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|.GIOI THIEU LUAN AN
|.1. Pat van dé

Viét Nam ¢ ngudn thuc vat rat phong phi va da dang. Theo céc sb
liu théng ké caa To chirc Bao ton Thién nhién Thé gigi (IUCN), hé thuc
vat Viét Nam c6 trén 12.000 loai va khoang 4.000 loai dugc sir dung
trong dan gian lam thuéc chira bénh. Tuy nhién hiu hét cac lodi cay
thudc ndy duoc dung theo kinh nghiém dan gian. Vi vay, viéc nghién
ctiru vé thanh phan héa hoc ciing nhu hoat tinh sinh hoc cua céc dbi
tuong ndy dé tao co s khoa hoc nham bao ton céc gia tri truyén théng
trong y hoc dan toc va phét huy céc tiém nang cua ching theo hudng
hign dai laviéc lam can thiét.

Loai Thong la det (Pinus krempfii Lecomte) thuoc chi Pinus, ho
Pinaceae. Loa ndy méi chi co mot cong b trén thé gisi tir 1966 va la
lodi dac hiru caa Viét Nam, mot thyc vat co “hoéa thach sdng” hiém hoi
con sot lai cho dén ngdy nay. Viéc nghién ciru vé thanh phan hda hoc va
hoat tinh sinh hoc caa loai Théng |4 det ngoai y nghia vé khoa hoc con
6y nghia rat 16n vé mat xa hoi.

Lod Ngu gia bi huong (Acanthopanax trifoliatus (L.) Merr.) thuoc
chi Acanthopanax, ho Ardiaceae. Ngay tir nhitng nam 80 cua thé ky
truéc, da c6 nhiéu cdng trinh cdng bé vé thanh phan héa hoc cua cay
ndy. Nhiéu hop chit triterpene acid c6 khung lupan véi ham luong kha
cao da duoc phan 1ap va xéc dinh. Tuy nhién, cho dén nay chwa cé cong
trinh khoa hoc ndo vé& nghién ctru téng hop cac dan xuat triterpene tir cay
nay dugc cong bd.

Do d6, luan &n duogc thuc hién véi tén dé tai: “Nghién cru hod hoc va
tham do hoat tinh sinh hoc cualoai Théng la det (Pinus krempfii Lecomte)
vaNgi giabi huong (Acanthopanax trifoliatus L.Merr.)”.

[.2. Muctiéu caaluian an
- Nghién ciu thanh phan hdéa hoc caa lodi Thong 14 det (Pinus krempfii
Lecomte).
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- Nghién ctu chiét tach c&c cht, dac biét 1a cac triterpene khung lupane cd
ham lugng ceo tir Ngii gia bi hwong (Acanthopanax trifoliatus L.Merr.) dé
|am nguyén liéu cho quatrinh chuyén héa.

- T6ng hop céc dan xuit tir c&c triterpene phan |ap duoc.

- Khao &t hoat tinh sinh hoc nhu kha nang khang chang Bacillus subtilis,
kha nang g8y doc véi mot sb dong té bao ung thu, kha nang chong oxi hda
cuia cé&c dich chiét va céc chat phan 1ap duoc 1am co so khoa hoc dinh hudng
cho viéc nghién ciru g dung c&c hop chat ndy trong cong nghé hda dugc.
[.3. Nhitng dong gop méi caa luan an

- Pay 1alan dau tién lodi Thong 1a det (Pinus krempfii Lecomte) dugc
nghién ciru vé hda hoc va hoat tinh sinh hoc) & Viét Nam.

- Tur ré Thong |& det (Pinus krempfii Lecomte) d& phan lap va xéc
dinh duoc cu tric caa 7 hop chét, trong d6 2 chit Galangin (PK4),
Isolariciresinol (PK 7) lan dau phan lap tir [0 nay.

- Tu thén valacuaload Ngi gia bi huong (Acanthopanax trifoliatus
(L.) Merr.) da phan lap va xé&c dinh ciu trdc caa mot hep chat méi 1a
11a,23-dihydroxy-3-oxo-lup-20(29)-ene-28-oic acid (AT 3).

- Bang céc phan ing chuyén hda & céc vi tri khac nhau d& téng hop
duoc 23 din xuit méi tir 2 hop chat c6 ham luong [6n AT1 va AT2
phén lap duoc tir lod Ngi gia bi huong (Acanthopanax trifoliatus (L.)
Merr.).

