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(57) Giai phap hiru ich dé cap dén quy trinh san xuat ché pham cao chiét cua cac ciy

Hoang lién (Coptis chinensis Franch.), cdy Dang sam (Codonopsis pilosula (Franch)

Nannf.), cay Bach truat (4Atractylodes macrocephala Koidz), cay Xoai (Mangifera indica

L. Anacadiaceae) va cdy Nghé (Curcuma longa L. Zingiberaceae) co tac dung diéu tri bénh

viém dai trang mén tinh va ché pham cao chiét thu dugc tir quy trinh nay.
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Linh vue k¥ thuit dwoe dé cap
Giai phéap hitu ich dé cap dén quy trinh san xuat ché phém cao chiét dung dé diéu tri
bénh viém dai trang man tinh tir cdy Hoang lién (Coptis chinensis Franch.), cdy Dang
sam (Codonopsis pilosula (Franch) Nannf.), cdy Bach trudt (Atractylodes
macrocephala Koidz), cdy Xoai (Mangifera indica L. Anacadiaceae) va cdy Nghé
(Curcuma longa L. Zingiberaceae); va ché pham cao chiét thu duoc bdi quy trinh
nay.
Tinh trang ky thuét ctia gidi phap hiru ich

Viém dai trang 13 tinh trang viém nhidm gdy ra cac ton thuong khu tra hodc
lan toa ¢ niém mac dai trang. Viém dai trang gay xuat hién céc vét viem, cac 6 loét,
xudt huyét, 6 ap xe & dai trang, lam ting nguy co ung thu rudt gia. Tinh trang viém
dai trang man tinh thuong kéo dai, kha nang diéu tri khé dit diém va anh hudng rat
l6n dén stc khoe, sinh hoat ctia ngudi bénh. Nguyén nhan dén dén viém dai trang
do nhiém khuan, nhiém trung ¢ dai trang, suy yéu hé mién dich, rdi loan than kinh.
Bach cau trung tinh dong vai trd quan trong trong viéc gdy ton thuong md & bénh
dai trang. Bénh viém dai trang c6 dic trung 1a tang luong 16n bach cau trung tinh &
dai trang, kich hoat clia cdc yéu t6 nhan phién ma-kappa B (NF-xB) va ting cudng
biéu hién ctia cac xytokin tién viém nhur interleukin (IL)-1B, interferon (INF) -y, yéu
t6 hoai tir khéi u (TNF)-0. va enzym cyclooxygenaza (COX)-2 va inducible nitric
oxide synthaza (iNOS) trong céc té bao mién dich. Cac triéu chimg viém dai trang
man tinh nhu dau bung, dau 4m i hoac quén thét timg con doc khung dai trang; rdi
loan dai tién, di ngoai nhiéu lan, nhat la vao budi sang, rdi loan tinh chéat phan,
chuéng bung, ddy hoi, mét moi, an uéng kém, gdy sut can. Cac thude Tay Y duoc

dung dé dicu tri céc tridu ching, nhu thudc chéng viém, thudc khang sinh, khang
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nim, chéng ky sinh tring, thudc giam dau, chéng co thét dai trang. Tuy nhién, cac
thubc Ty Y khong diéu tri dugc dut diém tinh trang viém, bénh tai phat khi ngimg
st dung thube. Viéc st dung céac duogc liéu vira c6 hoat tinh chéng oxy hoa, chéng
viém va khang khuan dé phong va didu tri bénh viém dai trang man tinh ngay cang
duoc quan tdm, do c¢6 dd an toan va hiéu qua lau dai. Cac duoc liéu duge két hop
v6i nhau sé phat huy duoc tac dung t6t hon ting thanh phan riéng biét. Vi dy, xem
chc cong bd don qudc t& s6 CN107693671A, CN107693671A. Tuy nhién, su két
hop gitta cac duge liéu Hoang lién (Coptis chinensis Franch.), Ping sim
(Codonopsis pilosula (Franch) Nannf.), Bach truat (Atractylodes macrocephala
Koidz), cdy Xoai (Mangifera indica L. Anacadiaceae) va Nghé (Curcuma longa L.
Zingiberaceae) ndy dung dé diéu tri bénh viém dai trang man tinh thi chua dugc danh
gia.
Ban chét ciia ky thuit ciia gidi phap hitu ich

