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(54) QUY TRINH PHAN LAP ASTILBIN CO HOAT TINH CAM UNG TAI TAO XUONG
TU RE CAY THUOC THO PHUC LINH (SMILAX GLABRA ROXB)

(57) Giai phap hitu ich dé cap quy trinh phan lap astilbin c6 hoat tinh cam ung tai tao
xuong tir 1& cdy thuéc Tho phuc linh (Smilax glabra Roxb), trong d6 quy trinh bao gdm
cac bude: thu cao chiét tong sb bang cach xay nho ré cdy Tho Phuc linh thanh bot réi ngam
chiét véi etanol, loai bo dung modi; tao phan doan chiét béng cach cho cao chiét té)ng hoa
lodng voi nudce r6i dem chiét phan doan voi dung méi etyl axetat 03 1an, gop cac dich chiét
phan doan va cit dé loai bo dung moi; phan 1ap astilbin bang cach cho cao chiét phan doan
phan tach trén cot sic thu duoc 9 phan doan tir H1 dén HO, trong d6 phan doan H6 giau
astilbin; va tinh ché astilbin.
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Linh vwe k¥ thuit dwoc dé cap

Giai phép hiru ich dé cap dén mét quy trinh phan 1p astilbin c¢6 hoat tinh cam tng tai

tao xuong tir r& cdy thubc Thd phuc linh (Smilax glabra Roxb).

Bénh lodng xuong dang 14 cin bénh phd bién toan cdu. Lodng xwong 1am ting tinh don
ctia xuwong dan dén d& bj gay, vi thé anh hudng nghiém trong dén strc khoe, cude sdng cia
mdi c4 nhin va ca cong ddng xa hoi. Céc td chirc y té dang rat quan tim va mong mubn cai
thién duoc tinh trang ndy nham ning cao sitc khoe ciing nhu chét luong cude sdng clia con
ngudi. Ty 16 ngudi bi lodng xuong dang ngay mot ting 1én & ca cac nude phat trién va dang
phat trién, dic biét 14 v6i nhitng nguoi c6 tudi. Cac s6 lidu thong ké cho thiy khoang trén
200 triéu ngudi trén toan thé gidi bi bénh nay va khoang 2,8 triéu ngudi Viét Nam dang

miéc phai bénh lodng xuong.

Loang xuong xay ra do su mét can bing gitta sy mat xuong va su hinh thanh xuong,
trong d6 su hinh thanh xuong xay ra chdm hon su mat xuong. Vi vy, cic nghién ciru tap
trung vao viéc tim kiém céc chét c6 hoat tinh 1am ting sy hinh thanh xwong hodc lam giam
sw mét xuwong dé didu tri lodng xwong dang 1a huéng nghién ciru rat duge quan tAm. Phin
16n céc thube trén thi trudong 14 cac tac nhan 1am gidm sy mat xwong. Trong khi d6, chi c6
rat it chit ¢6 kha ning cam tng 1am ting su tao xwong. Thém vao d6, viéc st dung cc
thudc héa hoc hién nay dé xur ly lodng xuong c6 mot s6 han ché vé& hiéu qué cling nhu gay
phan tmg phu khi sit dung 1au dai. Do d6, viéc phét hién va st dung nhitng chit tu nhién c6
kha niing cam Gng tai tao xwong mdi, it gdy phan tmg phu dé x\r ly bénh lodng xwong va
duy tri d6 bén cia xwong 1a hudng nghién ctru méi, c¢6 nhiéu tiém ning tng dung dé xr 1y
bénh lodng xwong cling nhu cac bénh li€n quan khéc.

Céc chét cam tng tai tao xwong c6 kha ning diéu tri bénh thong qua viée e ché hoat
tinh ctia té bao hip thu xuong osteoclast (bone-resorption cell) va kich thich biét hoa té bao

tao xuong osteoblast (bone-forming cell). Hoat tinh nay lién quan dén kha ning lam ting
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hoat tinh enzym alkalin phosphat (ALP) va su khoang hoa & té bao tao xwong. Day 1a nhitng

chi thi phén t quan trong dAu tién duge ding dé sang loc hoat tinh cam tng tai tao xwong.

