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Tém tit - Trong bai bao nay, 5 hop chét tw nhién thudc khung
cassain diterpenoid [a erythrofordin A (1), erythrofordin B (2),
erythrofordin C (3), pseudo-erythrosuamin (4) va erythrofordin U
(5) woc phan lap tir 14 cay lim xanh Erythrophleum fordii Oliver
thu hai & Quang Nam. Céu tric hda hoc cla céac hop chat dwoc
xac dinh bang viéc két hdp cac phwong phap phé cdng hwéng tir
hat nhan NMR, phd khéi MS va so sanh véi tai liéu tham khéo. Cac
hcrp chat (1- 5) dwoc thir nghlem hoat tinh khang viém trén mo hinh
trc ché sw san sinh NO trong té bao RAW264.7 bj kich thich bdi
lipopolysaccharides LPS. Erythrofordln B (2) trc ché sty san sinh
NO manh nhét $0 VO cac chat khac voi gia tri ICSO la 12,5
1,8 pM. Khi tang ndng do erythrofordin B (2) ttr 0 @én 50 UM, biéu
hién protein clia hai enzyme iNOS va COX-2 da gidm dan trong
cacté bao bi kich thich bdi LPS. Két qua cho thay, erythrofordln B
(2) co thé rc ché sw san sinh NO trong qua trinh viém clia t& bao.

Tir khéa - Cay Lim xanh; hoat tinh khang viém; Caesalpinioideae;
Cassaine diterpenoid; sw san sinh NO

1. Pit van dé

Cay lim xanh (Erythrophleum fordii Oliver) 1a mét loai
thure vét thude phén ho Vang (Caesalpinioideae) trong ho
D4u (Fabaceae, hoic Leguminosae) {1]. Day la cay g8 1én,
cao trén 30 m, thin cay théng, vo mau niu c6 nhiéu ndt sin
méu ndu nhat. V& mit sinh thai, lim xanh moc cham, 14 cay
wra sang nhung lai chju béng khi con nho. Lim xanh moc
trén dat sét hoic sét pha sdu day, khi hau nhiét d6i mua
mua, cdy c6 kha nang t4i sinh hat va chdi tét. Lim xanh
phan bd chu yéu & Viét Nam, Dai Loan va Trung Qudc.
Lim duge sir dung 1am gb quy, 1am béng mat, nghién ciru
khoa hoc, v6 chira nhiéu chét chat ding dé nhudm. G§ lim
mét trong bén loai gb tir thlet clia Viét Nam (Dinh, Lim,
Sén, T4u). G6 lim 12 loai gb cung, chiic, nang, khong bj mbi
mot, ¢6 mau hoi nau dén nau thim, cé kha nang chiu luc
t6t [1, 2).

V& mat thanh ph'c‘”m héa hoc, lim xanh la nguén thure vt
chira nhiéu hop chét diterpenoid, triterpenoid, steroid va
alkaloid cé khung d1terpen01d amide [3-6]. Cac diterpenoid
amide trong v6 cdy r4t nhiéu va dao dong trong khoang 0,2
va 1% khéi lugng khé. Cay lim xanh 1a mét thuc vét c6
ddng thoi ca dugc tinh tdt cling nhur dc hai. Trong y hoc
cb truyén Trung Quéc, vi thubc nay dugc sir dung cho thic
dAy luu théng mau. Gan day, céc nghién ciru khoa hoc méi
nhét cho thdy, lim xanh chita alkaloid dang khung cassaine
diterpenoid amide, triterpenoid, steroid véi cac hoat tinh
sinh hoc phong phii nhu khé néng gay doc té bao ung thur,
chéng oxy héa, chéng viém, kién tao mach mau [4-7].
Khung hop chit cassaine diterpenoid duge nhiéu nghién
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citu khoa hoc quan tdm hién nay vi cé nhiéu tac dung dugc
Iy nhu chéng khéi u, chéng sbt rét, chdng viém, chéng
virus, diét khudn va chéng trypanosomal. Cassaine
diterpenoid cfing 12 mét chii d& phd bién 1 mét chi dé néng
trong nhitng hop chét tir nhién c6 kha ning tmg dung dé hd
tro didu trj va chita bénh tir nhidu nam gin day. Trudc day,
nh6m nghién ciru céia chiing t6i da phan I4p ra nhiéu hop
chét c6 khung mono cassaine diterpenoid amide tir vo cy
lim xanh thu hdi & Quang Nam [7]. Cac chét dang mono
cassaine diterpenoid nay cho thy cé kha nang anh huéng
1én sy hinh thanh éng ndi mo trén matrigel va cé téc dung
trc ché manh sy hinh thanh cu triic mao mach giéng nhu
céc té bao ndi mé mach rén ngudi (HUVECS) [7]. Thém
vao d6, theo phuong phép thir hoat tinh gdy ddc té bio ung
the din dudng ching t6i ciing phan 1ap dugc cic
diterpenoid-diterpenoid dimer amide la erythrophlesin H
va erythrophlesin I [8]. Dit liéu pho cong huong tir hat nhén
NMR chi ra rang, ching bao gbm céc cdu trac dimer dbi
ximg qua mdt lién két ester giira hai diterpenoids cassaine.
Thir nghiém chéng lai sy sinh trudng té bao ung thr tién
liét tuyén PC-3 cho thdy hop chét erythrophlesin H ¢6 téc
dung gy doc té bao manh dbi voi dong t& bao ung thur
tuyén tién liét, hop chét nay giy nén sy chét ciia té bao PC-
3 theo 14p trinh sin (apoptosis) [8]. Tuy nhién, viéc nghién
ctiu thanh phén héa hoc va hoat tinh sinh hoc tir 14 cay lim
xanh con nhiéu han ché. Do d6, trong nghién ctru khoa hoc
ndy, nhém tac gia tién hanh nghién ctru chiét xuét va thir
nghiém hoat tinh trc khang viém ciia cc hop chét tir 1a cay
lim xanh thu hai & Quang Nam.
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2. Thue nghiém
2.1. Nguyén liéu

