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1. Gi6i thiéu luén an

a. Ly do va tinh cén thiét ciia nghién ctru

Alzheimer 12 bénh 1y pho bién nhat trong cac hoi ching sa st tri tug.
Theo s6 liéu théng ké nam 2019 ctia World Alzheimer Report, c6 50
triéu ngudi méc sa st tri tué trén toan thé gidi, trong d6 60-80%
truong hgp méc bénh Alzheimer. Mic du day 1a cin bénh c6 mic do
phd bién cao nhung cho dén nay, chi c6 6 thudc duge FDA chip thuan
st dung trong diéu tri Alzheimer. Do d6, nghién cuu va phat trién
thudc diéu tri bénh Alzheimer I nhu cau cip thiét hién nay. Theo danh
gia cia cac nha khoa hoc, cac alcaloid thyc vt tir ho Amaryllidaceae
(noi cung cap galantamin) 1a nguon nguyén liéu tiém nang cho viéc
phat hién cac tac nhan cho nghién ctru phat trién thudc Alzheimer.
Hippeastrum 1la mét chi 16n trong ho Amaryllidaceae. Theo Thyc vét
chi Viét Nam, chi Hippeastrum & Viét Nam c6 2 loai 1a Hippeastrum
equestre va Hippeastrum reticulatum. Két qua sang loc cho thiy loai
Hippeastrum reticulatum c6 tac dung e ché acetylcholinesterase tot
hon véi gia tri ICso 1a 39,85 + 0,94 pg/ml. Bén canh do, sb luong
nghién ctru vé thanh phan hoa hoc va tac dung sinh hoc cua loai nay
van con kha han ché. Tir nhiing 1y do trén, ching t6i dé xuat dé tai:
“Nghién ciru thanh phin hoi hoc hwéng tic dung ic ché
acetylcholinesterase cua loai Hippeastrum reticulatum (L.’Hér.)
Herb. & Viét Nam”.

b. Muc tiéu nghién ctru:

Muc tiéu 1. Nghién ciru thanh phan hoa hoc ciia loai Hippeastrum
reticulatum theo dinh hudng hoat tinh trc ché acetylcholinesterase.
Muc tiéu 2. Xay dung quy trinh dinh lwong hop chit c6 trong loai
Hippeastrum reticulatum.

Muc tiéu 3. Xac dinh doc tinh cip va danh gia tac dung sinh hoc ciia
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cac cao toan phan, cao phan doan va cac hop chét phan 1ap duoc theo
hudng diéu tri bénh Alzheimer.

c. Pbi twong va phwong phap nghién ciru

- Dbi tugng nghién ciru: loai Hippeastrum reticulatum.

- Phuong phéap nghién cuu:

+ Nghién ctu thyc vat: mo ta dac diém hinh thai, giam dinh tén khoa
hoc, mé ta cac dic diém vi hoc béng kinh hién vi quang hoc.

+ Nghién ctru thanh phan hoa hoc:

Dinh tinh cac nhom chét trong dugc liéu bang phan tng hoa hoc dic
trung.

Chiét xuat bang phuong phap ngam & nhiét o phong, chiét phan doan.
Phan 1ap cac hop chét tinh khiét bang phuwong phép sic ky cot, kiém
soét qua trinh phéan 1ap bang sic ky 16p mong.

Xac dinh cau tric bang phd cong hudng tir hat nhan, pho khdi két hop
dbi chiéu voi tai liéu tham khao.

+ Xay dung quy trinh dinh luong:

Xac dinh d6 tinh khiét ctia chat d6i chiéu bang phuong phap chuin
hoa dién tich.

Xac dinh cac diéu kién chiét xuat, diéu kién sic ky.

Tham dinh quy trinh dinh luong da xdy dung theo huéng dan cua
AOAC.

Ung dung quy trinh dinh lugng dé xac dinh ham luong hop chét c6
trong duoc li¢u.

+ Nghién cuu hoat tinh sinh hoc:

Xac dinh doc tinh cép bang phwong phap Litchfield — Wilcoxon.

Xac dinh hoat tinh trc ché acetylcholinesterase in vitro bang phuong
phap cua Ellman.

Panh gia tac dung cai thién tri nhd va nhan thirc in vivo bang cac mo
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hinh: mé cung chir Y, mé 16 nudc Morris va nhan di¢n dd vat.

Panh gia tac dung chdng 1o suy in vivo dwa vao viée dinh lugng cac
enzym lién quan dén hoat tinh chéng 130 suy 1a MDA, GSH-Px va
SOD trén chudt gdy ldo suy bang D-galactose.

d. Nhitng déng gép méi ciia nghién ciru vé mit Iy ludn va thye tién
- Vé thyee vat: 1an dau tién cung cip thong tin vé cac dic diém vi hoc
ctia loai Hippeastrum reticulatum, gop phan nhan biét va tiéu chuan
hoa duoc liéu.

- Vé hoa hoc: Tir than hanh cta Hippeastrum reticulatum d3 phan lap
va xac dinh cu tric hod hoc ciia 13 hop chit bao gom: 10 alcaloid
(trans-dihydronarciclasin, N-chloromethyl narcissidinium,
narciprimin, narciclasin-4-O-f-D-xylopyranosid, 2-methoxy
pancracin, N-methyltyramin, 34,11a-dihydroxy-1,2-dehydrocrinan,
brunsvigin, pancracin, 8-O-demethylmaritidin, 1 acid amin
(cycasinden) va 2 flavonoid (2,3-cis-guibourtinidol, 8-
methylkaempferol). Trong d6, 12 hgp chét lan dau tién duoc phan lap
tir loai Hippeastrum reticulatum; 11 hop chit 1an dau tién dugc phan
1ap tu chi Hippeastrum.

- Vé xay dung quy trinh dinh lwong:

+ Lan dau tién da khao sat cac yéu t6 lién quan dén quy trinh chiét
xuét va da xac dinh dugc mot s6 diéu kién chiét xut 1a: chiét siéu am,
dung moéi chiét 1a methanol 70%, ty 1& duoc liéu/dung méi 100 ml/2 g
duoc lidu, thoi gian chiét 30 phut, nhiét do chiét 60 °C, s6 lan chiét 2
lan.

+ Lan dau tién phuong phap dinh lugng 2-methoxy pancracin trong
than hanh cta loai Hippeastrum reticulatum bang HPLC d3 dugc xiy
dung va thAm dinh dat céc tiéu chuan vé do tuong thich hé théng, do
dac hi€u, do lap lai, d0 ding, do tuyén tinh voi R?=0,9997 trong
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khoang tuyén tinh 0,25-100 pg/ml, LOD 0,08 pg/ml va LOQ 0,31
ug/ml.

+ Lan dau tién cong bd ham lugng 2-methoxy pancracin trong than
hanh va cao toan phan cua loai Hippeastrum reticulatum thu hai & Viét
Nam tuong tng 1a 0,0823 + 0,0003% va 0,1619 + 0,0016%.

- Vé dgc tinh cép va tac dung sinh hoc:

+ Pi xac dinh duoc lidu LDsp ctia cao phan doan alcaloid cua loai
Hippeatrum reticulatum bang dudng udng trén chudt nhit tring 12 90,2
mg/kg (khoang tin cay 95% cua LDs 1a 76,12 mg/kg — 106,89 mg/kg),
tuong tmg 7,9 g dugc lidu kho/kg thé trong chudt.