Hudng nghién ctru dé tim ra cac chét c6 trién vong nhim ting dung trong diéu tri lodng
xuong va cac bénh vé xwong d4 va dang nhan dugc rit nhidu sy quan tAm, chi y. Mot trong
s6 nay 14 c4c nghién ctru vé céc chét tu nhién tlr cac cay dugc liéu. Céc cay thubc s& 1a dbi
tuong rat tiém ning dé phan 1ap va nghién ctru cac chét c6 hoat tinh cam g tai tao xuong

méi, 1am co s& ching minh tic dung cling nhu tmg dung cta ching.

Astilbin 1a mot chit ty nhién chinh thuéc nhém flavonoid trong cay thudc Thd phuc
Linh (Smilax glabra Roxb). N6 c6 hoat tinh {c ché enzym alpha glucosidaza va alpha
amylaza. Ngoai ra, chét nay ciing da dugc phat hién thiy c6 hoat tinh chéng oxy hoa thong
qua tac dung trc ché sy oxy hoa clia hop chit hoa hoc hitu co 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl
(DPPH). M6t sb nghién ciru khéac cho thdy astilbin c6 hoat tinh khdng khudn va trc ché su
phat trién ctia té bao ung thu. Tuy nhién, cho dén nay chwa c6 nghién ciru nao @& cap dén

tac dung cam Gng tai tao xuong cua astilbin.

Trong giai phap hiru ich nay, chung toi @& cap dén quy trinh phan lap astilbin c6 hoat

tinh cam (g tai tao xuong tlr ré cay thudc Thé phuc linh (Smilax glabra Roxb).
Tinh trang ky thuit ctia sang ché

Astilbin 1a mot chét tu nhién co6 trong mot sb thuc vat, dic biét c6 ham lugng cao &
cay thudce Thé phuc linh. C4c nghién ciru truéc ddy da phan 1ap chét nay va ching minh
tac dung khang céc vi khuin gay bénh, chéng oxy hoéa, trc ché cac enzym thiy phan tinh
bdt nhu alpha-glucosidaza va alpha-amylaza. Tuy nhin, chét nay hay ché phdm chtra chit
nay hién nay chua dugc thwong mai hoa dé ding lam thudc hay thuc pham chire ning. Giai
phap hitu ich nay dé cap dén quy trinh phén 14p astilbin tir r& cdy thudc Thé phuyc linh
(Smilax glabra Roxb)va ching minh tac dung cim Gng téi tao xwong cla chit nay trén té
bao nguyén bao xuong osteoblast. 1

Ché phém thu nhan dugc c6 ham lugng astilbin cao va dugc khéng dinh c6 chta
astilbin thong qua phan tich cac phd cong huéng tr hat nhan (NMR) va phd khdi (LC-MS).
Hién nay, nhiéu nghién ciru da dugc tién hanh nhim phén l4p chit nay c6 thé ké dén 1a:Séng
ché c6 sé don: No 1-2014-03769 (2015) ban hanh theo Quyét dinh s6 92/QD-SHTT ngay
05/01/2015 ciia cc tac gid Nguyén Quéc Vuong, Trinh Thi Thanh Van, Vi Vin Chién,
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#ham Thi Hang, Nguyén Thi Hué, Pham Van Cudng, Chau Van Minh da d& cap dén “Quy
trinh diéu ché ché phdm chdng oxy hoéa tir ré Thé phuc linh (Smilax glabra Roxb.) va ché

phdm chéng oxy héa dugc didu ché biang quy trinh nay”.

