d6 muc tiéu duoc sir dung dé danh gia kha nang ghi nhd khong gian cia
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chudt. O nhém ching bénh, chudt c6 sd vong boi va thoi gian boi & toa d6 muc
tiéu giam so véi nhém chimg sinh Iy. G nhém chudt duge cho ubng ché phdm cao
chiét thu dugc theo vi du 1 véi lidu 100 mg/kg va liéu 200 mg/kg cb sb vong boi va
thdi gian boi & toa d6 muc tiéu ting dang ké so v6i nhém chiing bénh (Bang 4).
Két qua cho thiy ché phim cao chiét thu dugc theo vi du 1 c6 tac dung lam ting
d4ng ké kha ning ghi nhé khong gian cia chudt.

Béang 3. Két qua thir nghiém Morris. Thoi gian tiém tang tim thiy bén db trong

vong 7 ngay;
Ngay NC SCP EXT-100 | EXT-200
1 62,3+1,5 64,2+2.4 64,6+2,1 63,5+3,1
3 46,8+2,6 56,5+£2,9 53,243,2 50,5+2,4
5 36,4+3,2 50,3£1,5 46,3+3,5 42,7425
7 30,2+3,4 45,243,5 42,2423 38,3+3,2

"Khdc biét ¢6 y nghia théng ké so véi nhom NC; "Khdc biét ¢6 ¥ nghia thong ké so véi
nhom SCP;

Bang 4. Két qua thir nghiém Morris. Thoi gian boi & toa d6 muc tiéu va s6 vong
boi quanh toa do muc ti€u trong ngay thir nghiém.

Nhém nghién clru Thoi gian boi d toa dd | S& vong boi quanh toa
muc tiéu do muc tiéu
NC 45343,5 3,90+0,25
SCP 19,6442 1,58+0,34"
EXT-100 27,9+3,1% 2,62+0,327
EXT-200 34,544,207 3,2140,267

"Khdc biét c6 y nghia thong ké so véi nhém NC: "Khdc biét c6 y nghia thong ké so vdi
nhom SCP;
k) K&t qua trc ché peroxy hod lipit trén thé déng nhét ndo chudt

Céc gbc tu do tin cong céc axit béo khong no va hinh thanh céc andehyt
electrophin c6 kha ning kich hoat phan @ng rat cao, bao gdm ca malondiandehyt
(MDA) va 4 - hydroxy - 2 — nonenal. MDA duoc sir dung nhu mot biomarker ¢é
danh gia peroxit héa lipit trong co thé. Bang 5 cho thdy lwong peroxit hoa lipit
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trong cac nhom nghién ciru. C6 sy gia ting dang ké néng do6 MDA trong nhém
chimg duong. Ché phdm cao chiét thu dugc theo vi du 1 1am giam dang ké nong do
MDA déng ké so v6i nhém chimg dwong, trong d6 ché phdm cao chiét thu duoc
theo vi du 1 liéu 100 mg/kg lam giam 18,75 % va liéu 200 mg/kg lam giam 28,12 %
so v6i nhoém chimg duong.

Bang 5. T4c dung cia ché phdm cao chiét thu duoc theo vi du 1 trén mo hinh chudt
suy giam trf nhé do scopolamin gay ra d6i véi ndng do lipit héa (MDA) trén md

ndo.
Nhom nghién ctiru MDA (nmol MDA tuong duong /mg protein)
NC 1,8+0,12
SCP 324031
EXT-100 2,6£0,16
EXT-200 2,3+ 0,19

"Khdc biét ¢6 y nghia thong ké so véi nhém NC: "Khdc biét cé Y nghia thong ké so voi
nhom SCP;

1) Két qua doc tinh cip
Triéu ching 14m sang:

Sau khi cho udng lidu cao nhit 20 g/kg thé trong chudt, tit ca chudt giam
hoat dong, di lai cham chap (sau 15 phut), chuét nim cum lai (sau 30 phit), chudt
it an ubng, c6 vé mét (sau 45 phit), sau 60 phat phan nira s§ chudt bét diu an
uéng kha hon va linh hoat trd lai va sau 90 phut chudt hoat dong va an uéng binh
thuong, khao sat dén 72 gio khong c6 chudt chét.

MO kham va quan sat noi tang sau 72 gid ding thudc:

Mb khém tat ca chudt thir nghiém, nhan thiy: co tim binh thudng, toan bd
gan c¢6 mau dé tuoi (hai chudt gan c6 mau dé sam), tui mat da‘“ly, dich méat c6 mau
vang trong, phdi tring hong va rudt tiéu hoa tét (khéng bidu hién bat thuong).

