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GIOI THIEU LUAN AN

Ly do va tinh can thiét caa nghién ciru

R&i loan lipid mau la mét trong nhitng yéu té nguy co chinh cua
bénh tim mach do xo vira. Bénh tim mach do xo vira hién dang 1a nhom
bénh chiém ty Ié cao nhat va la nguyén nhan hang dau gay tir vong trén
thé gisi. Picu tri réi loan lipid mau ¢ gié tri quan trong, gép phan lam
giam céc bién cb tim mach. Xu huéng sir dung thude diéu tri réi loan
lipid mau hién nay 1a huéng vé thudc ¢ nguon gbc tu nhién vi: Pha hop
vé6i quy luat sinh 1y cua co thé, hiéu qua va it tac dung phu so véi thudc
héa hoc tong hop. Rbi loan lipid mau thudc pham vi ching ching dam
thap theo 1y luan Y hoc c6 truyén va thudc hoa dam trir thap, hoat huyét
hoa & khong nhitng cai thién duoc triéu chirng 1am sang ma con hiéu qua
trong diéu hoa rdi loan lipid mau. Nguu tat, Dan sim, Tam that 1a nhiing
duoc lidu c6 tac dung hoat huyét hoa 1, thong kinh mach, bo can than
trong Y hoc cé truyén. Theo két qua nghién cau duoc Iy, ca 3 duoc lidu
déu c6 tac dung ha lipid méu, cai thién dugc dién tién sinh xo vita dong
mach. Ngoai ra, con c6 tac dung bao vé gan, ting cudng mién dich co
thé va it tac dung phu. Vi mong muén tao ra mot ché pham co duoc tac
dung ha lipid mau hiéu qua, an toan va tién dung, ddng thoi thoa duoc
y&u cau tir co ché tac dung theo Y hoc hién dai dén ly phép bién ching
theo Y hoc co truyén. Nghién ciru két hop 3 dugc liéu ké trén thanh cong
thirc thude, bao ché dudi dang vién nang cing va duge dit tén 1a “Vién
nang cing Nguu tat - Pan sam - Tam that”, goi tat 1a vién MIX (vién két
hop). Tir ly do va tinh can thiét trén, dé tai: “Nghién ciru tac dung diéu
hoa lipid mau cua vién nang ciing Ngueu tat - Pan sdm - Tam that trén
thic nghiém” duogc thuc hién véi cac muc tiéu sau cu thé sau:



- Bao ché va xay dung tiéu chuan co s¢ vién MIX.
- Panh gia tinh an toan cuia vién MIX trén chudt nhit trang.
- Khao st tac dung diéu hoa lipid mau caa vién MIX trén chudt nhat
trang.
- Khao sat tac dong e ché hoat tinh HMG-CoA reductase cua vién MIX
in vitro va in vivo.

Nhirng déng gép méi ciia nghién ciru vé mat ly thuyét va
thyc tién
- Bao ché va tiéu chuan hoéa vién nang cimng két hop Nguu tat - Pan sdm
- Tam thit trong d6 c6 dinh lwong cac hoat chat acid oleanolic, acid
salvianolic B va ginsenosid Rg1 bang phwong phap sic ky long hi¢u nang
cao (HPLC). Két qua gop phan tao ché pham tién dung va hién dai hoa
thudc Y hoc co truyén, timg budc nang cao vi thé cua thudc Y hoc ¢b
truyén trong phong va diéu tri rdi loan lipid méu.
- Chirng minh trén thuc nghiém tinh an toan va hiéu qua cua vién MIX
trong diéu hoa lipid mau. Day 1a co sé khoa hoc cho cac nghién cuu tiép
theo trén 1am sang.
- Budc dau xac dinh co ché diéu hoa lipid mau cua vién MIX théng qua
tac dong trc ché hoat tinh HMG-COA reductase trén thuc nghiém.

Bo cuc luin an

Luan 4n gém 130 trang: Pit van dé 2 trang, tong quan tai liéu
34 trang, ddi tuong va phuong phap nghién ctru 21 trang, két qua 33
trang, ban luan 38 trang, két luan 1 trang, kién nghi 1 trang, danh muc
cac cong trinh nghién ctru 1 trang, tai li€u tham khao 18 trang. Luan an
¢6 53 bang, 22 hinh, 12 biéu dd, 167 tai liéu tham khéo.



1. TONG QUAN TAI LIEU
1.1. Réi loan lipid mau trong Y hec hién dai
- Chan doan rbi loan lipid mau

RLLM thuong khdng c6 triéu chimg 1am sang, nhung c6 thé
dugc phat hién bang xét nghiém do ndng do cac thanh phan lipid mau.
Chan doan xac dinh khi c6 mot trong cac tiéu chuin can 1am sang sau:
TC trén 200 mg/dL; HDL-C duéi 40 mg/dL d6i véi nam va dudi 50
mg/dL dbi véi nir; LDL-C trén 100 mg/dL; TG trén 150 mg/dL.
- Biéu trj réi loan lipid mau bang thudc héa hoc tong hop

Theo huéng dan cua ESC/EAS (2019), ACC/AHA (2020), cac
nhom thude diéu tri RLLM: Nhom statin tic dung giam LDL-C 20 - 60%,
TG 10 - 33%, taing HDL-C 5 - 10%. Nhom fibrat: Fenofibrat giam TG
41 - 53%, LDL-C 6 - 20%, tang HDL-C 5 - 20%; Gemfibrozil giam TG
35 - 50%, LDL-C 10 - 15%, ting HDL-C 5 - 20%. Nhém céc chat resin
két hop acid mat giam LDL-C 15 - 30%, ting TG, HDL-C. Nhém acid
nicotinic giam LDL-C 10 - 25%, TG 25 -30%, tang HDL-C 15-35%.
Nhém we ché hap thu cholesterol giam LDL-C 15 - 22%. Nhém PCSK9
giam LDL-C 50 - 70%.
1.2. Réi loan lipid mau theo Iy luan YHCT

