BO GIAO DUC VA PAO TAO BOY TE
PAI HOC Y DUQC THANH PHO HO CHI MINH

PO VAN MAI

NGHIEN CUU THANH PHAN HOA HQC VA MOT SO
TAC DUNG SINH HQC CUA CAY PINH LANG
(POLYSCIAS FRUTICOSA (L.) HARMS)

Nganh: DUQC HQC CO TRUYEN
M43 s6: 62720406

TOM TAT LUAN AN TIEN ST DUQC HQC

TP. H6 Chi Minh, nim 2022




Cong trinh dugc hoan thanh tai:

Pai hoc Y Dwogc Thanh phé Hé Chi Minh

Ngudi huéng dan khoa hoc:

PGS.TS. TRAN CONG LUAN

Phan bién 1:

Phan bién 2:

Phan bién 3:

Luén an s& dugc bao vé truéc Hoi dong cham luan &n
cap trudng hop tai Pai hoc Y Dugc Thanh phé H6 Chi Minh
Vaohoi  gid  ngidy thang  nim 2022
C6 thé tim hiéu Luan &n tai thu vién:
-Thu vién Quéc gia Viét Nam
-Thu vién Khoa hoc Tong hop TP. HCM
-Thu vién Pai hoc Y Dugc TP. HCM




DANH MUC CAC CONG TRINH PA CONG BO CO
LIEN QUAN PEN DPE TAI CUA TAC GIA

1. Pd Vian Mai, Nguyén Tan Phat va Tran Cong Luan (2019), "Chiét
Xuat, phan 1ap mot sé saponin tir 14 cay Dinh lang (Polyscias fruticosa
(L.) Harm) tréng tai An Giang", Tap chi Duwoc hoc, 514, tr. 78-80.

2. P Vin Mai va Tran Cong Luan (2020), "Xay dyng ADN ma vach
cho cay Pinh ling (Polyscias fruticosa (L.) Harms) trong tai An
Giang", Tap chi Duoc hoc, 528, tr. 51-54.

3. P6 Vin Mai va Tran Cong Luan (2020), "Nghién ctru xay dyng tiéu
chuan co so cho 14 cay Dinh lang (Polyscias fruticosa (L.) Harms trong
tai An Giang", Tap chi Y hoc Viét Nam, 489 (2), tr. 193-197.

4. P Vin Mii va Tran Cong Luan (2020), "Phan lap 2 sterol tir 14 cay
binh lang (Polyscias fruticosa (L.) Harms", Tap chi Y hoc Viét Nam,
490 (2), tr. 69-72.

5. Do Van Mai, Thieu Van Duong, Truong Trong Ngon, Tran Cong
Luan (2021), “Genetic relationship among different cultivars of
Polyscias fruticosa (L.) Harms) in Vietnam based on morphological
characteristics and sequences of “rbcL” gene”, Journal of Medicinal
Materials-Hanoi, 26 (1+2), pp. 127-132.

6. Do Van Mai, Nguyen Hoang Minh, Ha Quang Thanh, Mai Thanh
Chung, Tran Cong Luan, Nguyen Thi Thu Huong (2021), “The
protective effects of Polyscias fruticosa extracts against chemotherapy
drugs-induced hepatorenal toxicity”, Journal of Medicinal Materials-
Hanoi, 26 (1+2), pp. 95-101.

7. D6 Vin Mii va Tran Cong Luan (2021), "Nghién ctiu thanh phan
chit bay hoi trong 1a cdy Dinh ling (Polyscias fruticosa (L.) Harms)
trong tai mot sé tinh & Viét Nam", Tap chi Y Duoc hoc, 29, tr.127-132.
8. Do Van Mai, Tran Cong Luan, Nguyen Tan Phat (2020),
"Polysciosides J and K, two new oleanane-type triterpenoid saponins
from the leaves of Polyscias fruticosa (L.) Harms. cultivating in An
Giang Province, Viet Nam", Natural Product Research, 34 (9), pp.
1250-1255.

9. Do Van Mai, Tran Cong Luan, Duong Thuc Huy, Phan Hoang Vinh
Truong, Nguyen Huu Hung, Nguyen Thi Phuong, Sichaem Jirapast
(2021), "Chemical constituents of the leaves of Polyscias fruticosa”,
Chemistry of Natural Compounds, 57 (6), pp. 1125-1127.



1. GIOI THIEU LUAN AN

a. Ly do va tinh can thiét ciia nghién ciu

Trong nhimng nim gan day, thé gidi co xu hudéng quay vé véi
ngudn duoc liéu thién nhién do phat hién nhiéu tac dung khéng mong
mubdn caa nhiéu loai thuéc duoc san xuat bang con dudng téng hop
hoa hoc. Pac biét cac duoc lidu co tac dung bo, tang luc, chng stress
dugc cha y do doi séng ngudi dan ngay cang duoc nang cao nén nhu
cau bao vé, nang cao suc khoe dugc xa hoi quan tdm. Nhan sam 12 vi
thudc bd da dwoc nhan dan tin nhiém lau doi. Hon nita, trong nhitng
nam gan day tac dung bao vé gan, than ciia Nhan sam trudc anh huong
cua thudc hoa tri dang duoc cac nha nghién ctu quan tdm va chimng
minh. Tuy nhién, Nhan sam kho trong, hiém, gia thanh cao nén trong
khoang 50 nam qua cac nha khoa hoc trong va ngoai nuéc ludn tim
kiém nhirng loai duoc liéu khac thudc ho Nhan sam dé thay thé mot sé
tdc dung mang lai tr Nhan sam, trong d6 c6 nhitng cdy thuoc chi
Polyscias. Pay 1a chi 16n thi 2 trong ho Nhan sam. Pa s6 duogc sir
dung 1am cy canh, chi co6 vai loai dwoc sir dung lam thudc, trong d6
Dinh lang thudc loadi Polyscias fruticosa (L.) Harms duoc sir dung lam
thudc phd bién. Polyscias fruticosa dugc nghién ctru bit du tir nhirng
nam 60, 1a mot cay thube quy duge dua vao Duoc dién Viét Nam nhu
mot vi thudc bd khi, loi sira, ting luc va chdng stress; con goi 1a
“Nham sam ctia nguoi ngheo”.

