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(57) Sang ché dé cap dén phuong phap san xudt chiét pham ruou va phan chiét dung moi
ctia né tir can chiét siéu t6i han tir ciy tong quan su, giau oregonin. Chiét pham va phan
chiét duogc tao ra tir can chiét siéu toi han tir cay tong quan su boi phuong phap theo sang
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hoat chat trong cac thudc chéng di tng va thuc pham.
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Linh vwe ky thuit dwoc dé cap
Sang ché @ cap dén phuong phap san xuét chiét phdm giau oregonin tir

cay tong quén su (danh phép khoa hoc: Alnus).

Tinh traﬁg ky thuit ciia sang ché

D3 biét ring loai ciy tong quén su thudc ho Bach duong (Betulaceae)
dugc phéan bd & Béc ban céu, bao gém Han Quéc, M¥, Nhat Ban, va Trung
Québc, va ¢ 17 loai tong quéan st, ké ca Alnus japonica Steudel, moc hoang &
Han Qudc (1, 2). Céc hop chét dic trung nhét c6 trong ciy tdng quan su 1a cac
hop chit nhém diarylheptanoid, va nhidu nha nghién ctru da phat hién ra ring
cac hop chét nay ton tai trong cdy tdng quan su. Ngoai ra, nhiéu nha nghién ctru
trén thé gidi da cong bd mot sb6 nghién ctru duoc thuc hién bing cach sir dung
oregonin lam chét chi thi sinh hoc, cho céc nghién ctru phéan loai hoa hoc thuc
vét cla cdy téng quén su, bao gém mdt sb cong bd vé viéc xac dinh ciu trac cia
oregonin ma 1a mot diarylheptanoid glycoside phan 14p duoc bang cach theo doi
cac chit chuyén sang mau nau do khi cdy thudc loai téng quan st (4. rubura, A.
hirsuta, or A. japonica) bi cit (3-16).

Déng thoi, da c6 cong bd ring cac diarylheptanoid phan 14p dugc tir cdy
tbng quan su c6 nhidu tac dung khac nhau, bao gdm tac dung chéng oxy hod,
céc tac dung chdng tiéu chay va chéng ung thu, tac dung trc ché su ting sinh cua
dong té bao u 4c tinh cia chudt B16-F10, tac dung (e ché su san sinh NO
(Nitric Oxide), tac dung trc ché xyclooxygenaza-2, tac dung chéng viém da béi

tac dong lam chét e ché 5-lipoxygenaza, tac dung tc ché két tap tiéu cau, chét
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trc ché PKC alpha, hoat tinh c ché hinh thanh khéi u, hoat tinh tc ché cac hoat
tinh enzym khéc nhau trong qud trinh sinh téng hop prostaglandin, tic dung
khéang khuin, tac dung bao vé gan, va céc tic dung tuong tu. Trong nhitng nam
gan ddy, lién quan dén tac dung chéng di tng, cic nghién ciru vé cac hoat tinh
sinh ly in vitro va hoat tinh sinh ly dugc thuc hién trén chudt NC/Nga da dugce
cong bd. Ngoai ra, tac dung chdng rung toc va cac tdc dung tuong tu da duogc
phét hién bing cach gy ra sy mat cin bing oxy hod & ngudi trong cac t& bao
nhu da ctia ngudi va sau d6 x4c minh kha nang clia oregonin trong viéc diéu hoa
su chét theo chuong trinh cua té bao. Do d6, 1a mot hop chét dai dién cho cac
chét hoat tinh hodc cac chit chi thi sinh hoc cia cay tong quan su, oregonin
thudc nhém diarylheptanoid da thu hat sy cha y dic biét (17-27). Do do,
phuong phap chiét ham lrong cao ctia oregonin, 12 diarylheptanoid glycoside,
ma d3 dugc chi ra 13 ¢6 nhiéu tac dung sinh ly khac nhau va dwoc danh gia 1a
mot hop chéit ¢6 hoat tinh hitu ich, c6 y nghia Ién trong viéc st dung tdi da céc
ngudn tai nguyén hiru ich.

Céc tai lidu sang ché va céc tai liéu duoc trich d4n néu trong phan mé ta
dugc két hop vao ban md ta nay & cing mot mire d6 ctr nhu 1a mdi tai liéu nay

dugce chi rd mot cach riéng biét va rd rang bang cach vién.

Tai lidu sang ché
Cong bd don yéu cau cap patent Han Qudc No. 10-2009-0061128
Patent Han Quéc No. 10-1756020

Cong bd don yéu cau cap patent Han Qudc No. 10-2018-0085636

Ban chit ky thuit cia sang ché
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Céc tac gia sang ché di cd ging nghién ctru dé phat trién mot phuong
phép tao ra mot hoat chét hiru ich tir cdy tdng quan st bang cong nghé chiét siéu
t6i han. Két qua 13, cac tac gia sang ché da phat hién ra ring chiét pham thu
dugc boi viée chiét tiép béng dung méi rugu cin chiét siéu tGi han tir cay téng
quan st dugc tao ra sau khi chiét sidu t6i han cdy téng quan su, gidu oregonin,
nhd d6 hoan thanh sang ché nay.

Do d6, muc dich ciia sang ché 1a d& xuit phuong phap san xut chiét
pham giau oregonin tir cdy tdng quan stl.

Mot muc dich khic cua sang ché 1a d& xuit chiét phdm ruou va phan
chiét dung moéi cta n6 tir can chiét sidu t6i han tir ciy téng quan st giau
oregonin.

Muc dich khéc nita ctia sang ché 1a d& xuat ché phdm chdng di ung chura
chiét pham hoic phan chiét dung méi ctia n6 néu trén.

Céc muc dich va cac ddu hiéu khac ciia sang ché s& duoc hiéu r5 hon qua
phan mé ta chi tiét sang ché, cac diém yéu ciu bao ho kém theo va cac hinh vé.

Pé dat dugc cac muc dich néu trén, sang ché dé xuét phuong phép san
xut chiét pham chira oregonin, phuong phép nay bao gdm cic budc: (a) chiét
siéu tGi han cay téng quan su dé thu duoc can chiét siéu t6i han; va (b) tao ra
chiét phém rugu cia cin chiét siéu téi han tir cay téng quén su da tao ra.

Sang ché ciing dé xudt chiét phim ruou hodc phin chiét dung méi ciia nd
tir cin chiét siéu t&i han tir cdy téng quan su, né duoc tao ra béi phwong phéap
theo sang ché va chira oregonin.

Sang ché ciing dé xuét ché phim ngin ngira, 1am thuyén giam hodc didu

tri triéu chimg di tng, chira chiét pham hosc phan chiét dung mai.

M0 ta van tat cac hinh vé
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Fig.1 thé hién cong thirc cAu tric hod hoc ctia oregonin.

Fig.2 thé hién sic ky d6 HPLC (100 t6i 1000 ppm) ctia oregonin.

Fig.3 thé hién duong cong cin bing va phuong trinh hdi quy tuyén tinh
clia oregonin.

Fig.4 thé hién sic ky dd HPLC cua chiét phAm nuéc néng tir canh cay
Alnus sibirica.

Fig.5 thé hién sic ky dd6 HPLC ctia chiét phdm etanol 60% tir canh ciy
Alnus sibirica. |

Fig.6A thé hién sic ky dd HPLC chiét phidm etanol 60% cua cin chiét
siéu t&1 han tur canh cay Alnus sibirica.

Fig.6B thé hién sic ky dd HPLC cta phan chiét etyl axetat cia chiét
phém etanol 60% tir cin chiét siéu tGi han tir canh cay Alnus sibirica.

Fig.7 thé hién céac két qua TLC ctia cac chiét phdm khéc nhau tir canh ciy
Alnus japonica.

Fig.8 thé hién cac két qua xac dinh hoat tinh tdy gbc DPPH cua chiét
phim etanol 60% (AJSCFR) va phin chiét dung méi etyl axetat clia né
(AJSCFREA) clia cin chiét siéu t6i han tir canh ciy Alnus japonica.

Fig.9 thé hién céc két qua xdc dinh hoat tinh tdy géc ABTS cta chiét
pham etanol 60% (AJSCFR) va phin chiét dung méi etyl axetat ciia no
(AJSCFREA) ciia can chiét siéu t6i han tir canh ciy Alnus japonica.

