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LỜI CAM ĐOAN 

 

Tôi xin cam đoan Luận án này là công trình khoa học của riêng tôi dưới 

sự hướng dẫn của TS. Đỗ Quyên và PGS. TS. Nguyễn Minh Chính. 

Các số liệu, kết quả được trình bày trong luận án là trung thực, khách 

quan và chưa từng được ai công bố trong bất kỳ công trình nào khác. 

 

 Tác giả thực hiện luận án 

 

 

 

Hoàng Việt Dũng 
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LỜI CẢM ƠN 

 

Trong quá trình thực hiện luận án, tôi đã nhận được rất nhiều sự giúp đỡ 

quý báu của các thầy cô, các nhà khoa học cùng đồng nghiệp và bạn bè công tác 

tại nhiều cơ quan và đơn vị khác nhau. 

Đầu tiên, tôi xin được gửi lời cảm ơn chân thành nhất đến TS. Đỗ Quyên 

và PGS. TS. Nguyễn Minh Chính, hai người thầy luôn tận tình hướng dẫn và 

tạo mọi điều kiện giúp đỡ tôi trong suốt quá trình thực hiện luận án này. 

Trong quá trình thực hiện luận án, tôi đã luôn nhận được sự phối hợp và 

giúp đỡ của các cá nhân ở nhiều cơ quan và đơn vị khác nhau. Tôi xin chân 

thành cảm ơn các thầy cô, các anh chị đồng nghiệp và bạn bè công tác tại Bộ 

môn Dược liệu và Bộ môn Thực vật - Trường Đại học Dược Hà Nội; Trung tâm 

Đào tạo - Nghiên cứu Dược - Học viện Quân y; Viện Hóa sinh biển, Viện Sinh 

thái và Tài nguyên Sinh vật - Viện Hàn lâm Khoa học và Công nghệ Việt Nam; 

Khoa Dược, Đại học Catholic, Daegu, Hàn Quốc. 

Tôi xin gửi lời cảm ơn đến Đảng ủy, Ban Giám hiệu, Phòng Đào tạo Sau 

Đại học - Trường Đại học Dược Hà Nội; Đảng ủy, Ban Giám đốc - Học viện 

Quân y cùng các bộ môn và phòng ban chức năng của hai cơ quan đã luôn tạo 

điều kiện thuận lợi cho tôi trong quá trình học tập và thực hiện luận án. 

Cuối cùng, tôi xin gửi lời cảm ơn tới gia đình, người thân và bạn bè, 

những người đã luôn ở bên, động viên và giúp đỡ tôi vượt qua những khó khăn 

trong quá trình học tập và nghiên cứu. 

 Xin trân trọng cảm ơn tất cả những giúp đỡ quý báu này! 

 

Hoàng Việt Dũng 
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ĐẶT VẤN ĐỀ 

 

 Nghiên cứu phát triển thuốc mới là một quá trình gian nan, tốn nhiều thời 

gian và chi phí bởi quá trình này phải trải qua nhiều giai đoạn. Mặc dù có nhiều 

hướng tiếp cận vấn đề nghiên cứu khác nhau nhưng quá trình nghiên cứu thường 

được bắt đầu với việc đánh giá hoạt tính của một lượng lớn các mẫu dược liệu 

hoặc hợp chất. Giai đoạn này mang tính định hướng và được gọi là giai đoạn 

nghiên cứu sàng lọc. Ở giai đoạn này, phương pháp thử in vitro được ưu tiên sử 

dụng bởi có ưu điểm là tiến hành đồng thời nhiều mẫu, lượng mẫu cần cho thử 

nghiệm ít, cho kết quả nhanh và chi phí thấp. Mặc dù vậy, để có thể xây dựng 

được một phương pháp thử in vitro thì đích phân tử của bệnh (thụ thể, enzym, 

protein) phải được xác định.  

 Acetylcholinesterase (AChE) là enzym có mặt ở khe synap của hệ thần 

kinh trung ương và có vai trò duy trì sự ổn định nồng độ của chất dẫn truyền 

thần kinh acetylcholin [10]. Với việc Whitehouse lần đầu tiên đưa ra giả thuyết 

về vai trò của hệ cholinergic đối với bệnh Alzheimer vào năm 1982, AChE cũng 

được xác định là một trong những đích phân tử đối với bệnh này. Trên cơ sở đó, 

một vài phương pháp thử in vitro đã được xây dựng. Trong đó, phương pháp đo 

quang sử dụng thuốc thử Ellman được sử dụng khá phổ biến trong các nghiên 

cứu sàng lọc tác dụng ức chế AChE in vitro của dược liệu và hợp chất hiện nay. 

Đây cũng là hướng nghiên cứu thu hút được sự quan tâm của nhiều nhà khoa 

học trên thế giới bởi 2 trong số 5 thuốc được sử dụng phổ biến để điều trị bệnh 

Alzheimer hiện nay là Galanthamin   và Huperzin A  đều có tác dụng ức chế 

AChE và có nguồn gốc thực vật [61], [88]. 

 Gần đây, kết quả nghiên cứu sàng lọc dược liệu cho thấy dịch chiết của 

một số loài thuộc chi Piper L. như: P. lolot C. DC., P. betle L., P. nigrum L... có 

tác dụng ức chế AChE in vitro [17], [63]. Trong một vài nghiên cứu khác, hợp 

R R 
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chất piperin (alcaloid phổ biến nhất có mặt trong chi Piper L.) thể hiện tác dụng 

ức chế AChE trên thử nghiệm ex vivo và tác dụng cải thiện trí nhớ trên thử 

nghiệm in vivo [38], [143]. Bên cạnh đó, tiềm năng nghiên cứu về chi Piper L. 

là khá lớn bởi có hơn 1.000 loài thuộc chi này phân bố trên thế giới. Chỉ riêng ở 

Việt Nam, số loài thuộc chi Piper L. là 46 [5], [16]. 

 Xuất phát từ những lý do trên, chúng tôi tiến hành đề tài: ‘‘Nghiên cứu 

đặc điểm thực vật, thành phần hóa học và tác dụng ức chế enzym 

acetylcholinesterase của hai loài Piper thomsonii (C. DC.) Hook. f. var. 

thomsonii và Piper hymenophyllum Miq., họ Hồ tiêu (Piperaceae)” với 3 mục 

tiêu sau: 

 1. Mô tả đặc điểm hình thái, xác định tên khoa học và mô tả đặc điểm vi học 

của 2 loài nghiên cứu.  

 2. Xác định được thành phần hóa học của 2 loài nghiên cứu.  

 3. Triển khai được phương pháp và áp dụng để đánh giá hoạt tính ức 

chế AChE in vitro của dịch chiết toàn phần, dịch chiết phân đoạn và hợp chất 

phân lập được từ 2 loài nghiên cứu. 
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Chương 1. TỔNG QUAN 

 

1.1. Tổng quan về chi Piper L. 

1.1.1. Vị trí phân loại, phân bố và đặc điểm thực vật của chi Piper L. 

1.1.1.1. Vị trí phân loại chi Piper L. 

  Theo hệ thống phân loại thực vật của 3 tác giả gồm: Hutchinson (1974) 

[6], Cronquist A. (1988) [40] và Takhtajan (2009) [26], chi Hồ tiêu (Piper L.) 

được xếp nằm trong họ Hồ tiêu (Piperaceae), thuộc bộ Hồ tiêu (Piperales), phân 

lớp Ngọc Lan (Magnoliidae), lớp Ngọc Lan (Magnoliopsida), ngành Ngọc Lan 

(Magnoliophyta). 

  Trên thế giới, họ Hồ tiêu (Piperaceae) có khoảng 2.000 – 3.000 loài [1], 

[7], [37]. Sự phân nhóm đối với các loài và chi của họ này cho đến nay vẫn chưa 

đạt được sự thống nhất. Tác giả Miquel (1843-1844) chia họ này thành hai 

nhóm là Piperae gồm 15 chi với 304 loài và Peperomeae có 5 chi với 209 loài. 

De Candolle (1869) xác định họ này gồm 2 chi Piper và Peperomia với trên 

1.000 loài. Theo Rendle (1956), họ Hồ tiêu gồm 2 chi lớn là Piper với trên 700 

loài và Peperomia với trên 600 loài, ngoài ra, còn thêm 7 chi nhỏ khác. Tuy 

nhiên, theo Lawrence (1957), họ này có 10 – 12 chi với 2 chi lớn là Piper và 

Peperomia. Tác giả Burger (1977) cũng đưa ra kết luận tương tự [70]. Theo 

phân loại của Takhtajan (2009), họ Piperaceae gồm có 7 chi [26]. 

  Theo hai tác giả Phạm Hoàng Hộ và Nguyễn Kim Đào, họ Hồ tiêu phân 

bố ở Việt Nam có 5 chi gồm: Peperomia, Zippelis, Circaeocarpus, Piper, 

Lepianthes, trong đó, chi Piper L. có 46 loài [5], [16]. 

1.1.1.2. Đặc điểm phân bố chi Piper L. trên thế giới và ở Việt Nam 

* Trên thế giới 

Chi Piper L. là một thành viên của gia đình họ Hồ tiêu (Piperaceae). Với 

số lượng trên 1.000 loài, chi Piper L. là một trong những chi lớn nhất trong 

ngành thực vật hạt kín. Chi này phân bố chủ yếu ở khu vực nhiệt đới và cận 
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nhiệt đới, tại các vùng núi hoặc ở tầng cây thấp của các khu rừng ẩm nhưng 

cũng có thể mọc ở những khoảng đất trống, mọc ven sông suối, ven đường 

hoặc gần khu dân cư [31], [67]. Hầu hết các loài thuộc chi Piper L. phân bố ở 

độ cao dưới 2.500 m, chỉ một số ít loài phân bố ở độ cao trên 3.000 m. Các loài 

thuộc chi này có thể phân bố mang tính đặc hữu vùng hoặc phân bố rộng rãi. 

Đặc điểm phân bố các loài thuộc chi Piper L. trên thế giới được thấy rõ hơn ở 

hình 1.1 và bảng 1.1.  

 

Hình 1.1. Đặc điểm phân bố các loài thuộc chi Piper L. trên thế giới [67] 

Bảng 1.1. Đặc điểm phân bố các loài thuộc chi Piper L. ở một số nước trên thế giới 

STT Phân bố Số lượng loài TLTK 

1 Ấn Độ 45 [60] 

2 Brazil 330 [49] 

3 Ecuador 100 [119] 

4 Honduras 45 [28] 

5 Hồng Kông 6 [144] 

6 Thái Lan 38 [31] 

7 Trung Quốc 60 [37] 

Hình 1.1 cho thấy khu vực nhiệt đới Châu Mỹ (gồm Trung và Nam Mỹ) có 

sự phân bố đa dạng nhất của các loài thuộc chi Piper L. và tập trung chủ yếu ở một 

số trung tâm đa dạng sinh học như: vùng rừng nhiệt đới Amazon (300 loài), vùng 

núi Andes (200 loài), khu vực Trung Mỹ (200 loài). Đứng thứ hai về sự đa dạng 

loài thuộc chi Piper L. trên thế giới là khu vực Châu Á với số lượng khoảng 300 

Nhiệt đới Châu Á 

300 loài 

Nhiệt đới Châu Phi 

15 loài 

Amazon 

300 loài 

Trung Mỹ 

200 loài 

Rừng Đại Tây Dương 

150 loài 

Nam Thái Bình Dương 

40 loài 

Andes 300 loài 
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loài và nơi có ít loài Piper L. phân bố nhất là vùng nhiệt đới Châu Phi với chỉ 

khoảng 15 loài. 

* Ở Việt Nam 

Theo hai tác giả Phạm Hoàng Hộ và Nguyễn Kim Đào, ở nước ta có 46 

loài thuộc chi Piper L., trong đó, có hai loài phân bố rộng khắp cả nước gồm: P. 

betle L. (trầu không), P. lolot C. DC. (lá lốt) và một loài được trồng phổ biến ở 

các tỉnh phía Nam là P. nigrum L. (hồ tiêu). Tây Nguyên là vùng có nhiều loài 

thuộc chi Piper L. phân bố nhất với trên 15 loài. Một số vùng khác cũng thấy có 

sự xuất hiện của khá nhiều loài thuộc chi này là Vườn Quốc gia Cúc Phương  

(Ninh Bình) và Vườn quốc gia Ba Vì (Hà Nội), đây cũng chính là hai trong số 

những trung tâm đa dạng sinh học của nước ta. Các loài thuộc chi Piper L. ở 

nước ta thường mọc trong rừng ẩm ở độ cao từ 150 – 1.500 m, thường gặp ở độ 

cao 600 – 1.000 m, cá biệt có loài gặp ở độ cao trên 1.700 m. Một số ít loài phân 

bố ở gần khu vực dân cư sinh sống, ven rừng, ven đường [5], [16]. 

1.1.1.3. Đặc điểm thực vật chi Piper L. 

- Dạng sống: cây bụi với những nhánh thẳng đứng hoặc trải rộng, cây 

leo với rễ mọc ở đốt, bám vào thân cây khác; đôi khi có dạng thân thảo bò 

trên mặt đất hoặc sống bì sinh; hiếm khi có dạng cây gỗ nhỏ và thường có 

mùi [5], [135].  

- Lá: đơn, mép nguyên; mọc đối hoặc mọc cách; có thể có hoặc không 

có lá kèm (rụng sớm để lại sẹo ở mấu khá rõ). Lá rất khác nhau về hình dạng 

và kích thước giữa các loài. Lá có các dạng: hình mác, hình trứng, hình tim, 

hình elip... Trên cùng một cây có thể có nhiều hình dạng lá khác nhau với đặc 

điểm lá già thường to và nổi bật hơn so với những lá còn lại. Phiến lá có thể 

mỏng hoặc dày; nhẵn bóng, nhăn nheo hoặc thô ráp; có thể có lông. Lông che 

chở mầu nâu hoặc trắng; có thể đơn bào hoặc đa bào; bao phủ bề mặt lá 

và/hoặc toàn thân cây. Gốc lá cân đối hoặc lệch; dạng hình tròn hoặc hình tim. 

Cuống lá ngắn hoặc dài khoảng vài centimet. Gân lá thường tạo thành các cặp 
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xuất phát từ một số điểm như: gốc lá, điểm sát gốc lá, điểm giữa hoặc điểm 

phía trên của gân giữa lá. Một số lá có hệ gân thứ cấp chạy dọc theo gân giữa, 

có dạng đường cong từ gốc đến đỉnh của lá, có hình chân vịt hoặc có một phần 

xẻ lông chim [135]. 

- Hoa: cụm hoa dạng bông, mọc đối diện với lá hoặc ở nách lá; hiếm khi 

mọc ở đỉnh cành và cũng hiếm khi tạo thành cụm gồm nhiều bông mọc ở nách 

lá. Cụm hoa có dạng vươn thẳng hoặc uốn cong nhẹ và có thể bị rủ xuống khi 

chín. Hoa trần, thường đơn tính (đa số khác gốc, ít khi cùng gốc) hoặc lưỡng 

tính, không có cuống. Hoa có thể có màu hồng, màu hạt dẻ, màu xanh xám, màu 

vàng xanh, màu trắng đục… Lá bắc nhỏ; mọc đối diện với hoa, đôi khi dính với 

trục cụm hoa; hình khiên, hình tam giác hoặc hình tròn; thường nhẵn hoặc có 

lông mịn. Bộ nhị 2-6, chỉ nhị ngắn; bao phấn 2, 2-4 thùy. Bộ nhụy có bầu nhụy 

rời hoặc đôi khi ôm lấy trục, 1 ô, 1 noãn; núm nhụy 2-5 [134], [135].  

- Quả: loại quả hạch, có hoặc không có cuống; dạng hình trứng, hình cầu, 

hình trứng ngược hoặc có mặt cắt hình tam giác, hiếm khi hình bầu dục; khi 

chín thường có màu đỏ hoặc vàng. Quả thường nhẵn hoặc đôi khi có lông tơ; 

mỗi quả có 1 hạt. Hạt gần hình cầu, vỏ hạt mỏng; phôi nhỏ, ngoại nhũ dạng bột 

và cứng [135], [136]. 

- Nhiễm sắc thể: kết quả nghiên cứu của tác giả Joseph Jose và cộng sự 

(1985) cho thấy số lượng nhiễm sắc thể (NST) của 8 loài thuộc chi Piper L. 

nghiên cứu thay đổi từ 2n = 24 đến 195. Theo nhóm tác giả này, số NST của các 

loài thuộc chi Piper L. nghiên cứu thường là bội số của 13, trừ loài P. cubeba L. 

f. với 2n = 24. Kích thước NST của các loài nghiên cứu nằm trong khoảng 0,56 

– 2,41 μm, riêng kích thước NST của loài P. cubeba L. f. là từ 1,40 – 3,33 μm. 

Nhóm tác giả cũng đưa ra nhận định rằng thể đa bội có thể là yếu tố quan trọng 

của quá trình tiến hóa [70]. Trong một nghiên cứu khác, tác giả Rosabelle 

Samuel (1987) tiến hành nghiên cứu về NST của 11 loài thuộc chi Piper L. Kết 

quả của nghiên cứu này phù hợp với kết quả nghiên cứu trước đó của tác giả 
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Joseph Jose, theo đó, số lượng cơ bản NST của các loài nghiên cứu là n = 13. Về 

kích thước, NST của loài nhị bội (2n) có kích thước từ 1,0 – 2,8 μm, trong khi đó, 

NST của loài tứ bội (4n) có kích thước nhỏ hơn, khoảng 0,6 – 1,2 μm [121]. 

Tuy nhiên, kết quả một số nghiên cứu khác lại báo cáo về số lượng cơ bản 

NST của một số loài thuộc chi Piper L. thay đổi từ n = 8 đến 12. Vì vậy, không 

thể đưa ra một con số chính xác đặc trưng về số lượng cơ bản NST của loài thuộc 

chi Piper L. dù rằng sự khác biệt trên có thể bởi sự phức tạp trong việc dàn trải 

mẫu trên tiêu bản và bởi khó khăn trong việc đếm những NST có kích thước rất 

nhỏ này [121]. 

Bảng 1.2. Đặc điểm số lượng nhiễm sắc thể của một số loài thuộc chi Piper L. [70], [121] 

STT Tên loài 
Số lượng 

NST (2n) 
STT Tên loài 

Số lượng 

NST (2n) 

1 P. apiculatum C. DC. 26 5 P. cubeba L. f. 24 

2 P. argyrophyllum Miq. 52 6 P. galeatum C. DC. 40 

3 P. betle L. 78 7 P. incana A. Dietr. 22 

4 P. chaba Hunt. 104 8 P. magnifuum Trel. 24 
 

1.1.1.4. Danh lục các loài thuộc chi Piper L. ở Việt Nam 

 Qua thu thập tài liệu đã liệt kê được 46 loài thuộc chi Piper L. phân bố ở 

Việt Nam và danh lục của các loài này được giới thiệu ở bảng 1.3. 

Bảng 1.3. Danh lục các loài thuộc chi Piper L. ở Việt Nam [5], [16] 

STT Tên khoa học Tên Việt Nam STT Tên khoa học Tên Việt Nam 

1 P. acre Blume Tiêu gắt 7 P. betle L. Trầu không 

2 P. albispicum C. DC. Tiêu gié trắng 8 
P. boehmeriaefolium 

Wall. 
Tiêu lá gai 

3 P. arboricola C. DC. 
Tiêu thượng 

mộc 
9 P. bonnii C. DC Hàm ếch rừng 

4 P. baccatum Blume Tiêu phì quả 10 P. brevicaule C. DC. Tiêu thân ngắn 

5 P. balansae C. DC. Tiêu đốm 11 P. cf. caninum Blume Tiêu chó 

6 P. bavinum C. DC. Tiêu ba vì 12 
P. cambodianum C. 

DC. 
Tiêu Cambot 
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Trong số 46 loài được liệt kê ở bảng 1.3, có 38 loài được liệt kê trong cả 2 

tài liệu [5] và [16], có 3 loài (số thứ tự là 1, 24 và 27) chỉ được liệt kê ở tài liệu [5] 

và 5 loài (số thứ tự là 5, 11, 19, 21 và 39) chỉ được liệt kê ở tài liệu [16]. 

STT Tên khoa học Tên Việt Nam STT Tên khoa học Tên Việt Nam 

13 
P. carnibracteum C. 

DC. 
Tiêu lá bắc mập 30 P. mekongense C. DC. Tiêu cửu long 

14 
P. chaudocanum C. 

DC. 

Tiêu châu đốc, 

trầu rừng 
31 P. montinum C. DC. Tiêu núi 

15 P. cubeba L. f. Tiêu thất 32 P. mutabile C. DC. Tiêu biến thể 

16 P. densum Blume Tiêu dày 33 P. nigrum L. Hồ tiêu 

17 P. griffithii C. DC. Tiêu griffith 34 
P. pendulispicum C. 

DC. 
Tiêu gié thòng 

18 
P. gymnostachyum C. 

DC. 

Tiêu gié trần, 

trầu không rừng 
35 P. penangense C. DC. Tiêu penang 

19 P. hainanense Hemsl. 
Tiêu hải nam, 

trầu hải nam 
36 P. pierrei C. DC. Tiêu pierre 

20 P. harmandii C. DC. Tiêu harmand 37 P. politifolium C. DC. Tiêu lá láng 

21 
P. hymenophyllum 

Miq. 
Tiêu lá mỏng 38 

P. pseudonigrum C. 

DC. 
Giả hạt tiêu 

22 P. khasianum C. DC. Tiêu núi khasia 39 
P. puberulum (Benth.) 

Maxim 

Tiêu hơi có 

lông, trầu lông 

23 P. laosanum C. DC. Tiêu lào 40 P. pubicatulum C. DC. 
Tiêu sóng có 

lông 

24 
P. leptostachuym 

Wall. 
Tiêu gié mảnh 41 P. retrofractum Vahl 

Tiêu dội, trầu 

cảnh 

25 P. lolot C. DC. Lá lốt, tất bạt 42 P. rubrum C. DC. Tiêu đỏ 

26 P. longum L. Tiêu lá tím 43 
P. rufescentibaccum 

C. DC. 
Tiêu trái hoe 

27 P. majusculum Bl. Tiêu to 44 P. saigonense C. DC. Tiêu sài gòn 

28 P. cf. maclurei Merr. Tiêu maclure 45 P. saxicola C. DC. Tiêu trên đá 

29 P. massiei C. DC. Tiêu massie 46 P. sarmentosum Roxb. Trầu giả 
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1.1.2. Thành phần hóa học 

1.1.2.1. Nghiên cứu trên thế giới 

Chi Piper L. là chi lớn nhất trong họ Hồ tiêu và là một trong những chi có 

số lượng loài lớn nhất trong ngành thực vật hạt kín. Vì thế, đã có khá nhiều 

những nghiên cứu về thành phần hóa học của chi này được thực hiện. Theo một 

nghiên cứu năm 1996, trong khoảng thời gian gần một thế kỷ (từ năm 1907- 

1996), đã có 85 loài trên tổng số hơn 1.000 loài thuộc chi Piper L. được nghiên 

cứu về thành phần hóa học và có 555 chất được công bố phân lập từ chi này. 

Tùy mục đích của từng nghiên cứu, những bộ phận của chi Piper L. được chọn 

làm đối tượng nghiên cứu về thành phần hóa học có thể là thân, lá, rễ, quả hoặc 

hạt. Những hợp chất phân lập được có cấu trúc hóa học rất đa dạng và nằm 

trong những nhóm chính sau: alcaloid, tinh dầu, flavonoid, propenylbenzen, 

lignan, neolignan… Cũng theo nghiên cứu này, alcaloid là nhóm hợp chất phong 

phú nhất với 145 chất được liệt kê. Trong đó, piperin là hợp chất đầu tiên của 

nhóm alcaloid được phân lập và cũng là alcaloid phổ biến nhất có mặt trong chi 

Piper L. [106]. Từ năm 1996 đến nay, đã có thêm nhiều hợp chất mới được 

phân lập từ những loài đã nghiên cứu cũng như từ một số loài mới được nghiên 

cứu của chi này, trong đó, riêng nhóm hợp chất alcaloid cũng đã có thêm 

khoảng 135 chất được công bố [58]. Những con số thống kê ở trên cho thấy tiềm 

năng nghiên cứu về thành phần hóa học của chi Piper L. là rất lớn. 

* Nhóm hợp chất alcaloid 

Alcaloid là nhóm hợp chất được quan tâm nhất trong số các nhóm hợp 

chất có mặt trong chi Piper L. không những bởi sự dồi dào của chúng về hàm 

lượng mà còn bởi những tác dụng sinh học mà chúng đem lại như: độc tính tế 

bào, chống kết tập tiểu cầu, kháng khuẩn, kháng nấm... Đặc điểm của alcaloid 

phân lập được từ chi này là có nguyên tử nitơ nằm ở mạch thẳng (ngoài vòng) 

hoặc là dị tố của vòng 5 hoặc 6 cạnh (piperidin, pyrrolidin…). Qua tham khảo 

tài liệu, đã thống kê được 280 alcaloid phân lập từ 61 loài thuộc chi Piper L. 
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Những hợp chất này khá đa dạng về cấu tạo, trong đó, số lượng hợp chất trong 

công thức cấu tạo có 1 nguyên tử nitơ là 241 và có 2 nguyên tử nitơ là 39. Trong 

số 39 hợp chất có 2 nguyên tử nitơ trong công thức cấu tạo thì có đến 37 hợp chất 

có cấu tạo dimer và hầu hết các dimer được cấu tạo bởi hai monomer giống hệt 

nhau. Dựa vào công thức cấu tạo, những alcaloid đã được công bố có thể được 

chia thành các phân nhóm sau [45], [58], [106]. 

  Nhóm alcaloid có khung piperidin 

  

 

 

 

Hình 1.2. Công thức tổng quát của nhóm alcaloid có khung piperidin 

Qua tìm hiểu tài liệu, thống kê được 41 hợp chất monomer thuộc nhóm 

alcaloid piperidin phân lập được từ chi Piper L. đã được công bố. Trong đó, 27 

hợp chất có gốc R là dẫn xuất của nhân thơm và 14 hợp chất có gốc R dạng mạch 

thẳng. Piperin (1) là alcaloid phổ biến nhất của nhóm alcaloid có khung piperidin 

nói riêng và của nhóm hợp chất alcaloid nói chung. Hợp chất piperin đã được 

công bố phân lập từ 20 loài thuộc chi Piper L. bao gồm một số loài như: P. betle 

L., P. longum L., P. nigrum L.,  P. khasiana C. DC., P. chaba Hunt… Hợp chất 

đơn giản nhất của nhóm alcaloid có khung piperidin là N-formylpiperidin (2) 

được phân lập từ loài P. nigrum L. với gốc R=-H [46], [69], [72], [106].  

Đặc điểm chung của các hợp chất trong nhóm là: 

 - Với gốc R là dẫn xuất của nhân thơm: nhóm thế của nhân thơm thường 

gặp là methyl (-CH3), methylen dioxy (-OCH2O-) hoặc gốc alkanpolyenyl 

mạch thẳng (ví dụ 2 hợp chất (3) và (4) trong bảng 1.4). 

- Với gốc R dạng mạch thẳng: mạch cacbon có số nguyên tử cacbon nhiều nhất 

là 32. Số nối đôi trong mạch ít nhất là 1 (ví dụ 2 hợp chất (5) và (6) trong bảng 1.4). 

Bên cạnh các alcaloid có cấu tạo monomer ở trên, nhóm hợp chất này còn 

có 24 alcaloid dimer khác, trong đó, có đến 23 hợp chất phân lập được từ loài P. 

NR

O
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nigrum L. (ví dụ hợp chất (7) trong bảng 1.4) và chỉ có 1 chất phân lập được từ 

loài P. chaba Hunt. [55], [113], [137]. 

Bảng 1.4. Một số alcaloid có khung piperidin phân lập được từ chi Piper L. 

Ký hiệu Tên hợp chất Loài TLTK 

3 
2’- methoxy -4’,5’–methylenedioxy-trans-

cinnamoyl piperidin 
P. amalago L. [47] 

4 
(2E,4E)-N-9-(3,4-methylenedioxophenyl-

nonadienoyl piperidin 
P. retrofractum Vahl. [19] 

5 
(2E,4E,14Z)-N-(2,4,14-octadecatrienoyl)-

piperidin 
P. retrofractum Vahl. [19] 

6 
(±)-erythro-1-(1-oxo-4,5-dihydroxy-2E-

octaenalcaloid 
P. nigrum L.  [58] 

7 Nigralcaloid A P. nigrum L. [58] 

 Nhóm alcaloid có khung Δ
3
-piperidin-2-on 

 

 

 

Hình 1.3. Công thức tổng quát của nhóm alcaloid có khung Δ
3
-piperidin-2-on 

Kết quả nghiên cứu đã công bố có 15 alcaloid thuộc nhóm này được phân 

lập từ chi Piper L. Trong đó, 14 hợp chất có cấu tạo monomer và chỉ có 1 chất có 

cấu tạo dimer. Các hợp chất trong nhóm thường có gốc R là dẫn xuất của nhân 

thơm với các nhóm thế thường là methoxy (-OCH3) và -OCH2O- [58], [106]. 

Bảng 1.5. Một số alcaloid có khung Δ
3
-piperidin-2-on phân lập được từ chi Piper L. 

Ký hiệu Tên hợp chất Loài TLTK 

8 
N-(3’-methoxy-4’,5’-methylenedioxy- 

cinnamoyl)-∆
3
-piperidin-2-on 

P. aborescens Roxb. [58] 

9 Piplartin P. cenocladum C. DC. [46] 

10 Piplartin dimer A P. tuberculatum Jacq. [58] 

NR

O O
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 Nhóm alcaloid có khung pyrrolidin 

 

 

 

Hình 1.4. Công thức tổng quát của nhóm alcaloid có khung pyrrolidin 

Cho đến nay, đã có 53 alcaloid monomer được phân lập từ chi Piper L. 

Trong đó, 37 alcaloid có gốc R là dẫn xuất của nhân thơm và 16 alcaloid có 

gốc R dạng mạch thẳng [21], [58], [106], [115]. Cấu tạo gốc R của nhóm này 

tương tự như cấu tạo gốc R của nhóm alcaloid piperidin và có những đặc điểm 

chung như sau: 

 - Với gốc R là dẫn xuất của nhân thơm: nhóm thế của nhân thơm thường 

gặp là -OCH2O- hoặc gốc alkanpolyenyl mạch thẳng (ví dụ 2 hợp chất (12) và 

(13) trong bảng 1.6). 

- Với gốc R dạng mạch thẳng: mạch cacbon có số nguyên tử cacbon rất 

khác nhau, thay đổi từ 2 tới 29. Mạch cacbon thường không no với số nối đôi 

trong mạch thường là 1 và một vài hợp chất có số nối đôi nhiều hơn 1 (ví dụ 2 

hợp chất (14) và (15) trong bảng 1.6). Chỉ một số ít chất có mạch cacbon no, ví 

dụ chất hexadecanoylpyrrolidin (11) phân lập được từ loài P.methysticum G. Forst. 

Ngoài ra, nhóm hợp chất này còn có 5 alcaloid có cấu tạo dimer được 

phân lập từ 3 loài P. nigrum L., P. chaba Hunt. và P. peepuloides Roxb. (ví dụ 

hợp chất (16) trong bảng 1.6) [113], [137]. 

Bảng 1.6. Một số alcaloid có khung pyrrolidin phân lập được từ chi Piper L. 

Ký 

hiệu 
Tên hợp chất Loài TLTK 

12 Piperamin P. chaba Hunt. [95] 

13 Trichostachin P. trichostachyon C. DC. [64] 

14 2-hexadecenoyl-pyrrolidin P. amalago L. [106] 

R N

O

http://db.vista.gov.vn:2054/science/article/pii/S0040403901888626
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Ký 

hiệu 
Tên hợp chất Loài TLTK 

15 Trichonin P. trichostachyon C. DC. [65] 

16 
Cyclobutan-2,4-bis(1,3-benzodioxol-5-

methoxy-6-yl)-1,3-dicarboxapyrrolidid 
P. peepuloides Roxb. [106] 

 Nhóm alcaloid có khung aporphin 

 

 

 

 

 

 

Hình 1.5. Công thức tổng quát của nhóm alcaloid có khung aporphin 

So với các nhóm alcaloid khác, nhóm alcaloid có khung aporphin có số 

lượng chất ít nhất với 8 hợp chất được công bố. Trong đó, các hợp chất 

thường có cấu tạo với R2=R3= O; R4= -H và R5=R6= -OCH3 hoặc R5+R6= -

OCH2O-. Chỉ có 2 chất có cấu tạo với R2=R3= -H và 2 chất có cấu tạo với R4 

= -OCH3 [58], [106], [123]. 

Bảng 1.7. Một số alcaloid có khung aporphin phân lập được từ chi Piper L. 

Ký 

hiệu 
Tên hợp chất 

Cấu trúc 
Loài TLTK 

R1 R2 R3 R4 R5 R6 

17 Cepharadion A -CH3 =O =O -H -OCH2O- P. longum L. [123] 

18 Cepharadion B -CH3 =O =O -H -OCH3 -OCH3 P. longum L. [123] 

19 Norcepharadion B -H =O =O -H -OCH3 -OCH3 P. longum L. [123] 

Hầu hết những alcaloid thuộc nhóm này đều có mặt trong khá nhiều loài 

thuộc chi Piper L. khác nhau. Điển hình nhất là hợp chất cepharadion A (17), 

theo thống kê, chất này được phân lập từ 13 loài thuộc chi Piper L. khác nhau 

như: P. betle L., P. longum L., P. sanctum (Miq.) Schlechtendal… [58], [106]. 

N

R6

R5

R4 R3

R2

R1
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 Nhóm alcaloid có khung piperolactam 

 

 

 

 

 
 

Hình 1.6. Công thức tổng quát của nhóm alcaloid có khung piperolactam 

Những alcaloid khung piperolactam có cấu trúc tương tự như alcaloid 

khung aporphin. Khác biệt duy nhất giữa hai khung cấu trúc này là vòng 

piperidin (dị vòng nitơ 6 cạnh) của khung piperolactam được thay bằng vòng 

pyrrolidin-2-on (dị vòng nitơ 5 cạnh) ở khung aporphin.  

Qua tổng hợp tài liệu, có 16 hợp chất thuộc nhóm này phân lập được từ 

một số loài thuộc chi Piper L. Đặc điểm chung của các chất trong nhóm 

thường có cấu tạo với R1=R2= -H; R3 và R4 là -OCH3 hoặc hydroxyl (-OH) 

[42], [58], [123]. 

Bảng 1.8. Một số alcaloid có khung piperolactam phân lập được từ chi Piper L. 

