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(57) Giai phap hiru ich dé cap den phuong phap diéu ché chiét pham tur dau xanh 1én men
(Vigna radiata) bao gdm: cdy ndm Aspergillus vao moi truoéng nudi ciy long roi nudi
Aspergillus, tigt trung déu xanh dé tao moi truong nudi ciy ran, ciy Aspergillus da nudi &
trén vao mdi truong nudi cdy ran, va bo sung nudc vao moi truong nudi cay ran va khudy
dé thuc hién 1én men; say kho va nghién mai truong nudi ciy ran di 1én men dé thu déu
xanh 1én men; chiét xuat ddu xanh 1én men bang cach bd sung etanol v&i thé tich gap 5 dén
15 1an dau xanh 1én men dé thu duoc chiét pham thé; thyc hién sic ky bang cach nap chiét
pham thé 18n cot sic ky, ria giai voi hdn hop dung moi gdm c6 nudc va etanol & ty 18 thé
tich 4:1, sau d6 rira giai voi hdn hop dung moi gdm c6 nudce va etanol & ty 18 thé tich 1:1
dé thu duqc dich rtra gidi, va sau do loai bo hon hgp dung méi ra khoi dich rira gidi dé thu
dugc chiét pham tir dau xanh 1én men. Ngoai ra giai phap htru ich con dé cap dén chiét
pham tir du xanh 1én men duoc san xuét theo phuong phap néu trén va dugc pham chira
chiét pham nay c6 hiéu qua thuc day su lién lanh vét thuong.
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Uinh vue ky thudt dugc dé cap

Giai phap hiru ich dé cap dén phuong phap san xuat, cu thé 1a phuong phap san
xuét chiét pham tir ddu xanh 1én men. Giai phap hiru ich con dé cap dén chiét pham tur
dau xanh lén men, cu thé 1a chiét phém ctia dau xanh (Vigna radiata) 1én men duoc san
xuét bang phuong phap néu trén. Gidi phap hitu ich con dé cap dén viée su dung chiét
pham tir ddu xanh 1én men @8 san xudt duge pham thic ddy lién lanh vét thuong va duoc
pham thic day lién lanh vét thuong chira chiét pham tir dau xanh 1én men nay.

”

Tinh trang ky thujt cha gidi phap hivu ich

Qua trinh lién lanh vét thuong kha phuc tap bao gdm viém, tang san mod xo, hinh
thanh mach, lang dong colagen, bidu bi héa va co miéng vét thuong. Trong qua trinh
nay. nhiéu yéu td tang truéng duge tiét ra dé thic day viéc lién lanh vét thuong. Vi vay,
hicu qua lién lanh vét thuong tot la rut ngan thoi gian 1én da non, va chét luong da tot

sau khi lién cho thay qua trinh lién lanh vét thuong thanh cong.

Tai Dai Loan, s6 luong bénh nhan mic bénh d4i thao duong lén dén hor mot triéu
ngudi, va bénh dai thao duong xép thir tu trong mudi nguyen nhan chinh gy tir vong ¢
Pai Loan. Cac van dé cta bénh dai thao duong thuong phurc fap voi phiéu bién chimng
man tinh. Trong s6 d6, 6% bénh nhén méc bénh dai thdo dudng tuyp 2 gap tinh trang
mau kém luu théng .mé.u & chan, dén dén ty 1& phai cit bo 1a 1%, va bénh dai thao duong
tuyp 2 chiém khoang 90% trong téng s cac bénh nhén bi dai thao duong, kem theo cac
triéu chung trao ddi chit kém, ching han nhu khang insulin, khong dung nap glucoza,
tdng insulin mau, tang lipit mau, huyét 4p cao, v.v.. Cac bénh nhan méc dai thao duong
lau nani thuong mat cam gidc 6 ngon chén do bi viém day than kinh, dan dén khong
nhan thie duge cac tén thuong va chdy mau ¢ cac ngon chan. Nhitng vét thuong ¢ ngdn
chéan hodc chi dudi, két hop véi tdn thuong mach mau ngoai bién va colagen bat thuong,
¢At kho lién lai va thuong gly loét man tinh. Ngoai ra, mot khi vét thuong khong dugc
diéu tri ding luc, co thé can phai duoc thuc hi¢n cit cut trén dau géi. Do do, viéc chdam

s6¢ vét thuong & bénh nhan dai thao duong luon 14 vin dé cap bach can dugc giai quytt.

Vi 1y do nay, cAn cai thién cac giai phap k¥ thudt hién c6 dé phat trién chat co tac



3548

dung thuc day viée liér lanh vét thuong.