L4 lim xanh dugc thu hai tai x& Tién Phudc, Quang
Nam vao thang 10 nim 2017. Mau thuc vét dwoc PGS TS.
Pham Thanh Huyén, Khoa tai nguyén, Vién Duoc liéu
trung wong, gidm dinh tén khoa hoc. Mau tiéu ban (TMH-
30-2017) dugc luu trit tai phong thi nghiém Sinh Dugc hoc,
Khoa Khoa hoc Y Sinh, Vién Nghién citu va Dao tao Viét
Anh, Pai hoc Pa Ning.
2.2. Hda chit va thiét bi

D¢ quay cuc (optical rotation) dugc do bing may
JASCO DIP 370 digital polarimeter. D$ hép thu tir ngoai
(ultraviolet) dugc do bing may Thermo spectrometer. Phd
cong hudng tir hat nhan 1D- va 2D-NMR dugc do bing
mdy Varian Unity Inova 400 MHz spectrometer véi chét
n6i chudn 1a TMS, d6 dich chuyén hoa hoc duoc ghi 6 don
vi & ppm. Khéi lwong phan tir (MS) ciia cac hop chét duge
do bang may JEOL JMS-AX 300L spectrometer. Silica gel
sir dung trong tach chiét 1a loai Merck ¢& hat 63-200 pm
vé RP-18 loai Merck c& 75 um. Ban moéng TLC ciing sir
dung ciia c6ng ty Merck loai s6 60 Fass va RP-18 Fass. May
diéu ché 12 loai séc ky 16ng cao 4p HPLC cua hing Gilson
Trilution System véi ddu do UV detector (UV/VIS - 156),
loai ¢t YMC-Pack ODS-A ¢& 250 x 20 mm, 5 pm, cla
cong ty YMC Co. Ltd., (Nhét Ban). Dung méi sir dung cho
chay cot dugc cung cdp bdi cong ty Samchun Co. Ltd.,
(Han Quéc), dung médi ding cho HPLC mua tir cong ty
Burdick & Jackson (M¥).
2.3. Chiét xudt va phén lgp cdc hop chit

