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Linh vie kj thuit dwoc dé cdp

Sang ché dé cap dén quy trinh san xudt phan doan giau flavonoit ctia bai
thudc hitu ich diéu tri bénh dai thdo duong tir Dia hoang (Rehmannia glutinosa
Libosch.), Hoai son (Dioscorea persimilis Prain et Burk.), Duong quy (4ngelica

sinensis (Oliv.) Deils) va Hoang ky (4stragalus membranaceus (Fisch.) Bunge).

Tinh trang ky thudt cia sdng ché

Bénh dai thao duong (BDTD) la bénh rdi loan chuyén hoa glucoza huyét duoc
didc trung boi té bao beta bi ton thuong nén khong thé tao di insulin cho co thé
hodc ¢6 su khang insulin dan dén ting glucoza huyét. Bénh gdy ra nhiéu bién
chimg nguy hiém nhat 1 vé tim mach, mét, than, than kinh. Sy tang glucoza huyét
man tinh s&€ lam tang tinh trang stress oxy hoa (cdng thang oxy hoa) cta té bao, md
va co quan; stress oxy hoa dugc chimg minh chinh la nguyén nhéan cua cac bién
ching & bénh dai thdo duong. Hién nay dugc liéu dugc st dung nhiéu trong viéc
phong ngua va diéu tri bénh dai thao dudng. Viéc két hop cac duge lidu trong mot
hon hop s& phéat huy duoc tac dung tdt hon ting thanh phan duogc liéu riéng biét.
Flavonoit duoc ching minh c6 kha nang bao vé co thé chéng lai cac géc tu do,
khang viém, chong oxy hoa do d6 lam giam nguy co méc bénh déi thao duong. Do
d6, flavonoit toan phan thu duoc tir bai thube co cac thanh phan dugc liéu khéc

nhau sé& c6 tdc dung cho viéc phong va diéu tri bénh dai thao duong.

Bdn chat cia ky thudt cua sang ché
Muc dich cua sang ché 1a dé giai quyét cac van dé néu trén. Do do, sang ché

dé cap dén quy trinh san xuat phan doan giau flavonoit ctia bai thudc gbém cac
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thanh phan Dia hoang, Hoai son, Puong quy va Hoang ky dé didu tri tiéu duong
gbm cac bude:

- bude 1) Chuén bi nguyén liéu;

- buée ii) Tao hon hop nguyén liéu;

- bude iii) Chiét hdn hop nguyén liéu;

- budc iv) Tao phan doan giau flavonoit.

M0 ta vin tit hinh vé

Hinh 1 14 so dd quy trinh san xuat phan doan giau flavonoit cua bai thubc gom Dia
hoang (Rehmannia glutinosa Libosch.), Hoai son (Dioscorea persimilis Prain et
Burk.), Puong quy (dngelica sinensis (Oliv.) Deils) va Hoang ky (Astragalus

membranaceus (Fisch.) Bunge) theo sang ché.

Mo ti chi tiét sing ché

Sang ché quy trinh chiét xuét phan doan giau flavonoit clia bai thude dung dé
diéu tri bénh ddi thdo duong gdm cic bude nhu sau:
- bude i) chuan bi nguyén liéu: thu nguyén liéu gbm ré cay Dia hoang (Rehmannia
glutinosa Libosch.), cii cdy Hoai son (Dioscorea persimilis Prain et Burk.), ré cay
DPuong quy (dngelica sinensis (Oliv.) Deils) va ré cay Hoang ky (Astragalus
membranaceus (Fisch.) Bunge), rua sach, phot kho dén do am dudi 13%, sau do
thai nho dén kich c& nhoé hon 2cm dé thu duge nguyén ligu riéng r€ cua ting duoc
liéu, déu dat tiéu chuin vé sinh an toan thuc phém;
- bude ii) tao hdn hop nguyén liéu: tron cac nguyén liéu thu dugc tir bude 1), trong
d6 Pia hoang, Hoai son, Puong quy va Hoang ky co ty 1€ khéi luong tuong tng la
2:2:1:1 dé thu duoc hdn hop bdt nguyén liéu;
- buée iii) chiét hdn hop nguyén liéu bang con 70% dun trong 1 gio theo ty 1& hon
hop nguyén liéu:dung moéi la 100:1 (g/L), trong do, viéc chiét nay duoc lip lai 3
lan. Gop céc dich chiét, loc qua gidy loc, gop dich loc va thu hdi dung mdi dudi ap