+ V& tac dung trc ché AChE in vitro

Cao toan phan, cao phan doan ethyl acetat va cao phan doan alcaloid
c6 tac dung wrc ché AChE véi gia tri ICso twong tmg 13 98,71 + 1,75,
181,69 + 2,84 va 39,85 + 0,94 pg/ml.

5/13 chét phan lap dugc c6 tac dung trc ché AChE in vitro & cac mirc
d6 khac nhau. Trong d6, cac hgp chit 8-O-demethylmaritidin, 2-
methoxy  pancracin, narciprimin, 38, 1lo-dihydroxy-1,2-
dehydrocrinan va N-chloromethylnarcissidin thé hién hoat tinh véi gia
tri ICso lan luot 1 57,77 £ 1,24, 106,37 + 6,11, 107,31 + 2,45, 161,68
+ 7,46, 264,86 + 0,23 uM.

+ Vé tac dung cai thién tri nhé trén mé hinh chudt gay suy giam tri
nh¢ bdi scopolamin: cao phan doan alcaloid cta loai Hippeastrum
reticulatum thé hién tac dung cai thién tri nhd trén mo hinh mé 16 chit
Y ¢ lidu 15 mg/kg, trén md hinh nhan dién dd vat, mé hinh mé 16 nuée
Morris va tac dung trc ché AChE ex vivo véi liéu 10 mg/kg va 15
mg/kg.

+ V& tac dung chdng ldo suy: cao phan doan alcaloid li¢u 5 mg/kg, 10
mg/kg va 15 mg/kg c6 tac dung 1am giam ndng d6 MDA huyét trong;
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liéu 10 mg/kg va 15 mg/kg c6 tac dung lam ting ndng do SOD va
GSH-Px trén mé hinh chudt gay ldo suy bang D-galactose.

e. Bo cuc ciia luin 4n

Luan an c6 149 trang, gém 4 chuong, 50 bang, 63 hinh, 185 tai li€¢u
tham khao va 13 phuy luc. Cac phan chinh trong luan an: it van dé (2
trang), tong quan (31 trang), dbi tugng va phuong phap nghién ctru
(21 trang), két qua nghién ctru (65 trang), ban luan (27 trang), két luan
va kién nghi (3 trang).

2. Tong quan tai liéu

Luén an da tong hop va trinh bay mot cach hé thong cac két qua nghién
clru tir trude dén nay vé thuc vat, thanh phén hoa hoc va hoat tinh sinh
hoc cua chi Hippeastrum va loai Hippeastrum reticulatum.

3. P6i twong va phwong phap nghién ciru

3.1. Péi twong nghién ciru

Dbi turong nghién ciru 12 loai Lan hué mang (Hippeastrum reticulatum
(L’Hér.) Herb.). Mau duoc thu hai tai thanh phd Hué, tinh Thira Thién
Hué (N16°44'30"; E107°23'48") trong thang 8-9/2018.

3.2. Phuwong phap nghién ctru

3.2.1. Nghién ciru thue vat

Mo ta dic diém hinh thai, gidm dinh tén khoa hoc, mé ta cac dic diém
vi hoc bang kinh hién vi quang hoc.

3.2.2. Nghién ctru thanh phian ho4 hoc

Dinh tinh cac nhom chét trong dugc liéu bang phan tng hoa hoc dic
trung.

Chiét xuat bang phuong phap ngam & nhiét o phong, chiét phan doan.
Phan 1ap cac hop chét tinh khiét bang phuwong phép sic ky cot, kiém
sot qua trinh phéan 1ap bang sic ky 16p mong.

Xac dinh cau tric bang phd cong hudng tir hat nhan, pho khdi két hop



dbi chiéu voi tai liéu tham khao.

3.2.3. Xay dung quy trinh dinh lwgng

- Xac dinh d¢ tinh khiét ctia chat d6i chiéu bang phuong phap chuan
hoa dién tich.

- X4c dinh cac diéu kién chiét xuat, diéu kién sic ky.

- Tham dinh quy trinh dinh lugng da xay dung theo huéng dan cua
AOAC.

- Ung dung quy trinh dinh lugng dé x4c dinh ham luong hop chit c6
trong duoc li¢u.

3.2.4. Nghién ciru hoat tinh sinh hoc

- Xac dinh ddc tinh cap bang phuong phap Litchfield — Wilcoxon.

- X4c dinh hoat tinh trc ché acetylcholinesterase in vitro bang phuong
phap cua Ellman.

- Banh gia tac dung cai thién tri nhé va nhén thic in vivo béng cacmo
hinh: mé cung chir Y, mé 16 nudc Morris va nhan di¢n dd vat.

- Panh gi4 tac dung chdng 1o suy in vivo dua vao viéc dinh lugng cac
enzym lién quan dén hoat tinh chéng ldo suy 1a MDA, GSH-Px va
SOD trén chudt gay ldo suy bang D-galactose.

4. Két qua

4.1. Két qua nghién ciru vé thyc vat

4.1.1. Pic diém hinh thai

Cay c¢0, cao 40-60 cm, than hanh dang cu. L4 don, moc dbi, khong co
cudng, hinh mudng, khong gon song, phién day, dai 20-30 cm, rong
2-5 cm. Mép la nguyén, chop 14 nhon, mat dudi mau xanh nhat, mat
trén mau xanh dam, gan 14 song song, gan giita ndi rd ¢ mat trén 1a.
Cum hoa dang tan, can hoa dai 40-60 cm moc ra tr than hanh, rSng,
can hoa c¢6 2 mo, dai 3-6 cm va 6 14 bic con roi nhau, trén cum hoa c6

tir 4-6 hoa. Hoa 16n, hinh kén, mau hong nhat, ludng tinh, ddi ximg 2
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bén, cudng hoa dai 3-5 cm. Bao hoa gdm 6 phién mau hong nhat, c6
mang mau héng dam, dai 5-8 cm, rdng 3-5 cm, dinh ¢ dudi tao thanh
hinh dng dai 2-4 cm, ¢ vay & xung quanh. Bo nhi gdm 6 nhi, déu, roi,
khong tho, chi nhi cong, mau trang, dinh lung. Bé nhuy gém 3 1a nodn
dinh nhau tao thanh bau dudi, 3 6, mdi 6 ¢ 2 day noan, dinh noan
trung try, nodn dao, voi nhuy va niim nhuy mau tring, nim nhuy ché
thanh 3 thuy.