Dé khéc phuc han ché ¢ céc giai phap k¥ thuat hién c6, muc dich cua gial phap

r
1Ay

hira ich la d& xuét phuong phép san xuét chiét pham tir dau xanh 1én men dé thic day
lién lanh vét thuong.
Bin chit ky thut clia giai phap hiru ich

Pé dat duge muc dich néu trén, giai phap hiru ich dé xuét phuwong phap san Xuét
chiét phém tir dau xanh 1én men. Phuong phap bac gdm céc budc: cy nam Aspergillus
vao mo1 truong nudi cay long roi nudi Aspergillus; tiét tring dau xanh dé tao moi trudng
nudi cay ran, cly Aspergillus da nudi treng md; tromg long vao moi trudng nudl cay
rén. va b sung nu’é'c vao mo1 trudng nudi cdy ran va khudy déu dé ien men; say kho va
nghién nhé mdi truong nudi cAv ran da ]en men dé thu dugc ddu xanh 1én men; ¢ hiét
xuét déir xanh 1én men bang cach bd sung etanol voi the tich gép tr 5 den 15 1an luong
dau xanh lén men (thé tich/trong lugng) dé thu dugc chiét pham tho; thuc hién sac ky
bang cach nap chiét pham thé lén cot sac ky, rira giai cdt sic ky v6i hon hop dung md
chtra nuoc va etanol 0 ty 1€ thé tich 4:1 dé thu duoc dich rira gidi thu nhét, rira giai ¢ot
sic ky v6i hon hop dung moi chira nude va etanol ¢ty 1€ thé tich i:1 _dé thu duoc dich
rira giai thir hai, va loai bo hdn hop dung mdi ra khot dich rira giai thir hai dé thu duoc
chiét pham tir d4u xanh 1én men.

Thuét ngit “nhiét @4 phong” theo giai phép hiru ich la nhigt do co thé duoc hisu la

25°C+5°C, dbi véi ngudi c6 hieu bict trung binh trong cung linh vyc ky thuat.

Tét hon 13, & budc cay nam Aspergillus vao mdi truong nuodl cay long roi nuo
Aspergillus, moi truong nudi cdy long bao gdm it nhat nudc va gluceza. Tot hon 1a, mo1
trudmg nudl cdy long con bao gom fructoza, sucroza, pepton, cao ném men hoic sy két

hop bat ky cta ching.

T6t hon 13, & bude cay nam Aspergillus vao moi truong nudi cdy long roi nudi

N
X

Aspergillus, Aspergillus bao gom Aspergillus oryzae, Aspergillus niger, Aspergillus
candidus, va Aspergillus sojae.

Tét hon 1a, & bubdc cay Aspergillus vao méi truong nudi cdy long roi nuoi
Aspergillus, Aspergillus duge cay vao moi trudng nudi cdy long 6 ty 1¢ 5-10% thé tich,

va duoc nudi trong t 4m ¢ nhiét 46 20-30°C. © téc d6 quay 100-150 vong/phit trong
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thoi gian 1-5 ngay.

Tét hon 14, & cac bude cdy Aspergillus da nudi vao moi trudng nudi cdy ran, bo
sung nudce va khuay déu dé 1én men, 1y 1& m6i trudng nudi cay ran:nudc:Aspergillus 1a

1:1-3:0,05-0,12 (trong luc_mg:thé tich:thé tich).

Tét hon 13, & cac bude chy Aspergillus da nudi vao moi truong nudl chy ran, bo
sung nudc va khudy déu dé 16n men, cac diéu kién 1én men clia moi truong nudi cdy ran
da cy dspergillus trong bé 1én men rén 1a: toc do quay 5-15 vong/phut, tAn s6 quay 10
phut/12 gig, do thong khi 20-80 L/phut, nhiét do 25-40°C, ap suat 0,2-0,6 kg/cm?, trong
thoi gian it nhét 1a 3-7 ngay. |

Tht hon 13, 6 budc siy kho va nghién nthé moi truong nudi chy ran di 1én men dé
thi duge dau xanh 1én men, moi truong nuoi céy ran da 1én men dugc séy kho dudi diéu

kién nhiét do 50-70°C va ap sudt tir -0,4-0,9 kg/em®.

Tét hon 13, & budce thuc hién sdc ky bing cach nap chiét pham tho 1én cot sic ky,
cot sac ky duge nap nén tir nhya, t6t hon 1a nhua hép phu hop chat thom da vong (vi du,
nhua hap thu hop chit thom da vong phu hop che céc hop chat ky nude), cb thé tich
mao quén a tir 1,0 mL/g dén 1,5 mL/g, tot hon 1a 1,3 mL/g.

Giai phap hiru ich con d2 xuét chiét pham tr dau xanh lén men dugc san xut bang
phuong phap néu trén.

Tét hon 13, chiét phém tir dau xanh 1én men bao gbm vitexin va isovitexin.

Giai phap htu ich con dé xuét viéc str dung chiét pham tir déu xanh 1én men dé san
xuét dugce pham thic déy qua trinh lién lanh vét thuong, trong d6 duoc pham chura luong
chiét pham tir du xanh lén men co hiéu qua dugc ly va chat mang dugc dung.

Giai phap hitu ich cling & xuét duge pham thic d4y qua trinh lién lanh veét thuong
chiia luong chiét pham tir ddu xanh {én men ¢ hiéu qua duge Iy va chat mang duoc
dung.