Bai bao: T. T. T. Van, V. V. Chien, P. T. Hang, P. V. Cuong, N. Q. Vuong (2015)
“Antioxidant activity of extracts and astilbin from the root of Smilax glabra of Vietnam”,
Malaysian'J Chem 17, 12-19. Trong nghién ctru nay, cac tic gia da phén l1ap astilbin st
dung dich chiét phan doan tir etanol, hexan va etyl axetat. Phan doan etyl axetat dugc chay
séc ky trén cot silica gel (n-hexan/EtOAc, theo ti 1& 2/1, v/v) va két tinh lai trong
MeOH/H;O (theo ty 1& 1/1, v/v) rdi tiép tuc st dung cot sic ky dao pha C18 dé thu astilbin
¢6 do sach > 97% phan tich bing HPLC. Céc chét astilbin va phan doan giau astilbin thé
hién hoat tinh chéng oxy hoa tét khi st dung cac phuong phap thir 1a DPPH (SCso dat 24.9
ng/ml), va TBARS (ICso dat 9.45).

Bai bao: Xinyu Zhao, Ruyi Chen, Yueyue Shi, Xiaoxy Zhang, Chongmei Tian and
Daozong Xia (2020), “Antioxidant and anti-inflammatory activities of six flavonoids from
Smilax glabra Roxb.”, Molecules. 25, 52935. Trong cong bb ndy, cac tac gia da phan lap
duogc 6 chét flavonoid tit Smilax glabra trong d6 c6 astilbin sir dung cot séc ky siéu loc

UPLC va danh gié hoat tinh chbng oxy héa va khéng viém in vitro clia cac chét nay.

Bai bao: Nguyen Thi Mai Phuong, Ngo Van Quang, Nguyen Thi Hong Minh, Alan
Maccarone, Stephen G. Pyne (2019), “o-glucosidase inhibitory activity of the extracts and
major phytochemical components of Smilax glabra Roxb.”, Nat Prod J. 10: 26-32. Trong
nghién clru nay, cac tic gia da phan lap chét astilbin tir Smilax glabra Roxb st dung cot
sic ky silica gel v6i dung m6i DCM : MeOH ti 1¢ 8 : 2 va tién hanh két tinh phan doan
nhidu 14n d& thu chét sach. Chét astilbin thu duoc da dugc danh gid hoat tinh trc ché
enzym a-glucosidaza va cho thiy c6 kha ning {rc ché hoat tinh enzym nay cao so voi chét
d6i chung dwong.

Hién nay, chua c6 nghién ctu nao dé cap dén tac dung tai tao xuong cia astilbin. Do
d6, van c6 nhu cdu vé quy trinh phan Iap astlbin nhim khai thdc mot cach hiéu qua ngudn
nguyén lidu ré cy thudc Tho phuc linh vira don gian, hiéu qua, c6 kha néng ap dung

duoc trong thuc tién.
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Ban chit k§ thuit ciia giai phap hiru ich
Muc dich cua giai phap hitu ich nay 13 dua ra quy trinh méi, don gian dé thu nhan chat
astilbin tir r& cdy thudc Thd phuc linh (Smilax glabra Roxb) c6 tac dung cam Gng téi tao
xuong. Giai phap hitu ich dé cap dén quy trinh phan 13p astilbin c6 hoat tinh cam {mg tai
tao xuong tir ré ciy thube Thd phuc linh (Smilax glabra Roxb), trong d6 quy trinh bao gbm

cac budc:

a) thu cao chiét tdng sb bang cach xay nho ré cay Thd Phyc linh thanh bot rdi ngdm
chiét véi etanol 03 1an & nhiét do phong, gop céac dich chiét thu duoc dich chiét tong, cd
quay chan khong & nhiét d§ 45°C, loai bo dung moi dudi ap sudt giam dé thu cao chiét
téng;

b) tao phan doan chiét bang cach cho cao chiét tdng hoa lodng véi nudce theo ti 1€ 1:1
(v/v) rdi dem chiét phan doan v6i dung moi etyl axetat 03 14n, gop cac dich chiét phan doan
va cit dé loai bo dung mdi & nhiét do 45°C dudi ap sudt giam dé thu cao chiét phan doan;

¢) phan lap astilbin bang cach cho cao chiét phan doanphan tach trén cot sic ky sir
dung chét hép phu silicagel pha thuong (c& hat 230-400 mesh., Merck, ti 1€ cao chiét/chét
hdp phu 1a 1:150, w/w), dung moéi rira giai 1a diclometan (DCM)-MeOH theo ty 1€ 8:2
(v/v)etyl thu dugce 9 phan doan tir H1 dén H9, trong d6 phan doan H6 giau astilbin; va

d) tinh ché astilbin bang cach rira nhanh tir 2 dén 3 1an phan doan H6 thu dugc dudi
dang chét két tinh rin, mau tring nga v6i dung mdi n-hexan véi 3 mL dung moi mdi 1an,
loai bo dich rira va dé bay hoi qua dém thu dugc chét két tia mau tring.