sut giam, sdy kho ¢ 45°C thu dugc cao chiét toan phan.
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- buéc iv) Tao phan doan giau flavonoit: Cao chiét toan phan duogc phan tin vao
nude cat theo ty 1é cao toan phan: nude 100:1 (g/L). Sau do, thém cung mot luong
thé tich dung mdi ete vao, dé lang, tach 16p va thu ldy phan dung méi nudec, 1ap lai
3 lan. Tiép do, thém cung mot lugng thé tich dung moi etyl axetat vao phan nuéc
thu duoc, dé lang, tach 16p va thu ldy phan dung mai etyl axetat, qua trinh nay ldp
lai 3 1an, sau d6 gdp cac dich etyl axetat thu duoc, loc qua gidy loc, va cét thu hdi
dung moi dudi ap suét giam, sdy kho ¢ 45°C thu dugc phén doan giau flavonoit.

Dia hoang co tén khoa hoc la Rehmannia glutinosa Libosch., la mot cay
thudc ho than thao, chiéu cao than tir 10-30 cm, toan cay co long mém va 16ng bai
tiét mau tro tring. Than ré ltc dau moc thing, sau moc ngang, dudng kinh tir 0,4
dén 2-3cm. La moc vong & gbc, it khi thdy & than, phién 14 hinh trimg nguoc, dai 3-
15cm, rong 1,5-6¢cm, dau 14 hoi tron, phai cuéng hep lai, mép la co rang cua mép
mé khong déu, phién 14 c6 nhidu gan ndi & mét dudi chia 1 thanh nhiing mai nho.
Mua ha né hoa mau tim do moc thanh chum ¢ dau canh. Dai va trang déu hinh
chudng, trang hoi cong, dai 3-4cm, mat ngoai tim sam, mit trong hoi vang voi
nhiing ddm tim, 4 nhi v&i 2 nhi 16n. Trong dia hoang co6 glucozit, glucoza va mot
luong nho caroten, alkaloit. Dia hoang c6 tac dung diéu hoa duong huyét, loi tiéu,
tang cuong stc khoé tim mach. Dia hoang duge dung trong bénh dai thdo duong,
thiéu mau, suy nhugc, khuynh huéng chay mau.

Hoai son, ¢ tén khoa hoc 1a Dioscorea persimilis Prain et Burk., ho cu nau
Dioscoreaceae, 1a mot loai day leo ¢ trén mat dét, 6 than ct. Cu cé thé dai 1 mét,
duong kinh 2-10cm voi nhiéu ré con. Than cay nhan, hoi cé gdéc canh, ¢ k& la co
nhiing cu con. L4 don, moc dbi hodc cé khi so le, dau 14 nhon, cuéng hinh tim,
phién 14 dai 8-10cm, rong 6-8cm. Cudng dai 1,5-3,5cm. Hoa duc, hoa céi khic gbe.
Qué kho c6 3 canh va c6 dia. Mua hoa vao thang 7-8. Mua qua vao thang 9-10.
Ngoai tinh bdt, trong hoai son con c6 muxin la mot loai protit nhot, alantoin, axit
amin, acginin, cholin, saponin. Vé cong dung, ngoai viée dung dé an, hoai son 1a vi

thube thuong dung trong céc trudng hop an uong kho tiéu, viém rudt kinh nién, di
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tinh, di dai dém, md hoi trom, dai duong. Theo dong y, hoai son vi ngot, tinh binh,
¢6 tac dung bd ty vi, loi nidu, bd phé than, sinh tan chi khat, binh suyén, sap tinh.
Hoai son thuong dung chita ta ly 1au ngay, tiéu khat, hu lao sinh ho, di tinh, déi ha,
tiéu tién nhiéu lan.