L4 lim xanh khi thu hai v& dugc phoi khé trong béng
ram (5,0 kg), xay nho va chiét néng hdi Iuu véi cdn ethanol
70% (3,0 L x 3 l4n). Dung dich chiét sau d6 dwoc cét loai
dung méi duéi ap suat am thu dwoc 280,5 g can chiét con
70%. Can chiét nay dugc hoa tan véi nude 3,0 L) rdi chiét
phan doan 14n luot véi n-hexane, methylene dichloride, va
ethyl acetate thu dwoc cac can chiét n-hexane (26,5 2),
methylene dichloride (CH:Cl,, 16,4 g), ethyl acetate
(EtOAc, 107,6 g) va phin nuéc con lai. Theo két qua
nghién ctru diéu tra hoat tinh trc ché NO trén mé hinh té
bao dai thuc bdo RAW 246.7, phan doan CH.Cl, da cho
théy kha ning tc ché sy san sinh NO manh véi IC50 Ia
112 pg/mL. Do d6, phan doan CH,Cl; dugc sir dung dé
nghién ciu thanh phén héa hoc. Tién hanh sic ky can
CHxCl, trén cdt silica gel va rira giai véi hé dung moi
n-hexane : EtOAc tuyén tinh 50:1 — 1:1 (v: v) thu duge
32 phén doan (C-1 — C-32) dua theo phén tich két qua trén
mau TLC. Phan doan C-8 (0.65 g) duge chay sic ky qua
ct silica gel v6i hé dung méi n-hexane:EtOAc (20:1, 10:1
v:v) thu duge hop chét s (1) (12,5 mg) va (2) (10,3 mg).
Phén doan C-15 (0,47 g) dugc chay sdc ky trén c6t silica
gel v6i hé dung moi rira giai n-hexane:EtOAc (10:1 — 8:1,
v/v) thu dugce hop chit s6 (3) (15,6 mg). Tién hanh sic ky
cén phan doan C-20 (1,6 g) trén cot silica gel va rira giai
v6i hé dung méi n-hexane : acetone tuyén tinh (30:1 — 1:1,
viv), sau d6 st dung hé dung méi n-hexane:acetone
(20:1 — 10:1, v:v) thu dugc 12 phan doan nho (C-21-1 —
C20-12) dya theo phén tich ket qua trén miu TLC. Phén
doan C-21-3 dugc tiép tuc sic ky qua cot silica gel vi hé
dung mbi n-hexane : acetone (10:1, v:v) thu duqc hop chét

s6 (4) (46 mg). Tir phan doan C-21-6 sau khi ling dong
trong hé dung méi n-hexane : acetone (10:1) thu dugc hop
chit s6 (5) (10 2 mg).

Chit sb (1) (Erythrofordin A): Chét b6t v6 dinh hinh
mau tring; [a]?*p +30° (¢ 0,25, MeOH); mp 138—139°C;
FAB-MS m/z 395,2 [M+H]".

'H-NMR (CDCl3, 400 MHz): 6 5,75 (1H, d,J = 1,5 Hz,
H-15), 3,98 (1H, d, ] = 10,0 Hz, H-7), 3,78 (3H, s, H-21),
3,50 (1H, dd, J = 11,5, 4,2 Hz, H-3), 2,80 (1H, m, H-14),
2,40 (1H, s, H-5), 2,65 (1H, m, H-12a), 2,30 (1H, m,
H-2a), 2,15 (1H, m, H-12b), 2,07 (1H, m, H-10), 2,30 (1H,
m, H-11a), 1,95 (1H, m, H-6), 1,92 (1H, m, H-2b), 1,80
(1H, m, H-11b), 1,65 (1H, m, H-1a), 1,86 (1 H, m, H-8),
1,60 (1H, m, H-9), 1,52 (1 H, m, H-2b), 1,46 (14, m,
H-1b), 1,30 BH, s, H-19), 1,15 (3H, d, J = 8,0 Hz, H-17),
0,72 (3H, s, H-20).

I3C-NMR (CDCls, 100 MHz): § 208,5 (C-6), 174,3
(C-18), 170,4 (C-16), 163,0 (C-13), 112,7 (C-15), 78,5
(C-3), 75,1 (C-7), 64,0 (C-5), 50,7 (C-21), 51,5 (C-8),
482 (C-4), 45,6 (C-9), 45,3 (C-10), 40,0 (C-14), 37,1
(C-1), 24,0 (C-11), 25,6 (C-2), 25,3 (C-19), 20,1 (C-12),
14,0 (C-20), 14,8 (C-17).

Chat s6 (2) (Erythrofordin B): Chéat bt vé dinh hinh
mau tring; [o]®p +40° (¢ 0,2, MeOH); EI-MS m/z
437,2 [M+HJ".

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): 6 5,80 (1H, s, H-15), 3,95
(1H, d, ] = 9,4 Hz, H-7), 3,70 (3H, s, H-21), 3,55 (1H, dd,
J=11,0, 4,2 Hz, H-3), 2,75 (1H, m, H-14), 2,63 (1H, s,
H-5), 2,40 (1H, td, J = 13,0, 3,6 Hz, H-12a), 2,20 (1H, m,
H-2b), 2,16 (1H, m, H-12b), 1,90 (3H, s, H-23), 1,94 (1H,
m, H-11), 1,82 (1H, m, H-1b), 1,70 (1H, m, H-8), 1,78 (1H,
m, H-11), 1,68 (1H, m, H-9), 1,50 (1H, dd, J = 13,2, 3,0
Hz, H-2a), 1,27 (1H, m, H-1a), 1,30 (3H, s, H-19), 1,10
(3H, d, ] = 7,0 Hz, H-17), 0,86 (3 H, s, H-20).