Ký 

hiệu 
Tên hợp chất 

Cấu trúc 
Loài TLTK 

R1 R2 R3 R4 

20 Cepharanon B -H -H -OCH3 -OCH3 P. marginatum Jacq. [42] 

21 Piperolactam A -H -H -OCH3 -OH P. marginatum Jacq. [42] 

22 Piperolactam B -H -OH -OCH3 -OCH3 P. longum L. [123] 

Trong số các hợp chất của nhóm, hợp chất piperolactam A (21) được 

công bố phân lập từ nhiều loài thuộc chi Piper L. nhất, ví dụ như: P. longum L., 

P. wightii Miq., P. argyrophylum Miq., P. boehimerifolium Wall. ex C. DC., P. 

attenuatum Buch. Ham. ex Miq. và P. hamiltonii C. DC. [106]. 

 

N

O

R4

R3

R1

R2
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 Nhóm alcaloid không có dị vòng nitơ 

 

  

 

Hình 1.7. Công thức tổng quát của nhóm alcaloid không có dị vòng nitơ 

Kết quả thu thập tài liệu cho thấy nhóm hợp chất này có 87 alcaloid 

monomer được phân lập từ chi Piper L. [36], [106], [118], [145]. Gốc R hoặc R’ 

trong công thức tổng quát của nhóm có thể là dẫn xuất của nhân thơm hoặc dạng 

mạch thẳng. Đặc điểm chung của các hợp chất trong nhóm là: 

- Với gốc là dẫn xuất của nhân thơm: nhóm thế của nhân thơm thường 

gặp là -OH, -CH3, -OCH2O- hoặc gốc alkanpolyenyl mạch thẳng (ví dụ 2 hợp 

chất (23) và (24) trong bảng 1.9). 

- Với gốc có dạng mạch thẳng: mạch thẳng thường không no với số 

nguyên tử cacbon thay đổi từ 2 tới 32 và số nối đôi thay đổi từ 1 tới 3. Trong đó, 

gốc R’ thường gặp là gốc isobutyl hoặc isopentyl (ví dụ 2 hợp chất (25) và (26) 

trong bảng 1.9). Một số hợp chất khác có gốc R’ là dẫn xuất của nhân thơm (ví 

dụ 2 hợp chất (27) và (28) trong bảng 1.9). Đặc biệt, một số ít hợp chất có R’=-

H, ví dụ như hợp chất 3-(3’-4’-dimethoxyphenyl)-propionamid (29). 

- Một số ít các chất thuộc nhóm này có gốc R dạng mạch thẳng no hoặc 

mạch thẳng không no có gắn thêm nhóm chức cacboxylic (-COOH) hoặc -OH, 

ví dụ: chất (2E)-4-[(2-methylpropyl)amino]-4-oxo-butenoic acid (30) phân lập 

được từ loài P. hancei Max. 

Ngoài ra, nhóm hợp chất này còn có 6 alcaloid dimer được công bố phân 

lập từ ba loài P. nigrum L.,  P. arboreum Aubl., P. aurantiacum Wall. Ex DC. 

(ví dụ hợp chất (31) trong bảng 1.9) [55], [113], [137]. 

R N
H

R'

O
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Bảng 1.9. Một số alcaloid không có dị vòng nitơ phân lập được từ chi Piper L. 

Ký hiệu Tên hợp chất Loài TLTK 

23 Brachyalcaloid A P. brachystachyum Wall. [78] 

24 Piperoylisopentylamin P. amalago L. [106] 

25 N-p-coumaroyltyramin P. argyrophylum Miq. [124] 

26 N-cis-feruloyltyramin P. argyrophylum Miq. [124] 

27 (2E,4E)-N-isobutyldecadienalcaloid P. nepalense Miq. [57] 

28 (2E,4E,14E)-N-isobutyleicosatrienalcaloid P. retrofractum Vahl.  [106] 

31 Arboreumin P. arboreum Aubl. [58] 

 Nhóm alcaloid khác 

 25 alcaloid còn lại được phân lập từ chi Piper L. không nằm trong 6 nhóm 

alcaloid kể trên có cấu tạo hóa học rất khác nhau, trong đó, có 24 alcaloid 

monomer và 1 alcaloid dimer [58], [62], [106]. 

Bảng 1.10. Một số alcaloid khác phân lập được từ chi Piper L. 

Ký hiệu Tên hợp chất Loài TLTK 

32 3-chloro-4-hydroxy-2-piperidon P. hancei Maxim [106] 

33 N-(3-phenylpropanoyl)-pyrrol P. sarmentosum Roxburgh [106] 

34 Submultinamid A P. submultinerve C. DC. [58] 

* Nhóm tinh dầu 

 Tinh dầu là nhóm hợp chất điển hình của chi Piper L. và được thể hiện ở 

mùi thơm đặc trưng của các cây trong chi. Hai bộ phận của các loài thuộc chi 

Piper L. được nghiên cứu nhiều về thành phần tinh dầu là lá và quả. Đây cũng 

là hai bộ phận chứa hàm lượng tinh dầu cao nhất trong cây. Ngoài ra, ở chi 

Piper L., tinh dầu còn xuất hiện ở thân và rễ của cây. Một số cấu tử có mặt khá 

phổ biến trong thành phần tinh dầu của nhiều loài thuộc chi Piper L. như: α-

pinen (36), camphen, 1,8-cineol, myrcen, γ-cardinen… [106]. 

Qua thu thập tài liệu cho thấy thành phần tinh dầu chiết xuất từ 30 loài 

thuộc chi Piper L. gồm có 112 cấu tử. Hầu hết các cấu tử này đều có cấu tạo 
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monoterpen (53 chất) hoặc sesquiterpen (57 chất), chỉ 2 cấu tử tinh dầu có 

cấu tạo diterpen [56], [85], [99], [129], [138]. Những hợp chất monoterpen và 

sesquiterpen này rất phong phú về cấu tạo hóa học và trong công thức cấu tạo 

của chúng có thể có hoặc không có nguyên tử oxy. Với những hợp chất có 

oxy trong công thức cấu tạo, nguyên tử này thường nằm trong nhóm chức 

hydroxy, ether hoặc ceton. Ngược lại, mới chỉ có một hợp chất trong công 

thức cấu tạo có nhóm chức este được báo cáo, đó là chất α-terpineol acetat 

được chiết xuất từ lá của loài P. betle L. và chưa thấy có hợp chất nào có 

nhóm chức aldehyd [106]. 

 Một số khung cấu tạo điển hình của các cấu tử tinh dầu phân lập được từ 

chi Piper L. được thể hiện ở hình 1.8. 

 

 

  

 

 

 

Hình 1.8. Một số khung cấu tạo chính của thành phần tinh dầu 

phân lập được từ chi Piper L. 

Trong đó: (A): 1 - isopropyl - 4 - methylcyclohexan; (B): decahydro - 1, 4, 6 - 

trimethyl - naphthalen; (C): decahydro - 1,4,7 - trimethylazulen 

Cấu tạo khung A ở hình trên đại diện cho hầu hết cấu tử tinh dầu nhóm 

monoterpen. Ngược lại, cấu tạo của cấu tử tinh dầu nhóm sesquiterpen đa dạng 

hơn với hai khung cấu tạo điển hình là khung B hoặc C ở hình 1.8. Đa số cấu tử 

tinh dầu của chi Piper L. đều có chứa từ 1 đến 2 vòng 6 cạnh no hoặc không no. 

Ở vòng 6 cạnh không no thường có từ 1 đến 2 nối đôi, hiếm khi có 3 nối đôi 

(như: p-cymen, thymol). Qua thu thập tài liệu, mới chỉ thống kê được 7 cấu tử 

tinh dầu có cấu tạo dạng mạch thẳng gồm: citronellol, β-farnesen, 2Z-6E-

(A) (B) (C) 
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farnesol, linalool, myrcen, trans-phytol (39) và phytol (40). Một số ít những cấu 

tử tinh dầu còn lại trong công thức cấu tạo chỉ có 1 vòng 5 cạnh (như α-santalen) 

hoặc 1 vòng 7 cạnh (như 1,1,4-trimethyl-cyclohepta-2,4-dien-6-on) hoặc công 

thức cấu tạo có hai vòng gồm 1 vòng 5 cạnh và 1 vòng 7 cạnh (như β-guaien, 

guaiol)…  

Một số cấu tử tinh dầu thuộc các nhóm phân lập được từ chi Piper L. 

được trình bày ở bảng 1.11. 

Bảng 1.11. Một số cấu tử tinh dầu phân lập được từ chi Piper L. 

Ký 

hiệu 

Tên  

hợp chất 
Nhóm hợp chất Loài TLTK 

35 γ-Terpinen Monotepen P. nigrum L. [106] 

36 α-Pinen Monotepen P. longum L. [11] 

37 Ishwaran Sesquiterpen P. fulvescens C. DC. [142] 

38 Cubenol Sesquiterpen P. guineense Thonn & Schum [106] 

39 trans-phytol Diterpen P. aduncum L. [106] 

40 Phytol Diterpen P. sarmentosum Roxb. [111] 

* Nhóm hợp chất flavonoid 

Từ một số loài thuộc chi Piper L., đã có 61 hợp chất flavonoid được phân 

lập và công bố. Những hợp chất thuộc nhóm này sở hữu một số tác dụng sinh 

học đáng quan tâm như: độc tính tế bào, chống oxy hóa, kháng nấm. Dựa vào 

công thức cấu tạo, hầu hết những hợp chất này đều thuộc nhóm euflavonoid và 

nằm trong 4 phân nhóm gồm: chalcon, dihydrochalcon, flavanon và flavon. Chỉ 

duy nhất có hợp chất piperaduncin C nằm trong nhóm biflavonoid với cấu tạo 

bidihydrochalcon.  
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Hình 1.9. Công thức cấu tạo của khung chalcon (A), 

dihydrochalcon (B), flavanon (C) và flavon (D) 

Từ 4 loài thuộc chi Piper L., đã có 24 hợp chất nằm trong 2 nhóm 

chalcon và dihydrochalcon được phân lập với đặc điểm là nhóm thế gắn vào 2 

vòng thơm có cấu tạo khá đa dạng, tuy nhiên, nhiều nhất vẫn là 2 nhóm -OH 

và -OCH3. 

Trong số 36 hợp chất nằm trong 2 nhóm flavanon và flavon được phân 

lập từ 15 loài thuộc chi Piper L., 12 chất có cấu tạo glycosid với phần đường 

thường gắn với vị trí C3 của phần aglycon qua liên kết O-glycosid. Một số ít 

chất có phần đường gắn với vị trí C6 qua dây nối C-glycosid hoặc C4’ qua dây 

nối O-glycosid [41], [51], [52], [106]. Một số loại đường thường gặp trong công 

thức cấu tạo của những chất này gồm có: glucose, rutinose, galactose, rhamnose. 

Phần aglycon của những glycosid này thường là những flavonoid khá phổ biến 

trong tự nhiên như: quercetin, kaempferol, isoquercitrin [80], [106]. Nhóm thế 

gắn vào 2 vòng thơm của những hợp chất thuộc 2 nhóm flavanon và flavon 

thường là hai nhóm -OH hoặc -OCH3. 

OH

R5'

R3'

R2'

R4

O

R3

R4'OH

R5'

R3'

R2'

R4

O

R3
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(A) (B) 
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Bảng 1.12. Một số hợp chất thuộc nhóm flavonoid phân lập được từ chi Piper L. 

Ký hiệu Tên hợp chất Cấu trúc Loài TLTK 

41 
6’-hydroxy-2’,4’,5’-

trimethoxychalcon 

R2’=R4’=R5’= -OCH3; 

R3=R4=-H; 
P. hispidum Sw. [122] 

42 
2’,6’-dihydroxy-4’-

dimethoxydihydrochalcon 

R2’=-OH; R4’=-OCH3; 

R3=R4=-H; 
P. aduncum L. [29] 

43 
Quercetin 3-O-β-D-

galactosid 

R3=-O-galactosyl; R5=R7=-

OH; R3’=R4’= -OH; 

P. nigrum L. [106] 

44 
7,4’-dimethoxy-5,3’-

dihydroxyflavon 

R3=-H; R5=-OH; R7=-OCH3; 

CH3; R3’=-OH; R4’= -OCH3; 

P. auritum Kunth [22] 

* Nhóm hợp chất alkanpolyenylbenzen 

 Tên của nhóm hợp chất này bắt nguồn từ công thức cấu tạo của các chất 

gồm có phần nhóm thế alkanpolyenyl gắn với nhân thơm. Đã có 90 hợp chất 

thuộc nhóm này phân lập từ 27 loài thuộc chi Piper L. được công bố [103], 

[106], [107], [139]. Công thức cấu tạo của nhóm được trình bày ở hình 1.20. 

 

 

 

 

 

Hình 1.10. Công thức cấu tạo của khung alkanpolyenylbenzen 

 Dựa vào cấu tạo hóa học, các chất thuộc nhóm này có thể được chia 

thành 4 phân nhóm gồm: allylbenzen (24 chất), prop-1-en-1-yl-benzen (10 

chất), polyprenylbenzen (42 chất) và những chất alkenylbenzen khác (14 chất). 

Đặc điểm phân biệt giữa các phân nhóm này là cấu tạo của nhóm thế R. Tương 

ứng với 4 phân nhóm kể trên, R lần lượt là các nhóm thế: allyl, prop-1-en-1-yl, 

polyprenyl và alkenyl khác. Hai nhóm thế allyl và prop-1-en-1-yl có cấu tạo 

giống nhau và đều là gốc propenyl (-C3H5). Khác biệt duy nhất giữa hai nhóm 

thế này là vị trí gắn của nhân thơm vào hai nhóm ở vị trí cacbon số 1 và 

R

R1

R2

R3

R4

R5
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cacbon số 3 tương ứng với gốc prop-1-en-1-yl và allyl. Đặc điểm chung về cấu 

tạo của nhóm thế R là có dạng mạch thẳng, có từ 3 đến 20 cacbon và không no, 

có từ 1 đến 4 nối đôi.  

 Thế vào 5 vị trí còn lại của nhân thơm là những nhóm thế thường gặp 

như: -OCH3, -OH và -OCH2O-, hiếm gặp nhóm thế -OCOCH3. Số lượng nhóm 

thế gắn vào nhân thơm có sự khác nhau giữa các chất và thay đổi từ 1 đến 4. 

Tuy nhiên, không có hợp chất nào bị thế ở cả 5 vị trí này. Trong 5 vị trí thế này 

của nhân thơm, 2 vị trí cacbon số 2 và số 6 là ít bị thế nhất tương ứng với R1 = 

R5 = -H. Đặc biệt, có 3 hợp chất có cấu tạo khác nhiều so với những chất còn lại 

ở vị trí nhóm thế R2 và R3, ví dụ: chất (7S,8R)-4-hydroxy-4’,7-epoxy-8,3’-

neolignan-7’(E)-en (45) phân lập được từ loài P. regnelli (Miq.) C. DC. [107]. 

Bảng 1.13. Một số hợp chất ankanpolyenylbenzen phân lập được từ chi Piper L. 

Ký 

hiệu 
Tên hợp chất Gốc R 

Cấu trúc 
Loài TLTK 

R1 R2 R3 R4 R5 

46 Chevibetol -C3H5 -H -H -OCH3 -OH H P. betle L. [29] 

47 Apiol -C3H5 -H -OCH3 -OCH2O- -OCH3 

P. schmidtii 

Hook. f. 
[102] 

48 Pipermargin -C3H5 -H -OCH3 -OCH3 -OCH3 -H 

P. marginatum 

Jacq. 
[43] 

49 Isoelemicin -C3H5 -H -H -OCH3 -H -H 
P. solmsianum 

C. DC. 
[92] 

50 

3-(3',7 '-dimethyl 

-2',6 '-octadienyl) 

-4-methoxy 

benzoic acid 

-C10H17 -OCH3 -H H -COOH -H P. aduncum L. [27] 

51 Gibbilimbol C -C8H15 -H -H -OH -H -H 
P. gibbilimbum 

 C. DC. 
[103] 

52 

(±)-4-hydroxy-

3,5-bis(2-hydroxy 

-3-methyl-3-

butenyl) benzoic 

acid 

-C5H9O -OH -C5H9O -H -COOH -H 
P. glabratum 

Kunth 
[54] 
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 Năm 2013, tác giả Chen S. và cộng sự đã phân lập được từ loài P. 

taiwanense Lin & Lu 3 hợp chất dimer mới được cấu tạo bởi 2 monomer 

allylbenzen giống nhau, ví dụ: hợp chất diallylcatechol (53) [34]. 

* Nhóm hợp chất lignan 

Lignan là nhóm hợp chất phân lập được từ thực vật và được tạo nên bởi 2 

đơn vị phenylpropan có cấu tạo C6-C3 và liên kết với nhau ở vị trí cacbon β - β’ 

của chuỗi bên. Tính đến nay, đã có 57 hợp chất thuộc nhóm này được công bố 

phân lập từ 31 loài thuộc chi Piper L. [36], [91], [92], [106]. Một số hợp chất 

lignan có mặt trong nhiều loài thuộc chi Piper L. khác nhau, trong đó, chất 

sesamin (54) xuất hiện phổ biến nhất và được phân lập từ 10 loài thuộc chi 

Piper L. như: P. clusii C. DC., P. guineense L., P. longum L., P. retrofractum 

Vahl… Chất này cũng là hợp chất lignan đầu tiên được phân lập từ chi Piper L. 

Ngược lại, cũng có những hợp chất chỉ thấy được báo cáo phân lập từ một loài 

thuộc chi Piper L. như hợp chất (-)-dihydrotrichostin (55) từ loài P. trichostachyon 

(Miq.) C. DC.; hợp chất (+)-sylvon (56) từ loài P. sylvaticum Roxb. 

Cấu tạo của nhóm hợp chất lignan phân lập được từ chi Piper L. khá đa 

dạng, giữa các chất có sự khác nhau về loại, số lượng và vị trí nhóm thế ở hai 

nhân thơm. Nhóm thế ở nhân thơm thường gặp gồm: -OH, -OCH3, -OCH2O-.  

Bên cạnh đó, sự kết hợp giữa hai chuỗi bên của hai đơn vị cấu tạo nên hợp chất 

lignan cũng khá phong phú và tạo thành các dạng: mạch thẳng, vòng 

cyclobutan, một hoặc hai dị vòng tetrahydrofuran… 

 Mặc dù đã có khá nhiều nghiên cứu công bố phân lập nhóm lignan từ chi 

Piper L., tuy nhiên, kết quả nghiên cứu về tác dụng sinh học của nhóm hợp chất 

này khá hạn chế. Đáng kể nhất là những nghiên cứu về tác dụng chống kết tập 

tiểu cầu của một số hợp chất thuộc nhóm này. 

 Bên cạnh năm nhóm hợp chất kể trên, một vài nhóm hợp chất khác cũng 

được công bố phân lập được từ chi Piper L. gồm: neolignan, kawapyron, 

sterol… [106]. 
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1.1.2.2. Nghiên cứu trong nước 

Mặc dù đã có rất nhiều nghiên cứu về thành phần hóa học của chi Piper 

L. được thực hiện trên thế giới, tuy nhiên, số lượng những nghiên cứu về chi này 

ở Việt Nam còn khá hạn chế. Các nghiên cứu trong nước chủ yếu tập trung vào 

nghiên cứu thành phần tinh dầu của 3 loài thuộc chi Piper L. gồm: P. nigrum L., 

P. betle L., P. lolot C. DC. Kết quả nghiên cứu trong nước tuy không xác định 

được thành phần tinh dầu mới nào nhưng cũng góp phần bổ sung thông tin về 

hàm lượng tinh dầu và tỷ lệ các cấu tử trong tinh dầu chiết xuất được từ mẫu 

nghiên cứu thu hái ở Việt Nam [3], [4], [8], [11].  

Một vài hợp chất không phải thuộc nhóm tinh dầu được phân lập từ chi Piper 

L. cũng đã được công bố bởi một số tác giả trong nước. Nổi bật nhất trong đó là 

nghiên cứu của nhóm tác giả Lê Thanh, Trần Đình Thắng và Nguyễn Xuân Dũng 

(2007). Nhóm tác giả này đã phân lập được từ dịch chiết methanol của loài P. lolot 

C. CD. 12 alcaloid mới cùng với 29 alcaloid đã được biết đến trước đó [82]. 

Một số kết quả nghiên cứu trong nước về thành phần hóa học của chi 

Piper L. được trình bày ở bảng 1.14. 

Bảng 1.14. Một số kết quả nghiên cứu trong nước 

về thành phần hóa học của chi Piper L. 

STT Nhóm tác giả Loài nghiên cứu Thành phần hóa học được xác định TLTK 

1 
Đậu Xuân Đức, 

Hoàng Văn Lựu 
P. betle L. 

Stigmast-5-en-3-β-ol, furo [2,3-C] 

acridin-6-ol-5-hydroxyl 
[4] 

2 

Đỗ Đình Rãng, 

Nguyễn Thúy 

Hằng 

P. longum L. 

- Tinh dầu lá gồm: β-caryophyllen 

(11,42%), β-pinen (8,01%), α-pinen 

(4,9%), α-copaen (3,95%)… 

- N-[3-(4-methoxyphenyl)-1-oxopropyl]-

pyrrol, β-sitosterol, poriferasterol 

[11] 

3 
Lê Thanh, Trần 

Đình Thắng 
P. lolot C. DC. Piperlotin A-L [3] 
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4 

Nguyễn Xuân 

Dũng, Phạm 

Hoàng Ngọc 

P. betle L. 
Tinh dầu của rễ có δ-cadinen (11,7%), α-

cadinol (26,2%), camphen, α-copaen  
[3] 

P. lolot C. DC. 

- Tinh dầu của lá (0,1%), thân (0,01%) và 

thân rễ (0,15%) với thành phần chính là 

β-caryophyllen (26-30%) 

- 3-(4’-methoxyphenyl)-propanoyl pyrrol 

[82] 

Qua thu thập tài liệu cho thấy thành phần hóa học chính của chi Piper L. 

gồm các nhóm hợp chất: alcaloid, tinh dầu, flavonoid, alkanpolyenylbenzen , 

lignan… Trong đó, alcaloid là nhóm hợp chất được phân lập nhiều nhất từ chi 

này với tổng số 280 chất đã được báo cáo. Những alcaloid này có cấu tạo 

tương đối đa dạng trong đó nhiều hợp chất có khung piperidin hoặc khung 

pyrrolidin. Nhóm hợp chất alcaloid phân lập từ chi Piper L. vẫn sẽ tiếp tục thu 

hút được sự quan tâm của các nhà khoa học trên thế giới trong tương lai. 

Nghiên cứu thành phần hóa học chi Piper L. đã được thực hiện ở nhiều 

nước khác nhau trên thế giới, tuy nhiên, số lượng nghiên cứu về chi này ở Việt 

Nam còn khá khiêm tốn. Mặc dù vậy, kết quả của một vài nghiên cứu trong 

nước cũng đã có những đóng góp nhất định vào việc xác định thành phần hóa 

học của chi Piper L. 

1.1.3. Công dụng, tác dụng sinh học và độc tính của chi Piper L. 

1.1.3.1. Công dụng của chi Piper L. 

Với số lượng trên 1.000 loài và phân bố khá rộng, chi Piper L. được sử 

dụng ở nhiều nơi trên thế giới để điều trị một số bệnh theo kinh nghiệm dân 

gian. Một số loài thuộc chi Piper L. được sử dụng để điều trị bệnh trên thế giới 

được trình bày ở bảng 1.15 [58]. 
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Bảng 1.15. Một số loài thuộc chi Piper L. được dùng để chữa bệnh 

theo kinh nghiệm dân gian trên thế giới 

STT Loài Nơi sử dụng Bộ phận dùng Công dụng 

1 P. alyreanum C. DC. Châu Mỹ Lá, rễ 
Điều hòa miễn dịch, 

giảm đau 

2 P. amalago L. Guatemala Quả 
Bệnh đường tiêu 

hóa, đau ngực 

3 P. auritum Kunth Mexico Lá 

Viêm amidan, viêm 

thanh quản, đau 

họng, sốt, thấp khớp 

4 P. chaba Hunt. Thái Lan Lá 
Chữa sốt rét, đầy 

hơi, long đờm 

5 P. chaba Hunt. Ấn Độ Rễ, quả 
Hen, viêm phế quản, 

sốt, đau lưng… 

6 
P. guineense Thonn 

& Schum 
Nam Phi Quả, lá, rễ, hạt 

Viêm phế quản, 

bệnh đường tiêu hóa, 

bệnh thấp khớp 

7 P. longum L. Trung Quốc Lá 

Giảm đau, bệnh 

đường tiêu hóa, mỡ 

máu cao 

8 
P. methysticum G. 

Forst 
Châu Âu, Mỹ Rễ Giảm căng thẳng 

9 P. umbellatum L. 
Trung Phi, 

Cameroon 
Rễ 

Bệnh đường tiêu 

hóa, khó tiêu, táo 

bón, kiết lỵ 

Qua tham khảo tài liệu, các nước có sử dụng chi Piper L. làm thuốc theo 

kinh nghiệm dân gian phân bố ở 4 châu trên thế giới (trừ châu Đại dương), 

trong đó, châu Mỹ sử dụng chi này phổ biến hơn cả. Thực tế này khá tương 

đồng với đặc điểm phân bố của chi Piper L. trên thế giới đã đề cập ở phần trên. 
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Tất cả các bộ phận của nhiều loài thuộc chi Piper L. đều có thể được dùng để 

làm thuốc. Tuy nhiên, giữa các quốc gia khác nhau có sự khác nhau về loài 

hoặc bộ phận được sử dụng của cùng một loài. Công dụng phổ biến nhất của 

chi này theo kinh nghiệm dân gian là để chữa các bệnh về đường tiêu hóa 

(bệnh dạ dày, đầy hơi, tiêu chảy, táo bón), giảm đau (bệnh thấp khớp, đau 

lưng, đau răng) và kháng khuẩn, chống viêm (viêm phế quản, vết thương phần 

mềm, viêm đường tiêu hóa) [58]. 

Ở Việt Nam, một số loài thuộc chi Piper L. phổ biến như hồ tiêu, lá lốt 

thường được dùng làm gia vị và thực phẩm; trầu không được sử dụng theo văn 

hóa truyền thống. Đồng thời, những loài này cũng được sử dụng để làm thuốc 

theo kinh nghiệm dân gian và được trình bày ở bảng 1.16 [14], [15]. 

Bảng 1.16. Một số loài thuộc chi Piper L. được dùng để chữa bệnh 

theo kinh nghiệm dân gian ở Việt Nam 

STT Tên khoa học Tên thường gọi Bộ phận dùng Công dụng 

1 P. betle L. Trầu không Lá 

Chữa viêm kết mạc, sát 

khuẩn ngoài da, chữa ho 

hen 

2 P. lolot C. DC. Lá lốt Lá, thân, rễ 
Chữa đau xương khớp, đổ 

mồ hôi tay chân, tiêu chảy 

3 P. longum L. Tất bạt Rễ, quả, hạt 

Chữa đau bụng, nôn mửa, 

tiêu chảy, nhức đầu, đau 

răng 

4 P. nigrum L. Hồ tiêu Hạt 
Kích thích tiêu hóa, giảm 

đau răng, đau bụng 

Mặc dù đã có khá nhiều loài thuộc chi Piper L. được sử dụng làm thuốc 

theo kinh nghiệm dân gian, tuy nhiên, việc sử dụng chi này để chữa bệnh trong 

thực tế hiện nay không nhiều. Hiện nay, có một số sản phẩm thực phẩm chức 

năng trong thành phần có dịch chiết từ một vài loài thuộc chi Piper L. hoặc chứa 
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hoạt chất piperin. Trong đó, những sản phẩm có chứa piperin phối hợp cùng 

curcumin là phong phú nhất (ví dụ một số sản phẩm có chứa đồng thời hai hoạt 

chất này như: Curcumin2K, Curcumax, Biocurmin…). Sự kết hợp giữa hai 

thành phần hoạt chất này trong nhiều sản phẩm xuất phát từ kết quả nghiên cứu 

của Shoba và cộng sự (1997), theo đó, piperin có tác dụng làm tăng sinh khả 

dụng của curcumin lên 20 lần. Cơ chế của tác dụng này là do piperin có khả 

năng ức chế quá trình liên hợp giữa acid glucuronic và curcumin nên làm giảm 

quá trình chuyển hóa và đào thải curcumin [126].  

Những chế phẩm khác trong thành phần có chứa dịch chiết từ một số loài 

thuộc chi Piper L. được sử dụng để chữa bệnh như: Eupolin (chứa cao đặc lá 

trầu không và cao đặc cỏ lào có tác dụng chữa viêm lợi, viêm chân răng); 

Sakantin   có chứa dịch chiết từ quả của hai loài P. nigrum L., P. longum L. và 

gừng giúp kích thích tiêu hóa; sản phẩm Armorex T   (chứa hạt tiêu, tinh dầu tỏi, 

tinh dầu mè…, có tác dụng kháng khuẩn, chống oxy hóa, giảm co thắt, chữa tiêu 

chảy). Đặc biệt, một số sản phẩm chứa dịch chiết từ rễ loài P. methysticum G. 

Forst (có tên gọi khác là kava) có tác dụng an thần, giảm lo âu. Tuy nhiên, gần 

đây, có một số báo cáo về những tác dụng phụ trên gan khi sử dụng những sản 

phẩm này, vì thế, cần thận trọng khi sử dụng chúng [120]. 

1.1.3.2. Tác dụng sinh học và độc tính của chi Piper L. 

* Tác dụng sinh học của chi Piper L. 

Dưới sự hỗ trợ của khoa học kỹ thuật, ngày càng có nhiều nghiên cứu tiến 

hành đánh giá tác dụng sinh học của các loài thuộc chi Piper L. dựa trên những 

mô hình dược lý hiện đại. Mục đích của những nghiên cứu này nhằm chứng 

minh tác dụng chữa bệnh của dược liệu theo kinh nghiệm dân gian hoặc là một 

giai đoạn của quá trình nghiên cứu phát triển thuốc mới. Kết quả là ngày càng 

có nhiều tác dụng sinh học của chi Piper L. được công bố. Một số tác dụng sinh 

học đáng quan tâm của các loài thuộc chi này được trình bày dưới đây. 

R 

R 
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 Độc tính tế bào 

 Khoảng 20 năm trở lại đây, cùng với xu hướng đẩy mạnh việc tìm kiếm 

thuốc chữa ung thư trên toàn thế giới, đã có khá nhiều nghiên cứu về tác dụng 

gây độc tế bào của chi Piper L. được thực hiện. Kết quả cho thấy, nhiều hợp 

chất phân lập được từ chi Piper L. có độc tính tế bào. Các chất có hoạt tính này 

chủ yếu thuộc nhóm: alcaloid, alkanpolyenylbenzen và flavonoid. Trong nhóm 

alcaloid, piperin là một trong những hợp chất được nghiên cứu nhiều nhất về tác 

dụng chống ung thư có thể bởi tiềm năng về tác dụng sinh học của nó cũng như 

bởi sự xuất hiện phổ biến và dồi dào về hàm lượng của chất này trong chi Piper 

L. Theo kết quả một số nghiên cứu, piperin có tác dụng chống ung thư theo một 

số cơ chế như: điều chỉnh nồng độ cacbohydrat gắn protein (chất chỉ thị cho xu 

hướng phát triển khối u), ức chế sản xuất TNF-α (yếu tố hoại tử khối u), làm giảm 

lượng hydroperoxid, ức chế sự di căn ở phổi… trên động vật thực nghiệm [58]. 

Ngoài ra, một số hợp chất khác cũng có tác dụng gây độc tế bào được 

phân lập từ chi Piper L. như: hợp chất 1-[(9E)-10-(3,4-methylenedioxy-phenyl)-

9-decenoyl] pyrrolidin phân lập được từ loài P. boehmeriaefolium (Miq.) C. DC. 

gây độc với dòng tế bào ung thư biểu mô cổ tử cung HeLa (IC50 = 2,67 μg/ml) 

[132]; hợp chất gibbilimbol D phân lập được từ loài P. gibbilimbum C. DC. gây 

độc với dòng tế ung thư biểu mô thực quản KB (IC50 = 2,1 μg/ml) [103]; hợp 

chất flavokavain B phân lập được từ loài P. methysticum G. Forst. tác dụng gây 

độc với dòng tế bào ung thư gan HepG2 [68]… 

 Tác dụng chống kết tập tiểu cầu 

Đây cũng là một trong những tác dụng đáng quan tâm của chi Piper L. 

bởi có khá nhiều công trình nghiên cứu về tác dụng này. Các chất có hoạt tính 

chống kết tập tiểu cầu phân lập được từ chi Piper L. chủ yếu thuộc nhóm 

alcaloid, bên cạnh đó, một vài hợp chất nhóm lignan được công bố. Trong số 

các hợp chất thuộc nhóm alcaloid, những dẫn xuất nhân pyrrol hoặc 

pyrrolidin thường có hoạt tính mạnh hơn. Điều này gợi ý rằng dị vòng năm 

cạnh chứa nitơ là cấu trúc quan trọng đối với hoạt tính chống kết tập tiểu cầu 
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[58]. Một số hợp chất có tác dụng chống kết tập tiểu cầu được trình bày ở 

bảng 1.17. 

Bảng 1.17. Một số chất có tác dụng chống kết tập tiểu cầu 

được phân lập từ chi Piper L. 

STT Nhóm hợp chất Tên hợp chất Nguồn gốc TLTK 

1 

 
Alcaloid 

Piperlotin, 1-trans-

cinnamoyl- pyrrolidin 
P. lolot C. DC. [82] 

Pipernonalin P. longum L. [105] 

Piperphilippinin P. philippinum Miq. [36] 

Piperolactam P. taiwanense Lin & Lu [33] 

2 Lignan 
Bornyl caffeat 

Kusunokinin 
P. philippinum Miq. [36] 

Tất cả các nghiên cứu được tham khảo đều tiến hành đánh giá tác dụng 

chống kết tập tiểu cầu in vitro. Trong thử nghiệm này, các chất acid 

arachidonic, collagen, thrombin và yếu tố hoạt hóa tiểu cầu (PAF) được sử 

dụng để gây kết tập tiểu cầu in vitro. Kết quả nghiên cứu cho thấy hoạt tính 

chống kết tập tiểu cầu của hai chất piperlotin E và 1-trans-cinnamoylpyrrolidin 

là rất tiềm năng. Hoạt tính chống kết tập tiểu cầu của hai chất này ở nồng độ 

100 μg/ml lần lượt là 96,2% và 100% và giá trị IC50 tương ứng lần lượt là 11,5 

μg/ml và 7,3 μg/ml [82]. 

 Tác dụng chống oxy hóa 

 Tác dụng này chủ yếu liên quan đến nhóm hợp chất polyphenol, vì vậy, có 

khá ít hợp chất alcaloid phân lập được từ chi Piper L. sở hữu hoạt tính này. Một 

số hợp chất có tác dụng chống oxy hóa được trình bày ở bảng 1.18. 

