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Linh vue ky thuit dwoc dé cap

Giai phap hiru ich thude linh vuc duoc phim, cu thé 1 giai phap hiru ich d&
cap dén quy trinh san xuét phan doan cao chiét tir 14 cdy Vbi (Cleistocalyx
operculatus) va 14 cay Dau (Morus alba L.) ding dé diéu tri bénh viém dai trang, va
phan doan cao chiét thu duoc tir quy trinh nay.
Tinh trang ky thuit gidi phap hiru ich

Viém dai trang 14 tinh trang niém mac dai trang bi viém nhiém gay tén thuwong
khu tra hodc lan toa véi nhidu mirc d6 khac nhau. Viém dai trang c6 thé cip tinh
hoic man tinh. D4y 14 tinh trang thuong xuét hién ciing véi cac bénh tiéu héa. Cac
triéu chimg c6 thé bao gdm dau bung va dau nhe dén ning (tiy thudc vao giai doan
clia bénh) tidu chay ra mau dinh ky c6 hodc khong c6 mi trong phén, dai tién mét
chii dong, ddy hoi, mét méi, chan an va giam can khong r& nguyén nhan. Trudng
hop nhe c6 xuét hién cac vét viém gy dau d6n. Giai doan ning c6 thé xut hién cac
6 loét, xuét huyét, hay c6 thé 1a nhimg 8 4p xe & dai trang. Viém dai trang kéo dai
dai drfmg, khé diéu tri dut diém va anh hudng rat 16n dén stic khoe, sinh hoat cﬁa
ngudi bénh. Nguyén nhan gy viém o dai trang chua duge xac dinh nhung co thé ké
ra mot s6 nguyén nhan nhu do nhiém}_ﬁkhuén dudng rudt, tinh trang tdo bén kéo dai,
mot s6 bénh ly vé dudng rudt nhu: thiéu mau cyc bd dai trang, viém rudt, tac dung
phu ctia thudc nhu thudc khang sinh, nhidm doc asen, chi, thuy ngan, thube diét co,
do tim ly cing thing, bénh Crohn; bénh lao. Duogc ly phan tir cho thdy & bénh viém
dai trang c6 sy ting cao ndng do cac bach cdu trung tinh, va ting biéu hién cac yéu
t6 xytokin gdy viém nhu interleukin (IL)-1p, interferon (INF) -y, yéu t6 hoai tir khéi
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u (TNF)-a ¢ dai trang. Viéc 1am gidm sy xuét hién bach cdu trung tinh va cac yéu tb
tién viém ndy gép phan lam gidm trinh trang bénh dai trang. Duoc Héu c6 mdt sd uu
diém trong diéu tri bénh nhu c6 d6 an toan, khong gy tac dung phy, lam giam duoc
cac triéu chung cia bénh dai trang. Mét s6 duge liéu ¢ tac dung chéng oxy hoa,
chdng viém va khang khudn dé phong va diéu trj bénh viém dai trang mén tinh ngay
cang dugc st dung nhiéu, mang lai hidu qua 1au dai trong viéc diéu tri bénh. Dic
biét, khi két hop cc duge lidu v6i nhau thi s& ting tinh hiép ddng, phét huy dugc tic
dung t6t hon timg thanh phan dugc liu riéng biét.
Bén chit ciia ky thuat giai phap hiru ich