BC.NMR (CDCl;, 100 MHz): § 210,6 (C-6), 177,5
(C-22), 175,8 (C-18), 171,2 (C-16), 164,3 (C-13), 115,9
(C-15), 78,4 (C-3), 77,2 (C-7), 65,3 (C-5), 51,9 (C-21),
51,3 (C-8), 47,6 (C-9), 46,6 (C-4), 43,4 (C-10), 37,8 (C-1),
32,9 (C-12), 32,4 (C-14), 28,1 (C-11), 28,0 (C-2), 26,2
(C-19), 22,5 (C-23), 14,9 (C-20), 13,3 (C-17).

Chét s6 (3) (Erythrofordin C): Chét bot v6 dinh hinh
mau tring; [a]*p +150,2 (¢ 0,15, MeOH); EI-MS m/z
3952 [M + H]*.

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): 6 5,75 (1H, brs, H-15),
4,52 (1H, dd, J = 12,0, 1,2 Hz, H-6), 3,75 (3H, s, H-21),
3,50 (1H, dd, J = 12,2, 4,0 Hz, H-3), 2,87 (1 H, s, m,
H-14),2,47 (1 H,d, ] = 14,3 Hz, H-8), 2,45 (1H, d, ] = 10,0
Hz, H-12a), 2,10 (1H, m, H-2b), 2,05 (1 H, m, H-12b), 1,90
(1 H, m, H-1a), 1,92 (2H, m, H-2a, H-11b), 1,70 (1H, m,
H-11a), 1,68 (1H, dd, J = 12,0, 3,5 Hz, H-9), 1,58 (3H, s,
H-18), 1,42 (1H, d, J = 12,5 Hz, H-5), 1,30 (1H, m, H-1b),
1,05 (3H, d, J = 6,4 Hz, H-17), 0,95 (3H, s, H-20).

13C-NMR (CDCls, 100 MHz): § 210,5 (C-7), 178,5
(C-18), 175,7 (C-16), 150,5 (C-13), 122,8 (C-15), 79,0
(C-3), 76,3 (C-6), 59,5 (C-5), 52,0 (C-8), 50,8 (C-4), 50,9
(C-21), 47,0 (C-9), 41,5 (C-14), 37,6 (C-1), 37.7 (C-10),
28,0 (C-11), 28,5 (C-2), 26,8 (C-19), 25,0 (C-12), 14,3
(C-17), 14,5 (C-20).
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Chét sb (4) (Pseudo-erythrosuamin): Dang bdt vé dinh
hinh mau vang nhat; [«]**p -30,5 (¢ 0,20, MeOH); ESI-MS
m/z: 431,2, [M+Na]*.

TH-NMR (CDCls, 400 MHz): § 5,76 (1H, brs, H-15),
4,52 (1H, dd, J = 12,0, 1,2 Hz, H-6), 3,70 (3H, s, H-21),
3,60 (3H, s, H-22), 3,75 (1H, m, H-12a), 3,25 (1H, dd,
J=122,4,0 Hz, H-3), 2,95 (1H, s, m, H-14), 2,80 (1H, m,
H-8), 2,15 (1H, m, H-2a), 2,10 (1H, m, H-11a), 2,05 (1 H,
m, H-12b), 1,95 (1H, m, H-1a), 1,78 (1H, m, H-2b), 1,30
(1H, m, H-11b), 1,70 (1H, dd, J = 12,0, 3,5 Hz, H-9), 1,65
(3H, s, H-19), 1,40 (1H, d, J = 12,0 Hz, H-5), 1,30 (1H, m,
H-1b), 1,15 (3H, d, J = 6,4 Hz, H-17), 0,90 (3H, s, H-20).

13C-NMR (CDCls, 100 MHz): § 210,8 (C-7), 177,5
(C-19), 170,2 (C-16), 165,5 (C-13), 115,0 (C-15), 79,0
(C-3), 76,8 (C-6), 59,0 (C-5), 52,1 (C-8), 50,2 (C-4), 51,0
(C-21), 47,3 (C-9), 41,2 (C-14), 37,8 (C-1), 37,8 (C-10),
28,5 (C-11), 28,6 (C-2), 177,8 (C-19), 24,0 (C-12), 15,0
(C-17), 14,2 (C-20).

Chét sé (5) (Erythrofordin U): Dang diu kh6ng méu.
[a]*p +20,5 (¢ 0.15, CHCI5).