- Pay lakét qua maéi vé hoat tinh gay doc té bao, khang chang Bacillus
subtilis va chdng oxi hda cia mot s dich chiét, hop chat phan lap va
tong hop duoc tir hai l0di nghién ciru. Bac biét, dan xuit N-[24-nor-
3a,11a-diacetoxy-lup-20(29)-ene-28-oyl]-1,9-diaminononane (AT22) ¢
hoat tinh gay doc té bao rat manh trén céc dong té bao ung thu biéu mo
(KB), ung thu gan (HepG2), ung thu phdi (Lu), ung thu vi (MCF7) voi
|Cso = 3,65 = 4,42ug/m.



|.4. B6 cuc cialuin an

Luan & gdm 144 trang véi 4 chuong, 20 so dd, 21 bang, 48 hinh, 100
tai liéu tham khao va phu luc.

Luan &n dugc bd cuc nhu sau: Mo dau (2 trang); Chuong 1: Téng quan
tai liéu (29 trang); Chuong 2: Nguyén liéu, hda chit va phuong phép
nghién ciu (7 trang); Chuong 3: Thuc nghiém (25 trang); Chuong 4: Két
qua va thao luan (58 trang); Bang tong hop cac hop chat phan lap va
chuyén héa hda hoc tir 2 lodi nghién cau (6 trang); Két luan va kién nghi
(2 trang); Danh muc céc cdng trinh khoa hoc d& cong b trong khudn khd
luan an (2 trang); Nhitng déng gdp méi cua luan an bang tiéng Anh (1
trang); Tai liéu tham khao (12 trang). Ngoai ra con ¢ 59 trang phin Phu
luc véi cé&e hinh phé va két qua hoat tinh sinh hoc.

I1.NOI DUNG CUA LUAN AN
MO PAU: Bé cap tinh cin thiét, y nghia khoa hoc va thuc tign cua luan
an.
Chwong 1. TONG QUAN
Phan Téng quan tai liéu tap hop va phan tich cac nghién ciru trong
nudc vaqudc té vé cac van dé lién quan dén noi dung luan an:

. Pic diém thuc vat va tinh hinh nghién cu vé lodi Thong 14 det
(Pinus krempfii Lecomte) va Ngii gia bi huong (Acanthopanax trifoliatus
L.Merr.)

. Céc hop chat flavonoid.

. Céc hop chit triterpene khung lupane.

. Chuyén hda hda hoc hop chit triterpene khung lupane va hoat tinh
sinh hoc cia ching.

Chwong 2: NGUYEN LIEU, HOA CHAT VA PHUONG PHAP
NGHIEN CcUU
2.1 Nguyeén liéu, hoa chat va thiét bj

Mau ré Thong & det (Pinus krempfii Lecomte) dugc thu héi tai tinh
Lam Bong, Viét Nam vao thang 8 nam 2012. Tén khoa hoc do TS. Nguyén
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Tién Hiép xé&c dinh va Tiéu ban s CPC-4711 duoc luu gitr tai Bao tang
Thién nhién Viét Nam, Vién Han 1am Khoahoc va Céng nghé Viét Nam.
Mau cdy Ngii gia bi huong (Acanthopanax trifoliatus (L.) Merr.)
dugc thu hai & Ma Chéu, Tinh Hoa Binh, Viét Nam vao thang 10 nam
2009. Tén khoa hoc do CN. Ngb Van Trai, Vién Dugc liéu, B Y té xé&c
dinh. Tiéu ban duoc luu gitr tai Phong Tong hop hitu co, Vién Héa hoc,
Vién Han [am Khoa hoc va Cong nghé Viét Nam.
Hda chét vathiét bi duoc liét ké day du trong luan an.
2.2.Phwong phép nghién ciu

Phuwong phép chiét tach: Céac phuong phép nghién cau cha yéu
gom: chiét & nhiét d6 phong, chiét phan 16p, sic ky 16p mong, sic ky
cot...

Phuwong phép xac dinh cdu trac hda hec cac hep chat: Cau tric
ctia c&c hop chat duoc xéc dinh bang céch két hop gitra cac phuong phép
phd hién dai nhur phd hong ngoai (FT-IR), phd khéi (ESI-, HR-ESI-MS),
phd cong huang tir hat nhan mot chiéu (*H-, ®*C-NMR, DEPT) va hai
chiéu (HSQC, HMBC, COSY, NOESY ...).

Phuwrong phap danh gid hogt tinh sinh hgc:

* Hoat tinh g8y doc té bao: cac dong té bao ung thu ¢ ngudi duoc cung
cip bsi ATCC, gdbm c6: ung thu biéu md (KB), ung thu gan (HepG2),
ung thu phdi (Lu), ung thu vi (MCF7).