Duoc pham theo giai phéap hiru ich dugc san xut voi chiét pham tir ddu xanh len
nien néu trén va chat mang duoc dung béng cach sir dung cac k¥ thuat thong thuong da
biét boéi ngudi co hiéu biét trung binh trong linh vue dugc pham va c6 thé duge dua ra
¢ cac dang lidu ding khac nhau. Thudt ngit “chit mang dugc dung” ¢ day bao gom

phung khong gidi han ¢ nudc, ruou, céc glycol, cac hydrocacbon (chang han nhu sap
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dau mé va diu tring), sap (chang han nhu paraffin va sap varg), cac chit bao quan, cac
chat chéng oxy hoa, cac dung moi, cac chét nhit hoa, cac chat tao huyén pha, cac chat
phén ré, cac tac nhan gan dinh. céc ta dige, cde tac nhan 6n dinh, cac chét tzo cang
chelat c4c chét pha lodng, cac chét gel hoa, cac chit kem nén, chat bao quan, chat bot
tron, chit tang hap thy, thanh phan hoat dong, cht gitt am, chét hap phu mui, chat thom,
chat diéu chinh do pH, chét khoa dm, chét lam mém, cac chit lam day, cac chit hoa tan,
cac chét tang tinh thAm, cac chit chdng kich ung, cac chét mau, cac chit day, cac chat
hoat dong bé mit, va cac chat mang tuong fy hodc thich hop khac theo giai phap hiu
ich.

Té6t hon 13, cac tac nhén gel hoa bao gdm nhung khong gici han & gelatir,
caragenan, gom xanthan, natri alginat, bot konjac {bot khoat nua),-thach va céc sy két

hop cua'chiung.

Tét hon 14, cac chit kem nén bao gém nhung khong giol han & chat nen ua nuoc
chtza glyxerol. Chét nén wa nuéc chira glyxerol bao gdm pha dau va pha nudgc. C hat né
wa nude chua glyxerol duge diéu ché bing cach bo sung pha nudce vao pba d dau, khuay

déu den dong nhét, va lam lanh.

Tét hon 13, vét thuong bac gom vét thuong do chiu xa, loét do ty dé va vet thuong

& nguoi mac bénh dai thao duong.

Tét hon nita 13, vét thuong & nguoi mic bénh dai thdo duong bao gom nhung
khéng gi6i han ¢ viém loét ¢ chan do dai thao duong.

Tét hon 1a, dwoc phim bao gdm luong co tac dung cua chiét pham tir déu xanh lén
men tét hon 12 nim trong khoang tir 5 mg/kg/ngay dén 350 mg/kg/ngay, va t6t hon nta
1a tr 130 mg/kg/ngay den 165 mg/kg/ngay. Theo nguyén tac, Vige tinh toén dya trén
trong lugng chudt 1a 20 g va trong lwong ngudi trudng thanh 1a 60 kg theo huong dan ¢
tai liéu “Estimating the maximum safe starting dose in initial clinical trials 1
therapeutics in adult healthy volunteers” (Udc tinh lidu khoi dan an toan toi da trong cac
thir nghiém lam sang ban dAu dé dicu tri ¢ chc tinh nguyén vién tm‘émg thanh khoe manh)
dugc cong bd boi Co quan quan ly Thuéc va Thuc pham (Food and Drug
Administration), Hoa Ky va md hinh tinh toan duoe cung cép boi cong ty Trophic

Animal Feed High-tech Co., Ltd, Trung Qudc (http://www.trophic.cn).

Thuat ngit “twong tu bot nhao” chi trang thai cta san pham dugc lam tr mo thyce
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vat (chang han nhu hoa, 14, canh, than, vo, ré, qua, vo hat, mang hat, v.v.) ma khong
phai la dich chiét dugc san xuat bang cach chlet dung médi, trong d6 san phidm néu trén

khong bao gbm dung mdi va nude duoc st dung trong qua trinh chiét tach.
Hiéu qué dat duoc cta gii phap hiru ich

Loi thé cua giai phap hitu ich la dé thu duoc chiét pham tr dau xanh 1én men co
hiéu qua thuc day lién lanh vét thuong bang cach céy nam Aspergillus vao moi truong
nudi cy ran chtra dau xanh 3 tién hanh 1én men; chiét tich véi etanol, rua giai v6i hén
hop dung mdi chira nudce va etanol vdi ty 1€ thé tich 1a 4:1; va tiép tuc rua giai voi hon
hop dung mdi chira nudc va etanol ¢ ty I& thé tich 1a 1:1. Hon nita, chiét pham tir dau
xanh 1&n men theo giai phap hitu ich c6 hiéu qua thic déy lién lanh vét thuomg, trong do
vét thuong bao gbm vét thuong do chiéu xa, vét loét do ty dé va vét thuong o ngudi mac
bénh dai thdo duong.

MO té van tit cac hinh v&

Fig.1 1a hinh anh phé sic ky long hiéu nang cao (High performance liquid
chromatography: HPLC) cua chiét pham tho E theo giai phap hitu ich ¢ budc song 337

nm,;

Fig.2 12 hinh anh phd HPLC cua chiét hham tir dau xanh 1én men E-H2 theo gial
phép hitu ich so voi cac chét chudn & budc song 337 nm, trong do 1an luot tir trén xubng
dudi, hang trén cung 1a chit chuin vitexin; hang thir hai la chét chuén isovitexin; hang

thit ba la chat chuén apigenin; va hang thir tu la chiét phim tir dau xanh 1én men E-H2;

Fig.3 12 hinh anh phd HPLC cua chiét pham tir dau xanh 1én men E-H3 theo gidl
phap hitu ich so voi cac chét chudn & bude song 337 nm, trong d6 lan luot tir trén xuong
dudi, hang trén cung la chit chuin vitexin; hang thir hai la chat chuén isovitexin; hang

thit ba 14 chit chuén apigenin; va hang th tu la chiét pham tur ddu xanh lén men E-H3;