Puong quy c6 tén khoa hoc 1a Angelica sinensis (Oliv.) Deils la mét loai
thuc vat c6 hoa trong ho Hoa tan (Apiaceae), la cay thao song nhiéu nam, cao tur
40cm -1m. Than hinh tru, cé ranh doc, 14 kép xa 3 lan 16ng chim, cudng 14 dai, co
be 6m ly than, mép 14 chia thuy va rang cua khong déu. Hoa tu hinh tan kép, mau
tréng xanh. Qua bé ¢6 ria mau tim nhat. Toan cdy c¢6 mui thom dac biét. BO phan
dung ctia Puong quy 1a ré. Puong quy chia chu yéu 1a tinh dau, cac hop chat
phenol, coumarin, axit hitu co, polysacait, axit amin, caroten, vitamin B12. Duong
quy ¢o6 vi ngot, hoi déng, hoi cay, mui thom, tinh dm; co tac dung bd huyét, hoat
huyét, diéu kinh, thong kinh, dudng gén, tiéu sung, nhuan trang. Trong dong y
thuong dugc dung chita cac chimg bénh: suy nhuge, thiéu méu, tdo bén, cao huyét
ap, kém &n, ra md hdi nhidu, phy nit tac kinh, hanh kinh dau bung.

Hoang ky co tén khoa hoc 1a Astragalus membranaceus (Fisch). Bunge, la
cdy thao song 1au nam, phan nhanh nhiéu, cao khoang 50-70cm. R& hinh tru, duong
kinh 1-2cm, dai va dam sau, dai, kho bé, vé ngoai mau nau do hay vang néu. La
kép 16ng chim 1é, moc so le gOm 15-25 14 chét hinh tring dai, c6 long tréng min &
mat dudi. Cum hoa chum & néch 14, dai hon 14, mang 5-20 hoa mau vang tuoi. Qua
dau det, dau thuodn dai thanh miii nhon, mat ngoai c6 16ng ngén; hat hinh than mau
den. Cac thanh phan c6 hoat tinh sinh hoc thuéc nhom polysaccharit va saponin.
Hoang ky ¢6 tac dung tang cuong chirc nang mién dich co thé, thic day qua trinh
chuyén hoa trong co thé, loi tiéu, tang luc co bop co tim, ha ap, bao v¢ gan. Hoang
ky duoc ding dé chita bénh dai thio dudng, déi budt, dai duc, phu thiing, viém than

man tinh, albumin niéu, 1¢ loét, phong thép, dau xuong.

Vi du thuwe hién sang ché
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Vi du 1: san xuét ché pham cao chiét bang quy trinh theo sang ché: thu héi ré
cl cta cdy Dia hoang, cu cua cay Hoai son, ré cta cay Duong quy va ré cla cay
Hoang ky rdi phoi kho tAt ca dén do 4m dudi 13%, thai nhé dén kich c& nho hon
2cm tao thanh nguyén liéu dung dé chiét. Tao hon hop nguyén liéu gbém 200g dia
hoang, 200g hoai son, 100g duong quy va 100g hoang ky. Chiét 600g hon hop
nguyeén li€u nay bing con 70%, dun trong 1 gid theo ty 1& hon hop nguyén liéu:
dung mdi 13 600(2):6(L), lap lai 3 1an. Thu gom cac dich chiét, loc va lay phan dich
loc; cét loai dung mdi dudi &p suét giam roi sdy trong tu sdy ¢ 45°C t6i khéi lugng
khong dbi, thu duge 65 gam cao toan phan. Cao chiét toan phan duge phén tan vao
600ml nudc cat. Sau do, thém 650mL dung mdi ete vao, dé tach 16p va thu lay
phan dung méi nudc, 13p lai 3 lan. Tiép do, thém 650mL dung moi etyl axetat vao
phan nude thu duoc, dé tach 1op va thu ldy phan dung moi etyl axetat, lap lai 3 lan.
Tién hanh ¢6 quay duéi 4p suat giam loai bo toan bo dung moi etyl axetat, rdi sy
trong ta sdy ¢ 45°C t6i khéi lugng khong ddi, thu duoc 45 gam phén doan giau
flavonoit.