Bảng 1.18. Một số chất có tác dụng chống oxy hóa được phân lập từ chi Piper L. 

STT Nhóm hợp chất Tên hợp chất Nguồn gốc TLTK 

1 Hydroquinon 

1-methoxy-4-hydroxy-2-(3’,7-

dimethyl) -2’E, 6’- octadienyl-

benzen  

P. crassinervium 

Kunth 
[147] 
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STT Nhóm hợp chất Tên hợp chất Nguồn gốc TLTK 

2 Polyphenol 

3,4-dihydroxyphenyl ethanol 

glucosid; 3,4-dihydroxy-6-(N- 

ethylamino) benzalcaloid 

P. nigrum  L. [30] 

Chevibetol, allyl pyrocatechol P. betle L. [114] 

3 Alcaloid Piperumbellactam B, C P. umbellatum L. [130] 

Các thử nghiệm đánh giá hoạt tính chống oxy hóa đều sử dụng phương 

pháp in vitro. Có khá nhiều phương pháp in vitro để đánh giá hoạt tính này bao 

gồm các phương pháp: đánh giá hoạt tính dọn gốc DPPH hoặc gốc ABTS; đánh 

giá hoạt tính khử β-caroten; thử nghiệm peroxyd hoặc hydroperoxyd hóa lipid; 

đánh giá khả năng tạo phức với ion kim loại…  

 Tác dụng kháng khuẩn 

Tác giả Reddy Venkat S. và cộng sự đã phân lập được từ phân đoạn dịch 

chiết ether của loài P. nigrum L. 5 hợp chất alcaloid. Kết quả thử hoạt tính 

kháng khuẩn cho thấy, 3 trong 5 chất phân lập được thể hiện tác dụng kháng 

khuẩn trên cả hai loại vi khuẩn gr(+) và gr(-). Trong đó, đáng chú ý là hợp chất 

2E, 4E, 8Z -N-isobutyleicosatrien alcaloid ức chế 3 vi khuẩn gr(+) là 

Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Bacillus sphaericus với giá trị nồng độ 

ức chế tối thiểu (MIC) lần lượt là 34 μM, 34 μM, 17 μM và hợp chất pergumidien 

ức chế vi khuẩn gr(-) Klebsiella aerogenes với MIC là 58 μM [115]. 

Trong một nghiên cứu khác, tác giả Carola Valdivia và cộng sự phân lập 

được 5 chất từ loài P. obliquum Ruiz & Pav., trong đó, 2 chất có cấu trúc khung 

alkenylphenol thể hiện hoạt tính khá mạnh trên 2 vi khuẩn gr(+) là Escherichia 

coli và Staphylococcus epidermis với MIC lần lượt là 5 μg/ml và 2,5 μg/ml [139]. 

 Tác dụng kháng nấm 

Trong số các tác dụng dược lý đã được công bố của chi Piper L., tác dụng 

kháng nấm là khá nổi bật bởi có nhiều nghiên cứu đề cập đến tác dụng này. Hầu 

hết các nghiên cứu tiến hành phân lập hợp chất theo định hướng tác dụng sinh học 

thông qua khảo sát tác dụng của các phân đoạn dịch chiết khác nhau như dịch chiết 
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nước, MeOH, CHCl3… của thực vật từ đó lựa chọn phân đoạn có tác dụng mạnh 

nhất. Hợp chất được phân lập từ chi Piper L. sở hữu hoạt tính kháng nấm có cấu 

trúc hóa học khá phong phú và thuộc nhiều nhóm khác nhau. Ngay trong cùng một 

nhóm, cấu trúc của các hợp chất cũng rất khác nhau. Điển hình nhất là nhóm 

alcaloid, hợp chất thuộc nhóm này có tác dụng kháng nấm gồm: dẫn xuất nhân 

pyrrolidin, dẫn xuất nhân aristolam, dẫn xuất nhân piplartin… Một số hợp chất có 

tác dụng kháng nấm được trình bày ở bảng 1.19. 

Bảng 1.19. Một số chất có tác dụng kháng nấm được phân lập từ chi Piper L. 

STT 
Nhóm 

hợp chất 
Tên hợp chất Nguồn gốc TLTK 

1 Alcaloid 

Arboreumin, piplartin P. arboreum Aub. [141] 

N-[5- (3’, 4’-methylenedioxy-

phenyl)- 2(E) - pentadienoyl] 

pyrrolidin 

P. hispidum Sw. [21] 

Piperlongumin P. chaba Hunt. [58] 

2 Flavonoid 

Naringin, sakuranetin 
P. crassinervium 

Kunth 
[41] 

5,4’-dihydroxy-7-methoxy-

flavanon 

P. marginatum 

Jacq. 
[116] 

3 Hydroquinon 
1,4-dihydroxy-2-(3’,7’- dimethyl- 

1’-oxo-2’(E),6’-octadienyl) 

P. crassinervium 

Kunth 
[41] 

4 Lacton Kavain, methysticin 
P. methysticum G. 

Forst. 
[146] 

5 Neolignan Eupomatenoid-3, eupomatenoid-5 
P. regnellii (Miq.) 

C. DC. 
[77] 

6 
Cyclo-

pentenedion 
Coruscanon A, B 

P. coruscans H. B. 

& K. 
[84] 
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Hai phương pháp thường được áp dụng trong nghiên cứu tác dụng kháng 

nấm là phương pháp sắc ký lớp mỏng sinh học và phương pháp in vitro (phương 

pháp khuyếch tán hoặc pha loãng). Trong đó, phương pháp sắc ký lớp mỏng 

sinh học được sử dụng phổ biến hơn. Ở phương pháp này, tác dụng ức chế được 

xác định dựa vào vùng ức chế trên nền tối của bản mỏng. Với phương pháp in 

vitro, hoạt tính ức chế được đánh giá dựa vào đường kính vòng ức chế (phương 

pháp khuếch tán) hoặc dựa vào nồng độ thấp nhất ức chế sự phát triển của nấm 

(phương pháp pha loãng). Tác dụng kháng nấm của các mẫu thường được so 

sánh với 3 chất đối chiếu là những thuốc kháng nấm đã được sử dụng phổ biến 

trên lâm sàng như: miconazol, amphotericin B, nystatin [21], [130]. 

Một số loài nấm được sử dụng trong các nghiên cứu gồm có: 

Cladosporium cladosporioides, Cladosporium sphaerospermum [21], [141]; 

Candida albicans, Cryptococcus neoformans [84]; Candida glabrata, 

Aspergillus favus, Fusarium solani [130]… 

 Tác dụng ức chế enzym acetylcholinesterase 

 Nghiên cứu của Ingkaninan K. và cộng sự cho thấy dịch chiết methanol 

của hạt loài P. nigrum L. và của thân loài P. interruptum Opiz thể hiện hoạt tính 

ức chế AChE in vitro với giá trị phần trăm hoạt tính ức chế lần lượt là 58% và 

65% [63]. Trong một nghiên cứu khác, tác giả Adewusi E. A. và cộng sự đã xác 

định được dịch chiết EtOAc của rễ loài P. carpense L. f. ức chế AChE với IC50 

là 0,041 mg/ml [17]. 

 Những công bố về hoạt tính ức chế AChE in vitro và tác dụng cải thiện trí 

nhớ in vivo của các chất phân lập được từ chi Piper L. còn khá hạn chế và chủ 

yếu đề cập đến tác dụng này của piperin. Đây này là một alcaloid phổ biến nhất 

và có mặt trong nhiều loài thuộc chi Piper L. như: P. nigrum L., P. retrofractum 

Vahl., P. chaba Hunt, P. betle L., P. cubeba L. f… Hợp chất này sở hữu nhiều 

tác dụng sinh học khác nhau trong đó có tác dụng ức chế AChE ở đồi hải mã và 

tác dụng cải thiện trí nhớ trên động vật thực nghiệm thông qua thử nghiệm với 

mô hình mê lộ nước Morris [38], [143]. 
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 Ở Việt Nam, nhóm tác giả Đỗ Quyên và cộng sự đã tiến hành đánh giá 

hoạt tính ức chế AChE in vitro các mẫu dịch chiết MeOH của 2 loài P. betle L. 

và P. lolot C. DC. Kết quả cho thấy tỷ lệ phần trăm hoạt tính ức chế enzym in 

vitro của mẫu dịch chiết từ 2 loài P. betle L. và P. lolot C. DC. ở nồng độ 100 

μg/ml lần lượt là 44,61 và 33,38%. 

 Ngoài những tác dụng sinh học của chi Piper L. được đề cập ở trên, nhiều 

tác dụng sinh học khác của chi này cũng đã được công bố gồm có: tác dụng 

chống viêm [86], tác dụng bảo vệ tế bào gan [94], tác dụng trên bệnh tiểu đường 

[25], tác dụng chống béo phì [150]…  

* Độc tính 

Bên cạnh những nghiên cứu đánh giá tác dụng sinh học của chi Piper L., 

nhiều nghiên cứu đánh giá tính an toàn của chi này cũng đã được thực hiện. 

Những nghiên cứu này tập trung đánh giá độc tính cấp và độc tính bán trường 

diễn của các mẫu cao hoặc dịch chiết từ dược liệu. Kết quả nghiên cứu tính an 

toàn của một số loài thuộc chi Piper L. được tóm tắt ở bảng 1.20. 

Bảng 1.20. Kết quả đánh giá tính an toàn của một số loài thuộc chi Piper L. 

STT 
Loài 

nghiên cứu 

Mẫu 

nghiên cứu 
Kết quả TLTK 

1 P. betle L. 

Cắn dịch chiết 

methanol của 

lá 

LD50>5.000 mg cắn/kg; Liều 5.000 mg 

cắn/kg trọng lượng cơ thể (TLCT), đường 

uống, trong 14 ngày trên chuột cống: không 

gây tổn thương mô bệnh học 

[20] 

2 P. chaba Hunt. 
Cắn dịch chiết 

nước của quả 

Liều 5.000 mg cắn/kg TLCT, đường uống, 

trong 14 ngày trên chuột cống: không có 

dấu hiệu độc; Liều 300-1.200 mg cắn/kg 

TLCT, đường uống, trong 90 ngày trên 

chuột cống: không có dấu hiệu độc, chỉ số 

sinh hóa không thay đổi, một vài chỉ số 

huyết học thay đổi trong giới hạn bình 

thường, không có tổn thương mô bệnh học 

[66] 
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STT 
Loài 

nghiên cứu 

Mẫu 

nghiên cứu 
Kết quả TLTK 

3 P. longum L. Bột quả khô 

Liều 3.750 mg bột quả khô/kg TLCT, 

đường uống trên chuột cống: không gây 

chết động vật; Liều 2.250 mg bột quả khô/kg 

TLCT, đường uống, trong 45 ngày trên chuột 

cống: chỉ số sinh hóa bình thường, số lượng 

bạch cầu tăng nhẹ, có biểu hiện của gan 

nhiễm mỡ và viêm ruột non nhẹ 

[96] 

4 
P. laetispicum 

C. DC. 

Cắn dịch chiết 

phân đoạn 

ethylacetat 

của thân 

LD50 lần lượt là 1.530 và 538,8 mg cắn/kg 

TLCT theo đường uống và đường tiêm phúc 

mạc liều 500 mg cắn/kg TLCT, đường 

uống, trong 90 ngày trên chuột nhắt: trọng 

lượng cơ thể không đổi tuy nhiên trọng 

lượng gan tăng, 50% chuột bị chết 

[149] 

5 
P. methysticum 

G. Forster 

Cắn dịch chiết 

nước và dịch 

chiết aceton 

Liều 50 mg cắn/kg TLCT x 3 lần/tuần x 3 

tháng, trên thỏ: không thấy có dấu hiệu độc; 

Thử với cắn aceton ở mức liều 24 mg/kg 

TLCT trên chuột cống và 20 mg/kg TLCT 

trên chó không thấy xuất hiện tác dụng phụ 

nào sau 26 tuần thử nghiệm. Tuy nhiên, ở 

liều cao nhất đem thử là 320 mg cắn/kg TLCT 

và 60 mg cắn/kg TLCT lần lượt trên chuột 

cống và chó thấy có sự thay đổi nhẹ về hình 

ảnh mô bệnh học của gan và thận 

[120] 

6 P. nigrum L. 
Cắn dịch chiết 

nước của quả 

Liều 5.000 mg cắn/kg TLCT, đường uống, 

trong 14 ngày trên chuột cống: không gây 

chết động vật; Liều 300-1.200 mg cắn/kg 

TLCT, đường uống, trong 90 ngày trên 

chuột cống: không có tổn thương mô bệnh 

học, các chỉ số về sinh hóa và huyết học 

bình thường 

[39] 
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 Kết quả ở bảng 1.20 cho thấy, độc tính của các loài thuộc chi Piper L. rất 

khác nhau. Một số loài gần như không độc hoặc độc tính rất thấp như: P. betle 

L., P. nigrum L. và P. longum L. Những loài này đã được đánh giá độc tính cấp 

ở mức liều từ 3.750-5.000 mg cắn/kg TLCT theo đường uống và đều không thấy 

dấu hiệu độc cũng như không có động vật nào bị chết trong khoảng thời gian 14 

ngày nghiên cứu. Kết quả đánh giá độc tính bán trường diễn của 3 thảo dược 

trên cho thấy không có những thay đổi bất thường về chỉ số sinh hóa, chỉ số 

huyết học và hình ảnh mô bệnh học của một số cơ quan như gan, thận, não đều 

bình thường trong khoảng thời gian 45-118 ngày nghiên cứu. Tuy nhiên, một số 

loài thuộc chi Piper L. khác lại có độc tính đáng lưu ý như: P. laetispicum C. 

DC., P. methysticum G. Forster... Đặc biệt, đã có báo cáo về một vài trường hợp 

người bệnh ở Úc, Đức, Thụy sĩ…, sau khi sử dụng sản phẩm có chứa loài P. 

methysticum G. Forster thấy có biểu hiện độc tính ở gan.  

Bên cạnh những nghiên cứu đánh giá tính an toàn của cắn hoặc dịch chiết 

từ các loài thuộc chi Piper L., một số nghiên cứu đã tiến hành đánh giá tính an 

toàn của hợp chất tinh khiết phân lập được từ những loài thuộc chi này như: 

piperin, piperiton, piperonyl butoxid... [110], [131]. Đáng quan tâm nhất là một 

số nghiên cứu đánh giá tính an toàn của piperin bởi hiện nay có khá nhiều sản 

phẩm nguồn gốc thảo dược có chứa hợp chất này. Piperin được phối hợp trong 

những sản phẩm này nhằm làm tăng sinh khả dụng của thành phần hoạt chất 

chính (ví dụ như: curcumin, polyphenol...) của những sản phẩm đó [127].  

Trong nghiên cứu của tác giả Piyachaturawat P. và cộng sự (1983), độc 

tính cấp của piperin đã được xác định với giá trị LD50 của các đường dùng thuốc 

gồm tiêm tĩnh mạch, tiêm phúc mạc, tiêm bắp lần lượt là 15, 43 và 400 mg/kg 

TLCT chuột nhắt. LD50 trên chuột cống theo đường tiêm phúc mạc cũng được 

xác định là 33,5 mg/kg TLCT. Nghiên cứu độc tính bán trường diễn trên chuột 

nhắt cho thấy ở mức liều 100 mg/kg TLCT theo đường uống không gây độc và 

TLCT không thay đổi. Tuy nhiên, khi mức liều nghiên cứu tăng thì TLCT của 
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chuột bị giảm và số chuột chết tăng. Nghiên cứu độc tính bán trường diễn trên 

chuột cống cho thấy ở mức liều 500 mg/kg TLCT theo đường uống gây phù nề 

nghiêm trọng đường tiêu hóa, một số chuột bị chảy máu bàng quang. Kiểm tra 

mô bệnh học quan sát thấy những thay đổi về đặc điểm vi học ở dạ dày, ruột 

non, tuyến thượng thận và bàng quang. Mặc dù vậy, mức liều được sử dụng 

trong nghiên cứu là cao hơn nhiều so với mức liều thực tế piperin thường được 

sử dụng. Vì vậy, những tác dụng phụ trên chỉ có thể gặp phải nếu dùng liều rất 

cao và trong thời gian dài [110]. 

1.2. Tổng quan về nghiên cứu sàng lọc hoạt tính ức chế enzym 

acetylcholinesterase in vitro 

1.2.1. Acetylcholin, enzym acetylcholinesterase và giả thuyết về vai trò của hệ 

cholinergic đối với bệnh Alzheimer 

1.2.1.1. Acetylcholin 

Acetylcholin (ACh) được tìm thấy ở động vật có xương sống, động vật 

chân khớp và là một trong những chất chính mà nhờ đó xung điện được truyền 

giữa các tế bào thần kinh với nhau hoặc từ tế bào thần kinh tới cơ vân và cơ 

trơn. ACh được phát hiện lần đầu tiên vào năm 1867 dưới dạng một chất tổng 

hợp và được phát hiện trong cơ thể người năm 1906 từ dịch chiết tuyến 

thượng thận. 

ACh được tổng hợp từ cholin và acetyl CoA do enzym cholin acetyl 

transferase xúc tác phản ứng, sau đó, được lưu giữ ở vị trí cuối dây thần kinh, 

trong các túi. Các chất trong túi được giải phóng khi vị trí cuối dây thần kinh bị 

khử cực và khi đó ACh được giải phóng vào khe synap và gắn với thụ thể. ACh 

sau khi được giải phóng có thời gian bán thải rất ngắn vì sự có mặt của AChE. 

Đây là enzym thủy phân dây nối este trong phân tử ACh tạo ra cholin và acid 

acetic. Cholin sau đó được thu nhận lại vào tế bào thần kinh để tổng hợp ACh. 

Do đó, những chất có tác dụng ức chế AChE sẽ kéo dài thời gian tồn tại và thời 

gian tác dụng của ACh [10].  
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Trong những năm gần đây, ACh được thấy có liên quan tới nhiều chức 

năng khác bên cạnh chức năng dẫn truyền thần kinh. Trong đó, ACh được xem 

là có liên quan đến sự tiến triển của bệnh viêm dây thần kinh và quá trình sản 

sinh sợi amyloid, những đặc điểm điển hình được thấy trong tế bào não của 

bệnh nhân mắc bệnh Alzheimer. 

1.2.1.2. Enzym acetylcholinesterase 

AChE, với vai trò thủy phân ACh, là một protein có hình elip chứa một 

rãnh sâu, được gọi là hẻm. Quá trình thủy phân ACh được xúc tác bởi AChE 

diễn ra ở đáy của hẻm enzym theo cơ chế khá phức tạp. Ở đáy của hẻm, nơi xảy 

ra sự thủy phân cơ chất ACh, có 4 vị trí hoạt động chính là vị trí este hóa, lỗ 

oxy-anion, vị trí anion và túi acyl [61]. Những vị trí hoạt động này của AChE 

được minh họa ở hình 1.11. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

AChE là một trong những enzym thủy phân nhanh nhất. Hoạt tính của nó 

mạnh gấp khoảng 10 lần so với serin protease hoặc butyrylcholinesterase ở cùng 

điều kiện nhiệt độ và pH. 

 

Túi acyl 

 

Vị trí anion 

Lỗ oxy-anion 

 

Túi acyl 

 

Vị trí anion 

Hình 1.11. Các vị trí hoạt động tại hẻm của AChE [61] 
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1.2.1.3. Giả thuyết về vai trò của hệ cholinergic đối với bệnh Alzheimer 

AChE chủ yếu có mặt trong hệ thần kinh trung ương, xúc tác thủy phân 

chất dẫn truyền ACh. Quá trình này cần thiết để chuyển tế bào thần kinh hệ 

cholinergic từ trạng thái hoạt động sang tình trạng nghỉ [10], [61]. Ở bệnh nhân 

Alzheimer thấy có sự giảm trầm trọng nồng độ chất dẫn truyền thần kinh ACh. 

Tình trạng này gây suy giảm khả năng nhận thức đối với người bệnh. Giả 

thuyết về vai trò của hệ cholinergic trong bệnh Alzheimer được đưa ra lần đầu 

tiên vào năm 1982 bởi tác giả Whitehouse và cộng sự. Sau đó, giả thuyết này 

nhanh chóng trở thành động lực cho quá trình nghiên cứu theo hướng cải 

thiện chức năng hệ cholinergic trên bệnh nhân mắc bệnh Alzheimer. Theo giả 

thuyết này, những chất ức chế sự hoạt động của AChE làm tăng nồng độ và 

thời gian hoạt động của ACh ở synap thần kinh từ đó cải thiện triệu chứng 

bệnh [44]. 

1.2.2. Một số phương pháp thường dùng trong nghiên cứu sàng lọc hoạt tính 

ức chế enzym acetylcholinesterase in vitro 

Nghiên cứu sàng lọc là giai đoạn đầu của quá trình nghiên cứu phát triển 

thuốc mới. Giai đoạn này thường tiến hành đánh giá hoạt tính của một lượng lớn 

các mẫu thử. Vì vậy, những phương pháp được lựa chọn để sử dụng ở giai đoạn 

này phải là những phương pháp có thể tiến hành đồng thời nhiều mẫu, lượng 

mẫu cần ít, cho kết quả nhanh và chi phí thấp. Phương pháp thử in vitro đáp ứng 

được tất cả những yêu cầu đó. Đối với nghiên cứu sàng lọc tác dụng ức chế 

AChE in vitro, có 2 phương pháp thường được sử dụng là phương pháp sử dụng 

thuốc thử Ellman và phương pháp sử dụng thuốc thử muối Fast Blue B. 

1.2.2.1. Phương pháp sử dụng thuốc thử Ellman 

 Trong số những phương pháp được sử dụng để nghiên cứu sàng lọc hoạt 

tính ức chế AChE in vitro, phương pháp sử dụng thuốc thử Ellman được xây 

dựng và ứng dụng sớm nhất. Hiện nay, phương pháp này vẫn được sử dụng 

khá phổ biến ở nhiều nghiên cứu cùng hướng, trong đó, phương pháp đo quang 
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được sử dụng nhiều hơn phương pháp sắc ký lớp mỏng sinh học. Phương pháp 

này sử dụng cơ chất là acetylthiocholin iodid (ATCI) và thuốc thử là 5,5’- 

dithiobis - nitrobenzoic acid (DTNB). 

* Phương pháp đo quang 

Phương pháp của Ellman dùng để xác định hoạt tính của enzym 

cholinesterase dựa vào đo quang được tác giả này mô tả lần đầu tiên vào năm 1961 

[48]. Nguyên tắc của phương pháp: cơ chất ATCI bị thủy phân nhờ xúc tác của 

cholinesterase tạo thiocholin. Thiocholin phản ứng với thuốc thử DTNB giải 

phóng ra hợp chất 5-thio-2-nitrobenzoic acid màu vàng. Hợp chất này được xác 

định bằng cách đo độ hấp thụ của dung dịch ở bước sóng 412 nm. 

Sau đó, nhiều nghiên cứu sàng lọc về hoạt tính ức chế AChE in vitro khác 

tiếp tục được thực hiện. Tuy nhiên, so với phương pháp gốc được công bố bởi 

Ellman, phương pháp được triển khai trong các nghiên cứu sau đó đều có một số 

thay đổi về: nguồn gốc và hoạt độ của enzym, loại đệm sử dụng, nồng độ dung 

dịch cơ chất và thuốc thử… cũng như tỷ lệ phối hợp của chúng vào hỗn hợp phản 

ứng [74], [98], [125]. 

* Phương pháp sắc ký lớp mỏng sinh học 

Trên cơ sở phương pháp đo quang sử dụng thuốc thử Ellman, phương 

pháp sắc ký lớp mỏng sinh học (BTLC) đã được phát triển. Ở phương pháp 

này, sau khi bản mỏng được triển khai, hỗn hợp gồm dung dịch thuốc thử 

DTNB và cơ chất ATCI được phun lên bản mỏng, sau đó mới phun dung dịch 

enzym. Những chất gây ức chế AChE sẽ làm xuất hiện các vết màu trắng trên 

nền vàng [18], [63]. 

Một trong những hạn chế của phương pháp BTLC là có thể gặp phải 

hiện tượng dương tính giả, hiện tượng vết màu trắng xuất hiện trên bản mỏng 

không phải do tác dụng ức chế AChE. Để khắc phục hạn chế này, bên cạnh bản 

mỏng thử phải tiến hành làm thí nghiệm với một bản mỏng khác (bản đối 

chiếu). Các bước tiến hành trên bản đối chiếu tương tự như trên bản thử chỉ 
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khác ở giai đoạn phun thuốc thử hiện màu. Đối với bản thử, hỗn hợp dung dịch 

thuốc thử DTNB và cơ chất ATCI được phun trước, sau đó mới phun dung 

dịch AChE. Với bản đối chiếu, dung dịch thuốc thử DTNB được phun trước, 

sau đó hỗn hợp gồm dung dịch cơ chất ATCI và dung dịch AChE được phun 

sau. Cách bố trí thử nghiệm như trên nhằm đảm bảo những vết màu trắng xuất 

hiện trên cả hai bản là những vết cho phản ứng dương tính giả [18]. Hình 1.12 

dưới đây minh họa kết quả nghiên cứu sử dụng phương pháp BTLC hiện màu 

bằng thuốc thử Ellman. 

 

 

  

 

 

 

 

Hình 1.12. Bản BTLC của dịch chiết loài Corydalis sp được hiện màu 

bằng thuốc thử Ellman [18] 

A. Phản ứng ức chế enzym, vết trắng chỉ ra hoạt tính ức chế enzym. 

B. Phản ứng dương tính giả, vết trắng không phải vì ức chế enzym. 

1.2.2.2. Phương pháp sử dụng thuốc thử muối Fast Blue B 

 So với phương pháp sử dụng thuốc thử Ellman, số lượng nghiên cứu sử 

dụng phương pháp này để sàng lọc hoạt tính ức chế AChE in vitro khá hạn chế. 

Phương pháp này sử dụng cơ chất là α-naphthyl acetat và thuốc thử là muối Fast 

Blue B (muối O-dianisidin bis(diazotized) zinc double). 

* Phương pháp đo quang 

Thử nghiệm đo quang sử dụng thuốc thử muối Fast Blue B được công bố 

lần đầu tiên bởi tác giả Van Asperen K. vào năm 1962 [140]. Nguyên tắc của 

phương pháp: cơ chất α-naphthyl acetat bị thủy phân bởi enzym esterase giải 

phóng chất α-naphthol. Chất này sau đó phản ứng với thuốc thử muối Fast Blue 
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B tạo thành sản phẩm màu diazo. Hợp chất này được xác định bằng cách đo độ hấp 

thụ của dung dịch ở bước sóng 600 nm. 

Tuy nhiên, sau đó, không có nhiều nghiên cứu sử dụng phương pháp này 

để nghiên cứu sàng lọc tác dụng ức chế AChE in vitro và một trong số đó là 

nghiên cứu của tác giả Di Giovanni S. [44], [90]. Phương pháp được sử dụng 

trong nghiên cứu của tác giả này có một số thay đổi so với phương pháp của tác 

giả Van Asperen về: nguồn gốc và hoạt độ của enzym, hóa chất để bất hoạt 

enzym và nồng độ dung dịch cơ chất. 

* Phương pháp sắc ký lớp mỏng sinh học 

Muối Fast Blue B cũng được sử dụng như một thuốc thử trong phương 

pháp BTLC để nghiên cứu sàng lọc hoạt tính ức chế AChE in vitro và được phát 

triển bởi Marston năm 2002. Ở phương pháp này, sau khi bản mỏng được triển 

khai, dung dịch enzym được phun lên bản mỏng. Sau đó, hỗn hợp gồm dung 

dịch cơ chất α-naphthyl acetat và dung dịch thuốc thử muối Fast Blue B được 

phun lên bản mỏng. Những chất gây ức chế AChE sẽ làm xuất hiện các vết 

màu trắng trên nền màu tím sẫm [44], [148]. Hình 1.13 dưới đây minh họa kết 

quả nghiên cứu sử dụng phương pháp BTLC hiện màu bằng muối Fast Blue B. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hình 1.13. Bản BTLC của các vết có lượng Physostigmin từ 10
-5

 đến 10
-1

 µg 

được hiện màu bằng thuốc thử muối Fast Blue B [148] 
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 Cũng giống phương pháp BTLC sử dụng thuốc thử Ellman, phương pháp 

BTLC sử dụng thuốc thử muối Fast Blue B cũng có thể gặp phải hiện tượng 

dương tính giả. Để loại trừ các vết dương tính giả, một bản mỏng đối chiếu 

tương tự với bản mỏng thử được triển khai. Sau đó, các dung dịch α-naphthol và 

muối Fast Blue B được phun lên bản mỏng mà không có dung dịch enzym. Nếu 

xuất hiện vết màu trắng thì vết đó là vết dương tính giả. 

 Bên cạnh 2 phương pháp được trình bày ở trên, phương pháp điện di 

mao quản cũng đã được sử dụng để nghiên cứu sàng lọc tác dụng ức chế AChE 

in vitro trong nghiên cứu của Tang Z. M. (2007) [133]. Tuy nhiên, mới chỉ có 

rất ít nghiên cứu sử dụng phương pháp này được công bố. Lý do là bởi phương 

pháp này đòi hỏi phải có trang thiết bị phù hợp với thao tác thử nghiệm tương 

đối phức tạp. Ngoài ra, hạn chế về số lượng mẫu thử được đánh giá ở mỗi lần 

thao tác máy cũng góp phần cản trở việc ứng dụng phương pháp điện di mao 

quản trong nghiên cứu sàng lọc. 

 Như vậy, với số lượng trên 1.000 loài, chi Piper L. là một trong những chi 

lớn nhất của ngành thực vật hạt kín. Chi này cũng đã được nghiên cứu khá nhiều 

về thành phần hóa học và tác dụng sinh học. Về thành phần hóa học, nhiều hợp 

chất thuộc một số nhóm như: alcaloid, tinh dầu, flavonoid, 

alkanpolyenylbenzen, lignan… đã được phân lập và nhận dạng từ chi Piper L. 

Đồng thời, chi này sở hữu một số tác dụng sinh học đáng quan tâm như: gây độc 

tế bào, chống kết tập tiểu cầu, kháng nấm… Đặc biệt, những kết quả nghiên cứu 

được công bố gần đây về tác dụng ức chế AChE của một số loài thuộc chi Piper 

L. in vitro và tác dụng cải thiện trí nhớ in vivo của piperin cũng rất đáng quan 

tâm. Kết quả này đã mở rộng thêm về các đối tượng nghiên cứu tiềm năng cho 

quá trình tìm kiếm thuốc mới điều trị bệnh Alzheimer. Điều này càng có ý nghĩa 

hơn khi số lượng loài thuộc chi Piper L. đã được nghiên cứu trên thế giới mới 

chỉ khoảng trên 100 loài, chiếm tỷ lệ khoảng 10% so với tổng số hơn 1.000 loài 

của chi này. Riêng ở Việt Nam, cũng có đến 46 loài thuộc chi Piper L. phân bố 
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rộng khắp cả nước, trong đó, có một số loài đặc hữu. Tuy nhiên, chưa có nhiều 

nghiên cứu về thành phần hóa học và tác dụng sinh học của chi Piper L. được 

thực hiện ở nước ta. Nghiên cứu trong nước chủ yếu tiến hành phân tích thành 

phần tinh dầu của một số loài thuộc chi Piper L. phổ biến như P. betle L., P. 

lolot C. DC., P. nigrum L. Tác dụng sinh học của chi Piper L. được nghiên cứu 

trong nước cũng chỉ giới hạn ở một vài tác dụng như: chống kết tập tiểu cầu, 

kháng nấm và kháng khuẩn. Vì vậy, có thể thấy tiềm năng nghiên cứu về tác dụng 

ức chế AChE của những loài thuộc chi Piper L. ở Việt Nam là tương đối lớn. Đây 

cũng là cơ sở khoa học để hình thành ý tưởng của đề tài này. 

 Với mục tiêu nghiên cứu sàng lọc hoạt tính ức chế AChE in vitro của các 

mẫu cắn và hợp chất tinh khiết phân lập được từ 2 loài nghiên cứu, phương pháp 

đo quang sử dụng thuốc thử Ellman được lựa chọn để áp dụng trong nghiên cứu 

của đề tài luận án. 
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Chương 2. NGUYÊN VẬT LIỆU, TRANG THIẾT BỊ VÀ 

PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

 

2.1. Nguyên vật liệu 

2.1.1. Mẫu nghiên cứu 

Để lựa chọn đối tượng nghiên cứu của luận án, trước tiên, tiến hành khảo 

sát hoạt tính ức chế AChE của 12 loài thuộc chi Piper L. (được ký hiệu từ HVD-

001-11 đến HVD-012-11) thu hái ở Vườn Quốc gia Ba Vì (Hà Nội) và Vườn 

Quốc gia Cúc Phương (Ninh Bình). Tất cả các mẫu thực vật này được thu hái 

vào thời điểm tháng 01 năm 2011. Trên cơ sở kết quả khảo sát hoạt tính, lựa 

chọn được 2 loài có ký hiệu là HVD-002-11 và HVD-004-11 làm đối tượng 

nghiên cứu của đề tài. Sau đó, mẫu thực vật của hai loài này được thu hái lại tại 

Vườn Quốc gia Cúc Phương vào tháng 04 năm 2011 để làm tiêu bản (với đầy đủ 

bộ phận sinh sản) và để tiến hành nghiên cứu về thành phần hóa học và tác dụng 

sinh học. Tiêu bản mẫu của hai loài nghiên cứu được lưu giữ tại Phòng tiêu bản, 

Viện Sinh thái và Tài nguyên sinh vật (có giấy xác nhận kèm theo ở phụ lục 3 

với số hiệu tiêu bản mẫu lưu trùng với ký hiệu mẫu ban đầu). 

2.1.2. Hóa chất, dung môi 

- Hóa chất: AChE loại EC 3.1.1.7, acetylthiocholin iodid (ATCI), acid 

5-5’-dithiobis-2-nitrobenzoic (DTNB), tris base và berberin clorid chuẩn 

(Sigma); HCl (Merck). 

  - Dung môi: n-hexan, cloroform (CHCl3), methylen clorid (CH2Cl2), 

ethylacetat (EtOAc), aceton, n-buthanol (BuOH), methanol (MeOH), 

dimethylsulfoxid (DMSO): đạt tiêu chuẩn tinh khiết phân tích (Duksan - Hàn 

Quốc); methanol: đạt tiêu chuẩn tinh khiết dùng cho phân tích HPLC (Merck); 

cloroform (CDCl3) , aceton [(CD3)2CO], methanol (MeOD): đạt tiêu chuẩn tinh 

khiết dùng cho phân tích NMR (Sigma và Merck). 

