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(57)  Giai phép hitu ich & cip dén quy trinh chiét va tinh sach eupatoriopicrin tir
nguyén liéu 14 ciy yén bach Nhét (Eupatorium japonicum Thunb.) gdm cac bude
sau: chudn bi 14 khé ciy yén bach Nhat dat tiéu chuin nguyén liéu; xay 1a kho
thanh bot min dé tang dién tich tiép xuc gifra nguyén liéu va dung méi chiét; ngam
chiét bot 14 kho trong metanol & nhiét 4§ phong, loc thu dich chiét metanol, ba loc
dugc ngam chiét tiép v6i metanol; cac dich chiét metanol dugc gop lai cét loai
metanol dudi 4p sudt giam & 50°C cho mét phin chiét metanol, phan chiét nay
dugc hoa thém nudc cat va chiét ian Iuot cac chit theo d6 phan cuc gita pha nude
va dung méi hitu co ¢6 d6 phan cuc ting din n-hexan va diclometan loai bd
chlorophyll, lipit, phyfosterol, tecpenoit; dich chiét nude duoc cho chay qua cot sic
ky, loai bo dudng, mudi va cac tap chét tan trong nudc véi cac hé dung méi H,O
va MeOH-H,0, sau d6 thu nhan phan doan gidu eupatoriopicrin va cit loai dung
moéi dudi dp suét giam; loai bd céc axit phenolic, flavonoit va flavonoit glycozit
bang cach cho phan doan MeOH-H,O phan tng véi dung dich NaOH cho
eupatoriopicrin thd; chiét eupatoriopicrin thé va tinh ché cot sic ky thuong (CC)

vai silica gel, rira giai v6i hé dung moi diclometan-axeton.
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Linh vwe k¥ thuat dwgc dé cap

Giai phap hiru ich d& cap dén quy trinh chiét va tinh sach tic nhén chdng ung
thu eupatoriopicrin tir 14 ciy yén bach Nhat (Eupatorium japonicum Thunb.) thudc
ho thuc vat Cuac — Asteraceae phuc vu viéc bao ché cac thudce didu tri mot sb bénh
ung thu nhe ung thu phdi, sarcoma xo, ung thu gan, ung thu vii hodc 1am hoat chét

chuén héa cho cac ché pham chdéng ung thurtir 14 cdy yén bach Nhat.
Tinh trang ky thuit cda gidi phap hiru ich

Bénh ung thu xuét hién & tit ca cac 1ra tudi va gidi tinh. Bénh duoc dic
trung béi su ting sinh khong ¢ td chirc va su phat trién ciia cac t& bao khong binh
thudng & trong mot mé hodc mot co quan. Cac té bao khong binh thudng nay cé
thé x4m 14n va pha hiy cdc md bén canh va mot vai co thé lan tran bang di can.
Bénh ung thu hién nay cé xu hudng gia ting ¢ Viét Nam, sd ca méc ung thu méi
khoéng 165.000 ngudi mét ndm, sb ca tir vong 1a 115.000 bénh nhéan. Trong sb cac
loai bénh ung thu dang chu ¥ 12 ung thu phdi chiém ty 1é méc va tir vong hang dau
& nam gidi, tiép d6 1a ung thu da day, gan va dai truc trang. O nit gi6i lan luot 13
céc bénh ung thu vi, da day va phdi. Phan 16n ngudi mic bénh ung thu phdi
thudong dugc phét hién & giai doan mudn, va ty 1€ nguoi méic bénh ung thu phdi

hién nay da tang Ién khoang 50% so vé&1 20-25% trude kia.

Bénh ung thu hién c¢6 thé duoc didu tri bang nhidu phuong phéap khic nhau
nhu phiu thuét, tia xa (xa tri liéu), diéu tri bang hoa chét (hda trj liéu), diéu tri bang

mién dich... Trong s6 d6 bién phap héa tri liéu sir dung cac thudc chong ung thu
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gay doc té bao d tiéu diét cac té bao ung thu.