4.1.2. Hoa thirc, hoa do

Ttr viée phan tich hoa ctia ciy Hippeastrum reticulatum, dic diém hoa
dugc mo ta qua hoa thirc va hoa dd nhu sau:

Hoa thuc: t9Pe131AsaGo)

Trong do:- P: Bao hoa - A: B nhi - G: Nhyy hoa

~~ Labic
v Bao hoa

Hinh 4.1. Hoa d6 loai Hippeastrum reticulatum
4.1.3. Két qua giam dinh tén khoa hoc
ba giam dinh loai nghién ctru la Lan hué¢ mang, tén khoa hoc la
Hippeastrum reticulatum (L’Hér.) Herb. thuéc ho Amaryllidaceae,
dong danh: Hippeastrum reticulatum var. striatifolium (Herb.).
4.1.4. Pic diém giai phiu
4.1.4.1. Dic diém giai phiu 14
Vi phiu phién 14 va gan 1a khong c6 dic diém khac biét. Phan gan 1a
¢6 vi phau dang hinh cung, 16i & mat dudi. Quan sat dudi kinh hién vi
tlr ngoai vao trong, phan gin 14 co cac dic diém sau: Lép cutin nam

ngoai cung c6 ¢ ca mat trén va mat dudi la. Biéu bi trén va dudi gom
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mot hang té bao hinh chi nhat xép lién tuc, déu dan mang nhiéu 13 khi.
M6 mém cau tao boi nhimng té bao hinh da giac, thanh mong, rai rac
trong md mém c6 cac tinh thé calci oxalat hinh kim va c6 khoang gian
bao giita cc té bao. C6 nhidu bé libe-gd ndm giita gan 13, vudng goc
v6i biéu bi, bo to nhat nam giira gan 1a, cang vé phia phién 1a cac bo
libe-gd cang nho hon. Mach g& gom 3 - 5 té bao xép lién nhau thanh
mot ddy. Libe c6 dang chir V, dai, nhd, hep. Bo libe—g5 duoc bao
quanh bdi 2 - 3 16p md mém, hinh tron, xép sat nhau.

4.1.4.2. Pic diém giai phiu than hanh

Vi phau cit ngang vay hanh hinh vong cung, quan sat duéi kinh hién
vi tir ngoai vao trong c6 cac dic diém: Biéu bi ngoai gdm nhitng té bao
hinh chit nhat xép déu dan. M6 mém la nhiing té bao hinh tron hodc
da giac xép 16n xon. Rai rac trong mdé mém cé cac bo libe-gd gdm libe
& trén va gd & dudi. GO gom 3-5 mach nhé khong déu, mach nho &
trén, mach to & dudi. Libe dang vét dai, té bao hinh da giac, khong déu,
vach méo mo, sap xép 1on xon Trong md mém c6 nhiéu hat tinh bot.
Lp biéu bi trong gdm nhiing té bao hinh chit nhat, méng hon biéu bi
ngoai.

4.1.4.3. Pic diém giai phiu ré

Mit cat ngang ré dang hinh tron, quan sat dudi kinh hién vi tir ngoai
vao trong c6 cac dic diém sau: Biéu bi gdm mot 10p té bao xép sat
nhau va mang nhiéu 16ng hut don bao. Ngoai bi gdm 1 - 2 16p té bao
¢6 hinh da giac. M6 mém v6 gom nhiéu 16p té bao hinh tron hogc hinh
da giac, giita cac té bao c6 cac khoang gian bao, nam trong 16p mo
mém v c6 tinh thé calci oxalat hinh kim. Noi bi gdm 1 16p té bao, c6
dai Caspari rd rét. Tru bi gom 1 16p té bao, thanh mong. C6 tir 10 - 12
b6 gd va libe nim xen k& nhau. M6 mém rudt 1a cac té bao hinh da

giac, xep sat nhau



4.1.4.4. Pic diém bt 14

Bot 14 ¢6 mau xanh, mui thom nhe. Quan sat dudi kinh hién vi c6 cac
dic diém sau: manh biéu bi va 16p cutin & ngoai cling, manh mé mém,
ménh biéu bi gdm nhiing té bao hinh chir nhat va mang 15 khi, 16 khi,
tinh thé calci oxalat hinh kim, b6 so1, manh mach.

4.1.4.5. Dic diém bt than hanh

Bot than hanh c6 mau trang xam, khong mui. Quan sat dudi kinh hién
vi ¢6 cac dic diém sau: Manh biéu bi 1a nhitng té bao hinh chir nhat.
Ménh mé mém 1a nhiing té bao hinh tron hodc da giac, c6 thanh mong,
thuong chira nhiéu tinh bot. Tinh thé calci oxalat hinh kim. Hat tinh
b6t nhiéu hinh dang va kich thudc, hinh tron, hinh than cé ron & gilia
va tinh bdt 6 dang tinh bot don. Manh mach X04n.

4.1.4.6. Pic diém bot ré

Bot ré ¢6 mau nau, khong mui. Quan sat dudi kinh hién vi ¢ cac dic
diém nhu sau: Manh biéu bi 13 nhiing té bao hinh chit nhat, bo soi,
méanh m6 mém gdm nhiing té bao c6 hinh da giac, tinh thé calci oxalat
hinh kim, 16ng hut don bao va nhiéu long hut bi dut gay, manh mach.
4.2. Két qua nghién ctru vé thanh phin ho4 hoc

4.2.1. Két qua dinh tinh ciAc nhém chét bang phin tmg hoa hoc
Qua cac phan tng dinh tinh hoa hoc dac trung da so bo xac dinh trong
than hanh cua cay Hippeastrum reticulatum c6 flavonoid, alcaloid,
chat béo, acid hitu co, dudong khir va acid amin.

4.2.2. Quy trinh chiét xuit cao toan phin va cao phin doan

Phan than hanh cua loai Hippeastrum reticulatum duge rira sach, thai
nho, siy kho ¢ nhiét d6 55°C, xay thanh bot tho va tién hanh chiét xuat.
Khéi luong duge liéu khd dem chiét xuét 1a 12,5 kg (ham am 3,81%).
Dung methanol dé 1am am toan bo lwong dugc liéu trong binh chiét,

day kin va dé yén trong 2 gio dé bot dugce lidu thAm dm va truong nd
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hoan toan. Tién hanh ngam chiét bang cach thém methanol ngap va
cach bé mat duoc liéu khoang 10 cm. Qua trinh chiét xuat duoc tién
hanh & nhiét d6 phong véi 3 dot chiét (50 lit x 3 1an), mdi dot ngam
trong 72 gio. Gop cac dich chiét, cat thu hdi dung moi véi dp suat giam
0 nhi¢t do 55°C thu dugc 2,1 kg cao toan phﬁn (ky hiéu HRM, ham
am 8,7%). Hiéu suat chiét 16,8%. 10 g cao toan phan dugc giit lai dé
danh gia hoat tinh {rc ché AChE in vitro.

Phan con lai dugc phan tan trong 2 lit nuéc cat sau d6 dua 1én cot
Diaion HP-20. Cho 10 lit nudc di qua cot dé loai cac thanh phan tan
trong nudc, sau d6 rira giai cac hop chat bang 2 lit methanol thu dugc
dich methanol. Dich methanol thu duoc cat thu hdi dung moi dudi ap
suét giam thu duoc cao methanol. Cao methanol dugc acid hoa bang
acid HCI 2% dén pH 2 rdi chiét v6i ethyl acetat (1 lit x 3 14n). Phan
ethyl acetat dugc cat thu hoi dung méi dudi ap suat giam thu duge 60
g cao phan doan ethyl acetat (ky hiéu HRE, ham 4m 7,9%). Phan dich
acid con lai dugc kiém hoa bang NH4sOH dén pH 10 rdi chiét véi
CH>Cl> (1 L x 3 1an). Dich CH,Cl, cat thu hdi dung méi dudi ap suat
giam thu dugc 30 g cao phan doan alcaloid (ky hiéu HRC, ham am
6,7%). Phan can con lai dwoc chiét tiép bang n-butanol (1 L x 3 1an) thu
duoc 32 g cao phan doan n-butanol (ky hiéu HRB, ham 4m 7,5%). Phan
nudce con lai cudi cing duge bdc hoi dung méi cho dén khé thu duge 25
g cao phan doan con lai (ky hiéu HRW, ham am 8,1%).