Fig.4 1a hinh anh ph6 HPLC cua chlet pham tir dau xanh 1&én men E-H2H3 theo
giai phap hitu ich so véi cac chat chuin ¢ budc song 337 nm, trong d6 1an luot tor trén
xudng duéi, hang trén cung la chét chuan vitexin; hang thir hai 1a chét chuén isovitexin;
hang thu ba la chét chuén apigenin; va hang thu tu 1a chiét pham tir d4u xanh 1én men

E-H2H3;

Fig.5 14 so d6 cot thé hign muc do hiéu qua lidn 1anh vét thuong cia chiét pham
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tho va cée chiét pham ti dau xanh 1ér men theo giai phdp hiru ich, trong do dir héu dugce

thé hién ¢ dang gié tri trung binh + sai s chudn (standard error of the mean: SEM}, 214

tri P duoc tinh toan tir kiém dinh t, ky hiéu ** cho thay su khac biét rat dang ké:
Fig.6A 14 hinh anh vét thuong do chiéu xa sau khi dugc xu ly véi chiét pham tur

d4au xanh 1én men E-H2 theo giai phap hitu ich trong thoi gian 1 fuén;

Fig.6B la hinh anh vét thuong do chiéu xa sau khi dugc xir Iy v&i chidt pham fur
dau xanh 1én men E-HZ theo giai phap hitu ich trong thot gian 1 thang;

Fig.6C ia hinh anh vét thuong do chiéa xa sau khi duge xir 1y v chiét pham tur
dau xanh 1én men E-H2 theo giai phap hiu jch trong thai gian 3 thang;

Fig. 7A 1a hinh anh vet loét do ty d& trén mong wude khi duoc dung chiét pham tu
dau xanh 1én men E-H2 theo giai phap hitu ich; va -

Fig.7B l1a hinh anh vét loét do ty dé trén mong sau khi duogc dung chiét pham th
dau xanh 1én men E-H2 theo giai phap hitu ich trong thot gian 1 thang.

M6 ta chi tiét giai phap hiru ich

Céc dic diém k¥ thuét duoc sir dung theo giai phap hiru ich dé dat duoc muc dich
néu trén sé duoc md ta rd rang hon thdng qua cac phuong an uu tién dudi day dua trén
cac hinh vé keém theo.

Vi du diéu ché 1

Dua trén patent Dai Loan so 1434646, quy trinh $an xuat dau xanh {én men bao
g6m (1) chuan bi moi truong nudi cly 1ong, tiét tring va dé ngudi moi truong nudi cay
long; (2) ciy va nuoi vi sinh vat trong méi truedng nudi cay 1ong; (3) chuan bi mol truong
nudi ciy ran, tiét trung va dé nguoi moi trudng nudi cdy ran; va (4) cdy vi sinh vat va
1én men moi trudong nudi cay ran. Cac bude cu thé nhu sau:

(1) O bude chuan bi moi trudng nudi cay 1ong, tiét trung va aé ngudi moi truong
nudi cdy 1ong: mdi truong nudi chy 1ong bao gom it nhat nude va glucoza. Moi truong
nudi cay long da chuan bi duoc hap & nhiét 4o 120°C trong thoi gian 30 phut va sau do
duoe dé ngudi xuong nhiét do phong dé nuoi cay Aspergillus.

(2) O giai doan cay va nubi vi sinh vat trong mai truong nudi cay 1ong: bo sung

A 9

mo6i truong nudi cdy long duge dé cap o budc (1) dung dé nuéi cay Aspergillus vao binh
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thot ¢d, cAy dspergillus oryzae (nguén cung cap: Vién nghién clu va phat trién cong
nghé thyce phém Dai Loan (Taiwan Food Industry Research and Develcpment [nstitute))
vao moi truong nudi ciy long o ty 1€ 10% thé tich, va nudi Aspergillus treng tu &m o
nhiét d6 25°C, véi the o lic 12 100-150 vong/phit trong thoi gian 1-5 ngay, dé lam ting

ndng do Aspergillus.

3) 0 giai doan chuén bi mdi truong nudi céy ran, tiét trung va dé nguodi moi truong
nudi cay rn: muc dich chirh 1a dé tao ra moi truong nudi cay ran vo trung va tranh
nhi®m ban ching vi sinh (Aspergillus) trong khi cay ching vi sinh (Aspergillus). Nguyén
liéu cuia moi trudng nudi chy rén duoc st dung trong cac vi du theo giai phap hiru ich la
dau xanh, co thé giam chi phi mt cach hiéu qua va c6 thé d& dang thu dgc dong thoi.
Dau xanh bao g61n hat va vo hat, hodc két hop cua ching, va tdt hon 1a nguyén liéu la
vo hat. O budc nay, nguyén ligu dau xanh dugc hép dudi cac dicu kién nhiét o la 120°C,
it nhir trong thoi gian khoang 30 phut, va sau do6 dugc dé ngudi dén nhiét dd trong
khoang 25-40°C, nho do tha dugc dau xanh ciia moi truong nudi céy ran O trang thai vo
trung.