Eupatorium japonicum Thunb. (tén tiéng Viét 13 yén bach Nhat hoic son
lan) la cdy than cd, phan nhénh nhiéu, thin va canh c6 16ng da bao. L4 moc déi,
hinh mac thuén nhon, 14 don nguyén, 14 phia gdc than thuong xé 3 thuy su, kich
thude (8 - 10) x (1,5 - 2,5), mép cb rang cua; 5 - 6 cip gan phu, ¢ 16ng & ca 2 mit,
thuong tap trung nhidu & gan, mat duéi c6 tuyén hinh hat tron mau vang day dac;
cudng 14 dai 3 - 6 mm c6 16ng da bao, gbc 1a nhon. Cum hoa dAu, hop thanh dang
ngll moc & dinh ngon; cum hoa dau c6 cubng dai 1 - 4 mm, ¢6 l6ng va ¢6 5 hoa.
Hoa hinh éng, ludng tinh, 6 - 7 mm. Téng bao gém 7 - 12 14 bic, xép 2 -3 hang;
hang ngoai 1 - 2 mm, hang trong 3 - 5 mm, dinh t0, mit lung phu 16ng. Pé hoa
phing. Ong trang mau trang, tring tim hodc trang xanh, dinh ¢6 5 thiy. Bao ‘phén
c6 dinh t0, khong c6 tai. Voi nhuy dai hon éng trang, nim nhuy du nhon khéng
16ng dau voi xé 2 thily sau, sat v6i vi tri xé thity c6 16ng day dac, gbe voi nhuy c6
16ng da bao. Qua bé dai 2 - 3 mm, mau nau den, ¢ 5 go doc, ¢d tuyén hat mau
vang trén vo qua. Mao 16ng dai 3 - 4 mm, khoang 28 - 42 16ng, 16ng xu xi, dinh tlL.
Cay ra hoa va c6 qua théng 6 - 12. Moc & céc trang cd, trén cac vach nti d4, chan
ndi d4, ven rung thira, & @6 cao 100 - 1600 m. Phan bd & cac tinh Lai Chau, Lao

Cai, Cao Bing.

Eupatoriopicrin 12 mot hop chat sesquitecpen lacton va 13 mot tic nhén
chéng ung thu manh trong cac thir nghiém véi cac dong t€ bao ung thu biéu mé
phéi Lewis (Lewis lung carcinoma) va sarcoma xo F1O 26 (FIO 26 fibrosarcoma)
trong céc thit nghiém in vitro va in vivo trong cac hé u rdn & chudt. C6 rat it tai liéu
trén thé gi6i dé cap dén viée chiét, tach va tinh sach eupatoriopicrin. Khong cé tai
liéu nao & cap dén viée tdng hop hitu co hop chat nay do sur phitc tap vé cAu triic

cua né do d6 cho dén nay nguon cung cap chu yéu eupatoriopicrin 1a chiét tach tur
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cay Eupatorium cannabium.

Tém lai, chua c6 séng ché hodc giai phép hitu ich nao d& cap dén quy trinh
chiét va tinh sach hoat chit eupatoriopicrin tir nguyén lidu 14 cdy yén bach Nhat
(Eupatorium japonicum Thunb.) c¢6 d¢ tinh khiét cao va cling chua c6 sang ché,
giai phap hitu ich nao d& cap viéc chiét tach eupatoriopicrin tir dich chiét nuéc 1a

phén thai bo ciia cac quy trinh chiét véi cac dung mdi hitu co.
Ban chat ky thuét ciia gidi phap hitu ich

Giai phép hitu ich d& cap dén quy trinh chiét va tinh sach eupatoriopicrin tir
nguyén lidu 14 ciy yén bach Nhéat (Eupatorium japonicum Thunb.) bao gbm céac

budc sau:

- chuén bi 14 khé cay yén bach Nhat dat tiéu chuén nguyén liéu;

_ xay 14 khé thanh bdt min d& ting dién tich tiép xtc giita nguyén liéu va dung moi
chiét;

- ngam chiét bt 14 kho trong metanol & nhiét 4o phong, loc thu dich chiét metanol,
ba loc dugc ngam chiét tiép v61 metanol;