Muc dich cta giai phép hitu ich 1a dé giai quyét cac vin d& néu trén. Dé dat
duoc myc dich nay, theo mot phwong 4n, gidi phap hiru ich dé cdp dén quy trinh san
xudt phan doan cao chiét trr 14 cdly Véi (Cleistocalyx operculatus) va 14 cdy Dau
(Morus alba 1..) ding dé diéu tri bénh dai trang bao gff)m/ cac budc:
a) chuan bi nguyén lidu 12 14 cdy Véi va 14 cay Dau, rira sach, phoi khd dén d6 4m
duéi 13%, tron 14 cdy Véi va 14 cia cay Dau theo ty 16 dong khéi lwong, cy thé 1a
1:1 thu dugc hdn hop nguyén lidu;
b) thu cao chiét toan phan bing cach chiét hdn hop nguyén liéu bang cdn 50% dun
trong 1 gio theo ty 16 hdn hop nguyén liéu:dung méi 1a 100:1 (g/L), chiét lip lai 3
lan, godp dich chiét, loc qua gidy loc thu dich loc va cét thu hdi dung mdi dudi ap
suat giam, sdy kho & 50°C thu duge cao chiét toan phén; va
c) thu phan doan cao chiét bang cich phan tan cao chiét toan phén thu duoc & budce
b) vao nuéc cét theo ty 18 cao chiét toan phan: nude 13 100:1 (g/L), sau d6 thém
cling mot lugng thé tich dung méi ete diu hoa vao, dé tach 16p va thu 14y phan nuéc,
lap lai 3 14n, tiép theo thém ciing mot lwong thé tich dung moéi etyl axetat vao phin
nude, dé tach 16p va thu 14y phan dung méi etyl axetat, cong doan nay lap lai 3 14n,
sau d6 gdp céc dich etyl axetat thu duoc, loc qua gidy loc, va cét thu hdi dung mdi
duéi ap suat giam, say khé & 50°C thu duoc phan doan cao chiét.
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Theo mét phwong 4n khéc, gidi phép hitu ich d& cép dén phan doan cao chiét
ding dé diéu tri bénh viém dai trang thu dugc tir quy trinh néu trén.
MO ta vin tit hinh vé

Hinh 1 13 so d quy trinh san xuAt phan doan cao chiét tir 14 cdy Véi
(Cleistocalyx operculatus) va 14 cay Dﬁu (Morus alba L.) dung & diéu tri bénh
viém dai trang.
MO ta chi tiét giai phap hiru ich

Sau déy, giai phap hitu ich duge md t& mot cach chi tiét véi cac phuong én
thuc hién va céc vi du minh hoa cu thé, tuy nhién cac phwong 4n thuc hién va céc vi
du minh hoa cy thé nay chi nhim lam r ban chit ctia giai phap chir khéng nhim han

che pham vi yéu cau bao ho ctia giai phap hitu ich.

Cay V&i c6 tén khoa hoc la Cleistocalyx operculatus, thudc ho Sim
(Myrtaceae). Cay thudc loai cdy than g, c6 chiéu cao tir 5-6m, vo than cdy c6 mau
néu xam, nirt doc va phan canh. Canh non det, sau thanh hinh tru, ¢ 16p vay. L4 vdi
moc ddi, phién 14 ¢6 hinh bau duc, hai mit 14 déu c6 mau xanh luc nhat, c6 ddm nau,
dai 9-18cm, rong 4-8cm. Pau 14 nhon, gbc 14 thudn, mép 14 khodng c6 rang cua,
khéng c6 16ng, c6 gan 14 8-10 d6i. Cudng 14 dai 3-4mm, c6 canh & phia dinh. Hoa
moc thanh cum, cym hoa c6 hinh chuy thudng moc & nach 14 ‘dﬁ rung. Hoa véi
khéng c6 cubng, c6 mau tréng, luc nhat. Qua vdi nhd, c6 hinh tring hay hinh bau
duc, nhin nheo, c¢6 dudng kinh 7-12mm. L4 véi, nu vdi va canh non d&u cé mui
thom dé chju. Thanh phin héa hoc cia cdy véi c6 chita tanin, vitamin va mdt sé chit
khoang, tinh dau, cac hoat chét polyphenol, flavonoit. L4 véi c6 tic dung giam day
hoi, truéng bung, dn khoéng tiéu, viém dai trang man tinh, dau bung am i, chita tiéu
chay, viém da, nglra, gidm m& mau, giam cholesterol, bénh tiéu dudng, bénh viém