(4) O giai doan cAy va lén men moi truong nudi cay ran: Aspergillus dugc nuoi ¢
giai doan (2) duoc céy vao mdi truong nudi céy ran da tiét trung va lam ngudi, sau do
duoc dit trong thung 1€n men trang thai rn d& 1én men. Sau d6, mdi trudng nudi ciy
rén duge tron voi nuéc va Aspergillus. Ty 16 m61 trudong nudi cay rannudc:Aspergillus
1a 1:3:0.1, nghia 1a, trong khi mdi truong nudi cay ran la 10 kg, luong nuée duge thém
vao 12 30 L, va luong Aspergillus dugc céy vao la 1 kg. Sau khi mdi truong nudi cdy ran
duge cay ¢ ty 1€ néu trén, moi truong nudi cay rin voi nudc va Aspergillus phai dugc
khudy déu. Cac didu kién 1én men ciia mdi truong nudi cdy ran da cay nAm trong thung
18n men trang thai rén 1a: tde do quay 6 vong/phut, tan s6 quay 10 phut/12 gio, do thong
hoi 50 L/phut, nhiét d¢ 25°C, ap suat 0,2-0,6 kg/cm?, trong thoi gian 4 ngay.

(5) O giai doan sdy khd moi truong nudi chy rén va nghién nho moi truong nudl
cay vn sau khi 1én men: moi truong nudi cdy 1an dd l1én men duoc say kho dudi diéu
kién nhiét do 60°C va ap suat 1a -0,4-0,9 kg/em?, va moi truong nudi cdy ran da 1én men

khé duoc nghién nho thanh bdt @é thu duoc san pham dau xanh ién men.

Pau xanh lén men dugc chiét xuét va tinh sach thong qua cac budc sau day dé thu

duoc cc chiet pham tur dau xanh Ién men:
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(1) B sung 20 L etanol 95% vao 2 kg bot dau xanh 1én men dé tién hank chiét
xuét qua dém, loai bo cac hat khong tan Kkhoi dich chiét bang cach loc, va c6 dac dich

chiét dudi 4p suét gidm dén trang thai twong tv bot nhao dé thu duoc chiét pham tho L.

(2) Hoa tan chiét pham thd vao hdn hop dung mdi chura nudc va etanoi 95% o ty

1& 4:1 theo thé tich, va nap chiét phérn thé 1én cot sac ky dé thuc hién sac ky cot. Cot
duoc nap nén tir nhya (nhya hép phu mao quan 16w, DIATON® HP-20, thé tich mao quin
ctia nhua 6 khoang 1,3 mL/g). Truoc tién, st dung (a) hon hop dung mé: chira nude va
etanol 95% & ty 1€ 4:1 theo thé tich 1am dich raa 3é rira va thu duoc dich rua gidi thu
nhit. Sau do, sit dung (b) hdn hop dung mdi tir nude va etanol 95% & ty 1é 1:1 theo thé
tich dé rua gidi, thu duge dich rua giai thu hat. Cudi cing, st dung (c) hdn hop dung
mbi tr nude va etanol 95% ¢ ty i€ 3:7 theo thé tich dé rura giai, thu dugce dich rua giai
thit ba. Cac hdn hop dung mdi dugc loai bo khoi cac dich rira giar thi nhit, th hai va
thir ba riéng biet dé thu dwoc lan luot cic chiét pham tir dau xanh [én men E-Hi, E-H2,
E-H3. Ngoai ra, E-H2 va E-H3 duqc tron 1an vai nhau 0 ty 1€ 4,6:1 theo trong luong dé

thu duge chiét phém tir dau xanh lén men E-H2H3.

Phan tich c4c thanh phan cua chiét pham tho E (Fig.1) va cac chiét pham tur dau
xanh 16n men E-H2 (Fig.2), E-H3 (Fig.3) va E-H2H3 (Fig 4) bang cach st dung sac kv
Jong hiéu nang cao (HPLC). Cac hop chét eliinh trong chiét pham tr dau xanh lén men
E-H2 12 53,12% vitexin, va 17,82% isovitexin; trong E-H3 12 55,80% vitexin, va'l14,13%

apigenin, trong E-H2HE3 14 59,96% vitexin, 14,32% isovitexin, va 2,98% apigenin.
Vi du thir nghiém 1 Hiéu qua lidn lanh vét thuong cua dau xanh lén men

Do sy phat trién va di tri cua cac té bao quanh vét thuong thong qua bd kit thu
nghiém lidn lanh vét thuong (Wound Healing Assay Kit, Cell Blolabs, CytoSelect™ ')
sau khi xar ly vét thuong vai cac mau thir nghiém khac nhau, trong d6 cic té bao 1a dnng
té bao simg & nguoi HaCaT (2 X 10° té bao/giéng). Thir nghiém té bao duoc chia tharnh
5 nhom dugc goi 1a nhom déi chung (xu Iy véi nude mubi), nhom E (xu ’N voi chiét
pham thé E tir vi du didu ché 1 dugc hoa tan trong dimetyi sulfoxit, DMSO), ihém E-
H2 (xtr ly v61 chiét phdm tir dau xanh lén men E-H2 tir vi du dleu ché 1 duoc hoa tan
trong DMSO), E-H2H3 (xu ly voi chiét pham tir dau xanh 1€n men E-H2H3 tr vi du
didu ché 1 dugc hoa tan trong DMSO), E-H3 (xu 1y véi chiét pham tr d4u xanh 1én men

E-H3 tur vidu didu ché 1 ducc hoa tan trong DMSO). Trong mdi nhom, cac 1€ bao dugc
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xu 1y voi mau (20 pg/ml) trong thoi gian 18 gi0.