MO ta vin tit cac hinh vé

Hinh 1 13 cAu tric cta astilbin from S. glabra (C21H2011; MW=450.

Hinh 2 1a Iya chon h¢ dung moéi cho cot sdc ky silica gel phan tach chét astilbin, trong
d6: A.EtOAc/Acetone (8:3); B. DCM/MeOH (5:3); C. DCM/MeOH(8:2).

Hinh 3 12 kh4 ning sdng sot clia té bao tao xuong osteoblast MC3T3-E1 khi c6 mit ctia
astilbin va ché phdm chira astilbin, trong d6 ddc tinh clia ché phim chtra astilbin (A) va astilbin
(B) trén té bao nguyén bao xwong MC3T3-El.

Hinh 4 13 anh hudng ctia ché phdm (A) va Astilbin (B) 1én hoat tinh ALP ciia t€ bao
nguyén xwong MC3T3-E1.
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Hinh 5 14 anh huéng cua ché phim chira astilbin (A) va chat astilbin (B) 1én hoat tinh
khoéng héa ciia té bao tao xwong MC3T3-EL.

Hinh 6 14 quy trinh phan 14p astilbin c6 hoat tinh cdm ng téi tao xuong
MO ta chi tiét giai phap hiru ich
Sau ddy, giai phap hitu ich s& dugc md ta chi tiét v6i cac phuong an thyc hién cu thé,

tuy nhién, cac phuong 4n nay chi nham muc dich md ta giai phap hiru ich chr khdng nhim

1am han ché pham vi yéu cau bao ho cta giai phap hiru ich.

Quy trinh phan 14p astilbin ¢6 hoat tinh cidm Ung tai tao xuong tu r& cay thudc Thd

phuc linh (Smilax glabra Roxb), trong d6 quy trinh bao gdm céc budc:

a) thu cao chiét tong sd bang cach xay nhé ré cay Thé Phuc linh thanh bt réi ngdm
chiét véi etanol 03 1an & nhiét do phong, gdp céc dich chiét thu dugc dich chiét téng, cO
quay chan khong & nhiét do 45°C, loai bé dung mdi dudi ap sudt giam dé thu cao chiét

téng;

b) tao phan doan chiét bang cach cho cao chiét tdng hoa loang v&i nude theo ti 1€ 1:1
(v/v) rdi dem chiét phan doan v6i dung moi etyl axetat 03 1an, gop cac dich chiét phan doan

va cAt dé loai bo dung mdi & nhiét d6 45°C duéi ap suét giam dé thu cao chiét phan doan;

¢) phén lép astilbin bang cach cho cao chiét phan doanphan tach trén cot sdc ky sir
dung chit hip phu silicagel pha thuong (c& hat 230-400 mesh., Merck, ti 16 cao chiét/chat
hép phu 12 1:150, w/w), dung mdi rira giai la diclometan (DCM)-MeOH theo ty 1€ 8:2 (v/v)
etyl thu dugc 9 phan doan tir H1 dén H9. Trong 9 phéan doan tir H1 dén H9 c6 phan doan
H6 giau astilbin.