TH-NMR (CDCls, 400 MHz): 6 1,70 (1H, m, H-1a),
1,08 (1H, m, H-1b), 1,65 (1H, m, H-2a), 1,42 (1H, m,
H-2b), 2,80 (1H, m, H-3a), 1,20 (1H, m, H-3b), 1,40 (1H,
d, J= 12,0 Hz, H-5), 4,60 (1H, d, J = 12,0 Hz, H-6), 2,62
(1H, m, H-8), 1,80 (1H, m, H-9), 2,30 (1H, m, H-11a),2,12
(1H, m, H-11b), 5,50 (1H, t, J = 3,5 Hz, H-12), 2,70 (1H,
m, H-14), 3,05 (1H, d, J = 15,0 Hz, H-15a), 3,15 (1H, d,
J = 15,0 Hz, H-15b), 0,90 (3H, d, ] = 7,0 Hz, H-17), 1,45
(3H, s, H-19), 0,95 (3H, s, H-20), 3,65 (3H, s, H-21), 3,75
(3H, s, H-22).

13C.NMR (CDCls, 100 MHz): 6 38,5 (C-1), 20,5 (C-2),
40,5 (C-3), 45,0 (C-4), 59,0 (C-5), 78,2 (C-6), 210,5 (C-7),
48,5 (C-8), 45,0 (C-9), 35,0 (C-10), 25,2 (C-11), 125,0
(C-12), 135,8 (C-13), 32,0 (C-14), 41,6 (C-15), 175,6
(C-16), 14,5 (C-17), 30,0 (C-18), 178,6 (C-18), 14,0
(C-20), 52,5 (C-21), 52,8 (C-22).

2.4. Thiv nghiém ddnh gid hoat tinh khdng viém

S xé4c dinh ndng d6 NO dua trén su chuyén dbi nitrat
thanh nitrite béng enzym nitrate reductase. Phan (mg duoc
thuc hién khi do chit mau nitrite, mt san phim phan tmg
Griess. Phan (g Griess dua trén phan (mg diazot héa NO»-
tao ra mot tdc nhan nitrat hoa va phan Gng véi axit
sulfanilic dé tao ra ion diazonium. Sau d6, ion nay két hgp
véi ethylenediamine N-(1-naphthyl) d& tao ra dén xuét azo
nhiém séc thé hip thu 4nh séng & budc séng trong khoang
540 - 570 nm. Dong té bao khang viém macrophage
RAW264.7 (ATCC, Rockville, MD, M¥) dugc nudi trén
dia petri trong méi truong nudi cdy Dulbecco’s Modified
Eagle Medium — DMEM (Sigma, St. Louis, MO, M§) véi

10% FBS (fetal bovine serum, Sigma, M), 100 don vi/mL
penicillin, 100 pg/mL streptomycin trong tu 4m (5% CO»)
& nhlet do 37°C. Té bao duorc tach ra khoi bé mat dia nudi
cAy va tién hanh ly tm véi tbc do 1000 vong trong 3 phiit.
Loai bo méi truorng gii lai phan cén c6 chira té bao, thém
vao 10 mL mdi truong DMEM-FBS 10% sau d6 tién hanh
dém so lugng té bao va pha loédng té bao trong moi trucmg
nudi ciy dén mat do thich horp Nong d6 ciia NO trong méi
trrong nudi cdy dugc dénh gia dua trén phan tmg ctia NO

v6i thude thir Griess. 100 pL dich méi trudng nudi chy
durgc pha trén v6i 100 L hdn hop dbng thé tich cia thudc
thir Griess (1% sulfanilamide pha trong 5% axit phosphoric
va 0,1% naphthylethylenediamin dihydrochlorid pha trong
nuéce). Hon hop sau pha trén duge o trong 10 phut & nhiét
d6 phong dudi didu kién tranh 4nh sang. Tlen héanh do budc
song hip thu tai 540 nm bang may doc 96 gleng vé xéc dinh
phén tram ndng d6 trc ché va ndng d0 trc ché ICso theo cong
thirc bén dudi. Natri nitrit dugc sir dung dé xdy dung dudng
chuén ctia NO dya trén nhiéu ndng d6 khac nhau (0; 12,5;
25,0; 50,0; va 100,0) va tién hanh do d6 hip thu quang &
cing budc séng 540 nm.

Nong d6 trc ché (%) ={1 - (B — C)/(A — C)] x 100

Trong d6, A: LPS (+), méu thir (-); B: LPS (+), méu
thir (+); C: LPS (=), miu thir (-).