Vi du 2: Tac dung diéu tri bénh dai thdo duong in vivo

Chuot nhét trang ching Swiss, ca 2 gidng, khoé manh, trong luong 25,0 +
2,0g dé nghién ctru tac dung didu tri roi loan lipit méu va bénh dai thao duong do
Vién Vé sinh Dich t& Trung uong cung cap. Dong vat dugc nudi trong diéu kién
day du thic an va nudce ubng tai phong thi nghiém tir 3-5 ngay trude khi nghién
clru va trong sudt thoi gian nghién ctu. Héa chét sir dung 1a Glibenclamide (Viét

Nam), Streptozotocin (Sigma, Singapore).

a) Tac dung diéu tri bénh tiéu dudng in vivo
Gay tiéu duong

Chudt bi gay tiéu duong bang cach tiém mang bung STZ (80mg/kg thé
trong). STZ dugc hoa tan trong dung dich dém natri xitrat 10mM (pH 4,0), nhom
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chimg sinh 1y duoc tiém dung dich dém. Tinh trang bénh tiéu duong duoc xac dinh
bang ndng do glucoza huyét.
Quda trinh thi nghiém

Chuot nhit duoc chia ngau nhién thanh 4 nhom, moi nhom 10 con, duoc

diéu tri theo chuong trinh nhu sau:

Nhém I: 1a nhom chung sinh ly;

Nhom II: Nhom chimg STZ (80mg/kg thé trong, tiém mang bung).

Nhom III: STZ (80mg/kg thé trong, tiém mang bung) + Glibenclamit (Smg/kg,
dudng udng) trong vong 21 ngay.

Nhém IV: STZ (80mg/kg thé trong, tiém mang bung) + cao chiét thu duoc theo vi du
1 (50mg/kg, thé trong, dudng ubng) trong vong 21 ngay.

Nong d6 glucoza duge do trong cic khoang thoi gian xac dinh trong qua
trinh thi nghiém. Tai ngay cudi cta thi nghiém, ldy mau chudt vao éng chira san
heparin. Mau dem ly tdm véi tdc do vong 3000 vong/phut tai 25°C trong vong 15
phut va dem phan tich cac chi s sinh hoa: cholesterol toan phan, LDL-cholesterol,
HDL-cholesterol, triglyxerit dugc do bang cach su dung céc kit cua hing Biosino
Biotechnology Company Ltd. (Beijing, PR China).

b) Phuong phép xu ly s lidu

Céc sb liéu duogc biéu thi bang tri s6 trung binh = SEM (Standard Error of the
Mean: Sai sb chuén cua gia tri trung binh) va duoc xu ly thong ké bing phan mém
SigmaPlot 10.0 theo phép kidm One-way ANOVA va Tukey test v6i d¢ tin cdy lon
hon 95% (p<0,05).
¢) Xac dinh ham luong flavonoit toan phan

Ham luong flavonoit toan phan dugc xac dinh theo phuong phap do quang
duoc tién hanh nhu sau: Thém 50uL (Img/mL ethanol) dung dich méu thu vao
950ul. metanol, roi trén véi 4mL nudce cat va sau d6 thém 0,3mL dung dich NaNO,
5%; dem 0 5 phut, sau d6 thém 0,3mL dung dich AICl; 10%, tién hanh 1 tiép 6
phit. Sau do, thém 2mL dung dich NaOH 1M va nudc cit vira du dén thé tich
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10mL.Tién hanh @ phan tGng 15 phut va do dé hap thu quang & budc séng 510nm.
Ham luong flavonoit toan phan duoc tinh theo duong chuan, st dung quercetin lam
chét chudn. Két qua thu duoc cho thdy ham luong flavonoit toan phan cia phan
doan cao chiét giau flavonoit 1a 348.5 + 3.4 mg quercetin/g cao.