- c4c dich chiét metanol duoc gdp lai cit loai metanol duéi 4p sudt giam & 50°C
cho mét phan chiét metanol, phan chiét nay dugc hoa thém nudce cit va chiét lan
luot cac chét theo dd phan cuc gitta pha nude va dung méi hiru co ¢6 do phén cuc
ting din n-hexan va diclometan loai bd chlorophyll, lipit, phytosterol va
tritecpenoit (amyrin va amyrin axetat);

- dich chiét nuéc duoc cho chay qua cot sic ky, loai bé duong, mubi va céc tap
chét tan trong nuéc voi cac hé dung moéi H,O va MeOH-H,O, sau d6 thu nhén

phan doan giau eupatoriopicrin va cat loai dung mdi dudi ap suat giam;
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- phan doan MeOH-H,O chtra nhiéu hop chét phenolic va eupatoriopicrin dugc
lam giau trong phén doan nay bing cach leai bd cac hop chat axit phenolic va
phenol glycezit qua phan tmg vé6i dung dich NaOH;

- eupatoriopicrin thd dugc tinh ché bang cot sac ky thuong (CC) véi silica gel, rira

giai voi hé dung moi diclometan-axeton.
M5 ta chi tiét giai phap hiru ich

Giai phép hitu ich @& cap dén quy trinh chiét va tinh sach eupatoriopicrin tir
nguyén liéu 14 cdy yén bach Nhat (Eupatorium japonicum Thunb.) bao gdm céc

budc sau:

- Chuén bi 14 kh6 cdy yén bach Nhat dat tiéu chuén nguyén liéu: 14 twoi duoc ria
sach, phoi khé trong khong khi trong béng ram, sau d6 dugc sy tiép trong t sdy &
45°C trong mot ngay.

- Xay 14 kho thanh bot min dé ting dién tich tiép xtc gitta nguyén liéu va dung moi
chiét nhdm t4i wu hiéu suét chiét cac hop chat hitu co ¢6 trong 14.

- Ngam chiét bot 14 kho (2 kg) trong metanol & nhiét 4o phong trong 3 ngay, loc
thu dich chiét metanol, ba loc duoc ngam chiét tiép véi metanol véi -qui trinh duge
thyc hién 3 1an.

- Céac :dich chiét metanol duoc gdp lai cit loai metanol dudi ap sudt giam & 50 °C
cho mot phén chiét metanol, phan chiét nay dugc hoa thém nuéde cat va chiét lan
lugt cac chét theo d6 phéan cuc gifta pha nude va dung méi hitu co ¢6 do phén cuc
ting dan n-hexan va diclometan.

- Dich chiét nuéc dugc cho chay qua cot sic ky Diaion HP-20 (Mitsubishi, Nhat
Bén) loai bé dudng, mudi va céc tap chat tan trong nuéc véi cac hé dung mdi H,O,
20% va 40% MeOH-H,0, sau d6 thu nhin phin doan giau eupatoriopicrin véi 60%

MeQOH-H,0 va cat loai dung mdi dudi ap suat giam.

4
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- Budc quyét dinh cta quy trinh tinh sach 14 viéc loai bo cac loai bé cac hop chét
axit phenolic va phenol glycozit ¢6 nhiéu trong dich nuéc bing cach chuyén céc
hop chét axit phenolic va phenol glycozit trong phan doan 60% MeOH-H,O vé
dang mubi thong qua phan tng vé6i dung dich NaOH 10%. Chiét eupatoriopicrin
thé tir dich nuéc bang diclometan.

- Bupatoriopicrin thé dugc tinh ché cot sac ky thuong (CC) véi silica gel (40-63
um), rira giai voi hé dung moi diclometan-axeton 9:1 (v/v).

Két tinh trong hé dung mdi chay cdt cho eupatoriopicrin (70 mg) dudi dang
tinh thé hinh phién khéng mau. Cac phan doan chira eupatoriopicrin khac c6 thé
duoc gop lai va két tinh lai eupatoriopicrin trong hé dung méi n-hexan-diclometan
dé ting hiéu suét eupatoriopicrin.