Fig.10 thé hién cac két qua x4c dinh kha ning ton tai cia té bao ciia dong
té bao dai thuc bao thd 264.7 véi sy cd mit cia chiét phém etanol 60%
(ASCFR) ctia can chiét siéu téi han tir canh cdy téng quéan sti. Kha nang ton tai
ctia t& bao duoc xac dinh bang thir nghiém MTT. Céc két qua thir nghiém duogc
thé hién theo % hé s6 hap thu ddi ching. Cc tri s6 xac dinh dugc dugc thé hién

theo tri s6 trung binh £ SD (dd 1éch tiéu chuén) cua ba thir nghiém (p <0,05).
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Fig.11 thé hién cac két qua xac dinh hoat tinh tdy NO cta chiét pham
etanol 60% ctia can chiét siéu t6i han tir canh cay tong quan sii (ASCFR) trong
dong té bao dai thuc bao tho 264.7.

Fig.12 thé hién cac két qua xac dinh kha ning t6n tai cua té bao ciia cac
té bao RBL-2H3 v6i su ¢6 mat cua chiét phém etanol 60% (ASCFR) cua can
chiét siéu t6i han tir canh cdy téng quan so. Kha ning ton tai cia té bao duoc
x4c dinh bang thir nghiém MTT. Céac két qua thir nghiém duoc thé hién theo %
hé sb hép thu d6i ching. Céc tri sb x4c dinh dugc duge thé hién theo'tri sd trung
binh + SD cuia ba thir nghiém (p <0,05).

Fig.13 thé hién cac két qud xac dinh hoat tinh Uc ché su tiét B-
hexosaminidaza cua chiét phém etanol 60% cta cin chiét siéu t6i han tir canh

cay téng quén st (ASCFR).

M5 ta chi tiét sang ché

Tiép theo, séng ché s& dugc md ta mot cach chi tiét.

Theo mdt khia canh ciia sang ché 1a @& xuét phuong phap san xuét chiét
pham chira oregonin, phuong phap nay bao gdm cac budc: (a) chiét siéu téi han
cay téng quén su dé thu duogc can chiét siéu t6i han; va (b) tao ra chiét phém

rrgu ciia cin chiét siéu t6i han tir cdy tong quén st d4 tao ra.

Budc (a): Budc chiét siéu t6i han cdy tong quan st dé thu duge cin chiét siéu
téi han

Theo sang ché nay, cdy tong quan su dau tién dugc chiét siéu téi han dé
thu duoc cin chiét siéu t6i han.

Khi dugc sir dung trong ban md ta, thuat ngir “cdy tdng quan su” dugc

ding dé chi cay tdng quan su thudc ho Bach duong (Betulaceae).
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Céc vi du vé cdy téng quan si duoc st dung theo sing ché bao gdm,
nhung khong nhim gidi han &, A. borealis Koidz., A. firma, A. firma var.
hirtella Franch. & Sav., A. japonica, A. japonica var. arguta Call, A. japonica
var. koreana Callier, A. japonica var. serrata Nakai, A. japonica var. reginosa
Nakai, A. hirsuta for. glabra T. Lee, A. mandshurica (Callier) Hand.-Mazz., 4.
mandshurica for. barbinervis (Nakai) W.T.Lee, A. mandshurica for. pubescens
(Nakai) Kitag., A. maximowiczii Callier, A. mayrii Callier, A. pendula, va A.
sibirica Fisch. ex Turcz.

Cay téng quén su duge st dung dé chiét sidu t6i han theo sang ché c6 thé
1a toan bd cdy tong quan sii, hoic mot bd phan cia cdy téng quan si, duoc chon
dugc chon tir nhém bao gdm than, ré, 14, hoa, qua va hat cia cdy tdng quéan su.
Tt hon 13, than hodc & cia cdy tong quan s c6 thé duge st dung. |

Theo sang ché ndy, trude khi chiét siéu tGi han, toan bo hodc mdt bo
phén ciia cdy tong quan st c6 thé dugc lam khé va/hodc duoc nghién.

Theo sang ché nay, phuong phéap chiét siéu téi han dé chi phuong phap
ma trong d6 huong liéu, chat mau, diu hodc chit mang chirc ¢6 trong nguyén
liéu tu nhién duoc chiét tach béng cach st dung mot chét 16ng & trang thai siéu
t6i han ma khéng can cai bién.

Chét long & trang théi si€u téi han chi mat chét 16ng & nhié€t do téi han va
&p suét toi han, dat dén diém siéu toi han dé cac pha 16ng va khi ciia chét 16ng
khong thé phan duoc véi nhau. Chét 16ng & trang thai siéu t6i han nay c6 thé 13,
vi du, cacbon dioxit si€u téi han. Cacbon dioxit si€u td1 han 1a cacbon dioxit &
trang théi phia trén nhiét t6i han (31°C) va ap suét t&i han (7,5MPa) cua nd, nd
12 mot chit 16ng co ca tinh chat cia thé khi 13n tinh chat cia thé l6ng.

Theo séang ché nay, phuong phép chiét siéu t6i han c6 thé duoc thuc hién

béi, vi du, phuong phap thay d6i ap suit trong d6 hdn hop gém chét 1ong siéu
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t6i han va chit tan dugc giai phong ap suét va gidn nd & ciing nhiét do véi nhiét
d6 chiét, nhd d6 chat tan duoc tach trong khi kha ning hoa tan cta chit 16ng
siéu t6i han gidm; hodc phuong phéap thay ddi nhiét do trong d6 nhiét d6 cua
chét 16ng siéu t6i han dugc 1am ting dé 1am giam kha ning hoa tan cta chét tan,
nhd d6 chat tan duoc tich ra khoi chét 16ng siéu t6i han. Tuy nhién, phuong
phép chiét siéu téi han khong chi gi6i han & cac phuong phéap nay.

Theo séng ché ndy, dong dung méi c¢6 thé duoc sir dung cing véi chét
16ng sidu t6i han. Cac vi du vé dong dung méi 12 cac dung mdi phéan cuc thuong
duge st dung trong linh vic k¥ thuét nay. Tét hon 13, dung méi c6 thé st dung
lam ddng dung médi dugc chon tir nhém bao gdm ruou, nudc, etylen glycol,
polyetylen glycol, propylen cacbonat, axit formic, axit axetic, axetonitril,
clorodiflorometan, va hdn hop gdm hai hoic nhiéu dung méi nay.

Binh chiét siéu t6i han duogc str dung theo séang ché nay khong bi gidi han
cu thé mién 13 binh ma nhiét 46 va ap suét cia né c6 thé kim soat dugc va duoc
két cAu sao cho nguyén liéu ding d& chiét va chét 16ng siéu téi han tiép xuc voi
nhau.

Theo sang ché nay, ap sudt trong qué trinh chiét siéu t6i han c¢6 thé nim
trong khoang tir 100 dén 600 bar (100.10°-600.10° Pa) va nhiét do trong qua
trinh chiét siéu t6i han c6 thé nim trong khoang tir 10 dén 100°C. Ngoai ra, luu
luong clia chit 1éng siéu t6i han va luu luong cua ddng dung moi trong qua
trinh chiét siéu t6i han ¢6 thé nam trong khoang tir 10 dén 100 g/phut.

Khi dugc st dung trong ban mo ta, thuat ngir “can chiét siéu t6i han tir
cdy tong quéan st dugc ding dé chi phan tn du con lai sau khi chiét cay tbng

quéan st bsi phuong phép chiét siéu t6i han.
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Budce (b): Buéc tao ra chiét phdm rugu cia cin chiét siéu t6i han tir ciy tong
quén su da taora

Cin chiét siéu t6i han tir cay téng quan su thu dugce & budce (a) duge chiét
bang dung médi ruou, nhd d6 tao ra chiét pham ruou.

Theo sang ché nay, qua trinh chiét béng ruou tir cin chiét siéu téi han tir
cay tdng quan si c¢6 thé dugc thuc hién theo phuong phap thong thudong dé san
xuat mot chiét phim tir nguyén tir nhién nhu da biét trong linh vuc k¥ thuit nay.
Tt 13, qua trinh chiét bang ruou c6 thé duoc thuc hién bang cach sir dung dung
moi rugu & cac didu kién nhiét 4o va ap suit théng thuong.

Tét hon 14, qué trinh chiét bang ruou duge thuc hién thong qua quy trinh
cho can chiét siéu t6i han tir cay téng quan su tiép xtic v6i dung moi chiét 1a
rugu. Truéce bude chiét biang ruou, cin chiét siéu t6i han tir cdy tdng quan su c6
thé dugc 1am kho va/hoic duoc nghién.

Theo séng ché nay, rugu cé thé 1a rugu thép ngdm nudc hodc khan ¢é 1
t&1 4 nguyén tir cacbon, vi dy, metanol, etanol, propanol, butanol, n-propanol,
iso-propanol, hoic n-butanol.