gan.
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Cay Dau c6 tén khoa hoc 1a Morus alba L., ho Dau tdm (Moraceae). Cay Dau
thudc loai cdy than gd, cao tir 3-5m. Canh mém, vh’Jc non c6 16ng to sau mau tréng
xam, nhén. Phan 14 moc so le nhau, hinh bau duc, mili nhon va khia ring cua. Hoa
dau tim don tinh, v cédnh, mua hoa vao thang 4-5. Qua dang bé hinh cdu, mau
tréng, xanh Iic con non va khi chin chuyén cac mau h(‘A)ng, dé dam, tim den, vi hoi
chua, ngot. Cdy D4u c¢6 thanh phén héa hoc gém axit amin, morocetin, ecdysteron,
inokosteron, umbelliferon, scopoletin, scopolin, trigonellin, moracin, scopoletin,
skimmin, cyclomulberrin, morusin, atalantoflavon, astragalin, isoquerrcitrin, v.v..
Cay Dau c6 rét nhiéu cdng dung khac nhau nhu dung dé tri dau mét do, chay mau
cam, ho, huyét 4p cao, téc bac, téc rung, mét ngi, béng, 1oi tidu va ting cuong suc
dé khang.

Giai phap hitu ich d& xut quy trinh san xuét phan doan cao chiét tir 14 cay Vi
(Cleistocalyx operculatus) va 14 cay Dau (Morus alba L.) dung dé diéu tri bénh viém
dai trang gdm céc budc:

a) chuin bi nguyén liéu

L4 cdy Véi va 14 cay Dau rira sach, phoi khé dén do dm dudi 13%, tron 14 cay
Véi va 14 ctia cdy Dau theo ty 1¢ ddng khdi luong, cu thé 1a 1:1 thu duge hdn hop
nguyén liéu.

b) thu cao chiét toan phén

Chiét hén hop nguyén lidu bang cdn 50% dun trong 1 gio theo ty 18 hdn hop
nguyén ligu:dung mai 1a 100:1 (g/L), chiét lap lai 3 lan, gop dich chiét, loc qua gidy
loc thu djch loc va cét thu hdi dung méi duéi &p suét giam, sdy khé & 50°C thu dugc
cao chiét toan phan.

c) thu phan doan cao chiét
Phén tén cao chiét toan phin thu dugc & bude b) vao nude cét theo ty 18 cao

chiét toan phan: nude 1a 100:1 (g/L), sau d6 thém cung mdt lugng thé tich dung moi

ete dau hoa vao, dé tach 16p va thu 14y phan nudc, 1ap lai 3 1an, tiép theo thém cung
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mdt lugng thé tich dung moi etyl axetat vao phan nudc, dé tach 16p va thu 14y phan
dung méi etyl axetat, cong doan nay ldp lai 3 1an, sau d6 gdp céc dich etyl axetat thu
duge, loc qua gidy loc, va ct thu hdi dung méi dudi &p sudt giam, sdy kho & 50°C
thu dugc phan doan cao chiét.

Giai phép hitu ich cling d& xuét phan doan cao chiét thu dugc tir quy trinh néu
trén dung dé diéu trj bénh viém dai trang.
Vi du thwe hién gidi phap hiru ich
Vi du 1: Piéu ché 35g phan doan cao chiét tir 14 cay Vi (Cleistocalyx operculatus)
va la cay Dau (Morus alba L..).

Nguyén liéu thu héi dé st dung theo giai phap hitu ich duge thu hai & Ha Noi,
Viét Nam. Thu héi 14 cay Vbi (Cleistocalyx operculatus), phoi kh6. Thu hai 14 cay
Dau (Morus alba L.) phoi khd. Phéi tron 1a cay Véi va 14 cay Dau theo ty 18 1:1, thu
duge 500 g hdn hop nguyén lidu. Chiét 500g hon hop nguyén liéu nay bang etanol
50%, dun trong 1 gid theo ty 1€ hdn hgp nguyén liéu:dung méi 100(g):1(L), 1ap lai 3
1an. Thu dich chiét, loc va 14y phan dich loc; cét loai dung mi dudi 4p suét giam rdi
sy trong ti sy & 50°C t6i khéi luong khong dbi, thu duoc 45 g cao chiét toan phan.
Cao chiét toan phan dugc phan tan vao 450 ml nuéce cit. Sau d6, thém 450 ml dung
moi ete diu hda vao dé tach 16p va thu l4y phan nude, lip lai 3 13n. Tiép d6, thém
450 ml dung moi etyl axetat vao phan nudc, dé tach 16p va thu 14y phan dung moi
etyl axetat, 13p lai 3 lan. Tién hanh c¢6 quay duéi ap suat giam loai bo toan bo dung
mdi etyl axetat, rdi sdy trong tu sdy & 50°C t&i khéi luong khong d6i thu duge 35 g
phan doan cao chiét. Hiéu sut khoang 7%.
Vidu 2. Tac dung diéu tri bénh viém dai trang