2.1.3. Máy móc, thiết bị và dụng cụ 

 - Phổ HR-ESI-MS được đo trên máy QTOF 6550, Agilent (Mỹ) được đặt 

tại phòng thí nghiệm của Đại học Yonsei, Hàn Quốc. 
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  - Phổ HR-FAB-MS được đo trên máy JEOL JMS-700 MStation
TM

 (Đức) 

được đặt tại phòng thí nghiệm của Đại học Quốc gia Kyungpook, Daegu, Hàn Quốc. 

  - Phổ cộng hưởng từ hạt nhân một chiều và hai chiều được đo trên máy 

Varian Unity Inova 400 (Mỹ) được đặt tại phòng thí nghiệm của Đại học 

Catholic, Daegu, Hàn Quốc. 

  - Hệ thống sắc ký lỏng hiệu năng cao điều chế Waters 600E (Mỹ) với đầu 

dò UV-Vis sử dụng cột YMC-Pack ODS-A 5μm, 20 x 250 mm. 

- Hệ thống sắc ký lỏng áp suất trung bình Yamazen YFLC-GR (Nhật). 

  - Máy hứng mẫu tự động Eyela DC-1200 (Nhật). 

  - Hệ thống cất quay chân không (Eyela, Nhật) kết hợp bộ phận làm lạnh 

tuần hoàn (Daihan, Hàn Quốc). 

  - Máy đo quang ELISA, VERSA max (Mỹ). 

  - Máy đo pH Mettler Toledo (Thụy sĩ). 

  - Cân phân tích Mettler Toledo (Thụy sĩ) độ chính xác 0,1 mg. 

  - Đèn soi tử ngoại UVLS 24-EL (Anh). 

  - Kính lúp soi nổi Leica EZ4 (Đức). 

  - Đĩa 96 giếng (Thermo, Mỹ). 

  - Bản mỏng silica gel F254 tráng sẵn trên tấm nhôm và RP-18 F254S tráng 

sẵn trên tấm thủy tinh (Merck). 

  - Hệ thống chiết hồi lưu dung tích bình cầu 10 lít. 

 - Dụng cụ thủy tinh: các loại cột đường kính từ 1 - 10cm, dài từ 30 - 100 

cm; bình cầu ngoại dung tích 50 - 2000 ml; ống nghiệm, ống đựng mẫu NMR, 

pipet chính xác… 

2.2. Phương pháp nghiên cứu 

2.2.1. Phân tích đặc điểm thực vật 

  - Phân tích hình thái: 

  Quan sát và mô tả đặc điểm hình thái thực vật về: dạng sống; thân; lá 

(hình dạng phiến, chóp, gân, gốc, cuống, kích thước…); hoa (dạng cụm hoa, vị 
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trí cụm hoa, kích thước, lá bắc, bộ nhị, bộ nhụy…); quả và hạt (hình dạng, màu 

sắc, kích thước…). 

  Dụng cụ sử dụng gồm: kính lúp soi nổi, máy ảnh kỹ thuật số, thước kẻ. 

  - Thu hái, làm tiêu bản mẫu cây khô (có đầy đủ bộ phận sinh sản) và lưu 

giữ tiêu bản tại Phòng tiêu bản, Viện Sinh thái và Tài nguyên sinh vật [9]. 

  - Phân tích đặc điểm vi phẫu: tiêu bản vi phẫu thân được cắt ngang ở đoạn 

thân thứ 3 tính từ đầu cành. Tiêu bản vi phẫu lá được cắt ngang ở vị trí khoảng 

1/2-1/3 dưới gần gốc của lá trưởng thành. Sau đó, các mảnh cắt được nhuộm và 

làm tiêu bản vi phẫu. Quan sát, mô tả và chụp ảnh các đặc điểm vi phẫu qua kính 

hiển vi [2], [12]. 

  - Phân tích đặc điểm vi học: bột phần trên mặt đất được sấy khô, nghiền 

mịn và làm tiêu bản bột. Quan sát, mô tả và chụp ảnh các đặc điểm qua kính 

hiển vi [12]. 

  - Xác định tên khoa học của loài nghiên cứu dựa trên tài liệu tham 

khảo và so sánh với tiêu bản mẫu. Một số tài liệu được sử dụng để tham 

khảo gồm thực vật chí của: Đông Dương [153], Trung Quốc [37] và Ấn Độ 

[60]. Bên cạnh đó, còn có sự giúp đỡ của chuyên gia phân loại thực vật của 

Việt Nam. 

2.2.2. Nghiên cứu thành phần hóa học 

2.2.2.1. Phương pháp chiết xuất và phân lập hợp chất 

  Để định hướng quá trình nghiên cứu phân lập hợp chất, đầu tiên, tiến hành 

khảo sát hoạt tính ức chế AChE in vitro của các mẫu phân đoạn dịch chiết trong 

dung môi có độ phân cực khác nhau chiết xuất từ 2 loài nghiên cứu. Sau đó, 

những phân đoạn có hoạt tính mạnh nhất được chọn cho quá trình nghiên cứu 

phân lập hợp chất tiếp theo. Quá trình nghiên cứu phân lập hợp chất từ các phân 

đoạn đã chọn chủ yếu sử dụng phương pháp sắc ký cột kết hợp với một số 

phương pháp sắc ký khác như phương pháp: sắc ký lỏng áp suất trung bình, sắc 

ký lỏng hiệu năng cao điều chế và sắc ký lớp mỏng điều chế. Các phân đoạn trong 
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quá trình phân lập được theo dõi bằng sắc ký lớp mỏng và sắc ký lỏng hiệu năng 

cao. Đặc điểm chính của những phương pháp sắc ký sử dụng trong nghiên cứu 

như sau [13]: 

  - Sắc ký cột mở (CC): 

     + Cột thủy tinh: đường kính thay đổi từ 1 - 10 cm với chiều dài thay đổi 

từ 30 - 100 cm.  

       + Pha tĩnh: thường dùng hạt silica gel pha thuận cỡ hạt 63 - 200 μm 

(dùng cho cột to đường kính khoảng 10 cm) hoặc 40 - 63 μm (dùng cho cột có 

đường kính 5 cm trở xuống); silica gel pha đảo cỡ hạt 30 - 50 μm.  

     + Phương pháp nạp cột và đưa mẫu lên cột: 

     Hạt silica gel được nạp vào cột theo phương pháp nạp cột ướt sử dụng 

hỗn hợp dung môi chính là pha động để rửa giải. Lựa chọn pha động rửa giải 

căn cứ vào bản mỏng sắc ký. Mẫu phân lập được đưa lên cột bằng cách đưa 

thẳng dung dịch hòa tan mẫu hoặc phân tán mẫu trong silica gel, sau đó, làm 

khô silica gel, nghiền mịn rồi đưa lên cột. 

     + Hứng và gom dịch rửa giải: quá trình rửa giải, dịch rửa được hứng 

bằng ống thủy tinh sử dụng thiết bị hứng tự động. Dịch rửa giải trong các ống 

được gom lại dựa vào kết quả phân tích sắc ký lớp mỏng. 

  - Sắc ký lớp mỏng (TLC): 

     + Bản mỏng: sắc ký TLC được thực hiện trên bản mỏng tráng sẵn pha 

thuận DC-Alufolien 60 GF254 và pha đảo RP-18 (Merck).  

       + Hiện màu bản mỏng: sắc ký đồ được quan sát dưới ánh sáng đèn tử 

ngoại ở hai bước sóng 254 và 365 nm hoặc bản mỏng được phun dung dịch acid 

sulfuric 10% sau đó sấy nóng bản mỏng ở 200
0
C trong khoảng 5 - 10 phút. 

  - Sắc ký lớp mỏng điều chế (PTLC): 

  Được thực hiện trên tấm kính tráng sẵn silica gel 60 GF254 (Merck) kích 

thước 20x20 cm, phát hiện vết chất bằng đèn tử ngoại ở bước sóng 254 nm hoặc 

365 nm. Sau đó, cạo lớp silica gel đã được đánh dấu, nghiền mịn, giải hấp phụ 

bằng rửa giải với dung môi thích hợp và loại dung môi bằng cô quay chân không. 
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  - Sắc ký lỏng áp suất trung bình (MPLC): 

  MPLC được thực hiện trên hệ thống Yamazen YFLC-GR sử dụng cột pha 

đảo silica gel RP-C18. Mẫu cần phân lập được nạp vào cột qua hệ thống van 

điều chỉnh. Thể tích mẫu nạp vào cột tối đa là 2 ml. Hứng và gom mẫu dựa vào 

kết quả TLC. 

  - Sắc ký lỏng hiệu năng cao điều chế (PHPLC): 

  PHPLC được thực hiện trên hệ thống Waters 600E với đầu dò UV-Vis 

sử dụng cột YMC-Pack ODS-A kích thước 20 x 250 mm. Theo dõi píc xuất 

hiện trên sắc ký đồ và hứng mẫu. Tập trung các mẫu hứng được và cô quay tới 

cắn khô. 

2.2.2.2. Phương pháp xác định cấu trúc hợp chất phân lập được 

 - Phương pháp vật lý: dựa vào góc quay cực. 

 - Phương pháp hóa học: dựa vào phản ứng hóa học đặc trưng. 

 - Phương pháp hóa lý:  

    + Dựa vào dữ liệu phổ cộng hưởng từ hạt nhân một chiều (
1
H-NMR, 

13
C-

NMR, DEPT) và hai chiều (HMBC, HSQC, COSY). 

    + Phổ khối lượng phân giải cao (HR-MS) chủ yếu được sử dụng để xác 

định công thức phân tử của hợp chất. 

2.2.3. Phương pháp đánh giá hoạt tính ức chế enzym acetylcholinesterase in vitro 

2.2.3.1. Triển khai phương pháp đánh giá hoạt tính ức chế enzym 

acetylcholinesterase in vitro 

* Cách tiếp cận 

  Phương pháp đo quang in vitro dùng để đánh giá hoạt tính ức chế enzym 

cholinesterase được xây dựng và sử dụng trong nghiên cứu lần đầu tiên bởi tác 

giả Ellman vào năm 1961. Nguyên tắc của phương pháp như sau [48]: 

  Cơ chất acetylthiocholin iodid (ATCI) bị thủy phân nhờ xúc tác của 

AChE tạo thiocholin. Sản phẩm thiocholin phản ứng với thuốc thử acid 5-5’-

dithiobis-2-nitrobenzoic (DTNB) tạo thành hợp chất acid 5-thio-2-nitro 

benzoic có màu vàng. Lượng hợp chất màu được tạo thành này tỷ lệ thuận với 
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hoạt độ của AChE. Dựa vào xác định độ hấp thụ (cường độ màu) của mẫu thử ở 

412 nm để đánh giá hoạt tính của AChE. Phương trình phản ứng được trình bày ở 

hình 2.1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hình 2.1. Quá trình phản ứng diễn ra 

trong phương pháp đo quang sử dụng thuốc thử Ellman 
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  - Nồng độ dung dịch thuốc thử DTNB: khoảng nồng độ thuốc thử được sử 

dụng trong các nghiên cứu thay đổi từ 1,5-10 mM [44], [74], [79], [125]. 
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  - Thời gian ủ trước phản ứng: khoảng 5-15 phút [74], [98]. Đây là khoảng 
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ổn định. Đồng thời, khoảng thời gian này có thể cần thiết để hình thành liên kết 

giữa cơ chất và enzym. 

  - Thời gian để phản ứng được xúc tác bởi enzym diễn ra: khoảng 5-30 

phút [98]. Khoảng thời gian này phụ thuộc vào tốc độ phản ứng tức là phụ thuộc 

vào nồng độ cơ chất và hoạt độ enzym. 

  - Loại đệm và pH của đệm: có 2 loại đệm được sử dụng trong hầu hết các 

nghiên cứu là đệm tris-HCl và đệm natri phosphat. pH của đệm được sử dụng 

trong các nghiên cứu từ 7,4-8,0 [18], [44], [97], [98]. 

  - Dung môi dùng để hòa tan mẫu thử: thường dùng 3 loại dung môi là 

MeOH, DMSO, ACN. Dung môi được chọn dựa vào khả năng hòa tan mẫu thử. 

Tuy nhiên, cả 3 loại dung môi này đều có hoạt tính ức chế AChE ở mức độ khác 

nhau [44], [63]. 

  - Bước sóng để đo độ hấp thụ: trong phương pháp đo quang thường chọn 

bước sóng hấp thụ cực đại của sản phẩm để định lượng. Tuy nhiên, do mỗi loại 

máy Elisa thường chỉ có một số loại kính lọc sắc đi kèm nên trong các nghiên 

cứu chỉ có thể chọn bước sóng nào gần với bước sóng hấp thụ cực đại nhất để 

đo. Các nghiên cứu sàng lọc tác dụng ức chế AChE in vitro thường sử dụng một 

trong 3 bước sóng (phụ thuộc vào kính lọc sắc có sẵn của máy) là 405, 412 và 

420 nm để định lượng [17], [98]. Thực tế là độ hấp thụ của cùng một mẫu thử (hỗn 

hợp phản ứng với thuốc thử Ellman) ở 3 bước sóng trên không khác nhau nhiều. 

  Những thay đổi về điều kiện phản ứng enzym được đề cập ở trên có thể 

do một trong những nguyên nhân dưới đây: 

  - Xuất phát từ điều kiện thực tế phòng thí nghiệm (sự sẵn có về máy móc 

và hóa chất). 

  - Enzym và cơ chất khá nhạy cảm bởi tác động của yếu tố khách quan. 

Điều này tạo ra sự khác nhau về hoạt tính của enzym và mức độ cơ chất bị thủy 

phân không bởi xúc tác enzym giữa các nghiên cứu. 
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  - Sự khác nhau về tỷ lệ phối hợp giữa các thành phần trong hỗn hợp phản 

ứng enzym. 

  - Phụ thuộc vào đặc tính của mẫu nghiên cứu: các mẫu khác nhau có khả 

năng hòa tan trong các dung môi khác nhau. 

  Vì những lý do trên nên hiện vẫn chưa có một điều kiện và quy trình 

chuẩn nào của phương pháp đo quang sử dụng thuốc thử Ellman được áp dụng 

chung cho tất cả những nghiên cứu sàng lọc tác dụng ức chế AChE in vitro. Do 

đó, cần thiết phải tiến hành khảo sát một số yếu tố ảnh hưởng đến phương pháp 

thử để lựa chọn được điều kiện thử nghiệm phù hợp với thực tế. Trong đề tài 

luận án này, những yếu tố được lựa chọn để khảo sát mức độ ảnh hưởng đến 

phương pháp thử gồm: nồng độ của dung dịch cơ chất ATCI; nồng độ của dung 

dịch thuốc thử DTNB; hoạt độ của AChE; thời gian để phản ứng diễn ra; hoạt 

tính ức chế AChE của dung môi DMSO. Đây cũng là những yếu tố thường có sự 

thay đổi khá nhiều giữa các nghiên cứu. 

* Triển khai phương pháp đánh giá hoạt tính ức chế AChE in vitro 

- Quy trình của thử nghiệm bước đầu được tiến hành như sau:  

Thêm lần lượt từng dung dịch gồm: dung dịch đệm tris-HCl pH=8, dung 

môi hoặc mẫu thử và dung dịch enzym vào từng giếng của đĩa 96 giếng. Hỗn 

hợp các dung dịch này được trộn đều và ủ ở 25
0
C trong 15 phút. Sau đó, dung 

dịch thuốc thử DTNB và dung dịch cơ chất ATCI lần lượt được thêm vào hỗn 

hợp và trộn đều. Tiếp tục ủ hỗn hợp trong một khoảng thời gian nhất định ở 

25
0
C, sau đó, dung dịch được đo độ hấp thụ ở bước sóng 412 nm. Mỗi thử 

nghiệm được làm lặp lại 3 lần, mỗi lần được làm trên 3 giếng [98]. 

- Khảo sát một số yếu tố ảnh hưởng đến phương pháp thử: 

   + Khảo sát ảnh hưởng của nồng độ dung dịch cơ chất và thuốc thử đến 

phương pháp thử: 

    Để khảo sát ảnh hưởng của nồng độ dung dịch cơ chất và thuốc thử đến 

phương pháp thử, hai dung dịch này được khảo sát ở 3 mức nồng độ X khác 
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nhau lần lượt là 1,2; 2,4 và 3,6 mM (cơ chất và thuốc thử được phối hợp vào 

hỗn hợp phản ứng ở tỷ lệ số mol là 1:1). Thành phần của hỗn hợp phản ứng 

được trình bày ở bảng 2.1.  

Bảng 2.1. Khảo sát ảnh hưởng của nồng độ dung dịch cơ chất 

và thuốc thử đến phương pháp thử 

STT Thành phần Mẫu thử (µl) 
Mẫu trắng của 

mẫu thử (µl) 

1 Đệm tris-HCl pH=8 140 160 

2 DMSO 10% 20 20 

3 AChE 0,25 IU/ml 20 0 

4 DTNB X 10 10 

5 ATCI X 10 10 

Tổng thể tích (µl) 200 200 

      Độ hấp thụ được so sánh giữa các mẫu thử ở 3 mức nồng độ cơ chất và 

thuốc thử khảo sát và được tính theo công thức sau: 

ΔA = ATh – ATr-Th      (CT1) 

    Trong đó:  

   • ΔA là độ hấp thụ tính toán. 

   • ATh và ATr-Th lần lượt là độ hấp thụ của mẫu thử và mẫu trắng của 

mẫu thử. 

   + Khảo sát ảnh hưởng của hoạt độ AChE đến phương pháp thử nghiệm 

và lựa chọn thời gian phản ứng:  

   Để khảo sát ảnh hưởng của hoạt độ enzym đến phương pháp thử, 

dung dịch enzym ở 3 hoạt độ Y khác nhau lần lượt là 0,1; 0,25; 0,5 IU/ml 

được phối hợp vào hỗn hợp phản ứng với thành phần như được trình bày ở 

bảng 2.2. Sau đó, độ hấp thụ của mẫu thử được xác định ở 8 thời điểm khác 

nhau là: 3, 6, 9, 12, 15, 18, 24, 30 phút sau khi phản ứng xúc tác bởi enzym bắt 

đầu xẩy ra. 
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Bảng 2.2. Khảo sát ảnh hưởng của hoạt độ AChE đến phương pháp thử 

STT Thành phần Mẫu thử (µl) 
Mẫu trắng 

của mẫu thử (µl) 

1 Đệm tris-HCl pH=8 140 160 

2 DMSO 10% 20 20 

3 AChE Y 20 0 

4 DTNB X 10 10 

5 ATCI X 10 10 

Tổng thể tích (µl) 200 200 

Trong đó: nồng độ X đã được xác định dựa trên kết quả khảo sát trước đó 

   + Khảo sát ảnh hưởng của nồng độ dung môi DMSO trong hỗn hợp 

phản ứng đến hoạt tính của AChE: 

   Để đánh giá ảnh hưởng của dung môi đến hoạt tính của AChE, dung 

dịch DMSO trong nước ở 3 mức nồng độ Z lần lượt là 10%, 15% và 20% (tương 

ứng với nồng độ của DMSO trong hỗn hợp phản ứng lần lượt là 1,0%, 1,5% và 

2,0%) được chọn để khảo sát. Thành phần của hỗn hợp phản ứng được phối hợp 

để khảo sát được trình bày ở bảng 2.3. 

Bảng 2.3. Thành phần phối hợp để khảo sát ảnh hưởng của nồng độ dung môi 

DMSO trong hỗn hợp phản ứng đến hoạt tính của AChE 

STT Thành phần 
Mẫu 

thử (µl) 

Mẫu trắng 

của mẫu thử (µl) 

Mẫu đối 

chứng (µl) 

Mẫu trắng của 

mẫu đối chứng (µl) 

1 Đệm tris-

HCl pH=8 
140 160 160 180 

2 DMSO Z 20 20 0 0 

3 AChE Y 20 0 20 0 

4 DTNB X 10 10 10 10 

5 ATCI X 10 10 10 10 

Tổng thể tích (µl) 200 200 200 200 
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Trong đó: các giá trị nồng độ X và Y đã được xác định dựa trên kết quả khảo 

sát trước đó.  

 Hoạt tính ức chế AChE của mẫu thử được tính theo công thức [74], [98]:  

I% = (1 - Athử/Ađối chứng) x 100    (CT2) 

 Trong đó:  

    • I%: phần trăm hoạt tính AChE bị ức chế. 

    • Athử và Ađối chứng lần lượt là độ hấp thụ của mẫu thử và mẫu đối chứng. 

Độ hấp thụ của các mẫu được tính theo (CT1). 

2.2.3.2. Đánh giá hoạt tính ức chế enzym acetylcholinesterase in vitro của hai 

loài nghiên cứu 

 Phương pháp triển khai ở trên được sử dụng để đánh giá hoạt tính ức chế 

AChE in vitro của các mẫu dịch chiết và hợp chất tinh khiết phân lập được từ 2 

loài nghiên cứu. 

Quy trình thử nghiệm được tiến hành dựa trên kết quả khảo sát ở mục 

2.2.3.1. Hoạt tính ức chế AChE in vitro của mẫu thử được xác định bằng giá trị 

phần trăm hoạt tính enzym bị ức chế (I%) và được tính theo (CT2) ở trên. Mỗi 

mẫu thử được thực hiện lặp lại 3 lần, mỗi lần làm trên 3 giếng. 

Từ giá trị I% xác định được, tiến hành tính giá trị IC50 (nồng độ của mẫu 

thử ức chế 50% hoạt tính enzym) của từng mẫu thử như sau: 

- Pha một dãy nồng độ của từng mẫu thử, xác định giá trị I% ở từng nồng 

độ của mẫu thử đó. 

- Với những mẫu thử có sự tương quan tuyến tính giữa giá trị I% và nồng 

độ, tiến hành xây dựng đường hồi quy tuyến tính y = a.x + b, trong đó, y là giá 

trị % hoạt tính enzym bị ức chế và x là nồng độ mẫu thử. 

- Với những mẫu không có sự tương quan tuyến tính giữa giá trị I% và 

nồng độ, tiến hành xây dựng đường hồi quy tuyến tính y = a.lg(x) + b. 

- Thay giá trị y = 50% vào phương trình hồi quy tuyến tính xây dựng 

được từ đó tính được giá trị nồng độ x. Giá trị tìm được này chính là giá trị IC50. 
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 Để có cơ sở đánh giá hoạt tính ức chế AChE in vitro của mẫu nghiên cứu, 

berberin clorid được lựa chọn làm mẫu đối chứng dương. Hợp chất này đã được 

nghiên cứu và chứng minh sở hữu hoạt tính ức chế AChE in vitro khá mạnh. 

Thực tế, berberin clorid cũng đã được sử dụng làm mẫu đối chứng dương trong 

một số nghiên cứu [98]. 

2.3. Xử lý số liệu 

 - Số liệu thực nghiệm được tổng hợp và xử lý bằng phương pháp thống kê 

thường dùng trong y sinh học với sự trợ giúp của phần mềm Microsoft Excel 2007.  

 - Kết quả thí nghiệm được biểu thị bằng giá trị trung bình cộng/trừ độ lệch 

chuẩn, ký hiệu:      ± SD. Trong đó, độ lệch chuẩn (SD) được tính theo công thức: 

 

- Độ lặp lại của thí nghiệm được đánh giá dựa trên giá trị độ lệch chuẩn 

tương đối (RSD) và được tính như sau: 

 

 

 - So sánh giá trị trung bình giữa các mẫu thử sử dụng phép thử t-Student. 

Sự khác biệt có ý nghĩa thống kê khi p<0,05. 

2.4. Địa điểm thực hiện 

 - Bộ môn Dược liệu, Trường Đại học Dược Hà Nội. 

 - Trung tâm Đào tạo - Nghiên cứu Dược, Học viện Quân y. 

 - Khoa Dược, Đại học Catholic, Daegu, Hàn Quốc. 

 - Viện Hóa sinh biển, Viện Hàn lâm Khoa học và Công nghệ Việt Nam. 

 -  Viện Sinh thái và Tài nguyên sinh vật, Viện Hàn lâm Khoa học và Công 

nghệ Việt Nam. 

 - Vườn Quốc gia Ba Vì (Hà Nội), Vườn Quốc gia Cúc Phương (Ninh Bình). 

X 

SD = 

RSD =            x 100 
SD 

X 
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Chương 3. KẾT QUẢ NGHIÊN CỨU 

 

3.1. Kết quả nghiên cứu về thực vật 

3.1.1. Kết quả nghiên cứu về thực vật của loài HVD-002-11 

3.1.1.1. Đặc điểm hình thái và định tên khoa học loài HVD-002-11 

Cây thảo, leo. Lá mọc cách, cuống lá dài khoảng 0,7 cm. Phiến lá có 2 

dạng hình trứng và hình elip; dài tới 13 cm, rộng khoảng 5,5 cm; gốc lá tròn 

hoặc hơi nhọn; mép nguyên; chóp lá nhọn; mặt trên xanh đậm, mặt dưới xanh 

nhạt, không có lông; mùi thơm. Gân hình cung với 5 gân xuất phát từ gốc và 2 

gân xuất phát từ khoảng giữa lá.  

Cụm hoa dạng bông, mọc đối diện với lá, không có lông. Cụm hoa đực 

dài 4,5–5,5 cm, cuống cụm hoa đực dài 0,4–0,7 cm. Cụm hoa cái dài 0,8–1,2 

cm, cuống cụm hoa cái dài 0,6–0,8 cm.  

Hoa đơn tính khác gốc. Mỗi hoa có 1 lá bắc dạng vẩy, gần tròn, không có 

lông, đường kính khoảng 0,8 mm, xếp kiểu vẩy cá. Bộ nhị 2-3; chỉ nhị nạc, dài 

gấp 2 lần bao phấn, kích thước dài 0,5-0,7 mm và rộng 0,2-0,4 mm, thắt lại ở 

giữa; bao phấn 2 ô. Bộ nhụy có 1 lá noãn tạo thành bầu, 1 ô, 1 noãn. Bầu gần 

hình cầu, đường kính khoảng 1,0 mm, không có lông. Núm nhụy xẻ 3-5 thùy, 

không có vòi nhụy. 

 Cụm quả dài 3,0-4,0 cm, cuống cụm quả dài 0,6-0,9 cm. Quả mọng, hình 

cầu, đường kính 0,3-0,4 cm; không có cuống; bề mặt nhẵn; mỗi quả có 1 hạt. 

 Hạt gần hình cầu, màu vàng nâu, đường kính 2-3 mm. 

  Mùa hoa: tháng 3-5, mùa quả: tháng 6-8. 

  Dựa vào quan sát các đặc điểm hình thái, tham khảo tài liệu và kết quả 

giám định của PGS. TS. Vũ Xuân Phương (Viện Sinh thái và Tài nguyên sinh 

vật, Viện Hàn lâm Khoa học và Công nghệ Việt Nam), loài thuộc chi Piper L. 

nghiên cứu có ký hiệu HVD-002-11 được xác định tên khoa học là Piper bavinum 

C. DC, tên Việt Nam là: tiêu Ba Vì. Tuy nhiên, tên Piper bavinum C. DC. chỉ là 
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tên đồng nghĩa và tên được công nhận là Piper thomsonii (C. DC.) Hook. f. var. 

thomsonii. Vì vậy, tên khoa học của loài HVD-002-11 được sử dụng trong đề tài 

luận án là Piper thomsonii (C. DC.) Hook. f. var. thomsonii. 

  Đặc điểm thực vật của loài Piper thomsonii (C. DC.) Hook. f. var. 

thomsonii được minh họa ở hình 3.1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hình 3.1. Đặc điểm hình thái của loài Piper thomsonii (C. DC.) Hook. f. var. thomsonii 

1: Dạng sống; 2: Cụm hoa đực và cụm hoa cái; 3: Hoa đực; 4: Nhị ; 

5: Lá bắc; 6: Hoa cái; 7: Chùm quả; 8: Quả và hạt. 

3.1.1.2. Đặc điểm vi phẫu của loài Piper thomsonii (C. DC.) Hook. f. var. thomsonii 

  - Đặc điểm vi phẫu thân  

  Mặt cắt thân hình tròn đều. Biểu bì ngoài cùng là một lớp tế bào xếp đều 

đặn (1). Mô dày (2) gồm những tế bào hình tròn, có vách dày, không xếp thành 

1 2 1 2 3 

4 5 6 

7 8 
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vòng tròn liên tục mà nằm rải rác trong lớp mô mềm vỏ (3). Mô mềm vỏ gồm 8-

10 lớp tế bào hình tròn, kích thước không đều, vách mỏng. Vòng mô cứng (5) 

gồm 4-6 lớp tế bào có vách dày hóa gỗ, kích thước không đều và có hình dạng lồi 

lõm không đều. Ở những chỗ lõm của vòng mô cứng có các bó libe – gỗ (4) nằm 

ở phần vỏ thân với phần gỗ ở phía trong và phần libe ở phía ngoài. Mô mềm ruột 

(6) gồm 12-14 lớp tế bào vách mỏng, kích thước không đều và to hơn tế bào mô 

mềm vỏ. Các bó libe – gỗ (7) nằm ở phần ruột thân, xếp thành vòng tròn, mỗi bó 

có phần gỗ nằm phía trong, phần libe nằm phía ngoài. Khối mang màu (8) nằm 

rải rác ở mô mềm, có hình tròn hoặc hình bầu dục. Chính giữa ruột thân là mô 

khuyết (9). 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 
    

1. Biểu bì; 2: Mô dày; 3: Mô mềm vỏ; 4: Bó libe-gỗ ở vỏ; 5: Vòng mô cứng; 

6: Mô mềm ruột; 7: Bó libe-gỗ ở ruột; 8: Khối mang màu; 9: Mô khuyết. 

  - Đặc điểm vi phẫu lá 

      + Phần gân lá: gân lá lồi hai mặt trên và dưới. Ngoài cùng là biểu bì (1) 

có cấu tạo bởi một lớp tế bào xếp đều đặn. Mô dày (2) với cung mô dày cấu tạo 

Hình 3.2. Ảnh vi phẫu thân của loài 

Piper thomsonii (C. DC.) Hook. f. var. thomsonii 
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bởi 3-4 lớp tế bào, nằm phía trong, cách lớp biểu bì dưới 1-2 lớp tế bào mô mềm 

và đám mô dày nằm ngay sát dưới lớp biểu bì trên. Tế bào mô dày có hình tròn, 

vách dày. Bên trong mô dày là mô mềm (3) gồm những tế bào to, hình tròn, kích 

thước không đều, vách mỏng. Chính giữa gân lá có một bó libe – gỗ (4) to, hình 

tròn với phần libe ở phía dưới và phần gỗ ở phía trên gồm những tế bào có vách 

dày, hóa gỗ. Bao quanh bó libe – gỗ là cung mô cứng (5). Khối mang màu (6) 

nằm rải rác ở mô mềm, có hình tròn hoặc hình bầu dục. 

     + Phần phiến lá: dưới biểu bì là hạ bì (7) có 1-2 lớp tế bào to, hình chữ 

nhật, vách mỏng. Mô mềm đồng hóa (8) nằm giữa 2 lớp hạ bì trên và dưới với 

những tế bào nhỏ, vách mỏng, xếp khá đều đặn, chứa nhiều lạp lục. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

1: Biểu bì; 2: Mô dày; 3: Mô mềm gân lá; 4: Bó libe-gỗ; 

5: Mô cứng; 6: Khối mang màu; 7: Hạ bì; 8: Mô mềm đồng hóa. 

3.1.1.3. Đặc điểm bột phần trên mặt đất của loài Piper thomsonii (C. DC.) 

Hook. f. var. thomsonii 

Đặc điểm bột phần trên mặt đất của loài Piper thomsonii (C. DC.) Hook. f. 

var. thomsonii được minh họa ở hình 3.4. 

Hình 3.3. Ảnh vi phẫu lá của loài 

Piper thomsonii (C. DC.) Hook. f. var. thomsonii 
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Hình 3.4. Đặc điểm bột phần trên mặt đất 

của loài Piper thomsonii (C. DC.) Hook. f. var. thomsonii 

1. Mảnh biểu bì thân; 2. Mảnh biểu bì mang lỗ khí; 3. Mảnh mô mềm; 

4. Mảnh mạch điểm; 5. Mảnh mạch vạch; 6. Mảnh mạch xoắn; 7. Bó sợi; 

8. Hạt tinh bột đơn hoặc tụ thành đám; 9. Tinh thể calci oxalat hình phiến; 

10. Mảnh mô cứng; 11: Hạt phấn; 12: Mảnh mô mang khối có màu. 

  Bột dược liệu có màu xanh nâu, mùi thơm. Soi dưới kính hiển vi thấy một 

số đặc điểm gồm: Mảnh biểu bì thân (1) gồm những tế bào hình chữ nhật, vách 

dày, màu vàng. Mảnh biểu bì dưới của lá (2) gồm những tế bào có vách ngoằn 
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ngoèo mang lỗ khí kiểu trực bào. Mảnh mô mềm (3) gồm những tế bào hình đa 

giác, vách cellulose mỏng. Mảnh mạch điểm (4), mạch vạch (5), mạch xoắn 

(6). Bó sợi (7) dài, vách dày, khoang rộng. Các hạt tinh bột (8) tụ lại thành 

từng đám hoặc đứng riêng rẽ có đường kính khoảng 0,015 mm. Tinh thể calci 

oxalat (9) hình phiến có kích thước khoảng 0,015-0,03 mm. Mảnh mô cứng (10). 

Hạt phấn (11) có dạng hình tròn, đường kính khoảng 0,02 mm. Mảnh mô mang 

khối có màu vàng sẫm (12). 

3.1.2. Kết quả nghiên cứu về thực vật của loài HVD-004-11 

3.1.2.1. Đặc điểm hình thái và định tên khoa học loài HVD-004-11 

Cây thảo, leo, phần non có nhiều lông. Lá mọc cách, cuống lá dài 1cm. 

Phiến lá hình trứng hẹp, dài 12-15 cm, rộng 6-7,5 cm; gốc hình tim, lệch rõ; mép 

nguyên; chóp lá nhọn; hai mặt lá có lông ở gân; mùi thơm. Gân lá hình cung với 3-

5 gân xuất phát từ gốc lá và 2 gân xuất phát ở vị trí cách gốc lá khoảng 0,5-1cm. 

Cụm hoa dạng bông, mọc đối diện với lá. Cụm hoa đực dài 5,0-7,0 cm, 

cuống cụm hoa đực dài 1,5–1,8 cm. Cụm hoa cái dài 2,0-3,0 cm, cuống cụm hoa 

cái dài 3,5-4,0 cm. Cuống cụm hoa có lông.  

Hoa đơn tính khác gốc. Mỗi hoa có một lá bắc, dạng vẩy, gần hình tròn, 

đường kính khoảng 0,3-0,5 mm, xếp theo kiểu vẩy cá, mặt trên có lông mịn màu 

trắng. Bộ nhị 2, chỉ nhị nạc, dài gấp 3 lần bao phấn, kích thước dài 0,2-0,3 mm 

và rộng 0,1-0,15 mm; bao phấn 2 ô. Bộ nhụy có 1 lá noãn tạo thành bầu, 1 ô, 1 

noãn. Bầu gần hình cầu, đường kính khoảng 0,5 mm, có lông. Núm nhụy xẻ 4 

thùy, không có vòi nhụy.  