RLLM la danh tir bénh hoc Y hoc hién dai (YHHD), nhung tir
nguyén nhan gay bénh, triéu chimg 1am sang va phuong phap diéu tri,
nhan thay c6 nhiéu diém twong dong vai chimg dam thap theo ly luan Y
hoc c6 truyén (YHCT).
- Nguyén nhan va co ché bénh sinh ching dam thap

Do tién thién bat tac, 4m thyuc that diéu, bénh lau ngay hoac yéu

t6 tinh than lam cho cong ning cac tang phu rdi loan hu suy ma sinh ra
dam thap. Dam thap sau khi hinh thanh theo khi phan b khap noi trong



co thé lam cho kinh lac bé téc, huyét mach khong thong, mach lac o tré
lam anh huéng dén sy van hanh khi huyét ma sinh ra bénh.
- Piéu tri chirg dam thap bang thuéc YHCT

Thé ty hu ¢am thap: Bai thuc Béan ha bach truat thién ma thang.
Thé ty than duong hu: Bai thudc Hiru quy hoan. Thé can than am hu: Bai
thudc Ky cuc dia hoang thang. Thé can uat ty hu: Bai thudc Tiéu dao tan.
Thé thip nhiét noi két: Bai thudc T linh tan két hop Luc nhit tan. Khi
tré huyét o: Bai thuc Huyét phu truc @ thang.
1.3. Phwong phap nghién ciru tic dong caa thudc trén chuyén
héa lipid

Céc phuong phéap danh gia tac dong cua thube trén chuyén hoa
lipid nhu st dung ché dé an giau lipid hay tiém chét dién hoat (tyloxapol,
poloxamer- 407 hoic tween -80) hién van dang dugc st dung rong rai
trong cac nghién cuu. Bén canh d6, cac phuong phap danh gia tic dong
cua thubc & mic do phan tir té bao nhu: HMG-COA reductase, LPL,
LDL-R, PCSK9, LXRs..., ngay cang dugc quan tam.
1.4. Gi6i thigu vé vien MIX
- Thanh phan duoc liéu trong vién MIX

Nguu tit (Achyranthes bidentata Blume) 50%, Pan sam (Salvia
miltiorrhiza Bunge) 30%, Tam thit [Panax notoginseng (Burk.) F.
H.Chen] 20%.
- Co s6 két hop dugc liéu trong vién MIX

Dua trén dic tinh vé tac dung duoc ly ha lipid mau cua timg duoc
liéu va Iy luan phéi ngii theo YHCT, v6i myc dich lam ting tac dung diéu
trji thong qua co ché tac dung hiép dong dé giam lidu timg duoc lidu va
han ché nhiing tac dung phu khéng mong muén. Theo két qua nghién
ctru dugc ly, ca 3 duoc lidu déu co tac dung ha lipid méu, cai thién duoc

dien tién sinh xo vita dong mach. Bén canh d6, con co tac dung bao vé



té bao gan, t& bao co tim, té bao than kinh, ting mién dich co thé va it tac
dung phu. Céc hop chat saponin, polysaccharid (Nguu tat); Diterpen,
acid phenolic (Pan sam); Saponin, polysaccharid (Tam that) co tac dong
dén céac yéu té diéu hoa chuyén héa lipid nhu: ACAT, HMG-CoA
reductase, LDL-R, CEPT, LPL, CYP7AL, PPPA-a, LXR-0, vd mdt s
yéu t6 khac. Hoat chit acid oleanolic Nguu tat ¢6 tac dung tc ché hoat
dong ACAT lam giam hap thu cholesterol tir rudt, giam tong hop
acetoacetyl- coA lam giam téng hop cholesterol ndi sinh, do d6 lam giam
cholesterol mau. Acid oleanolic ¢ ché LXR-a lam giam hip thu
cholesterol & rudt, ting cudng van chuyén cholesterol du thira tir ngoai
bién vé lai gan, ting chuyén hoa cholesterol thanh acid mat va ting bai
tiét mat, 1am giam cholesterol méau. Hoat chit dihydrotanshinon I Pan
sam co tac dung e ché CETP lam giam TC, LDL-C, TG, ting HDL-C.
Hoat chit ginsenosid Rgl tir Tam that c¢6 tac dung lam ting hoat tinh
PPAR-a. Saponin chiét xuét tir Tam that c6 tac dung l1am giam hoat tinh
HMG-CoA reductase & gan 1am giam tong hop cholesterol va ting LDL-
R ¢ mang té bao gan, 1am tang hap thu LDL-C vao gan, do d6 lam giam
nong do cholesterol mau. Nhu vay, khi két hop Nguu tat - Pan sam -
Tam that s& tao thanh mot thudc méi thé hién tinh ning da thanh phan,
da muyc tiéu trén chuyén héa lipid.

YHCT it khi st dung doc vi, ma thuong két hop nhiéu vi thuée
thanh bai thudc/cong thic thude. Ly luan phdi ngil trong bai thudc theo
Quan, Than, T4, Sir véi muc dich ting cudng tac dung co lgi va khic ché
nhiing tac dung khéng mong muédn cua tirng vi thudc. Ngoai ra, con tao
cho bai thuéc mét dic tinh nhu hai hoa vé han, nhiét, 6n, luong
phu hop vai bénh canh 1am sang va ting co dja ngudi bénh. C6 thé
bién giai vai trd cua timg vi thude trong vién MIX nhu sau (Bang 1.1).



Bang 1.1. S phdi ngii cac vi thudc trong vien MIX

Vithuéc  Tinhvi Tac dung dwge ly YHCT Vai tro

Nguu tait  Binh Hoat huyét thong kinh, b6 can than.  Quan

Pansiam  Han Hoat huyét thdng kinh, thanh tam Than
luong huyét.

Tamthit  On Tén huyét, chi huyét, tiéu sung giam Ta
dau.

Dua vao tac dung theo YHCT ctia Nguu tat, Dan sim, Tam that, khi
két hop c6 thé suy ludn tac dung chung cua vién MIX: Hoat huyét hoa w,
thong kinh mach, bo can than va tinh binh. RLLM thudc pham vi chang
dam thap theo YHCT. Thudc hoat huyét héa @ 1am cho khi huyét luu
thdng, kinh mach thdng thoang, sé cai thién dugc triéu chirng 1am sang
va gop phan giai quyét nguyén nhan sinh dam.