Chudt nhét tring ching Swiss, ca 2 gidng, khoé manh, trong luong 25,0 +
2,0g dé nghién ctru tac dung diéu tri bénh viém dai trang do Vién Vé sinh Dich t&

Trung wong cung cap. BPong vat dugc nudi trong di€u kién day du thirc in va nudce
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ubng tai phong thi nghiém tir 3-5 ngay trude khi nghién ctu va trong sudt thoi gian
nghién ctru.

Chudt dugc chia nglu nhién thinh 4 nhém, mdi nhém 10 con, duge didu tri nhu sau:
Nhoém I'1a nhém chimg sinh 1y; duge cho uéng nuée mudi sinh 1.

- Nhém IIf Nhém chimg bénh DSS; chuét dugc cho ubng dung dich 3% (W/v) dextran
natri sulfat (DSS; trong luong phan tir 36-50kDa, MP Biomedicals, Viét Nam).
Nhom III: DSS + phan doan cao chiét thu duge tir vi du 1 (150mg/kg, thé trong,
dudng udng) trong vong 7 ngay;

Nhom IV: DSS + phén doan cao chiét thu dugc tir vi du 1 (300mg/kg, thé trong,
duong ubng) trong vong 7 ngay; |

Trong suot qua trinh thi nghiém, chi s bénh (DAT) duoc do va danh gia. Tai
ngdy cubi cua thi nghiém, chudt bi bé d6i qua dém, bi giét bing cach su
dung thuéc gdy mé liéu cao. Tién hanh md 14y mé rudt, can va ddng nhét trong hé
dém Nonidet-P40 (NP40) lanh gdm natri clorua 150mM; 1,0% NP-40 va Tris-HCI
50 mM, pH 8,0. Sau d6, ly tm & diéu kién (12000g, 4°C) trong 15 phut rdi thu liy
phan dich ndi phia trén dé phan tich. Nong do protein dugc phan tich bing phuong
phap Bradford.

Chi 56 bénh (DAI)

Tién hanh do va ghi chép trong lugng co thé, d6 climg ctia phan va mau trong
phan mdi ngay. Chi sb bénh (DAI) la gia tri trung binh cta sy gidm trong lugng, do
clmg cta phan va diém sb mau trong phan. Mbi diém dugc x4c dinh nhu sau: giam
trong luong co thé (0:<1%; 1: 1-5%; 2: 5-10%; 3: 10-15%, 4:> 15%), do cliing phan
(0 : binh thudng, 2: mém, 4: tidu chay) va sy hién dién hay ving mit ctia mau trong
phan (ghi la: 0, xét nghiém mau hemoccult 4m tinh, 2, xét nghiém mau hemoccult
duong tinh, 4, chdy mau toan bo). Phan trim chénh 1&ch gitta trong luong co thé ban
dau (ngay 0) va trong lugng co thé bat cu ngdy sau do tai thoi diém do 1a gia tri

gidm trong lugng co thé.
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Két qua vé chi s6 bénh DAI: G nhitng con chudt & nhém chimg bénh do DSS
gy viém dai trang, su gia tdng cta chi s bénh (DAI) tr ngay thir 2 tr¢ di, so véi
nhiing con chuét chimg & nhém ching sinh 1y, do quan sat thdy su mét trong luong
co thé va tiéu chay ning, phan c6 mau. G nhém chudt III va IV, chudt dugc diéu tri
bang phan doan cao chiét thi gia tri DAI d4 giam d4ng ké so v6i nhom DSS. Nhu
vdy phan doan cao chiét c6 tac dung lam gidm chi s§ bénh DAI do DSS gay viém
dai trang.