Nhiéu nghién ctu cho thay loai Polyscias fruticosa c6 thanh
phan saponin, polyacetylen, tinh dau, flavonoid cé nhiéu tac dung sinh
hoc mang lai nhu chéng oxy héa, cai thién sé lwong tinh trang, cai
thién co tron tir cung, cai thién tri nhé, ha duong huyét, chéng hen



suy@n, khang histamin, chong hiy té bao xuwong. Bén canh d6, Pinh
lang 1a loai cay dé trong, ré tién do ph hop véi diéu kién méi truong &
nudc ta. Vi thé, hién nay Dinh ling dugc Tha Tuéng Chinh Pha phé
duyét quy hoach viing trdng nhiéu noi trong ca nudc voi hy vong tim
ra nhitng cdng dung thay thé cho Nhan sam 1a vi thuc duoc nhan dan
str dung tu 1au.

Mac du, Pinh lang dwoc nghién ctu tir kha lau & nudc ta,
nhung chi ¢6 ré va cao ré Pinh ling duoc dwa vao Dugc dién Viét
Nam 5 ding lam thudc va nghién ctru. Trong khi do, tinh hinh thuc té
hién nay ngoai viéc st dung ré thi ngudi dan con sir dung 14 Dinh ling
rat pho bién trong thuc pham hing ngay, dong thoi dé phong va hd trg
diéu tri bénh. Vi 14 Dinh ling hang niam cho ngudn sinh khdi phong
phu, d& thu hai nhét trong tit ca cac bo phan cua ciy Dinh ling. Tir d6
hang loat san pham trén thi truong st dung 14 12 bo phan dang chinh ra
doi, ciing nhu dan gian ding 14 dé 1am goi ca va géi nam cho tré nho.
Do d6, dé theo kip voi su phat trién cia khoa hoc hién dai va tiém niang
san ¢6 thi can cac nghién ciu méi theo huéng Gng dung dua trén thanh
phan héa hoc va tac dung sinh hoc. Thém vao dé, dé ting cudng cac
nghién ctiru mang tinh thuyét phuc hon vé mit thuc vat, héa hoc ciing
nhu sinh hoc, dé tai s& ké thira cac nghién ctu trude day dé mo rong va
phét trién sdu hon cho duoc liéu Dinh ling d& trong quy gia nay.

Chinh vi nhitng 1y do trén, dé tao co sé khoa hoc cho viéc khai
thac, sir dung hiéu qua va khang dinh gia tri cdy Dinh ling thudc ho
Nhan sam theo huéng ké thura, phét trién va (ng dung céc nghién ciu
méi vé tac dung sinh hoc dé hd trg diéu tri bénh, bén canh tac dung ndi
troi cua ho Nhan sim nhu bdi bd, ting luc va ting cudng mién dich thi
dé tai duoc tién hanh.



b. Muc tiéu nghién cau

Phan tich dugc dic diém thuc vat hoc va dinh danh loai Dinh
lang.

Xac dinh duoc thanh phan hoa hoc ¢é trong 14 cay Dinh lang.
Pénh gia duoc tac dung bao vé gan, than cua cao toan phan 14,
ré va cao phan doan tiém ning trude doc tinh cua thude hoa tri.

c. Nhirng déng gép méi caa nghién ciu
Sau thoi gian nghién cau luan an dat dugc mot sé két qua mai,

dong goép vao cdng trinh nghién cttu cho Pinh lang nhu sau:

V& mit thue vat hoc

Lan dau tién xdy dung ma vach lodi Polyscias fruticosa &
ving gen rbcl, dugc cong bd trén  Genbank
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore) véi ma sé nhan dién
MNO049915.

Lan dau tién cong bd sy da dang di truyén loai Polyscias
fruticosa ¢ 10 vung trong khac nhau cta Viét Nam dya trén
vung gen rbcL.

Vé mit héa hoc

Lan du tién cong bd ham lugng va phan tich GC/MS so sénh
thanh phan chéat bay hoi ciia 10 miu Pinh ling trong ¢ 10
tinh/thanh phé khéc nhau ctia Viét Nam.

Lan dau tién phan lap dugc 2 hgp chat méi: Polysciosid J (4),
Polysciosid K (5); 8 hop chat méi trong chi Polyscias:
Chikusetsusaponin 1Va, olean-12-en-38,15a-diol, stigmasta-
4,22-dien-3-on, esculetin, liquiritigenin, 6,15a-epoxy-15, 45-
dihydroxyeudesman, acid caffeic, (E)-isoferulaldehyd va 2 hop
chat méi trong loai Polyscias fruticosa: Stigmasterol, acid 3-


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore

O-p-D-glucopyranosyl-(1—4)-4-D-(6-O-methyl)
glucuronopyranosyloleanolic.
Vé miit tac dung sinh hoc
- Cac cao toan phan 14, cao toan phan ré, cao n-BuOH 14, cao n-
BuOH ré chua thé hién doc tinh cip dudng udng & liéu Dmax
lan luot 1a 25,71 g/kg; 33,23 g/kg; 26,39 g/kg; 34,08 g/kg
trong thoi gian 72 gid va kéo dai dén 14 ngay.
- Lan dau tién cong bd két qua nghién ciru, cho biét cao Pinh
lang c6 tac dung bao vé than dya trén mo hinh gay ton thuong
than cp trudc tac nhan cua thude hoa tri cisplatin.
- Lan dau tién cong bd két qua nghién ciru, cho biét cao Pinh
lang c6 tac dung bao vé gan dua trén mo hinh giy ton thuong
gan cap trude tac nhan ciia thudc hoa tri cyclophosphamid.
d. B6 cuc caa luan an

Luan &n gom 144 trang: M dau 2 trang, tong quan tai liéu 36
trang, ddi twong va phuong phap nghién ctru 18 trang, két qua nghién
ctru 63 trang, ban luan 23 trang, két luan va Kién nghi 2 trang.

