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Linh vue ky thuit dwoce dé cip

Sang ché dé cap dén phuong phap chiét tach hop chét (8'2)-1,3-dihydroxy-5-
[16'-(3",5"-dihydroxyphenyl)-8'-hexadecen-1"-yl]benzen (1) tU cdy Ban tay ma

(Heliciopsis terminalis (Kurz) Sleumer (Proteaceae)).

Tinh trang k§ thuit ciia sang ché

Cay Ban tay ma c6 tén khoa hoc 1a Heliciopsis terminalis (Kurz) Sleumer
(Proteaceae). Cay Ban tay ma la cdy gb nho, cao tdi 7 — 8m hay hon, canh nho va
cudng 14 non, thuong c6 1ong nhung. La ¢6 thé xé sau 16ng chim gan hinh bau duc,
xé sau 3 thuy dang tring, hay hinh tron dai khong xé thuy, mép 14 nguyén hay cé
gon song. Hoa cua cay Ban tay ma la hoa don tinh, hay hinh bau duc, gén nhu
khong cubng. Qua cua ciy Ban tay ma hinh tring hay hinh bau duc, det, khong c6
16ng, khi chin thi c6 mau nau den. Hat cua cdy Ban tay ma don ddc, hinh bau duc.
Céy ra hoa vao thang 6. Cay thudng moc trong ring nai dat & Bac Théi, Vinh Phq,
Ninh Binh, Lang Son, Quang Ninh. Khi thu hai 1am nguyén liéu c6 thé thu héi toan
cdy, rtra sach, thai nhd, phoi kho. Dong bao Dao dung cay chita bénh thap khép, néu
nude tam cho phu nir sau khi sinh dé cho khoé ngudi va chéng dau nhuc. Cay cling
dugc dung chita lao hach, chlta viém gan siéu vi trung. Than cdy Ban tay ma H.
terminalis da dugc st dung trong mot bai thude dan gian ¢ tinh Bic Kan bao gbm 3
dugc liéu: Ban tay ma H. Terminalis, Giao ¢6 lam Gynostemma pentaphyllum
(Thunb.) Makino (Cucurbitaceae), va Ca gai leo Solanum procumbens Lour

(Solanaceae).
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Q. Q. He va cong sy d3 md ta phuong phap chiét tach cac dan xuét arbutin
m&i tir phan chiét 70% EtOH 14 cdy Heliciopsis lobata (Merr.) Sleum, mot tén goi
khac ctia cAy Ban tay ma. Phuong phap ndy bao gdm céc bude thu gom 14 ciy H.
lobata, 1am kho 14 va chiét v6i nude trong 2 h & 100 °C, phan tach phan chiét ria
giai véi nude, 30%, 60% va 90% EtOH va tinh ché tiép cac phan doan trén séc ky
vGi cac hé dung mdéi CHCl3-MeOH, CHCIl;-EtOAc-MeOH, ete dau héa-EtOAc,
CHCl;-(CH;),CO @ thu duge cac hop chét (Q. Q. He et al., "Phenolic glycosides
from the leaves of Heliciopsis lobata", Journal of Asian Natural Products Research,

2006, 8, 373-377).

Mingsheng Liu va cong su d& mé ta phuong phép chiét tach cic din xuét
arbutin m&i tir phan chiét 70% EtOH 14 ciy Heliciopsis lobata (Merr.) Sleum.
Phuong phép nay bao gém céac bude thu gom 14 cdy H. lobata, 1am kho 14 va chiét
v6i 70% EtOH trong 1,5 h, phan tan phén chiét thé trong nudce va phan bd véi ete
ddu hoa, CHCl;, EtOAc va n-BuOH, phan tach phﬁn chiét n-BuOH trén cot
polyamide rira giai v6i nude, 30%, 60% va 95% EtOH va tinh ché tiép céc phan
doan dé thu duge cac hop chit (Mingsheng Liu et al., "A new derivative from the

leaves of Heliciopsis lobata", Natural Product Research, 2010, 24, 1861-1864).

Wei-Yan Qui va cong su d& mo ta phwong phap chiét tach hai din xuit
arbutin m&i c6 hoat tinh gy ddc € bao tir phan chiét nudce 14 cay Heliciopsis lobata
(Merr.) Sleum. Phuong phép niy bao gém céc budc thu gom 14 ciy H. lobata, 1am
kho 14 va chiét véi nude ba 1an & 100 °C, chiét phan chiét nude v6i ete diu hoa,
EtOAc va n-BuOH, phén tach phan chiét EtOAc trén cot silica gel rira giai véi ete
dau hoa - EtOAc tir 3:1 dén 1:7, lan luot tién hanh tinh ché véi cdc hé dung méi
CHCl;-MeOH, CH,Cl,-MeOH va CH;CN-H,0 d thu dwoc cac hop chit (Wei-Yan
Qui et al., "New arbutin derivatives from the leaves of Heliciopsis lobata with

cytotoxicity", Chinese Journal of Natural Medicines, 2016, 14, 0789-0793).
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Dé kim tra c4c bang chimg khoa hoc v tic dung ctia bai thude dan gian néu
trén, cac tac gia sang ché da nghién ctiu vé hoa thuc vat cling nhu céc hoat tinh sinh
hoc ctia than cdy Ban tay ma H. terminalis d& tim ra hop chét phd bién c6 mit trong
cay (8'2)-1,3-dihydroxy-5-[16'-(3",5"-dihydroxyphenyl)-8'-hexadecen-1'-yl|benzen

(1), c6 tac dung dem lai hi€u qua chita bénh gan va loi mat.

V. S. Prahash Chartuvedura va cong su d4 md ta phuwong phap chiét tach céc
hop chét ¢6 hoat tinh sinh hoc tir phén chiét CH,Cl,-MeOH ctia loai Oncostemon
bojerianum, bao gdm hop chit theo sang ché. Phuong phép nay bao gbém cic budc
thu gom 14 ciy Oncostemon bojerianum, 1am kho, nghién thanh bét va chiét vai
CH,Cl,-MeOH, phén tin phan chiét thé trong dung dich MeOH-H,0, chiét v6i n-
hexan va CHCls, phan tach phin chiét CHCl; trén 6t Sephadex LH-20 rira giai véi
n-hexan-EtOAc tir 100:0 dén 0:100, 14n lugt tién hanh séc ky 16p mong diéu ché pha
dao (MeOH-H,0 85:15) va séc ky 1ong hiéu nang cao (HPLC) pha dao v&i pha dong
CH;CN-H,0 9:1 @ thu duoc hop chét theo sang ché (V. S. Prahash Chartuvedura et
al., "New cytotoxic bis-5-alkylresorcinol derivatives from the leaves of Oncostemon

bojerianum from the Madagascar reinforest", Journal Natural Products, 2002, 65,

1627-1632).
Ban chét ciia k§ thuit sang ché

Muc dich ctia sang ché 12 d& xuét phuong phap chiét tach hop chit (8'2)-1,3-
dihydroxy-5-[16'-(3",5"-dihydroxyphenyl)-8'-hexadecen-1'-yl]benzen (1):

tr than cdy Ban tay ma (Heliciopsis terminalis (Kurz) Sleumer (Proteaceae)) bao

gdm céc budc:
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(1) thu gom nguyén li€u than cdy Ban tay ma (Heliciopsis terminalis (Kurz) Sleumer
(Proteaceae)), phoi kh, sdy nhe trong tii sy & nhiét d6 40 °C rdi nghién min thanh
bot;