Nguyén liéu thuc vat 1a 1a tuoi cay yén bach Nhét co thé dugc thu hai vao
thang 9 & Sapa, Lao Cai.

Céc dich chiét metanol duoc gop lai cét loai dung moi duéi ap sudt giam & &
50 °C cho mdt phan chiét metanol; phan chiét nay duoc hoa thém nude ct va chiét
phéan bb loai bod cac hop chét it phan cuc bang n-hexan (chiét 3 1an) va diclometan
(chiét 3 14n). Céc bude chiét déu thu hdi va quay vong dung méi chiét (n-hexan va
diclometan) do d6 tiét kiém dung méi va giam thai chat hitu co ra méi truong.

Nguyén liéu cho san xuét eupatoriopicrin 1a dich chiét nuéc thuong duoc
loai bo sau khi chiét cac hop chét hitu co. Dich chiét nay da duogc loai bo cac tap
chét chlorophyll, lipit va cac chat mau do d6 dé dang tinh ché sach eupatoriopicrin.

Budc didu ché phan doan giau eupatoriopicrin nay st dung cac dung méi c6
gig thanh thip 1a MeOH va nuéc; ¢6 thé thu héi MeOH bang chung cit phan doan.
C6t Diaion c6 thé tai tao lai va str dung nhiéu 1an.

Budc quyét dinh cho viéc tinh sach eupatoriopicrin 13 loai bé dugc céc hop
chét axit phenolic va phenol glycozit c6 nhiéu trong dich nuée. Viée nay duoc thuc

hién bang phéan tng axit-bazo cta céc hop chét axit hodc phenol c6 tinh axit véi

5
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dung dich NaOH, chuyén céc mudi nhén dirgc vao dung dich nuéc va chiét
eupatoriopicrin tho tir dich nuéc bing diclometan. Nh& budc nay viée tinh sach

eupatoriopicrin don gian bang tach cdt sic ky v6i mot hé dung moi.
Vi du thwe hién gidi phap hiru ich
Vi du 1: Phan 14p va tinh sach eupatoriopicrin

- X1 ly nguyén liéu thue vat: 14 yén bach Nhat dugc tdch khdi canh, rtra sach, phoi
khé trong bong ram, sdy trong t siy mét ngdy & nhiét d6 45°C;

- La kho duoc xay thanh bt min dé tang dién tich tiép xuc gifta bt nguyén liéu va
dung mdi chiét nham t6i wu hiéu suét chiét cac hop chat hitu co tir 14;

- Bot 1a kho (2 kg) duge ngdm chiét trong metanol (10 lit) & nhiét d6 phong trong 3
ngay. Dich chiét metanol 14n 1 duoc loc khoi phan b3, 13p lai qui trinh ngdm chiét
phén b3 véi metanol trong 3 ngay. Loc dich chiét metanol 1an 2 va lap lai qui trinh |
ngam chiét phén ba trong ba ngay dé thu dich chiét metanol 14n 3;

- Céac dich chiét metanol qua 3 1an loc duoc gdp lai va cat loai dung méi dudi ap
sudt giam & 50 °C cho mot phén chiét metanol; phan chiét nay dugc hoa lodng
nuée cit va chiét loai cac cac thanh phan it phin cuc vao pha n-hexan (chiét 3 1an
x 0,5 1it) va sau d6 véi diclometan (3 14n x 0,5 lit). Thu hdi va quay vong dung méi
chiét sau m&i 1dn chiét. -' -
- Dich chiét nudc duoc cho chay qua cot sic ky Diaion HP-20 (Mitsubishi, Nhat
Ban) loai bo dudng, mudi va céc tap chét tan trong nudc véi cac hé dung méi H,O
(2 lit), 20% va 40% MeOH-H,O (lan lugt m&i hé dung mai 2 lit), sau d6 thu nhan
phan doan gidu eupatoriopicrin v6i 60% MeOH-H,0 (2 lit) va ct loai dung moi
dudi 4p suét giam. Bude didu ché phan doan gidu eupatoriopicrin nay sir dung cac
dung moéi c6 gia thanh thap 14 MeOH va nuéc; cb thé thu hdi MeOH bang chung

cat phén doan;
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- Loai bd céc loai b cac hop chat phenol va phenol glycozit c¢6 nhidu 'trong phan
doan 60% MeOH-H,O (18 g) biang cach thém tir tir 0,5 - 1 lit dung dich NaOH
10%. Thém nudc ct khi can thiét d&n 1 lit va chiét eupatoriopicrin thé tr dich
nuée bang diclometan (3 1an x 0,5 lit).