Cụm quả dài 9-12 cm, cuống cụm quả dài 2,5-3,5 cm. Quả mọng, hình 

cầu, đường kính cỡ 0,4 cm, mỗi quả có 1 hạt. 

Hạt gần hình cầu, màu vàng nâu, đường kính cỡ 2-3 mm. 

Mùa hoa: tháng 3-5, mùa quả: tháng 6-8. 

 Dựa vào quan sát các đặc điểm hình thái, tham khảo tài liệu và kết quả giám 

định của PGS. TS. Vũ Xuân Phương (Viện Sinh thái và Tài nguyên sinh vật, Viện 
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Hàn lâm Khoa học và Công nghệ Việt Nam), loài thuộc chi Piper L. nghiên cứu 

có ký hiệu HVD-004-11 được xác định tên khoa học là Piper hymenophyllum 

Miq., tên Việt Nam là: tiêu lá mỏng. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Hình 3.5. Đặc điểm hình thái của loài Piper hymenophyllum Miq. 

 1: Dạng sống; 2: Cụm hoa đực và cụm hoa cái;  

3: Hoa đực; 4: Nhị ; 5: Lá bắc; 6: Hoa cái; 7: Chùm quả; 8: Quả. 

3.1.2.2. Đặc điểm vi phẫu của loài Piper hymenophyllum Miq. 

   - Đặc điểm vi phẫu thân 

  Mặt cắt thân không có dạng tròn đều. Lông che chở đa bào (1) nằm bên 

ngoài biểu bì (2) gồm một lớp tế bào, xếp đều đặn. Mô dày (3) gồm 4-5 lớp tế 

bào hình tròn, vách dày, xếp sát ngay sát dưới lớp biểu bì. Mô mềm vỏ (4) có 3-

4 lớp tế bào hình tròn, vách mỏng. Dưới mô mềm vỏ là mô cứng (6) có 4-6 lớp 

tế bào hình tròn, kích thước không đều, vách dày hóa gỗ. Mô cứng xếp thành 

dạng vòng, lồi lõm không đều. Ở những chỗ lõm của vòng mô cứng có các bó 
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libe – gỗ (5) nằm ở phần vỏ thân với phần gỗ phía trong và phần libe phía ngoài. 

Xếp ngay dưới vòng mô cứng là mô mềm ruột (7) gồm 18-22 lớp tế bào hình 

tròn, vách mỏng, kích thước to hơn tế bào mô mềm vỏ. Các bó libe - gỗ (8) nằm 

ở phần ruột thân, xếp theo hình chu vi thân, có phần libe ở phía ngoài và phần 

gỗ ở phía trong. Khối mang màu (9) nằm rải rác ở mô mềm, có hình tròn hoặc 

hình bầu dục. Chính giữa thân là mô khuyết (10). 

     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
   

1: Lông che chở; 2. Biểu bì; 3: Mô dày; 4: Mô mềm vỏ; 5: Bó libe-gỗ ở vỏ; 

6: Vòng mô cứng; 7: Mô mềm ruột; 8: Bó libe-gỗ ở ruột; 9: Khối mang màu; 10: Mô khuyết 

  - Đặc điểm vi phẫu lá 

     + Phần gân lá: mặt trên lõm, mặt dưới lồi. Lông che chở đơn bào (1) nằm 

phía ngoài biểu bì (2) được cấu tạo bởi một lớp tế bào xếp đều đặn. Mô dày (3) 

cấu tạo bởi những tế bào hình tròn, vách dày với cung mô dày gồm 2-3 lớp tế bào 

nằm ngay sát trong lớp biểu bì dưới và đám mô dày nằm ngay sát dưới lớp biểu bì 

trên. Mô mềm (4) gồm những tế bào to, hình tròn, kích thước không đều, vách 

mỏng. Có một bó libe - gỗ (5) to nằm ở chính giữa gân lá với phần libe ở phía 

dưới và phần gỗ ở phía trên. Bao quanh bó libe-gỗ là cung mô cứng (6) gồm các 
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Hình 3.6. Ảnh vi phẫu thân của loài Piper hymenophyllum Miq. 
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tế bào vách dày, hóa gỗ. Khối mang màu (7) nằm rải rác ở mô mềm, có hình tròn 

hoặc hình bầu dục. 

     + Phần phiến lá: xếp ngay dưới lớp biểu bì là hạ bì (8) gồm 1-2 lớp tế 

bào hình chữ nhật, vách mỏng. Mô mềm đồng hóa (9) nằm giữa hai lớp hạ bì 

trên và dưới gồm những tế bào nhỏ, hình tròn, vách mỏng, xếp khá đều đặn, 

chứa nhiều lạp lục.  

 

  

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

1: Lông che chở; 2: Biểu bì; 3: Mô dày; 4: Mô mềm gân lá; 5: Bó libe-gỗ; 

6: Mô cứng; 7: Khối mang màu; 8: Hạ bì; 9: Mô mềm đồng hóa. 

3.1.2.3. Đặc điểm bột phần trên mặt đất của loài Piper hymenophyllum Miq. 

Bột dược liệu màu vàng nâu, mùi thơm, không vị. Soi dưới kính hiển vi 

thấy: lông che chở (1) có cấu tạo 6-10 tế bào, đầu nhọn. Mảnh biểu bì (2) của 

thân gồm những tế bào hình đa giác, màu vàng. Mảnh biểu bì dưới của lá (3) 

gồm những tế bào có vách ngoằn ngoèo mang lỗ khí kiểu trực bào. Mảnh mô 

mềm (4) gồm những tế bào hình đa giác, vách cellulose mỏng. Mảnh mạch điểm 

(5), mạch vạch (6), mạch xoắn (7). Bó sợi (8) dài, vách dày, khoang rộng. Tinh 

thể calci oxalat (9) hình khối và hình phiến có kích thước khoảng 0,03-0,07 mm. 

Mảnh mô cứng (10). Hạt phấn (11) có dạng hình tròn hoặc hình trứng, kích 

thước khoảng 0,02 mm. Mảnh mô mang khối có màu vàng sẫm (12). 
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Hình 3.7. Ảnh vi phẫu lá của loài Piper hymenophyllum Miq. 
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  Đặc điểm bột phần trên mặt đất của loài Piper hymenophyllum Miq. được 

thấy rõ hơn ở hình 3.8.   

   

   

   

   

Hình 3.8. Đặc điểm bột phần trên mặt đất của loài Piper hymenophyllum Miq. 

1. Lông đa bào; 2. Mảnh biểu bì thân; 3. Mảnh biểu bì mang lỗ khí; 

4. Mảnh mô mềm; 5. Mảnh mạch điểm ; 6. Mảnh mạch vạch; 7: Mảnh mạch xoắn; 

8: Bó sợi; 9. Tinh thể calci oxalat hình khối và hình phiến; 10: Mảnh mô cứng; 

11: Hạt phấn; 12: Mảnh mô mang khối có màu. 
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3.2. Kết quả nghiên cứu về hóa học 

 Hai loài P. thomsonii (C. DC.) Hook. f. var. thomsonii và P. 

hymenophyllum Miq. được chọn để nghiên cứu sâu hơn về thành phần hóa học và 

tác dụng ức chế AChE in vitro dựa trên kết quả nghiên cứu sàng lọc hoạt tính này. 

12 loài thuộc chi Piper L. sử dụng trong nghiên cứu sàng lọc được thu hái ở Vườn 

Quốc gia Ba Vì (Hà Nội) và Vườn Quốc gia Cúc Phương (Ninh Bình). Các loài 

được ký hiệu theo thứ tự một cách ngẫu nhiên. Kết quả nghiên cứu sàng lọc cho 

thấy hai loài có ký hiệu HVD-002-11 và HVD-004-011 sở hữu hoạt tính ức chế 

AChE mạnh nhất. Tên khoa học của hai loài có ký hiệu HVD-002-11 và HVD-

004-011 được xác định lần lượt là P. thomsonii (C. DC.) Hook. f. var. thomsonii 

và P. hymenophyllum Miq. Quá trình nghiên cứu phân lập hợp chất từ 2 loài 

nghiên cứu được thực hiện dựa trên kết quả đánh giá hoạt tính ức chế AChE in 

vitro của các mẫu phân đoạn dịch chiết trong các dung môi có độ phân cực khác 

nhau. Những phân đoạn dịch chiết thể hiện hoạt tính ức chế AChE mạnh nhất tiếp 

tục được nghiên cứu phân lập hợp chất. Nội dung dưới đây trình bày quá trình 

chiết xuất, phân lập và nhận dạng cấu trúc của 6 hợp chất phân lập được từ loài 

P. thomsonii (C. DC.) Hook. f. var. thomsonii và 8 hợp chất phân lập được từ 

loài P. hymenophyllum Miq. 

3.2.1. Kết quả nghiên cứu thành phần hóa học của loài Piper thomsonii (C. 

DC.) Hook. f. var. thomsonii 

3.2.1.1. Kết quả chiết xuất và phân lập hợp chất từ loài Piper thomsonii (C. 

DC.) Hook. f. var. thomsonii 

  Phần trên mặt đất của loài P. thomsonii (C. DC.) Hook. f. var. thomsonii 

được thu hái, rửa sạch, thái nhỏ, phơi khô, nghiền thành bột. 15 kg bột (hàm ẩm 

8,6%) được chia thành 4 mẻ và chiết hồi lưu với dung môi MeOH trong bình 

cầu dung tích 10 lít. Mỗi mẻ được chiết với 8 lít MeOH trong thời gian 3 

giờ/lần, chiết lặp lại 3 lần/mẻ. Gộp các dịch chiết, cất thu hồi dung môi dưới áp 

suất giảm ở nhiệt độ 50
0
C, thu được 510g dịch chiết đậm đặc. Phân tán toàn bộ 

cắn trên vào 2,5 lít nước ấm trong bình thủy tinh dung tích 5 lít bằng thiết bị có 

cánh khuấy. Thêm khoảng 2,5 lít dung môi n-hexan, khuấy đều hỗn hợp trong 

bình trong thời gian khoảng 60 phút. Để yên cho dung môi phân lớp. Gạn lấy 
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lớp dung môi n-hexan. Lớp nước còn lại trong bình được thêm khoảng 2,5 lít 

dung môi n-hexan. Tiến hành làm lặp lại 4 – 5 lần cho đến khi lớp dung môi hữu 

cơ chỉ còn màu vàng nhạt. Gộp các dịch n-hexan, cất thu hồi dung môi dưới áp 

suất giảm ở nhiệt độ 50
0
C thu được cắn n-hexan (PTH). Tiếp tục làm tương tự 

lần lượt với các dung môi có độ phân cực tăng dần gồm: CHCl3, EtOAc và 

BuOH thu được các cắn tương ứng là cắn CHCl3 (PTC), cắn EtOAc (PTE) và 

cắn BuOH (PTB). Phần dịch nước còn lại sau khi đã được chiết với các dung 

môi hữu cơ cũng được hòa loãng và loại nước bằng máy đông khô thu được cắn 

nước (PTN). Sau đó, 5 mẫu cắn này được thử hoạt tính ức chế AChE in vitro. 

Kết quả cho thấy 2 loại cắn PTH (224 g) và PTE (13,2 g) có hoạt tính mạnh 

nhất. Vì thế, 2 phân đoạn cắn này được chọn để tiếp tục nghiên cứu về phân lập 

hợp chất. 

  - Cắn PTH được hòa với một lượng tối thiểu dung môi n-hexan, thêm 

lượng vừa đủ silica gel vào dung dịch, trộn đều hỗn dịch. Sau đó, loại dung môi 

bằng máy cô quay chân không. Sau khi cột được nạp silica gel bằng phương 

pháp nạp cột ướt và đã được ổn định bằng hệ dung môi rửa giải, silica gel được 

trộn với cắn PTH và được đưa lên cột. Quá trình rửa giải sử dụng hệ dung môi 

n-hexan:EtOAc theo gradient nồng độ với độ phân cực tăng dần từ tỷ lệ 30:1 

đến 5:1 thu được 12 phân đoạn (ký hiệu PTH1 đến PTH12). 

     + Phân đoạn PTH1 được phân lập bằng sắc ký cột pha thuận, rửa giải 

bằng hệ dung môi n-hexan:EtOAc (10:1) và thu được phân đoạn PTH1a. Phân 

đoạn PTH1a được phân lập bằng sắc ký cột pha thuận, sử dụng hệ dung môi rửa 

giải CH2Cl2:EtOAc theo gradient nồng độ với tỷ lệ thay đổi từ 100:1 đến 30:1 và 

thu được 2 phân đoạn (ký hiệu PTH1a1 và PTH1a2). Phân đoạn PTH1a2 tiếp 

tục được phân lập bằng sắc ký cột pha thuận, sử dụng hệ dung môi rửa giải n-

hexan:EtOAc (10:1) và thu được 3 phân đoạn (ký hiệu PTH1a2a đến PTH1a2c). 

Phân đoạn PTH1a2c được phân lập bằng sắc ký cột pha đảo ODS, rửa giải bằng hệ 

dung môi MeOH:H2O (7:1) và thu được 2 hợp chất PT1 (156 mg) và PT5 (20 mg). 

     + Phân đoạn PTH6 được phân lập bằng sắc ký cột pha thuận, sử dụng 

hệ dung môi rửa giải n-hexan:EtOAc (30:1) và thu được 4 phân đoạn (ký hiệu 

PTH6a đến PTH6d).  
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     Phân đoạn PTH6c được phân lập bằng sắc ký cột pha đảo ODS, rửa giải 

bằng hệ dung môi MeOH:H2O (3:1) và thu được phân đoạn PTH6c1. Phân đoạn 

PTH6c1 được tinh chế bằng PTLC, triển khai với hệ dung môi n-hexan:aceton 

(30:1) thu được hợp chất PT3 (49,5 mg). 

     Phân đoạn PTH6d được tinh chế bằng sắc ký cột pha đảo ODS, rửa giải 

bằng hệ dung môi MeOH:H2O (3:1) thu được hợp chất PT2 (50 mg). 

- Cắn PTE được hòa tan với một lượng tối thiểu aceton, thêm lượng vừa 

đủ silica gel vào dung dịch, trộn đều hỗn dịch sau đó loại dung môi bằng máy cô 

quay chân không. Sau khi cột được nạp silica gel bằng phương pháp nạp cột ướt 

và đã được ổn định bằng hệ dung môi rửa giải, silica gel tẩm PTE được đưa lên 

cột. Quá trình rửa giải sử dụng hệ dung môi CHCl3:MeOH theo gradient nồng 

độ với độ phân cực tăng dần từ tỷ lệ 20:1 đến 1:1 thu được 11 phân đoạn (ký 

hiệu PTE1 đến PTE11). Phân đoạn PTE8 được phân lập bằng sắc ký cột pha 

đảo ODS, rửa giải bằng hệ dung môi MeOH:H2O (1:3) và thu được 5 phân đoạn 

(ký hiệu PTE8a đến PTE8e).  

  Phân đoạn PTE8b được phân lập bằng sắc ký cột pha thuận, rửa giải bằng 

hệ dung môi CHCl3:aceton (3:1) và thu được phân đoạn PTE8b1. Phân đoạn 

PTE8b1 được tinh chế bằng hệ thống PHPLC [điều kiện sắc ký: cột YMC Pak 

ODS-A (20x250 mm, 5 m), hệ dung môi rửa giải là MeOH:H2O theo gradient 

nồng độ với tỷ lệ thay đổi từ 20:80 đến 50:50 trong thời gian 90 phút, tốc độ dòng 

5 ml/phút, phát hiện ở bước sóng 210 nm] và thu được hợp chất PT4 (14,9 mg). 

  Phân đoạn PTE8c được phân lập bằng sắc ký cột pha thuận, sử dụng hệ 

dung môi rửa giải CHCl3:aceton (2,5:1) thu được 2 phân đoạn (ký hiệu PTE8c1 

và PTE8c2). Phân đoạn PTE8c1 được tinh chế bằng hệ thống PHPLC [điều 

kiện sắc ký: cột YMC Pak ODS-A (20x250 mm, 5 m), hệ dung môi rửa giải là 

MeOH:H2O theo gradient nồng độ với tỷ lệ thay đổi từ 25:75 đến 40:60 trong 

thời gian 90 phút, tốc độ dòng 5 ml/phút, phát hiện ở bước sóng 210 nm] và thu 

được hợp chất PT6 (20,3 mg). 

 Quá trình phân lập và tinh chế hợp chất từ cắn n-hexan và cắn EtOAC của loài 

P. thomsonii (C. DC.) Hook. f. var. thomsonii được tóm tắt ở hình 3.9 và hình 3.10.
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3.2.1.2. Kết quả nhận dạng hợp chất phân lập được từ loài Piper thomsonii (C. 

DC.) Hook. f. var. thomsonii 

* Hợp chất PT1: 4-(2’-(Z)-decenyl)-phenol 

1

3

5
1'

HO

2' 3'

5' 7' 9'

HO

PT1

PT1a
 

 

Hình 3.11. Cấu trúc hóa học của hợp chất PT1 và gibbilimbol B (PT1a) 

Hợp chất PT1 thu được dưới dạng chất dầu, không màu. Phổ 
1
H-NMR 

của hợp chất PT1 cho thấy sự xuất hiện tín hiệu của bốn proton thơm thế para 

tại δH 6,76 (2H, d, J = 8,0 Hz) và 7,06 (2H, d, J = 8,0 Hz); hai proton olefin tại 

δH 5,52 (2H, m) và một tín hiệu của nhóm methyl tại δH 0,91 (t, J = 6,0 Hz). Phổ 

13
C NMR của hợp chất PT1 cho biết sự xuất hiện tín hiệu 6 cacbon của vòng 

benzen thế para tại δC 133,49 (C-1), 129,39 (C-2/6), 115,23 (C-3/5) và 153,57 

(C-4); một liên kết đôi tại δC 128,32 và 130,77; 7 cacbon methylen tại δC 32,56 

(C-1′), 27,21 (C-4′), 29,71 (C-5′), 29,30 (C-6′), 29,20 (C-7′), 31,86 (C-8′) và 

22,66 (C-9′); 1 nhóm methyl bậc một tại δC 14,09 (C-10′). Dữ liệu phổ 
1
H và 

13
C 

NMR của PT1 cơ bản giống với những dữ liệu phổ này của hợp chất 

gibbilimbol B (PT1a) đã được công bố phân lập từ loài P. gibbilimbum C. DC., 

ngoại trừ sự khác biệt vị trí liên kết đôi của nhóm decenyl [103]. Ở vùng trường 

thấp trên phổ HSQC, proton tại δH 7,06 (d, J = 8,0 Hz) và 6,76 (d, J = 8,0 Hz) 

lần lượt tương tác trực tiếp với cacbon tại δC 129,39 và 115,23 đã khẳng định sự 

có mặt của vòng benzen có hai nhóm thế ở vị trí para. Các tương tác HMBC 

giữa H-2/6 (δH 129,39) với C-1 (δC 133,49), C-3/5 (δC 115,23), C-4 (δC 153,57) 

và C-1’ (δC 32,56) đã chứng minh có nhóm hydroxy ở vị trí C-4 và một nhóm 
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methylen liên kết với vòng thơm tại C-1. Các tương tác HMBC giữa H-1′ (δH 

3,34) với C-1 (δC 133,49), C-2/6 (δC 129,39), C-2′ (δC 128,32) và C-3′ (δC 

130,77) đã chứng minh một liên kết đôi tại C-2′/C-3′. Trật tự giữa các nhóm 

nguyên tử còn được khẳng định bởi các tương tác trên phổ COSY H-2/H-3, H-

5/H-6, H-1′/H-2′/H-3′/H-4′ và H-9′/H-10′. Cấu hình của liên kết đôi tại C-2′/C-3′ 

còn được chứng minh là Z dựa trên sự so sánh về sự khác biệt độ chuyển dịch 

13
C NMR của hai nhóm methylen bên cạnh liên kết đôi của PT1 (δC 27,21 và 

32,56) với hợp chất có cấu hình E, myricanen B (δC 32,6 và 34,6) chứng tỏ liên 

kết đôi của PT1 có cấu hình Z [93]. Phổ HR-FAB-MS của PT1 xuất hiện píc 

ion giả phân tử tại m/z 232,1829 [M]
+
 cho phép kết luận công thức phân tử của 

hợp chất PT1 là C16H24O (tính toán lý thuyết cho công thức C16H24O: 

232,1824). Căn cứ vào những dữ kiện phổ ở trên, hợp chất PT1 được xác định 

cấu trúc và có tên gọi là 4-(2’-(Z)-decenyl)-phenol, đây là lần đầu tiên phân lập 

được hợp chất này từ tự nhiên. 

HO

1

3

5 1'
2'

4'

5' 9'

 

Hình 3.12. Các tương tác HMBC và COSY chính của hợp chất PT1 

Bảng 3.1. Số liệu phổ NMR của hợp chất PT1 

Vị trí cacbon 
a,b

δC 
a,c

δH (mult., J) 

1 133,49 - 

2, 6 129,39 7,06 (d, 8,0) 

3, 5 115,23 6,76 (d, 8,0) 

4 153,57 - 

1′ 32,56 3,34 

2′ 128,32 5,52 

HMBC   H         C 

COSY   
1
H

       
   

1
H
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Vị trí cacbon 
a,b

δC 
a,c

δH (mult., J) 

3′ 130,77 5,52 

4′ 27,21 2,16 

5′ 29,71 1,39 

6′ 29,30 1,30 

7′ 29,20 1,30 

8′ 31,86 1,30 

9′ 22,66 1,29 

10′ 14,09 0,91 (t, 7,0) 

Đo trong
 a)

 CDCl3, 
b) 

100 MHz, 
c) 

400 MHz 

* Hợp chất PT2: Benzyl benzoat 

 
 

Hình 3.13. Cấu trúc hóa học của hợp chất PT2 

Hợp chất PT2 thu được dưới dạng bột, màu trắng. Công thức phân tử 

của hợp chất PT2 được xác định là C14H12O2 dựa trên phổ HR-ESI-MS xuất 

hiện píc ion giả phân tử tại m/z 235,0716 [M+Na]
+
 (tính toán lí thuyết cho 

công thức C14H12O2Na: 235,0730). Trên phổ 
1
H NMR của hợp chất PT2 xuất 

hiện tín hiệu của proton oxymethylen tại δH 5,39 và các tín hiệu proton đặc 

trưng cho vòng benzen một lần thế trong khoảng δH 7,45 ~ 8,10. Trên phổ 
13

C 

NMR và DEPT của PT2 xuất hiện tín hiệu của 14 nguyên tử cacbon gồm: 1 

nhóm cacbonyl tại δC 166,41; một nhóm oxymethylen tại δC 66,68; hai vòng 

benzen một lần thế tại δC 128,16, 128,23, 128,37, 128,59, 129,70, 130,17 và 

136,59. Ở vùng trường yếu trên phổ HSQC, proton tại δH 8,10 có tương tác với 

C-2/C-6 (δC 129,70). Proton này lại tương tác HMBC với C-1 (δC 130,17), C-

3/C-5 (δC 128,37), C-4 (δC 133,01) và C-7 (δC 166,41) cho phép khẳng định sự 
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tồn tại của đơn vị benzoyl. Mặt khác, proton tại H-7′ (δH 5,39) có tương tác 

HMBC với C-1′ (δC 136,09), C-2′/C-6′ (δC 128,16) và C-7 (δC 166,41) đã minh 

chứng nhóm benzoyl liên kết với nhóm benzyl bằng cầu este. Thêm vào đó, số 

liệu phổ NMR của hợp chất PT2 hoàn toàn trùng khớp với số liệu phổ của hợp 

chất benzyl benzoat được công bố trong tài liệu tham khảo [83]. Từ các dữ 

kiện trên, cho phép kết luận hợp chất PT2 chính là benzyl benzoat. Trước đây, 

hợp chất này đã được phân lập từ loài P. kadsura (Choisy) Ohwi [75].      

O

O

1

4

3 7

 

Hình 3.14. Các tương tác HMBC chính của hợp chất PT2 

Bảng 3.2. Số liệu phổ NMR của hợp chất PT2 

Vị trí cacbon 
#,d

δC 
a,b

δC 
a,c

δH (mult., J) 

1 130,0 130,17 - 

2, 6 129,6 129,70 8,10 (d, 8,0) 

3, 5 128,3 128,37 7,46* 

4 132,9 133,01 7,57 (t, 8,0) 

7 166,3 166,41 - 

1' 136,0 136,09 - 

2', 6' 128,1 128,16 7,46* 

3', 5' 128,5 128,59 7,45 

4' 128,0 128,23 7,38 (t, 8,0) 

7' 66,6 66,68 5,39 (s) 

Đo trong
 a)

 CDCl3, 
b) 

100 MHz, 
c) 

400 MHz, 
d) 

Aceton, 
*) 

Tín hiệu chồng lấp 

#)
 dữ liệu phổ 

13
C NMR của hợp chất benzyl benzoat trong tài liệu tham khảo [83] 
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* Hợp chất PT3: 2-methoxybenzyl benzoat 

O

O OCH3
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Hình 3.15. Cấu trúc hóa học của hợp chất PT3 

Hợp chất PT3 thu được dưới dạng chất bột vô định hình màu trắng. Dữ 

liệu phổ phân giải cao HR-ESI-MS của hợp chất PT3 xuất hiện píc ion giả 

phân tử tại m/z 265,0820 [M+Na]
+ 

dẫn đến kết luận công thức phân tử của PT3 

là C15H14O3 (tính toán lí thuyết cho công thức C15H14O3Na: 265,0835). Phổ 
1
H 

NMR của PT3 xuất hiện tín hiệu của 9 proton thơm trong khoảng δH 

6,92~8,11; một tín hiệu của oxymethylen tại δH 5,44 và tín hiệu của một nhóm 

methoxy tại δH 3,86. Phổ 
13

C NMR của hợp chất PT3 xuất hiện tín hiệu của 15 

nguyên tử cacbon bao gồm: 1 nhóm cacbonyl tại δC 166,53; 12 cacbon thơm 

tại δC 130,43 (C-1), 129,68 (C-2,6), 128,29 (C-3,5), 132,83 (C-4), 124,46 (C-

1′), 157,52 (C-2′), 110,49 (C-3′), 129,46 (C-4′), 120,44 (C-5′) và 129,40 (C-6′); 

1 cacbon oxymethylen tại δC 62,17 (C-7′); một nhóm methoxy tại δC 55,44. 

Phân tích dữ kiện 
1
H và 

13
C NMR của hợp chất này cho thấy hợp chất này khác 

PT2 ở vị trí C-2′ bởi sự có mặt của nhóm thế methoxy. Dữ liệu về phổ NMR 

của hợp chất PT3 hoàn toàn trùng khớp với dữ liệu phổ của hợp chất 2-

methoxybenzyl benzoat [108]. Trên phổ HSQC, proton H-2/H-6 (δH 8,11) 

tương tác với C-2/C-6 (δC 129,68); proton này lại tương tác HMBC với C-3/C-

5 (δC 128,29), C-4 (δC 132,83) và C-7 (δC 166,53) chứng tỏ nhóm cacbonyl liên 

kết trực tiếp với vòng benzen. Các tương tác HMBC giữa H-7′ (δH 5,44) với C-

7 (δC 166,53), C-1′ (δC 124,46), C-2′ (δC 157,52) và C-6′  (δC 129,40); giữa 

proton của nhóm methoxy (δH 3,86) với C-2′ (δC 157,52) đã chứng minh vòng 

benzen có hai nhóm thế là oxymethylen và methoxy ở vị trí ortho. Vòng 
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benzen này liên kết với nhóm benzoyl bởi oxymethylen -CH2O-. Từ các dữ 

liệu của phổ NMR ở trên kết hợp đối chiếu tài liệu tham khảo, kết luận hợp 

chất PT3 chính là 2-methoxybenzyl benzoat.  

O

O O

Me
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5 7 7'
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Hình 3.16. Các tương tác HMBC chính của hợp chất PT3 

Bảng 3.3. Số liệu phổ NMR của hợp chất PT3 

Vị trí cacbon 
#,d

δC 
a,b

δC 
a,c

δH (mult., J) 

1 130,9 130,43 - 

2, 6 129,8 129,68 8,11 (d, 8,0) 

3, 5 130,1 128,29 7,44
*
 

4 133,2 132,83 7,55 (t, 8,0) 

7 167,0 166,53 - 

1′ 124,9 124,46 - 

2′ 158,0 157,52 - 

3′ 110,9 110,49 6,92 (d, 8,0) 

4′ 129,8 129,46 7,34 (t, 8,0) 

5′ 120,9 120,44 6,99 (t, 8,0) 

6′ 128,7 129,40 7,44
*
 

7′ 62,6 62,17 5,44 (s) 

2′-OCH3 55,9 55,44 3,86 (s) 

Đo trong
 a)

 CDCl3, 
b) 

100 MHz, 
c) 

400 MHz, 
d) 

Aceton, 
*) 

Tín hiệu chồng lấp, 

#)
 dữ liệu phổ 

13
C NMR của hợp chất 2-methoxybenzyl benzoat trong tài liệu tham khảo [108] 
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* Hợp chất PT4: Cucumegastigman I 

 

Hình 3.17. Cấu trúc hóa học của hợp chất PT4 

Hợp chất PT4 thu được dưới dạng bột màu trắng,  +67,5 (c=0,1, 

MeOH). Công thức phân tử của PT4 được xác định là C13H24O4 dựa trên sự xuất 

hiện của píc ion giả phân tử trên phổ khối lượng phân giải cao HR-ESI-MS tại 

m/z 263,1244 [M+Na]
+ 

(tính toán lí thuyết cho công thức C13H24O4Na: 

263,1254). Phổ 
1
H NMR của hợp chất PT4 cho thấy sự xuất hiện tín hiệu của ba 

proton olefin tại δH 5,83, 5,91 và 5,93; ba nhóm methyl bậc ba tại δH 1,05, 1,07 

và 1,95. Phổ 
13

C NMR của hợp chất PT4 cho thấy sự có mặt của 13 nguyên tử 

cacbon trong đó có: một nhóm cacbonyl tại δC 201,38; bốn cacbon olefin tại δC 

127,30, 132,66, 132,71 và 167,53; ba oxycacbon tại δC 67,46, 73,83 và 80,27; ba 

nhóm methyl bậc 3 tại δC 19,71, 23,60 và 24,66. Từ kết quả phân tích dữ liệu 

phổ 
1
H và 

13
C NMR ở trên, có thể nhận dạng đây là một hợp chất có khung cấu 

trúc megastigman. Các tương tác HMBC giữa H-4 (δH 5,91) với C-3 (δC 

201,38), C-5 (δC 167,53), C-6 (δC 80,27) và C-13 (δC 19,71); giữa H-13 với C-4 

(δC 127,30), C-5 (δC 167,53) và C-6 (δC 80,27) chứng tỏ sự có mặt của nhóm 

cacbonyl tại C-3, một liên kết đôi tại C-4/C-5 và nhóm methyl tại C-5. Các 

tương tác HMBC giữa H-8 (δH 5,83) với C-6 (δC 80,27), C-7 (δC 132,71), C-9 

(δC 73,83) và C-10 (δC 67,46); giữa H-10 (δH 3,49 và 3,54) với C-8 (δC 132,66) 

và C-9 (δC 73,83) đã chứng minh sự có mặt của một liên kết đôi tại C-7/C-8 và 

ba nhóm hydroxyl tại C-6, C-9 và C-10. Điều này còn được chứng tỏ bởi các tín 

hiệu trên phổ COSY giữa H-7/H-8/H-9/H-10. Từ những dữ liệu phổ thu được, 

kết hợp với tra cứu tài liệu tham khảo cho phép kết luận hợp chất PT4 là 
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cucumegastigman I [71]. Đây là một hợp chất lần đầu tiên phân lập được từ chi 

Piper L. 
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Hình 3.18. Các tương tác HMBC và COSY chính của hợp chất PT4 

Bảng 3.4. Số liệu phổ NMR của hợp chất PT4 

Vị trí 

cacbon 

#,a
δC 

a,b
δC 

a,c
δH (mult., J) 

Vị trí 

cacbon
 

#,a
δC 

a,b
δC 

a,c
δH (mult., J) 

1 42,3 42,55 - 8 132,1 132,66 5,83 (dd, 5,6, 15,6) 

2 50,6 50,89 
2,56 (d, 16,8) 

2,19 (d, 16,8) 
9 73,5 73,83 4,23 (m) 

3 200,7 201,38 - 10 67,1 67,46 
3,54 (dd, 4,8, 11,2) 

3,49 (dd, 6,4, 11,2) 

4 126,9 127,30 5,91 (d, 1,2) 11 23,4 23,60 1,07 (s) 

5 166,9 167,53 - 12 24,5 24,66 1,05 (s) 

6 80,0 80,27 - 13 19,6 19,71 1,95 (d, 1,2) 

7 132,2 132,71 5,93 (dd, 1,8, 15,6)     

Đo trong
 a)

 CD3OD, 
b) 

100 MHz, 
c) 

400 MHz 

#)
 dữ liệu phổ 

13
C NMR của hợp chất cucumegastigman I trong tài liệu tham khảo [71] 

* Hợp chất PT5: trans-phytol 

 
 

Hình 3.19. Cấu trúc hóa học của hợp chất PT5 

Hợp chất PT5 thu được dưới dạng chất dầu, không màu,  +23,1 

(c=0,3, CHCl3). Trên phổ 
1
H NMR xuất hiện tín hiệu của một nối đôi bị thế 3 vị 

trí tại δH 5,37 (t, J = 6,8 Hz); 5 nhóm methyl tại δH 0,82 (6H, d, J = 6,4 Hz), 0,84 
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(6H, d, J = 6,4 Hz) và 1,63 (3H, s); một nhóm oxymethylen tại δH 4,11 (d, J = 

6,8 Hz). Trên phổ 
13

C NMR cho thấy PT5 là một diterpen với tín hiệu của 20 

cacbon, trong đó có 5 nhóm methyl tại δC 22,68 (C-16), 22,78 (C-17), 19,81 (C-

18), 19,78 (C-19) và 16,21 (C-20); 10 nhóm methylen tại δC 59,36 (C-1), 39,95 

(C-4), 25,22 (C-5), 36,74 (C-6), 37,50 (C-8), 24,54 (C-9), 37,43 (C-10), 37,35 

(C-12), 24,87 (C-13) và 39,44 (C-14); 4 nhóm methin tại δC 123,10 (C-2), 32,85 

(C-7), 32,76 (C-11) và 28,04 (C-15); 1 cacbon bậc 4 tại δH 140,22 (C-3). Các 

tương tác HMBC giữa H-1 (δH 4,11) với C-2 (δC 123,10) và C-3 (δC 140,22); 

giữa H-20 (δH 1,63) với C-2 (δC 123,10), C-3 (δC 140,22) và C-4 (δC 39,95) đã 

chứng minh sự có mặt của hai nhóm hydroxyl và methyl lần lượt tại vị trí C-1 và 

C-3. Các số liệu phổ NMR của PT5 gợi ý tới hợp chất trans-phytol, một 

diterpen khá phổ biến trong tự nhiên. So sánh số liệu phổ NMR của hợp chất 

PT5 với số liệu phổ của trans-phytol đã được công bố bởi Kim và cộng sự cho 

thấy sự trùng khớp hoàn toàn về các vị trí tương ứng [76]. Điều này cho phép 

khẳng định cấu trúc hoá học của PT5 chính là trans-phytol. Trước đây, hợp chất 

này đã được phân lập từ loài P. kadsura (Choisy) Ohwi [75]. 