Hoat tinh enzym myeloperoxidaza

Danh gi4 hoat tinh MPO 1a mot chi s6 dé danh gia qua trinh thdm nhép té bao
bach ciu vao ruét. Dich d@)ng nhét cta rudt dugc dem dinh lugng MPO. Thi nghiém
gbm 100 pL dung dich dém kali phosphat (pH 6,0), 10 uL ctia phan dich ddng nhét
md rudt va 90 pL hydrogen peroxit 0,05%. Do su thay ddi trong hip thu & budc
séng 450 nm bing may do quéng mdi 14n 30 gidy trong 3 phit. MPO duoc thé hién
trong don vi mdi miligam protein, trong d6 1 don vi twong Gng v6i hoat tinh cén
thiét d& phan hiy 1 mmol H,O,/phut /mg protein & 37°C.

Két qua:

Bach cau trung tinh 1a nguyén nhén chinh cta ton thuong mé & bénh viém
dudng rudt. Sau 7 ngdy ké tir ngay bét ddu didu trj DSS, bach ciu trung tinh niém
mac thAm nhiém vao rudt dugc xac dinh thong qua dinh lwgng hoat tinh MPO.
Nhom chudt & nhém II cho thdy gia ting dang ké hoat tinh enzym MPO so véi
nhiing con chudt khoe manh & nhom ching sinh ly. Chuot & nhém nhém TII va
nhém IV ¢6 su gidm dang ké hoat tinh enzym MPO c6 ¥ nghia théng ké so véi
nhém chimg bénh DSS (Béang 1). Nhu vdy, phan doan cao chiét ¢ tac dung lam suy

gigm qud trinh tham nhap té bao bach ciu vao rudt dé gay bénh viém dai trang.
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Béng 1. Két qua d4nh gia hoat tinh myeloperoxidaza

MPO (don vi/mg protein)
Nhém I (Nhém sinh 1y) 10,6+ 0,08
Nhém II (chimg bénh DSS) | 1,8+ 0,5
Nhom 1T 1,3+0,4"
Nhém IV 1,1 £0,6"

"Khdc biét c6 y nghia thong ké so véi nhém I * Khdc biét c6 ¥ nghia thdng ké so voi
nhom II;

Ddnh gid cdc xytokin tién viém
Tién hanh do cac xytokin tién viém IL-1B, INF -y va TNF-o, trong dich ddng chit mé
dai trang bang kit ELISA thuong mai c6 sén trén thj trudng.
Két qua:
Nhém chudt chimg bénh c6 biéu hién ting ndng d6 TNF-q, IL-1B, va INF-y c6 y
nghia théng ké so v6i nhém chudt ching sinh ly. Chudt & nhém III va nhém IV @3
giam dang ké ndng d6 TNF-q, IL-1B va INF-y cé y nghia théng k& so v6i nhém
chimg bénh II trong dich ddng nhit mé dai trang (p <0,05) (Bang 2).

Bang 2. Két qua danh gia cac xytokin tién viém

TNF-a (pg/mg | IL-1P (pg/mg | INF-y (pg/mg
protein) protein) protein)

Nhém I (Nhém | 405 4 34 64,5+ 5.6 56,4+48

sinh ly)

Nhém IT (ching | 65 5, 7 g 219,7+8,7" 189,4 + 72"

bénh DSS)

Nhom TIT 121,7 + 8,4* 157,4+5,7* 139,7 + 8,7*
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Nhém IV 97,2 +7,5* 127,4 £4,9* 114,7 + 6,5

"Khdc biét c6 y nghia thong ké so voi nhom I * Khdc biét c6 y nghia thong ké so véi
nhom II;