Theo séng ché nay, quy trinh chiét bang rugu dat duoc thong qua budce
loai bé mot phén hodc hoan toan dung moi chiét 1a rugu. Thuét ngit “loai bé mot
ph?m” khi dugc st dung trong ban mo ta dé chi r?mg viéc ¢ ddc dugc thuc hién
cho t6i khi mot luong dang ké cia phan ¢6 trong nudc khong dung mdi hiru co
dugc tao ra. Viée loai bé hoan toan dung moi chiét c6 thé tao ra can kho.

Khi duogc st dung trong ban md ta, thuat ngir "chiét phdm" co6 nghia
thudng duge st dung nhu mét chiét phim tho trong linh vuc k¥ thuat nay nhu
néu trén, nhung cfing bao gém, theo nghia rong, phan chiét duoc tao ra béi qua

trinh _cét phan doan tiép theo chiét phim thé nay.
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Phuong phap theo sang ché c6 thé con bao gdm buéde (c) d tao ra phan
chiét dung méi ctia chiét phim ruou tir cin chiét siéu t&i han tir cay tbng quan
su.

Theo mdt phuong 4n clia sang ché, phan chiét dung méi c¢6 thé 13 phin
chiét thu dugc bang cach chung cit phan chiét bang mot hodc nhidu dung mdi
duoc chon tir nhom bao gém axeton, etyl axetat, clorofom, 1,3-butylen glycol,
n-hexan, dietyl ete, butyl axetat, va diclorometan.

Quaé trinh cAt phan doan béng dung moi co thé duogc thuc hién bdi mot
quy trinh chiét bd sung bang cach st dung dung méi.

Cac diu hiéu k§ thuat va cic vu diém cia sang ché d6 1a chiét phdm
duge tao ra bdi qua trinh chiét bing ruou cin chiét sidu téi han tir cdy téng quan
st hodc phan chiét ctia chiét phim chira mot ham lugng rit cao cia hop chét
oregonin.

Theo mot khia canh khac, sang ché dé xuit chiét phim ruou hoic phan
chiét dung méi ciia n6 tir cin chiét siéu t&i han tir cdy tong quan si, n6 duoc tao
ra bdi phuong phép néu trén va chira oregonin.

Theo sang ché nay, ruou c¢6 thé 13 rugu thip ngdm nude hoic khan c6 1
té1 4 nguyén tr cacbon, vi du, metanol, etanol, propanol, butanol, n-propanol,
iso-propanol, or n-butanol.

Theo sang ché nay, phan chiét dung méi c6 thé 1a phan chiét thu duge
bang cach chung cit phin chiét bing mét hodc nhidu dung moi dugc chon tir
nhém bao gdm axeton, etyl axetat, clorofom, 1,3-butylen glycol, n-hexan, dietyl
ete, butyl axetat, va diclorometan.

Céc ndi dung lién quan dén chiét pham hozc phan chiét dung moéi cia nd
theo sang ché 1a gidng nhu cac ndi dung da néu trén di v6i phwong phép chiét

theo sang ché, va do vay s€ khong dugc nhéc lai.

-10-
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Theo mot khia canh khéc nita, sang ché dé xuat ché phdm ngin ngira, 1am
thuyén gidm hoac diéu tri triéu ching di tng, chira hoat chét 14 chiét phém rugu
hodc phan chiét dung méi clia n6 tir can chiét siéu t6i han tir cdy tdng quén su
theo sang ché.

Khi dugc sir dung trong ban mo ta, thuat ngir "di ing" duge dung dé chi
chung cho céc triéu chig di ting khac nhau bi gy ra bdi cac phan Gng khang
nguyén-khang thé qua mirc xuit hién khi hé théng mién dich cia co thé phan
rng qua mirc v6i mot chét gay di tng cu thé.’

N6i mot cach tong que’ﬂ:, cac triéu chl’rng “di tng” da biét 1a do cac khéang
thé IgE va cac té bao mast gdy ra, va su kich thich té bao mast béi mot khang
nguyén cu thé giy ra su thoai hod té bao mast, va do d6 cac vat truyén tin hiduy,
bao gdm histamin, leukotrien, prostaglandin va IL-4, bi giai phéng, gdy ra céc
triéu chimg di Ung.

Nhu duoc ching t6 trong mét vi du cu thé cua sang ché, chiét phém hodc
phén chiét theo sang ché tc ché mot cach c6 hidu qua su tiét p-hexosaminidaza
tlr cac té bao RBL-2H3, va do d6 c6 thé hitu ich cho muc dich chéng di ung.

Theo sang ché nay, ché phim ngan ngira, 1am thuyén giam hodc diéu tri
triéu chimg di tmg c6 thé duge tao ra dudi dang duge phdm gdm: (i) lwong hiru
hiéu tri liéu cua chiét phidm ruou hoic ph?m chiét dung méi ciia né tir cin chiét
si€u t&1 han tir cay téng quén su; va (ii) chét mang dugc dung.

Khi duoc str dung trong ban mo ta, thuat ngir “di tmg” duge ding dé chi
mét cach cu thé t6i cac bénh di ung. Cac bénh di tng nay bao gé)m, vi du, nhung
khong nham gi6i han &, viém da di g, viém két mac di ung, viém mii di ung ,
va hen suyén di tung.

Khi duge st dung trong ban md ta, thuét ngir “diéu tri” duoc ding dé chi

viéc loai bd cic bénh hodc tinh trang bénh 1y di ing.

-11-
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Khi dugc st dung trong ban mo ta, thuét ngit “lam thuyén giam” duoc ding dé
chi viéc lam giadm céc bénh hodc tinh trang bénh ly di ting.

Khi dugce str dung trong ban md ta, thudt ngitr "phong ngtra" dugc dung
dé chi viéc e ché su phét trién cia bénh hoic tinh trang bénh ly di ing & cac
dong vat, ké ca ngudi, ma chua timg bi chin doan 13 ¢6 bénh hoic tinh trang
bénh 1y di tng, nhung c¢6 xu huéng dé bi mic bénh hoic tinh trang bénh 1y nay.

Chét mang dugc dung cd mdt trong dugc iohém theo séang ché 1a loai
thuong duge st dung trong viée bao ché. Céc vi du vé chét mang nay bao gf”)m,
nhung khong nhim giéi han &, hop chét carbohydrat (vi du, lactoza, amyloza,
dextroza, sucroza, sorbitol, mannitol, tinh bdt, xenluloza, v.v.), gdm acacia,
canxi phosphat, alginat, gelatin, canxi silicat, xenluloza vi tinh thé, polyvinyl
pyrolidon, cenluloza, nuée, xi rd, dung dich mubi, rugu, gém arabic, dau thuc
vat (vi du, dau ngd, diu hat bong, ddu dau nanh, dau 6 liu, diu dira, v.v.),
polyetylen glycol, metyl xenluloza, metylhydroxy benzoat, propylhydroxy
benzoat, bt talc, magie stearat, va dau khoang.

Duoc phdm theo sang ché c6 thé con chira, ngoai cac thanh phin néu
trén, chét boi tron, chat thAm uét, chat lam ngot, chét tao huong vi, chit nhii
hod, chét tao ling, chat bao quéan, v.v.. Cac chit mang dugc dung thich hop va
céc cong thirc d dugec mob ta mot cach chi tiét trong 4n phdm: Remington's
Pharmaceutical Sciences (tai ban 1an thir 19, 1995).

Liéu dung thich hop cta dugc pham theo sang ché c6 thé thay ddi phu
thudc vao nhiéu yéu t6 khac nhau nhu phuong phép bao ché, phac dd dung
thudc, d6 tudi bénh nhan, thé trong, gidi tinh, tinh trang bénh 1y, ché d6 an udng,
khoéng thoi gian 4p dung, dudong dung thube, muc d6 bai tiét, va kha nang dap
{mg thudc. Pdng thoi, lidu udng ctia duoc phim theo sang ché duoc wu tién nam

trong khoang tir 0,001 dén 1000 mg/kg (thé trong) mdi ngay.
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Dugc phim theo sang ché c6 thé dwoc ding qua dudng miéng hoic
dudng tinh mach. Khi duge phdm ndy duge ding qua dudng tinh mach, thi nd
c¢6 thé duoc ding bang cach tiém tinh mach, tiém dudi da, tiém bép, tiém trong
mang bung, tiém qua da, hodc cach thic tiém tuong tu.