1

OH
4

71115

17 18 19 20

 

Hình 3.20. Các tương tác HMBC chính của hợp chất PT5 

Bảng 3.5. Số liệu phổ NMR của hợp chất PT5 

Vị trí 

cacbon 

#,a
δC δC

a,b δH
a,c 

(mult., J) 
Vị trí 

cacbon 

#,a
δC δC

a,b δH
a,c

 (mult., J) 

1 59,6 59,36 4,11 (d, 6,8) 6 36,9 36,74 1,03; 1,22 

2 123,3 123,10 5,37 (t, 6,8) 7 33,0 32,85 1,34 (m) 

3 140,5 140,22 - 8 37,6 37,50 1,03; 1,22 

4 40,1 39,95 1,96 (t, 8,0) 9 24,7 24,54 1,15 (m) 

5 25,3 25,22 1,36 10 37,6 37,43 1,03; 1,22 
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Vị trí 

cacbon 

#,a
δC δC

a,b δH
a,c 

(mult., J) 
Vị trí 

cacbon 

#,a
δC δC

a,b δH
a,c

 (mult., J) 

11 32,9 32,76 1,34 (m) 16 22,8 22,68 0,84 (d, 6,4) 

12 37,5 37,35 1,03; 1,22 17 22,9 22,78 0,84 (d, 6,4) 

13 25,0 24,87 1,24 (m) 18 19,9 19,78 0,82 (d, 6,4) 

14 39,6 39,44 1,10 19 19,9 19,81 0,82 (d, 6,4) 

15 28,2 28,04 1,48 (m) 20 16,4 16,21 1,63 (s) 

Đo trong
 a)

 CDCl3, 
b) 

100 MHz, 
c) 

400 MHz 

#)
 dữ liệu phổ 

13
C NMR của hợp chất trans-phytol trong tài liệu tham khảo [76] 

* Hợp chất PT6: Dihydromyricetin 

 
 

Hình 3.21. Cấu trúc hóa học của hợp chất PT6 

 Hợp chất PT6 thu được dưới dạng chất rắn, màu trắng,  +50 (c=0,2, 

CHCl3). Trên phổ 
1
H NMR của PT6 xuất hiện tín hiệu của các proton tại δH 

4,45 (1H, d, J = 11,2 Hz), 4,82 (1H, d, J = 11,2 Hz), 5,88 (1H, s), 5,89 (1H, s) 

và 6,52 (2H, s). Phổ 
13

C NMR của PT6 cho thấy sự xuất hiện tín hiệu của 15 

cacbon tại δC 73,64, 85,20, 96,25, 97,27, 101,77, 107,99, 128,97, 134,87, 

146,77, 164,38, 165,17, 168,63 và 198,25. Đối chiếu dữ liệu về phổ 
13

C NMR 

của PT6 với dữ liệu này của hợp chất dihydromyricetin thấy hoàn toàn trùng 

khớp [151]. Kết quả này một lần nữa được khẳng định dựa trên phổ HMBC với 

những tín hiệu tương tác giữa proton H-2 (δH 4,82) với C-3 (δC 73,64), C-4 (δC 

198,25), C-1’ (δC  128,97) và C-2’/C-6’ (δC 107,99); giữa proton H-3 (δH 4,45) 

với C-2 (δC 85,20), C-4 (δC 198,25) và C-1’ (δC 128,97); giữa proton H-2’/H-6’ 
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(δH 6,52) với C-2 (δC 85,20), C-1’ (δC 128,97), C-3’/C-5’ (δC 146,77) và C-4’ (δC 

134,87). Từ những dữ liệu phổ thu được kết hợp với tra cứu tài liệu tham khảo 

cho phép kết luận hợp chất PT6 là dihydromyricetin. 
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Hình 3.22. Các tương tác HMBC chính của hợp chất PT6 

Bảng 3.6. Số liệu phổ NMR của hợp chất PT6 

Vị trí cacbon 
#,d

δC 
a,b

δC 
a,c

δH (mult., J) 

2 83,2 85,20 4,82 (d, 11,2) 

3 71,6 73,64 4,45 (d, 11,2) 

4 197,7 198,25 - 

5 163,3 165,17 - 

6 95,9 96,25 5,88 (s) 

7 166,8 168,63 - 

8 94,9 97,27 5,91 (s) 

9 162,5 164,38 - 

10 100,5 101,77 - 

1' 127,1 128,97 - 

2', 6' 106,9 107,99 6,52 (s) 

3', 5' 145,7 146,77 - 

4' 133,4 134,87 - 

Đo trong
 a)

 CD3OD, 
b) 

100 MHz, 
c) 

400 MHz, 
d)

 DMSO 

#)
 dữ liệu phổ 

13
C NMR của hợp chất dihydromyricetin trong tài liệu tham khảo [151] 
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3.2.2. Kết quả nghiên cứu thành phần hóa học của loài Piper hymenophyllum Miq. 

3.2.2.1. Kết quả chiết xuất và phân lập hợp chất từ loài Piper hymenophyllum Miq. 

  Bộ phận của cây gồm thân và lá (phần trên mặt đất) được thu hái, xử lý và 

chiết xuất với 4 dung môi có độ phân cực khác nhau giống như quy trình nghiên 

cứu với loài HVD-002-11. Kết quả thu được 560 g cắn MeOH toàn phần và 5 

loại cắn chiết được từ các loại dung môi có độ phân cực tăng dần gồm cắn n-

hexan (PHH), cắn CHCl3 (PHC), cắn EtOAc (PHE), cắn BuOH (PHB) và cắn 

nước (PHN). Sau đó, 5 loại cắn này được đánh giá hoạt tính ức chế AChE in 

vitro. Kết quả cho thấy hoạt tính của 2 loại cắn PHC (110 g) và PTE (19,3 g) là 

mạnh nhất. Vì thế, 2 phân đoạn cắn này được chọn để tiếp tục nghiên cứu phân lập 

hợp chất. 

- Cắn PHC được hòa tan với một lượng tối thiểu dung môi n-hexan, 

thêm lượng vừa đủ silica gel vào dung dịch, trộn đều hỗn dịch sau đó loại dung 

môi bằng máy cô quay chân không. Sau khi cột được nạp silica gel bằng phương 

pháp nạp cột ướt và đã được ổn định bằng hệ dung môi rửa giải, silica gel được 

trộn với cắn PHC và được đưa lên cột. Quá trình rửa giải sử dụng hệ dung môi 

n-hexan:aceton theo gradient nồng độ với độ phân cực tăng dần từ tỷ lệ 15:1 đến 

tỷ lệ 2:1 thu được 10 phân đoạn (ký hiệu PHC1 đến PHC10).  

   + Phân đoạn PHC3 (1,4 g) được phân lập bằng sắc ký cột pha thuận, 

sử dụng hệ dung môi rửa giải là n-hexan:aceton (50:1) thu được 4 phân đoạn (ký 

hiệu PHC3a đến PHC3d). Phân đoạn PHC3b tiếp tục được phân lập bằng sắc 

ký cột pha đảo ODS, rửa giải bằng hệ dung môi MeOH:H2O (4:1) thu được hợp 

chất PH8 (2,0 mg). 

   + Phân đoạn PHC6 (43,94 g) được phân lập bằng sắc ký cột pha 

thuận, sử dụng hệ dung môi rửa giải là CH2Cl2:aceton (100:1) thu được hai 

phân đoạn (ký hiệu PHC6a và PHC6b). Phân đoạn PHC6a tiếp tục được phân 

lập bằng sắc ký cột pha đảo ODS, rửa giải bằng hệ dung môi MeOH:H2O theo 

gradient nồng độ với tỷ lệ thay đổi từ 1:2 đến 2:1 và thu được 2 phân đoạn  (ký 
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hiệu PHC6a1 và PHC6a2). Phân đoạn PHC6a1 được tinh chế bằng sắc ký cột 

pha thuận, sử dụng hệ dung môi rửa giải là n-hexan:aceton (5:1) và thu được 

hợp chất PH5 (44 mg). 

   + Phân đoạn PHC7 (18,3 g) được phân lập bằng sắc ký cột pha thuận, 

sử dụng hệ dung môi rửa giải n-hexan:aceton theo gradient nồng độ với tỷ lệ thay 

đổi từ 10:1 đến 1:1 thu được 8 phân đoạn (ký hiệu PHC7a đến PHC7h).  

   Phân đoạn PHC7d tiếp tục được phân lập bằng sắc ký cột pha 

thuận, rửa giải bằng hệ dung môi CH2Cl2:aceton theo gradient nồng độ với 

tỷ lệ thay đổi từ 100:1 đến 10:1 và thu được 8 phân đoạn (ký hiệu PHC7d1 

đến PHC7d8). Phân đoạn PHC7d2 được phân lập bằng hệ thống MPLC sử 

dụng cột pha đảo ODS, rửa giải bằng hệ dung môi MeOH:H2O theo gradient 

nồng độ với tỷ lệ thay đổi từ 2:1 đến 1:1 thu được 2 phân đoạn (ký hiệu 

PHC7d2a đến PHC7d2c). Phân đoạn PHC7d2b được tinh chế bằng hệ thống 

PHPLC [điều kiện sắc ký: cột YMC Pak ODS-A (20x250 mm, 5 m), hệ dung 

môi rửa giải là MeOH:H2O theo gradient nồng độ với tỷ lệ thay đổi từ 55:45 đến 

85:15 trong thời gian 90 phút, tốc độ dòng 5 ml/phút, phát hiện ở bước sóng 210 

nm] thu được hợp chất PH1 (2,6 mg). Phân đoạn PHC7d7 được tinh khiết bằng 

hệ thống MPLC sử dụng cột pha đảo ODS, rửa giải bằng hệ dung môi 

MeOH:H2O theo gradient nồng độ với tỷ lệ thay đổi từ 1:2 đến 1:1 và thu được 

hợp chất PH2 (20,8 mg). 

   Phân đoạn PHC7g được phân lập bằng sắc ký cột pha thuận, rửa giải 

bằng hệ dung môi n-hexan:EtOAc theo gradient nồng độ với tỷ lệ thay đổi từ 

2,5:1 đến 1:2 thu được 12 phân đoạn (ký hiệu PHC7g1 đến PHC7g12). Phân 

đoạn PHC7g11 được tinh khiết bằng sắc ký cột pha đảo ODS, rửa giải bằng hệ 

dung môi MeOH:H2O (2:1) thu được hợp chất PH3 (4,9 mg). 

 - Cắn PHE được hòa tan với một lượng tối thiểu aceton, thêm lượng vừa 

đủ silica gel vào dung dịch, trộn đều hỗn dịch sau đó loại dung môi bằng máy cô 

quay chân không. Sau khi cột được nạp silica gel bằng phương pháp nạp cột ướt 
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và đã được ổn định bằng hệ dung môi rửa giải, silica gel có tẩm PHE được đưa 

lên cột. Quá trình rửa giải sử dụng hệ dung môi CHCl3:MeOH theo gradient 

nồng độ với độ phân cực tăng dần từ tỷ lệ 80:1 đến tỷ lệ 5:1 thu được 7 phân 

đoạn (ký hiệu PHE1 đến PHE7).  

 Phân đoạn PHE2 (0,43 g) được phân lập bằng sắc ký cột pha thuận, rửa 

giải bằng hệ dung môi CHCl3:MeOH theo gradient nồng độ với tỷ lệ thay đổi từ 

20:1 đến 5:1 thu được 2 phân đoạn (ký hiệu PHE2a đến PHE2b). Phân đoạn 

PHE2a được phân lập bằng sắc ký cột pha đảo ODS, sử dụng hệ dung môi rửa 

giải MeOH:H2O theo gradient nồng độ với tỷ lệ thay đổi từ 1:3 đến 1:1 thu được 

2 phân đoạn (ký hiệu PHE2a1 và PHE2a2). Phân đoạn PHE2a1 được tinh chế 

bằng hệ thống PHPLC [điều kiện sắc ký: cột YMC Pak ODS-A (20x250 mm, 5 

m), hệ dung môi rửa giải là MeOH:H2O theo gradient nồng độ với tỷ lệ thay 

đổi từ 40:60 đến 70:30 trong thời gian 90 phút, tốc độ dòng 5 ml/phút, phát hiện 

ở bước sóng 210 nm] thu được hợp chất PH4 (11 mg). 

 Phân đoạn PHE4 (0,87 g) được phân lập bằng sắc ký cột pha thuận, rửa 

giải bằng hệ dung môi CHCl3:MeOH với tỷ lệ thay đổi từ 20:1 đến 10:1 thu 

được 3 phân đoạn (ký hiệu PHE4a đến PHE4c). Phân đoạn PHE4b được phân 

lập bằng sắc ký cột pha đảo ODS, sử dụng hệ dung môi rửa giải MeOH:H2O 

theo gradient nồng độ với tỷ lệ thay đổi từ 1:3 đến 1:1 thu được 2 phân đoạn (ký 

hiệu PHE4b1 và PHE4b2). Phân đoạn PHE4b1 được tinh chế bằng hệ thống 

PHPLC [điều kiện sắc ký: cột YMC Pak ODS-A (20x250 mm, 5m), hệ dung 

môi rửa giải là MeOH:H2O theo gradient nồng độ với tỷ lệ thay đổi từ 50:50 đến 

85:15 trong thời gian 90 phút, tốc độ dòng 5 ml/phút, phát hiện ở bước sóng 210 

nm] và thu được hợp chất PH7 (23,8 mg). Phân đoạn PHE4b2 được tinh chế 

bằng sắc ký cột pha thuận, rửa giải bằng hệ dung môi CHCl3:MeOH (15:1) thu 

được hợp chất PH6 (42,2 mg). 

 Quá trình phân lập và tinh chế hợp chất từ cắn EtOAc của loài P. 

hymenophyllum Miq. được tóm tắt ở hình 3.23 và hình 3.24. 
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3.2.2.2. Kết quả nhận dạng hợp chất phân lập được từ loài Piper hymenophyllum Miq. 

* Hợp chất PH1: 3,5-dimethoxy-4-hydroxycinnamoyl pyrrol 

 

 

 

 

 

 

Hình 3.25. Cấu trúc hóa học của hợp chất PH1 và hợp chất tham khảo PH1a 

 Hợp chất PH1 thu được dưới dạng chất rắn, màu vàng nhạt, cho phản ứng 

dương tính với thuốc thử Dragendorff. Trên phổ khối lượng phân giải cao HR-

EI-MS xuất hiện píc ion giả phân tử tại m/z 273,1003 [M]
+
 cho phép xác định 

công thức phân tử của PH1 là C15H15NO4 (tính toán lí thuyết cho công thức 

C15H15NO4: 273,1001). Trên phổ 
1
H NMR của hợp chất PH1 cho biết sự có mặt 

của hai proton còn lại trong vòng benzen bị thế đối xứng tại δH 7,20 (2H); một 

liên kết đôi có cấu hình E –CH=CH– tại δH 7,45 (d, J = 15,4 Hz, 1H) và 7,89 

(1H, d, J = 15,4 Hz); bốn proton đặc trưng cho vòng pyrrol tại δH 6,32 (2H, t, J 

= 2,4 Hz) và 7,61 (2H, t, J = 2,4 Hz); hai nhóm methoxy tại δH 3,90 (6H, s). Phổ 

13
C NMR của hợp chất PH1 cho thấy sự xuất hiện tín hiệu của 15 nguyên tử 

cacbon trong đó có nhóm cacbonyl tại δC 163,92; 6 cacbon vòng thơm tại δC 

126,25 (C-1), 107,78 (C-2/6), 149,06 (C-3/5) và 140,38 (C-4); một vòng pyrrol 

tại δC 120,24 (C-1′/C-4′) và 113,58 (C-2′/C-3′); hai nhóm methoxy tại δC 56,87. 

So sánh số liệu phổ NMR của hợp chất PH1 với số liệu phổ NMR của hợp chất 

3-(4-hydroxy-3,5-dimethoxyphenyl) propanoyl pyrrol (PH1a) được phân lập từ 

loài P. boehmeriaefolium (Miq.) C. DC. cho thấy sự xuất hiện của một liên kết 

đôi tại C-7/C-8 thay thế cho một liên kết đơn [132]. Các tương tác HMBC giữa 

H-2/H-6 (δH 7,20) với C-1 (δC 126,25), C-5/C-3 (δC 149,06), C-4 (δC 140,38) và 

C-7 (δC 149,11); giữa 3/5-OMe (δH 3,90) với C-3/C-5 (δC 149,06) đã chứng 

minh hai nhóm methoxy và một nhóm hydroxyl lần lượt tại C-3, C-5 và C-4. 

13

4

7
N

8 9MeO

HO
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N
MeO

HO
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OMePH2 PH2aPH1 PH1a 
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Các tương tác HMBC giữa H-8 (δH 7,45) với C-1 (δC 126,25), C-7 (δC 149,11) 

và C-9 (δC 163,92) gợi ý nhóm cacbonyl tại C-9 và một liên kết đôi tại C-7/C-8. 

Liên kết đôi này có hằng số tương tác giữa hai proton H-7 và H-8 với J7-8 = 15,4 

Hz đã gợi ý cấu hình của liên kết đôi này là E. Vòng pyrrol tại C-9 được chứng 

minh bởi hằng số tương tác thấp J2-3 = J3-4 = 2,4 Hz và nhóm cacbonyl cũng 

dịch chuyển về phía trường mạnh (δC 163,92) khi liên kết với nguyên tử nitơ. 

Từ các cơ sở phân tích ở trên kết hợp với tra cứu tài liệu tham khảo, PH1 được 

xác định là một hợp chất mới có tên gọi là 3,5-dimethoxy-4-hydroxycinnamoyl 

pyrrol. 

N
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Hình 3.26. Các tương tác HMBC và COSY chính của hợp chất PH1 

Bảng 3.7. Số liệu phổ NMR của hợp chất PH1 

Vị trí cacbon 
#,d

δC 
a,b

δC 
a,c

δH (mult., J) 

1 130,9 126,25 - 

2 104,7 107,78 7,20 (s) 

3 146,7 149,06 - 

4 132,9 140,38 - 

5 146,7 149,06 - 

6 104,7 107,78 7,20 (s) 

7 30,3 149,11 7,89 (d, 15,4) 

8 36,3 113,94 7,45 (d, 15,4) 

9 169,6 163,92 - 

1' 118,6 120,24 7,61 (t, 2,4) 
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Vị trí cacbon 
#,d

δC 
a,b

δC 
a,c

δH (mult., J) 

2' 112,8 113,58 6,32 (t, 2,4) 

3' 112,8 113,58 6,32 (t, 2,4) 

4' 118,6 120,24 7,61 (t, 2,4) 

3,5-OMe 55,9 56,87 3,90 (s) 

Đo trong
 a)

 Aceton, 
b) 

100 MHz, 
c) 

400 MHz, 
d)

 CDCl3, 
#)

 dữ liệu phổ 
13

C NMR của  

hợp chất 3-(4-hydroxy-3,5-dimethoxyphenyl) propanoyl pyrrol trong tài liệu tham khảo [132] 

* Hợp chất PH2: 3,4-dihydroxycinnamyl alcohol methyl ether 

 

 

 

 

 
 

Hình 3.27. Cấu trúc hóa học của hợp chất PH2 và hợp chất tham khảo PH2a 

 Hợp chất PH2 thu được dưới dạng chất rắn, màu trắng. Trên phổ khối 

lượng phân giải cao HR-EI-MS xuất hiện píc ion giả phân tử tại m/z 180,0787 

[M]
+
 dẫn đến khẳng định công thức phân tử của PH2 là C10H12O3 (tính toán lí 

thuyết cho công thức C10H12O3: 180,0786). Phổ 
1
H NMR của hợp chất PH2 

xuất hiện tín hiệu proton của vòng benzen dạng ABX tại δH 6,43 (J = 8,0 Hz), 

6,81 (J = 8,0 Hz) và 7,10 (s); tín hiệu của một liên kết đôi cấu hình trans tại δH 

6,01 (dt, J = 6,4, 16,0 Hz) và 7,52 (d, J = 16,0 Hz); một nhóm methoxy tại δH 

3,32. Phổ 
13

C NMR của PH2 xuất hiện tín hiệu của 10 nguyên tử cacbon bao 

gồm: 3 cacbon bậc 4 tại δC 130,40, 146,55 và 146,77; 5 cacbon methin tại δC 

114,09, 116,41, 120,19, 123,43 và 134,69; 1 cacbon methylen tại δC 74,53; một 

cacbon methoxy tại δC 58,03. Phân tích dữ liệu NMR và kết hợp với tra cứu tài 

liệu thảm khảo, có thể nhận dạng đây là một phenylpropanoid. So sánh số liệu 

13
C NMR của PH2 hầu hết giống với của hợp chất 3,4-dihydroxycinnamyl 

alcohol  (PH2a), ngoại trừ sự xuất hiện thêm một nhóm methoxy tại C-9 [59]. 

Các tương tác trực tiếp giữa proton với cacbon được xác định bằng phổ HSQC. 

HO

HO

1

3

4 7

9

O HO

HO

OH

PH1aPH1PH2 PH2a 
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Theo đó, proton H-2 (δH 7,10) có tương tác HSQC với C-2 (δC 114,09), proton 

này lại tương tác HMBC với C-4 (δC 146,74), C-6 (δC 120,19) và C-7 (δC 

134,69). Tương tác HMBC giữa H-6 (δH 6,43) với C-1 (δC 130,40), C-2 (δC 

114,09), C-4 (δC 146,74) và C-7 (δC 134,69) đã chứng minh vị trí của hai nhóm -

OH tại C-3 và C-4. Mặt khác, tương tác HMBC giữa H-7 (δH 7,52) với C-1 (δC 

130,40), C-2 (δC 114,09), C-6 (δC 120,19), C-8 (δC 123,43) và C-9 (δC 74,53); 

giữa 9-OMe (δH 3,32) với C-9 (δC 74,53) đã gợi ý một liên kết đôi tại C-7/C-8 

và một nhóm methoxy tại C-9. Hằng số tương tác của hai proton H-7 và H-8, J7-

8 = 16,0 Hz đã chứng minh cấu hình của liên kết đôi tại C-7/C-8 là E. Bên cạnh 

đó, các tương tác trên phổ COSY giữa H-5/H-6, H-7/H-8/H-9 một lần nữa gợi ý 

trật tự sắp xếp các nhóm methin/methylen. Từ các cơ sở phân tích ở trên, cấu 

trúc của hợp chất PH2 được xác định là 3,4-dihydroxycinnamyl alcohol methyl 

ether. Đây là một hợp chất mới lần đầu tiên phân lập được từ tự nhiên. 

O MeHO

HO

1

3

4 7

9

 

Hình 3.28. Các tương tác HMBC và COSY chính của hợp chất PH2 

Bảng 3.8. Số liệu phổ NMR của hợp chất PH2 

Vị trí cacbon 
$,a

δC
 #,d

δC 
a,b

δC 
a,c

δH (mult., J) 

1 132,2 133,2 130,40 - 

2 113,9 111,9 114,09 7,10 (s) 

3 146,3 151,0 146,55 - 

4 146,3 147,5 146,74 - 

5 116,3 118,4 116,41 6,81 (d, 8,0) 

6 119,9 120,7 120,19 6,43 (d, 8,0) 

Vị trí cacbon 
$,a

δC
 #,d

δC 
a,b

δC 
a,c

δH (mult., J) 
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7 130,6 133,3 134,69 7,52 (d, 16,0) 

8 126,6 125,7 123,43 6,01 (dt, 6,4, 16,0) 

9 63,9 74,1 74,53 4,00 (d, 6,4) 

9-OMe  56,8 58,03 3,32 (s) 

 Đo trong
 a)

 CD3OD, 
b) 

100 MHz, 
c) 

400 MHz, 
d)

 Pyridin, 
$) 

dữ liệu phổ 
13

C NMR của hợp 

chất PH2a từ [59], 
#) 

một phần dữ liệu phổ 
13

C NMR của hợp chất dracunculifosid D từ [101] 

* Hợp chất PH3: O-methylmoscatolin 

 

Hình 3.29. Cấu trúc hóa học của hợp chất PH3 

 Hợp chất PH3 thu được dưới dạng chất bột, màu vàng nhạt, cho phản ứng 

dương tính với thuốc thử Dragendorff. Công thức phân tử của PH3 được xác 

định là C19H15NO4 do có sự xuất hiện píc ion giả phân tử trên phổ khối lượng 

phân giải cao HR-ESI-MS tại m/z 344,0884 [M+Na]
+
 (tính toán lí thuyết cho 

công thức C19H15NO4Na: 344,0890). Trên phổ 
1
H NMR của PH3 xuất hiện tín 

hiệu của hai proton của dị vòng thơm chứa nitơ tại δH 8,21 (d, J = 4,8 Hz) và 

8,97 (d, J = 4,8 Hz); bốn proton thuộc vòng thơm thế ortho tại δH 7,52 (t, J = 8,0 

Hz), 7,74 (t, J = 8,0 Hz), 8,56 (d, J = 8,0 Hz) và 9,10 (d, J = 8,0 Hz); proton của 

3 nhóm methoxy tại δH 4,08, 4,10 và 4,19. Trên phổ 
13

C NMR của PH3 cho thấy 

sự xuất hiện 1 nhóm cacbonyl tại δC 182,57; 9 nguyên tử cacbon bậc 4 tại δC 

115,66, 122,80, 131,06, 131,44, 134,50, 145,47, 147,31, 148,42 và 156,42; 6 

nhóm methin tại δC 110,09, 127,61, 128,12, 128,90, 134,30 và 144,54; ba nhóm 

methoxy tại δC 60,96, 61,43 và 61,77. So sánh dữ liệu phổ 
13

C NMR của PH3 

với dữ liệu phổ 
13

C NMR của O-methylmoscatolin thấy hoàn toàn trùng khớp 

[89]. Các tương tác HMBC giữa các proton của 3 nhóm methoxy tại δH 4,19, 4,10 
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và 4,08 lần lượt với C-1 (δC 148,42), C-2 (δC 147,31) và C-3 (δC 156,42) chứng tỏ 

sự có mặt của các nhóm methoxy tại 3 vị trí này. Vị trí của các nhóm nguyên tử 

được xác định đầy đủ bằng các phổ HSQC, HMBC và COSY. Dựa trên các dữ 

liệu phổ ở trên kết hợp đối chiếu tài liệu tham khảo đã xác định được cấu trúc của 

hợp chất PH3 được xác định là O-methylmoscatolin. 

 

Hình 3.30. Các tương tác HMBC và COSY chính của hợp chất PH3 

Bảng 3.9. Số liệu phổ NMR của hợp chất PH3 

Vị trí 

cacbon 

#,a
δC 

a,b
δC 

a,c
δH 

(mult., J) 

Vị trí 

cacbon 

#,a
δC 

a,b
δC 

a,c
δH 

(mult., J) 

1 148,2 148,42 - 3-OCH3  60,96 4,08 (s) 

1a 115,4 115,66 - 7a 131,4 131,44 - 

1b 122,5 122,80 - 8 127,9 128,90 8,56 (d, 8,0) 

2 147,0 147,31 - 9 134,1 128,12 7,52 (t, 8,0) 

3 156,2 156,42 - 10 127,4 134,30 7,74 (t, 8,0) 

3a 130,8 131,06 - 11 127,4 127,61 9,10 (d, 8,0) 

4 118,9 110,09 8,21 (d, 4,8) 11a 134,3 134,50  

5 144,3 144,54 8,97 (d, 4,8) 1-OCH3  61,77 4,19 (s) 

6a 145,0 145,47 - 2-OCH3  61,43 4,10 (s) 

7 182,3 182,57 - 3-OCH3  60,96 4,08 (s) 

Đo trong
 a)

 CDCl3, 
b) 

100 MHz, 
c) 

400 MHz 

#) 
dữ liệu phổ 

13
C NMR của hợp chất O-methylmoscatolin trong tài liệu tham khảo [89] 

* Hợp chất PH4: (E)-Caffeoyl aldehyd 
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Hình 3.31. Cấu trúc hóa học của hợp chất PH4 

 Hợp chất PH4 thu được dưới dạng lỏng, màu vàng nhạt. Trên phổ khối 

lượng phân giải cao HR-ESI-MS xuất hiện píc ion phân tử tại m/z 163,0431 [M-

H]
- 
cho phép kết luận công thức phân tử của PH4 là C9H8O3 (tính toán lí thuyết 

cho công thức C9H7O3: 163,0401). Trên phổ 
1
H NMR của hợp chất PH4 xuất 

hiện tín hiệu proton aldehyd tại δH 9,54; vòng benzen có các nhóm thế dạng 

ABX tại δH 6,81 (d, J = 8,0 Hz), 7,03 (d, J = 8,0 Hz) và 7,10 (s); một liên kết đôi 

dạng -CH=CH- tại δH 6,54 (dd, J = 8,0, 16,0 Hz) và 7,52 (d, J = 16,0 Hz). Cấu 

hình của liên kết đôi này được xác định là E dựa trên hằng số tương tác giữa hai 

proton H-7 và H-8, J7-8 = 16,0 Hz. Phổ 
13

C NMR của PH4 xuất hiện tín hiệu của 

9 nguyên tử cacbon bao gồm: 3 cacbon bậc 4 tại δC 127,78, 147,14 và 150,86; 5 

nhóm methin tại δC 115,73, 116,77, 124,12, 126,52 và 156,57; một nhóm 

aldehyd tại δC 196,33. Từ các đặc trưng phổ NMR của hợp chất này cho phép 

dự đoán cấu trúc của PH4 là (E)-caffeoyl aldehyd. Kết hợp tra cứu tài liệu 

tham khảo, nhận thấy số liệu phổ NMR của (E)-caffeoyl aldehyd và hợp chất 

PH4 hoàn toàn trùng khớp với nhau [53]. Từ các bằng chứng trên, cho phép 

kết luận hợp chất PH4 chính là (E)-caffeoyl aldehyd. Hợp chất này đã được 

các nhà khoa học Trung Quốc thông báo phân lập được từ loài P. taiwanense 

Lin & Lu [35].  
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Bảng 3.10. Số liệu phổ NMR của hợp chất PH4 

Vị trí cacbon 
#,a

δC  
a,b

δC 
a,c

δH (mult., J) 

1 127,6 127,78 - 

2 115,5 115,73 7,10 (s) 

3 146,9 147,14 - 

4 150,7 150,86 - 

5 116,6 116,77 6,81 (d, 8,0) 

6 123,9 124,12 7,03 (d, 8,0) 

7 156,4 156,57 7,52 (d, 16,0) 

8 126,3 126,52 6,54 (dd, 8,0, 16,0) 

9 196,1 196,33 9,54 (d, 8,0) 

Đo trong
 a) 

CD3OD, 
b) 

100 MHz, 
c) 

400 MHz 

#)
 dữ liệu phổ 

13
C NMR của hợp chất (E)-caffeoyl aldehyd trong tài liệu tham khảo [53] 

* Hợp chất PH5: 1-allyl-3,4-dihydroxybenzen 

 

Hình 3.32. Cấu trúc hóa học của hợp chất PH5 

Hợp chất PH5 thu được dưới dạng chất lỏng, không màu. Trên phổ 
1
H-

NMR của hợp chất PH5 xuất hiện tín hiệu proton của vòng thơm thế ở vị trí 1, 

3, 4 tại δH 6,65 (1H, dd, J = 2,0, 8,0 Hz), 6,73 (1H, d, J = 2,0 Hz) và 6,81 (d, J 

= 8,0 Hz). Ngoài ra, thấy sự có mặt của các proton liên kết đôi dạng -CH=CH2 

tại δH 5,94 (1H, m), 5,07 (1H, d, J = 14,4 Hz) và 5,09 (1H, d, J = 16,0 Hz). 