- Eupatoriopicrin thé (1 g) dugc hoa tan trong Iuong MeOH vira ¢ tAm véi silica
gel (40-63 pum) sau d6 dua 1én cot sic ky thudng (CC) nhdi uét véi silica gel (40-
63 um) trong dung méi n-hexan. Cot sic ky duoc rira giai véi hé dung méi
diclometan-axeton 9:1 (v/v) (500 ml). Két tinh trong hé dung méi chay cot cho
eupatoriopicrin (70 mg) dudi dang tinh thé hinh phién khong mau. C6 thé két tinh
lai eupatoriopicrin trong hé dung mdi n-hexan-diclometan.

- D6 tinh khiét va nhan dang eupatoriopicrin dugc thuc hién v6i cac phé khdi

lwong (MS) va phé cong hudng tir hat nhan (‘H-NMR, 3C-NMR va DEPT).

Eupatoriopicrin

Tinh thé hinh phién khong mau.

ESI-MS (ion duong): m/z 363.4 (C0H260s).

'H-NMR (500 MHz, CDCl;): d (ppm) 1.48 (3H, s, CHs-14), 1.77 (3H, br s, CH;-
15), 2.10 (2H, m, H-3a), 2.23 (1H, m, H-2a), 2.34 (3H, m, H-2b, H-3b, H-9a), 2.86
(1H, dd, J= 5.5 Hz, 14.0 Hz, H-9b), 2.94 (1H, d, J= 4.0 Hz, H-7), 4.37 (2H, s, 2H-
4", 4.46 (2H, d, J= 5.5 Hz, 2H-5"), 4.78 (1H, d, /= 10.0 Hz, H-5), 4.9 (1H, d, J =
12.0 Hz, H-1), 5.15 (1H, t, J=9.0 Hz, H-6), 5.59 (1H, br d, J = 3.0 Hz, H-13a),
5.82 (1H, br s, H-8), 6.29 (1H, d, J = 3.5 Hz, H-13b), 6.85 (1H, t, J= 6.0 Hz, H-3").
BC-NMR (500 MHz, CDCl;): § (ppm) 17.5 (C-15), 19.1 (C-14), 26.2 (C-2), 39.4
(C-3), 44.0 (C-9), 52.8 (C-7), 57.5 (C-4"), 59.3 (C-5"), 72.5 (C-8), 75.6 (C-6), 121.2
(C-13), 127.3 (C-5), 130.9 (C-1), 131.9 (C-2'), 133.9 (C-10), 136.6 (C-11), 142.6
(C-4), 143.9 (C-3"), 165.7 (C-1'), 169.6 (C-12).
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Vi du 2: Thir nghiém gy doc cac dong té bao ung thur gan va ung thur vii ngudi

Phuong phap thir 46 doc té bao ung thu in vitro duoc Vién Ung thr Quéc gia
Hoa Ky (National Cancer Institute - NCI) x4c nhén 13 phép thir d6 doc té bao
chuin nhim sang loc, phét hién céc chét c6 kha nang kim hdm su phat trién hodc
diét té bao ung thu & didu kién in vitro. Phép thu nay dugc thuc hién theo phuong
phép cta Skekan et al. (Skehan P., Storeng R., Scudiero D., Monks A., McMahon
J., Vistica D., Warren J.T., Bokesch H., Kenney S., Boyd M.R. (1990) New
colorimetric cytotoxic assay for anticancer-drug screening. Journal of the National
Cancer Institute 82(13): 1107-1112). Phép thir tién hanh x4c dinh ham luong
protein té bio téng sd dira vao mét d6 quang hoc (Optical Density - OD) do duoc
khi thanh phén protein ciia t& bao duoc nhuém bing Sulforhodamine B (SRB). Gia
tri OD may do dugc ti 1€ thuidn vdi lugng SRB gén vl phéan t0 protein, do do
luong té bao cang nhiéu (luong protein cang nhidu) thi gié trji OD cang Ién.