Céc tac gia giai phap hiru ich da phat hién dugc dung mdi rira giai DCM-MeOH la
hé dung mdi ¢6 tinh wu nudc cao va khi st dung dung moi nay dé rira giai mot cach tryc
tiép ma khong can dung gradient. Bing cac thuc nghiém céc tic gia da tim ra ty 1€ DCM-
MeOH 1a 8:2 (v/v) 1 ty 1& tdi wru cho phép phan tach higu qua tdt nhit chat astilbin tir cao
chiét etyl axetat va thanh phan cac chét dugc phan tach rd rang, chét astilbin c6 gia tri Re
phit hop dé chay sdc ky cot va tach biét rd rang véi cac chét khac.

d) tinh ché astilbin bang cach rira nhanh tir 2 dén 3 14n phan doan H6 thu dugc dudi
dang chét két tinh rin, mau tring nga v6i dung mdi n-hexan véi 3 mL dung moi mdi 1an,

loai bé dich rira va dé bay hoi qua dém thu dugc chit két tia mau tring.
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Chét astilbin thu dugc da duoc khing dinh ciu tric bang phd NMR va HPLC-MS.
V6i quy trinh nay, hiéu suat thu hdi chét astilbin dat khoang 0,3% va hiéu suit thu hoi ché
phim chira astilbin dat khoang > 1%.

Vi du thie hién sang ché
Vi du 1: Quy trinh phan 1ap astilbin tir ré cay thudc Thd phuc linh (Smilax glabra Roxb)

Tir 1000 g bot r& Thd phuc linh duge ngdm trong etanol & nhiét 4 phong, sau khi loai
dung moi dudi ap suét thip bing méay cd quay chan khong & nhiét do 45°C, mau cao con
tdng s thu duoc 1a 20 g. Sau dé, cao cdn duge tach chiét voi dung moi etyl axetat bang
cach hoa tan vao nuée theo ti 18 1:1 rdi chiét 14n luot véi dung mdi nay 3 1an dé thu dugc
11,26 g cao phan doan etyl axetat. Day chinh la ché phim c6 chira chit astilbin chit yéu
duoge xac dinh bang sic ky 16p méng (TLC) va khdi phd.

Dé tién hanh tinh sach astilbin tir phan doan EtOAc, phuwong phap sdc ky cot silica gel
da duoc stir dung. Hé dung moi phu hop cho chay cot sdc ky phan doan EtOAc da dugc xéac
dinh dya trén sic ky dd chay TLC cia mau trong cdc hé dung mdi khac nhau la
EtOAc/Axeton ti 1€ 8:3; DCM/MeOH ti 1€ 5:3 va DCM/MeOH ti 1€ 8:2. Két qua chay TLC
trén Hinh 2 cho thdy hé dung mdi DCM/MeOH ti 1¢ 8:2 12 phd hop nhét @ phéan tach chét
quan tam trong dich chiét phan doan nay vi thanh phan cic chét dugc phan tach rd rang,

chét astilbin c6 gié tri R¢ pht hop dé chay sic ky cot va tach biét 1 rang véi céc chét khac.

Cot chay séc ky ¢6 kich thude 6 x 80 cm, dugc rira trong hé dung moi 80% DCM :
MeOH theo ti 1€ 8:2. Cac phan doan rua chiét 5 ml dugc thu lai va chay sic ky 16p méng
(TLC) dé theo dbi sy xuét hién ctia cac chét phan tach ra khoi cot. Cac phan doan sic ky
sau d6 dugc ddn lai dya trén két qua TLC thu dugc. Trong thi nghiém ndy, 9 phén doan
khéc nhau ky hiéu 1a F1-F9 da dugc thu lai. Tai phan doan F6, chét két tinh rén, mau tréng
nga da dugc hinh thanh.

Chét két tinh thu dugc sau d6 duoc rira nhanh v6i dung mdi n-hexan va tién hanh
chay TLC sir dung hé dung mdi DCM:MeOH (8:2) va EtOAc:MeOH:H,O (8,5:1,0:0,5) -
dé xac dinh d6 sach cua chit thu dugc. Két qua cho théy chi con mot vach duy nhét trén
ban sic ky ching t6 chit astilbin thu dugc da tinh sach (450 mg). Két qua do HPLC chét
astilbin thu dugc st dung chét chuén (thwong mai) cho théy astilbin da duoc tinh sach véi
d6 sach dat > 98%.
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pé khéng dinh céu truc cta chét thu dugc 12 astilbin, phé NMR 1H, 13C va céc phé
2D cua chét nay da dugc do, phan tich, déng tho1 so sanh vadi tai liéu tham khao. Két qua

phan tich d4 khing dinh chét tinh sach dugc 12 astilbin.