Khao sat vi thé & gan chudt sau 72 gio dung thude:
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Khao sat vi thé gan ctia cac chudt thir nghiém va chudt dbi chiing cho thay:
céc t& bao gan, khoang cira & gan c6 hinh thai binh thuong va mo k& binh thuong;
khéng c6 hién tuong hily hoai té bao gan.

Céc két qua trén cho thay khi cho chudt ubng ché phdm cao chiét thu dugc
theo vi du 1 lidu 20g cao/kg can ning (liéu cao nhét c¢6 thé cho chudt udng) sau 72
gidy, da khong gay chét hoic c6 triéu ching ngd doc. Do dé, c6 thé thy rang ché
phém cao chiét thu duogc theo vi du 1 ¢ pham vi an toan kha rong va van chua
xé4c dinh duoc doc tinh cip va LDs, (Lethal dose 50%).

Hiéu qua dat dugc cia sang ché

Ché pham cao chiét ciia cac cdy Pan sam (Salvia miltiorrhiza Bunge), Dia
hoang (Rehmannia glutinosa Libosch) va Théng dat (Huperzia squarrosa (G.
Forst) Trevis) va cao chiét dang nudc vai lidu 100 mg/kg va 200 mg/kg déu c6 tac
dung hd tro tang cuong tri nhd trén mo hinh do scopolamin gy suy giam tri liéu
0,5 mg/kg & chudt nhit tring. Tac dung dy thé hién thong qua kha ning co tac
dung chdng oxy héa, c6 kha ning tc ché enzym AChE, 1am giam thoi gian tiém
tang tim thay bén dd, ting s6 vong boi va thoi gian boi & toa d6 muc tiéu trong
thir nghiém hanh vi trén mé hinh mé 16 nuéc Morris, e ché peroxy hoa lipit trén
thé ddng nhit nfo chudt. Ngoai ra, v6i lidu cao nhit c6 thé cho udng, ché phim
cao chiét khong thé hién doc tinh cdp. Do d6, sang ché da tao ra dugc ché phim
cao chiét c6 hiéu qua hd tro ting cuong tri nhé va an toan khi sir dung.
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YEU CAU BAO HO

1. Quy trinh san xuat ché phim cao chiét hd trg ting cudng tri nhd bao gdm céc
budc:
i) chuan bi nguyén liéu

thu hai nguyén liéu ré cay Pan sam (Salvia miltiorrhiza Bunge), & va ci
cay Dia hoang (Rehmannia glutinosa Libosch), va phan trén mat dit cdy Thong
dat (Huperzia squarrosa(G. Forst) Trevis), sau d6 phoi kh6 dén d6 4m duéi 13%,
nghién nhé dén kich ¢& nho hon 0,6mm thu dugc bot nguyén licu;
ii) tao hdn hop bdt nguyén liéu

tron cac bot nguyén liéu tir cdy Pan sam, Dja hoang va Théng dit néu trén
theo ty 18 khéi lugng Pan sam : Dia hoang : Théng d4t = 2:1:1, thu dugc hdn hop
bot nguyén liéu;
iii) chiét hdn hop bot nguyén liéu

hdn hop bdt nguyén liéu néu trén dwoc chiét bang nudc, dun trong 1 giod
theo ty 1& hdn hop bot nguyén liéu : dung mdi = 100:2 (g/L), trong d6, viée chiét
nay duoc lap lai 3 1an; va’
iv) chung cét tao ché pham cao chiét

thu gom céc dich chiét & bude iii), loc va l4y phan dich loc, bd sung cac
chét chéng ndm méc bao gdm kali sorbat 0,1% (khéi luong/thé tich) va natri
benzoat 0,1% (khéi lwong/thé tich); cét loai dung méi dudi &p suét giam rdi sdy
trong ti sdy & 45°C t&i khoéi luong khong dbi, thu duge ché phdm cao chiét cua
c4c cdy Dan sam, Dia hoang va Thong dét.
2. Ché pham cao chiét hd tro ting cudng tri nhé thu duoc tir quy trinh theo diém
1.
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Nguyén liéu cdy Dan sam,
phoikhd

Nguyén liéu cdy Dia hoang,
phoikhd

Nghién nho

\ v

A 4

Nghiénnho |

A4

Botbiahoang

Nguyén liéu cdy Thong dét,
phoikhd

Tron cicbot Pan sam, Dia I}oémg, Thong
dattheo ty 1€ 2:1:1 (khoi luong)

A

Nghién nhé

Y
Bot Thong dét

Chiét bangnudc, dun trong 1 gid,

ty 18 hdn hop bot nguyén liéu: dung mdi 100:2 (g/L)

lap lai3 1an

Thu gom céc dich chiét, loc,

Kali, sorbatO,l_%
(khoi lugng/thé tich)

cat loai dung moi dudi 4p suat giam

Say 45°C

l Chéphim cao chiét J
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