Phép thir duoc thuc hién trong diéu kién cu thé nhu sau:

- Chiét thir duoc pha thanh cac dai ndng d6 thich hop

- Trypsin héa té bao thi nghiém dé 1am roi t€ bao va dém trong budng dém dé
diéu chinh mat d6 cho phil hop v6i thi nghiém.

- Chét thir 43 pha & cac ndng d6 duoc dua vao cac giéng cia dia 96 giéng,
thém té bao d4 diéu chinh ndng d6 phit hop & trén vao cac giéng nay sao cho
ndng d6 chat thir trong giéng 1 100 pg/ml; 20 pg/ml; 4 pg/ml va 0,8 pug/ml.

- U trong ti 4m 48 gid. Giéng khong c6 chét thir nhung c6 té bao ung thu (180
ul) sé duoc sir dung lam déi chiing ngay 0. Sau 1 gid, giéng dbi chimg ngay
0 té bao s& duoc ¢b dinh bang axit tricloacetic (TCA) 20%.

- Sau 48 gid, té bao duoc cb dinh bing TCA trong 1 gid, dugc nhudm bing
SRB trong 30 phtit- & 37 °C, rira 3 14n bang axit axetic roi dé kho & nhiét d6

phong.
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- 10 mM Tris bazo (khong dém) @& hoa tan luong SRB, lic nhe trong 10 phuit.
- Poc két qua OD & bude séng 515-540 nm trén may ELISA Plate Reader
(Bio-Rad).
- Phan trim tc ché su phat trién cia té bao khi c6 mat chét thir sé duoce xac
dinh thong qua cdng thirc sau:
[OD (chét thir) - OD (ngay 0)] x 100

% tic ché = 100% -
OD (dbichimgam) - OD (ngay 0)

- Phép thir duoc lap lai 3 14n ¢é dam bao tinh chinh x4c. Ellipticine & cic ndng
d6 10 pg/ml; 2 pg/ml; 0,4 pg/ml; 0,08 pg/ml duoc sir dung nhu 12 chat ddi
chung duong.

- DMSO 10% luén duoc st dung nhu déi chimg 4m. Gia tri ICso (ndng d6 tc
ché 50% su phét trién) s& duoc xac dinh nhd vao phidn mém mdy tinh
TableCurve 2Dv4.

- Theo tiéu chudn cta Vién ung thu qudc gia Hoa Ky (NCI) chét tinh khiét
dugc coi ¢6 hoat tinh t6t khi ICso< 5 pM.

Két qua thir nghiém gy doc hai dong t& bao ung thu gan ngudi HepG2
(human hepatocellular carcinoma) va ung thu vi ngudi MCF7 (human breast
carcinoma) cho»théy eupatoriopicrin thé hién hoat tinh manh trén céc dong té bao
ung thu vd1 1Cs 0,94 £ 0,12 pg/ml d6i voi dong té bao HepG2 va 1,22 + 0,10
ug/ml dbi véi dong té bao MCF7.

Hiéu qua-dat dwgc clia gidi phap hitu ich

Giai phép hitu ich d& cap dén mot phuong phéap chiét eupatoriopicrin tir dich
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chiét nuée thuong duoc loai bo sau khi chiét cac hop chat hitu co. Viéc loai bo
duge cac hop chit mau, chlorophyll va lipit va chiét dugc eupatoriopicrin vao dich
chiét nuée; bude loai bd mubi va duong don gian véi cot tai tao dugce Diaion lam
cho qui trinh tinh sach hoat chét nay don gian do tranh dugc cac tap chét mau, tap
chét lipit, c4c tap chit duong va muoi.