- Danh gia ndng dd cia protein iNOS va COX-2 bang
phuong phap Western blot: Té bao RAW264.7 dugc ria
v&i PBS, i va ly gidi véi dung dich dém [10% glycerol, 1%
Triton X-100, 1 mM Na3;PO4, | mM EGTA, 10 mM NaF,
I mM NasP.07, 20 mM dém Tris (pH 7,9), 100 mM
B- glycerophosphat 137 mM NaCl, 5 mM EDTA] trong da
khoang 1 gid. Sau d6 ly tdm véi tdc d6 12000 vong trong
30 phut & 4 °C va rira protein nhiéu 1in v6i PBS. Sau d6
hoa tan protein trong PBS lanh chuén bi cho dién di gel.
Tién hanh nap 20 - 30 pg proteln phén tach céc protein
bing phwong phap dién di gel v6i 10% SDS-PAGE. Két
thiic quéa trinh dién di, chuyén céc protein téch dugc trén
gel sang mang polyvinyliden difluorid. Sau khi chuyen tir
gel sang mang, cac protein trén mang duoc bét hoat v&i 5%
skim milk ¢ nhiét d§ phong trong dung dich Tris-buffer
salin—Tween (TBST; 20 mM Tris, 500 mM NaCl, pH 7,5,
0,1% Tween 20). Mang sau d6 dwoc i v6i khang thé don
dong (monoclonal antibody) anti-iINOS hodc anti-COX2
(tylé pha lodng 1:1000) trong 5% sita bt khong béo/TBST
trong 2 git & nhigt d0 phong. Mang sau khi  véi khang thé
dugc rira 3 1an v6i TBST & nhiét d0 phong va i tiép voi
khéang thé thir cép IgG (antimouse IgG secondary antibody,
Sigma, St. Louis, MO, M¥) véi ty 1€ pha lodng 1:2000
trong 2,5% sira b6t khong béo/TBST trong 1 gid & nhiét 46
phong. Mang chira protein tiép tuc duoc rira 3 lan véi
TBST va céc phan tmg protein mién dich dugc phat hién
béng céc phan tmg quang héa (chemiluminescence—ECL,
Amersham International PLC, Buckinghamshire, Anh) sir
dung hyperfilm va cac thudc thr quang héa. Két qua
Western blot duogc dinh lugng bing cach do twong quan
mét d6 quang so véi miu d6i chimg bing phin mém
Fujifilm Image Reader Las-4000 (FujiFilm Corp., Tokyo,
Nhat Ban).

3. Két qua va thio ludn
3.1. Cdu tric ciia cdc hop chit héa hoc phin Iip dwgc

Hop chit sb (1) thu dwoc duéi dang b6t mau tréng, c6
d6 néng chay 14 139-140°C. Phd khéi FAB-MS ciia (1) thé
hién dinh ion gia phén tir tai m/z 395,2, dinh nay phu hop
v6i cong thirc phén tir C2;H3007. Phd THNMR v4 *C NMR
cho thiy day 12 mot hop chét c6 dic trung dang diterpenoid
khung cassaine v&i nhém B-carbomethoxy tai C-4 [3, 6].
Céc tin hiéu phd trén tring khép v6i hop chét chinh c6
khung cassain diterpenoid & cdy lim xanh c6 tén la
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erythrophordin A dua theo sy so sanh v6i théng tin tir cac
cdng bo khoa hoc tride [3]. Do dd, cau truc cha (1) dd duoc
xéc dinh 14 erythrofordin A.

Hinh 1. Cdu triic héa hoc ctia cde hop chdt (1-3)

Hop chat s6 (2) duge phan lép dudi dang bt vo dinh
hinh mau tréng, c6 d6 truyén quang +40° (¢ 0,2, MeOH).
Céng thirc phén tir cia 2 dugc xé4c dinh 14 Cy3H320s theo
tinh toédn tir mot miii ion phén tir dugc proton héa & m/z
437,2 [M+H]" trong phd khdi FAB-MS. So sanh ciia phd
TH va BC NMR cuia (2) voi pho cla horp cht erythrofordin
A (1) cho thiy hai hop chét nay c6 cdu tric tuong tir voi
nhau. Tuy nhién hai hop chét c6 sur khac biét, do 1a sur xuét
hién thém mdt nhém acetoxy tai § 1,90 (3H, s, H-23) va
6¢177,5 (C-22), va 22,5 (C-23) trong chu truc cia hop chéit
(2). Tir dix liéu phd trén cing V6i sur so sénh dir liéu phd tir
céc cong bd khoa hoc truée, cdu truc cia (2) da duge xac
dinh 14 erythrofordin B (2), hop chét nay da dugc chiét ra
tir lim xanh thu héi & Trung Quéc [3].