(ii) ngam chiét bot nguyén liéu véi 60% EtOH (96%)/H,0 & nhiét d6 phong trong 3
ngdy, sau d6 loc thu dich chiét, 1ap lai hai 1an, rdi gdp céac dich chiét va cit loai dung

moi dudi ap suat gidm thu dugce can chiét;

(iii) chiét can chiét tho thu duogc 1an luot v6i n-hexan, diclometan va etyl axetat, cc
dich chiét hitu co duoc cét loai dung mdi dudi 4p sudt gidm cho ra cac phan chiét
tuong g 1an luot duoc ky hiéu 1a phan chiét HT-H, phan chiét HT-D va phan chiét
HT-E;

(iv) phan tach sac ky phan chiét HT-E (21,8 g) trén silica gel (Merck, ¢& hat 40 — 63
pm) véi hé gradient CH,Cl,-EtOAc theo ty 18 9:1, 6:1, 3:1, 2:1 va 1:1 (thé tich/thé
tich) cho 29 phan doan, gdp cac phan doan c6 TLC gidng nhau va cét loai dung moi
dudi 4p sut giam cho 4 nhém phan doan duoc ky hidu 13: HT-E1 (bao gdm céc
phan doan 1-4), HT-E2 (bao gdm c4c phan doan 5-14), HT-E3 (bao gdm céc phéan
doan 15-22) va HT-E4 (bao gbm céc phan doan 23-27);

(v) phén tach trén cot sac ky thuong (CC) nhém phén doan HT-EI trén silica gel
(Merck, c& hat 40 — 63 pm), rra giai voi hé dung moi gradient n-hexan-etyl axetat
theo ty 1€ 29:1, 19:1, 12:1, 9:1, 6:1, 3:1, 2:1 va 1:1 (thé tich/thé tich) cho 19 phéan
doan, gdp cac phan doan c6 TLC gidng nhau cho 8 nhém phan doan duoc ky hiéu
la: HT-E11 (bao gbm céc phan doan 9-10), HT-E12 (bao gdm c4c phan doan 11-12),
HT-E13 (bao gém cic phan doan 13-14), HT-E14 (bao gém c4c phan doan 15-19),
HT-E15 (bao gdm céc phan doan 20-30), HT-E16 (bao gdm céc phan doan 31-35),
HT-E17 (bao gdm cac phan doan 36-45) va HT-E18 (bao gdm céc phan doan 46-
54), sau d6 rita nhém phan doan HT-E12 béng etyl axetat cho ra hop chét (1) dusi
dang bot v dinh hinh mau tring, va
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(vi) phan tach trén cot séc ky thuong (CC) nhém phan doan HT-E3 trén silica gel
(Merck, c& hat 40 — 63 um), rira gidi v6i hé dung moi gradient n-hexan-etyl axetat
theo ty 1€ 3:1, 2:1, 1:1, 1:2, 1:4, 1:5 va diclometan-etyl axetat theo ty 1€ 1:1, 1:3 va
1:5 (thé tich/thé tich) cho 24 phan doan, gdp cac phan doan c6 TLC giéng nhau cho
7 nhém phén doan duge ky hiéu la: HT-E31 (bao gdém phén doan 2), HT-E32 (bao
gbm céc phan doan 3-4), HT-E33 (bao gdm cac phan doan bao gdm cac phan doan
5-8), HT-E34 (bao gbm céc phan doan 9-11), HT-E35 (bao gdm cac phan doan 12-
13), HT-E36 (bao gbdm cac phan doan 14-19), HT-E37 (bao gdm c4c phan doan 20-
24), sau d6 phén tach trén cot sic ky (CC) nhém phén doan HT-E32 trén silica gel
(Merck, c¢& hat 40 — 63 pm) rdi rira giai véi hé dung méi gradient n-hexan-etyl
axetat theo ty 18 2:1 cho ra hop chét (1) duéi dang bdt vé dinh hinh mau tring, va
phan tach trén cot sic ky (CC) nhém phén doan HT-E33 trén silica gel (Merck, c&
hat 40-63 pm) rdi rira giai v6i hé dung méi gradient diclometan-etyl axetat theo ty 18

2:1, 1:1 va 1:3 cho ra hop chét (1) (10 mg) dudi dang bot vo dinh hinh mau tring; va

(vii) phan tach trén cot séc ky thuong (CC) nhém phan doan HT-E4 trén silica gel
(Merck, c& hat 40 — 63 pm), rira gidi v6i hé dung moi gradient n-hexan-etyl axetat
theo ty 1€ 6:1, 3:1, 2:1, 1:1, 1:2, 1:3, 1:4, 1:5 va diclometan-etyl axetat theo ty 1€ 1:1,
- 1:2, 1:3 va 1:4 (thé tich/thé tich) cho 39 phan doan, gop céc phan doan c6 TLC
gidng nhau cho 7 nhém phan doan dugc ky hidu 1a: HT-E41 (bao gdm cac phan
doan 1-6), HT-E42 (bao gdm cac phén doan 7-9), HT-E43 (bao gdm cac phén doan
10-14), HT-E44 (bao gbm céc phan doan 15-19), HT-E45 (bao gdm céc phan doan
20-27), HT-E46 (bao gdm céc phan doan 28-37), HT-E47 (bao gbém c4c phan doan
38-39), sau d6 rira nhém phan doan HT-E43 bing etyl axetat cho ra hop chét (1)
dudi dang bot vo dinh hinh mau tréng.

Mo ta van tiat hinh vé
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Hinh 1 13 so &6 minh hoa phuong phap chiét tich hop chét (8'Z)-1,3-dihydroxy-5-
[16'-(3",5"-dihydroxyphenyl)-8'-hexadecen-1'-yl]benzen (1) tir cidy Ban tay ma
(Heliciopsis terminalis (Kurz) Sleumer (Proteaceae),
IVI6 t4 chi tiét sang ché

Sau d4y, sang ché mé ta chi tiét cac phuong 4n cu thé.