Vi du 2. Thu nhan chét astilbin va ché pham chira chit astilbin tir r& cdy thudc Thé phuc
linh (Smilax glabra Roxb)

1. Chuén bi phan doan chira astilbin (ché pham chira astilbin)

Nguyén li€u & dang bdt min (3 kg) dugc chiét rat theo ti 1& 1 kg nguyén lidu: 3 lit dung
mdi etanol. Tir 3000 g bot ré Tho phuc linh duge ngam trong etanol & nhiét o phong, sau
khi loai dung mdi ¢ nhiét do 45°C dudi ap suét thip bing may cit quay chan khong, mau
cao cdn tong sd thu dugce 12 62 g. Sau d9, cao cdn duge tach chiét véi dung moi etyl axetat
bang cach hoa tan vio nuéc rdi chiét 1an lugt v6i dung méi nay 3 1an dé thu duogc 25,6 g
cao phéan doan etyl axetat c6 chua chét astilbin chi yéu dugc xac dinh bang sic ky 16p
moéng (TLC) va khéi phd.

2. Phén tach chét trén cot sic ky silica gel

Phén doan etyl axetat d3 dugc dua 1én cot sc ky silica gel ¢6 kich thuéc 10 x 70 cm.
H¢ dung mdi phu hop dé tach chit quan tAm trén cot silica gel nay da dugc thir nghiém va
lya chon 1a DCM: MeOH theo ti 1¢ 8:2. Cac phan doan rira chiét 5 ml dugc thu lai va chay
sic ky 16p méng (TLC) st dung hé dung méi chay cot (DCM:MeOH véi ty 1€ 8:2) dé theo
doi su xuét hién cua cac chét phén tach ra khdi cot. Cc phan doan sic ky sau do duoc don
lai dua trén két qua TLC thu dugc. Trong thi nghiém nay, 9 phdn doan khac nhau ky hi¢u
1a F1-F9 d3a duoc thu lai. Tai phan doan F6, chét két tinh rin, mau tréng nga da dugce hinh
thanh.

3. Thu nhén chét astilbin sach béng két tinh phan doan

Chét két tinh thu dugc sau d6 duoc rira nhanh v4i dung méi metanol va tién hanh
chay TLC st dung hé dung méi DCM:MeOH (8:2) va EtOAc:MeOH:H-O ( 8,5:1,0:0,5)
d& x4c dinh do sach cua chit. Két qua cho thdy chi con mdt vach duy nhét trén ban sic ky
chiing to chit astilbin thu duoc da tinh sach (1,34 g). Két qua do HPLC chét astilbin thu
duogc st dung chét chudn (thuong mai) cho thdy astilbin d4 duoc tinh sach véi do sach dat
> 98%.
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Pé khing dinh cAu tric ctia cht thu duge 13 astilbin, phé NMR 1H, 13C va cac phd
2D ctia chit nay da dugc do, phan tich, ddng thoi so sanh véi tai liéu tham khdo. Két qua

phén tich da khing dinh chét tinh sach duogc 12 astilbin.
Vi du 3. Banh gia ddc tinh cta astilbin va ché pham chtra astilbin trén dong té bao thuong