Muc dich cua giai phap hitu ich la dé giai quyét cac vén dé néu trén. Do do,
giai phap hitu ich dé cap dén quy trinh sin xuat ché phim cao chiét ctia cac dugc
liéu dung dé diéu tri viém dai trang man tinh gém cac budc:
- bude 1) Chuan bi nguyén lidu;
- budc 2) Tao hdn hop nguyén liéu;
- bude 3) Chiét hdn hop nguyén lidu;
- bude 4) Chung cét tao ché phdm cao chiét.
Giai phap hitu ich cling dé cap ché pham cao chiét thu duoc boi quy trinh nay.
M3 ta chi tiét giai phap hiru ich

Giai phap httu ich quy trinh chiét xuét ché phdm cao chiét ctia cac dugce liu
dung dé diéu tri viém dai trang mén tinh gbm cac bude nhu sau:
- buée 1) chuan bi nguyén lidu cay Hoang lién (Coptis chinensis Franch.), cay Ding
sam (Codonopsis pilosula (Franch) Nannf.), cdy Bach trudt (Atractylodes
macrocephala Koidz), cdy Xoai (Mangifera indica L. Anacadiaceae) va cdy Nghé
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(Curcuma longa L. Zingiberaceae); rira sach, phoi kho dén do am dudi 13%, sau do
thai nhé dén kich ¢& nhé hon 2 cm thi thu dugce nguyén liéu riéng ré cla ting duge
lidu, déu dat tiéu chuin vé sinh an toan thuc phém;
- budc 2) tao hon hop nguyén lidu: bang cach tron cac nguyén lidu tir cdy Hoang
lién, cdy Pang sam, cdy Bach truat, cdy Xoai va cdy Nghé; theo ty 1& Hoang
lién:Dang sdm:Bach truat:Xoai:Nghé 13 20%:20%:20%:20%:20% thu dugc hén hop
bdt nguyén licu; ,
- budce 3) chiét hdn hop nguyén liéu bing cdn c6 ndng dd tir 10%-90%, t6t hon 1a
cdn 30%, dun trong 1-3 gid, tot hon 1a 2 gio theo ty 1é hon hop nguyén liéu:dung
mdi 100:1 (g/L), trong do, viéc chiét nay dugc lap lai 3 lan.
- budc 4) chung cét tao ché pham cao chiét: gop cac dich chiét, loc qua gidy loc, gdp
dich loc, bd sung cac chat chéng ndm méc bao gém kali sorbat 0,1% (khéi luong/thé
tich) va natri benzoat 0,1% (khdi lwong/thé tich); cit loai dung moi dudi 4p suét
giam rdi sdy trong ta sdy & 45°C t6i khéi lugng khong d6i, thu dugc ché pham cao
chiét ctia cac cay Hoang lién, ciy Dang sam, cdy Bach truét, cdy Xoai va ciy Nghé.
Giai phéap hitu ich ciing dé cap ché phdm cao chiét thu duge béi quy trinh néu
trén. Ché pham cao chiét nay chira két hop cac thanh phan duoc liéu tir cac cay
Hoang lién, cdy Péang sam, cay Bach trut, cdy Xoai va ciy Nghé theo ty 16 Hoang
lién:Pang sam:Bach truat:Xoai:Nghé 1a 20%:20%:20%:20%:20%. Ngoai ra, ché
phdm nay con chita cac chat chéng ndm méc bao gdm kali sorbat va natri benzoat.
Ché phdm cao chiét theo giai phap hitu ich c6 thé duoc ding dé san xuét thube hoic
thuc phém bao vé strc khoe co tac dung diéu tri bénh viém dai trang man tinh.
Vi du thwe hién gidi phap hiru ich
Vi du 1: San xut ché phim cao chiét bang quy trinh theo giai phap hitu ich
Thu hai than ré cay Hoang lién, ct ré ciy Pang sdm, phan cii cay Bach truat, 14 cy
Xoai va ct ciy Nghé, rdi phoi kho tat ca dén do 4m dudi 13%, thai nho dén kich c&