* Hoat tinh khéng chiing Bacillus subtillis (Bs) ATCC 6633.

* Hoat tinh chdng oxi hda: Thyc hién theo phuong phép DPPH.

Chuoeng 3: THUC NGHIEM

Trinh bay vé cach phan lap, tong hop va liét ké tinh chét, hang sb
vat ly nhu tinh tan, diém néng chay (dnc), nang suat quay cuc ([o]p)...,
sb liéu phé ciia céc chét thu duoc tir hai dbi tugng nghién ciru.

3.1. Lodi Théng |4 det

P4 tién hanh xé&c dinh thanh phan cia cin chiét n-hexane bang

phuong phdp GC-MS.
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D& phan 1ap dugc 7 hop chit (PK1-PK7) tir hai cian chiét ethyl
acetate va n-butanol .
3.2. Loai Ngii gia bi hwong

Pa phan lap duoc 3 hop chat (AT1-AT3) tr cin chiét
dichloromethane, trong d6 AT1, AT2 thu dugc véi ham lugng tuong ddi
cao.

Tur hai hop chat AT1, AT2 da chuyén héa hdéa hoc dugc 23 dan xuat
mai.

The hogt tinh khang vi sinh vit kiém dinh va hoat tinh gay déc té

bao cac can chiét va mégt sé chat phan |dp duwc.
Chwong 4. KET QUA VA THAO LUAN
4.1. Két qua tir lodi Thong |4 det (Pinus krempfii L ecomte)
4.1.1. Thanh phan héa hec ciia cin n-hexane

Cin chiét n-hexane thu dugc tir ré lodi Théng |4 det chiém 0,27%
(so véi lwong mau ré khé), ¢ dac diém sanh, trong va mau vang nhat, ¢6
mui dic trung cua tinh dau théng. Khao sét so bo bang sic ky 1op mong
cho thiy can chiét n-hexane chii yéu la chat kém phan cuc, vi vdy can
chiét ndy duoc tap trung xéc dinh thanh phin héa hoc bang phuong phép
sic ky khi gan khdi phé (GC-MS) va cho két qua & Bang 4.1.

Bdang 4.1. Két qua phan tich thanh phan héa hoc cia
can chiét n-hexane bang phurong phép GC-MS

TT Hop chat Thoi gian lwu | Ham lwong

(RT, phat) (%)
1 | a-terpineol 13,332 1,02
2 | 1-tert-butyl-1,5-cyclooctadiene 20,038 0,23
3 | a-amorphene 20,839 0,22
4 | 5-cadiene 21,962 0,28
5 | Nerolidol 22,871 13,79
6 | a-copaene 24,839 1,10
7 | Farnesol 22,022 0,50




8 | (E,E)-a-farnesene 25,354 1,08
9 | a-bisabolol 25,640 0,63
10 | Caryophylla-2(12),6(13)-dien-5-one 26,310 0,32
11 | (+)a-atlantone 27,580 2,31
12 | Todomatuic acid 33,079 4,10
13 | Trans-Octadec-9-enoic acid 34,486 0,98
14 | Octadecanoic acid 34,875 0,43
15 | O-(3,5-dimethoxyphenyl)-2- 36,260 8,18
phenylethene

Theo s6 liéu & Bang 4.1, tir can chiét n-hexane da xac dinh duoc 15
hop chit, trong d6 c6 mit caa a-terpineol (1,02%), mot hop chat dic
trung caa tinh dau thdng va chat thom nhu nerolidol (13,79%).

4.1.2. Cac chdt phan Igp dworc tir cin ethyl acetate

Tur can chiét EtOAc, da phan lap duoc 6 chit PK 1-PK 6 sach. Ca
sdu chat nay déu hip thu &nh sang duéi dén tir ngoai (254nm) va hién
mau vang hoic do véi thude thir Vanilin/H,SO, khi ho ndng va duoc du
doan 1a céc hop cht flavonoid. Bang cac phuong phép phd (cong huong
tr hat nhan, phd khdi, phd hong ngoai) va so sanh véi cac sd lidu da
cong bb 6 hop chat phan 1ap dugc tir loai Thong 14 det dugc xéc dinh 1&
Tectochrysin (PK 1), Pinostrobin (PK2), Pinobanksin (PK3), Galangin
(PK 4), Strobopinin (PK5), Cryptostrobin (PK 6).
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4.1.3. Chdt phan l@p dworc tir cin n-butanol

Tir can n-butanol d& phan 1ap duoc chat Isolariciresinol (PK 7).