Nhu vay, trén phuong dién Iy thuyét co ché tac dung diéu hoa lipid
mau cua vién MIX: (1) theo YHHD: Giam tong hop cholesterol, giam
hap thu cholesterol va tang chuyén hoa va bai tiét cholesterol;

(2) theo YHCT: Hoat huyét hoa t, thong kinh mach va bé can than.

Nghién ctu tién d& trén chuot nhat tring gdy mo hinh ting
cholesterol mau ngoai sinh, cao két hop Nguu tit 50% - Pan sim 30% -
Tam that 20% véi lidu udng 20 g duoc lieu/kg/ngay/4 tuan, két qua:
Nhom diing cao két hop hiéu qua lam giam cholesterol mau twong dwong
s0 Vi nhom doi chimg ding cao Nguu tat, cao Dan sam, cao Tam thét
va lovastatin 20 mg/kg. Khi tang liéu gap doi (40 g/kg/ngay) thi hidu qua
giam cholesterol mau chi tang thém khoang 6%.

Tur két qua nghién ctu tién dé cho thiy két hop Nguu tit 50% -
Pan sam 30% - Tam thit 20% c6 thé 1a mot cong thic két hop hoan
chinh.



2. POI TUQNG VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU

2.1. Péi twong nghién ciru

- Nguyén liéu nghién cau: Duoc liéu Nguu tat, Pan sim, Tam that khd
dat tiéu chuan chat luong duoc cung cap bai Cong ty co phan Dugc pham
Lam Dong (LADOPHAR); Vién nang cing Nguu tit - Dan sam - Tam
(vién MIX) duogc bao ché tai LADOPHAR. Sé 16: 021218NC. Ngay san
xuat: 02/12/2018. Thanh phan mot vién gom 350 mg cao khé MIX va ta
duogc vira da 430 mg.

- Pong vat nghién ciru: Chudt nhit tring duc (Swiss albino, 5 - 6 tuan
tuoi, trong luong 22 g + 2 g).

2.2. Trang thiét bi va hoa chat

Trang thiét bi, thuéc thar, dung méi, hda chat sir dung trong

nghién ctru dat tiéu chuan.

2.3. Phuwong phap nghién ciru

2.3.1. Bao ché va xay dyng tiéu chuan co s vién MIX

- Bao ché vién MIX theo quy trinh chung vé diéu ché thudc vién tir duoc
liéu theo DDVN V.

- Xay dyng tiéu chuin co s¢ vién MIX theo tiéu chi, tiéu chuan chung
thudc vién tir duoc liéu theo DDVN V.

Cam quan: Vién nang s6 0, mau cam, bén trong chira cém mau
nau, kho, ddng déu vé hinh dang va mau sic

Do am: Khong qua 9,0%:; Do dong déu khdi luong: + 7,5 % so
vai khéi lugng trung binh vién; Do rd: Khong qua 30 phit.

Dinh tinh: Bang phuong phéap sic ky I6p mong, thé hién phép
thur dinh tinh cua acid oleanolic, acid salvianolic B va ginsenosid Rgl.
Quan sat du6i anh sang thuong trén sic ky do cua dung dich thir phai
c6 vét c6 cling mau va gid tri R voi vét cia chuan dung dich di chiéu.



Dinh luong: Bing phwong phap HPLC, ham lwong acid
oleanolic trong 1 g ché pham khéng dudi 1 mg tinh theo ché pham kho
kiét, acid salvianolic B trong 1 g ché pham khong dudi 1 mg tinh theo
ché pham khé kiét va ginsenosid Rgl trong 1 g ché pham khong dudi 1
mg tinh theo ché pham kho kiét.

Do nhidm khuan: Phai dat yéu cau theo DDVN V.

Danh gia d6 6n dinh cua vién MIX: Sau 6 thang bao quan & nhiét
d6 130 hoa cap toc va sau 24 thang bao quan & nhiét d6 thuong.

2.3.2. Panh gia tinh an toan cta vién MIX trén chudt nhét tring

Thuc hién theo huéng dan cua To chuc Y té thé gisi vé thube co
ngudn gdc tir thao dugc; Hudng dan thir nghiém tién 1am sang va 1am
sang thudc dong y, thudc tir duoc lidu caa Bo Y té.

- Poc tinh cip bang dudng udng: Chudt duoc chia nhiéu 16, mdi 16 10
con. Chudt ciing mot 16 s& nhan cung mét liéu thuc. Panh gia dya trén
phan ng toan tng hay bat ¢ng nhan thiy & mdi chuét trong nhom sau
72 gio, tiép tuc theo ddi sau 14 ngay dé ghi nhan nhitng bat thuong (néu
c6). Liéu LDsp dugc tinh theo cong thirc Behrens - Karber.

- Poc tinh ban truong dién: Chudt chia 2 16, 16 ching udng nudc cét
(CSL), 16 thir udng vién MIX lidu 4 vién/kg/ngay trong 2 thang. Thoi
diém xét nghiém: Trudc thir nghiém, sau 1 thang va sau 2 thang; Xét
nghiém dai thé gan, tim, than duoc tién hanh khi két thac thir nghiém.
2.3.3. Khao sét tac dung diéu hoa lipid mau cua vién MIX trén chuot
nhét trang

- Trén mo hinh gay RLLM néi sinh cap bang tyloxapol két hop véi phac
d6 dy phong: L6 thir udng vién MIX lidu 1 vién (M1) va 2 vién
(M2)/kg/ngay, 16 d6i ching udng atorvastatin licu 60 mg
(AT60)/kg/ngay trong 7 ngay. Ngay thir 7 tiém tinh mach tyloxapol liéu



duy nhit 250 mg/kg. 24 gio sau khi tiém tyloxapol ldy mau tinh mach
dinh lwong nong do cac thanh phan lipid.
Bang 2.1. B tri thir nghiém khao sat tac dung diéu hoa lipid mau
caa vién MIX trén mé hinh gy RLLM ngi sinh