Két qua cua thir nghiém lién lanh vét thuong (Fig.5) thé hién ving lién lanh vét
thuong cia nhom E-H2 dugc cai thién dang ké khi so sanh véinhom ddi chimg (p<0,01).
Nguoc lai, cac vung lidn lanh vét thuong ctia nhom E-H2H3 va nhom E-H3 x4p xi bang
nhém déi chimg. Do do, c6 thé thiy rang nhom E-H2 thé hién hiéu qua lién lanh vét

thuwong tot nhét.

Vi du thtr nghiém 2. St dung chiét phim tir dau xanh 1én men trong chita tri vét

thuong ¢ ngudoi méc bénh dai thao duong

Géy ra bénh dai thao dudng 0 chuot dua trén phuong phép duoc md ta trong cac
tai liéu sau: Gheibi, S., Kashfi, K., & Ghasemi, A. (2017), Hudng dan thuc hanh gay
bénh déi thai duong tuyp 2 & chudt: K&t hop ché @0 an nhiéu chat béo va streptozotocin
(A practical guide for induction of type-2 diabetes in rat: Incorporating a high-fat diet
and streptozotocin.), tap chi Biomedicine & Pharmacotherapy, 95, 605-613; va Skovse,
S. (2014). M6 hinh hoa bénh dai thao duong tuyp 2 & chuot st dung ché d6 an nhiéu
chét béo va streptozotocin (Modeling type 2 diabetes in rats using high fat diet and
streptozotocin.) Tap chi diéu tra bénh dai thao duong (J ournal of diabetes investigation),
5(4), 349-358. Sau khi chuot dat can nang 20 g, gy ting duong huyét & chudt bang cach
dung Nicotinamid-Streptozotocin (NA-STZ) theo dudng tiém phic mac. Mic do
glucoza huyét khi d6i cta chudt duoc do sau 1 tudn va theo doi trong thoi gian tir 1 dén
2 tuan. Cac dong vat duoc gdy tang duong huyét thanh cong (muc do glucoza huyét cao
hon 300 mg/DL) duogc lya chon lam dong vat dai thao duong dé tién hanh thi nghiém
chita lanh vét thwong sau khi biéu hién cac tridu ching ting duong huyét trong thoi gian

hai thang.

(1) Sau khi gdy mé voi isofluran, ba vét thuong dugc tao ra bang cach loai bé toan
bd 16p biéu bi & ving lung cua chudt. Cac phuong phap didu tri khac nhau duoc &p dung
cho céc ca thé dong vat tuong ung ¢ nhom d6i chimg va cac nhom thi nghiém. Chudt
duoc xu ly voi kem nén, Suile, va cac mau chiét phém, dugc bodi truc tiép 1én vi tri vét
thuong hai JAn mdi ngay, mdi sang va t6i, mdi lan khoang 0,036 g, trong thoi gian 12
ngiy. Mitrc d6 lién lanh vét thuong vao cac thoi diém ngay 0, ngay thir 4, ngdy thir 8 va
ngay thtr 12 dugce so sanh. Mc d6 lién lanh vét thuong duoc ghi lai bang anh chup va

{inh toan bing cach st dung thang do lam co so dinh lugng voi phan mém ImagelJ. Bang
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cach st dung ving vét thuong vao thoi diém ban dau (ngay 0) lam ving vét thuong ban

d4u, ving vét thuong con lai (%) dugc tinh toan nhu sau:

vung vét thwong tai mdi thoi diém
' X 100%

Ving vét thwong con lai (%) = - ~ =
& ° i (%) ving vét thwong ban dau

Céc ca thé dong vat thir nghiém duge chia thanh 6 nhém nhu sau:

Nhom NI (d6i ching thuong): chudt khong bi ghy tang duong huy’ét, cac nhom sau
day déu 1a chudt bi gdy ting dudng huyét:

Nhom BC (kem nén): chi duce xi 1y véi kem nér;

Nhom PC: dung thube Suile® thuong pham (Hedonist Biochernical Technologies
Co. Ltd) lam d6i chung duong;

Nhom E: dung hon hop chiét phdm thd E thu duoc tir vi dy diéu ché 1 voi kem nén
& tv 1& trong luong la 1:9;

Nhom E-H2: diing hon hop chiét pham tir déu xanh 1én men E-H2 thu dugc tir vi
du diéu ché 1 véi kem nén ¢ ty 1é trong lueng 12 1 9,

Nhém E-H2H3: dung hdn hop chiét pham tr dau xanh 1én men E-H2 va E-H3 (ty
16 trong luong 14 4,6:1) thu dugc tir vi du Gidu ché 1 véi kem nén o ty 18 trong luong la

1:9.

Béang 1: Muc dé lién lanh vét thuong cua cac chiet.pham khac nhau

—

) Ving vét thuong (%)
Nhém . - ——
Ngay 0 Ngay thu 4 Ngay thtr 8 Ngay thir 12
NI 1000051642 | 67,60427,72 | 48,68+36,17 | 6,85%7,30% |
© BC 100.00413,56 | 69,88£30,89 | 712042841 | 2603+12,44
E PC 100,00£20,12 | 71.62421,02 | 50.73+1843 | 89347967
| E 1000041732 | 75,53419,06 | 68842654 | 23414534
| B2 100.00-7 06 | 6847+31,17 | 53,24%3397 | 10,22:8,00*
| EH2H3 | 100001518 | 817083539 | 571243105 | 235921370 |

* p < 0,05 gitta thom BC va cac nhom khac

Nhu dugc thé hién trong bang 1,
khi so sanh voi nhom BC va vung vét thuong

Ngugc lai, khong co

vung vét thuong cia nhém E-H2 giam déang ké
xép xi bang nhom PC vao ngav thir 12.

su khéc biét dang ké gitia nhom E hodc nhom E-H2H3 véi nhom

BC. Do do. nhém E-H2 thé hién hi¢u qua thiic ddy su lién lanh vét thuong dang ké &
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chudt méc dai thao duong, va hiéu qua dat duoc xép xi bang thude Suile®.