Hop chét s6 (3) thu duoc dudi dang bot vo dinh hinh
khoéng mau va c6 cong thic phin tir C21H3007 dugc dua
theo pho khdi FAB-MS. Céc tin hiéu phé cho thiy, gidng
nhu chit (1) va (2), hcrp chét (3) ciing 14 mot diterpenoid
¢6 khung cassaine v6i nhém B-carbomethoxy tai vi tri C-4
[3, 6]. So véi chit s (1) va (2), tin hiéu proton H-5 cuia hop
chét sb (3) dugc dich chuyén 1én trén & 1,42 (1H, d,
J = 12,5 Hz) va dugc ghép véi proton & 6 4,52 (1H, dd,
J =12,0, 1,2 Hz, H-6). Do d6, nhém hydroxyl dugc chi
dinh tai C-6 va nhém carbony! d& dich chuyén sang vj tri
C-7, vi tri ndy con goi 1a 6a-hydroxy- -7-keto. Déng thi, so
sanh v6i cong bd khoa hoc trurée déy, cu tric cia 3 da
dugc xéc dinh 1a erythrofordin C [3].

Hop chét 4 thu dugc dudi dang bdt vo dinh hinh mau
vang nhat. Dit liéu phd ESI-MS ctia 4 cho thdy c6 mét dinh
ion gia phén tr & m/z 431,2 [M+Na]* dugc x4c dinh 1a cong
thirc phén tr C22H3,07. Tuong ty nhu 1, hop chit 4 ciing
cho thiy tin hiéu carbon va proton dgc trung cho nhém
-carbomethoxy tai C-4. Hon nita, bang chimg trén phé 'H
va BC cia 4 cho thiy c6 mot nhém 6a-hydroxy-7-keto
gibng nhu & ciu triic 3. Do d6, cAu triic cua 4 1a pseudo-
erythrosuamin [9].

Hop chét s6 5 thu duoc dudi dang diu khong mau. Phd
EI-MS ctia 5 ¢6 mét dinh ion phan tir xuét hién & m/z 392,2
[M] * goi y cho cong thirc phan tir clia 5 14 C22H3206. Phd
'H va 1*C NMR ctia 5 cho thy c6 ba tin hiéu carbonyl & &
210,5(C-7), 178,6 (C-18) va 175,6 (C-16), mdt cip cacbon
olefinic & 6 125,0 (C-12), 135,8 (C-13), mét oxymethine &

6 78,2 (C-6) va mft exocyclic carbon metylen & & 41,6
(C-15). Céu triic cia 5 dugc so sénh véi tai liéu khoa hoc
cong bo tir trude c6 tén la erythrofordin U [10]. Cau triic
ctia céc hop chat nay duge trinh bay tai Hinh 1.
3.2. Hoat tinh khdng viém ciia cdc hop chit héa hoc
Bing 1. Két qua tic ché khad nang san sinh NO tit t6 bao RAW264.7
Gia trj (rc ché 50%
ICso value (M)

Phan doan/Hop chét

n-hexane? > 300 pg/mL
CH:Cl, 112,6 £ 15,7 pg/mL
EtOAc 248,5 + 14,2 pg/mL
1 23,5+ 1,6
2 125+ 1.8
3 46,5 +3,7
4 45028
5 > 100
Celastrol® 1,0£0,1

Y Gig tri néng dé ke ché 50% (ICso yM) khi so sanh véi 16 déi
chimg, Y Gid tri ke ché cia dich chiét do ¢ néng do ug/mlL.
9 Chdt déi ching duong. S.D n = 3.

Pé kiém tra tac dung gdy dc té bao clia cic horp chét
(1-5) 1&n cé4c té bao RAW 264.7, chiing t6i d dénh gid bang
céach str dung phuong phéap MTT (3- (4,5-dimethylthiazol-

2-yl) -2,5-diphenyltetrazolium bromide ) trén cic nhém té
bao c6 mit LPS va khéng co LPS. Két qua cho thay, cac
hop chét (1-5) khong ¢6 anh hudng dén kha néng song cua
té bao trong c4c nhém té bao ngay ¢a & ndng d6 cao 1a 100
1M sau 24 gir 4. D& kiém tra hoat dong trc ché san sinh
NO, cac té bao RAW 264.7 dugc xir ly bing céc hop chét
phén I4p véi dai ndng d6 0-100 uM va mirc d6 san sinh NO
sau khi bi gy viém boi LPS dugc xdc dinh béng nbng do
nitrite ¢ trong chit ndi trén bé mt thu duoc khi nudi cdy
té bao. Theo ket qua trong Bang 1, chit sb (5) cho thdy c6
tac dung rét yeu khi trc ché san xuét NO véi gia tri 16n hon
100 pM. Chét nay durge xem 1a khoéng c6 téc dung,. Trong
khi d6, cac hop chét (3) va (4) tic ché sur san sinh NO véi
glatrl ICso trong Ung la 46,5 + 3,7, 45,0 + 2,8 uM. Hop
chit (1) c6 gia tri I1Cs01223,5 + 1,6 uM, tuy nhién, hop chét
(2) c6 gia tri (tc ché manh nhét so v&i cac cht khac véi gia
tri ICs0 12 12,5 + 1,8 puM. Trong thi nghiém nay, celastrol,
mot chét chuyén héa thir cép tu nhién dugce sir dung lam
dbi chimg duorng, chat nay trc ché san phdm NO do LPS
géy ra voi gia trj ICsola 1,0 uM.