Sang ché dé cap dén phuong phap chiét tach hop chét (8'2)-1,3-dihydroxy-5-
[16'-(3",5"- dihydroxyphenyl)-8'-hexadecen-1'-yl]benzen (1) c6 cong thirc:

MAu than cdy Ban tay ma (Heliciopsis terminalis (Kurz) Sleumer
(Proteaceae)) dugc thu gom, phoi khé, siy nhe trong ti siy & 40 °C rdi nghién min,
rdi tién hanh chiét xuat, phan lap, xac dinh c4u tric hoa hoc ctia hop chit c6 mat phd
bién trong nguyén liéu, x4c dinh hoat tinh sinh hoc theo cic phwong phép duoc néu
dudi day.

Phuong phap chiét xuét bao gdm ca viéc chon dung méi, dung cu va cach
chiét. Mot phuong phép chiét xuét thich hop chi ¢6 thé duoc hoach dinh khi biét 13
thanh phﬁn clia cac chit can biét trong ciy ra. Mbi loai hop chét c6 dd hoa tan khac
nhau trong timg loai dung méi. Vi vay khong thé c6 mot phuong phép chiét xuét
chung cho tit ca cdc dugc liéu. Dé phan tach cic phan chiét va phan 14p cac hop
chit da sir dung cAc phuong phap chiét hai pha ran — 16ng, chiét hai pha 16ng — long,
céc phwong phép sic ky phén tich nhu sic ky 16p méng (TLC), cac phuong phép sic
ky diéu ché nhu sic ky cot thuong (CC), sic ky c¢ot nhanh (FC), séc ky cot tinh ché
(Mini-C), sic ky cot pha dio (RP-CC) va cic phuong phap két tinh chon loc.
Phuong phap chung d xac dinh cdu tric héa hoc ctia cac hop chét 1a két hop gitra
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viéc xé4c dinh cac thong sb vét Iy véi cac phuong phap phd hién dai. Tuy nhién,
phuong phép phd bién nhét 13 cac phwong phép do phd nhu: phd hdng ngoai (IR),
phd khbi (MS), phd cong hudng tir hat nhan ('H-NMR, “C-NMR, DEPT, HMBC,
HSQC, COSY...). Cac phuong phap thir hoat tinh bao vé gan ctia hop chét (1) bao
gdm phuong phéap thtr kha ning trc ché sy peroxyl hoa lipid mang té bao, phuong
phép thir kha ning bao vé t& bao gan HepG2 giy doc bdi CCl,, phuong phép xéc
dinh kha ning &c ché sinh NO trén té bao RAW 264.7, phuong phap xéac dinh anh
hudng cia hop chét (1) dén su téng hop céc cytokin interleukin-6, interleukin-10 va

TNF-alpha trén t€ bao RAW 264.7.

MAu bot nguyén liéu than cdy Ban tay ma (Heliciopsis terminalis (Kurz)
Sleumer (Proteaceae)) duoc ngdm chiét véi 60% EtOH (96%)/H,0 & nhiét d6 phong
trong 3 ngay, sau do loc thu dich chiét. Qui trinh chiét dugc lap lai hai lan. Céc dich
chiét dugc gbp lai va cat loai dung méi dudi ap sut giam. Can chiét thd thu duoc
duoc chiét 1an luot v6i n-hexan, diclometan va etyl axetat. Cac dich chiét hitu co
duogc cét loai dung méi dudi 4p sudt giam cho céc phan chiét trong tng. Phin chiét
n-hexan ky hiéu 1a HT-H, phan chiét diclometan ky hiéu 14 HT-D va phan chiét etyl
axetat ky hiéu 1la HT-E.

Phén chiét HT-E (21,8 g) duoc phan tach sic ky trén silica-gel (Merck, c& hat
40-63 pm) v6i hé gradient CH,Cl,-EtOAc theo ty 18 9:1, 6:1, 3:1, 2:1 va 1:1 (thé
tich/thé tich) cho 29 phan doan. Céc phan doan c6 TLC gidng nhau duoc gop lai va
cét loai dung m6i dudi 4p sudt giam cho 4 nhém phéan doan ky hiéu 1an luot [a: HT-
El (bao gdém céc phan doan 1-4), HT-E2 (bao gdém céc phan doan 5-14), HT-E3
(bao gdm céc phén doan 15-22) va HT-E4 (bao gdm céc phén doan 23-27). Céc
phan doan HT-E1 - HT-E4 qua phan tich TLC d&u chtra hop chét (1). Do d, tiép tuc
tinh ché hop chét (1) tir cic nhém phén doan HT-E1, HT1-E3 va HT-EA4.

Nhém phén doan HT-E1 dugc phén tach trén c6t sic ky thudong (CC) trén

silica gel (Merck, c& hat 40 — 63 um), ria gidi véi hé dung moéi gradient n-hexan-



23010

etyl axetat theo ty 16 29:1, 19:1, 12:1, 9:1, 6:1, 3:1, 2:1 va 1:1 (thé tich/thé tich) cho
19 phan doan. Cac phan doan c6 TLC gidng nhau duoc gdp lai cho 8 nhém phan
doan dugc ky hiéu 1a: HT-E11 (bao gdm cac phin doan 9-10), HT-E12 (bao gom
cac phan doan 11-12), HT-E13 (bao gém céc phan doan 13-14), HT-E14 (bao gom
céc phan doan 15-19), HT-E15 (bao gém céc phan doan 20-30), HT-E16 (bao gdm
cac phén doan 31-35), HT-E17 (bao gdm céc phan doan 36-45) va HT-E18 (bao
gbm céc phan doan 46-54). Nhém phan doan HT-E12 duge rira v6i etyl axetat cho
ra hop chét (1) dudi dang bot vo dinh hinh mau tréng.

Nhém phén doan HT-E3 duoc phén tach trén cot sic ky thuong (CC) trén
silica gel (Merck, c¢& hat 40 — 63 pm), rira gidi véi hé dung moi gradient n-hexan-
etyl axetat theo ty 1€ 3:1, 2:1, 1:1, 1:2, 1:4, 1:5 va diclometan-etyl axetat theo ty 1&
1:1, 1:3 va 1:5 (thé tich/thé tich) cho 24 phan doan. Céc phan doan c6 TLC gibng
nhau dugc gop lai cho 7 nhdm phén doan dugc ky hiéu la: HT-E31 (bao gém phan
doan 2), HT-E32 (bao gdm céc phan doan 3-4), HT-E33 (bao gbm cac phan doan 5-
8), HT-E34 (bao gdm céc phén doan 9-11), HT-E35 (bao gbém céc phan doan 12-
13), HT-E36 (bao gdm cac phén doan 14-19), HT-E37 (bao gdm cac phan doan 20-
24). Nhom phén doan HT-E32 duoc phan tach trén cot sic ky (CC) trén silica gel
(Merck, c¢& hat 40 — 63 pm), rira gidi voi hé dung moi gradient n-hexan-etyl axetat
theo ty 18 2:1 cho ra hop chét (1) dudi dang bdt vé dinh hinh mau tring. Nhém phan
doan HT-E33 dugc phan tach trén cot sic ky (CC) trén silica gel (Merck, ¢ hat 40-
63 um), rira giai véi hé dung moi gradient diclometan-etyl axetat theo ty 1€ 2:1, 1:1
va 1:3 cho ra hop chét (1) dudi dang bdt vo dinh hinh mau tring.