Hop chit PK7 dang chat rin mau tring d& phan lap duoc tir cin
chiét n-BuOH. Két hop dit liéu phd *H-, ®*C-NMR vapic ion phan ta & m/z
383,1470 [M+Nag]" (tinh todn cho cdng thitc CxH.,0sNa' 12383,1465) ¢ phd
khéi phan giai cao (HR-ESI-MS), d& xéac dinh dwoc cong thirc phan tir cia
chat PK 7 1aCxHoOs.

9

2 7
1 8
@e /\OH
4 N6 o
5 9
1
6

/O
H

PK7

Phé *C-NMR va DEPT cho thiy chit PK7 c6 tin hiéu cua 20
nguyén tir cacbon, bao gdm 7 cacbon bac 4 (7xCq) trong d6 ¢ bdn
cacbon bac 4 ndi vai oxy (oxy-quartenary carbon, 8¢ 145,1 - 148,9 ppm);
8 nhém methine (8xCH) trong d6 c6 5 nhém methine caa vong thom (8¢
112,3 - 123,1); 3 nhém methylene (3xCH,), trong d6 c6 2 nhom
oxymethylene (3¢ 62,3; 66,0 ppm); 1 tin hiéu c6 cuong do lon gap doi
cua 2 nhém methoxy (3¢ 56,36 ppm, 2xC). Pho 'H-NMR caa PK 7 phu
hop véi sb lidu phd *C-NMR va DEPT. Si xuit hién céc tin hiéu proton
& oy 6,68 (1H, br s, H-2) vahai proton c6 tuong tac ortho & 6, 6,76 (1H,
d, J=80, H-5) 6,63 (1H, d, J = 8,0, H-6) cho thay chat ndy cd chia vong
thom bi thé & C-1, C-3 vaC-4. Ngoai ra, hai singlet ¢ 8 6,22 (1H, s, H-5') va
6,66 (1H, s, H-2') cho biét vong B bi thé ¢ bonvi tri C-1', C-3, C-4 vaC-6'.
Két hop céc dix liéu phd cho thay hop chat ndy c6 nhiing dir liéu phd dac
trung cualop chét lignan cd vong thom gén tai C-7.

Vi tri chinh x&c caa c&c nhém hydroxyl methylene, methoxy dugc
x&c dinh qua tuong téc & phdé HMBC. Duavao sy twong tac manh caa H-
7'véi C-9'; H-8 véi C-9 vaH-7 véi C-9; H-8 voi C-9 cho thay cd mot
nhém hydroxyl methylene gan vao C-8'; nhdm thi hai gan véi C-8. Hai
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nhém methoxy dugc xac dinh & vi tri C-3 va C-3' dua trén su tuong tac
proton caa nhém methoxy véi C-3 va C-3'. Bén canh day, c6 thé khing
dinh vong A gan vai vong C tai C-7 thong qua tuong tac cua H-2 véi C-
7: H-6 v6i C-7. (Hinh 4.1).

Hinh 4.1. Mét s6 twong tac chinh trong phé HMBC cua chdt PK7

Céu hinh tuong dbi cua céc trung tam bét dbi (C*) duoc xéc dinh
dua vao hang sd tuong téc trong phd *H-NMR va dir liéu phd NOESY.
Tuong téc cia H-7'b/H,-9" va H-8/ Hx-9' trén phd NOESY cho thiy
nhém hydroxyl methyl & C-8' ¢6 ciu hinh b. Tuong téc cua H-7/ H-8
ciing cho thidy nhan thom gan véi C-7 ¢ cau hinh b. Diéu ndy duoc
khang dinh thém qua dé chuyén dich khéac nhau caa C-7 (Ddc -1,67 ppm)
S0 véi ciu hinh a cua ddng phan PK 7a (Bdng 4.2). Bén canh tuong téc
H-2/H-8 & phé NOESY thi tin hiéu doublet cua H-7 (dy 3,79 d) va H-8
(dy 1,79 tt) trén phd *H-NMR cho cuing mot hing s twong tac [on (J =
11 Hz ), cho thay hai proton ndy ¢ khéc phiadéi véi nhau, vakhing dinh
dugc nhém methylene ¢ C-8 ¢6 ciu hinh a.
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OH OH
Hinh 4.2. Mét s tuong tac chinh Hinh 4.3. Chat bursdlignan
trong phé NOESY cua chat PK7 (PK7a)
Dit liéu phd coa chit PK7 hoadn toan phu hop véi phd cua