Trên phổ 
13

C NMR và DEPT của hợp chất PH5 cho thấy sự có mặt của ba 

nguyên tử cacbon bậc 4 tại δC 133,64 (C-1), 141,71 (C-3) và 143,50 (C-4); bốn 

nhóm methin tại δC  115,73 (C-2), 115,73 (C-5), 121,38 (C-6) và 137,78 (C-8); 
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một nhóm methylen của liên kết đôi tại δC 115,82 (C-9); một nhóm methylen 

tại δC 39,65 (C-7). Các dữ liệu phổ NMR của hợp chất PH5 hoàn toàn trùng 

khớp với dữ liệu phổ NMR của hợp chất 1-allyl-3,4-dihydroxybenzen đã được 

công bố trong tài liệu của Fabienne và cộng sự [50]. Công thức phân tử 

C9H10O2 của PH5 một lần nữa được khẳng định bằng phổ khối lượng phân giải 

cao HR-ESI-MS xuất hiện pic ion giả phân tử tại m/z 151,0745 [M+H]
+
 (tính 

toán lí thuyết cho công thức C9H11O2: 151,0754). Dựa vào cơ sở phân tích ở 

trên kết hợp đối chiếu tài liệu tham khảo cho phép kết luận hợp chất PH5 là 1-

allyl-3,4-dihydroxybenzen. Trước đây, hợp chất này đã được phân lập từ loài 

P. nudibaccatum Y. Q. Tseng và có tên gọi khác là hydroxychavicol [87]. 

Bảng 3.11. Số liệu phổ NMR của hợp chất PH5 

Vị trí cacbon 
#,a

δC 
a,b

δC 
a,c

δH (mult., J) 

1 133,6 133,64 - 

2 115,7 115,73 6,73 (d, 2,0) 

3 142,1 141,71 - 

4 143,9 143,50 - 

5 116,1 116,05 6,81 (d, 8,0) 

6 121,3 121,38 6,65 (dd, 2,0, 8,0) 

7 39,9 39,65 3,28 (d, 6,8) 

8 138,1 137,78 5,94 (m) 

9 115,9 115,82 
5,07(d, 14,4) 

5,09 (d, 16,0) 

Đo trong
 a) 

CDCl3, 
b) 

100 MHz, 
c) 

400 MHz 

#)
 dữ liệu phổ 

13
C NMR của hợp chất 1-allyl-3,4-dihydroxybenzen trong tài liệu tham khảo [50] 
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* Hợp chất PH6: Neotaiwanensol A 

 

Hình 3.33. Cấu trúc hóa học của hợp chất PH6 

 Hợp chất PH6 thu được dưới dạng chất dầu màu vàng nhạt. Công thức phân 

tử được xác định là C18H18O4 dựa trên phổ khối lượng phân giải cao HR-EI-MS 

m/z 298,1203 [M]
+
 (tính toán lí thuyết cho công thức C18H18O4: 298,1205). Trên 

phổ 
1
H NMR của hợp chất PH6 cho biết sự có mặt của một liên kết đôi dạng allyl 

(–CH=CH2) tại δH 4,90 (d, J = 17,2 Hz), 5,00 (d, J = 10,0 Hz) và 5,90 (m); một 

vòng thơm ba nhóm thế dạng ABX tại δH 6,65 (d, J = 8,0 Hz), 6,66 (d, J = 8,0 Hz) 

và 6,81 (s); hai proton của một liên kết đôi tại δH 5,95 (dt, J = 6,0, 16,0 Hz) và 6,07 

(d, J = 16,0 Hz). Trên phổ 
13

C NMR của hợp chất PH6 thấy xuất hiện tín hiệu của 

14 nguyên tử cacbon gồm: 7 nguyên tử cacbon bậc 4 tại δC 130,48, 131,09, 131,61, 

144,55, 144,57, 145,83 và 146,36;  8 nhóm methin tại δC 113,70, 116,40, 117,94, 

118,03, 119,46, 127,78, 131,61 và 139,33; 3 nhóm methylen tại  δC 36,58, 37,60 và 

115,45. Phân tích dữ liệu phổ 
1
H và 

13
C NMR của PH6 cho thấy hợp chất này có 

hai hợp phần phenyl propanoid. Các tương tác HMBC giữa H-7 (δH 3,27) với C-1 

(δC 130,48), C-2 (δC 131,09), C-6 (δC 118,03), C-8 (δC 139,33) và C-9 (δC 115,45); 

giữa H-9 (δH 4,90 và 4,50) với C-7 (δC 37,60) và C-8 (δC 139,33) đã chứng minh sự 

có mặt của nhóm allyl và nhóm này liên kết với vòng thơm tại vị trí C-1. Các tương 

tác HMBC giữa H-7′ (δH 6,07) với C-1′ (δC 131,61), C-2′ (δC 113,70), C-6′ (δC 

119,46), C-8′ (δC 127,78) và C-9′ (δC 36,58) đã gợi ý về sự có mặt của liên kết đôi 

tại C-7′/C-8′ và liên kết đôi này liên kết với vòng thơm tại C-1′. Ngoài ra, phần cấu 

trúc này có nhóm methylen C-9′ liên kết với phần còn lại tại C-2 qua tín hiệu trên 
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phổ HMBC giữa H-9′ (δH 3,31) với C-1 (δC 130,48), C-2 (δC 131,09) và C-3 (δC 

117,94). So sánh dữ liệu phổ 
13

C NMR của PH6 với dữ liệu phổ 
13

C NMR của hợp 

chất neotaiwanensol A thấy hoàn toàn trùng khớp [34]. Từ các bằng chứng trên, 

cho phép kết luận hợp chất PH6 chính là neotaiwanensol A. Trước đây, hợp chất 

này đã được phân lập từ loài P. taiwanense Lin & Lu. 

OH

OH

HO

HO

1

3

4

7

9

9'7'

1'

4'

3'

 

Hình 3.34. Các tương tác HMBC và COSY chính của hợp chất PH6 

Bảng 3.12. Số liệu phổ NMR của hợp chất PH6 

Vị trí cacbon 
#,d

δC 
a,b

δC 
a,c

δH (mult., J) 

1 130,5 130,48 - 

2 131,2 131,09 - 

3 118,1 117,94 6,64 

4 144,8 144,55 - 

5 144,8 144,57 - 

6 118,2 118,03 6,60 (s) 

7 37,8 37,60 3,27 (m) 

8 139,6 139,33 5,90 (m) 

9 115,9 115,45 6,84 (m) 

1′ 131,7 131,61 - 

2′ 114,1 113,70 6,81 (s) 

3′ 146,4 146,36 - 

4′ 146,1 145,83 - 
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Vị trí cacbon 
#,d

δC 
a,b

δC 
a,c

δH (mult., J) 

5′ 116,7 116,40 6,66 (d, 8,0) 

6′ 119,8 119,46 6,65 (d, 8,0) 

7′ 131,8 131,61 6,07 (d, 16,0) 

8′ 128,1 127,78 5,95 (dt, 6,0, 16,0) 

9′ 36,7 36,58 3,31 (m) 

Đo trong
 a) 

CD3OD, 
b) 

100 MHz, 
c) 

400 MHz, 
d) 

Aceton 

#) 
dữ liệu phổ 

13
C NMR của hợp chất neotaiwanensol A trong tài liệu tham khảo [34] 

* Hợp chất PH7: Neotaiwanensol B 

 
Hình 3.35. Cấu trúc hóa học của hợp chất PH7 

 Hợp chất PH7 thu được dưới dạng chất dầu, màu vàng nhạt,  +9,3 (c 

0,08, MeOH). Trên phổ HR-EI-MS xuất hiện pic ion giả phân tử tại m/z 

298,1203 [M]
+
 từ đó công thức phân tử của PH7 được xác định là C18H18O4 

(tính toán lí thuyết cho công thức C18H18O4: 298,1205). Trên phổ 
1
H NMR của 

hợp chất PH7 cho biết sự có mặt của hai liên kết đôi dạng allyl (–CH=CH2) tại 

δH 4,75 (d, J = 17,2 Hz), 5,11 (d, J = 10,0 Hz), 6,16 (m), 4,95 (d, J = 17,2 Hz), 

4,97 (d, J = 10,0 Hz) và 5,86 (m); một vòng thơm có ba nhóm thế dạng ABX tại 

δH 6,44 (d, J = 8,0 Hz), 6,67 (d, J = 8,0 Hz) và 6,54 (s). Phổ 
13

C NMR của hợp 

chất PH7 cho thấy sự có mặt của 14 nguyên tử cacbon bao gồm: 7 nguyên tử 

cacbon bậc 4 tại δC 130,56, 134,39, 136,47, 144,37, 144,51, 144,59 và 146,11; 8 
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nhóm methin tại δC 50,57, 116,14, 117,22, 117,43, 118,17, 121,31, 139,50 và 

143,20; 3 nhóm methylen tại  δC 37,58, 115,45 và 115,74. So sánh dữ liệu phổ 

13
C NMR của PH7 với dữ liệu phổ 

13
C NMR của hợp chất neotaiwanensol B 

thấy hoàn toàn trùng khớp. Trên phổ HMBC xuất hiện tín hiệu tương tác giữa 

proton H-7’ (δH 4,69) với C-2 (δC 134,39), C-1 (δC 130,56), C-3 (δC 117,43), C-1’ 

(δC 136,47), C-2’ (δC 117,22) và C-3’ (δC 146,11); giữa proton H-7 (δH 3,18) với 

C-1 (δC 130,56), C-2 (δC 134,39) và C-6 (δC 118,17); giữa proton H-9 với C-7 

(δC 37,58); giữa proton H-9’ với C-7’ (δC 50,57) đã chứng minh thêm về cấu trúc 

của PH7. Từ cơ sở phân tích ở trên cho phép kết luận hợp chất PH7 là 

neotaiwanensol B. Trước đây, hợp chất này đã được phân lập từ loài P. 

taiwanense Lin & Lu [34]. 

HO

HO

OH

OH

15

2

9'

9

7

3'

4'

1'

7'

 

Hình 3.36. Các tương tác HMBC và COSY chính của hợp chất PH7 

Bảng 3.13. Số liệu phổ NMR của hợp chất PH7 

Vị trí cacbon 
#,d

δC 
a,b

δC 
a,c

δH (mult., J) 

1 129,6 130,56 - 

2 133,4 134,39 - 

3 116,5 117,43 6,57 (s) 

4 143,6 144,37 - 
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Vị trí cacbon 
#,d

δC 
a,b

δC 
a,c

δH (mult., J) 

5 143,8 144,51 - 

6 117,3 118,17 6,57 (s) 

7 36,7 37,58 3,18 (br s) 

8 138,8 139,50 5,86 (m) 

9 114,9 115,45 
4,95 (d, 17,2) 

4,97 (d, 10,0) 

1′ 135,6 136,47 - 

2′ 116,3 117,22 6,65 (s) 

3′ 145,3 146,11 - 

4′ 143,9 144,59 - 

5′ 115,4 116,14 6,67 (d, 8,0) 

6′ 120,5 121,31 6,44 (d, 8,0) 

7′ 49,5 50,57 4,69 (br s) 

8′ 142,4 143,20 6,16 (m) 

9′ 115,1 115,74 
4,75 (d, 17,2) 

5,11 (d, 10,0) 

Đo trong
 a) 

CD3OD, 
b) 

100 MHz, 
c) 

400 MHz, 
d) 

Aceton 

#) 
dữ liệu phổ 

13
C NMR của hợp chất neotaiwanensol B trong tài liệu tham khảo [34] 

* Hợp chất PH8: Spathulenol 

 

Hình 3.37. Cấu trúc hóa học của hợp chất PH8 
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 Hợp chất PH8 thu được dưới dạng bột không màu,  -25 (c=0,5, 

CHCl3). Phổ 
1
H NMR của PH8 cho thấy tín hiệu của một liên kết đôi thế hai lần 

dạng >C=CH2 tại δH 4,67 (d, J = 10,4 Hz); ba nhóm methyl tại δH 1,04 (s), 1,05 

(s) và 1,28 (s). Phổ 
13

C NMR của PH8 thấy xuất hiện tín hiệu của 15 nguyên tử 

cacbon δC 53,56 (C-1), 26,95 (C-2), 41,97 (C-3), 81,21 (C-4), 54,57 (C-5), 30,13 

(C-6), 27,72 (C-7), 25,01 (C-8), 39,09 (C-9), 153,68 (C-10), 26,32 (C-11), 

106,49 (C-12), 20,49 (C-13), 16,56 (C-14) và 28,89 (C-15). Số liệu phổ 
13

C 

NMR của PH8 hoàn toàn trùng khớp với số liệu phổ 
13

C NMR của spathulenol 

[24]. Hợp chất này là thành phần hóa học chính của một số loài thuộc chi Piper 

L. như P. fimbriulatum C. DC. và P. peltatum (L.) Miq. [100], [109].  

Bảng 3.14. Số liệu phổ NMR của hợp chất PH8 

Vị trí cacbon 
#,a

δC 
a,b

δC 
a,c

δH (mult., J) 

1 53,6 53,63 - 

2 26,8 26,95 - 

3 41,9 41,97 - 

4 81,0 81,21 - 

5 54,4 54,57 - 

6 30,1 30,13 - 

7 27,6 27,72 - 

8 24,9 25,01 - 

9 39,0 39,09 - 

10 153,4 153,68 - 

11 26,1 26,32 1,28 (s) 

12 106,4 106,49 4,67 (d, 10,4) 

13 20,3 20,49 - 

14 16,4 16,56 1,05 (s) 

15 28,7 28,89 1,04 (s) 

Đo trong
 a) 

CDCl3, 
b) 

100 MHz, 
c) 

400 MHz 

#)
 dữ liệu phổ 

13
C NMR của hợp chất spathulenol trong tài liệu tham khảo [24] 
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 Như vậy, cấu trúc của 14 chất phân lập được của luận án đều đã được 

nhận dạng chủ yếu dựa vào dữ liệu phổ cộng hưởng từ hạt nhân và phổ khối 

lượng kết hợp đối chiếu tài liệu tham khảo. Trong số 14 hợp chất phân lập được 

có 2 alcaloid, 2 cấu tử tinh dầu, 2 neolignan, 3 alkanpolyenylbenzen, 1 flavonoid 

và 4 hợp chất thuộc các nhóm khác. Cấu trúc của các hợp chất phân lập được rất 

phong phú. Hầu hết các chất này đều nằm trong những nhóm hợp chất chính 

phân lập được từ chi Piper L. đã được đề cập ở phần tổng quan. Đặc biệt, có 3 

hợp chất lần đầu tiên công bố phân lập được từ tự nhiên và 4 hợp chất lần đầu tiên 

công bố phân lập được từ chi Piper L. Kết quả này là những đóng góp giá trị của 

luận án. 

3.3. Kết quả triển khai phương pháp và áp dụng để đánh giá hoạt tính ức 

chế enzym acetylcholinesterase in vitro của hai loài nghiên cứu 

3.3.1. Triển khai phương pháp đánh giá hoạt tính ức chế enzym 

acetylcholinesterase in vitro 

 Phương pháp đo quang dùng để đánh giá hoạt tính ức chế enzym 

cholinesterase được sử dụng lần đầu tiên vào năm 1961 bởi tác giả Ellman. Kể 

từ đó, phương pháp đo quang của Ellman được nhiều tác giả trên thế giới sử 

dụng trong nghiên cứu sàng lọc hoạt tính ức chế AChE. Tuy nhiên, một số điều 

kiện thử nghiệm như: nồng độ cơ chất và thuốc thử, hoạt độ enzym, thời gian 

phản ứng… thường có sự khác nhau giữa các nghiên cứu. Vì thế, hiện không có 

một điều kiện tối ưu nào cho phương pháp thử này. Với mục tiêu triển khai được 

phương pháp đánh giá hoạt tính ức chế AChE in vitro phù hợp với điều kiện 

phòng thí nghiệm trong nước cũng như để chủ động trong quá trình triển khai 

nghiên cứu, một số yếu tố ảnh hưởng đến phương pháp đã được khảo sát. Kết 

quả khảo sát và triển khai phương pháp được trình bày ở nội dung dưới đây .  

* Kết quả khảo sát ảnh hưởng của nồng độ dung dịch cơ chất và thuốc thử 

đến phương pháp thử 
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Tiến hành đánh giá ảnh hưởng của nồng độ dung dịch cơ chất và thuốc thử 

đến phương pháp thử ở 3 mức nồng độ là 1,2; 2,4 và 3,6 mM. Kết quả khảo sát 

được trình bày ở bảng 3.15. 

Bảng 3.15. Ảnh hưởng của nồng độ dung dịch cơ chất 

và thuốc thử đến phương pháp thử 

Mẫu 

Độ hấp thụ đo được ở nồng độ 

cơ chất và thuốc thử khảo sát 

1,2 mM 2,4 mM 3,6 mM 

(1) (2) (3) 

1 0,1233 0,4506 0,4412 

2 0,1432 0,4225 0,4678 

3 0,1399 0,4406 0,4581 

 0,1355 0,4379 0,4557 

RSD (%) 7,87 3,25 2,95 

t-test p1-2, p1-3<0,05; p2-3>0,05 

 Nhận xét:  

Kết quả ở bảng 3.15 cho thấy khi nồng độ dung dịch cơ chất và thuốc thử 

thay đổi, độ hấp thụ của mẫu thử cũng thay đổi. Giá trị độ hấp thụ của thử 

nghiệm thấp nhất khi nồng độ dung dịch cơ chất và thuốc thử là 1,2 mM. Ở điều 

kiện này, độ lặp lại của thử nghiệm cũng là kém nhất với RSD là 7,87%. Giữa 

hai mức nồng độ cơ chất và thuốc thử còn lại được khảo sát là 2,4 và 3,6 mM, 

chênh lệch về độ hấp thụ và độ lệch chuẩn tương đối không đáng kể, sự khác 

biệt không có ý nghĩa thống kê với p>0,05. Tuy nhiên, mức nồng độ cơ chất và 

thuốc thử là 2,4 mM được chọn cho những nghiên cứu tiếp theo để giảm lượng 

cơ chất và thuốc thử phải dùng trong nghiên cứu nhưng vẫn đảm bảo độ lặp lại 

của các thử nghiệm. Đồng thời, mức nồng độ bằng 2,4 mM này cũng nằm trong 

khoảng nồng độ của cơ chất ATCI và thuốc thử DTNB đã được sử dụng trong 

các nghiên cứu trước đây lần lượt là 1-75 mM và 1,5-10 mM. 

X 
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* Kết quả khảo sát ảnh hưởng của hoạt độ AChE đến phương pháp thử 

và lựa chọn thời điểm đo độ hấp thụ 

Khảo sát ảnh hưởng của hoạt độ enzym đến phương pháp thử ở 3 mức 

hoạt độ là 0,10; 0,25 và 0,50 IU/ml. Sự phụ thuộc của độ hấp thụ theo thời 

gian ở 3 mức hoạt độ enzym khảo sát được thể hiện ở hình 3.38. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hình 3.38. Đồ thị biểu diễn sự tương quan giữa độ hấp thụ và thời gian 

của các hỗn hợp phản ứng ở 3 mức hoạt độ AChE khảo sát 

Nhận xét:  

Kết quả ở hình 3.38 cho thấy hoạt độ enzym ảnh hưởng lớn đến tốc độ 

phản ứng thủy phân cơ chất. 

- Ở hoạt độ enzym 0,1 IU/ml, tốc độ phản ứng diễn ra rất chậm tương ứng 

với độ hấp thụ của mẫu thử là thấp nhất khi so sánh với độ hấp thụ của các mẫu 

thử tương tự đo ở điều kiện hoạt độ enzym cao hơn tại cùng một thời điểm. Do 

vậy, ở điều kiện này, kết quả thử nghiệm sẽ gặp phải sai số lớn hơn đặc biệt với 

những mẫu thử có hoạt tính ức chế AChE mạnh.  

-  Ở hoạt độ enzym 0,5 IU/ml, tốc độ phản ứng diễn ra nhanh nhất và chỉ 

sau khoảng 10 phút, phản ứng đã đạt tới trạng thái bão hòa. Tuy nhiên, khi tốc 

độ của phản ứng thủy phân được xúc tác bởi enzym diễn ra quá nhanh, ảnh 

hưởng của những yếu tố khách quan sẽ gây sai số lớn hơn. 

- Ở hoạt độ enzym 0,25 IU/ml, tốc độ phản ứng diễn ra vừa phải. Thời 

gian để phản ứng đạt tới trạng thái bão hòa khoảng 18 phút. Trong khoảng thời 

gian từ 9-15 phút, tương quan giữa độ hấp thụ của mẫu thử và thời gian phản 

ứng là khá tuyến tính với hệ số tương quan R
2
=0,9842. 
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Vì vậy, mức hoạt độ AChE là 0,25 IU/ml được chọn cho những nghiên 

cứu tiếp theo và thời điểm đo độ hấp thụ của mẫu thử được xác định là 15 phút 

sau khi phản ứng bắt đầu xẩy ra. Đồng thời, mức hoạt độ enzym là 0,25 IU/ml 

được chọn cũng nằm trong khoảng hoạt độ AChE đã được sử dụng trong các 

nghiên cứu trước đây là từ 0,2-5,0 IU/ml. 

* Kết quả khảo sát ảnh hưởng của nồng độ dung môi DMSO trong hỗn hợp 

phản ứng đến hoạt tính của AChE 

Dung môi có thể ảnh hưởng trực tiếp đến hoạt tính của enzym hoặc có thể 

ảnh hưởng đến khả năng di chuyển của cơ chất đến vị trí gắn với enzym. Vì vậy, 

lựa chọn dung môi phù hợp cho những thử nghiệm đánh giá hoạt tính enzym là 

khá quan trọng. Kết quả khảo sát ảnh hưởng của nồng độ dung môi DMSO 

trong hỗn hợp phản ứng đến hoạt tính của AChE in vitro được thể hiện ở bảng 

3.16. 

Bảng 3.16. Ảnh hưởng của nồng độ dung môi DMSO 

trong hỗn hợp phản ứng đến hoạt tính của AChE in vitro 

STT 
Nồng độ của DMSO trong 

hỗn hợp phản ứng (%) 

 Độ hấp thụ  

RSD (%) 

 

I (%) 
Lần 1 Lần 2 Lần 3  

1 0 0,6391 0,6441 0,6105 0,6312 2,87 0 

2 1,0 0,4274 0,4412 0,4545 0,4413 3,18 30,09 

3 1,5 0,4013 0,3769 0,3966 0,3916 3,31 37,95 

4 2,0 0,3034 0,3221 0,3286 0,3180 3,71 49,62 

 Nhận xét:  

Kết quả ở bảng 3.16 cho thấy dung môi DMSO có tác dụng ức chế AChE 

khá mạnh. Mức độ ức chế của dung môi này phụ thuộc vào nồng độ của nó 

trong hỗn hợp phản ứng. Trong khoảng nồng độ từ 1,0-2,0% của DMSO trong 

hỗn hợp phản ứng, hoạt tính của AChE bị giảm tương ứng từ 30,09-49,62%. 

Mặc dù vậy, nghiên cứu này vẫn phải phối hợp dung môi DMSO ở nồng độ 

X 



106 

 

1,0% trong hỗn hợp phản ứng để thử nghiệm. Lý do là bởi nhiều chất phân lập 

được từ hai loài nghiên cứu của luận án là những hợp chất kém phân cực nên 

không thể sử dụng những loại dung môi có độ phân cực cao hơn (như MeOH, 

acetonitril) hoặc dung môi DMSO ở nồng độ thấp hơn để hòa tan chúng được. 

Đồng thời, ở một số nghiên cứu đánh giá hoạt tính ức chế AChE trước đây, 

nồng độ DMSO trong hỗn hợp phản ứng là 1,0% đã được sử dụng. Vì vậy, 

nghiên cứu này sử dụng dung môi DMSO 10% để hòa tan mẫu thử với tỷ lệ 

phối hợp vào hỗn hợp phản ứng như ở bảng 2.3 (tương đương nồng độ của 

DMSO trong hỗn hợp phản ứng là 1,0%) là phù hợp. 

* Phương pháp đánh giá hoạt tính ức chế AChE in vitro 

Dựa vào kết quả khảo sát, đã xác định được điều kiện cho phương pháp 

đánh giá hoạt tính ức chế AChE in vitro của luận án, cụ thể như sau: 

- Thành phần hỗn hợp phản ứng được trình bày ở bảng 3.17. 

Bảng 3.17. Thành phần của hỗn hợp phản ứng được xác định 

STT Thành phần 
Mẫu thử 

(µl) 

Mẫu trắng của 

mẫu thử (µl) 

Mẫu đối 

chứng (µl) 

Mẫu trắng của 

mẫu đối chứng(µl) 

1 Đệm tris-HCl 

pH=8 
140 160 140 160 

2 Mẫu thử 20 20 0 0 

3 DMSO 10% 0 0 20 20 

4 AChE 0,25 IU/ml 20 0 20 0 

5 DTNB 2,4 mM 10 10 10 10 

6 ATCI 2,4 mM 10 10 10 10 

Tổng thể tích (µl) 200 200 200 200 

   - Quy trình của thử nghiệm được tiến hành như sau:  

Thêm lần lượt từng dung dịch gồm dung dịch đệm tris-HCl pH=8, mẫu thử 

và dung dịch enzym 0,25 IU/ml vào từng giếng của đĩa 96 giếng. Hỗn hợp các 

dung dịch này được trộn đều và ủ 15 phút ở 25
0
C. Sau đó, dung dịch thuốc thử 
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DTNB 2,4 mM và dung dịch cơ chất ATCI 2,4 mM lần lượt được thêm vào hỗn 

hợp và trộn đều. Tiếp tục ủ hỗn hợp trong 15 phút ở 25
0
C, sau đó, dung dịch được 

đo độ hấp thụ ở bước sóng 412 nm. Mỗi mẫu thử được tiến hành làm lặp lại 3 

lần, mỗi lần làm ở 3 giếng. Hoạt tính ức chế AChE của mẫu nghiên cứu được xác 

định theo (CT2) ở mục 2.2.3.1. Quy trình thử nghiệm được tóm tắt ở hình 3.39. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

Phương pháp triển khai ở trên được sử dụng để đánh giá hoạt tính ức chế 

AChE in vitro của các dịch chiết phân đoạn và hợp chất tinh khiết được chiết xuất 

và phân lập từ hai loài nghiên cứu. 

3.3.2. Kết quả đánh giá hoạt tính ức chế enzym acetylcholinesterase in vitro 

của hai loài nghiên cứu 

3.3.2.1. Hoạt tính ức chế enzym acetylcholinesterase in vitro của các mẫu cắn chiết xuất từ 

hai loài nghiên cứu 

 Trong quá trình chiết xuất và phân lập hợp chất từ hai loài nghiên cứu, 

mẫu cắn chiết xuất từ những loại dung môi có độ phân cực khác nhau được đánh 

Dung dịch đệm Mẫu thử hoặc dung môi Dung dịch AChE 0,25 IU/ml 

Hỗn hợp trước phản ứng 

Hỗn hợp trước phản ứng sau ủ 

Hỗn hợp phản ứng 

Dung dịch DTNB 2,4 mM 

Dung dịch ATCI 2,4 mM 

Đo độ hấp thụ 

Ủ 15 phút ở 25
0
C 

Ủ 15 phút ở 25
0
C 

Hình 3.39. Sơ đồ quy trình thử nghiệm hoạt tính ức chế AChE in vitro 
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giá hoạt tính ức chế AChE in vitro. Kết quả thu được là cơ sở để định hướng quá 

trình phân lập hợp chất ở giai đoạn tiếp theo. Hoạt tính ức chế AChE in vitro 

của các mẫu cắn được trình bày ở hai bảng 3.18 và bảng 3.19. 

Bảng 3.18. Hoạt tính ức chế AChE in vitro của những mẫu cắn 

chiết xuất từ loài Piper thomsonii (C. DC.) Hook. f. var. thomsonii 

STT Mẫu cắn IC50 ± SD (µg/ml) STT Mẫu cắn IC50 ± SD (µg/ml) 

1 PTM 12,77 ± 1,30 5 PTB 8,01 ± 2,11 

2 PTH 2,94 ± 0,23 6 PTN 12,33 ± 1,85 

3 PTC 14,75 ± 1,26 7 Berberin clorid 0,03 ± 0,0001 

4 PTE 6,21 ± 1,68    

  Nhận xét:  

  Kết quả ở bảng 3.18 cho thấy tất cả 6 mẫu cắn đem thử đều có hoạt tính ức 

chế AChE ở các mức độ khác nhau. Trong số 5 phân đoạn cắn được đánh giá hoạt 

tính, cắn CHCl3 có hoạt tính ức chế AChE yếu nhất với giá trị IC50 là 14,75 µg/ml 

và hoạt tính này còn yếu hơn cả hoạt tính của mẫu cắn toàn phần trong MeOH. 

Ngược lại, hai phân đoạn cắn sở hữu hoạt tính ức chế enzym mạnh nhất là cắn n-

hexan và cắn EtOAc với các giá trị IC50 tương ứng lần lượt là 2,94 và 6,21 µg/ml. 

Tuy nhiên, hoạt tính của 2 phân đoạn cắn n-hexan và EtOAc vẫn yếu hơn hoạt 

tính của berberin clorid lần lượt là 98 và 207 lần. Hai phân đoạn cắn có hoạt tính 

mạnh nhất này được lựa chọn để tiếp tục nghiên cứu phân lập hợp chất. 

Bảng 3.19. Hoạt tính ức chế AChE in vitro của những mẫu cắn 

chiết xuất từ loài Piper hymenophyllum Miq. 

STT Mẫu cắn IC50 ± SD (µg/ml) STT Mẫu cắn IC50 ± SD (µg/ml) 

1 PHM 8,09 ± 0,81 5 PHB 1,53 ± 0,31 

2 PHH 7,93 ± 1,78 6 PHN 6,33 ± 1,20 

3 PHC 1,36 ± 0,14 7 Berberin clorid 0,03 ± 0,0001 

4 PHE 0,54 ± 0,03    
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Nhận xét:  

  Kết quả ở bảng 3.19 cho thấy tất cả 6 mẫu cắn đem thử đều ức chế AChE ở 

mức độ khác nhau. Trong số 5 phân đoạn cắn trong các dung môi có độ phân cực 

khác nhau, cắn n-hexan có hoạt tính ức chế AChE yếu nhất với giá trị IC50 là 7,93 

µg/ml. Ngược lại, hai phân đoạn cắn sở hữu hoạt tính ức chế enzym này mạnh 

nhất là cắn CHCl3 và cắn EtOAc với các giá trị IC50 tương ứng lần lượt là 1,36 

và 0,54 µg/ml. Tuy nhiên, hoạt tính của 2 phân đoạn cắn CHCl3 và EtOAc vẫn 

yếu hơn hoạt tính của berberin clorid lần lượt là 45 và 18 lần. Hai phân đoạn 

cắn có hoạt tính mạnh nhất này được lựa chọn để tiếp tục nghiên cứu phân lập 

hợp chất. 

3.3.2.2. Hoạt tính ức chế enzym acetylcholinesterase in vitro của các chất phân 

lập được từ hai loài nghiên cứu 

  Từ những mẫu cắn được chọn dựa trên kết quả khảo sát trước về tác dụng 

ức chế AChE in vitro, đã phân lập được 14 hợp chất tinh khiết từ hai loài nghiên 

cứu. Kết quả đánh giá hoạt tính ức chế AChE in vitro của những chất này được 

trình bày ở bảng 3.20. 

Bảng 3.20. Hoạt tính ức chế AChE in vitro của những hợp chất tinh khiết 

phân lập được từ hai loài nghiên cứu 

STT Hợp chất IC50 ± SD (µM) STT Hợp chất IC50 ± SD (µM) 

1 PT1 29,78 ± 0,44 9 PH3 149,61 ± 8,52 

2 PT2 435,95 ± 5,04 10 PH4 476,12 ± 20,50 

3 PT3 338,63 ± 0,14 11 PH5 51,10 ± 0,11 

4 PT4 285,15 ± 38,96 12 PH6 28,29 ± 0,06 

5 PT5 207,59 ± 0,92 13 PH7 14,46 ± 4,07 

6 PT6 59,23 ± 1,33 14 PH8 361,43 ± 20,68 

7 PH1 327,71 ± 17,79 15 Berberin clorid 0,54 ± 0,02 

8 PH2 83,52 ± 8,11    
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Nhận xét:  

Kết quả bảng 3.20 ở trên cho thấy hoạt tính ức chế AChE in vitro của 14 

chất phân lập được từ hai loài nghiên cứu rất khác nhau với giá trị IC50 nằm trong 

khoảng từ 14,46-476,12 µM. Trong số 14 hợp chất này, hợp chất PH7 sở hữu 

hoạt tính ức chế AChE in vitro mạnh nhất với IC50 = 14,46 µM. Hoạt tính của 

PH7 yếu hơn khoảng 27 lần so với hoạt tính của berberin clorid (với IC50 = 0,54 

µM) ở cùng điều kiện thử nghiệm. Ngược lại, hoạt tính ức chế AChE in vitro 

của hợp chất PH4 là yếu nhất trong số 14 chất được đánh giá (với IC50 = 476,12 

µM) và yếu hơn khoảng 881 lần so với hoạt tính của berberin clorid ở cùng điều 

kiện thử nghiệm. 
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Chương 4. BÀN LUẬN 

 

4.1. Về đặc điểm thực vật 

4.1.1. Đặc điểm hình thái và xác định tên khoa học của hai loài nghiên cứu 

Theo hệ thống phân loại của một số chuyên gia phân loại thực vật trên thế 

giới như Cronquist [40], Hutchinson [6] và Takhtajan [26] đều thống nhất xếp 

chi Piper L. nằm trong họ Hồ tiêu. Chi Piper L. là chi lớn nhất trong họ Hồ tiêu 

nói riêng và là một trong những chi lớn nhất của ngành thực vật hạt kín nói 

chung. Sự phân nhóm các chi trong họ Hồ tiêu cho đến nay vẫn chưa đạt được 

sự thống nhất. Theo các tài liệu tham khảo, số lượng chi trong họ Piperaceae 

thay đổi từ 7 - 15 [67]. Về số lượng loài của chi Piper L., tất cả các tài liệu tham 

khảo đều chỉ ước lượng có khoảng trên 1.000 loài mà không đưa ra con số chính 

xác. Những thông tin trên cho thấy sự khó khăn nhất định khi nghiên cứu về 

thực vật chi Piper L. 

Ở Việt Nam, qua tổng hợp tài liệu, có 46 loài thuộc chi Piper L. phân bố. 

Trong tài liệu “Cây cỏ Việt Nam” của Phạm Hoàng Hộ (1999), tác giả liệt kê 43 

loài thuộc chi Piper L., nhưng có 9 loài không tìm thấy thông tin về phân bố ở 

nước ta. Ngoài ra, hai trong số 9 loài này chỉ được nêu tên, không có mô tả [5]. 

Ở tài liệu “Danh lục các loài thực vật Việt Nam, tập II” của Viện Dược liệu 

(2003), tác giả Nguyễn Kim Đào liệt kê 42 loài thuộc chi Piper L. và tất cả đều 

có thông tin về phân bố của chúng ở Việt Nam [16]. Trong số 42 loài này, có 38 

loài đã được liệt kê trong tài liệu của tác giả Phạm Hoàng Hộ. Điểm giống nhau 

giữa hai tài liệu nêu trên là thông tin mô tả về các loài thuộc chi Piper L. trong 

cả hai tài liệu tương đối hạn chế. Tài liệu của tác giả Phạm Hoàng Hộ cung cấp 

nhiều thông tin hơn vì có ảnh vẽ kèm theo. Ngoài hai tài liệu trên, không có tài 

liệu tiếng Việt nào khác liệt kê một cách hệ thống những loài thuộc chi Piper L. 

phân bố ở nước ta. Điều này gây ra những khó khăn nhất định trong quá trình 
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định tên khoa học hai loài nghiên cứu. Thực tế, quá trình giám định tên khoa 

học chủ yếu dựa vào tham khảo thông tin trong 3 tài liệu thực vật chí của Đông 

Dương [153], Trung Quốc [37] và Ấn Độ [60]. Đây cũng là những nước, khu 

vực hoặc gần về địa lý (Trung Quốc, Đông Dương) hoặc giống về khí hậu (Ấn 

Độ) với nước ta. Số lượng loài thuộc chi Piper L. phân bố ở Việt Nam được mô 

tả và phân loại trong thực vật chí Ấn Độ, Trung Quốc và Đông Dương lần lượt 

là 8, 9 và 28 loài. Trong 3 tài liệu này, tài liệu thực vật chí Trung Quốc có hệ 

thống khóa phân loại chi Piper L. đầy đủ nhất dựa trên những mô tả khá chi tiết 

về cơ quan dinh dưỡng và cơ quan sinh sản. Ngược lại, hệ thống khóa phân loại 

chi Piper L. trong tài liệu thực vật chí Ấn Độ là đơn giản nhất và cơ sở để phân 

loại trong tài liệu này chủ yếu dựa trên đặc điểm cơ quan dinh dưỡng. 