Nhom phan doan HT-E4 dwoc phan tach trén ¢t sic ky thuong (CC) trén
silica gel (Merck, c& hat 40 — 63 pum), rira giai véi hé dung moéi gradient n-hexan-
etyl axetat theo ty 1€ 6:1, 3:1, 2:1, 1:1, 1:2, 1:3, 1:4, 1:5 va diclometan-etyl axetat
1:1, 1:2, 1:3 va 1:4 (thé tich/thé tich) cho 39 phan doan. Cac phan doan c6 TLC
gidng nhau duge gop lai cho 7 nhém phan doan duoc ky hidu 13: HT-E41 (bao gdm
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céc phan doan 1-6), HT-E42 (bao gdm céc phan doan 7-9), HT-E43 (bao gdm cac
phan doan 10-14), HT-E44 (bao gdm c4c phan doan 15-19), HT-E45 (bao gdm cac
phan doan 20-27), HT-E46 (bao gdm céc phan doan 28-37), HT-E47 (bao gdm cac
phén doan 38-39). Nhoém phén doan HT-E43 dugc rira etyl axetat cho ra hop chét
(1) dudi dang bot vo dinh hinh mau tring.

Vi du thwe hién séang ché
1. Quy trinh chiét tach hop chét (1)

Nguyén liéu céy Ban tay ma (Heliciopsis terminalis (Kurz) Sleumer
(Proteaceae)) dugc thu hai tai ving T4y Béc, Viét Nam. Mau nguyén liéu dugc phot

kho, sy tiép trong ti sdy & nhiét d6 40 °C, sau d6 duoc xay thanh bot min.

Bot nguyén liéu thin cdy Ban tay ma (Heliciopsis terminalis (Kurz) Sleumer
(Proteaceae)) (4,8 kg) duoc ngam chiét véi 60% EtOH (96%)/H,O & nhiét do phong
trong 3 ngdy, sau d6 loc thu dich chiét. Qui trinh chiét dwoc lap lai hai 1in. Cac dich
chiét duoc gbp lai va cat loai dung moi dudi ap suét giam. Cian chiét thd thu duoc
duoc chiét 14n luot v6i n-hexan, diclometan va etyl axetat. Cac dich chiét hitu co
duoc cét loai dung mdi dudi ap sudt giam cho céac phan chiét twong tng n-hexan ky

hi¢u la HT-H (1,27 g), diclometan HT-D (47,1 g) va etyl axetat HT-E (21,8 g).

Phan chiét EtOAc HT-E (21,8 g) dugc phan tach séc ky trén silica gel (Merck,
c& hat 40 — 63 pum) véi hé gradient CH,Cl,-EtOAc theo ty 1€ 9:1, 6:1, 3:1, 2:1 va 1:1
(thé tich/thé tich) cho 29 phan doan, mdi phan doan 20 ml. Céc phén doan c6 TLC
gibng nhau dwoc gop lai va cit loai dung mdi dudi 4p suét giam cho 4 nhém phén
doan: HT-E1 (bao gdm cac phan doan 1-4), HT-E2 (bao gbm céc phan doan 5-14),
HT-E3 (bao gém céc phan doan 15-22) va HT-E4 (bao gdm céc phéan doan 23-27).
Khéi lwong timg nhém phén doan 13 HT-E1 (1,37 g), HT-E2 (3,27 g), HT-E3 (3,71
g) va HT-E4 (0,81 g). Cé4c phan doan HT-E1 - HT-E4 qua phan tich TLC déu chta
hop chét (1).

-10-
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Tinh ché hop chét (1) tir cac phan doan HT-E1, HT1-E3, HT-E4 nhu sau:

Nhém phan doan HT-E1 (1,37 g) dwoc phan tach trén cot sic ky thuong (CC)
trén silica gel (Merck, c& hat 40 — 63 pm), rra giai v6i hé dung méi gradient 7-
hexan-etyl axetat theo ty 1€ 29:1, 19:1, 12:1, 9:1, 6:1, 3:1, 2:1 va 1:1 (thé tich/thé
tich) cho 19 phén doan, mdi phan doan 20 ml. Céc phén doan c6 TLC gibng nhau
dugc gop lai cho 8 nhém phan doan dwoc ky higu 1a: HT-E11 (bao gdm céc phan
doan 9-10), HT-E12 (bao gdm céc phén doan 11-12), HT-E13 (bao gdm céc phén
doan 13-14), HT-E14 (bao gdm céc phan doan 15-19), HT-E15 (bao gdm cac phén
doan 20-30), HT-E16 (bao gbém cac phan doan 31-35), HT-E17 (bao gdm céc phén
doan 36-45) va HT-E18 (bao gbm cac phan doan 46-54). Nhém phén doan HT-E12
duoc rira v6i etyl axetat cho ra hop chit (1) (8,7 mg) dudi dang bot v6 dinh hinh
mau tring. |