nhé hon 2 cm tao thanh nguyén liéu ding dé chiét. Tao hdn hop nguyén liéu gbm
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100 g Hoang lién, 100 g Pang sam, 100 g Bach truat, 100 g Xoai va 100 g Nghé.
Chiét 500g hdn hop nguyén liéu nay bang cdn 30%, dun trong 2 gi® theo ty 1& hdn
hop nguyén ligu:dung moéi 500(g):5(L), lap lai 3 1an. Thu gom cac dich chiét, loc va
ldy phan dich loc; bo sung kali sorbat 0,1% (khdi luong/thé tich) va natri benzoat
0,1% (khéi luong/thé tich); cat loai dung méi dudi 4p suat giam rdi sy trong t0 sdy
¢ 50°C t6i khoi lugng khong doi, thu dugc 45g ché phém cao chiét. Hidu suit dat
khoéng 9,0%.
Téac dung duoc ly

Chudt nhit tring chung Swiss, ca 2 gidng, khoé manh, trong luong 25,0 +2,0
g dé nghién ctru tic dung diéu tri viém dai trang do Vién V& sinh Dich t& Trung uong
cung cap. Pong vat dugc nudi trong diéu kién dy du thirc 3n va nudce ubng tai phong
thi nghiém tur 3-5 ngay trude khi nghién ctru va trong sudt thoi gian nghién ctru. Hoa
chat su dung gy viém dai trang la TNBS (2,4,6-trinitrobenzene sulphonic acid)
(Sigma-Aldrich)
Gay viem dai trang
Chudt bi gay viém dai trang do truyén dich truc tiép cia TNBS (2 mg/chudt trong
50% ethanol) dé gy viém dai trang trén chudt. Nhém chimg diéu tri bang nude mudi
va dugc theo doi trong 14 ngay.
Qud trinh thi nghiém

Chudt nhat duoc chia ngdu nhién thanh 4 nhém, mdi nhém 10 con, duoc didu
tri theo nhu sau:
Nhom I la nhom ching sinh ly;
Nhom II: Nhom ching bénh TNBS;
Nhom II1: TNBS + cao chiét thu duoc theo vidu 1 (100mg/kg, thé trong, dudng ubng)
trong vong 14 ngay;
Nhom IV: TNBS + cao chiét thu duge theo vi du 1 (200mg/kg, thé trong, dudng udng)

trong vong 14 ngay;
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Trong sudt qu4 trinh thi nghiém, chi s6 bénh (DAI) duge do va danh gid. Tai
ngay cudi cua thi nghiém, chudt bi bo déi qua dém, bi giét bing céach sir
dung thuée gay mé lidu cao. Tién hanh m ldy mé rudt, can va ddng nhét trong hé
dém Nonidet-P40 (NP40) lanh gdm 150 mM natri clorua; 1.0% NP-40 va 50 mM
Tris-HCI, pH 8,0. Sau do, ly tam ¢ diéu kién (12000g, 4°C) trong 15 phut rdi thu I4y
phan dich ndi phia trén va bao quan & nhiét do -80°C dén khi phan tich, Nong do
protein dugc phén tich bang phuong phéap Bradford.