4.2.3. Két qua sang loc tic dung e ché acetylcholinesterase in
vitro

Két qua cho thdy cao toan phan, cao phan doan ethyl acetat va cao
alcaloid thé hién hoat tinh rc ché AChE véi gia tri ICso 1an luot 1a
98,71 £ 1,75, 181,69 + 2,84 va 39,85 + 0,94 pg/ml.
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4.2.4. Két qua phan lap cic hgp chit

Qua trinh phéan ldp dya trén sy dinh hudng hoat tinh tic ché AChE cua
cac phan doan. Tl két qua sang loc cho thdy phan doan alcaloid thé
hién hoat tinh trc ché AChE t6t nhat, tiép d6 1a phan doan ethyl acetat
do d6 cac phan doan nay dugc Iya chon dé nghién ctru thanh phan hoa
hoc. Qua trinh phén 1ap thu dugc 13 hop chat.

4.2.5. Xac dinh ciu triic clia cac hop chit

Dua vao khdi luong phan gidi cao (HR-ESI-MS), phd cong hudng tir
hat nhan mot chiéu, hai chiéu (NMR) va déi chiéu véi cac tai liéu tham
khao, di x4c dinh duoc cu tric cta 13 hop chét.

4.2.5.1. Hop chit 1: trans-dihydronarciclasin
trans-Dihydronarciclasin (1): B¢t khong mau; HR-ESI-MS m/z
310,0914 [M+H]"; "H-NMR (DMSO-ds, 500 MHz): &1 2,10 (1H, m,
H-1), 1,64 (1H, m, H-1), 3,73 (m, H-2), 3,88 (1H, d, J= 3,0 Hz, H-3),
3,73 (m, H-4), 3,33 (1H, m, H-4a), 6,04 (2H, m, H-9), 6,49 (1H, s, H-
11),2,86 (1H, dt,J=3,5, 12,5 Hz, H-11b), 13,02 (1H, s, Ar-OH), 7,54
(1H, s, NH); BC-NMR (DMSO-ds, 125 MHz): §¢28,1 (C-1), 71,6 (C-
2), 69,5 (C-3), 68,4 (C-4), 55,1 (C-4a), 169,7 (C-6), 106,8 (C-6a),
145,4 (C-7), 131,8 (C-7a), 101,8 (C-9), 152,1 (C-10a), 96,5 (C-11),
138,4 (C-11a), 33,8 (C-11Db).

4.2.5.2. Hop chit 2: N-chloromethyl narcissidinium
N-Chloromethylnarcissidinium (2): Bt khong mau; HR-ESI-MS m/z
382,1401 [M+H]"; '"H-NMR (CD;OD, 500 MHz): 514,92 (1H, s, H-
1), 3,77 (1H, t, J=2,5 Hz, H-2), 4,73 (1H, s, H-3), 5,96 (1H, s, H-4),
4,62 (1H, m, H-5), 4,96 (1H, d, J= 14,0 Hz, H-5), 4,70 (1H, d, /=14,0
Hz, H-7),4,99 (1H, d, J = 14,0 Hz, H-7), 7,15 (1H, s, H-8), 7,19 (1H,
s, H-11), 3,32 (H-11b), 4,59 (H-11c¢), 3,52 (3H, s, 2-OMe), 3,89 (3H,
s, 9-OMe), 3,93 (3H, s, 10-OMe), 5,03 (1H, d, J = 10,0 Hz, CH,Cl),
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5,12 (1H, d, J = 10,0 Hz, CH,Cl); *C-NMR (CD;OD, 125 MHz): ¢
68,9 (C-1), 82,4 (C-2), 69,0 (C-3), 139,2 (C-3a), 120,0 (C-4), 71,4 (C-
5), 62,3 (C-7), 121,8 (C-7a), 113,5 (C-8), 150,1 (C-9), 152,5 (C-10),
110,1 (C-11), 42,8 (C-11b), 77,9 (C-11c), 58,6 (2-OMe), 56,8 (9-
OMe), 56,8 (10-OMe), 70,4 (CH.Cl).

4.2.5.3. Hop chit 3: narciprimin

Narciprimin (3): Bot khong mau; HR-ESI-MS m/z 272,0545 [M+H]";
"H-NMR (DMSO-ds, 500 MHz) 811 7,72 (1H, d, J = 8,5 Hz, H-1), 7,10
(1H, dd, J=38,5, 7,5 Hz, H-2), 6,95 (1H, d, /= 7,5 Hz, H-3), 6,20 (2H,
s, H-9), 7,54 (1H, s, H-11), 13,7 (1H, brs, 7-OH); *C-NMR (DMSO-
ds, 125 MHz) 6c 113,5 (C-1), 123,1 (C-2), 113,8 (C-3), 144,3 (C-4),
123,8 (C-4a), 164,9 (C-6), 107,1 (C-6a), 144,8 (C-7), 131,9 (C-7a),
102,3 (C-9), 153,6 (C-10a), 93,7 (C-11), 132,3 (C-11a), 119,8 (C-11b).
4.2.5.4. Hop chit 4: Narciclasin-4-O-p-D-xylopyranosid
Narciclasin-4-O--D-xylopyranosid (4): Tinh thé hinh kim khong mau,
'"H-NMR (CD;OD, 500 MHz): 81 6,22 (1H, t, J = 4,0, 6,5 Hz, H-1),
4,30 (1H, m, H-2), 4,07 (1H, m, H-3), 4,02 (1H, m, H-4), 4,43 (1H, m,
H-4), 6,79 (1H, s, H-10), 4,41 (1H, d, J= 7,5 Hz, H-1"), 3,33 (1H, m,
H-2%), 3,39 (1H, m, H-3’), 3,61 (1H, m, H-4"), 4,05 (1H, m, H-5"),
6,06 (2H, brs, OCH,0); *C-NMR (CD;O0D, 125 MHz) ¢ 123,8 (C-
1), 70,3 (C-2), 72,0 (C-3), 79,6 (C-4), 52,1 (C-4a), 170,5 (C-6), 107,0
(C-6a), 146,0 (C-7), 135,9 (C-8), 154,5 (C-9), 97,3 (C-10), 132,1 (C-
10a), 133,3 (C-10b), 104,0 (C-1°), 74,8 (C-2"), 77,7 (C-3”), 71,1 (C-
4%), 67,3 (C-5), 103,8 (OCH20).

4.2.5.5. Hop chit 5: 2-methoxy pancracin

2-methoxy pancracin (5): Bot khong mau; HR-ESI-MS m/z 302,1376
[M+H]"; '"H-NMR (CD;0OD, 500 MHz): 81 5,60 (1H, brs, H-1), 3,48
(H-2), 4,06 (1H, brs, H-3), 2,13 (1H, m, H-4), 1,46 (1H, dt, J = 3,0,
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12,0 Hz, H-4), 3,45 (H-4a), 4,32 (1H, d, J = 16,0 Hz, H-6), 3,83 (1H,
d, J= 16,0 Hz, H-6), 6,54 (1H, s, H-7), 6,61 (1H, s, H-10), 3,38 (1H,
d,J=2,0 Hz, H-11), 3,07 (1H, d, /= 11,0 Hz, H-12), 3,03 (d, /= 2,0,
11,0 Hz, H-12), 5,88 (1H, d, /= 1,0 Hz, OCH:0), 5,86 (1H, d, J=1,0
Hz, OCH0), 3,44 (3H, s, OCH3). *C-NMR (CD;OD, 125 MHz) §¢
114,2 (C-1), 80,2 (C-2), 69,0 (C-3), 32,7 (C-4), 59,5 (C-4a), 61,4 (C-
6), 125,1 (C-6a), 107,8 (C-7), 148,3 (C-8), 147,6 (C-9), 108,3 (C-10),
133,5 (C-10a), 46,7 (C-11), 154,6 (C-11a), 56,1 (C-12), 102,1
(OCHx0), 57,7 (OCHa).