Tac dung diéu trj bénh déi thdo dudng cta ché pham phan doan giau flavonoit thu
duoc theo vidu 1.

d) Két qua tac dung chéng tiéu duong cia cao chiét thu dugc theo vi du 1:

Nong do glucoza trong cac nhom chudt nghién ctru duuoc trinh bay & bang 1
tom tat. Nhom chudt tiéu duong ting dang ké ndng do glucoza huyét khi so sanh
v6i nhom chimg sinh 1y, Nhém chudt tiéu dudong diédu tri bang glibenclamide va
nhém chudt duoc diéu tri bang phén doan giau flavonoit thu dugc theo vi du 1 lidu
50 mg/kg déu giam ndng do glucoza so vai trude khi didu tri va gidm dang ké so
v6i nhém chimg bénh tiéu duong (p < 0,05).

Bang 1. Téc dung cta phan doan giau flavonoit thu duoc theo vidu 1 1én nong

d6 glucoza huyét (mmol/L) trén chudt bi tiéu dudong do streptozotocin

Ngay 0 Ngay 21
Nhom I 6,7+ 1,1 6,£1,2
Nhom 11 15,9+1,4 15,842,17
Nhom 111 15,6413 12,1%1,5
Nhom IV 15,8+1,5 12,8+1,47

Khdée biét ¢6 y nghia thong keé, 'p<0,05 so sanh véi nhom I; D<0,05 so sanh véi
nhom 1.

Béang 2 trinh bay tac dung cta phan doan giau flavonoit thu dugc theo vi du 1
1én néng do lipit mau ctia cac nhom chudt nghién ciru. Nhom chudt duge diéu tri bé“mg
phan doan giau flavonoit thu dugc theo vi du 1 lidu 50mg/kg cé kha ning lam ha
ndng do cholesterol toan phan, triglyxerit va LDL-cholesterol ddng ké so v6i nhom

chirg bénh (p<0,05). Hon nita, phan doan giau flavonoit thu dugc theo vi du 1 lidu
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50mg/kg con c6 tac dung lam tdng dang ké ndng do HDL-cholesterol so véi nhom

ching bénh (p<0,05).

Bang 2. T4c dung cua phan doan giau flavonoit thu dugc theo vidu 1 1én lipit

méu (mg/ml) trén chudt bi tiéu duong do streptozotocin

Nhom Cholesterol toan | Triglyxerit | HDL LDL
phan (mg/ml) (mg/ml) cholesterol cholesterol
(mg/ml) (mg/ml)
Nhom [ 46,7 £3.4 58,4+6,7 429441 16,8+£2,9
Nhém 1l | 85,1+5,7" 08,8+73% | 172435 49,5+2,1"
Nhom 1T | 64,4 +4,8° 72,5562 | 32,1824 28,7433
Nhom IV | 69,5457 7734497 35,7428 34,242,8"

|

Khdc biét co y nghia thong ké, "p<0,05 so sanh véi nhom I; "p<0,05 so sdnh voi
y ng g p p

nhom 11.

Hiéu qua dgt dwoc ciia sang ché

Sang ché di tim ra phuong phap san xudt phan doan giau flavonoit tir bai

thubc dé phat huy dugc tinh hiép dong cua cc thanh phan duge lidu tir cdy dia

hoang, hoai son, duong quy va hoang ky, trong do viéc két hop thanh phan dugc

lidu tir cdy dia hoang, hoai son, duong quy va hoang ky, theo ty 1€ khéi luong

2:2:1:1 1am cho ché phdm phan doan giau flavonoit tir bai thube ¢ hidu qua diéu tri

bénh dai thao duong. Ché pham phan doan giau flavonoit tu bai thube clia céc cay

dia hoang, hoai son, duong quy va hoang ky véi lidu 50mg/kg co tac dung diéu tri

rbi loan lipit mau va bénh déi thao duong do STZ licu 80mg/kg gy ra ¢ chudt nhit

trang. Tac dung 4y thé hién thong qua tic dung giam nong do glucoza huyét,

triglyxerit mdu, LDL-cholesterol, lam tang HDL-cholesterol.
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YEU CAU BAO HOQ
1. Quy trinh san xuét phan doan giau flavonoit hiru ich trong diéu tri dai thao
duong bao gdm céc bude:

- buéc i) chuan bi nguyén ligu: thu riéng re ré cua cdy Dia hoang
(Rehmannia glutinosa Libosch.), ci cua cay Hoai son (Dioscorea persimilis Prain
et Burk.), 1é ctia cdy Puong quy (Angelica sinensis (Oliv.) Deils) va ré cua cay
Hoang ky (4stragalus membranaceus (Fisch.) Bunge), rira sach, phot kho dén do
Am dudi 13%, sau d6, thai nho dén kich ¢ nho hon 2cm dé thu riéng & cua ting
nguyén liéu dugc liéu;

_ bude ii) tao hdn hop nguyén liéu: tron cac nguyén liéu riéng 1& thu duge tu
budc i) theo ty 1€ khdi luong Dia hoang: Hoai son: Duong quy: Hoang ky tuong
ung la 2:2:1:1 dé thu duoc hon hop bot nguyen lidu;

- bude iii) chiét hdn hop nguyén lidu: bang con 70% dun trong 1 gio theo ty
1& hon hop bot nguyén liéu: dung mdi 100:1 (g/L), trong do, viec chiét nay dugc lap
lai 3 lan, gop cac dich chiét, loc qua giéy loc, gdp dich loc va cat thu hdi dung moi
dudi ap suat giam, say kho ¢ 45°C thu dugc cao chiét toan phan;

- bude iv) tao phan doan giau flavonoit: phan tan cao chiét toan phan & budce
iii) vao nudc cat theo ty 1& cao toan phén: nuée 1a 100:1 (g/L), sau do, thém cung
luong thé tich dung mdi ete vao cao chiét toan phan sau phan tan, dé tach 16p va
thu 14y phin dung méi nude, 13p lai 3 1an, tiép do, thém ciing mot luong thé tich
dung moi etyl axetat vao phan nuéc thu dugc, dé tach 16p va thu |y phan dung moi
etyl axetat, qua trinh nay 13p lai 3 lan, sau d6 gdp cac dich etyl axetat thu dugc, loc
qua gidy loc, va cAt thu hoi dung moi dudi ap suat giam, sdy kho ¢ 45°C thu dugc

phan doan giau flavonoit.

-10-
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Hinh 1

Nguyén liéu cay Dia hoang, N"uyen lleu ciy Hoai son, Nguyén lidu cdy Buong quy. | Nguyén ligu cdy Hoang ky,
rira sach, phoi kho B rira sach, phoi kho ria sach, phot kho ‘ | rira sach, phoi kho

- 1 R - ‘
o o
L—WA ey v T‘né\iJ' nho | Thiinho

| Thdinho | ; Thainho | il | :

Nguyén liéu Dia hoang | N;,uyen Jiéu Hoai son | Nguyen l!CJ{SU}Jﬂ g quy | . Né}ﬁ'@f,“ Hodngky |

Tron cac nguyen liéu Dia hmng, Hoal son,
Puong quy, Hoang ky theo ty 18 2:2:1:1

| Chiét bing con 70%, dun trong 1 gid, _
|ty 1& hon hop bot nguyén lidu: dung moi 100:1 (g/L)
| lap lai 3 lan

Thu gom cac dich Chle'[ Ioc i
| cét loai dung mdi dudi ap suat yam

e

Say 0 45"C

l N
r Cao EtOH toan phz‘u

Phan tan cao EtOH toan phén trong nudc,
ty 18 cao toan phan: dung mdi 100:1 (g/L)

Thém luong dung moi ete bang luong
an
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l nudc phan tan cao toan phan, 1ap lai 3 1A
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Thu gom cac dich EtOAc, loc, D1ch nudc

cat loai dung mdi dudi ap sudt giam, sdy ¢ 45°C

Thém cung luong dung méi EtOAc
bang dich nudc thu duoc, 13p lai 3 lin

Phan doan giau flavonoit
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