Luan 4n c6 43 bang, 32 hinh, 9 so dd, 190 tai liéu tham khao
gom 45 tai liéu tiéng viét, 139 tai liéu tiéng Anh va 6 trang web; 30
phu luc thé hién cac két qua thuc nghiém.



2. TONG QUAN TAI LIEU

2.1.Tong quan veé chi Polyscias

- Polyscias la chi 16n thir 2 trong ho Araliaceae. Hién nay, trén thé gigi
theo tra ctu tai trang chuyén khao vé thuc vat caa "The Plant list" c6
téng cong 655 tén; trong d6 c6 176 loai duoc chip nhan, cd 473 loai
ddng nghia, 6 10ai chua giai quyét. Trong khi do, hé thong phan loai
thuc vat theo "Catalogue of Life" thi ¢c6 174 loai, 4 dudi loai va 6 thir
thudc chi Polyscias. Theo Pham Hoang Ho cho biét ¢ Viét Nam c6 8
loai thugc chi Polyscias, trong d6 loai Polyscias guilfoylei Bail. c6 3
thir. Theo diéu tra cua Trung tdm Sam Viét Nam & céc tinh phia Nam
chi Polyscias c6 6 loai. Pa sb cac loai thudc chi Polyscias duoc lam
cay canh, chi c6 mét sb loai dugc nghién ciru vé thanh phan héa hoc va
tac dung sinh hoc dé s dung lam thudc, trong d6 loai Polyscias
fruticosa (L.) Harms duoc st dung phd bién nhat.

- Viéc nghién cau vé thanh phan héa hoc caa chi Polyscias duoc
nghién ctu cha yéu bat dau vao nhitng nam 80. Tuy nhién, cho dén
nay ¢ khoang hon 200 hop chit di dugc phan 1ap tir 12 loai thudc chi
(P. amplifolia, P. australiana, P. balfouriana, P. dichroostachya, P.
duplicata, P. fulva, P. fruticosa, P. guilfoylei, P. murrayi, P. nodosa,
P. scutellaria, P. serrata) trong 176 loai duoc chap nhan. Cac hop chét
phan 1ap chu yéu thugc cac nhém triterpenoid va saponin triterpenoid.
Bén canh d6 con c6 mot s6 nhém hop chat khac nhu polyacetylen, tinh
dau, flavonoid, hop chat phenol, sterol, ceramid, cerebrosid, dan xuét
acid propanoic, lignan, dan xuat cyanogen khac.

- Céc nghién ctru thr nghiém in vitro, in vivo trén dich chiét, cao chiét
va mot s hop chét phan lap duoc tir cac loai thudc chi Polyscias da
dugc ching minh c6 tac dung dang ké 1a hop chat saponin triterpenoid.



2.2.Téng quan vé loai Polyscias fruticosa

Thuec vit hoc

- Cay nho dang bui, cao 1,5-2 m, than nhan, it phan nhanh, mang nhiéu
vét seo 16i mau nau xam do 14 rung dé lai. L& moc céch, kép 1dng chim
2-3 lan, dai 20-40 cm. L& chét chia thdy nhon khong déu, mau xanh,
bong mit dudi nhiéu hon, goc 14 va phién 1a thudn nhon dai 3-5 cm,
rong 0,5-1,5 cm; gan 14 hinh 16ng chim, gan chinh néi rd, 3-4 cap gan
phu. Cudng 14 dai, tron, mau xanh sam, cé nhitng dém xanh nhat trén
cubng, day cubng phinh to thanh be la. La kém dang phién mong dinh
hai bén be la.

Thanh phan hoéa hec

- Cho dén nay, nghién ctu hoa hoc trén loai nay chua nhiéu. Céc
nghién ctu chu yéu Ia tap trung vao cac nhoém hop chit quan trong
nhu: Triterpenoid, saponin triterpenoid, polyacetylen, tinh dau,
flavonoid.

Mgt sé tac dung sinh hec

- Téc dung chu yéu cua loai Polyscias fruticosa 1a tac dung ting luc-
chéng nhuoc sire, chdng oxy hda, bao vé gan, chéng stress tam ly, kich
thich mién dich, giam duong huyét, loi tiéu, cai thién tri nhg, chng
viém, khang khuan, khang nam....

- Trong nhiing nam qua nhiéu nghién ctu cho biét loai P. fruticosa c6
c4c tac dung sinh hoc quy gia. Tuy nhién, cho dén nay chua c6 nghién
clru ndo vé tac dung theo hudng bao vé gan, than do mot sb tac nhan
gay tén thuong nhu tdc dung khong mong muén céc thude trong phac
dd diéu tri ung thu. Vi vay, dé ké thira nghién ciru va phét trién theo
huéng méi trén d6i tugng day tiém niang ndy trong viéc phong ngira va
hd tro diéu tri cac bénh lién quan dén gan, than trudc cac tac nhan hoa
tri hién nay 1a hét sirc can thiét va thoi dai.



3. POI TUQNG VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU

3.1. Péi tweng nghién ciu

3.1.1. Nguyén liéu

- Toan cady Pinh lang (Polyscias fruticosa (L.) Harms) duoc thu héi
thang 11/2016 va 05/2019 tai Tinh Bién, tinh An Giang. Thu héi vao
thang 07/2020 mau & 10 tinh/thanh phd nhu An Giang, Can Tho, Ho
Chi Minh, Pdng Nai, Gia Lai, Quang Nam, Thanh Héa, Nam Dinh,
Pha Tho va Bién Bién.

3.1.2. Chit déi chiéu

- Céc chét ddi chiéu: Cisplatin, cyclophosphamid, quercetin, silymarin,
D-glucose (déu c6 do tinh khiét > 95%, hang Sigma-Aldrich, My).
3.1.3. Hoa chdt dung trong nghién citu

- Céc thubc thir, dung mdi, hoa chit sir dung trong nghién ctru dat tiéu
chuan phan tich.

3.1.4. bong vt thar nghigm

- Chuét nhit tring duc khoe manh chung Swiss albino trong luong 25
+ 2 g dugc cung cap bai Vién Vaccin va Sinh pham Y Té Nha Trang.
3.1.5. Thiét bj duing trong nghién cizu

- Thiét bi nghién ciru vé phan tich dinh danh loai, phan tich héa hoc va
nghién ctru vé tac dung sinh hoc tai cac noi thuc hién dé tai va duoc
liét ké day du trong luan an.