Nhom L6 (n = 10) Mau thir uéng
Sinh ly Ld 1 (changsinhly)  Nudc cat
(tyloxapol -) L6 2 (thw) M2
Bénh ly Lo 3 (ching bénh ly)  Nudc cat
(tyloxapol +) L6 4 (thir 1) M1

Lo 5 (thir 2) M2

L6 6 (d6i chung) AT60

- Trén mo hinh gdy RLLM ngoai sinh bang ché do6 an giau lipid vdi phét
dd du phong: Nhém bénh ly udng dung dich giau lipid (cholesterol 25
mg, acid cholic 1%, dau dtra vira da 10 mL), liéu 10 mL/kg/ngay ldc 8 -
9 gio sang. Luc 15 -16 gio chiéu udng thudc thir vien MIX liéu 1 va 2
vién/kg/ngay, thudc dbi chiing atorvastatin 10 mg (AT10)/kg/ngay trong
6 tuan.
Bang 2.2. Bo tri thir nghiém khao sat tc dung diéu hoa lipid mau
trén mo6 hinh gy RLLM ngoai sinh
Nhém L6 (n=7) MAu thir uéng
Sinh Iy (cholesterol -) L6 1 (chung sinh ly)  Nuéc cat
L6 2 (chimg bénh ly)  Nudc cat
Bénh ly (cholesterol +) L6 3 (thir 1) M1
L6 4 (thir 2) M2
L6 5 (dbi chung) AT10
Két thic thoi gian thir nghiém tién hanh 1y mau tinh mach
dudi chudt dé dinh lugng ndng do TC, HDL-C, LDL-C va TG mau.
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2.3.4. Khao sat tac dong wc ché hoat tinh HMG-CoA reductase cua vién
MIX in vitro va in vivo
- Phuong phap tao dich dong thé enzyme tir gan chudt nhit trang binh
thuong: Chudt duoc cho nhin doi 24 gio trudc khi bat dau thir nghiém,
tién hanh mé tach gan, 1am sach méu va dich trong gan bang dung dich
NacCl 0,9 %, cho vao dung dich sucrose 0,25 M lanh (0 - 4 °C). BPua mo
gan da xac dinh khéi lugng vao 6ng thuy tinh, bo sung dung dich sucrose
0,25 M lanh (4 mL/g md gan). Pong thé hda mau mé trong 1 phit
(khoang 20 gidy/lan, sau d6 ngung 10 gidy dé tranh enzyme bi mat hoat
tinh boi nhiét, 1ap lai 3 1an). Ly tdm dich dong thé 1an mét ¢ 0 °C trong
15 phat véi luc ly tdm 5000 G/phdt, bo can, thu dich. B6 sung 0,1 mL
dung dich CaCl, 88 mM trén mdi mL dich thu duoc, lic déu, dé 6n dinh
trong 5 phit & 0 - 4 °C. Ly tam lan thir 2 & 0 °C trong 35 phdt véi luc ly
tam 13500 G/pht, bo dich thu can. Hoa tan cin trong dung dich bao
quan enzyme. Cin duoc dong thé hoa (20 giy), thu duoc dich mé dong
nhat, bao quan ¢ 0 - 4 °C.
- Phuong phap tao dich dong thé enzyme tir gan chudt nhit tring gay
RLLM nai sinh bang tyloxapol: Thyuc hién mé hinh gdy RLLM néi sinh
cip bang tyloxapol theo (muc 2.3.3). 24 gid sau khi tiém tyloxapol tién
hanh mé tach gan tao dich dong thé enzyme theo phwong phap tao dich
ddng thé enzyme tir gan chudt nhit tring binh thuong.

Bang 2.3. B6 tri thir nghiém dinh lweng hoat tinh

HMG-CoA reductase in vitro

Thanh phan Miu Maiu  Atorvastatin  Vién
tring ching MIX
NADPH 5 mM (uL) 30 30 30 30

HMG-CoA 1 mM (uL) 30 30 30 30




Dithioreitol 1 mM (uL) 10 10 10 10
Atorvastatin (uL) - - 50 -

Vién MIX (uL) - - - 50
Dich dong thé enzyme gan - 1 1 1

chugt binh thuong (mg)

bém dinh luong (uL) Vira da 1000

Dém dinh luong (Tris HCI 0,1M; EDTA 1 mM; NaCl 75 mM).
Bang 2.4. B6 tri thir nghiém dinh lweng hoat tinh
HMG-CoA reductase in vivo

Thanh phan MAu trang MAu thir
NADPH 5 mM (uL) 30 30
HMG-CoA 1 mM (uL) 30 30
Dithioreitol 1 mM (uL) 10 10
Dich dbng thé enzyme gan chudt gay - 1
RLLM béng tyloxapol (mg)
Pém dinh luong (uL) Vira dia 1000

Dém dinh luong (Tris HCI 0,1M; EDTA 1 mM; NaCl 75 mM).

Cho hdn hop vao trong dng nghiém, tron déu, u & nhiét do 37 °C va
do d6 hap thu & budc séng 340 nm bang may do quang UV - Vis Unicam
sau 5 phat phan ung. Hoat tinh tc ché enzyme thé hién thong qua do
giam lwong NADPH sau 5 pht, so sanh sy khac biét dbi véi cac 16 thi
nghiém.

AOD = OD 5 phat - OD o pnat
% uc ché enzyme = [(AOD chitng - AOD thir )/AOD chiing] x 100
2.4. Thoi gian va dia diém nghién ciru
Phong thi nghiém Y duoc ¢ truyén - Khoa YHCT - Bai hoc Y
dugc Tp. HCM; Trung tdm Sam va Dugc ligu Tp. HCM; Cong ty
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LADOPHAR; Khoa Giai phau bénh - Bénh vién Chg Ray Tp. HCM.