4.2.5.6. Hop chit 6: N-methyltyramin

N-Methyltyramin (6): Bot khong mau; "H-NMR (CD;OD, 500 MHz):
ou 3,21 2H, t, J=17,5 Hz, H-1), 2,90 (2H, t, J = 7,5 Hz, H-2), 7,11
(2H, d, /= 8,5 Hz, H-4 & H-8), 6,79 (2H, d, J = 8,5 Hz, H-5 & H-7),
2,72 (1H, s, N-CH3).

4.2.5.7. Hop chit 7: 38,11a-dihydroxy-1,2-dehydrocrinan
3p,110-Dihydroxy-1,2-dehydrocrinan (7): Bot khong mau; HR-ESI-
MS m/z 188,1222 [M+H]"; "TH-NMR (CD;OD, 500 MHz): &u 6,39
(1H, d, /= 10,5 Hz, H-1), 6,32 (1H, d, J = 10,5 Hz, H-2), 4,38 (H-3),
2,57 (1H, ddd, J=4,5, 13,0, 13,0 Hz, H-4), 2,13 (1H, dd, J = 5,0, 13,0
Hz, H-4), 4,04 (1H, m, H-4a), 4,87 (H-6), 4,38 (1H, d, /= 15,5 Hz, H-
6), 6,74 (1H, s, H-7), 7,09 (1H, s, H-10), 4,19 (1H, m, H-11), 4,01 (1H,
dd, J=17,0, 13,5 Hz, H-12), 3,72 (1H, dd, J = 2,0, 13,5, H-12), 6,01
(2H, s, OCH,0); *C-NMR (CD;OD, 125 MHz): §¢c 124,8 (C-1),
133,9 (C-2), 63,2 (C-3), 30,9 (C-4), 66,0 (C-4a), 59,2 (C-6), 120,1 (C-
6a), 108,1 (C-7), 149,1 (C-8), 149,8 (C-9), 105,0 (C-10), 133,8 (C-
10a), 51,8 (C-10b), 78,5 (C-11), 62,3 (C-12), 103,1 (OCH:O).
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4.2.5.8. Hop chit 8: brunsvigin

Brunsvigin (8): Bot khong mau; HR-ESI-MS m/z 188,1233 [M+H]";
'"H-NMR (CD;0D, 500 MHz): &y 5,78 (1H, brs, H-1), 3,96 (1H, dd,
J=1,5, 1,5 Hz, H-2), 4,04 (1H, brs, H-3), 2,39 (1H, td, J = 4,5, 12,0
Hz, H-4), 1,82 (1H, dt, J = 2,5, 12,0 Hz, H-4), 4,14 (1H, dd, J = 3,5,
12,0 Hz, H-4a), 4,78 (H-6), 4,47 (1H, d, J = 15,5 Hz, H-6), 6,72 (1H,
s, H-7), 6,82 (1H, s, H-10), 3,92 (1H, d, J = 2,5 Hz, H-11), 3,69 (1H,
d,/J=10,5 Hz, H-12), 3,57 (1H, dd, /= 2,0, 10,5 Hz, H-12), 5,99 (1H,
d, J = 1,0 Hz, OCH,0), 5,97 (1H, d, J = 1,0 Hz, OCH,0); *C-NMR
(CD30OD, 125 MHz): 8¢ 120,2 (C-1), 69,1 (C-2), 70,7 (C-3), 28,7 (C-
4), 62,9 (C-4a), 58,8 (C-6), 119,5 (C-6a), 108,0 (C-7), 148,0 (C-8),
147,0 (C-9), 108,7 (C-10), 130,3 (C-10a), 45,3 (C-11), 144,0 (C-11a),
56,2 (C-12), 103,0 (OCH0).

4.2.5.9. Hop chit 9: pancracin

Pancracin (9): Bot khong mau; HR-ESI-MS m/z 288,1225 [M+H]";
'"H-NMR (CDs0D, 500 MHz): 8y 5,56 (1H, dd, J = 3,0, 3,5 Hz, H-1),
3,89 (1H, m, H-2), 3,97 (1H, brs, H-3), 2,13 (1H, m, H-4), 1,61 (1H,
ddd, J=12,5, 12,5, 3,0 Hz), H-4), 3,55 (1H, m, H-4a), 4,36 (1H, d, J
= 16,5 Hz, H-6), 3,89 (1H, d, J = 16,5 Hz, H-6), 6,63 (1H, s, H-7),
6,56 (1H, s, H-10), 3,43 (1H, s, H-11), 3,12 (1H, s, H-12), 5,89 (1H,
d, J = 1,0 Hz, OCH0), 5,87 (1H, d, J = 1,0 Hz, OCH,0). *C-NMR
(CD30OD, 125 MHz): ¢ 116,7 (C-1), 70,1 (C-2), 72,4 (C-3), 31,4 (C-
4), 59,7 (C-4a), 61,2 (C-6), 124,6 (C-6a), 107,8 (C-7), 148,4 (C-8),
147,8 (C-9), 108,3 (C-10), 133,3 (C-10a), 46,6 (C-11), 152,8 (C-11a),
56,2 (C-12), 102,2 (OCH0).

4.2.5.10. Hop chit 10: 8-O-demethylmaritidin
8-O-demethylmaritidin (10): Bot khong mau; HR-ESI-MS m/z
274,1425 [M+H]"; "H-NMR (CD;0D, 500 MHz): 811 6,73 (1H, d, J =
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10,0 Hz, H-1), 5,95 (1H, ddd, J= 1,0, 5,5, 10,0 Hz, H-2), 4,30 (1H, m,
H-3), 1,93 (1H, m, H-4), 1,81 (1H, ddd, J = 4,0, 13,0, 13,0 Hz, H-4),
3,44 (1H, dd, J=4,0, 13,0 Hz, H-4a), 4,37 (1H, d, J = 16,5 Hz, H-6),
3,82 (1H,J=16,5 Hz, H-6), 6,53 (1H, s, H-7), 6,96 (1H, s, H-10), 2,00
(1H, m, H-11), 2,19 (1H, m, H-11), 3,36 (1H, m, H-12), 2,95 (1H, m,
H-12), 3,86 (3H, s, OCH3). *C-NMR (CD;OD, 125 MHz): &¢ 132,5
(C-1), 128,4 (C-2), 64,5 (C-3), 33,5 (C-4), 64,2 (C-4a), 62,4 (C-6),
125,7 (C-6a), 114,7 (C-7), 146,2 (C-8), 147,7 (C-9), 107,5 (C-10),
137,4 (C-10a), 45,4 (C-10b), 44,9 (C-11), 53,9 (C-12), 56,7 (OCH3).
4.2.5.11. Hop chit 11: Cycasinden

Cycasinden (11): Bt khong mau; "H-NMR (CD;0D, 500 MHz): &y
3,59 (1H, dd, J = 5,0, 10,0 Hz, H-2), 2,81 (1H, dd, J= 10,0, 16,0 Hz,
H-3), 3,13 (1H, dd, J = 5,0, 16,0 Hz, H-3), 4,22 (1H, d, J = 15,5 Hz,
H-17),4,16 (1H, d, J= 15,5 Hz, H-1"), 7,44 (1H, d, /= 7,5 Hz, H-4"),
7,07 (1H, t, J = 7,07 Hz, H-5), 6,99 (1H, t, J = 7,5 Hz, H-6), 7,32
(1H,d,J=7,5Hz, H-7"). ®*C-NMR (CD;0D, 125 MHz): 8¢ 169,4 (C-
1), 56,6 (C-2), 22,9 (C-3), 40,5 (C-1"), 106,7 (C-27), 127,9 (C-3°),
117,7 (C-4°), 121,2 (C-5), 118,7 (C-6°), 111,1 (C-7"), 126,2 (C-8°),
136,2 (C-9°).