Dugc pham theo sang ché c6 thé dugc trinh bay duéi dang liéu ding don
vi hodc trong vt dung da liéu béi viéc bao ché bang cach sir dung chit mang
duge dung vi/hoic tA duge theo phuong phap ma c6 thé dé dang thuc hién duoc
béi ngudi cé hiéu biét trung binh trong linh vuc k§ thuat nay. Dong thoi, ché
phim nay c6 thé 1a & dang dung dich, hdn dich hodc nhii twong troﬁg dau hoic
moi truong hoa tan trong nudce hodc & dang chiét phém, bot, hat, vién hoac vién
nang, va cé thé bao g@)m thém chét 1am phan tan hoac chit 1am 6n dinh.

Ché phim theo sang ché c¢6 thé duoc tao ra dudi dang thanh phan thuc
phim chire nang ding dé phong ngira hoic 1am thuyén giam tri¢u chiing di tng.

Khi dugc st dung trong ban md ta, thuit ngit “lam thuyén giam” duoc
ding @ chi viéc 1am giam céc triéu chimg ciia bénh hodic cac triuéu ching do
céc bién ching cta bénh gay ra.

Khi ché phim theo sang ché 13 thanh phan thuc phdm chirc ning, thi ché
phim theo sang ché c6 thé bao gdm, ngoai hoat chit, cac thanh phin thuong
dugc thém vao trong viée san xuét thuc pham. Cac vi du vé cac thanh phén nay
bao gém protein, hydrat cacbon, chit béo, chét dinh dudng, gia vi, va chét tao
ngot. Cac vi du vé hydrat cacbon bao gdm dudng thong thuong nhu
monosacarit, vi du, glucoza, fructoza, v.v., disacarit, vi du, maltoza, sucroza,
oligosacarit, v.v., va polysacarit, vi du, dextrin, xyclodextrin, v.v., va rugu
dudng nhu xylitol, sorbitol, erytritol, v.v.. Chét tao ngot bao gdm chit tao
huong tu nhién [thaumatin, chiét phém stevia (vi du, rebaudioside A,

glycyrrhizin, v.v:)] va chét tao huong téng hop (sacarin, aspartame, v.v.). Vi
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du, khi thanh phan thuc phim chirc nang theo sang ché duoc tao ra dudi dang dd
uéng, thi n6 c6 thé bao gém, ngoai hoat chét theo séng ché, axit xitric, fructoza
16ng, dudng, glucoza, axit axetic, axit malic, nudc ép trai cdy, chiét phdm bach

dan, chiét phém t4o tlu, chiét phém cam thao, hoac cac thanh phén tuong tu.

Vi du thwe hién siang ché

Céc vi du cu thé duge mo ta chi nhim muc dich thé hién cac phuong an
dién hinh hodc cac vi du cta sang ché, va pham vi cua séng chékhong chi giGi
han nhu vay. Nguoi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh virc k¥ thuat nay s& biét
rd rang cac bién thé va cac img dung khic cia sang ché khong nim ngoai sang

ché nhu dugc x4c dinh trong cac di€ém yéu cau bao hd kém theo cuia séng ché.

Cac vidu
1. Vat liéu thtr nghiém va phuong phap
(1) Vat liéu thir nghiém

A. sibirica Fisch. ex Turcz mua tir hdng Cheonjigayakcho (tén cong ty; &
Seoul Yangnyeong Market) vao thang 4/2019, va dugc st dung trong thir
nghiém ndy sau khi thim dinh thuc vat béi nha nghién ctru Jin Hye Young
(National Arboretum) tai Korean National Arboretum & Pocheon, Gyeonggi-do,
Korea, va tiéu chuan ciia n6 dugc lwu trit trong phong thi nghiém chirc nang tu

nhién cia Gwangju Women's University (AS2019-05).

(2) Céc thiét bi va cac thudc thir

Céc phd 'H va PC-NMR duoc do bsi JEOL-INM-AL300 (300 MHz va
75 MHz). HPLC (sic ky léng cao 4p) dugc thuc hién bﬁng cach st dung hé
thdng Waters 2695 System (USA) va may do do hap thu kép rhamda 2487. Cu
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thé 14, cOt bao vé 1a cot bao vé Phenomenex KJ0-4282 duogc st dung, va cot
SkyPak C18 (5 um, 250 x 4,6 mm) duoc st dung. Nhiét do t séy dang cot dugc
thiét 1ap & 25°C, va pha dong chira 1% nudc cit (D.W.) (A) va axetonitril (B).
Hé thdng dir lidu duge st dung 1a phin mém Empower 2 (Waters Co., USA).
LC/MS dugc thuc hién bang cach st dung hé thdng Shimadzu prominence
UFLC-MS, bom A: LC-30AD, bom B: LC-30AD, b do: SPD-20A, bd 1dy miu
tu dong: SIL-20A XR, ti sdy dang cot: CTO-20A, va md dun truyén tin hiéu
CBM-20A. MS duoc thuc hién béng cach st dung ESI-IT-TOF MS, va LC
duogc thuc hién trong cac diéu kién sau day. Cu thé 13, cot dugce st dung 13 cot
Waters ACQUITY UPLC® BEH C18 (2,1 x 150 mm, 1,7 pm), nhiét do ti sdy
dang cot dugc thiét 14p & 35°C, bd dd UV dugc thiét 1ap & 280 nm, thé tich phun
duogc thiét 14p & 1 pL, Ivu luong duge thiét 1ap & 0,21 ml/phit, dung moi A 1a
nuéce trong 0,1% axit formic, va dung moi B 1a axetonitril. Trong céc didu kién
MS, luu lugng dong khi phun dugc thiét 1ap & 1,5 L/phut, nhiét d0 CDL duoc
thiét 1ap & 200°C, va nhiét d6 khdi nhiét dugc thiét 1ap & 200°C. Trong cac diéu
kién da dugc thiét 18p nay, thir nghiém dugc thuc hién.

DPia TLC (sic ky 16p moéng) 13 dia silica gel 60 F254 d phu trudce
(Merck, Darmstadt, Germany) dugc sir dung.

Céc thudc thir ding dé x4c dinh hoat tinh chng oxy hoa g6bm DPPH
(1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl), ABTS (2,2'-azino-bis (axit 3-
etylbenzothiazolin-6-sulphonic)) va axit L-ascorbic mua tir hdng Sigma Aldrich
(Milw., WI, USA) dugc st dung. Ngoai ra, kali sulfat mua tir hang Samchun
(Korea) va etanol 99,5% mua tir hang Merck (Darmstadt, Germany) duoc su
dung. Hé s6 hap thu dugc do bang cach str dung mdy do ELISA (TECAN,

Salzburg, Austria).
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Dé 1am cac hé théng chiét siéu toi han, hé thdng nghién ctru chiét chit
long siéu téi han (ISA-SEFE-0500-0700-080, Ilsin Autoclave, Daejeon, Korea)
va hé théng san xuit thir nghiém chiét chit 16ng siéu t6i han (SCFE-P400, Ilsin
Autoclave, Daejeon, Korea) dugc str dung.

Canh cay Alnus sibirica dugc mua tr hang Seoul Yangnyeong Market
(Seoul, Korea), va chit ngoai lai dugce loai bo. Tiép do, cac canh cay Alnus
sibirica dugc rira, va tiép d6 dugc hong kho trong béng rim va duoc sir dung
trong thir nghiém nay. 100 kg mau khd duoc nghién dé lot qua sang rdy c& 200,
va nhiét 46 ctia mau canh Alnus sibirica d3 dugc nghién nay dugc duy tri béng
cach kiém soat nhiét do cia thiét bi chiét & 50°C. Khi nhiét d6 6n dinh, mau
canh cy Alnus sibirica duge dé trong thiét bi chiét, va khi CO, duge duy tri vé6i
ap sudt ding nhiét, va sau d6 dugc bom qua duong éng nhd bom cao 4p trong
khi kiém soat van kiém soat chc t&i khi diéu kién 4p suét thir nghiém (400 bar
(400.105 Pa)) dat dugc. Sau khi 4p suit thiét lap da dat duoc, qua trinh chiét
duogc thuc hién béng cach dua té)ng cong 180 mL etanol (loai dung cho HPLC)
vao day cuia thiét bi chiét vai tdc do 3 mL/phut trong 60 phut. Qua trinh chiét
duoc hoan thanh trong khi suc CO, nhd bom cao 4p & nhiét do va ap sut thiét
1ap trong 30 phit dé loai bo etanol tdn du ndm lai trong mau nay.