3.1.6. Noi thuc hién dé tai

- Khoa Dugc - Biéu dudng, Truong dai hoc Tay D6. B mén Di truyén
- Khoa Néng nghiép, Truong Pai hoc Can Tho. Vién céng nghé héa
hoc - Vién han 1am khoa hoc va Céng nghé Viét Nam. Trung tdm Sam
va Dugc liéu TP. HCM.



3.2. Phwong phap nghién ciru

3.2.1. Phwong phép vé thuc vit hoc

- Khao sat vé hinh théi va vi phau bang céc ky thuat thuong quy.

- Khao sat ADN bang phuong phap CTAB c6 cai tién va giai trinh tu
ADN trén doan gen rbcL.

- Péanh gia mdi quan hé da dang di truyén cac giong Dinh ling thuc
loai P. fruticosa & 10 tinh/thanh phd trén co so xay dung cay phat sinh
chang loai bang phwong phap UPGMA thdng qua hé théng bang phan
mém Mega_X.

3.2.2. Phwong phép vé hoa hec

- Khao st so bo thanh phan héa thuc vat theo quy trinh phan tich cua
Ciulei c6 cai tién.

- Chiét xuit thanh phan chat bay hoi bang phuong phép 16i cuén theo
hoi nuéc va phan tich thanh phan bang phuong phap sic ky khi ghép
khéi phé.

- Phan lap cac hop chét bang céc ky thuat sic ky.

- X4c dinh cau trac céc hop chat phan lap bang phuong phép phd hoc.
3.2.3. Phwong phép thir nghiém tac dung sinh hgc

- Khao sét doc tinh cdp duong udng bang mé hinh ting giam duoc mo
ta béi DS Trung Pam (2014).

- Khao st tac dung bao vé than in vivo cua cao Pinh lang trén thuc
nghiém gy t6n thuong than bang cisplatin. Cac chi tiéu danh gia
creatinin, BUN, MDA va md hoc than.

- Khao sat tac dung bao vé gan in vivo cua cao Dinh lang trén thuc
nghiém gay tén thuong gan biang cyclophosphamid. Cac chi tiéu danh
gia GSH, MDA va mo6 hoc than.



4, KET QUA NGHIEN CUU

4.1. Thuc vt hoc

- Nghién ciru da mé ta chi tiét dic diém hinh thai thuc vat (ré, than, 14,
hoa, qua, hat), vi phau (r&, than, 14, cudng 14), cac cau tu co trong bot
(ré, than, 14) cua cay Dinh ling. Dong thoi két hop vai viéc xay dung
dic diém ma vach ADN d4 xac dinh tén khoa hoc thugc loai Polyscias
fruticosa. Két qua ma vach ADN duoc cong bé trén Genbank NCBI
v6i ma s6 MN049915.

- Sy da dang di truyén loai P. fruticosa & An Giang, Can Tho, Hb Chi
Minh, Dng Nai, Gia Lai, Quang Nam, Thanh Héa, Nam Dinh, Phi
Tho va Dién Bién cho thiy c6 ty Ié twong dong cao (99,81-100%) so
v6i miu trén Genbank. Ddng thoi khoang céch di truyén thap gitra céc
mau, dao dong trong khoang 0,000-41,822.

4.2. Nghién ciru vé hda hoc

4.2.1. Phan tich se bé thanh phdn hoa thuc vt

- Két qua phan tich so bo cho thay trong ciy Binh ling ¢ chta cac
hop chét nhu: Saponin, triterpenoid, tinh dau, flavonoid, polyphenol,
alkaloid, acid hitu co, chat khir, hop chat polyuronic. Trong d6 hop
chat saponin va triterpenoid cho phan tng duong tinh ré nhat. Cac
phan ung rd nhat & bo phan 14, ré va cudi cing 1a than.

4.2.2. Thanh phan chat bay hei

- Két qua phan tich thanh phan chat bay hoi bang phuong phap sic ky
khi ghép khdi phd (GS/MS) trong 10 mau Pinh ling trong tai cac ving
khéc nhau cua Viét Nam thu dugc 65 thanh phan, trong d6 da nhan
dién duogc 42 céu trdc va 23 thanh phan khong xac dinh. Pa sb thanh
phan chit bay hoi dugc xac dinh trong 10 mau Dinh ling déu thugc cac
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sesquiterpenoid c¢6 ham lugng cao nhu: a-farnesen, germacrene B,
germacrene D, y-elemen, f-eudesmen, isospathulenol.

4.2.3. Chiét xudt, phan lgp va xac dinh céu tric

- Tur 14 cay Dinh lang, dé tai ¢4 phan lap va xac dinh dugc 16 hop chét
bao gom 10 hop chat duoc phan Iap tir cao phan doan diethyl ether va
ethyl acetat (stigmasta-4,22-dien-3-on, stigmasterol, acid oleanolic,
olean-12-en-34-15a-diol, kaempferol-3-O-rhamnosid (afzelin),
liquiritigenin, acid caffeic, (E)-isoferulaldehyd, esculetin, 6,150-
epoxy-18, 48-dihydroxyeudesman va 6 hop chat tir cao phan doan n-
butanol (polysciosid J, polysciosid K, PFS ladyginosid A,
chikusetsusaponin Iva, acid 3-O-f-D-glucopyranosyl-(1—4)-3-D-(6-
O-methyl) glucuronopyranosyloleanolic. Trong d6, polysciosid J,
polysciosid K 1a hop chat mai 1an dau duoc cong bd.