4.2.5.12. Hop chit 12: 2,3-cis-guibourtinidol
2,3-cis-guibourtinidol (12): B6t mau nau; HR-ESI-MS m/z 259,0965
[M+H]"; '"H-NMR (CD;0OD, 500 MHz): 814,96 (1H, brs, H-2), 4,20
(1H, m, H-3), 3,16 (1H, dd, J = 4,5, 16,5 Hz, H-4) 2,75 (1H, dd, J =
3,0, 16,5 Hz, H-4), 6,90 (1H, d, J= 8,0 Hz, H-5), 6,38 (1H, dd, J=2,5,
8,0 Hz, H-6), 6,36 (1H, d, J = 2,5 Hz, H-8), 7,33 (2H, d, J = 8,5 Hz,
H-2’/H-6), 6,81 (2H, J = 8,5 Hz, H-3’/H-5"). ®*C-NMR (CD;0D, 125
MHz): 6¢ 80,1 (C-2), 67,4 (C-3), 34,1 (C-4), 131,7 (C-5), 109,6 (C-6),
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157,7 (C-7), 104,2 (C-8), 156,7 (C-9), 111,8 (C-10), 131,5 (C-1"),
128,6 (C-2°/C-6’), 115,8 (C-3°/C-5"), 157,9 (C-4°).
4.2.5.13. Hop chit 13: 8-methylkaempferol
8-methylkaempferol (13): Bot mau vang; 'H-NMR (CD;OD, 500
MHz): éu 6,27 (1H, s, H-6), 8,16 (2H, d, J= 9,0 Hz, H-2°/H-6"), 6,95
(2H, d, J = 9,0 Hz, H-3’/H-5), 2,29 (3H, s, 8-CH;). *C-NMR
(CD30OD, 125 MHz): 6c 149,7 (C-2), 144,5 (C-3), 188,4 (C-4), 160,5
(C-5), 98,7 (C-6), 162,0 (C-7), 103,3 (C-8), 155,7 (C-9), 104,6 (C-10),
126,1 (C-1’), 130,6 (C-2°/C-6"), 116,4 (C-3°/C-5’), 159,9 (C-4’), 7,6
(8-CHa).
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HO 8a_O_2
QLI ;
O 0H

12. 2,3-cis-guibourtinidol 13. 8-methylkaempferol

Hinh 4.2. Ciu tric hoé hoc ctia cac hop chit phan lap duoc tir loai
Hippeastrum reticulatum

OH O

4.3. Xay dung quy trinh dinh lwgng 2-methoxy pancracin trong
than hanh cAy Hippeastrum reticulatum bang HPLC

4.3.1. Khao sat d9 tinh khiét clia 2-methoxy pancracin phan lip
dugce

Do tinh khiét cia mau dbi chiéu 2-methoxy pancracin dugc xac dinh
1a 99,96 + 0,07%.

4.3.2. Xay dung quy trinh dinh lwgng

- Quy trinh chuan bi mau: Cén 2 g bot duogc lidu cho vao binh nén cé
nat mai 100 ml. Chiét véi 100 ml methanol 70% bang phuong phép
chiét siéu am trong thoi gian 30 phut & nhiét d6 60 °C. Chiét 2 1an, gop
2 dich chiét, loc qua bong va bdc hoi dung méi cho dén can. Hoa tan
cin hoan toan bﬁng 30 ml methanol, cho vao binh dinh mc 50 ml.
Thém dung méi cho dén vach, lic déu, loc qua mang loc 0,45 pm trude
khi phan tich.

- Quy trinh dinh lugng 2-methoxypancracin trong cao chiét than hanh
Hippeastrum reticulatum bél’lg HPLC dugc thuc hién trén cac diéu
kién sau:

+ Hé thong sic ky 1ong hiéu ning cao Agilent 1260 Infinity II (St.
Clara, USA) duogc trang bi bom tron 4 kénh G771B, bd phén tiém mau
tu dong G7129A va detector DAD G7115A.

+ Cot sdc ky: InertSustain C18 (4,6 x 250 mm, ¢¢ hat 5 um) voi cot
bao v¢ InertSustain C18 (cd hat 5 um).

+ Pha dong: acetonitril : methylamin 0,01% (35:65, v/v).
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+ Tdc do dong: 0,5 ml/phiit.

+ Budc song phat hién: 207 nm.

+ Thé tich tiém: 5 pl.

4.3.2.1. Thim dinh quy trinh dinh lwong

Quy trinh dinh luong d3 duoc thim dinh va dat yéu cau theo hudng
dan cia AOAC bao gdm cac chi tidu: tinh twong thich h¢ thdng, tinh
dac hi€u, do lap lai, d0 ding, do tuyén tinh voi R?=0,9997 trong
khoang tuyén tinh 0,25-100 pg/ml, x4c dinh duge LOD (0,08 pg/ml)
va LOQ (0,31 pg/ml).

4.3.2.2. Ung dung quy trinh dinh lwgng 2-methoxy pancracin
trong cac miu than hanh cay Hippeastrum reticulatum

Ham lugng ctia 2-methoxy pancracin trong b6t than hanh va cao toan
phan ctia Hippeastrum reticulatum tuong tng 1a 0,0823 =+ 0,0003% va
0,1619 + 0,0016%.

4.4. Két qua nghién ciru doc tinh cip

Xac dinh duge lidu LDso ctia cao phan doan alcaloid ctia Hippeastrum
reticulatum dudng udng trén chudt nhét trang 13 90,2 mg/kg (khoang
tin cdy 95% cia LDs 1a 76,12 mg/kg — 106,89 mg/kg), tuong duong
7,9 g dugc lidu kho/kg thé trong chudt.