79,97 kg rﬁﬁu can chiét siéu t6i han ctia Alnus sibirica thu duoc sau khi
chiét siéu t6i han canh Alnus sibirica gdbm ca vé nhu da néu trén dugc hong
khong trong bong ram, dugc chiét mot 1an bang etanol 60% & nhiét do trong
phong, va duge loc. Chiét phim thu dugc dugc c¢b dudi 4p sudt giam va duoc
1am d6ng nhanh, nhd d6 cudi cing tao ra 1,84 kg chiét phdm ma tiép d6 n6 dugc
str dung trong thir nghiém (“AJSCFR”: chiét phdm etanol cila can chiét siéu t6i

han tir canh cay Alnus sibirica).
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1 kg chiét pham etanol 60% cua cin chiét siéu t&i han tir canh ciy Alnus
sibirica d3 tao ra dugc can va duoc cit phan doan bing dung mdi etyl axetat
phéan bang cach sir dung phéu tich, nhd d6 tao ra phin chiét dung méi etyl
axetat. Phan chiét dung méi thu duoc nay duge s dung trong thir nghiém
(“AJSCFREA”: phan chiét etyl axetat ctia chiét pham etanol cta can chiét siéu

té1 han tr canh cay Alnus sibirica).

(3) Chiét va tach

1 kg canh cay Alnus sibirica gdbm ca vo duoc cit, va sau d6 duogc chiét
bang etanol 60% ¢ nhiét do trong phong va dugc loc. Chiét phdm nay dugc co
dudi ap suét giam va duoc 1am déng nhanh, nhd d6 cubi cing tao ra 66,1 g chiét
phém. Chiét phém da tao ra duogc dinh lugng dé nap vao HPLC va dugc sir dung
trong thir nghiém (“AJ60E”: chiét phdm etanol tir canh cay Alnus sibirica).

Ngoai ra, dé tao ra chiét phdm nudc nong, cac canh ciy Alnus sibirica
gbm ca vé duoc chiét mot 1an bang bang cach dun néng & 100°C trong 4 gid va
duoc loc. Chiét phém nay dugce cd dudi ap suét giam va dugc lam dong nhanh,
nhd d6 cubi cung tao ra 36,6 g chiét phém. Chiét phém da tao ra dugc dinh
lugng dé nap vao HPLC va dugc st dung trong thir nghiém (“AJHWE”: chiét
pham nudc néng cua canh cay Alnus sibirica).

Chiét phdm etanol 60% ctia cin chiét siéu t&i han va chiét phdm etanol
60% va chiét phdm nudc nong theo phuong phap chiét théng thuong duogce tao ra
cho cdc muc dich thir nghiém va dugc str dung trong thir nghi€ém dung cho phép
phén tich HPLC.

1 mg oregonin, 1a chudn da dugc tach va duoc tinh ché tir vo ciy Alnus
japonica dd dugc luu trit trong phong thi nghi€ém, dugce can chinh xac, va

MeOH 80% duoc thém vao t6i tdng thé tich 1 ml, nhd d6 tao ra tao ra dung dich
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nguyén liéu (1000 ppm). Dung dich nguyén li¢u nay dugc pha lodng, nho d6 tao
ra cac dung dich chudn c6 ndng d6 1an luot 1a 100, 250, 500 va 1000 ppm. 20 pl
ctia mdi dung dich chuin dugc iy, nho d6 thu duge sic ky dd HPLC trong d6
mdi dung dich chudn dugc tach biét. Ngoai ra, dbi vi kha ning tai 1ap cua thiét
bi, sai s6 chudn trung binh ctia thoi gian lru (RT) cia timg dung dich chudn va
mAu chua x4c dinh chiét phdm tir canh ciy Alnus japonica duge x4c dinh thong
qua cac thir nghiém duoc lap lai. Sau khi cac diéu kién phan tich miu chudn da
dugc thiét 14p nhu duge mé ta sau day, pic thé hién tri sé RT gibng nhu chuén
oregonin dugc tip hop thong qua viéc tinh ché duge lap lai. Trén co sé pic da
duoc tap hop, hop chét don dugc ddm bao, va cac dir liéu NMR va LC/MS cia

no duoc xac dinh.

(4) Cac diéu kién phén tich HPLC

Céc diéu kién cua pha dong duoc thé hién trong Bang 1 sau day, va viéc
phéan tich HPLC duogc thuc hién trong cac didu kién sau day: luu lugng: 1
ml/phit; buéc séng: 280nm, thé tich phun: 20 pl; tong thoi gian chay: 40 phut;
va nhiét do ta séy dang cdt: 25°C. Vi¢e phan tich duogc thyc hién bz"mg cach st
dung cOt Phenomenex KJ0-4282 Guard lam ct bao v¢ va SkyPak C18 (5 um,

250 x 4,6 mm) lam ¢t phéan tich.

Béang 1

0 phut 12 phat | 24 phat | 25 phut 40 phut
Dung méi A (H,0) 90 75 60 90 90
Dung méi B »
(CH,CN) 10 25 40 10 10

(5) Cac diéu kién phan tich LC/MS
Viéc phan tich LC dugc thuc hién trong céc diéu kién sau day. Cu thé 1a,

viéc phén tich nay dugc thuc hién béng cach st dung cdt Waters ACQUITY
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UPLC® BEH C18 (2,1 x 150 mm, 1,7 um). Cho viéc phan tich nay, nhiét d6 ta
sdy dang cot duoc thiét 1ap & 35°C, bd do UV dugc thiét 1ap & 254 nm, thé tich
phun dugc thiét 1ap & 1 pl, va huu lugng dugc thiét 14p & 0,21 ml/phut. Cac didu
kién cta pha dong dugc thé hién trong Béng 2 sau day.

Bang 2

0 phut | 20 phat | 24 phut | 25 phat | 30 phut
— 5 ; ;
Dung mdi A (0,1%, axit axetic 95 40 40 95 95
-H,0)

Dung moi B (axetonitril) 5 60 60 5 5

Pong thoi, viée phan tich MS duge thue hién trong cac diéu kién saﬁ day.
Cu thé 13, cho viéc phéan tich MS, Iuu Iugng khi phun duogc thiét lap & 1,5
L/phat, nhiét 46 CDL duoc thiét 1ap & 200°C, va nhiét d6 khéi nhiét dwoc thiét
1ap & 200°C.
Oregonin: bot v6 dinh hinh mau niu
LC/MS déi chimg duong, m/z: 501 [M+Na]+, LC/MS déi chimg 4m, m/z: 477
[M-H]- 'H-NMR (300 MHz, DMSO-d6+D20): § 6,61-6,53 (4H téng cong, H-
2',2",5',5"), 6,42-6,37 (2H tong cong, H-6", 6), 4,25 (1H, brd, J=7,8Hz, xyl-
1), 4,13 (1H, m, H-5), 3,72 (1H, dd, J=11,4, 6Hz xyl-5¢), 3,27 (1H, m, xyl-4),
3,07-2,50 (8H tong cong, H-1,2,4,7), 1,66-1.59 (2H tdng cong, m, H-6).
PC-NMR (75 MHz, DMSO-d6+D20): & 28,4 (C-1), 30,3 (C-7), 39,7 (C-6),
44,9 (C-2), 47,2 (C-4), 65,8 (xyl-5), 69,5 (xyl-4), 74,3 (xyl-2), 76,6 (C-5, xyl-3),
102,6 (xyl-1), 115,4 (C-2', C-2"), 115,6 (C-5'), 115,7 (C-5"), 118,8 (C-6', C-6"),
132,9 (C-1"), 133,0 (C-1"), 143,1 (C-4', C-4"), 145,8 (C-3"), 145.9 (C-3"), 209,0
(C-3).

(6) Xéc dinh hoat tinh tdy gbc tu do DPPH
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Viéc xac dinh hoat tinh téy géc tu do DPPH duoc thuc hién theo phuong
phép ctia Hatano va cac dong tac gia (28). Cu thé 13, 1,9 ml dung dich 0,1 mM
DPPH (99,5% etanol) dugc bd sung vao 100 pl dung dich (d6i chtng: 99,5%
etanol) thu dugc boi viée chuin bi mau & mdi néng dd. Mdi miu duge tao ra vai
nam ndng d6. Mbi dung dich miu dugc lic bing bd tron xody trong 10 gidy, va
sau d6 duge G & 37°C trong 30 phut. Sau d6, hé s hip thu & 492 nm duoge do
bing may quang phd. Pé lam thubc dbi chimg dwong, axit L-ascorbic dugc
chuén bi v&i nam néng do, va hé sd he‘ip thu ctia n6 dugc do. Hoat tinh chéng
oxy hda cua timg mau dugc thé hién theo tri sd ICs, (néng d6 can thiét @é ac

ché sy hinh thanh géc DPPH 50%).