B§t1a PFAG (11kg)

Nzam kiét véi ethanol 96%
Cé& quay chin khong

Cao toan phin (2 k)

EtO Hoa tan vod 1 hrong mrde vira da

! |

Cao Et:0 (600 2) Dich

o

Phin 1§
i | FOAc [ cCacEwOAcETo

Sodd3.3;3.4
Dyich murdre Phanlap
n-BuOH
Sodo 3.5
! ] ;]

Cao n-BuOH (640 g) Dich murde

Phin lip

So do 3.6

So d6 3.1. So do chiét xudt va thu cao phdn doan tir |a PFAG
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Bét ré PFAG (9.3 kg)

Ngim kiét véi ethanol 96%
Cd quay chén khdng

Cao toan phin (1,75 kg)
EtO Hoa tan véi 1 lrong nwde vira di
Cao Et;0 (300 g) Dich nuée
208 ol a0 Ft0AC (30 o)
3
Dich mréc
n-BuOH
Cao r-BuOH (405 g) Dich nudc

So dé 3.2. So dé chiét xudt va thu cao phan doan tir ré PFAG

Cao Et,O
“6g

8¢ b cht silica zel
(wHeErOAr 100:0-50:50)

i 1 1 4
PFBEO1L FFB02 FFBO3 PFB4 PFBS
(1090 g) ®32g (768 2) (5334 m (10,07 )
Si kf it P 55 ky oft
(DCM-EtDAC [lan bing acaton (EtOAc-Ma0OH;
10:0,2) 2,5:.0,5)
PF7 PF8 PF9
(20 mg) 25mg) (15 mg)

So d6 3.3. So @6 phan ldp cac hep chat PF7, 8, 9 tir cao diethyl ether
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Cao EtO
(26g)

%3¢ ko ciit silica zal
(H=Er0AcM=CO; 5:1:2)

| i l l
PFDEMI1 PFEDM2 PFEM3 PFDMM4 PFDMS
(1.0g) 28z 0.9g) 0,7 g) (10,1 g)
Sephader LH-20 ‘
(MeOH) Sephader LH-20

I N -

PFOMIL] || FFDM2.2 || FFDMI.3 || FFDMI4

209 || (0mg || (0mg || 170mg
SEC silica el
(CHCL-EtQAc-MaCO-H:O
T10:10:0,05) (—F——
FF10 PF11 PF12
(17 mg) (6mg) || (Tmg
PFEM3.1 PFEM3.2 PFEM3.3
(30 mg) (400 mg) (70 mg)

SKC silica 24l (- He CHCL-Et0AcM=CO; 18211 |

PF13 PF14 PF13 PF16
Ml mg) || mg) || 15mg) || (6 mg)

So dé 3.4. So do phan ldp céc hop chat PF10-16 tir cao Et,0
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Cao EtOAc
(20g)

Séc ki cft silica gel
(n-He-EtOAc; 100:0-0:100)

| A N Y N

PFEO1 PFE02 PFEO3 PFE04 PFEQS PFE06 PFE07
(082 (13g) || (189 || (139 || Bog || (L1D || (0.8g)
Sic kv cit silica gel

¥ (PE-EtDAC; 100:0-80:20)
l i L J l l
PFEN3.1 PFE052 FFE03 3 PFE054
(039 049 (09g || (049 || (02

Tinh ché nhign lin
bing Me:CO

PF8
(20 mg)

So do 3.5. Sor do phan 1dp hop chdt 8 tir cao EtOAC

Cao n-BuOH
(50¢g)
Diaion HP-20
(HL0, 50%M=0H, B0%Me0H, MeOH, Me,00)
v
PFNO1 PENO2 PENO3 PFNO4 PEDOS
(159 82 (119 (G.59 29
¥
I I SKC Silica gel l
PF1 PF6 CHCL-MeOH PFa
(20 mg) (45 mg] 100:0—0:100) (25 mg]
PFNO1 PFN02 PFN03 PFNO4 PFB03
B9 259 209 209 049
PF1 PF3 PF5
(13 mg) (22 mg) (15 mg)
PF2 PF4 PF2
(10 mg) (12 mg) (12 mg)

So d6 3.6. So d@o phan ldp hop chdt PF1, 2, 3, 4, 5, 6 tir cao n-BuOH
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4.2.3.1. Céc hop chit triterpenoid va saponin triterpenoid
* Hop chat triterpenoid

PF9: Acid oleanolic PF14: Olean-12-en-34,15a-diol

* Hop chat saponin triterpenoid

R1 R2 R3 R4
PF1: H Glc H H
PF2: H H H Glc
PF3: H Glc Me H
PF4. H Glc Me Glc
PF5: Glc Glc Me H

PF6: H Glc H Glc
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4.2.3.2. Céc hop chit sterol

PF7: Stigmasta-4,22-dien-3-on PF8: Stigmasterol

4.2.3.3. Céc hop chat flavonoid

OH

PF10: Kaempferol-3-O-rhamnosid (Afzelin)

4.2.3.4. Céc hop chat phenol

PF15: Acid caffeic PF16: (E)-Isoferulaldehyd



16

4.2.3.5. Hop chét coumarin va sesquiterpen

HO 5 4
4a
6 RN
2
HO™ 7 8a O o

8 1

PF11: Esculetin
PF13: 6,15a-epoxy-1p, 45-dihydroxyeudesman

4.3. Thir nghiém tac dung sinh hec
4.3.1. Két qud khdo sét déc tinh cdp
- Khéng ghi nhan phan suat tir vong ¢ liéu téi da c6 thé cho chudt uéng
cao toan phan 14, cao toan phan r&, cao n-BuOH 14, cao n-BuOH ré voi
liéu Dmax lan lugt twong Gng la 25,71 g/kg; 33,23 g/kg; 26,39 g/kg;

34,08 g/kg trong thoi gian 72 gio va kéo dai dén 14 ngay.