Hiéu qua dat dwoc ciia gidi phap hiru ich

Quy trinh sdn xuét phin doan cao chiét tir 14 cdy Vi va 14 cay don gian, st
dung it héa chéat va phan doan cao chiét thu dugc tir quy trinh nay c6 hiéu qua diéu
tri bénh viém dai trang cao trén moé hinh do DSS gay tdn thuong viém dai trang &
chudt nhét tring. Tac dung 4y thé hién thong qua lam gidm chi s§ bénh DAI, giam
hoat tinh enzym MPO va gidm céc chi sb tién viém nhu TNF-a, IL-1B, va INF-y.
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YEU CAU BAO HO
1. Quy trinh san xuét phan doan cao chiét tir 14 cdy Vi va 14 cay Déau dung dé diéu
trj bénh viém dai trang bao gdm céc budc:
a) chuan bj nguyén liéu 13 14 cay Véi va 14 ciy DAu, rira sach, phoi khé dén d6 4m
dudi 13%, tron 14 cay V4i va 1a cua cdy DAu theo ty 1& ddng khéi lugng, cy thé 1a
1:1 thu duge hdn hop nguyén lidu; |
b) thu cao chiét toan phan bing cach chiét hdn hop nguyén liéu bing cdn 50% dun
trong 1 gid theo ty 16 hdn hgp nguyén liéu:dung méi 14 100:1 (g/L), chiét Lip lai 3
1an, gbp dich chiét, loc qua gidy loc thu dich loc va cit thu hdi dung méi dudi ap
suat giam, siy kho & 50°C thu duoc cao chiét toan phén; va
c) thu phan doan cao chiét bang cach phan tén cao chiét toan phén thu dugc & bude
b) vao nudc cat theo ty 16 cao chiét toan phdn: nuéc 1a 100:1 (g/L), sau d6 thém
cung mot lugng thé tich dung méi ete ddu hoa vao, dé tach 16p va thu 14y phan nuéc,
1ap lai 3 14n, tiép theo thém cing mot luong thé tich dung moi etyl axetat vao phan
nudc, dé tach 16p va thu 14y phan dung moéi etyl axetat, cong doan nay lip lai 3 14n,
sau d6 gop céc dich etyl axetat thu dugc, loc qua gidy loc, va cit thu hdi dung méi
dudi ap sudt giam, siy kho & 50°C thu duge phan doan cao chiét.
2. Phén doan cao chiét dung dé didu tri bénh viém dai trang thu dugc tir quy trinh

theo diém 1.
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3927

L4 ctia cay Vi,
rira sach

L4 cta cdy Dau,
rira sach

Kali sorbat 0,1%
(khéi lugng/thé tich)
Natri benzoat 0,1%
(khéi lugng/thé tich)

Ph(y; kho

D\Iguyén liéu cay Vm

Phoi kho

l

| Nguyén liéu céy Du |

\/

Tron céc nguyén liéu cay Vi, cdy Déu
theo ty 1€ 1:1

A4

Chiét bing con 50%, dun trong 1 gid,
ty 1€ hdn hop bot nguyén liéu: dung méi 100:1 (g/L)
13p lai 3 lan

v

l

Thu gom céc dich chiét, loc,
cat loai dung mdi dudi 4p suat giam

Sy & 50°C

‘ Cao chiét toan phan l

|

Phan tén cao chiét toan phén trong nudc,
ty 18 cao toan phén: dung mdi 100:1 (g/L)

v

v
l Dich ete ddu hoa . Dich nude

e—————— | Thém cung luong dung méi etyl axetat

A 4

Thém luong dung moi ete qﬁu hoa béng lugng
nudc phén tan cao toan phan, lap lai 3 lan

!

l béng dich nudc thu dugc, 1ap lai 3 1an

Thu gom céc dich ety! axetat, loc,

cét loai dung méi dudi ap sudt giam, sdy & 50°C

!

Phin doan cao chiét l

Hinh 1

14

Dich nude
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