(7) Xéc dinh hoat tinh tiy gbc tir do ABTS

Hoat tinh tiy géc tw do ABTS duogch xac dinh bang cach cai bién phuong
phép ciia Re va cac uddng tac gia (29). Thubc thir ABTS (Sigma Co. USA)
dugc hoa tan trong nudce cit, nho d6 tac ra dung dich 7,0 mM ctia ABTS, va kali
persulfat (Sigma Co. USA) dugc hoa tan trong nudc cit, nhd d6 tao ra dung
dich 2,45 mM cua kali persulfat. hai dung dich nay dugc trdn voi ty 1€ 1:1 va
duogc dé trong tbi trong 12 téi 16 gid, nhoy d6 tao ra dung dich nguyén liéu gbe.
Dung dich nguyén liéu da chudn bi ndy duoc pha loing bing chit dém PBS (d6
pH=17,4), va hé sb hép thu & 750 nm c‘hrcjc do, nh¢ d6 tao ra dung dich loang c6
tri s& hé sb hf?ip thu nam trong khoang tir 0,7 dén 1,0. Mau da duoc chudn bi &
mdi ndng d6, duge bd sung vao dia 96 1, va duge phén tng v6i mau: ty 1& phan
tng ABTS 1a 1:9 trong 30 phiit trong t6i. Sau khi hoan thanh phan tmg, hé sb

hap thu & budc séng 750 nm dugce do.

(8) Nuobi cdy cac té bao dai thuc bao cia chudt RAW 264.7
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Cac té bao dai thuc bao ciia chudt RAW 264.7 dugc lay & trang thai dong
lanh tir ngan hang dong té bao Han Qudc. Ampun chira cac té bao ngay lap tirc
dugc lam tan bang trong nudc Am (30 t61 40°C), va DMSO da duogc thém vao
trong quy trinh 1lam déng kho dugc loai b bang cich st dung méi trudong
DMEM chita 10% FBS (huyét thanh thai bo), penixilin G (100 IU/mL) va
streptomyxin (100 pg/mL). 5 mL DMEM duogc bd sung vao cac té bao RAW
264.7 d4 loai b6 DMSO ma sau d6 dugc nudi cdy trong ta 4p dong thoi duy tri
nhiét d6 37°C va 5% CO,. Cac té bao nay duogc nubi cdy trong khoang thoi gian

1 t6i 2 ngdy tly thudc vao mirc d6 ting trudng cua cac té bao.

(9) Nubi cdy cac té bao RBL-2H3

Céc té bao RBL-2H3 dugc mua tir hang American Type Culture
Collection (ATCC, USA), va dugc nudi ciy trong moi truong dugce tao ra boi
viéc thém 2 mM L-glutamin (Gibco, USA) vao DMEM (méi truong Eagle da
duogc cai bién boi Dulbecco; Gibco, USA) chira 15% huyét thanh bao thai bd
(FBS; Gibco, USA) va 100 don vi/ml cua penixilin-streptomyxin (Gibco, USA).
Méi trudng ting truéng duge thay thé sau mdi 2-3 ngay va duoc duy tri & didu

kién 37°C va 5% CO,.

(10) Thir nghiém MTT

Trong thir nghiém nay, thir nghiém MTT dugc thuc hién dé xac dinh doc
tinh té bao cua chiét phém etanol cua cin chiét siéu téi han tir canh cay dbi cvoi
cac té bao RAW 264.7 va cac té bao RBL-2H3 va ndng do xi Iy ctia chiét phdm

can dugce st dung trong thir nghiém (30).

(11) X4c dinh hoat tinh trc ché sy san xuét nitric oxit (NO)
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hoat tinh trc ché su san xuét nitric oxit (NO) dugc x4c dinh bdi phuong
phép cua Griess (31, 32). Cu thé 13, thudc thir Griess (1% sulfanilamin, 0,1% N-
(1-naphtyl)-etylen diamine dihydroclorua, va 2,5% H3;PO,) dugc st dung, NO
duoc oxy hoa thanh NO,, NO, d3 tao ra dugc xac dinh béng cach do hé sb hép
thu & 540 nm, va ndng d6 ctia n6 dugc xac dinh biang cach sir dung dudng cong
chudn ciia NaNO,. Cu thé 13, cac t& bao RAW 264.7 dugc nudi ciy trong moi
truong DMEM vé6i mat do 5 x 10*té bao trén 1 mL mai trudong, va tiép d6 duoc
~ pha lodng t6i ndng d6 té bao 1 x 10*té bao trén 1 mL. 160 pL dich pha loang té
bao dugc thém vao timg 15 ciia dia 96 15 va duoc nudi cdy trong 2 gior dé sao
cho cac té bao duoc gin vao. Tiép d6, 20 pl m&i miu chtra 10 pl LPS (1 pg/mL)
dugc thém vao tirng 16 va dugc 0 trong 20 gid, va sau d6 lugng NO di tao ra

trong mdi trudng nudi cdy dugc xac dinh bing cach sir dung thudc thir Griess.

(12) Thir nghiém B-hexosaminidaza

pé gieo hat té bao, cac té bao RBL-2H3 dugc treo trong DMEM chira
10% FBS, va sau d6 dugc phan vao dia 24 15 véi mat @6 té bao 2 x 10° té
bao/mL. P& 1am nhay té bao, cac té bao dd phan nay dugc lam nhay bang 500
ng/mL IgE khang DNP (dinitrophenol) va dugc nudi ciy trong ti ap & 37°C
trong 5% CO, trong 12 gid. Dé 1am hoat héa té bao, cac té bao ciia mbi 16 duoc
rira hai 1an bﬁng chit dém Siraganian (119 mM NaCl, 5 mM KCI, 0,4 mM
MgCl,, 25 mM PIPES, 40 mM NaOH, d6 pH = 7,2), va sau d6 chiét pham nay
duoc bd sung vao chit dém Siraganian (chtra 5,6 mM glucoza, 1 mM CaCl,,
0.1% BSA) & mdi ndng d6 cho mdi 15. Tiép do, cac t& bao dugc nudi ciy trong
ti 4p & 37°C trong 5% CO, trong 30 phit, va dugc xir Iy va cho phéan g véi
100 ng/mL albumin huyét thanh ctia ngudi da lién hop dinitrophenol ((DNP-

HSA)-IgE dic thu) trong 10 phut, va tiép d6 dugc dé yén trong bé da trong 10
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phut dé dimg phan tng. Dich ndi bén trén thu duoc dugce ly tdm & 3000
vong/phut trong 3 phut, va tiép d6 30 ul dich ndi bén trén nay dugce chuyén vao
dia 96 15, va tiép d6 mot luong twong duong cia chit dém nén (1 mM 4-
nitrophenyl N-axetyl-B-D-glucosaminit, 0,1 M chit dém xitrat, do pH = 4.5)
dugc thém vio va duge cho phan tmg & 37°C trong 1 gio. Tiép d6, phan tng
nay dugc dimg bing cach thém vao 200 pL chit dém 0,1M cacbonat. Hé s& hip
thu ¢ 405 nm duogc do béng may doc dia (TECAN, Salzburg, Austria) (33).

(13) Xur ly thong ké

Céc két qua thir nghiém cta nghién ctru nay duoc niéu thi theo tri sb
trung binh + d¢ 1éch chuén ctia ba phép do duoc lap lai. Phép phan tich phuong
sai duoc thue hién dé kiém tra su sai 1éch chudn gifra cac né)ng do thir nghi€ém,
va néu thdy c6 su sai 1éch dang ké, thi sy sai 1éch nay giira cac ndng do s& duoc
phan tich béi thir nghiém HSD 34 ciia Tukey. Phép xur ly théng ké duoc thuc
hién bang cach str dung SPSS (géi thong ké ding cho khoa hoc, phién ban 24.0
SPSS Inc., Chicago, IL, USA), va muc y nghia dugc thiét lap & a = 0,05.

2. Cac két qua thir nghiém
(1) Nhén dién céu tric ciia oregonin

“Oregonin cudi cing dugc nhan dién béi viéc xac nhin sy hién mau do
dung dich 10%-H,SO, va FeCl; géy ra trén dia TLC va c4c dir liéu phd 'H, *C-
NMR va MS phil hop véi cac dit lidu da duge cong bd trong cac 4n phdm hién

c6 (35) (Fig.1).