Kha ning sdng sot 4c1’1a té bao tao xuong osteoblast MC3T3-E1 dugc déanh gia bing
phuong phap MTT. Tu két qua nay, ndng do chit ma khong lam anh hudng dén su séng
s6t clia té bao s& duoc sit dung cho cac nghién ctu in vitro tiép theo dé danh gia anh hudng
ctia chit quan tAm dén su biét hoa t€ bao tao xuong osteoblast MC3T3-El. Té bao MC3T3-
E1 dugc nudi trong moi truong DMEM c6 bd sung 10% FBS (fetal bovine serum) trong
bé 1 nhiét 37°C va 5% CO2. Su biét hoa té bao dugc thuc hién trong moi trudng osteogenic
differentiation medium (ODM) bao gbm DMEM chira FBS 5%, penicillin-streptomycin
1%, ascorbic acid 100 pg/mL, dexamethasone 10 nM va B- glycerophosphate10 mM. Té
bao sau d6 duogc xir Iy bang astilbin va ché phdm chira astilbin & cac ndng d6 khac nhau.
Sau khi 0 va xir 1y trong 48 gid, mdi truong duoc loai bd va cac té bao duoc 1 v6i dung
dich 0,5 mg / mL MTT trong 4 gio & 37°C va 5% COa. Cac s6 liéu vé kha nang song sot
clia té bao dugce tinh theo phin trim so véi nhém khong duoc xur 1y (d6i chimg). Két qua
dugc trinh bay dudi dang gia tri trung binh + SD,n =3, p <0.5. Cac két qua thu dugc trong
Hinh 3 cho thdy cic ndng d¢ astilbin va ché phdm chira astilbin 5, 10, 25 va 50 pg/mL déu

khong anh huéng dén do sdng cua té bao.

Vi du 4. Danh gi4 4nh hudéng cua ché phim chta astilbin va chét astilbin 1én hoat tinh

ALP cua té bio tao xuwong

ALP 1a chi thi quan trong biéu hién qué trinh tai tao xwong. Vi thé, anh hudng cia
ché phdm va Astilbin 1én hoat tinh ALP cua té bao nguyén xuong MC3T3-E1 da duoc danh
gia.

Dé danh gia hoat tinh ALP, té bo MC3T3-E1 dugc nudi cdy trong dia 24 giéng trong
moi truong DMEM c¢6 bd sung 10% FBS. Moi trudng nudi chy sau d6 dugc thay thé bang
moéi truong DMEM méi ¢ bd sung cht nghién ctru, hodc khong bd sung nhiing chét nay
dé 1am dbi chung va 0 trong 48 gid. Sau do, té bao dugc rira véi dém PBS két hop véi dém
cacbonat (pH 10.3) 25 mM c¢6 chira 0.1% Triton X-100. Tiép theo, té bao duoc 1 trong 1
gid & 37°C v6i dém cacbonat 250 mM c6 chira 1,5 mM MgCla va 15 mM p-NPP. Véi sy
hién dién cua ALP, chit p-NPP (para-nitrophenol phosphate) s& duoc chuyén di thanh p-
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nitrophenol (¢c6 mau vang) va phosphat v6 co. Sau do, hoat tinh ALP trong cac mau dugc
do & budc song 405 nm bing may do quang phd. Hoat tinh ALP dugc xac dinh dua theo

cong thue:

A — Ao

Hoat tinh ALP (%) = x100%

Trong do:
- A 1 d6 hép phu ctia té bao dugc bd sung chat nghién ctru,
- Ao 1a @6 hp phu cia té bao khong duoc bd sung chét nghién ctru

Trong thi nghiém nay, té bao duoc xir Iy v6i ché phén} va chét astilbin & cac nong do
r \ * \ *
khac nhau. S4 lieu v& hoat tinh ALP dugc tinh theo phéan tram so véi mau khong duge xur
Iy (d6i ching). Két qua minh hoa & hinh Hinh 4 cho thdy cdc mau nghién ctru astilbin va
ché phdm chtra astilbin c6 tac dung kich thich hoat tinh enzym nay. Astilbin da lam tang
8%, 18%, 22% va 1% ¢ cac néng do 5, 10,25 va 50 pg/mL.