Bang 3.21. Liéu thir nghiém sinh hoc ciia cac cao Pinh ling

Higu suit chiét | Dwoc Liéu thir
Miu (l_:inh theo dwoc liu nghiém
ligu kho va cao kho tinh theo g
kho kiét) (%) (g/kg) | cao khd kiét/kg
Ca? ’ toan 166 2,5 0,415
phan la 5,0 0,83
Cao toan 2,5 0,44
phan ré 17.6 5,0 0,88
Cao n-BuOH 54 2,5 0,135
la ’ 5,0 0,27
CNao n-BuOH 36 2,5 0,09
re ' 5,0 0,18
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4.3.2. Tdc dung bdo vé thdn ciia cao Dinh |dng trén thuc nghiém giy
ton thwong than bang cisplatin

Két qua xac dinh ham luong creatinin, BUN va MDA trong than chudt
trén thuc nghiém cisplatin:

- Két qua cho thay nhdm chuét khong tiém cisplatin: L6 udng cao toan
phan 14, cao toan phan ré&, cao n-BuOH I4, cao n-BuOH ré véi lidu
tuong trng 2,5-5,0 g duoc liéu trong 3 ngay ham lugng creatinin, BUN
va MDA chua thay ddi dat y nghia théng ké so voi 16 chang sinh ly.
Piéu nay cho biét cac cao chiét tir Pinh ling khdng anh huong dén
nong do creatinin, BUN va MDA trén chudt binh thuong.

- Két qua cho thdy nhém chuét tiém cisplatin: Ham lwong creatinin,
BUN, MDA cua 16 chung bénh ly tang 173,87%, 447,65%, 125,06%
tuong wng khéc biét c6 y nghia théng ké (p<0,001) so véi 16 ching
sinh ly. Chung t6 cyclophosphamid liéu duy nhat 150 mg/kg gay ton
thuong oxy hoa trén gan.

-L6 bénh chudt cho udng cao toan phan 14 liéu 0,415 g/kg va liéu 0,83
g/kg, cao toan phan r& liéu 0,44 g/kg va liéu 0,88 g/kg, cao n-BuOH la
lidu 0,135 g/kg va lidu 0,27 g/kg, cao n-BuOH ré liéu 0,09 g/kg va liéu
0,18 g/kg lam ndng d¢ creatinin giam dat ¥ nghia thong ké so véi 16
chang bénh Iy (p< 0,001). Trong d6, cac cao toan phan 4 liéu 0,415
g/kg, cao toan phan ré liéu 0,88 g/kg, cao n-BuOH 4 liéu 0,27 g/kg,
cao n-BuOH ré liéu 0,09 g/kg va liéu 0,18 g/kg thé hién tac dung phuc
hoi nong do creatinin trong huyét twong twong ty quercetin liéu 0,03
g/kg trong mo hinh gay tén thuong than cip bang cisplatin (p=0,645;
p=0,793; p=0,82; p=0,725).

- Nong d6 BUN trong huyét tuong & 16 tiém cisplatin va udng cao toan
phan r& liéu 0,44 g/kg va cao n-BuOH l4 liéu 0,135 g/kg khong khac
biét so véi 16 chang bénh ly (p=0,06,p=0,437, twong ung). LO chuot
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cho udng cao toan phan 14 lidu 0,415 g/kg va liéu 0,83 g/kg, cao toan
phan r& lidu 0,88 g/kg, cao n-BuOH l4 liéu 0,27 g/kg, cao n-BuOH ré
licu 0,09 g/kg va liéu 0,18 g/ kg l1am nong @6 BUN giam dat y nghia
thong ké so véi 16 chang bénh Iy (p<0,001). Nong d¢6 BUN trong
huyét tuong & 16 tiém cisplatin va udng cao n-BuOH ré liéu 0,09 g/kg
va lidu 0,18 g/kg khdng khéc biét nhau dat ¥ nghia théng ké (p=0,998),
ching t6 cao n-BuOH ré& & ca 2 licu c6 tac dung tuong ty nhau. Dong
thoi cao n-BuOH ré thé hién tac dung hdi phuc nong 6 BUN twong tu
nhu tac dung cua quercetin 0,03 g/kg (p=0,964)va dién hinh hon so
Véi cac cao chiét con lai trong md hinh gy ton thuong than cip bang
cisplatin.

- Ham luong MDA trong dich dong thé than & 16 udng cao toan phan
ré lidu 0,44 g/kg khong khac biét so véi 16 chung bénh Iy (p=0,753).
L6 chudt cho udng cao toan phan 14 lidu 0,415 g/kg va liéu 0,83 g/kg,
cao toan phan ré liéu 0,88 g/kg, cao n-BuOH I liéu 0,135 g/kg va liéu
0,27 g/kg, cao n-BuOH r& liéu 0,09 g/kg va liéu 0,18 g/kg lam ham
lugng MDA giam dat ¥ nghia thong ké so véi chang bénh ly (p<0,001;
p<0,001; p<0,001; p=0,003; p<0,001; p<0,001; twong ng). Trong
d6, cao n-BuOH r& liéu 0,18 g/kg thé hién tac dung lam giam ham
luong MDA tuwong tu nhu quercetin lidu 0,03 g/kg (p=0,837), dién
hinh hon so vé6i c4c cao chiét con lai, dwa ham luwong MDA tré Vé gia
tri binh thuong khi so sanh véi 18 sinh ly trong md hinh gay ton thuong
than cap bang cisplatin (p=0,378).

Két qud quan sat vi thé tiéu bdn té bao mo hec thgn chugt

- Két qua khao sat vi thé mé hoc than chudt cho thdy sau khi tiém
cisplatin 3 ngy, mé than & 16 chimg tiém cisplatin chua thé hién rd tén

thuong so véi 16 ching sinh 1y. O 16 cho udng cac cao chiét tir Dinh
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lang ciing nhu 16 udng thudc dbi chiéu quercetin lidu 0,03 g/kg déu

nam trong gi¢i han binh thuong.