(2) Ba vét thuong duoc tao ra 6 vung lung cua chuot. Cac bién phap diéu tri khac
nhau dugc dp dung cho céc ca thé dong vat tuong Umg trong nhom ddi chimg va cac
nhém thi nghiém. Chuot duoc diéu tri vai kem nén, Suile, va cac mau chiét phém, duoc
boi truc tiép 1én vi tri vét thuong hai lAn mdi ngay, mdi sang va t6i, mdi lan khoang
0,036 g, trong thoi gian 8 ngay. Céc mirc do lién lanh vét thuong vao cac thoi diém ban
dau (ngay 0), ngay thir 4 va ngay thit 8 dugc so sanh.

Céac c4 thé dong vat duoc chia thanh 6 nhom nhu sau:

Nhom NI (d6i ching théng thwong): khong bi gay tang duomg huyét, cac nhom
sau day déu 1a chudt bi gy tang duong huyét;

Nhom BC (kem nén): chi duoc xur Iy v&i kem nén;

Nhom PC: dung thudc Suile® thuong phidm (Hedonist Biochemical Technologies
Co. Ltd) 1am d6i chung duong;

Nhém E-H2 2.5%: dung hén hop chiét pham thd E-H2 thu duoc t vi du diéu ché
1 v&i kem nén ¢ ty 1 rong luong 1a 0,25:9,75;

Nhoém E-H2 5%: ding hdn hop chiét pham tho E-H2 thu duoc tr vi du diéu ché 1
v6i kem nén & ty 18 trong luong 12 0,5:9,5;

Nhom E-H2 10%: dung hdn hop chiét phém tho B-H2 thu duoc tir vi du diéu ché
| v&i kem nén & ty 18 trong lugng 1a 1:9;

Bang 2: Muc do lidn lanh vét thuong cla cac chiét pham tr dau xarh 1én men o

cac nong do khac nhau

| Vung vét thuong (%) _——__———_
Nhom Ngay 0 Neay thed | Ngay tha8 %
i gay gdy | Ngytht8 |
NI 100,00£14,18 5257423 25 3091423305 |
BC 100,00412,51 76.34£33,67 6090:2241 |
PC 100,00+16,41 75.13£22.21 35.89+13,02* 4
E-H2 2,5% 100,00=11,48 748043877 | 42,99+1175
E-H2 5% 100,0016,80 64.40+29,08 41.18224,62%
E-H2 10% 100,00£12,51 61.81+7,67 39.42412,12

* p < 0,05 gitta nhom BC va cac nhom khac.
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Nhu duoc thé hién trong bang 2, mae d@ giam ving vét thuong trong nhom E-H2
2,5%, nhom E-H2 5% hodc nhom E- H2 10% vao ngay tha 8 14 cao hon nhém B(C khoang
20%. Va vung vét thuong xap xi bang nhom PC. Do do, cac ty 1& khac nhau cua cac
nhom E-H2 thé hién hiéu qua dang ké trong thic déy lién lanh vét thuong trong chudt

méc dai thao duong, va hiéu qua dat duge xap xi bang thudc Suile®.

Vi du thir nghiém 3. Sur dung chiét pham tir dau xanh 1én men trong chita lanh vét

thuong sau khi xa tri

vét thueong gay ra do xa tri duge bdi hdn hop chiét phém tr dau xanh 1én men E-
H2 thu duoc tr vi du didu ché 1 va tac nhan gel hoa ¢ ty 1€ trong lugng 1:9, has 1an moi
ngay, mdi lan khoang 1-10 g, tdt hon 1a 5 g. Ghi 1a1 tinh trang khoi phuc sau mot fuan,

mot thang va ba thang.

Sau mot tuﬁh vung vér thuo*nv xép xi 20 cm?, €6 sgo tao ra, bénh nhan bi‘ déu Mo,
dau miéng va dau c6, 1arn che viéc udt kho khin, vét thuong d& 1én da non va duoc cal
thién 1o rét (Fig.6A). Sau mot thang, vung vét thuong khoang 5 cm?, vét thuong khong
duoc lién lanh hoan toan, nhung vét thuong o ¢b dugc lién lai {6t (Fig.6B). gidre cam
gidc dau trong qua trinh xa tri. Sau ba thang, vét thuong lién lanh hoan toan va duge
kho1 phuc tt (Fig.6C). Do do. co thé két luan rang viéc ap dung chiétp ham tr dau xanh

1ép men E-H2 trén vét thuong & ngudi thé hién hidu qua thuc day lién lanh vét thudng.