4.5. Két qua nghién ciru vé tac dung sinh hoc

4.5.1. Tac dung trc ché AChE in vitro

5/13 chét phan lap dugc c6 tac dung trc ché AChE in vitro & cac mirc
d6 khac nhau. Trong d6, cac hop chat 8-O-demethylmaritidin (10), 2-
methoxy pancracin (5), narciprimin (3), 34, 1lo-dihydroxy-1,2-
dehydrocrinan (7) va N-chloromethylnarcissidin (2) thé hién hoat tinh
v6i gia tri ICsolan luot 14 57,77 + 1,24, 106,37 + 6,11, 107,31 + 2,45,
161,68 + 7,46, 264,86 + 0,23 pM.
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4.5.2. Tac dung cdi thién tri nhé va nhin thire
4.5.2.1. Két qua thir nghiém mé 19 chir Y

Bing 4.1. Két qua danh gia tac dung ctia cao phan doan alcaloid cua

loai Hippeastrum reticulatum trén thir nghiém mé 16 cht Y

Nhém nghién ciru | SO lan di vao cic cianh Phin trim vin dong
X+SD) luiin phién (X + SD)
Chung sinh ly 27,30 £ 7,48 81,84+ 1241
Chung bénh ly 31,10 + 23,80 63,58 + 12,59%
HRCS 35,40 £ 16,41 63,87 + 24,98
HRCI10 28,80 + 13,30 69,66 + 13,41
HRCI5 27,40 + 15,06 84,01 + 11,46%*
Chumg duong 22,60 £11,73 80,32 +£9,87*

#p<0,01 so v&i nhém chimg sinh ly; *p<0,05; **p<0,01 so véi nhém chitng bénh ly
Nhom st dung cao phan doan alcaloid cua loai Hippeastrum
reticulatum lidu 15 mg/kg c6 ty 18 phan tram van dong luan phién ting
1a 20,43% so v6i nhém ching bénh 1y (p<0,01).
4.5.2.2. Két qua thir nghiém nhén dién a6 vat

Bang 4.2. Ty 1¢ thoi gian kham pha cac do vat ¢ pha kiém tra

. Ty 1€ % thoi gian kham pha (%)
Nhém Vit ci Vit méi

Chung sinh ly 41,43 +10,85 58,57 £ 10,85+
Chung bénh ly 54,87 £ 24,15 45,13 £24,15
HRCS5 51,23 £22,71 48,76 £22.71
HRCI10 49,77+7,27 50,23 £7,27
HRCI15 37,18+ 14,24 62,81 + 14,24+
Chirng duong 29,76 + 24,91 70,24 £ 24,91 **+

*p<0,05, **p<0,01; ***p<0,001 gitta ty I¢ thoi gian kham phd d6 vit cii so véi do
P P P gua ty

vt moi.

O nhém st dung cao phan doan alcaloid ctia Hippeastrum reticulatum

liéu 15 mg/kg, thoi gian kham pha do vat méi tang 25,63% so voi do

vat cii (p<0,01).

4.5.2.3. Két qua thir nghiém mé 1§ nwéc Morris

Bing 4.3. Thoi gian tiém tir ngay 1 dén ngay 6.
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Nhém Thoi gian (gidy)
Ngay1l | Ngay2 | Ngay3 | Ngay4 | Ngay5 | Ngay6
Chimg sinh Iy} 3445+ | 33,16+ | 34,76+ | 22,62+ | 23,89+ | 17,05+
8,30 10,98 14,69 11,47 11,31 9,79*
Chimg bénh | 34,99+ | 28,77+ | 3555+ | 27,80+ | 28,22+ | 26,05+
ly 12,33 11,93 11,73 10,37 10,51 7,95
HRCS 34,10+ | 25,56+ | 27,10+ | 23,33+ | 29,15+ | 2432+
9,55 8,67 8,99 13,18 14,52 5,99
HRC10 38,89+ | 28,86+ | 3326+ | 29,84+ | 25,66+ | 20,60+
12,35 15,31 10,22 16,35 13,01 10,36%*
HRCI5 3539+ | 31,01+ | 21,63+ | 22,72+ | 21,52+ | 19,49+
7,33 8,59 11,35 15,42 11,23 10,53*
Chimg duong 36,49+ | 32,06+ | 30,52+ | 26,25+ | 21,59+ | 20,16 +
8,26 17,43 14,32 9,11 9,14 5,12%

*0<0,05; **p<0,01 so voi ngay 1 trong cung mot nhom nghién ciru.

Bang 4.4. Quing dudng chudt boi dén bén dd tir ngay 1 dén ngay 6.

Quéng dwdng boi (cm)

Nhém Ngayl | Ngay2 | Ngay3 | Ngay4 | Ngay5 | Ngay 6
Chimgsinhly | L1730+ | 1814+ [ 1292+ [ 12,08+ [ 190+ | 026+
5,68 6,29 5,87 5,16 7,49 4,32+

Chimg banh 1y | 2263% | 2375+ | 2446+ | 2558+ | 2101+ | 2143+
; 8,80 9.40 7,64 7,89 1,66 | 1024

HRCS 2.03% | 2001« | 21.63= | 1697+ | 1537+ | 18,10+
5,46 7,61 6,20 6,38 8,23 7,65

HRCIO 2158+ | 2399+ | 23,76+ | 21,10+ | 1689+ | 10,84+
8,37 7,07 7,68 8,06 6,41 | 6,80%*

HRCLS 2149+ | 27.02% | 2356+ | 1713+ | 1694+ | 12,16+
6,15 5,85 8,15 8,54 825 | 4.61%

Chimg duong | 203 | 2244+ [ 17184 [ 1470+ | 1498+ | 1122+
8,69 6,92 5,02 6,53 6,16 2,50*

*0<0,05; **p<0,01 so voi ngay 1 trong cung mot nhom nghién ciru.

Nhom st dung cao phan doan alcaloid liéu 10 va 15 mg/kg cé thoi

gian tiém & ngay thir 6 giam so voi ngay thir 1 lan luot 1a 47,0 va
44.,9% (p<0,01 va p<0,05) va quing dudng boi dén bén dd ngay thir 6
giam so v&i ngay thir 1 lan luot 14 49,76 va 43,4% (p<0,01 va p<0,01).

Str dung cao phéan doan alcaloid, thoi gian chudt boi trong goc phan tur

dat bén d6 trude do ¢ ngay thir 7 ting dan va sy tang co ¥ nghia thong

ké & nhém st dung cao phan doan alcaloid véi liéu 15 mg/kg, cu thé
la tang 67,28% so voi nhom chirng bénh 1y (p<0,05).
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4.5.2.4. Tac dung trc ché hoat ddng AChE ex vivo

O cac nhom chudt st dung cao phan doan alcaloid ctia Hippeastrum
reticulatum 1iéu 10 va 15 mg/kg, hoat 6 AChE trong md nio chudt
giam 14n luot 13 51,8 va 60,3% so voi nhom ching bénh 1y (p<0,001
va p<0,001).

4.5.3. Tac dung chdng lio suy

A.Nbng d) MDA huyét twong.

ong (mmol/L)

Néng do MDA huyét tur

Chimg sinh Iy Chimgbénh 1y~ HRCS HRC10 HRCIS  Chimg duong

B. Néng @ SOD huyét twong

C. ¥3ng dd GSH-Px huyét twong
768

5o
z
£ 700
g

HRCIS  Chimg duong

Hinh 4.2. Néng dd (A) MDA, (B) SOD), (C) GSH-Px huyét twong.
#p<0,01; #p<0,001 so v6i nhém chimg sinh ly; *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 so
v61i nhom chirg bénh ly.

O cac nhom sir dung cao phan doan alcaloid liéu 5, 10 va 15 mg/kg,
noéng d6 MDA huyét tuong giam 21,6, 20,4 va 23,2% so véi nhom
chung bénh 1y (p<0,05, p<0,05 va p<0,01).