Thaoi gian nghién ctu: 10/2017 - 10/2021.
2.5. Phuong phap thong ké, xir ly s6 liéu

Cac s6 lidu duoc biéu thi bang: M + SEM, xu ly thdng ké phép
kiém One-Way ANOVA va hau kiém bang Student-Newman-Keuls test
(Sigma Stat 3.5, USA). Két qua dat ¥ nghia thong ké khi P < 0,05.
3. KET QUA
3.1. Két qua bao ché va tiéu chuén co sé vien MIX

Bang 3.1. Két qua bao ché vien MIX

Thanh phan 1 vién
Cao kho MIX 350 mg
T4 dugc (colloidal silicon dioxide, lactose 200 mesh, 80 mg

tricalciphosphat, magnesi carbonat, ethanol 96%).

Téng 430 mg

Bang 3.2. Két qua kiém nghiém tiéu chuin co sé vién M1X

Chi tiéu Mikc chét lwong Két qua

Cam quan Vién nang s6 0, mau cam, bén  png
trong chtra c6m mau nau, vi dang

hoi chat, mui thom dac trung cia

duoc liéu.
Do am <9,0% 6,95% (dat)
Dinh tinh Thé hién phép thir dinh tinh acid  png
(Phuong phép siac ky lép oleanolic, acid salvianolic B va
mong) ginsenosid Rgl
Do ré < 30 phat Pat

Do dong déu khdi luong + 7,5% so khdi lwgng TB vien ~ Dat
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Pinh Iuvgng Acid oleanolic > 1 mg/g tinh 4,47 mg/g
(Phuong phap HPLC) theo ché pham kho kiét (dat)
Acid salvianolic B> 1 mg/gtinh 4,01 mg/g
theo ché pham khd kiét. (dat)
Ginsenosid Rgl > 1 mg/g tinh 1,50 mg/g

theo ché pham khd kiét. (dat)
Do nhiém khuan
Tong s vi khuan hiéu khi < 10* CFU/g Dat
Tong sb bao tir nAm, mdc <102 CFU/g Dat
Tong sé Enterobacteria < 10%CFU/lg Dat
Escherichia coli, Khong duogc co Dat

Salmonella, Staphylococcus
aureus, Pseudomonas
aeruginosa.

Do 6n dinh cua vién MIX: Sau 6 thang bao quan & nhiét d6 lao
hoa cap téc va sau 24 thang bao quan & nhiét do thuong, vién MIX van
giit nguy@n tinh trang ban dau vé cac tiéu chi cam quan, dinh tinh, d6 am,
do ra, dinh lwong acid oleanolic, acid salvianolic B va ginsenosid Rgl
(thay ddi trong giGi han cho phép). Nhu vay, xac dinh tudi tho cua vién
MIX la 24 thang va dé nghi han st dung I 24 thang.

3.2. Két qua tinh an toan caa vién MIX

3.2.1. Két qua doc tinh cép

- Véi lidu 32 vién/kg thé trong la liéu cao nhat c6 thé bom qua kim ma
khong lam chét chudt, con goi 1a Dmax. Theo ddi 14 ngay, tat ca cac chuot
déu an udng va sinh hoat binh thuong, 1ong muot, niém hong, phan khé.
Vi vay, chua xac dinh dugc LDso ciia vién MIX.
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3.2.2. Két qua doc tinh ban truong dién
Bang 3.3. Anh hwéng cia vién MIX dén trong hrgng co thé chugt

Trong lugng chuft (g)
L6 (n=10) Trwdéc thie nghiém Sau lthang  Sau 2 thang
Chiing 23,1+0,7 35,3+1,3* 30,3+ 1,2*
Vien MIX  23,7+0,5 37,7£0,7* 41,6 £0,8*

#. P < 0,05 s0 vdi 16 CSL cuing thoi diém; *: P < 0,05 s0 véi truéc TN
Bing 3.4. Anh hwéng ciia vién MIX dén chirc ning tao mau

Chi tiéu khao sat/ Trwéc thir Sau Sau
L6 (n=10) nghiém 1 thang 2 thang

Hong  cau Ching 85+0,2 10,7 £0,3* 9,9+0,2*
(10°mm%)  vignMIX 8,80, 10,3+0,1*  10,1+0,1*
Hemoglobin  Ching 14,0+0,3 166+03*  150+0,9*
(g/dL) Vien MIX 14,7 £0,2 16,1 +0,2* 15,8 £0,1*
Hematocrit Chuing 471+1,2 56,8 + 1,5* 51,6 +1,4*
(%) Vien MIX 50,3 +1,0 551+0,8%  517+09*
MCV (fL)  Chang 55,1+ 1,0 53,7+1,1 51,3+0,7*
Vien MIX 56,9 +0,9 50,5+3,0%*  51,0+0,6*

MCH (pg)  Chang 16,5+0,5 157+0,4 148+0,38

Vien MIX 16,7 £0,2 156 +0,1 157+0,1

MCHC Chiing 358+39 29,3+0,2 290+ 16

(g/dL) Vien MIX ~ 29,2£0,2 29,2+0,2 30,8 +0,4

Bach  ciu Chung 43+0,2 6,3+0,3* 7,8+0,6%

(10°mm®)  vienMIX  3,9%0,4 7,5+0,7% 9,3+0,0%
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Tiéu cau Chuang 808,1 + 85,0

1013,2 + 45,5*

1187,4+105,6*

(10%mm®)  vienMIX  777,7+83.6

1029,4+103,7*

1268,5+97,9*

*: P < 0,05 so véi truwoc TN.

Bing 3.5. Anh hwéng ciia vién MIX dén té bao gan

Chi tiéu khao sat/ Trwéc thie Sau Sau
L6 (n=10) nghiém 1 thang 2 thang
AST (U/L)  Chung 440+17 426+08 418+12
Vién MIX 444+12  402+17 40,727
ALT (U/L) Chung 448+10 441+22 442114
Vién MIX 454+17 452+15 437+16

Bang 3.6. Anh hwéng ciia vién MIX dén chire niing thin

Chi tiéu khao sat/ Trwéc thie Sau Sau
L6 (n =10) nghiém 1 thang 2 thang
Urea Chiling 472+22  47,7+£22 48,3+0,9
(mg/dL) VienMIX 47,717 51717  500%4,1
Creatinin Chirng 0,6+0,0 0,66 £0,0 0,6 0,0
(mg/dL) VienMIX  0,62+0,0  0,66+0,0 0,62+0,0
Bang 3.7. Anh huong ciia vién MIX dén trong lwong twong doi gan,
tim, than
Trong lwong twong L6 (n =10)
dbi ciia co’ quan (g%) Chirng Vién MIX
Gan 3,7+01 34+01
Tim 0,3+0,0 0,3+0,0
Than 0,8+0,0 0,8+0,0
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Bing 3.8. Anh hwéng cia vién MIX dén vi thé gan, tim, thin