Chi 56 bénh (DAI)

Trong lugng co thé, do clmg cua phéan va mau trong phan duge do mdi ngay.
Chi s6 bénh dugc do hang ngay. DAI la gia tri trung binh cta sy giam trong luong,
dd cimg ctia phan va diém sé mau trong phan. Mdi diém dugc x4c dinh nhu sau:
giam trong luong co thé (0:<1%; 1: 1-5%; 2: 5-10%; 3: 10-15%, 4:> 15%), do cung
phén (0 : binh thuong, 2: mém, 4: tiéu chay) va su hién dién hay ving mat ciia mau
trong phan (ghi la: 0, xét nghiém mdu hemoccult am tinh, 2, xét nghiém mau
hemoccult duong tinh, 4, chay médu toan bd). Giam trong luong co thé da duogc tinh
la phan tram chénh léch gitra trong lugng co thé ban diu (ngay 0) va trong
luong co thé bat cir ngay sau do tai thoi diém do.

Két qua vé chi s bénh DAI (bao gém giam trong luong co thé, do cung cia
phan va mau trong phan). O nhitng con chudt & nhém chirng bénh do TNBS giy
viém dai trang, quan sat thdy su mat trong luong co thé va tiéu chay nang voi
phan c6 mau, dan dén sy gia tang cua chi sb bénh (DAI) tir ngay tht 2 tré di, so véi
nhimg con chudt chimg khoe manh. Tuy nhién, gid tri DAI d& giam dang ké
trong nhom III va nhém IV so véi nhém TNBS do tac dung cuia cao chiét.

Hoat tinh myeloperoxidaza

Myeloperoxidaza (MPO) la mot loai enzym dugc tim thiy trong bach ciu
trung tinh. Dénh gid hoat tinh MPO la m¢t chi s6 dé danh gia qua trinh thAm nhap té

bao bach cau vao rudt. Dich déng nhat cta rudt dugc dem dinh lugng MPO. Thém
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dung dich dém kali phosphat (pH 6,0; 625 ml) cha 0,5 mM O-dianisidine
dihydroclorua (D3252 Sigma-Aldrich, Viét Nam) vao 125uL cua phéan dich déng
nhat mé rudt va 0,05% hydro peroxit. Do su thay doi trong hap thu & budc song 450
nm bang may do quang mdi lan 30 gidy trong hon 3 phut. MPO duoc thé hién trong
don vi mdi miligam ma, trong d6 1 don vi twong (g véi hoat tinh can thiét dé phén
huy 1 mmol H,O,/phat /ml & 37°C.

Két qua:

Bach cau trung tinh la nguyén nhan chinh ctia ton thuong mé & bénh viém
dudng rudt. Sau 14 ngay ké tir ngay bat dau diéu tri TNBS, bach cau trung tinh niém
mac thAm nhiém vao rudt duoc xéc dinh gian tiép bang cach do hoat tinh MPO. Mau
nghién ctru dai trang tir nhém chudt diéu tri DSS cho thdy gia tang dang ké hoat tinh
enzym MPO so vo6i nhiing con chudt khée manh & nhém chimg bénh.
Cao chiét da lam giam dang ké hoat tinh enzym MPO ¢ nhom III va nhom IV ¢6 y
nghia thong ké so véi nhém chimg bénh TNBS (Béang 1). Nhu vdy cao chiét ¢ tac
dung lam suy giam muc d6 t6n thuong do TNBS gdy viém dai trang

Bang 1. Két qua danh gi4 hoat tinh myeloperoxidaza

MPO (don vi/mg protein)
Nhom [ (Nhom sinh 1y) 0,5+0,06
Nhém II (ching bénh| 1,6 +0,3"

TNBS)
Nhom 111 1,24 0,2"
Nhom 1V 1,0 +0,2"

"Khdic biét cd Y nghia thong ké so voi nhém I ¥ Khdc biét c6 ¥ nghia thong ké so véi nhom

I

Danh gid cdc xytokin tién viém
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Thé ddng chat md dai trang dugc st dung dé nghién ctu. IL-1B, INF-y va TNF o
cua dai trang dugc xac dinh bang Kit ELISA thuong mai c6 san trén thi trudng va
tién hanh theo huéng dan ctia nha san xuat.