Céc budc chiét sit dung céc dung méi cb gid thanh thip nhu metanol va
nuéc, cac dung méi chiét n-hexan va diclometan c6 thé quay vong trong céc buédc
chiét. Cac hé théng chiét va thu hdi dung méi cho céc bude ndy don gian, thong
dung.

Budc tinh ché eupatoriopicrin st dung phan mg axit-bazo don gian dé loai
bd cac hop chat axit phenolic va phenol glycozit. San pham eupatoriopicrin thd
nhén duoc c6 thé ding ngay dé san xuét thue phdm chirc ning ma khong can tiép
bude tinh ché dén hoat chat tinh khiét.

Giai phap hitu ich st dung nguyén liéu 14 cdy yén bach Nhét. Day la loai
nguyén liéu tai tao dugc va co thé thu hoach duoc nhiéu 1an, dam bao su 6n dinh
trong trong trot va thu nhap cho nong dén.

Quy trinh chiét ctia giai phap hitu ich c6 thé dugc trién khai véi quy mé 16n.

Hoat chit thién nhién eupatoriopicrin dugc chiét tach tir dugc lidu an toan,
c6 do tinh khiét cao va c6 thé st dung trong bao ché cac thude c6 tac dung tiéu diét
té bao ung thu phdi, sarcoma mo mém (sarcoma xo0) anh huéng dén mé xo trong
tay, chan va than thé, ung thu gan va ung thu vii nguoi.

Hoat chét thién nhién eupatoriopicrin ¢6 thé dugc ding 1am héa chat chuan
héa cac ché phim duogc diéu ché tir 14 cdy yén bach Nhat dung trong didu tri cac

bénh ung thu phoi, sarcoma mé mém, ung thu gan va ung thu va nguoi.
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1. Quy trinh chiét va tinh sach eupatoriopicrin tir nguyén liéu 14 cdy yén bach Nhat
(Eupatorium japonicum Thunb.) bao gdm céc budc sau:

- chuén bi 14 khé ciy yén bach Nhat dat tiéu chudn nguyén lidu: 14 tuoi duoc rira
sach, phoi kho trong khong khi trong béng rdm, sau d6 duoc sy tiép trong ti siy &
45°C trong mot ngay;

- xay 14 kho thanh b6t min d tang dién tich tiép xtic gifta nguyén liéu va dung mbi
chiét nhim t6i wu hiéu sut chiét cac hop chét hitu co c6 trong 14;

- ngAm chiét bot 14 kho (2 kg) trong metanol & nhiét d6 phong trong 3 ngay, loc thu
dich chiét metanol, bi loc dugc ngam chiét tiép v6i metanol véi quy trinh dugc
thuc hién 3 lan;

- c4c dich chiét metanol duoc gdp lai cét loai metanol dudi 4p sudt giam & 50°C
cho mot phén chiét metanol, phan chiét nay dugc hoa thém nuée cht va chiét 1an
luot cac chét theo dd phan cuc gitta pha nudc va dung méi hiru co ¢6 dd phén cuc
ting dan n-hexan va diclometan;

- dich chiét nuéc duoc cho chay qua cot sic ky Diaion HP-20 (Mitsubishi, Nhat
Bén) loai bo dudng, mudi va céc tap chét tan trong nudc véi cac hé dung méi H,O,
20% va 40% MeOH-H,O, sau d6 thu nhan phan doan giau eupatoriopicrin véi 60%
MeOH-H,O va cét loai dung méi duéi 4p suét giam;

- loai bd céc loai bé cac hop chét phenol va phenol glycozit c¢6 nhiéu trong phan
doan 60% MeOH-H,0O béng cach thém tir tr dung dich NaOH 10%, thém nudc cat
va chiét eupatoriopicrin thé tir dich nudc bang diclometan; va

- eupatoriopicrin tinh thé nhén dugc thong qua tinh ché cot sic ky thuong (CC)
eupatoriopicrin tho vodi silica gel (40-63 um), rira giai v6i hé dung moi diclometan-

axeton 9:1 (v/v).
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