Hop chét (2) cho théy, c6 tac dung trc ché manh dbi véi
viéc san sinh NO do LPS tao ra trong cic té bao RAW
264.7 khi bj gay viém. Do d6, chiing t6i Iua chon chét (2)
dé thir nghiém kiém soét tac dung trc ché 1én cic enzyme
cam img nitric oxide synthase (iNOS) va cyclooxygenase-
2 (COX-2). iNOS la mét trong ba enzyme chinh tao ra oxit
nitric (NO) tir axit amin L-arginine. NO c6 ngubn gbc tir
INOS dong vai trd quan trong trong nhiéu biéu hién sinh ly
bénh nhu diéu hoa huyét 4p, gdy viém, nhidm tring, va gy
ra cac bénh 4c tinh. iNOS d durgc nghién ciru 14 diém danh
dAu va 1a muyc tiéu trj lidu trong nhing bénh trén, dic biét
12 viém. Trong khi d6, COX-2 1a enzyme chiu trach nhiém
san xuét cac chit trung gian gy viém la prostaglandins
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(PG) va cac chét chuyén hoa clia chiing nhu PGE2, PGF2a
va PGD2. Ndng d6 protein ciia ca hai enzyme iNOS va
COX-2 khéng dugc phat hién trong c4c té bao RAW 264.7
khi khong dugc kich thich véi LPS. Tuy nhién, khi té bao
bi kich thich viém bdi LPS, céc cytokine nay dugc diéu
chinh téng r6 rét vé mirc dd protein (Hinh 2). Dang chu y,
khi tang nong d6 hop chét sb (2) tir 0 dén 50 uM, ndng do
protein ctia c& hai enzyme iNOS va COX-2 dd bi giam dén
trong cac te bao bi kich thich bai LPS. Diéu nay cho thiy,
hop chit s6 (2) da co tac dung irc ché su biéu hién cac
enzyme gdy viém theo ndng d6. P& kiém chimg, trong thoi

gian 1, biéu hién ciia protein alpha-tubulin khéng thay di.
0 10 25 50  Erythrofordin B (uM)
LPS (1 pg/mL)

< iNOS

+ - +

+

< COX-2

< Tubulin

Hinh 2. Sy tre ché biéu hién protein iNOS do LPS trong
cdc té bao RAW264.7 cua erythrofordin B (2)

Céc t& bao RAW?264.7 duoc xir 1y truée 30 phut véi
erythrofordin B (2) (0-50 pM) sau d6 duoc kich thich bang
LPS (1 pg/mL) trong 24 gig. Céc protein dugc dinh vi bang
cac khang thé duogc chi dinh dic hiéu. Mirc 46 biéu hién ctia
a-tubulin dugc sir dung 1am kiém chimg. Céc biéu hién ciia
iNOS va COX-2 durgc xac dinh bang phan tich immunoblot
phat hién protein bang dién di trén gel SDS-PAGE.

4, Két luan

Tir phén doan methylene dichloride chiét xut tir 14 cdy
lim xanh E. fordii Oliver thu hai & Quang Nam, 5 hop cht
thudc khung cassain diterpenoid 13 erythrofordin A (1),
erythrofordin B (2), erythrofordin C (3), pseudo-
erythrosuamin (4) va erythrofordin U (5) d& dugc phan ldp,
cac hop chit nay ciing da dugc cong bd c6 trong 14 va ré
lim xanh ciia Trung Quéc. Két qua thir nghiém hoat tinh
khang viém trén md hinh trc ché sy san sinh NO trong, té
bdo RAW264.7 bi kich thich béi LPS cho thay,
erythrofordin B (2) irc ché NO manh nhét véi gid tri ICso la

12,5 + 1,8 uM. Khi tang ndng d6 hop erythrofordin B (2)
tir 0 dén 50 pM biéu hién protein ciia hai enzyme iNOS va
COX-2 da giam dan trong céc té bao bi kich thich boi LPS.

Két qua cho thy, hop chét erythrofordin B (2) c6 thé G
ché su san sinh NO trong qué trinh viém ciia t& bao.

Loi cAm on: Nghién ciru nay dwoc tai trg bdi Quy Phat
trién khoa hoc va cong nghé Quéc gia (Nafosted) trong dé
tai ma sb 104.01-2017.57.
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