Mo L6 (n=10)
Chirng Vién MIX
Gan  Viém gan man tinh mic @6 nhe  Viém gan man tinh mac do nhe
Tim Mo tim binh thuong Mb6 tim binh thudng
Than M0 than binh thudng M® than binh thuong

Nhu vay, vién MIX liéu 4 vién/kg sau 2 thang lam ting trong lugng
co thé chuét. Nhung khong anh huong dén chirc ning tao méu, khdng gay
ton thuong té bao gan, khong anh hudng dén chirc nang than, trong luong
va vi thé gan, tim, than (Bang 3.3, 3.4, 3.5, 3.6, 3.7, 3.8).

3.3. Két qua tac dung diéu hoa lipid mau cia vién MIX
Bang 3.9. Két qua ndng dd thanh phan lipid mau cia cac 16 trén mo
hinh gy RLLM n@i sinh.

Lo TC HDL-C LDL-C TG
Nhom (n=10)  (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
CSL 88,3 40,2 12,4 90,6
Sinh ly +3,8 +1,0 +05 +39
M2 87,9 39,5 11,7 94,8
+1,8 +19 +1,3 +3,3
(1 0,5%) (] 1,7%) (1 5,6%)  (14,6%)
CBL 363,0 23,5 31,2 805,0
+19,4" +1,2° +2,0° +19,7°
(1311,1%) (] 41,5%)  (1151,6%) (1 788,5%)
Bénh ly M1 2894 26,8 25,8 715,0
+155%  +13" +1,0% +12,478

(120,3%)  (114,0%) (17,3%) (1 11,2%)
M2 212,0 30,4 21,6 655,3
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+12,0%  +£23% +1,3% +25,9%

(1 41,6%) (129,4%) (1 30.8%) (| 18,6%)
AT60 207,7 34,0 19,8 645,0

+105%  +1,8% +1,3% +22,1%

(142,8%) (144,7%)  (136,5%) (| 19,9%)

*: P< 0,05 so vdi CSL; #: P< 0,05 so véi CBL; $: P< 0,05 so vdi BC
Trong nhom bénh ly (tiém tyloxapol):

- L6 chung bénh 1y (udng nudce cét) ting TC 311,1%, LDL-C 151,6%,

TG 788,5% va giam HDL-C 41,5% so véi 16 chang sinh ly (P < 0,05).

Nhu véy, ¢6 thé sir dung mé hinh nay dé danh gia tac dung diéu hoa lipid

mau cua thude nghién ciru.

- Ca 2 16 thir udng vién MIX liéu 1 va 2 vién/kg giam TC lan luot 1a

20,3% va 41,6% so véi 16 chung bénh ly (P < 0,05). L6 dbi ching uéng

atorvastatin lidu 60 mg/kg giam TC 42,8% so v&i 16 ching bénh Iy (P <

0,05) (Bang 3.9).

- L6 thir ubng vién MIX lidu 2 vién/kg ting HDL-C 29,4% so Vi 16

chtng bénh Iy (P<0,05). L6 dbi chirng udng atorvastatin liéu 60 mg/kg

tang HDL-C 44,7% so vai 16 ching bénh ly (P<0,05) (Bang 3.9).

- Ca 2 16 thir udng vién MIX liéu 1 va 2 vién/kg giam LDL-C lan luot

14 17,3% va 30,8% so vai 16 chirng bénh Iy (P < 0,05). Lo dbi ching

udng atorvastatin lidu 60 mg/kg giam LDL-C 36,5% so véi 16 chang

bénh ly (P < 0,05) (Bang 3.9).

- Ca 2 16 thir udng vién MIX liéu 1 va 2 vién/kg giam TG lan luot Ia

11,2% va 18,6% so véi 16 ching bénh Iy (P < 0,05). L6 ddi ching udng

atorvastatin liéu 60 mg/kg giam TG 19,9% so véi 16 chung bénh Iy (P <

0,05 (Bang 3.9).

- L6 thir udng vién MIX lidu 2 vién/kg va 16 dbi ching ubng atorvastatin



18

lidu 60 mg/kg ndng d6 cac thong sé TC, HDL-C, LDL-C va TG khong
khac biét nhau.

Nhu vay, hiéu qua 1am giam néng d¢6 TC, LDL-C, TG va ting
HDL-C cua vién MIX liéu 2 vién/kg twong duong véi atorvastatin liéu
60 mg/kg. ) .

Bang 3.10. Két qua trong lwgng co thé chugt ciaa cac 16 trén
mé hinh gay RLLM ngoai sinh (g)

Nhém L6 TO T1 T2 T3 T4 T5 T6
(n=7)

Sinhly  CSL 195 217 245 272 279 276 28,7
+08 +16 +31 %37 +36 *+30 =£32

CBL 20,7 22,6 256 280 289 270 253
+10 +30 +46 *55 *56 %51 +53

M1 198 215 242 259 26,7 286 273
Bénh ly +15 +*15 19 *19 +22 +23 %24

M2 20,2 22,6 26,1 284 296 195 280
+12 +19 17 *+23 +26 +38 %33

AT10 20,0 18,1 22,2 2477 25,2 249 23,7
+11 +23% 426 +24 +31 +30 =+25%

T: Tuan; *: P < 0,05 so véi CSL cting thoi diém khdo sdt; #: P < 0,05 so
véi CBL ciing thoi diém khdo sdt.

- Trong lwong chudt cua 16 ubng atorvastatin ¢ tuan thir nhat va tuan thir
6 khéc biét dat y nghia thong ké so vai 16 chimng sinh ly (P < 0,05).