Nhém phén doan HT-E3 (3,7 g) duoc phan tach trén cot sic ky thuong (CC)
trén silica gel (Merck, c¢& hat 40 — 63 pum), rira giai véi hé dung mdi gradient 7-
hexan-etyl axetat theo ty 1€ 3:1, 2:1, 1:1, 1:2, 1:4, 1:5 va diclometan-etylaxetat theo
ty 18 1:1, 1:3 va 1:5 (thé tich/thé tich) cho 24 phén doan, mdi phan doan 10 ml. Céc
phan doan c6 TLC gidng nhau dugc gdp lai cho 7 nhém phan doan duogc ky hiéu la:
HT-E31 (bao gdim phén doan 2), HT-E32 (bao gdm cac phan doan 3-4), HT-E33
(bao gdm céc phan doan 5-8), HT-E34 (bao gdm céc phéan doan 9-11), HT-E35 (bao
gdm céc phan doan 12-13), HT-E36 (bao gdm cac phéan doan 14-19), HT-E37 (bao
gdm céc phan doan 20-24). Nhém phéan doan HT-E32 (674,8 mg) dugc phén tach
trén cot sac ky (CC) trén silica gel (Merck, ¢& hat 40 — 63 pm), rira giai v6i hé dung
mdi gradient n-hexan-etyl axetat theo ty 18 2:1 cho ra hop chét (1) (10,1 mg) dudi
dang bot v6 dinh hinh mau tring. Nhém phan doan HT-E33 (100,6 mg) dugc phan
tach trén cot sic ky (CC) trén silica gel (Merck, ¢& hat 40 — 63 pm), rta giai véi hé
dung moéi gradient diclometan-etyl axetat theo ty 1€ 2:1, 1:1 va 1:3 cho ra hop chét
(1) (10 mg) dudi dang bot vo dinh hinh mau tring.
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Nhém phan doan HT-E4 (0,85 g) dwoc phén tach trén cot sic ky thuong (CC)
trén silica gel (Merck, c& hat 40 — 63 um), rira giai v4i hé dung mdi gradient -
hexan-etyl axetat theo ty 1€ 6:1, 3:1, 2:1, 1:1, 1:2, 1:3, 1:4, 1:5 va diclometan-etyl
axetat theo ty 18 1:1, 1:2, 1:3 va 1:4 (thé tich/thé tich) cho 39 phan doan, mdi phan
doan 10 ml. Cac phan doan c6 TLC gibéng nhau dwoc gop lai cho 7 nhém phén doan
duoc ky hiéu 1a: HT-E41 (bao gdm céc phan doan 1-6), HT-E42 (bao gdm cac phén
doan 7-9), HT-E43 (bao gdm cac phan doan 10-14), HT-E44 (bao gdm cic phan
doan 15-19), HT-E45 (bao gbém cac phan doan 20-27), HT-E46 (bao gdm céc phin
doan 28-37), HT-E47 (bao gbm céc phan doan 38-39). Nhém phan doan HT-E43
duoc ria etyl axetat cho ra hop chét (1) (10,1 mg) dudi dang bot v6 dinh hinh mau

tréng.

Hop chét (1) ¢6 cong thirc:

Hop chit (1) c6 tén theo IUPAC 13 (8'Z)-1,3-dihydroxy-5-[16"-(3",5"-
dihydroxyphenyl)-8'-hexadecen-1'-yl]benzen

Céc dit 1iéu phd ctia hop chét nay:

IR (KBI): vmax cm™ 3305, 1659, 1561, 1595, 1507, 1465.

'H-NMR (CDs0D): § (ppm) 1,35 (16H, s br, 2H-3', 2H-4', 2H-5', 2H-6', 2H-11,
2H-12', 2H-13', 2H-14"), 1,58 (4H, t, J= 7,5 Hz, 2H-2', 2H-15"), 2,04 (4H, g-like, J
= 5,5 Hz, 2H-7', 2H-10"), 2,45 (4H, t, J="7,5 Hz, 2H-1', 2H-16"), 5,36 (2H, t, /= 5,0

Hz, H-8', H-9'), 6,10 (21, t, J = 2,5 Hz, H-2, H-4"), 6,15 (4H, d, J = 2,5 Hz, H-4, H-
6, H-2", H-6").
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BC-NMR (CD;0D): ¢ (ppm) 28,1 (CH,, C-7', C-10"), 30,2 (CH,), 30,3 (CH,), 30,4
(CH,), 30,8 (CH,) (C-3', C-4', C-5', C-6', C-11', C-12', C-13', C-14"), 32,4 (CH,, C-
2!, C-15"), 36,97 (CH,, C-1', C-16"), 100,9 (C, C-2, C-4"), 107,96 (CH, C-4, C-6, C-
2", C-6"), 130,84 (C-8', C-9"), 146,3 (C-1, C-1"), 159,23 (C, C-3, C-5, C-3", C-5").
HR-ESI-MS (negative mode): m/z 439,2852 [M-H] (tinh to4n ly thuyét cho
C23H3904Z 439,2843)
HR-ESI-MS (positive mode): m/z 441,2999 [M+H]" (tinh toan 1y thuyét cho
C28H41041 441,2999)
2. Nghién ctru duogc ly
a) Vat liéu va hoa chét

DMEM, FBS ctia GIBCO, Invitrogen; MTT do Sigma cung cép. Pia 96 giéng
nhwa (Corning, USA), pippette (Eppendorf), may doc ELISA 96 giéng (Bio-rad). Bo
KIT dinh luong Interleukin 6 (IL-6 mouse ELISA Kit), Interleukin 10 (IL-10 mouse
ELISA Kit va Tumor necrosis factor Alpha (TNF-a) do hing BioVision cung cp.

Dong té bio HepG2, RAW 264.7 do GS. TS. J. M. Pezzuto, Trudng Pai hoc Long
Island, US va GS. Jeanette Maier, truong Dai hoc Milan, Italia cung cép.

b) Phuong phap

Phirong phdp nudi cdy té bao

Dong té bao HepG2, RAW 264.7 duoc nudi cdy trong mdi truong nudi cay
DMEM véi thanh phan kém theo gbm 2 mM L-glutamin, 10 mM HEPES, va 1,0
mM natri pyruvat, ngoai ra bd sung 10% huyét thanh bao thai bo (fetal bovine
serum) — FBS (GIBCO) va nuéi trong ti 4m CO, & diéu kién 37°C, 5% CO..

Phurong phdp xdc dinh khé ndng béo vé té bao gan

Té bao HepG2 duoc nudi trong dia 96 giéng véi ndng d6 té bao 3 x 10* té

bao/giéng va 01 24 gid & ti 4m 37 °C, 5% CO,. MAu thi nghiém dugc dua vao céac
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giéng nudi cdy & cac néng d6 khac nhau véi sy c6 mit ciia CCly 40 mM. Sau d6 G
dia thém 2 gio roi thém MTT dé x4c dinh ti 18 sdng s6t clia t& bao dudi tac dong clia
CCl,. Kha nang sinh séng cta té bao duéi tdc dong cia CCl, duoc x4c dinh thong
qua phép thit MTT. Sau khi loai bd méi trudng nudi cdy, thém 50 pl MTT (1 mg/ml)
vao mdi giéng. U dia & nhiét d6 37 °C trong 4 gid. Mau formazan hinh thanh duoc
hoa tan bang DMSO. Po gi4 tri OD & budc séng 540 nm.

% té bao sdng dwoc xac dinh theo cong thirc:

% té bao séng = (ODpay thiTCCly /ODpay chimg ) X 100

Trong d6 ODpay chimg 1& OD clia giéng té bao chi chira dung moi pha mau.