Vi du 5. Danh gi4 anh huéng ciia ché phim chira astilbin va chét astilbin 1én hoat tinh

khoang héa cua té bao tao xuong

Su khoang héa nén 13 giai doan cudi cing trong qua trinh biét hoa nguyén bao xuwong
duoc dic trung bdi sy ling dong canxi. Trong thi nghiém nay, viéc xac dinh mac d6 khoang
hoa duogc thuc hién d6i voi ché phém chura astilbin va hgp chét astilbin. Té bao MC3T3-
E1 dugc nudi ciy trong moi truong DMEM c6 bb sung 10% FBS ¢6 chira vitamin C (50
ng / ml) va B-glycerolphosphate (10 mM) trong 2 tudn c6/khdng co chit nghién ctru & cac
néng d6 khac nhau va sau d6 nhudm v6i 40 mM Alizarin red-S (pH 4,2) trong 1 gio. Cac
té bao bi phan huy trong 15 phut véi 10% xetylpyridi clorua trong dung dich dém natri
phosphat 10 mM (pH 7,0). Sau d6 su hinh thanh canxi dugc quan sat va xac dinh bang
phuong phép do quang phd & budc séng 562 nm. S liéu vé hoat dong khoang hoa dugc
tinh theo ty 1& phan tram so véi mau khong dugc xt ly (d6i chung). S liéu trong Hinh 5
chi ra ring ca hai mau déu tang cudng hoat dong khoang hoa theo cach phy thude vao ndng
d6. Déi v6i astilbin, hoat tinh dugc ting cuong 1én dén 14%, 20%, 41% va 44% & céc nong

do twong ung 13 5, 10, 25, 50 ug_/ mL.
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Hiéu qua dat dwge ciia gidi phap hiru ich

Quy trinh phén 14p astilbin theo giai phap hitu ich thu dugc astilbin ¢6 do tinh sach
dat trén 98% tir tir & cdy thudc Thd phuc linh.

Quy trinh phén 14p astilbin theo giai phap hitu ich thyc hién don gian thich hgp st
dung trong linh vuc thuc pham hoic y té dé nghién ctru tmg dung chiing trong didu trj cac
bénh lién quan dén xuong.

Quy trinh theo giai phap hitu ich cho phép tan dung dugc ngudn nguyén liéu 1a ré cay
thubc Thé phuc linh, tir d6 c6 thé phat trién dugc ngudn nguyén liéu theo huéng bén viing,
két hop tréng ring va khai thac c6 hiéu qua, nén con c6 hiéu qua lau dai vé& mit kinh té, xa

hoi.

-11-



3456
Yéu ciu bao hd

1. Quy trinh phén 14p astilbin c6 hoat tinh cam ung tai tao xuong tur r& cay thudc Thd phuc

linh (Smilax glabra Roxb), trong d6 quy trinh bao gbm cac budc:

a) thu cao chiét tong sb bang cach xay nho ré cay Thd Phuc linh thanh bot rdi ngdm
chibt v6i etanol 03 1in & nhiét d6 phong, gdp cac dich chiét thu dugc dich chiét tong, cd
quay chin khong & nhiét 49 45°C, loai bé dung mdi dudi ap sudt giam dé thu cao chiét

téng;

b) tao phan doan chiét bang cich cho cao chiét tong hoa lodng véi nudce theo ti 1€ 1:1
(v/v) r6i dem chiét phan doan v6i dung mdi etyl axetat 03 14n, gop céc dich chiét phan doan
va ct dé loai bo dung moi & nhiét do 45°C dudi ap sudt giam dé thu cao chiét phan doan;

¢) phén lap astilbin bang cach cho cao chiét phan doanphan tach trén cot sdc ky st
dung chit hip phu silicagel pha thudng (c& hat 230-400 mesh., Merck, ti ¢ cao chiét/chit
hép phu 1a 1:150, w/w), dung méi rira giai 1a diclometan (DCM)-MeOH theo ty 1¢ 8:2
(v/v)etyl thu dugc 9 phan doan tir H1 dén H9, trong d6 phan doan H6 giau astilbin; va

d)tinh ché astilbin bing c4ch rira nhanh tir 2 dén 3 1an phan doan H6 thu duoc dudi
dang chét két tinh rin, mau tring nga v6i dung moi n-hexan v6i 3 mL dung moi mdi 1an,

loai bo dich rira va dé bay hoi qua dém thu duoc chét két tia mau tréng.
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