- Trong lwong chudt ¢ 16 chimg bénh 1y khong khac biét dat ¥ nghia thong
k& so voi 16 ching sinh ly. Nhu vay, mo hinh gdy RLLM ngoai sinh
khong anh hudng trén trong lugng chudt (Bang 3.10).
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Bang 3.11. Két qua nong d thanh phan lipid mau caa céc 16 trén

mo hinh giy RLLM ngoai sinh

Nhém L9 TC HDL-C LDL-C TG
(n=7) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
Sinhly  csL  828+34  51,6+48 195+6/4 58,7+9,1
CBL  103,9+16,7° 47,9+80 41,1+193° 745+183
(1 25,5%) (1 7.2%) (1110,8%) (1 26,9%)
M1 90,9 +14,6° 56,7+131 17,0+86%  86,0+155
Bénh Iy (] 12,5%) (1 18,4%) (| 58,6%) (1 154%)
M2 856+9,0" 501+77 196+80¢  793+223
(] 17,6%) (1 4,6%) (] 52,3%) (1 6,4%)
AT10 791+57# 479+70 165+6,1%  736+193
(] 23,8%) (0,0%) (] 59,9%) (] 1,2%)

*: P <0,05 so vai CSL; #: P <0,05 so voi CBL; ##: P<0,01 so voi CBL
Trong nhom bénh Iy (udng dung dich giau lipid):
- L6 chimg bénh 1y (uéng nudc cat) ting TC 25,5%, LDL-C 110,8% so
véi 16 chang sinh ly (P < 0,05). Nhu véy, ¢ thé sir dung md hinh nay dé

danh gia tac dung diéu hoa lipid mau cua thude nghién ciru.

- Ca 2 16 thir udng vién MIX liéu 1 va 2 vién/kg giam TC lan luot Ia
12,5% va 17,6% so véi 16 ching bénh 1y (P < 0,05). Lb dbi chirng ubng
atorvastatin liéu 10 mg/kg giam TC 23,8% so véi 16 chang bénh Iy (P <
0,05) (Bang 3.11).
- Ca 216 thir uéng vién MIX liéu 1 va 2 vién/kg giam LDL-C lan luot Ia
58,6% va 52,3% so vai 16 chiing bénh ly (P < 0,05). L6 d6i chung ubng
atorvastatin liéu 10 mg/kg giam LDL-C 59,9% so véi 16 chiing bénh ly
(P <0,05) (Bang 3.11).
- HDL-C va TG ¢ 16 chang bénh ly khong khac biét dat ¥ nghia thng
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ké so vai 16 chiing sinh ly. Do d6, khong danh gia dugc sy anh hudng
ctia thudc thir vién MIX ciing nhu thudc ddi ching atorvastatin trén
HDL-C va TG trong thur nghiém nay (Bang 3.11).

Nhu vay, hiéu qua lam giam néng do TC, LDL-C méu cua vién
MIX & 2 liéu thir nghiém twong duong véi atorvastatin liéu 10 mg/kg va
dua néng d6 TC, LDL-C vé mirc binh thuong khi so sanh véi 16 chimg
sinh ly.
3.4. Két qua tac dong e ché hoat tinh HMG-CoA reductase ciia vién
MIX in vitro va in vivo

Bang 3.12. Két qua ndng dd protein trong hén dich protein

gan chugt
MAiu Nong d¢ protein (g/dL) M4au  Nong dd protein (g/dL)
1 2,6 6 3
2 2,5 7 2,9
3 3,1 8 2,3
4 3,3 9 3
5 3,2 10 2,6

Nong dé protein TB: 2,85 + 0,105 g/dL

Nong do protein trong cac mau dich dong thé gan 1a 2,85 + 0,105 g/dL
Bang 3.13. Két qua tac dong wc ché hoat tinh
HMG-CoA reductase ciia atorvastatin in vitro

Atorvastatin (ng/mL) AOD % trc ché hoat tinh enzym
0 0,043 0,00
1 0,040 6,98
5 0,035 18,60
10 0,030 30,23
25 0,022 48,84

50 0,016 62,79
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100 0,011 74,42

1000 0,003 93,02

Tac dong wc ché hoat tinh HMG-CoA reductase cua atorvastatin
in vitro & nong d6 1 ng/mL 12 6,98%. O nong d6 1000 ng/mL 14 93,02%
so véi chiung (Bang 3.13). Tur phuong trinh hdi quy tuyén tinh y =
31,571x + 3,6599, R? = 0,9648 va ICs la 29,36 ng/mL.
Bing 3.14. Két qua tic dong wrc ché hoat tinh
HMG-CoA reductase ciia vién MIX in vitro

Vién MIX Linl Lan2 Lan3
(ng/mL) AOD AOD AOD AODTB % irc ché

Chung 0,044 0,048 0,052 0,048 -
8000 0,025 0,028 0,024 0,025 47,91
4000 0,034 0,024 0,032 0,03 37,50
2000 0,028 0,033 0,032 0,031 35,42
1000 0,038 0,027 0,043 0,036 25,00

Vién MIX ¢ ndng do cao nhat 8000 pg/mL thé hién tac dung
tic ché hoat tinh HMG-CoA reductase in vitro tuong duong 47,91%
(< 50%). Vi vay, chua xac dinh duoc gid tri 1Cso cuia vién MIX.
Bang 3.15. Két qua tac dong rc ché hoat tinh
HMG-CoA reductase ctia vién MIX in vivo

Nhém Lo (n=12) AOD TB

Sinh Iy cSL 0,044 + 0,002

(tyloxapol -) M2 0,039+ 0,003 (| 12,83%)

Bénh Iy CBL 0,090 + 0,003 ** (1 103,21%)

(tyloxapol +) M1 0,036 + 0,005 ** (| 60,17%)
M2 0,034 + 0,004 #* (| 62,21%)

AT60 0,031 + 0,004 # * (| 65,09%)




22

*. P <0,05s0vgi CSL; **: P < 0,001 so vgi CSL; #: P < 0,05 so voi
CBL; ##: P < 0,001 so vdi CBL

Trong nhom bénh ly (tiém tyloxapol):

Lo ching bénh 1y (uéng nuéc cit) hoat tinh HMG-CoA
reductase tang 103,21% dat y nghia théng ké so véi 16 chang sinh Iy (P
< 0,001).