Phép thtr duoc 1ap lai 3 14n d& dam béo tinh chinh x4c.
Phurong phdp xdc dinh kha ndng tkc ché sinh NO trén té bao RAW 264.7

Su phat trién cta té bao dudi tic dong cia miu tht duoc xac dinh bang
phwong phap MTT dé tir d6 xac dinh ndng d6 trong thir nghiém e ché NO: Té bao
RAW 264.7 duogc nudi trong dia 96 giéng va 1 & 37 °C qua dém dé t& bao én dinh;
Chét thr duoc thém vao céc giéng & cac ndéng d6 khac nhau. LPS (1 pg/ml) duoc
thém vao céc giéng sau 2 h i méu va tiép tuc nudi cdy trong ti 4m CO,; Sau 24 gio
hozc 48 gid, té bao dugc @ v6i 20 pl MTT (5 mg/ml) trong 4 gi¢. Sau d6 moi trudng
duoc loai bé va thém 100 pul DMSO dé hoa tan mau formazan duoc tao ra; Mat dd
quang dugc xac dinh bing may do ELISA (BioTek, Winooski, VT, USA) & budc
séng 540 nm. Té bao RAW 274.7 dugc dua vao dia 96 giéng & ndng do 2 x 10° té
bao/giéng va nudi trong ti 4m & 37 °C va 5% CO, trong 24 gio. Tiép theo, moi
truong nudi cdy dugc loai bd, thay bang méi trudng DMEM khong c6 FBS trong 3
gid. Té bao sau d6 dugc 1 miu nghién ciru & céc ndng dd khac nhau trong 2 gio
trude khi duoc kich thich san sinh yéu t6 NO bang LPS (1 pg/mL) trong 24 gid. Mot
sb giéng khong duoc 1 mau ma chi st dung dung dich pha mau duoc coi 1a dbi
chtng am. Trong khi dbi ching dwong dugc st dung la NG-metyl-L-arginin axetat

(L-NMMA) (Sigma) & cac ndng d6 100; 20; 4 va 0,8 pg/ml. Nitrit (NO,), dugc xem
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la chi thi cho viéc tao NO, s& duoc xdc dinh nhd bd Griess Reagent System
(Promega Cooperation, WI, USA). Cu thé 13, 100 pL mdi trudng nudi té bao (4
mAu) duge chuyén sang dia 96 méi va duoc thém vao 100 ul Griess reagent: 50 uL
cua 1% (w/v) sulfanilamit trong 5% (v/v) axit phosphoric va 50 pL 0,1% (w/v) N-1-
naphtyletylendiamin dilyydroclorua pha trong nuéc. Hon hop nay duoc o tiép & nhiét
d6 phong trong 10 phut va ham lugng nitrit s8 duge do bing may microplate reader
& bude soéng 540 nm. Mo6i truong DMEM khéng FBS duoc stt dung nhu giéng tring
(blank). Ham luong nitrit ctia timg mAu thi nghiém dugc x4c dinh nhd vao duong
cong ham luong chudn NaNO, va duogc so sanh % véi mAu ching am (LPS).

Kha ning trc ché san sinh NO ctia miu duge x4c dinh nho cong thuc :

% ttc ché =100%- [ham luong NOypy/ham lugng NOps]*100

Phép thir duoc 13p lai 3 14n ¢ dam béo tinh chinh x4c. Gia tri ICs, (ndng do
tic ché 50% su hinh thanh NO) s& dugc x4c dinh nhd vao phin mém méy tinh
TableCurve 2Dv4

Xdc dinh tac dong cua méu thir dén su téng hop cac cytokin

Té bao RAW 264.7 duoc dua vao céc giéng thi nghiém cta dia 96 giéng voi
lwong té bao phit hop (5 x 10* t& bao trong 190 pil moi truong) va i & 37°C qua dém
cho té bao 6n dinh. Chét thir (10 pl) pha trong DMSO 10% duoc dua vao céc giéng
& cac ndng d6 khac nhau. Mot sb giéng khong c6 chét thir nhung c6 té bao (190 ul)
va 10 pl DMSO s& dugc str dung 1am d6i ching am. Sau 2 git thém LPS v6i nong
d6 1 pg/ml vao tit ca céc giéng thi nghiém. Sau 24 gio, thu dich néi nudi té bao da
duogc thir chat dé xac dinh sy c6 mat cua interleukin 6, interleukin 10 (IL-10 mouse
ELISA Kit) va interferon alpha c6 trong moi trurdng nudi cay.

Phuong phap x4c dinh interleukin 6, interleukin 10 va TNF- o

Duogc thyc hién dua trén IL-6, IL-10, TNF-a mouse ELISA Kit (BioVision)

va theo dung huéng din ctia nha san xuét.
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Thém 100 pl mAu thir (mdi trudng nudi cdy) vao cac giéng thi nghiém va 100
pl dung méi 1am d6i ching am. U ban & 37 °C trong 90 phtt. Loai bo dich ndi va
thém 100 pl khang thé IL-6, IL-10, TNF-a gén biotin vao céc giéng thi nghiém. U
ban ¢ 37 °C trong 60 phut. Rira ban 5 1an bang PBS 0,01 M, thém 100 pl Avidin-
Biotin-Peroxidase Complex vao cic giéng thi nghiém. U ban & 37 °C trong 30 phtt.
Rira ban 5 14n bang PBS 0,01 M, thém 90 pl co chit TMB vao céc giéng thi nghiém.
U ban & 37 °C, tranh 4nh séng trong 20 - 25 phut. Dimng phan g bang 100 pl dung
dich 1am dimg (stop solution). Poc két qua trén may Tecan GENios Promicroplate

reader & budc song 450 nm.
¢) Phén tich két qua

Két qua dugc trinh bay dudi dang TB + SD. S6 litu duoc phan tich bang phén
mém GraphPad Prism 4.0 (GraphPad Software, Inc., San Diego CA). Sai khac cé y
nghia théng k& khi P < 0,05.

d) Xac dinh kha nang chéng oxy hoa ctia mau nghién ciru
Kha néing ikc ché sw peroxyl héa lipit mang té bao

Hoat tinh chéng oxy hoéa ctia mAu nghién ctru duoc xé4c dinh bang phwong
phap MDA. Két qua duge thé hién ¢ bang 1 cho thiy mau thi nghiém tc ché nhe su
peroxyl hoa lipit & ndng do 100 pg/ml véi % @ ché 13 19,78%. MAu déi chimg
Trolox hoat ddng én dinh trong thi nghiém.