Bang 3.25. Phan tich m6 hoc than chuét & cac 16

Mo
Lidu '\t/)l‘at Nhan | O | Viem ttr:in
Nhém | Lo ther nghiem | < o ' | khong | moke | ond
(9/kg) ban | colai ) R giai han
. bao than .
chai binh
thuong
Ching sinh Iy ; o3 | o3 | o3 0/3 3/3
Caotoan phan | o | 03 | o3 | o3 0/3 3/3
@) F:
.ﬁ 5 ha
5 | Ceotoanphan | oee | o | o3 | oz | oz | a3
=] re
& -BuOH
;ao MBUOH ooy | oz | o | o3 03 3/3
Cao n-BuOH
réao n-eu 018 | o3 | o3 | o3 0/3 3/3
Chingbénh Iy | - o5 | o5 | o5 0/5 5/5
Cao todn phin | 0,415 | 055 | 055 | 0/5 0/5 5/5
la 0,83 o5 | o5 0/5 0/5 5/5
| Cootoanphin| 044 | 055 | 05 | 05 0/5 5/5
g | 08 | 05 | o5 | 05 0/5 5/5
QD
5 | Cao nBuoH | 0135 | 05 | 05 | 05 0/5 5/5
+ ,
~ la 0,27 05 | 0/5 0/5 0/5 5/5
oo nBuOH | 009 | 05 | o5 | 0 0/5 5/5
r3 018 | o5 | o5 | o5 0/5 5/5
Quercetin 0,03 0/5 0/5 0/5 0/5 5/5
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4.3.3. Tac dung bdo vé gan ciia cao Dinh lang trén thuc nghiém gay
ton thwong gan bang cyclophosphamid

Két qua xac dinh ham luong MDA va GSH trong gan chudt trén thuc
nghiém cyclophosphamid:

- Két qua cho thay nhom chuét khéng tiém cyclophosphamid: Lo udng
cao toan phan 14, cao toan phan r&, cao n-BuOH 14, cao n-BuOH ré voi
liéu twong ung 2,5-5,0 g duoc lidu trong 8 ngdy ham lugng MDA va
GSH chua thay d6i dat y nghia théng ké so véi 16 chang sinh ly. DBiéu
nay cho biét cac cao chiét tir Dinh ling khong anh huong dén nong do
GSH va MDA trén chudt binh thuong.

- Két qua cho thdy nhém chuét tiém cyclophosphamid: Ham luong
MDA cua 16 ching bénh ly ting 176,57% khac biét c6 y nghia thong
ké (p<0,001) so vai 16 chiing sinh Iy va ham lugng GSH cua 16 chung
bénh ly giam 36,10% dat ¥ nghia théng ké& (p<0,001) so vai 16 chimng
sinh ly. Ching té cyclophosphamid liéu duy nhat 150 mg/kg gy ton
thuong oxy hoa trén gan.

- Cao toan phan 14 liéu 0,415 g/kg va liéu 0,83 g/kg, cao toan phan ré
lidu 0,44 g/kg va liéu 0,88 g/kg, cao n-BuOH l4 lidu 0,135 g/kg va liéu
0,27 g/kg, cao n-BuOH ré& liéu 0,09 g/kg va lidu 0,18 g/kg déu thé hién
tac dung lam giam ham luong MDA dat y nghia théng ké so voi 16
chang bénh ly (p<0,001). Trong d6, cao n-BuOH l4 liéu 0,135 g/kg va
lidu 0,27 g/kg, cao n-BuOH r& liéu 0,09 g/kg thé hién tac dung lam
giam ham luong MDA tuong tu silymarin liéu 0,10 g/kg (p=0,558;
p=0,315; p=1,0; twong 1ng), dién hinh hon so v&i cac cao chiét con
lai, dwa ham luong MDA tr& vé gid tri binh thuong khi so sanh vai 16
sinh Iy trén md hinh gay ton thuong gan biang cyclophosphamid
(p=0,157; p=0,127; p=0,352; firong ing).
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- Cao toan phan 14 liéu 0,415 g/kg va liéu 0,83 g/kg, cao toan phan ré
lidu 0,44 g/kg va liéu 0,88 g/kg, cao n-BuOH l4 lidu 0,135 g/kg va liéu
0,27 g/kg, cao n-BuOH ré& liéu 0,09 g/kg va liéu 0,18 g/kg déu thé hién
tac dung lam phuc hoi ham lwong GSH dat ¥ nghia thong ké so vai 16
chiung bénh ly (p=0,005; p=0,004; p< 0,001; p=0,007; p<0,001;
p<0,001; p<0,001; p=0,003; twong 1ng). Trong do6, cao n-BuOH I&
lidu 0,135 g/kg va liéu 0,27 g/kg , cao n-BuOH ré lidu 0,09 g/kg thé
hién tac dung gidp phuc hdi ham luong glutathion ndi sinh tuong tur
silymarin liéu 0,10 g/kg (p=0,288; p=0,841; p= 0,381, twong 1nQ),
dién hinh hon so véi céc cao chiét con lai, dua ham lwong GSH tro vé
gia tri binh thuong khi so sanh véi 16 sinh ly trén mé hinh gay ton
thuong gan bing cyclophosphamid (p=0,255; p=0,559; p= 0,221;
tuong ung).

- Cho thdy cao toan phan 14 lidu 0,415 g/kg va lidu 0,83 g/kg, cao toan
phan ré liéu 0,44 g/kg va liéu 0,88 g/kg, cao n-BuOH I4 liéu 0,135 g/kg
va liéu 0,27 g/kg, cao n-BuOH ré liéu 0,09 g/kg va liéu 0,18 g/kg
tuong wng 2,5-5,0 g duoc lidu va silymarin 0,01 g/kg thé hién tac dung
trc ché qua trinh peroxy héa lipid té bao gan, c6 tac dung bao vé gan.
Két qud quan sat Vi thé tidu bén té bao mé hoc gan chuét

- Két qua quan sét vi thé tidu ban té bao mo hoc gan chudt cho thay &
16 chiig sinh 1y cac té bao gan binh thuong. Lo udng cao chiét Dinh
lang ¢ hién tuong cac t& biao nhu md gan bi viém & muic do nhe va
binh thuong. O 16 chig bénh 1y sau khi tiém cyclophosphamid 8 ngay
tiéu ban té bao cho thdy nhu mé gan da sé (80%) viém trung binh, mot
s6 it (20%) thoai hoéa va viém nhe. Dbi v6i 16 chudt sau khi tiém
cyclophosphamid, tiép tuc cho udng silymarin hoic céc cao chiét Dinh
lang, biéu hién ton thuong gan giam so véi chimg bénh 1y.
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Bang 3.28. Phan tich mé hec gan chugt ¢ cac 16 thir nghiém

. Binh | Viém Viém
Nhom L6 e thwong | nhe | trung binh
(9/kg)