(2) Phan tich ham luong ciia oregonin trong mdi chiét pham
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Viéc phan tich dinh lrong vé sy thay ddi ham luong cua oregonin béi
phuong phap chiét duge thuc hién bang cach st dung HPLC nhu sau. Nhim tim
ra cc diéu kién dung méi phat trién t6i wu bing cach st dung cdt ddo pha C18,
- H,O va axetonitril 1am pha dong dugc tron véi nhau véi cac ty 1€ khac nhau va

d6 phan gia ctia timg hdn hop duoc do va kiém tra. Két qua 13, cac didu kién
“dung méi duoc phan tich k§ véi ché d6 gradien tir H,O : axetonitril = 90 : 10 t&i
H,O0 : axetonitril = 60 : 40 sau 24 phit, va budc séng hap thu cuc dai xuit hién &
280 nm. Trong cac diéu kién nhu véy, diéu da duoc xéc nhén 13 cac miu dung
dich chudn chira cic ndng do khac nhau (100 t&i 1000 ppm) cia oregonin cd
thoi gian luu dang ké (RT). Trén co s& sic ky dd HPLC thu dugc (Fig.2),
duong cong chuén dugc xdy dung theo médi lién quan giira vung pic thu dugc va
ndng d6. Két qua 13, trong khoang ndng do tir 100 t6i 1000 ppm, phuong trinh
hdi quy tuyén tinh c6 y = 2485,5x-19996, va tri s6 R binh phuong bang 0,9987,
tiém cén 1,0, va do d6 do tuyén tinh cua dudng cong chuin duoc ghi nhan
(Fig.3). Ngoai ra, c6 thé xac nhan rang thoi gian luu cta oregonin chuén gan

gidng nhu thoi gian Iuu ctia mau phan tich d6i v6i mbi chiét phdm (B ang 3).

Bang 3
Mau Thoi gian luu (phtt)
Oregonin 15,462+0,19
Chi€t pham nudc nong tir Alnus sibirica 15,050+0,15
Chiét pham etanol 60% tir Alnus sibirica 15,129+0,14

4 X ’0 - - - X °A re ~
C.hl.e‘F pham etanol 60% cla cdn chiét si€u tdi han tir Alnus 15,0940,12
sibirica
Phén chiét etyl axetat caa chiét phdm etanol 60% cua cin
chiét siéu t61 han tir Alnus sibirica 15,020+0,16

Tir sic ky dd ctae mdi chiét phim, thu duoc bé phép phan tich HPLC,
ham lugng ciia oregonin trong mdi chiét phdm dugc x4c dinh bang dudng cong
chuin bing dung dich chuén ciia oregonin duoc tach tir canh cay Alnus sibirica

gbm ca vo. Két qua 13, c6 thé thiy ring ham luong cla oregonin 1a 131,82+0,17
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ppm trong chiét phAm nuéc néng va 280,27+0,14 ppm trong chiét pham etanol
60%. Dong thoi, ham luong cta oregonin trong chiét phim etanol 60% cia cin
chiét siéu t6i han dwoc phan tich, va két qua da xac nhén rang ham luong coa
oregonin 12 810,13 + 0,15 ppm, ting 614,57% so v&i chiét pham nudc néng va
ting 289,05% so v6i chiét pham etanol 60% thong thuong, va do d6 phuong
phap theo sang ché 12 phuong phap chiét ham luong rit cao ctia oregonin so véi

phuong phap chiét thong thudng (xem Fig.4, Fig.5, Fig.6A va Fig.6B va Bang 4

sau day).

Béang 4

Mau Ham lugng (ppm)
Oregonin '

Chiét pham nudc néng tir Alnus sibirica 131,82+0,17
Chiét pham etanol 60% tr Alnus sibirica 280,27+0,14

Chiét pham etanol 60% ciia can chiét sidu t6i han tir Alnus

. 810,13+0,15
sibirica

- X - A A [4) % 3
Phéan chiét etyl axetat cua chi€t phdm etanol 60% cua cédn 986,51:0,16

chiét siéu t&1 han tir Alnus sibirica

(3) Céc két qua TLC
Fig.7 thé hién c4c két qua TLC cua cac chiét pham khéac nhau tir canh ciy

Alnus japonica.

(3) Cac hoat tinh tiy gdc tr do DPPH va ABTS

Nhim kiém tra hoat tinh chéng oxy hoéa cia chiét phdm etanol 60% cia
can chiét siéu t6i han (AJSCFR) va cia phin chiét etyl axetat ctia no
(AJSCFREA) tir canh cy Alnus sibirica gdbm ca vo, hoat tinh chdng oxy héa
dugc xac dinh badi hai phuong phap thlr nghiém (cac phuong phép déanh gia hoat
tinh tdy géc DPPH va hoat tinh tdy géc ABTS) (d6i ching duong: vitamin C).
Trong céc két qua thir nghiém, khi ICs, dugc so sanh giita cic mau, chiét pham

etanol 60% clia cin chiét siéu t&i han tir canh cay Alnus sibirica (AJSCFR) dugc
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danh gia dé c6 hoat tinh tdy gdc DPPH 14 28,62 = 0.32 ug/mL va hoat tinh tiy
gbc ABTS la 12,82 + 0,17 pg/mL, va phan chiét dung moi etyl axetat
(AJSCFREA) ctia chiét phdm etanol 60% ciia can chiét siéu t6i han tir canh cay
Alnus sibirica dugc danh gid dé co hoat tinh tdy gbc DPPH 1a 7,01 £ 0,19
pg/mL va hoat tinh tdy gbc ABTS 14 4,53 = 0,11 pg/mL. Déi chimg duong
vitamin C duoc danh gia d& c6 hoat tinh tdy gbc DPPH 1a 15,87 £ 0,25 pg/ml va
hoat tinh tiy gbc ABTS 1a 8,35 + 0,15 pg/ml. Trong khoang ndéng d dugc sir
dung trong mdi thir nghiérﬁ, didu da dugc x4c nhéan 14 hoat tinh ty gbc DPPH
vé mit théng ké khong khac nhau dang ké giita nhém ddi ching duong va nhém
thiru nghiém & ndéng d6 cao nhét (100 pg/mL) dugc sir dung trong thir nghiém
nay, va hoat tinh tiy gbc ABTS vé mit théng ké khong khac nhau déng ké gitra
nhém déi ching duong va nhém thiru nghiém & hai néng d6 (50 va 100 pg/mL)
trohg s& cac ndng dd duogc sir dung trong thir nghiém nay. Do d6, c6 thé thay
rang khi ndng d6 ctia mdi chiét phdm hoidc phan chiét ctia né tang, thi moi chiét
phAm hodc phén chiét ctia n6 déu co6 hoat tinh chéng oxy hoéa twong dwong hozc
manh hon nhiéu so v6i hoat tinh chéng oxy héa cta di chimg duong (xem cac

Fig.8 va Fig.9).

(4) Hoat tinh tay nitric oxit (NO)

Viée NO duoc san sinh qua mirc trong co thé ngudi s& ¢6 tac dung bat loi
b6i vi né lam trdm trong thém phan Ung viém cta cic bénh viém khic nhau
trong co thé nguoi, dac biét 1a cac bénh mién dich khé chita nhu viém khép
dang thap va viém da di ing. Viéc @c ché su san sinh NO do phan tng viém giy
ra da duoc biét dén 12 mot giai phap quan trong vé phuong phép tri liéu dbi vai
cac bénh viém man tinh (36). Nhiam xé4c nhan kha niang cta chiét phdm etanol

60% cua cén chiét si€u tdi han tir canh cay Alnus sibirica nhu mot loai nguyén
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liéu tur nhién méi @ chira cac bénh mién dich khé chira, mot thir nghiém vé hoat
tinh rc ché su san sinh NO do LPS gy ra duoc thuc hién bang cach sir dung
dong té bao dai thuc bao Raw 264.7. Trudc khi thir nghiém vé hoat tinh trc ché
su san sinh NO, chiét phim etanol c6 thé dugc kiém tra bang thir nghiém MTT
trong mot khoang ndng d6 (1 t6i 50 pg/mL) @ xem liéu c6 doc tinh hay khong
dé str dung trong thir nghiém. Két qua 13, nhu dugc thiy trén Fig.10, v& mat
théng ké khong thdy co doc tinh té bao dang ké trong tit ca cic nhom thir
nghiém. Tuy nhién, thuc té 13 chiét phém' etanol dudng nhu c¢é doc tinh & ndng
dd thr nghiém cao nhét (50 pg/mL), hoat tinh téy NO dugce xéc dinh trong
khoang ndng do tir 1 t6i 20 pg/mL trong thir nghiém do NO. Fig.11 thé hién cac
két qua xac dinh hoat tinh tdy NO. O c4c ndng do 10 va 20 pg/mL nim trong sb
cac nf”)ng do dugc str dung trong thir nghiém nay, diéu da duoc xéc nhan 1a hoat
tinh tdy NO cta chiét phdm etanol vé mat thng ké 1a dang ké so véi hoat tinh
tdy NO cta nhém do LPS giy ra 1a nhém ddi chimg 4m, va hoat tinh tiy NO
ctia chiét phim etanol 60% ctia cin chiét siéu t6i han tir canh ciy Alnus sibirica
12 manh hon r4t nhidu so véi hoat tinh tdy NO ctia nhém ddi ching théng
thuong. Do d6, c6 thé thiy rang chiét pham theo sang ché c6 thé dugc phat trién
thanh mot loai vat liéu mai co nguén géc tr san phém tu nhiéﬁ ¢6 hoat tinh
khéang viém, va dic biét 1a c6 thé duogc st dung lam vat li€u chirc ndng c6 kha

ning ap dung dugc cho cac bénh mién dich viém man tinh.