Vi du thir nghiém 4. Str dung chiét phéin tir dau xanh lén men trong chfra lanh vét
loét do tv de

Véi loét do ty de& duge xir Iy vol hon hop chiét pham tir dau xanh 1én men E-H2
thu dugc tir vi du didu ché 1 va tac nhan gel hoa o'ty 18 trong luong 1:9, hai 1An moi
ngay, moi lan khoang 5 - 40 g, t ot honla 25 g. Gh1 lai tinh trang héi phuc sau mot thang.

Trude khi diéu tri, vang vét thuong _khoén_g xﬁp Xi 100 cm?®. Loét do ty de 1a ton
thuong 1on va sau lién quan dén xuong (Fig,7Ai). Sau khi dung hon hop néu trén trong
thoi gian 1 thang, ving ioét chi con xap xi 9 cm?, ¢6 thé thay rd su hinh thanh mo va
khong con nhin thiy xuong (Fig.7B). Do do, c6 thé két luan rang viéc ap dung chiét
phim tir dau xanh Ién»men E-H2 trén vét thwong & nguéi thé hién hiéu qua thuc day lién

lanh vét thuong.

Tém lai, cac chiét pham tir dau xanh 1én men c6 cac hiéu qua thuc day su lién lanh

13-
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vét thuong, va vét thuong cd thé duoc chita lanh bao gdm vét thuong gy ra do xa tri,

vét loét do ty de, va vét thuong & ngudi dai thio duong.

RG rang la dbi véi ngudi co hidu biét trung binh trong cung linh vuc k¥ thudt co
thé thuc hién cac stra ddi va didu chinh khac nhau ma khong tach khoi pham vi bao ho
va nguyén 1y ky thuét cua giai phap hiru ich. Mac du giai phéap hitu ich da duoc mo ta
dusi dang cac phwong an uu tién cu thé, cin hiéu rang giai phap hiru ich khong b1 gioi
han hoan toan & cac phuong an cu thé nay. Trén thuc té, cac sira d6i khac nhau la hién
nhién d6i véi ngudi co hidu biét trung binh trong cing linh vuc ky thuat déu thudc pham

vi bao ho cia cic diém yéu cau bao hd kém theo.
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YEU CAU BAO HOQ

1. Phuong phap san xuét chiét phém tr ddu xanh 1én men bao gdm:

cdy nam Aspergillus vao moi truong nudi cdy long roi nuodi Aspergillus;

tiét trung dau xanh dé thu dugc méi truong nudl cdy rén, cay Aspergillus da nudi
& budc trén vao moi treong nudi cdy ran, va bd sung nudc vao moi truong nudi cay ran
va khudy mdi truong nudi cay rin dé thuc hién 1én men;

séy kho va nghién nhoé moi trudong nudi céy rén da 1én men dé thu duoc dau xanh
1én rhen;

chiét xuét dau xanh 1én men bang cach bd sung etanol voi thé tich gdp tlr 5 dén 15
1an (thé tich/trong luong) & thu duoc chiét pham tho;

thuc hién sic ky bang cach nap chiét pham thd 1én cot séc ky, rira giai cot sac ky
v6i hon hop dung moi gom c6 nude va etanol 0 ty 1€ thé tich 12 4:1 dé thu duoc dich rira
giai thu nhat, sau do6 rira giai cot sic ky v6i hdn hop dung moi gdm c6 nude va etanol o
ty 1é thé tich 1:1 dé thu duoc dich rua giai thi hai, va sau do loai bo hon hop dung moi
ra khéi dich rira giai thir hai & thu duoc chiét pham tr ddu xanh 1én men.
2. Phuong phap theo diém 1, trong do ¢ bude cdy Aspergilius vao moi trudng nuoi cay
1ong rdi nuodi Aspergillus, moi truong nuodl chy 16ng bao gbm it nhét nudce va glucoza.
3. Phuong phap theo diém 1, trong do ¢ bude cdy Aspergillus vao moi trueng nudi ciy
16ng roi nudi Aspergillus, Aspergillus duoc chy vao mdi truong nubi chy long O ty 1é thé
tich 5-10%, va dwoc nudi trong ti 4m & nhiét do 20-30°C, & tbe do lac 100-150
Vbﬂg/pht’lf trong thoi gian 1-5 ngay.
4. Phuong phap theo diém 1, trong d6 & cac budce chy Aspergillus dd nudi vao moi truong
nudi ciy ran, b6 sung nudc va khudy dé thyc hién 1én men, ty 1¢ moi trrong nudl cy
ran:nudc:Aspergillus la 1:1-3:0,05-0,12 (trong luong:thé tich:thé tich).
5. Phuong phap theo didm bat ky tir 1 dén 4, trong d6 & budc thyc hién sic kv bang cach
nap chiét phém tho 1én cOt sac ky, cot sac ky dugc nap nén tu nhua co thé tich mao quan

nam trong khoang tur 1,0 mL/g dén 1,5 mL/g.

6. Chiét phém tr dau xanh [én men thu duoc bang phuong phap didu ché theo diém bat
ky tir 1 dén 5.
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7. Chiét phdm tir d4u xanh 1én men theo diém 6, trong do chiét pham nay bao gbém
vitexin va isovitexin.

8. Duogc phdm dung dé thuc day sy lién lanh vet thwong, trong do duoc pham nay bao
gbm luong chiét pham diu xanh 1én men theo diém bat ky trong s6 cac diem 6 va 7 co

hiéu qua dugc 1y va chat mang dugc dung.
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