Két qua:

Nong d6 TNF-o, IL-1B, va INF-y dugc ting 1én dang ké do TNBS gay viém dai
trang. Trong nhom III va nhéom 1V, diéu tri bang cao chiét di giam déng ké mirc d6
cua TNF-a, IL-1B, INF-y c6 y nghia théng ké so véi nhém ching bénh II trong mo
dai trang (p <0,05) (Bang 2).

Bang 2. Két qua danh gia céc xytokin tién viém

TNF-a  (pg/mg| IL-1p (pg/mg | INF-y (pg/mg
protein) protein) protein)
Nhom I (Nh(')m 50,5 + 2’8 58,3 + 4,2 62,7 + 7,1
sinh ly)
Nhém II (chimg| 50¢. 5" 185,2+6,1" 175,6 £4,5"
bénh TNBS)
Nhoém 11T 90,2 + 5,8* 120,2 + 7,4* 100,6 + 6,7*
Nhom IV 86,5 + 5,3* 110,8 £5,47 102,2 + 8,17

*Khdc biét ¢é y nghia thong ké so véi nhém I; * Khdc biét ¢6 y nghia thong ké so voi
nhom II;

Hiéu qua dat dwgc cia gidi phap hiru ich

Cao chiét cta cac cdy cay Hoang lién, cay Déng sam, cdy Bach truat, cay Xoai va
ciy Nghé véi lidu 100 mg/kg va lidu 200 mg/kg c6 tac dung diéu tri bénh viém dai
trang man tinh trén md hinh do TNBS gy tén thuong viém dai trang & chudt nhét
trng. Tac dung &y thé hién thong qua lam giam chi s6 bénh DAI, giam hoat tinh
enzym MPO va gidm céc chi 36 tién viém nhu TNF-a, IL-1pB, va INF-y.



3221

YEU CAUBAO HOQ
1. Quy trinh san xuét ché phdm cao chiét ding dé diéu tri bénh viém dai trang bao
gbm céc budc:
- bude 1, chudn bi nguyén liéu cy Hoang lién (Coptis chinensis Franch.), cay Ding
sdm (Codonopsis pilosula (Franch) Nannf.), cdy Bach truat (Afractylodes
macrocephala Koidz), cdy Xoai (Mangifera indica L. Anacadiaceae) va cay Nghé
(Curcuma longa L. Zingiberaceae) bang cach rira sach, phoi kho dén do am dudi
13%, sau d6 thai nho dén kich ¢& nhd hon 2 cm thi thu dugc nguyén liu;
- budc 2, tao hdn hop nguyén liéu bang cach tron cac nguyén liéu tir cay Hoang lién,
ciy Dang sam, cdy Bach truat, cdy Xoai va cdy Nghé, theo ty 1& Hoang lién:Dang
sam:Bach truat:Xoai:Nghé 1la 20%:20%:20%:20%:20% thu dugc hdn hop bot
nguyén liéu;
- budc 3, chiét hdn hop nguyén liéu bing cdn c6 noéng do tir 10%-90%, t6t hon 1a
cdn 30%, dun trong 1-3 gid, tot hon 1 2 gid theo ty 18 hdn hop nguyén liéu:dung
moi la 100:1 (g/L), trong do, viéc chiét nay duoc lap lai 3 lan;
- bude 4, chung cit tao ché phdm cao chiét bang cach gop cac dich chiét, loc qua
gidy loc, gop dich loc, bd sung cac chit chong nAm mdc bao gom kali sorbat 0,1%
(khéi luong/thé tich) va natri benzoat 0,1% (khoi luong/thé tich), cit loai dung méi
dudi 4p sudt giam roi siy trong ti sy & 45°C t6i khéi luong khong doi, thu duge
ché pham cao chiét ctia cac cay Hoang lién, ciy Pang sam, ciy Bach truat, cdy Xoai

va cdy Ngheé.

2. Ché pham cao chiét gdm cac thanh phin Hoang lién, cdy Pang sam, ciy Bach
trut, cdy Xoai va cdy Nghé dung dé diu tri bénh viém dai trang man tinh, trong d6

ché pham cao chiét nay thu duoc tir quy trinh theo diém 1.