Bang 1. Kha nang trc ché su peroxyl héa lipit

Néng d6 (pg/ml) % Tic ché tao MDA
Hop chat (1) Trolox
100 19,78 73,59
20 7,02 69,14
4 -3,36 51,04
0,8 - 4,06 18,69
ICsp > 100 6,48 + 0,45
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Khé néing béo vé té bao gan in vitro dwdi tée déng cia CCl,

Mau nghién ctru dugc khio sat tdc dong bao v€ t€ bao gan in vitro dudi tac

dong cia CCly str dung t& bao HepG2. Két qua thé hién & bang 2.

Béng 2. Phéan trim t bao sdng dudi tic dong cia cac mAu nghién ctru khi ¢6 mét CCl,

Nong do | % té bao sbng khi khong c6 CCL, | % té bao séng khi ¢6 tac dong
(ng/ml) cua CCly
Hop chit (1) Ddi chiing Hop cht (1) Déi chimg
100 99,56 44 42%
20 101,22 31,41
4 103,99 30,30
0,8 101,88 29,38
0 100,00 29,93

Ghi cht: * 13 sai khéc c6 v nghia théng ké véi P < 0,05

Qua bang trén céc tic gia sang ché nhéan thiy dudi tic dong ctia CCly, chi c6
29,93% & bao HepG2 sdng s6t. Tuy nhién khi c6 mit ctia mau thir hop chét (1), ti 18
t& bao HepG2 sdng ting cao & ndng d6 100 (pg/ml) dén 44,42% (P < 0,05). Khi
ndng d6 miu thi nghiém thap hon 20 pg/ml thi hoat tinh bao vé t& bao gan cua hop
chét (1) giam manh va khong thé hién sy sai khac so véi d6i ching khéng 0 mau.
Nhu vay, két qua tir bang trén cho thdy mau nghién ciu ¢6 thé hién kha nang bao vé,

phong ngira su e ché tang trudng té bao do CCly gay ra.
¢) Hoat tinh e ché NO clia mAu nghién ctru

Béng 3. Tac dong cuia mau nghién clru dén kha nang san sinh NO

% trc ché san sinh NO
Néng do Hop chit (1) L-NMMA
(ng/ml) % rc ché | % té bao sbng % trc ché % té bao sOng
100 71,12 62,83 93,55 87,95
20 12,73 99,87 79,61 98,79
4 1,75 39,33
0,8 -1,43 6,23
ICsy 71,15+ 6,66 7,07+ 0,81
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Qua bang trén, nhan thdy hop chit (1) ¢ kha ning e ché sy san sinh NO véi
ICso = 71,15 % 6,66 pg/ml. Chat d6i ching L-NMMA hoat dong én dinh trong thi

nghiém.

f) Tac dong ctia mau thir dén ndng d6 cytokin

Bang 4. Tac ddng ctia hop chét (1) dén ndng do cytokin tai cac thoi didm khéc nhau

Nong d6 | Ham luong cytokin (pg/ml) & 24 | Ham luong cytokin (pg/ml) & 48 gid
(pg/ml) gio
IL-6 IL-10 TNF-a IL-6 IL-10 TNF-o
20 126,26 | 204,84* | 417,12* | 85,86* | 414,34* 501,19%
4 90,91 198,63 516,72 176,77 | 270,02* 647,39
0,8 101,01 158,29 523,12 154,04 237,43 689,42
LPS 103,54 152,08 568,80 171,72 218,81 714,09

Ghi chu: * 12 sai khéc c¢6 y nghia théng k& v6i P < 0.05

Do ndng d6 100 pg/ml gdy anh hudng dén su phat trién cta té bao RAW
264.7 nén néng d6 duoc st dung dé x4c dinh tac dong ctia mau thi nghiém dén su
san sinh cac cytokin 12 20,4 va 0,8 pug/ml. Két qua duoc thé hién & bang 4.

Qua bang trén nhan thiy:

Tai thoi diém 24 gid, mau hop chét (1) kich thich nhe sy ting sinh cta IL-6 &
ndng d6 20 pg/ml. Tuy nhién su sai khéc nay khong ¢ y nghia théng ké. Tai thoi
diém 48 gio, ham lugng IL-6 & giéng t& bao dugc & mAu hop chét (1) (20 pg/ml)
giam manh so v6i déi chimg khéng & mau (P < 0,05). Két qua nay cho thdy mau hop
chit (1) c6 kha ning tic ché san sinh IL-6 & thoi diém 48 gio.

Ham lugng TL-10 & giéng té bao dugc G v6i hop chét (1) tai ndng do 20 va 4
png/ml déu cao hon so véi d6i chimg & ca 2 thoi diém 24 va 48 gi. Két qua nay cho
thdy mAu hop chét (1) kich thich té bio RAW 264.7 téng hop IL-10.

MAu hop chét (1) ciing thé hién kha ning Gc ché sinh téng hop TNF-a & ca
hai thoi diém 24 va 48 gio.
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Nhimng loi ich c6 the dat duge

Cho dén nay chua c6 bdo cédo vé hoéa thuc vat va tinh chét sinh hoc cua cay
Ban tay ma H. terminalis. Nghién cGu dau tién cua cic tac gia sang ché vé H
terminalis cho théy su hién dién cua cac hop chat thudc cac nhoém triterpenoit,
steroit,  axit béo  va  bisresorcinol,  (8'2)-1,3-dihydroxy-5-[16'-(3",5"-
dihydroxyphenyl)-8'-hexadecen-1"-yl] benzen la thanh phan c6 mit phd bién nhat
trong cac phan doan chiét xuit hitu co (diclometan va etyl axetat) tir than cay Ban
tay ma H. terminalis. Céc hoat tinh bao vé gan ctia hop chat (1) bao gdm tac dung
tic ché su peroxyl héa lipid mang té bao, tac dung bao vé té bao gan HepG2 gay ddc
boir CCly, tac dung uc ché su san sinh NO trén té bao RAW 264.7, xac dinh anh
hudng cua hop chét (1) dén su tong hop cac cytokin interleukin-6, interleukin-10 va
TNF-alpha trén té bao RAW 264.7 da duoc thuc hién dé tim hiéu tuong quan gitra
tiém ning dugc ly cua hop chat (8'2)-1,3-dihydroxy-5-[16'-(3",5"-
dihydroxyphenyl)-8'-hexadecen-1"-yl] benzen va tic dung bao vé gan cua vé cay
Ban tay ma H. terminalis. Nghién ctru ndy tao co s& nghién ctu khoa hoc viing chac
cho céc nghién ctiu Gmg dung tiép theo nhim tao ra cac thude cé tac dung diéu tri

bénh gan va loi mat hiru hiéu.
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YEU CAU BAO HO

I. Phuong phap chiét tich hop chat (8'2)-1,3-dihydroxy-5-[16'-(3",5"-
dihydroxyphenyl)-8'-hexadecen-1'-yl]benzen (1):

tu than cay Ban tay ma (Heliciopsis terminalis (Kurz) Sleumer (Proteaceae)) bao
gdm cac bude:

(1) thu gom nguyén liéu than cay Ban tay ma (Heliciopsis terminalis (Kurz)
Sleumer (Proteaceae)), phoi kho, sdy nhe trong tu sdy & nhiét do 40 °C rdi
nghién min thanh bot;

(ii) ngdm chiét bot nguyén liéu véi 60% EtOH (96%)/H,0O ¢ nhiét do phong
trong 3 ngay, sau do loc thu dich chiét, lap lai hai lan, rdi gop cac dich chiét
va cat loai dung méi dudi &p suat giam thu duoc cin chiét;

(iii) chiét can chiét tho thu duoc lan luot v6i n-hexan, d1010metan va etyl
axetat, cac dich chiét hitu co duoc cét loai dung moi dudi ap suét gidm cho ra
cac phan chiét tuong tmg lan luot duoc ky hiéu la phan chiét HT-H, phan
chiét HT-D va etyl axetat phan chiét HT-E;

(iv) phan tach sic ky phan chiét HT-E (21,8 g) trén silica gel (Merck, c0O hat
40 = 63 um) voi hé gradient CH,Cl-EtOAc theo ty 1€ 9:1, 6:1, 3:1, 2:1va l:l
(thé tlch/the tich) cho 29 phan doan, gdp cac phén doan co TLC giéng nhau
va cat loai dung moi dudi ap suat giam cho 4 nhom phén doan dugc ky hiéu
la: HT-E1 (bao gom cac phan doan 1-4), HT-E2 (bao gom cac phén doan 5-
14), HT-E3 (bao gom cac phan doan 15-22) va HT-E4 (bao gom céac phan
doan 23-27);

(v) phan tach trén cot sic ky thuong (CC) nhém phan doan HT-E1 trén silica
gel (Merck, cd hat 40 — 63 um), ria giai v6i hé dung moi gradient n-hexan-
etyl axetat theo ty 1& 29:1, 19:1, 12:1, 9:1, 6:1, 3:1, 2:1 va 1:1 (thé tich/thé
tich) cho 19 phan doan, gdp cac phan doan c6 TLC gidéng nhau cho 8 nhém
phéan doan duoc ky hi¢u la: HT-E11 (bao gbém cac _phan doan 9-10), HT-E12
(bao gom cac phan doan 11-12), HT-E13 (bao gém céc phan doan 13-14),
HT-E14 (bao gom cac phan doan 15-19), HT-E15 (bao gom cac phan doan
20-30), HT-E16 (bao gom cac phéan doan 31-35), HT-E17 (bao goém cac phan
doan 36-45) va HT-E18 (bao gdém céac phan doan 46-54), sau d6 ra nhém
phan doan HT-E12 bang etyl axetat cho ra hop chat (1) dudi dang bot vo dinh
hinh mau tring, va
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(vi) phan tach trén cot sic ky thuong (CC) nhém phan doan HT-E3 trén silica
gel (Merck, c& hat 40 — 63 pm), rira giai voi hé dung moi gradient n-hexan-
etyl axetat theo ty 1€ 3:1, 2:1, 1:1, 1:2, 1:4, 1:5 va diclometan-etylaxetat theo
tylé 1:1, 1:3 va 1:5 (thé t1ch/the tlch) cho 24 phan doan, gdp cac phan doan co
TLC gidng nhau cho 7 nhém phan doan dugc ky hi¢u la: HT-E31 (bao goém
phan doan 2), HT-E32 (bao gom cac phan doan 3-4), HT-E33 (bao gom cac
phan doan bao gdm cac phéan doan 5-8), HT-E34 (bao gbm céc phéan doan 9-
11), HT-E35 (bao gdm céc phén doan 12-13), HT-E36 (bao gom cac phén
doan 14-19), HT-E37 (bao gom céc phan doan 20-24), sau d6 phan tach trén
ot sic ky (CC) nhom phan doan HT-E32 trén silica gel (Merck, ¢& hat 40 —
63 um) roi rira giai voi hé dung moéi gradient n-hexan- -etyl axetat theo ty 1€ 2:1
cho ra hop chat (1) dudi dang bdt vo dinh hinh mau tr3 ang, va phan tach trén
cot séc ky (CC) nhém phan doan HT-E33 trén silica gel (Merck, ¢& hat 40 —
63 um) roi rua giai voi hé dung moi gradient diclometan-etyl axetat theo ty 1&
2:1, 1:1 va 1:3 cho ra hop chét (1) (10 mg) dudi dang bdt vo dinh hinh mau
tra ang, va

(vii) phan tach trén cot sic ky thuong (CC) nhém phan doan HT-E4 trén silica
gel (Merck, c& hat 40 — 63 pm), rira giai voi hé dung moi gradient n-hexan-
etyl axetat theo ty 1€ 6:1, 3:1, 2:1, 1:1, 1:2, 1:3, 1:4, 1:5 va diclometan-etyl
axetat theo ty 1€ 1:1, 1:2, 1:3 va 1 4 (the tich/thé tich) cho 39 phan doan, gop
cac phan doan o TLC gidng nhau cho 7 nhém phéan doan duoc ky hi¢u la:
HT-E41 (bao gom c4c phan doan 1-6), HT-E42 (bao gdom cac phan doan 7-9),
HT-E43 (bao gdém cac phan doan 10-14), HT-E44 (bao gom cac phan doan
15-19), HT-E45 (bao gém céc phan doan 20-27), HT-E46 (bao gbm cac phén
doan 28-37), HT-E47 (bao gom céc phan doan 38-39), sau d6 ria nhém phan
doan HT-E43 bang etyl axetat cho ra hop chét (1) duéi dang bdt vo dinh hinh
mau tra ang

-21-



23010

Hinh 1: Phuong phép chiét tach hop chét (8'2)-1,3-dihydroxy-5-[16'-(3",5"-
dihydroxyphenyl)-8'-hexadecen-1"-yl]benzen (1) tir cdy Ban tay ma (Heliciopsis
terminalis (Kurz) Sleumer (Proteaceae)

Bét than kho

1) Ngam chiét MeOH, t° phong
2) Chiét n-hexan, EtOAc, CH,Cl,

| |

HT1-H HT1-D HT1-E
n-hexan CH,Cl, EtOAc

CC,silica gel, gradient n-hexan-EtOAc ‘

| | | l

HT1-E1 HTI1-E2 HT1-E3 HTI1-E4
CC, §ilica gel, CC (.X 2), silica gel, CC, silica gel,
gradient gradient gradient
n-hexan-EtOAc n-hexan-EtOAc >

n-hexan-EtOAc

1/1

-22-