(5) Panh gi4 hiéu qua chéng di tmg béi viéc e ché su thoai hoa B-
hexosaminidaza

Pé khing dinh tac dung chéng di tng ctia chiét phim etanol 60% cua cin
chiét siéu t&i han tir canh ciy Alnus sibirica, ddc tinh t& bao cua chiét phim

etanol trong khoang ndng d6 tir 1 pg/mL (ndng d6 thip nhét) t6i 20 pg/mL

-27-



39130

(ndng dd cao nhit) dugc xac dinh bing thir nghiém MTT bing cach st dung céac
t& bao RBL-2H3. Tir cac két qua tht nghiém, co thé xac nhan réng, v6i mdi
ndng do6 thir nghiém dugce st dung trong phép phén tich p-hexosaminidaza, chiét
pham etanol khong c6 ddc tinh d6i véi cac t& bao RBL-2H3 (Fig.12). Phép phan
tich B-hexosaminidaza dugc thuc hién & cac nong d6 thir nghiém khéng gay doc
tinh, va két qua da xac nhén ring, & hai nong d6 (10 va 20 pg/mL) khong giy
doc tinh, chiét phém etanol 60% cua can chiét siéu t6i han tir canh cay Alnus
sibirica vé miat théng ké da &rc ché mot cach dang ké su tiét B-hexosaminidaza &
ndéng dd 20 pg/mL khi so v&i hai nhém khac (d6i chimg thong thuong va dbi
chting am) (Fig.13). Tir cac két qua trén, diéu dd duoc x4c nhan 1a chiét phdm
etanol 60% cua cin chiét siéu toi han tir canh cay Alnus sibirica v& mit théng ké
¢6 hoat tinh dang ké vé kha ning (rc ché su tiét f-hexosaminidaza. Chiét phdm
nay rat c6 kha nang dé phat trién thanh mot loai nguyén liéu méi c¢6 ngudn gbc
tir san pham ty nhién lién quan dén bénh di tmg trong tuong lai.

Céc d4u hiéu va cac uu diém cia sang ché dugc tom tit nhu sau:
(i) Sang ché dé cap dén phuong phép san xuét chiét phdm ruou va phin chiét
dung mdi ctia nd tir cin chiét siéu t6i han tir cdy téng quan s, giau oregonin.
(i) Chiét pham va phan chiét dugc tao ra tir cgn chiét siéu t6i han tir cly tdng
quan st bai phuong phap theo sang ché giau oregonin, va ¢6 hoat tinh chng di
tng va chdng oxy hoa rit m§ man.
(iii) Chiét phdm va phan chiét dugc tao ra béi phuong phéap theo sang ché c6 thé
dugc ding 1am hoat chét trong cac thube chéng di tmg va cac thuc pham.

Mic du sang ché da dwgc md ta mot cach chi tiét ¢6 vién dan t6i cac ddu
hiéu cu thé, song diéu rd rang d6i voi ngudi c6 hiéu biét trungu binh trong linh
vuc k§ thuat ndy phdn mo ta chi lién quan dén phuong 4n dwgc uu tién, va

khong nhdm gigi han pham vi cla séng ché. Do do, pham vi cua sang ché s&
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duoc xac dinh béi cac diém yéu cau bao ho kém theo va cac phuong &n tuong

duong cua chung.
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Yéu cau bio ho

1. Phuong phap san xuét chiét phdm chira oregonin bao gdm cac buéce:

(a) chiét siéu téi han cy téng quéan su dé thu dugc can chiét siéu t6i han tir cay
tdng quan su; va

(b) tao ra chiét phdm ruou cia can chiét siéu t6i han tir cay téng quéan su thu

duoc.

2. Phuong phép theo diém 1, trong d6 ruou 1a rugu thap ngdm nudc hoic khan

c6 1 t61 4 nguyén tir cacbon.

3. Phuong phap theo diém 2. trong d6 rurou 12 etanol.

4. Phwong phép theo diém 1, trong do6 phuong phap nay con bao gdm bude (c)
tao ra phan chiét dung moéi ctia chiét phim ruou cia cin chiét siéu t6i han tir cay

tong quan su da tao ra.

5. Phuong phép theo diém 4, trong d6 phan chiét dung moéi 1a phén chiét thu
dugc bang cach chung cét phan chiét bing mot hodc nhidu dung méi dugc chon
tir nhém bao gdm axeton, etyl axetat, clorofom, 1,3-butylen glycol, n-hexan,

dietyl ete, butyl axetat, va diclorometan.

6. Phuong phap theo diém 5, trong d6 phan chiét dung méi 13 phin chiét dung

moi etyl axetat.
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7. Phuong phap theo diém 1, trong d6 cdy téng quéan s 13 canh hoic than cua

céy tong quan su.
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Fig.1

Fig.2

* Oregonin dugc phat hién 1 5,462i0,19 phut

-36-

Oregonin
i &éww p@ﬁt%




Fig.3
3060600
2560600

- 2060006

. 1500000

Dién tich (uV*gidy)

1060800

500000

39130

2/8

y=2485,5x- -
19996 o

] 260

460
Nbng do (pg/ml)

500 8o 1000

FEE

— P;c oregonin

T ¥
= B £

g

] » i e s t oo _.,J‘MM;&A{LA&?;WM}\WWL i ,‘Z* ’@‘j’i wiw

T
Py

WE  weh wE O BE  BE  RE MW B
e

-37-

7
A8

wine.




39130

3/8

" Pic oregonin

i, Picoregonin

i
E) I —.
T N Y T ¥
4% A 3 FEm AN o o £t

Fig.6B

a9

A0y

25

ST

fekices

-38-



39130

4/8

Fig.7

Tén
0. Oregonin
1. Chiét phAm nudc nong tir Alnus japonica
Mau 2. Chiét phim etanol 60% tir Alnus japonica
3. Chiét pham EtOH 60% ciia can chiét sidu tdi han chét 1ong tir Alnus japonica
4. Lop etyl axetat chiét xuét EtOH 60% ciia cin chiét siéu t6i han chit 1ong tir Alnus japonica

- Pha tinh: Silicagel 60 Fys,
Dung mdi phat trién: Clorofom : Metanol : Nuéc (70 : 30 : 4)
Do: bude song UV (254, 365nm), 10% H,SO,, FeCly

254 nm 365 nm 10% H,S0, FeCly
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Fig.8

100

8 -
70 r
60 +
50 r
40 r
36 r
20
10

Hoat tinh tdy gbc DPPH (%)

1 2.5 5 10 25 S0
Néng do (ng/ml)
mVit.C ®AHWE ®mAIG0E B AISCFR © AJSCFREA

Méu VIT.C AJHWE AJ60E AJSCFR AJSCFREA

1C50 15,87+0,25 73,54+0,18 67,68+0,10 28,62+0,32 7,01+0,19
(ng/ml)
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Hoat tinh tdy gbc ABTS (%)
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0,1 1 2,5 5 10 25 50 100
Nong d6 (pg/ml)
mViLC mAIHWE = AJGDE = AISCFR AISCFREA

[C50

Mau VIT. C AJHWE AJ60E AJSCFR AJSCFREA

1C50 8,35+0,15 14,39+0,04 13,18+0,11 12,82+0,17 4,53+0,11

(pg/ml)
Fig.10
L o
= i
3 2 _
N 80 i : - 7
P 19
- 28
Q
: o

:5_3 1 5 10 20 50
*§~ DMEM DNEN ASCER
- I8 3 LPS lpgiml




Fig.11

33

3
g 25
= 2
BT
5 1
2 83
Z a3
Fig.12

Hoat tinh té bao RBL-2H3(%)
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Fig.13
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