Khi sir dung cao phan doan alcaloid liéu 10 va 15 mg/kg, ndong 46 SOD
huyét twrong ting 1an luot 31,6 va 52,5% (p<0,05 va p<0,001) va ndng
d6 GSH-Px tiang 50,6 va 42,7% (p<0,01 va p<0,001) so v6i nhom
chung bénh ly.

w
Chimg sinh I Chimg bénh 1y~ HRCS HRC10 HRCIS  Chimg duong Chimg sinh Iy Chimg bénh Iy
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5. Ban luian

Di c6 mot sd y kién ban ludn vé gia tri khoa hoc va y nghia vé két qua
cua Luan an.

6. Két luan va kién nghi

6.1. Két luan

6.1.1. Vé dic diém thwe vat loai Hippeastrum reticulatum (L’Hér.)
Herb.

-3 mb ta chi tiét kém theo anh chup dac diém thuc vat cua loai nghién
ctru va giam dinh té€n khoa hoc 1a Hippeastrum reticulatum (L’Hér.)
Herb., ho Amaryllidaceae.

-Pa mo ta dic diém vi phau va dic diém bot cua 14, than va ré cua loai
Hippeastrum reticulatum, gop phan tiéu chuan hod duoc liéu.

6.1.2. Vé thanh phin hoa hoc ciia loai Hippeastrum reticulatum
(L’Hér.) Herb.

- Pi x4c dinh cac nhém hop chit co trong loai Hippeastrum
reticulatum gém: flavonoid, alcaloid, chat béo, duong khir va acid
amin.

- Tt than hanh cua Hippeastrum reticulatum da phan lap va xac dinh
cdu trac hod hoc cua 13 hop chit bao gom: 10 alcaloid (trans-
dihydronarciclasin, N-chloromethyl narcissidinium, narciprimin,
narciclasin-4-O-f-D-xylopyranosid, = 2-methoxy pancracin, N-
methyltyramin, 3p,11a-dihydroxy-1,2-dehydrocrinan, brunsvigin,
pancracin, 8-O-demethylmaritidin; 1 acid amin (cycasinden) va 2
flavonoid (2,3-cis-guibourtinidol, 8-methylkaempferol).

- Trong d6, 11 hop chat bao gém trans-dihydronarciclasin (1), N-
chloromethylnarcissidinin (2), narciprimin (3), narciclasin-4-O-f-D-
xylopyranosid (4), 2-methoxy pancracin (5), N-methyltyramin (6),
3p,11a-dihydroxy-1,2-dehydrocrinan (7), brunsvigin (8), cycasinden
(11), 2,3-cis-guibourtinidol (12), 8-methylkaempferol (13) lan dau
tién phan lap tur chi Hippeastrum.
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- 12 hop chat trans-dihydronarciclasin D), N-
chloromethylnarcissidinin (2), narciprimin (3), narciclasin-4-O-f-D-
xylopyranosid (4), 2-methoxy pancracin (5), N-methyltyramin (6),
3p,11a-dihydroxy-1,2-dehydrocrinan (7), brunsvigin (8), pancracin
(9), cycasinden (11), 2,3-cis-guibourtinidol (12), 8-methylkaempferol
(13) lan dau tién phan lap tir loai Hippeastrum reticulatum.

6.1.3. Vé xdy dung quy trinh dinh lwgng 2-methoxy pancracin
bang HPLC

- Pi khao sat cac yéu to lién quan dén quy trinh chiét xuat va da xac
dinh dugc mot sb diéu kién chiét xuit la: chiét siéu am, dung moi chiét
la methanol 70%, ty 1¢ dugc liéu/dung mo6i 100 ml/2 g dugc li€u, thoi
gian chiét 30 phut, nhiét do chiét 60°C, s6 1an chiét 2 lan.

- Lan dau tién phuong phap dinh lugng 2-methoxy pancracin trong
than hanh cta loai Hippeastrum reticulatum bang HPLC d3 dugc xiy
dung va danh gia dat cac tiéu chuén vé do tuong thich hé théng, do
dic hiéu, do lap lai, d6 dung, do tuyén tinh voi R?=0,9997 trong
khoang tuyén tinh 0,25-100 pg/ml, LOD 0,08 pg/ml va LOQ 0,31
ug/ml.

- Ham lugng 2-methoxy pancracin trong than hanh va cao toan phan
cua loai Hippeastrum reticulatum thu hai & Viét Nam tuong ung la
0,0823 + 0,0003% va 0,1619 + 0,0016%.

6.1.4. V¢ doc tinh cip va tac dung sinh hoc loai Hippeastrum
reticulatum (L’Hér.) Herb.

- i xé4c dinh duge liéu LDso cua cao phan doan alcaloid cua loai
Hippeastrum reticulatum bang duong udng trén chudt nhét tring 1a
90,2 mg/kg (khoang tin cay 95% cua LDs la 76,12 mg/kg — 106,89
mg/kg), tuong dwong 7,9 g dugc lidu kho/ kg thé trong chudt.

- V& tac dung trc ché AChE in vitro



24

+ Cao toan phan methanol, cao phan doan ethyl acetat va cao phan
doan alcaloid c6 tic dung (rc ché AChE véi gié tri ICs twong tng 13
98,71 £ 1,75, 181,69 + 2,84 va 39,85 + 0,94 pg/ml.

+5/13 chat phan lap duoc co tac dung e ché AChE in vitro & cac mitc
d6 khac nhau. Trong d6, cac hop chat 8-O-demethylmaritidin (10), 2-
methoxy pancracin (5), narciprimin (3), 34, 1lo-dihydroxy-1,2-
dehydrocrinan (7) va N-chloromethylnarcissidin (2) thé hién hoat tinh
v6i gia tri ICsolan luot 14 57,77 + 1,24, 106,37 + 6,11, 107,31 + 2,45,
161,68 + 7,46, 264,86 + 0,23 uM.

- V& tac dung cai thién tri nhé trén mo hinh chudt gy suy giam tri nhd
bdi scopolamin: cao phan doan alcaloid cua loai Hippeastrum
reticulatum thé hién tac dung cai thién tri nhé khong gian ngan han
trén mo hinh mé 19 chir Y & liéu 15 mg/kg, cai thién tri nhé nhan thirc
trén mo hinh nhén dién do vat, cai thién tri nhé khong gian dai han
trén m6 hinh mé 1§ nudc Morris va tac dung trc ché AChE ex vivo véi
liéu 10 mg/kg va 15 mg/kg.

- V& tac dung chéng 130 suy: cao phan doan alcaloid liéu 5 mg/kg, 10
mg/kg va 15 mg/kg c6 tac dung lam giam ndong d6 MDA huyét tuong;
liéu 10 mg/kg va 15 mg/kg c6 tac dung lam ting ndng d6 SOD va
GSH-Px trén mé hinh gy l4o suy bang D-galactose & chudt thi nghiém.
6.2. Kién nghi

Két qua nghién ctru néu trong luan 4n 13 co sé khoa hoc dé thyc hién
cac huéng nghién ctru tiép theo ciing nhu ap dung cac két qua nghién
clru ndy trong thyec tién dbi véi duoc liéu Hippeastrum reticulatum

- Tbi wu hoa quy trinh chiét xuit cao phan doan alcaloid.

- Tiéu chuan hoa cao phan doan alcaloid.

- Tiép tuc nghién ctru cac tac dung sinh hoc cta cdy Hippeastrum
reticulatum trén cac dich tac dung khéac trong diéu tri bénh Alzheimer
nhu: bao vé t& bao than kinh khoi ton thuong boi protein famyloid,
tac dung chdng viém.
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