Ca 2 16 thir udng vién MIX liéu 1 va 2 vién/kg hoat tinh HMG-
CoA reductase giam lan luot 12 60,17% va 62,21% so vai 16 bénh Iy (P
< 0,001). L6 udng atorvastatin liéu 60 mg/kg hoat tinh HMG-CoA
reductase giam 65,09% so vai 16 ching bénh ly (P < 0,001).

Nhu vay, vién MIX ca 2 liéu déu lam giam hoat tinh HMG- CoA
reductase turong dwong voi atorvastatin liéu 60 mg/kg (Bang 3.13).
BAN LUAN

Xu huéng sir dung thude diéu tri RLLM hién nay 1a huéng vé
thudc c6 ngudn gdc tu nhién vi phi hop vai quy luat sinh Iy caa co thé,
hiéu qua va it tdc dung phu hon so véi thudc hda hoc tong hop. Vi vay,
da thu hut sy quan tam cua cac nha khoa hoc trong viéc tim hiéu, nghién
ctru va phat trién thudc moi. Nguwu tat, Pan sim, Tam that 1a nhitng duoc
liéu cd truyén duoc da st dung lau doi, an toan va cd tac dung diéu hoa
lipid mau khi str dung riéng I¢. Tuy nhién, khi két hop theo cong thirc va
bao ché duai dang vién, liéu tinh an toan va tac dung diéu hoa lipid méau
c6 thay d6i hay khong? Dé lam sang to van dé nay, viéc bao ché va xay
dung tiéu chuan chat luong, danh gia tinh an toan, khao sat tac dung va
co ché diéu hoa lipid méu caa vién MIX 14 can thiét. Nham gép phan
cong bé gia tri khoa hoc ciia ché pham nay.

Hiéu qua diéu hoa lipid mau cua vién MIX trén thyc nghiém da
g6p phan ching minh tinh uu viét cta sy két hop dugc lidu dé giam liéu

ding, giam tac dung phu ma van duy tri duge hiéu quéa diéu tri. C6 thé
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hiéu lyc giam lipid mau cua vién MIX khong bang thudc héa hoc tong
hop, nhung vdi do an toan cao. Hy vong trong tuong lai, vién MIX s€ la
su lya chon thich hop trén bénh nhan c6 nong do lipid méau khéng qué
cao, bénh nhan RLLM c6 bénh ly gan, than di kém hoac c6 thé két hop
véi thude ha lipid mau hoa hoc tong hop dé ting dat muyc tiéu diéu tri va
khéc phuc tac dung bat loi cia thude két hop.

Hién nay, viéc chang minh co ché tc dung theo YHHD la van
dé kho khan nhat ciia mot nghién ciru thuéc YHCT. Tuy nhién, nghién
ctru di chimg minh dugc mot phan co ché tac dung diéu hoa lipid mau
clia vién MIX thong qua tac dong trc ché hoat tinh HMG-CoA reductase
gidng nhoém thude statin, gép phan nang cao vi thé ciia thuéc YHCT trong
phong va diéu tri RLLM.

RLLM thudc pham vi chimg dam thip trong YHCT. Theo
YHCT, vién MIX c6 tac dung hoat huyét hoa 1, thong kinh mach, b6 can
than phtt hgp véi phép tri RLLM theo 1y luan YHCT. Két qua thuc
nghiém da goép phan chimg minh vé mdi lién quan gitra 1y luan YHCT
va viéc sir dung thudc héa dam trir thap, hoat huyét hoa @ trong diéu tri
RLLM la ¢6 co s0.

KET LUAN

Qua thoi gian nghién cau, luan an da hoan thanh cac muc tiéu:
1. Bao ché va xay dung tiéu chuan co so vién MIX
- Vién nang ctimg Nguu tat - Pan sdm - Tam (vién MIX) ham luong
430 mg (350 mg cao kho dugc liéu va ta dugc vira du 430 mg).

- Vién MIX dat tiéu chuén co sd, thoi gian sir dung 24 thang.

2. Panh gia tinh an toan cua vién MIX trén chudt nht tring

- Vién MIX liéu 32 vién/kg khong thé hién doc tinh cap

- Vién MIX lidu 4 vién/kg/ngay trong 2 thang khong thé hién doc tinh
ban truong dién.
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3. Khao sét tac dung diéu hoa lipid mau caa vién MIX trén chudt nhat
trang
- Trén md hinh gy RLLM méau néi sinh bang tyloxapol: Vién MIX liéu
1 vién/kg/ngay trong 7 ngay thé hién tac dung giam TC, LDL-C, TG;
Vién MIX liéu 2 vién/kg/ngay thé hién tac dung giam TC, LDL-C, TG,
tang HDL-C tuong duong véi atorvastatin liéu 60 mg/kg/ngay.
- Trén md hinh gay RLLM ngoai sinh bang ché d6 an giau lipid: Vién
MIX lidu 1 va 2 vién/kg/ngay trong 6 tuan déu thé hién tac dung giam
TC, LDL-C tuong duwong v&i atorvastatin liéu 10 mg/kg/ngay.
4. Khao sat tac dong trc ché hoat tinh HMG-CoA reductase cua vién MIX
in vitro va in vivo.
- Vién MIX ¢ nong d6 8000 pg/mL chua thé hién tac dong tc ché hoat
tinh HMG-CoA reductase in vitro.
- Vién MIX liéu 1 vién va 2 vién/kg/ngay trong 7 ngay déu thé hién tac
dong trc ché hoat tinh HMG-CoA reductase twong dwong véi atorvastatin
lidu 60 mg/kg/ngay in vivo.
KIEN NGHI

Céc két qua dat duoc cua d& tai 1 co sé khoa hoc dé thuc hién
cac hudng nghién cau tiép theo, mot sé kién nghi nhu sau:
1. Khao sat tac dung diéu hoa lipid méu khi két hop vién MIX voi
atorvastatin trén thuc nghiém.
2. Khao sat tac dung diéu hoa lipid mau khi két hop vién MIX véi
ezetimibe trén thuc nghiém.
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