(%) | (%) (%)

Chirng sinh Iy - 100 | 0/3 0/3

Cao toan phan laliéu | 0,83 3/3 0/3 0/3

CY- | Caotoan phanréliéu | 0,88 3/3 0/3 0/3
Caon-BuOH laliéu | 0,27 313 0/3 0/3

Cao n-BuOH ré liéu 0,18 3/3 0/3 0/3

Chirng bénh ly - 0/5 1/5 4/5

Cao toan phan la liéu | 0,415 0/5 4/5 1/5

Cao toan phan laliéu | 0,83 1/5 1/5 3/5

Cao toan phan ré liéu | 0,44 0/5 4/5 1/5

CY+ | Caotoan phanréliéu | 0,88 0/5 3/5 2/5
Caon-BuOH lalieu | 0,135 | 0/5 2/5 3/5
Caon-BuOH laliéu | 0,27 0/5 2/5 3/5

Cao n-BuOH ré liéu | 0,09 0/5 3/5 2/5

Cao n-BuOH r2 liéu 0,18 2/5 1/5 2/5
Silymarin liéu 0,10 2/5 3/5 0/5
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5. KET LUAN

Luan &n d3 hoan thanh cic ndi dung nghién curu véi nhitng
muc tiéu da dé ra nhu sau:
1. Nghién ciu vé thyc vat hec
- Nghién ciru da mo ta chi tiét dac diém hinh thai thuc vat, vi phau, cac
CAu tir c6 trong bot cua cay Pinh lang. Dong thoi két hop véi viéc xay
dung dic diém ma vach ADN da xac dinh duoc tén khoa hoc ciy Dinh
lang thudc loai Polyscias fruticosa. Két qua ma vach ADN duoc cong
bd trén Genbank NCBI véi ma s6 MN049915.
2. Nghién ciru vé héa hoc
- V& két qua phan tich so bo thanh phan héa hoc cho thiy trong cay
Pinh ling ¢6 cac nhom hop chat nhu saponin, triterpenoid tu do, tinh
dau, flavonoid, alkaloid, polyphenol, acid hiru co, chit khur...
- Tur 14 cay Pinh ling bang phuong phap sic ky khi, da phan tich dugc
65 thanh phan trong chat bay hoi. Trong d6 di nhan dién duoc 42 ciu
trdc va 23 thanh phan chua xac dinh. Pa sb thanh phan duogc xac dinh
déu thudc cac sesquiterpenoid c6 ham lwong cao nhu: a-farnesen,
germacrene B, germacrene D, y-elemen, S-eudesmen, Isospathulenol...
- Bdng thoi, két qua nghién ciu con phan lap va xac dinh duoc 16 hop
chat. Trong d6 ¢6 2 hop chat méi, 8 hop chit lan dau phan lap tir chi
Polyscias, 2 hop chét lan dau phan lap tir loai P. fruticosa va 4 hop
chat da biét.
+ Céc hop chat méi: Polysciosid J (PF4)va polysciosid K (PF5).
+ Céc hop chat lan dau phan Iap tir chi Polyscias: Chikusetsusaponin
IVa (PF2), olean-12-en-34,15a-diol (PF14), stigmasta-4,22-dien-3-on
(PF7), esculetin (PF11), liquiritigenin (PF12), 6,15a-epoxy-15, 4p-
dihydroxyeudesman (PF13), acid caffeic (PF15), (E)-isoferulaldehyd
(PF16).
+ Cé&c hop chat lan dau phan lap tur loai P. fruticosa I stigmasterol
(PF8) va acid 3-O-[p-D-glucopyranosyl-(1—4)]-/-D-(6-O-methyl)
glucuronopyranosyloleanolic (PF3).
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+ Cac hop chat da biét I1a ladyginosid A (PF1), PFS (PF6), acid
oleanolic (PF9), kaempferol-3-O-rhamnosid (PF10).

3. V& mit tac dung sinh hoc

- Pdnh gia déc tinh cdp dwong uéng: Cac cao toan phan 14, cao toan
phan &, cao n-BuOH 14, cao n-BuOH r& chua thé hién doc tinh cip
duong ubng & liéu Dmax lan luot 14 25,71 g/kg; 33,23 g/kg; 26,39 g/kg;
34,08 g/kg trong thoi gian 72 gid va kéo dai dén 14 ngay.

- Pdanh gia tic dung bdo vé than ciia cao chiét: Cac cao toan phan
la/r&, cao n-BuOH 14/r& & cac liéu thir nghiém twong tmg véi 2,5-5,0 g
dugc liéu khd/kg da chimg minh tac dung bao vé chdng lai doc tinh
trén than do cisplatin lidu 15 mg/kg gy ra & chudt nht.

- Pdnh gid tac dung bdo vé gan ciia cao chiét: Cac cao toan phan 14/ré,
cao n-BuOH 14/ré & cac liéu thir nghiém twong tmg véi 2,5-5,0 g duoc
lidu kho/kg da chimg minh tic dung bao vé chdng lai doc tinh trén gan
do cyclophosphamid liéu 150 mg/kg gy ra & chudt nhit.

6. KIEN NGHI

Két qua nghién ciu cua luan an 14 tién d& cho cac nghién ciu
tiép theo vé mat thuc vat hoc, hda hoc, tac dung sinh hoc. Bé ké thura
va phat huy nhitng két qua thu duoc tir nghién ciru, cac huéng nghién
ctu tiép theo duoc kién nghi bao gom:

1. Tién hanh phan lap thém cac phan doan con lai cia l4 va ré cay Dinh
lang.

2. Thir mot sé tac dung sinh hoc cua tinh dau 14 cdy Dinh ling nhu:
Khéang khuan va gay doc mot sb té bao ung thu.

3. Nghién ciu eng dung duoc liéu Dinh liang tré thanh san pham hd tro
diéu tri cc bénh vé gan, than cho bénh nhan néi chung va cho céc doi
tuong dung thudc héa tri n6i riéng.

4. Can c6 hudng nghién ciu tiép theo sau hon dé xac dinh marker
quyét dinh tac dung bao vé gan, than cua cao Dinh ling.