Để xác định tên khoa học của 2 loài nghiên cứu, đặc điểm hình thái của 

2 mẫu tiêu bản nghiên cứu được đối chiếu với thông tin mô tả trong tài liệu 

tham khảo. Kết quả cho thấy, về cơ bản, đặc điểm hình thái có sự giống nhau 

giữa loài HVD-002-11 với loài P. bavinum C. DC. và giữa loài HVD-004-11 

với loài P. hymenophyllum Miq. Những điểm giống nhau gồm có: dạng sống; 

hình dạng, kích thước lá, số lượng gân lá, trơn nhẵn hay có lông; kích thước 

cụm hoa; hình dạng của lá bắc và quả. Bên cạnh đó, vẫn có một số điểm khác 

nhau về hình thái (dù không nhiều) giữa hai cặp loài được so sánh ở trên gồm 

khác nhau về: vị trí của gân lá, độ dài cuống lá và độ dài cụm hoa cái. Mặc dù 

vậy, sự khác nhau này xuất hiện giữa các mẫu tiêu bản của cùng một loài 

nhưng được thu hái ở những địa điểm khác nhau. Điều này là khá thường gặp 

bởi đặc điểm hình thái phụ thuộc nhiều vào điều kiện môi trường (khí hậu, thổ 

nhưỡng) nơi mà thực vật sinh sống.  

Kết quả giám định tên khoa học của loài HVD-002-11 được khẳng định 

thêm khi so sánh tiêu bản mẫu nghiên cứu của loài này với tiêu bản mẫu (mã 

số: P02030118) được lưu giữ ở bảo tàng thực vật Paris, Pháp. Vì vậy, tên khoa 

học của loài HVD-002-11 được xác định là P. bavinum C. DC. Tuy nhiên, đây 
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chỉ là tên đồng nghĩa và tên được chấp nhận rộng rãi là P. thomsonii (C. DC.) 

Hook. f. var. thomsonii. Do đó, mẫu nghiên cứu được giám định lại bằng cách 

so sánh đặc điểm hình thái của nó với thông tin mô tả và ảnh vẽ của loài P. 

thomsonii (C. DC.) Hook. f. var. thomsonii trong tài liệu thực vật chí Trung 

Quốc [37]. Kết quả cho thấy hầu hết các đặc điểm hình thái giữa loài nghiên 

cứu và loài đối chiếu là giống nhau. Dựa vào kết quả so sánh này, loài HVD-

002-11 được xác định có tên khoa học là P. thomsonii (C. DC.) Hook. f. var. 

thomsonii và tên này được sử dụng trong đề tài luận án.  

Kết quả giám định tên khoa học của loài HVD-004-11 được khẳng định 

thêm khi so sánh tiêu bản mẫu nghiên cứu của loài này với tiêu bản mẫu (mã 

số: P02025543) được lưu giữ ở bảo tàng thực vật Paris, Pháp. Vì vậy, tên khoa 

học của loài HVD-004-11 được xác định là P. hymenophyllum Miq. và đây là 

tên được chấp nhận do đó được sử dụng trong đề tài luận án. 

So với những mô tả trong tài liệu tham khảo, luận án đã mô tả đầy đủ và 

chi tiết hơn về đặc điểm hình thái của hai loài nghiên cứu. Việc xác định tên 

khoa học của hai loài nghiên cứu góp phần cung cấp thông tin chính xác về 

nguồn gốc những kết quả nghiên cứu về hóa học và tác dụng sinh học của 

luận án. 

4.1.2. Đặc điểm vi học của hai loài nghiên cứu 

So với số lượng trên 1000 loài của chi Piper L., số lượng tài liệu đã công 

bố về đặc điểm vi học của chi này còn khá hạn chế. Qua tham khảo tài liệu, mới 

chỉ liệt kê được 7 tài liệu công bố kết quả nghiên cứu về đặc điểm vi phẫu thân 

và lá của 17 loài thuộc chi Piper L. nhưng không có công bố nào liên quan đến 

2 loài nghiên cứu của luận án [112], [128], [144]. Đặc biệt, chưa thấy tài liệu 

nào thông tin về đặc điểm bột phần trên mặt đất của chi Piper L. Vì vậy, kết quả 

nghiên cứu đặc điểm vi học của luận án là công bố đầu tiên về đặc điểm vi phẫu 

và đặc điểm bột phần trên mặt đất của hai loài P. thomsonii (C. DC.) Hook. f. 

var. thomsonii  và P. hymenophyllum Miq. 
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So sánh đặc điểm vi phẫu của hai loài nghiên cứu với nhau nhận thấy có 

một số đặc điểm khá giống nhau như: vị trí và hình dạng của vòng mô cứng, vị 

trí và số lượng bó libe – gỗ, vị trí mô khuyết trong tiêu bản vi phẫu thân; vị trí 

của mô dày, vị trí và hình dạng của bó libe – gỗ trong tiêu bản vi phẫu lá. Tuy 

nhiên, cũng có một số đặc điểm khác nhau giữa hai loài nghiên cứu gồm: hình 

dạng vi phẫu thân, hình dạng vi phẫu gân lá và lông che chở. Khi phân tích kỹ 

hơn, những đặc điểm về vị trí, hình dạng và số lượng lớp tế bào mô dày; số 

lượng lớp tế bào hạ bì của 2 loài nghiên cứu cũng không giống nhau. Vì vậy, dựa 

vào một số đặc điểm vi phẫu thân và lá có thể phân biệt 2 loài nghiên cứu với nhau. 

Kết hợp những thông tin đã được công bố trước đây với kết quả nghiên 

cứu của luận án nhận thấy một số đặc điểm vi phẫu tương đối có giá trị khi dùng 

để phân biệt các loài Piper L. với nhau nên được lưu ý gồm: 

- Có hay không có lông che chở. 

- Vị trí và hình dạng mô dày: 

   + Ở vỏ thân, mô dày có thể tạo thành lớp liên tục hoặc có dạng hình 

cung hoặc tạo thành các đám gần tròn, nằm rải rác trong mô mềm. 

   + Ở gân lá, mô dày có thể nằm ngay sát dưới hoặc cách biểu bì của gân 

lá một số lớp tế bào mô mềm. 

- Hình dạng gân trên của lá: gân trên lồi hoặc lõm. 

- Số lượng lớp tế bào hạ bì ở phiến lá: thay đổi từ 1-3 lớp tế bào. 

- Số lượng bó libe-gỗ ở phần ruột thân và ở gân lá. 

Khi nghiên cứu đặc điểm bột phần trên mặt đất của 2 loài nghiên cứu thấy 

có một số đặc điểm giống nhau gồm: mảnh biểu bì thân, mảnh mô mềm, mảnh 

biểu bì của lá mang lỗ khí, mảnh mạch xoắn, mảnh mạch vạch, mảnh mạch điểm, 

bó sợi, mảnh mô mang khối có màu. Ngược lại, ba đặc điểm có sự khác nhau 

giữa hai loài là: lông che chở đa bào (chỉ có ở bột của loài P. hymenophyllum 

Miq.), hạt tinh bột tụ thành đám (chỉ có ở bột của loài P. thomsonii (C. DC.) 

Hook. f. var. thomsonii) và tinh thể calci oxalat hình khối đa giác (chỉ có ở bột 
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của loài P. hymenophyllum Miq.). Những điểm khác nhau về đặc điểm bột này 

góp phần bổ sung thông tin để phân biệt hai loài nghiên cứu với nhau. 

Nhìn chung, thông tin về đặc điểm vi học của các loài thuộc chi Piper 

L. còn rất hạn chế so với số lượng loài thực có của chi này. Vì vậy, để có thể 

sử dụng đặc điểm vi học một cách hiệu quả hơn trong xác định loài, cần có 

thêm nhiều kết quả nghiên cứu hơn trong tương lai. Hiện tại, nghiên cứu về đặc 

điểm vi học chủ yếu nhằm góp phần tiêu chuẩn hóa thực vật. 

4.2. Về thành phần hóa học 

Qua tổng hợp tài liệu, mới chỉ có trên 100 loài trong số hơn 1.000 loài 

thuộc chi Piper L. được nghiên cứu về thành phần hóa học. Theo các tài liệu đã 

công bố, alcaloid là nhóm hợp chất chính và quan trọng nhất của chi Piper L. 

với số lượng 280 chất được báo cáo [58], [106]. Bên cạnh đó, ba nhóm hợp chất 

khác cũng đáng được quan tâm của chi Piper L. là tinh dầu, flavonoid và 

alkanpolyenylbenzen với số lượng chất được công bố cho từng nhóm lần lượt là 

112; 61 và 90. Công thức cấu tạo của các hợp chất trong từng nhóm đều khá 

phong phú, đặc biệt là nhóm alcaloid. Trong số trên 100 loài đã được nghiên 

cứu, P. nigrum L. là loài được nghiên cứu nhiều nhất. Kết quả đã phân lập 

được 40 alcaloid, 51 tinh dầu, 8 flavonoid, 4 alkanpolyenylbenzen… từ loài 

này [82], [118], [137]. Trong số hai loài thuộc chi Piper L. được chọn làm đối 

tượng nghiên cứu của luận án, mới chỉ có một nghiên cứu của nhóm tác giả 

Dominique Leuseur và cộng sự (2009) công bố về thành phần hóa học của tinh 

dầu loài P. bavinum C. DC. gồm một số cấu tử chính: bicyclogermacren 

(10,6%), globulol (5,7%), leden (5,1%), α-pinen (4,4%), terpinen-4-ol 

(3,2%)… [81]. Vì vậy, kết quả của luận án là những công bố đầu tiên về thành 

phần hóa học không phải tinh dầu phân lập được từ hai loài P. thomsonii (C. 

DC.) Hook. f. var. thomsonii và P. hymenophyllum Miq. 

Hiện nay, trong lĩnh vực nghiên cứu hóa thực vật, phương pháp nghiên 

cứu phân lập hợp chất tự nhiên theo định hướng tác dụng sinh học được sử 
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dụng khá phổ biến. Phương pháp này có ưu điểm là đem lại xác suất thành 

công cao hơn đồng thời tiết kiệm được chi phí và thời gian nghiên cứu. Tuy 

nhiên, nhược điểm của phương pháp là có thể bỏ sót những hợp chất có hoạt 

tính đáng quan tâm trong những phân đoạn không được nghiên cứu. Áp dụng 

phương pháp này, dựa trên kết quả sàng lọc tác dụng ức chế AChE in vitro của 

các mẫu cắn trong các phân đoạn khác nhau đã định hướng quá trình nghiên 

cứu về hóa học của luận án vào 4 phân đoạn gồm: 2 phân đoạn cắn trong dung 

môi n-hexan và EtOAc chiết xuất từ loài P. thomsonii (C. DC.) Hook. f. var. 

thomsonii; 2 phân đoạn cắn trong dung môi CHCl3 và EtOAc chiết xuất từ loài 

P. hymenophyllum Miq. Kết quả phân lập hợp chất từ hai loài nghiên cứu được 

tóm tắt ở hai bảng 4.1 và 4.2. 

Bảng 4.1. Những hợp chất được phân lập và nhận dạng cấu trúc 

từ loài Piper thomsonii (C. DC.) Hook. f. var. thomsonii 

STT Ký hiệu Tên hợp chất Nhóm hợp chất Phân lập từ loài TLTK 

1 PT1 4-(2’-(Z)-decenyl)-

phenol 
Alkanpolyenylbenzen 

Hợp chất lần đầu tiên 

phân lập từ tự nhiên 
 

2 PT2 Benzyl benzoat Dẫn chất nhân thơm 
Piper kadsura 

(Choisy) Ohwi 
[75] 

3 PT3 
2-methoxybenzyl 

benzoat 
Dẫn chất nhân thơm Desmos chinensis L. [108] 

4 PT4 Cucumegastigman I 
Dẫn chất cyclohex-2-

enon 
Cucumis sativus L. [71] 

5 PT5 Trans-phytol Tinh dầu 

Piper kadsura 

(Choisy) Ohwi; P. 

aduncum L. 

[75], 

[106] 

 

6 
 

PT6 Dihydromyricetin 

 

Flavonoid 

Ampelopsis 

grossedentata W. T. 

Wang  

[152] 
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Bảng 4.2. Những hợp chất được phân lập và nhận dạng cấu trúc 

từ loài Piper hymenophyllum Miq. 

STT Ký hiệu Tên hợp chất Nhóm hợp chất Phân lập từ loài TLTK 

1 PH1 

N-3,5-dimethoxy-4-

hydroxy cinnamoyl 

pyrrol 

Alcaloid nhân pyrrol 

Hợp chất mới lần 

đầu phân lập được 

từ tự nhiên 

 

2 PH2 
Caffeoyl ancohol 

methyl ether 
Dẫn chất nhân thơm 

Hợp chất mới lần 

đầu phân lập được 

từ tự nhiên 

 

3 PH3 O-methylmoscatolin Alcaloid nhân aporphin 
Dugetia eximia 

Diels 
[89] 

4 PH4 (E)- Caffeoyl 

aldehyd 
Alkanpolyenylbenzen 

P. taiwanense Lin 

& Lu 
[35] 

5 PH5 1-allyl-3,4-

dihydroxybenzen 
Alkanpolyenylbenzen 

P. nudibaccatum 

Y. Q. Tseng 
[87] 

6 PH6 Neotaiwanensol A Neolignan 
P. taiwanense Lin 

& Lu 
[34] 

7 PH7 Neotaiwanensol B Neolignan 
P. taiwanense Lin 

& Lu 
[34] 

8 PH8 Spathulenol Tinh dầu 

P. fimbriulatum C. 

DC.; P. peltatum 

(L.) Miq. 

[100], 

[109] 

- Về 2 hợp chất alcaloid phân lập được từ loài P. hymenophyllum Miq.:  

Trong số 2 alcaloid này, hợp chất O-methylmoscatolin (PH3) có chứa 

khung aporphin và hợp chất N-3,5-dimethoxy-4-hydroxy cinnamoyl pyrrol 

(PH1) có chứa khung pyrrol. 2 alcaloid này là những hợp chất kém phân cực 

bởi trong công thức cấu tạo của chúng chỉ nhiều nhất có một nhóm chức phân 

cực là hydroxyl. Kết quả phân lập thực tế khẳng định thêm điều này bởi cả 2 

alcaloid đều được phân lập từ phân đoạn dịch chiết trong dung môi CHCl3 

chiết xuất từ loài P. hymenophyllum Miq. Giữa hai nhóm alcaloid này, nhóm 
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có chứa khung aporphin được sử dụng trên lâm sàng nhiều hơn nhóm còn lại. 

Apomorphin là ví dụ điển hình về hợp chất thuộc nhóm aporphin. Hợp chất 

này là một chất đồng vận với dopamin trên hệ thần kinh trung ương nhờ tác 

dụng hoạt hóa 2 thụ cảm thể D1 và D2 của nó. Chính bởi tác dụng này mà hiện 

nay apomorphin chủ yếu được sử dụng để điều trị bệnh Parkinson. Ngoài ra, 

apomorphin cũng được nghiên cứu để sử dụng trong một số trường hợp như 

nghiện rượu, nghiện morphin hoặc heroin. 

Qua thu thập tài liệu thấy rằng kết quả của luận án là công bố đầu tiên 

phân lập được hợp chất O-methylmoscatolin (PH3) từ chi Piper L. [89] và là 

công bố đầu tiên phân lập được hợp chất N-3,5-dimethoxy-4-hydroxy 

cinnamoyl pyrrol (PH1) từ tự nhiên. 

- Về 2 cấu tử tinh dầu phân lập được từ hai loài nghiên cứu:  

Cấu tử tinh dầu spathulenol (PH8) phân lập được từ loài P. 

hymenophyllum Miq. thuộc nhóm sesquiterpen và có cấu tạo khung azulan. 

Cấu tử tinh dầu còn lại là trans-phytol (PT5) phân lập được từ loài Piper 

thomsonii (C. DC.) Hook. f. var. thomsonii là một trong hai hợp chất diterpen 

được báo cáo phân lập từ chi Piper L. Cả 2 cấu tử tinh dầu đều được phân lập 

từ những phân đoạn kém phân cực là phân đoạn cắn n-hexan chiết xuất từ loài 

P. thomsonii (C. DC.) Hook. f. var. thomsonii và phân đoạn cắn CHCl3 chiết 

xuất từ loài P. hymenophyllum Miq.  

Trước đây, cả hai cấu tử tinh dầu này đã được công bố phân lập từ chi 

Piper L. Cụ thể, trans-phytol (PT5) đã được phân lập từ hai loài P. aduncum 

L. và P. auritum Kunth [75], [106] và spathulenol (PH8) đã được phân lập từ 

hai loài P. fimbriulatum C. DC., P. peltatum (L.) Miq. [100], [109]. 

- Về hợp chất flavonoid duy nhất phân lập được từ phân đoạn cắn EtOAc 

chiết xuất từ loài P. thomsonii (C. DC.) Hook. f. var. thomsonii:  

Hợp chất dihydromyricetin (PH6) phân lập được thuộc nhóm flavanonol 

nằm trong nhóm lớn euflavonoid. Trước đó, nhiều hợp chất flavonoid thuộc 
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một số nhóm như chalcon, dihydrochalcon, flavanon và flavon phân lập được 

từ chi Piper L. cũng đã được công bố. Một trong những tác dụng sinh học nổi 

bật của nhóm flavonoid nói chung và của hợp chất dihydromyricetin nói riêng 

là hoạt tính chống oxy hóa nhờ khả năng dọn gốc tự do, cung cấp điện tử và 

tạo phức với ion kim loại của chúng. Vòng B của dihydromyricetin (PH6) sở 

hữu 3 nhóm thế hydroxyl với cấu tạo kiểu ortho-phenolic cùng với 3 nhóm thế 

hydroxyl khác ở 2 vòng A và C là những yếu tố quan trọng quyết định đến hoạt 

tính chống oxy hóa khá mạnh của hợp chất này [152].  

Trước đây, chưa thấy có tài liệu nào công bố phân lập được hợp chất 

dihydromyricetin (PH6) từ chi Piper L. 

- Về 3 hợp chất nhóm alkanpolyenylbenzen phân lập được từ 2 loài 

nghiên cứu:  

Hai trong số 3 chất, gồm có (E)-caffeoyl aldehyd (PH4) và 1-allyl-3,4-

dihydroxybenzen (PH5), có cấu tạo phenylpropanoid. Đây là nhóm hợp chất 

tương đối lớn được sinh tổng hợp trong cây từ một acid amin là phenylalanin. 

Tên của nhóm hợp chất xuất phát từ cấu tạo của các chất gồm có một nhân 

thơm gắn với mạch 3 cacbon. Phenylpropenoid tham gia vào cấu tạo của nhiều 

hợp chất polymer trong thực vật. Những chất này bảo vệ cây trước những tác 

động bất lợi của môi trường sống như: ánh sáng tử ngoại, động vật ăn thực vật 

và mầm bệnh, đồng thời, tạo những yếu tố thuận lợi cho quá trình thụ phấn 

như màu sắc hoặc hương thơm của hoa. Trong số 3 hợp chất 

alkanpolyenylbenzen phân lập được của luận án, 1-allyl-3,4-dihydroxybenzen 

(PH5) có cấu tạo đơn giản nhất nhưng lại là chất được nghiên cứu về tác dụng 

sinh học nhiều hơn cả. Kết quả một số nghiên cứu cho thấy hợp chất này có tác 

dụng gây độc tế bào, ức chế enzym lipase, ức chế đáp ứng miễn dịch… [32], 

[73], [104]. Khung cấu tạo của hợp chất này cũng có mặt trong cấu tạo của 

nhiều hợp chất khác trong đó có 2 hợp chất neolignan phân lập được từ loài P. 
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hymenophyllum Miq. trong luận án. Điều này gợi ý có thể 1-allyl-3,4-

dihydroxybenzen (PH5) là một mắt xích tham gia vào quá trình sinh tổng hợp 

một số hợp chất hữu cơ thực vật.  

Trước đây, đã có nghiên cứu công bố phân lập được hợp chất 1-allyl-

3,4-dihydroxybenzen (PH5) từ loài P. betle L. [106] và phân lập được caffeoyl 

aldehyd (PH4) từ loài P. taiwanense Lin & Lu [35]. Ngược lại, 4-(2’-(Z)-

decenyl)-phenol (PT1) chưa từng được công bố phân lập từ tự nhiên trước đây. 

- Về 2 hợp chất neolignan phân lập được từ loài P. hymenophyllum Miq.:  

Hai hợp chất neotaiwanensol A (PH6) và B (PH7) là đồng phân của 

nhau. Trong công thức cấu tạo của chúng đều có 4 nhóm hydroxy gắn với các 

vòng thơm tạo cho phân tử của chúng có tính phân cực ở mức độ trung bình. 

Điều này phù hợp với thực tế nghiên cứu bởi hai neolignan này được phân lập từ 

phân đoạn cắn EtOAc. Hai neolignan này mới được tác giả Si Chen (2013) công 

bố phân lập được từ loài P. taiwanense Lin & Lu gần đây. Cũng trong nghiên cứu 

này, hoạt tính ức chế kết tập tiểu cầu của hợp chất neotaiwanensol A (PH6) đã 

được xác định với IC50 = 63,9 µM [34]. Trước đây, đã có khoảng trên 50 

neolignan được báo cáo phân lập từ chi Piper L. Tác dụng sinh học đáng kể nhất 

của nhóm hợp chất này cũng là hoạt tính ức chế kết tập tiểu cầu với một số hợp 

chất điển hình gồm: kadsurenon, puberulin A và C… [106], [124].  

- Về 4 hợp chất còn lại, gồm 3 dẫn chất nhân thơm và một dẫn chất 

cyclohex-2-enon, có hợp chất 3,4-dihydroxy cinnamyl alcohol methyl ether 

(PH2) đã được tổng hợp hóa học nhưng đây là lần đầu tiên công bố phân lập 

được từ tự nhiên; 2 chất 2-methylbenzyl benzoat (PT3) và cucumegastigman 

I (PT4) lần đầu tiên phân lập được từ chi Piper L. và hợp chất benzyl 

benzoat (PT2) còn lại đã được phân lập từ loài P. kadsura (Choisy) Ohwi 

trước đây [75].  

Như vậy, trong số 14 hợp chất phân lập được từ 2 loài nghiên cứu của 

luận án có 3 chất mới lần đầu tiên phân lập được từ tự nhiên gồm: PT1, PH1 
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và PH2; 4 hợp chất lần đầu tiên phân lập được từ chi Piper L. gồm: PT3, PT4, 

PH3 và PH6. Tất cả 14 hợp chất này đều là những hợp chất lần đầu tiên được 

công bố phân lập từ hai loài nghiên cứu.  

4.3. Về nghiên cứu đánh giá hoạt tính ức chế enzym acetylcholinesterase in vitro 

Dựa trên những kết quả nghiên cứu sàng lọc gần đây cho thấy dịch chiết 

một số loài thuộc chi Piper L. thể hiện hoạt tính ức chế AChE in vitro. Thêm 

vào đó, tiềm năng nghiên cứu về chi này là rất lớn bởi mới chỉ khoảng 10% số 

loài thuộc chi này phân bố trên thế giới được nghiên cứu về hóa học và tác dụng 

sinh học. Vì vậy, nhóm nghiên cứu đã hình thành ý tưởng nghiên cứu sàng lọc 

thành phần hợp chất có tác dụng ức chế AChE in vitro từ 2 loài thuộc chi Piper L. 

phân bố ở Việt Nam.  

4.3.1. Về phương pháp đánh giá hoạt tính ức chế enzym acetylcholinesterase 

in vitro 

Trong quá trình nghiên cứu tìm kiếm hợp chất mới có tác dụng ức chế 

AChE, ngoài phương pháp in vitro được đề cập ở trên còn có hai mô hình khác 

cũng được sử dụng là mô hình ex vivo và mô hình in vivo. Việc lựa chọn mô 

hình nào trong số 3 mô hình kể trên để nghiên cứu phụ thuộc vào mục đích của 

từng nghiên cứu. Ở giai đoạn nghiên cứu sàng lọc ban đầu (sàng lọc các mẫu 

dịch chiết từ thực vật, các hợp chất tổng hợp…), phương pháp in vitro được 

lựa chọn bởi ưu điểm của nó là cho kết quả nhanh, tiến hành đồng thời được 

nhiều mẫu và ít tốn kém. Ở giai đoạn tiếp theo, khi lựa chọn được mẫu thử có 

hoạt tính mạnh in vitro, những nghiên cứu sâu hơn trên mô hình ex vivo hoặc 

in vivo mới được thực hiện. Với hai mô hình sau này, những thông tin thu 

được là về cơ chế tác dụng, sinh khả dụng và khả năng thấm qua hàng rào 

máu não của mẫu nghiên cứu. Kết quả của nghiên cứu ex vivo và in vivo là cơ 

sở để các nhà khoa học quyết định có hay không tiến hành những thử nghiệm 

lâm sàng tiếp theo. 
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Ở luận án này, với mục tiêu nghiên cứu sàng lọc đánh giá hoạt tính ức 

chế của những mẫu cắn và hợp chất phân lập được từ 2 loài nghiên cứu, 

phương pháp in vitro được chọn để nghiên cứu. Qua thu thập tài liệu cho thấy, 

mặc dù phần lớn nghiên cứu áp dụng phương pháp đo quang sử dụng thuốc 

thử Ellman nhưng điều kiện thử nghiệm thường có sự khác nhau giữa các 

nghiên cứu như đã được trình bày ở mục 2.2.3.1. Vì vậy, việc tiến hành khảo 

sát ảnh hưởng của một số yếu tố đến phương pháp đánh giá hoạt tính ức chế 

AChE in vitro là cần thiết nhằm xây dựng phương pháp thử phù hợp với điều 

kiện thực tế.  

Quá trình triển khai phương pháp đo quang sử dụng thuốc thử Ellman in 

vitro nhận thấy kết quả thực nghiệm có thể bị sai số gây bởi một vài nguyên 

nhân dưới đây: 

- Sự có mặt của tạp chất hoặc chất thử trong hỗn hợp phản ứng: bởi tạp 

chất hoặc chất thử có thể gây ra một số hiện tượng như phản xạ, tán xạ ánh sáng 

hoặc bản thân chúng cũng có thể hấp thụ ánh sáng. 

- Phản ứng thủy phân cơ chất xảy ra không phải do enzym xúc tác: bởi song 

song với những phản ứng được xúc tác bởi enzym, một số ít cơ chất có thể tự bị 

thủy phân mà không cần enzym xúc tác. Tỷ lệ cơ chất tham gia những phản ứng 

như vậy phụ thuộc chủ yếu vào độ bền hóa học của cơ chất đó tức là phụ thuộc vào 

đặc tính hóa học của nó. 

- Dung môi sử dụng để hòa tan mẫu thử: bởi 3 loại dung môi thường dùng 

để hòa tan mẫu thử là MeOH, ACN và DMSO đều có tác dụng ức chế hoạt tính 

của AChE ở mức độ khác nhau. Theo một số tài liệu tham khảo, để hạn chế tác 

dụng ức chế hoạt tính AChE của dung môi, nồng độ trong hỗn hợp phản ứng 

cuối cùng của hai dung môi MeOH và DMSO chỉ nên tối đa lần lượt là 10% và 

1% [44], [63]. 

Vì vậy, một số biện pháp đã được áp dụng trong nghiên cứu để hạn chế 

tối đa những sai số có thể gặp phải ở trên gồm: 
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- Sử dụng hóa chất đạt tiêu chuẩn tinh khiết phân tích của hãng Sigma 

như: ATCI, DTNB, tris base. 

- Sử dụng nước cất 2 lần, mới được cất trong thời gian 48 giờ.  

- Lựa chọn đúng dung môi có khả năng hòa tan hoàn toàn mẫu thử và tỷ 

lệ của dung môi trong hỗn hợp phản ứng là thấp nhất có thể. 

- Bên cạnh việc tiến hành thử nghiệm với mẫu thử, cần song song tiến hành 

làm với mẫu trắng nhằm loại trừ những sai số khách quan có thể gặp phải. 

Đối với mỗi thử nghiệm in vitro, bên cạnh việc xác định các điều kiện 

thử nghiệm phù hợp, việc lựa chọn chất đối chứng dương là yêu cầu bắt buộc. 

Điều này giúp định lượng tương đối hoạt tính của các mẫu nghiên cứu khi so 

sánh với cùng một chất chuẩn. Với nghiên cứu sàng lọc hoạt tính ức chế AChE 

in vitro, ba chất thường được sử dụng làm mẫu đối chứng dương là 

galanthamin, tacrin và berberin clorid [44], [79], [98]. Trong số 3 hợp chất 

này, chỉ có berberin clorid là chưa từng được sử dụng trên lâm sàng để điều trị 

bệnh Alzheimer. Mặc dù vậy, berberin clorid vẫn được lựa chọn làm chất đối 

chứng dương trong một số nghiên cứu in vitro bởi chất này sở hữu hoạt tính ức 

chế AChE mạnh in vitro đồng thời sẵn có và giá thành rẻ hơn nhiều so với 2 

chất còn lại. Vì vậy, việc lựa chọn berberin clorid làm chất đối chứng dương của 

nghiên cứu này là phù hợp với những nghiên cứu trước đây cũng như phù hợp 

với điều kiện thực tiễn ở Việt Nam. 

Với phương pháp in vitro để đánh giá hoạt tính ức chế AChE, bên cạnh 

phương pháp đo quang còn có một phương pháp khác cũng thường được sử 

dụng để nghiên cứu sàng lọc là phương pháp sắc ký lớp mỏng sinh học [23], 

[117]. So sánh giữa hai phương pháp in vitro này thì phương pháp đo quang 

thuận lợi hơn về khả năng thử nghiệm đồng thời nhiều mẫu khác nhau, khả năng 

tự động hóa và lượng mẫu cần cho từng phản ứng ít. Hơn nữa, phương pháp đo 

quang sử dụng máy chuyên dụng để đánh giá nên kết quả thu được là chính xác, 

đáng tin cậy và tiết kiệm thời gian. Khi tiến hành đánh giá hoạt tính ức chế AChE 
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của các hợp chất tinh khiết được phân lập hay tổng hợp, phương pháp đo quang 

thường được sử dụng. Một hạn chế của phương pháp này là phải lựa chọn được 

dung môi thích hợp để vừa đảm bảo hòa tan hoàn toàn mẫu thử nhưng cũng để 

hạn chế tối đa ảnh hưởng đến hoạt tính của enzym. Ngược lại, thử nghiệm sắc ký 

lớp mỏng sinh học thuận lợi hơn cho sàng lọc dịch chiết từ thực vật vì nó có khả 

năng phân tách và phát hiện những hợp chất có hoạt tính trong một hỗn hợp nhiều 

chất qua đó giúp định hướng quá trình phân lập tiếp theo tốt hơn. 

4.3.2. Về kết quả đánh giá hoạt tính ức chế enzym acetylcholinesterase in 

vitro của các mẫu thử được chiết xuất và phân lập từ hai loài nghiên cứu 

 Đánh giá hoạt tính ức chế AChE của 14 chất tinh khiết phân lập được từ 

hai loài nghiên cứu cho thấy tất cả các chất này đều thể hiện hoạt tính ức chế 

AChE. Tuy nhiên, mức độ ức chế của các chất rất khác nhau với các giá trị 

IC50 thay đổi từ 14,46-476,12 µM. So với chất đối chứng dương là berberin 

clorid, hoạt tính của 14 chất phân lập được yếu hơn khoảng từ 27-881 lần. 

Trong số các chất này, chỉ có 6 chất có hoạt tính ức chế AChE in vitro với 

IC50<100 µM và PH7 là chất sở hữu hoạt tính mạnh nhất. Trong số 4 hợp chất 

có hoạt tính ức chế AChE in vitro mạnh nhất, không có hợp chất nào thuộc 

nhóm alcaloid. Kết quả này một lần nữa khẳng định tác dụng ức chế có thể do 

những liên kết khác được hình thành giữa chất ức chế và AChE chứ không 

nhất thiết phải là liên kết giữa nguyên tử nitơ của chất ức chế (trung tâm tích 

điện dương) với trung tâm tích điện âm ở hẻm hoạt tính của AChE. Vì vậy, bên 

cạnh nhóm alcaloid, các nhóm hợp chất khác như tinh dầu, flavonoid, 

alkanpolyenylbenzen, neolignan… cũng có thể sở hữu hoạt tính ức chế AChE 

ở mức độ khác nhau. 

Về liên quan cấu trúc - tác dụng, dựa vào những kết quả thực nghiệm 

cho thấy trong số 4 hợp chất có hoạt tính ức chế AChE mạnh nhất thì có 2 hợp 

chất thuộc nhóm alkanpolyenylbenzen là chất PT1 và PH5; 2 hợp chất còn lại 

thuộc nhóm neolignan là chất PH6 và PH7. Đặc biệt, 3 trong 4 hợp chất này 
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(gồm các chất PH5, PH6 và PH7) có điểm chung là trong công thức cấu tạo 

đều có phần khung 1-allyl-3,4-dihydroxybenzen. Kết quả này gợi ý rằng khung 

1-allyl-3,4-dihydroxybenzen có thể đóng vai trò quan trọng đối với hoạt tính 

ức chế AChE in vitro của những chất sở hữu khung này. Thông tin về 3 hợp 

chất PH5, PH6 và PH7 được trình bày ở bảng 4.3. 

Bảng 4.3. Ba hợp chất phân lập được từ loài Piper hymenophyllum Miq. 

có hoạt tính ức chế enzym acetylcholinesterase in vitro mạnh nhất 

Ký hiệu 

hợp chất 
Tên hợp chất 

IC50 

(µM) 
Công thức cấu tạo 

 

 

PH5 

 

1-allyl-3,4-

dihydroxybenzen 
51,10 

 

 

 

PH6 

 

 

Neotaiwanensol A 28,29 

 

 

 

PH7 

 

 

Neotaiwanensol B 14,46 

 

Kết quả ở bảng 4.3 gợi ý về tiềm năng nghiên cứu hoạt tính ức chế AChE 

in vitro của nhóm hợp chất phenylpropanoid (nhóm hợp chất xuất hiện khá phổ 

biến trong chi Piper L.). 

HO

HO

HO

HO OH

OH
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 Mặc dù kết quả nghiên cứu của luận án không tìm ra được một hợp chất 

nào sở hữu hoạt tính ức chế AChE thực sự mạnh và tiềm năng, tuy nhiên, đây là 

nghiên cứu đầu tiên tiến hành đánh giá hoạt tính ức chế AChE in vitro của hai 

loài Piper thomsonii (C. DC.) Hook. f. var. và Piper hymenophyllum Miq. Vì 

vậy, kết quả của luận án đã góp phần bổ sung những thông tin cho cơ sở dữ liệu 

về những hợp chất có hoạt tính ức chế AChE in vitro nói riêng và về những hợp 

chất phân lập được từ tự nhiên nói chung. Cơ sở dữ liệu này là căn cứ cho 

những nghiên cứu tìm kiếm hợp chất dựa trên khung cấu trúc dẫn đường đã 

được xác định bằng sử dụng phần mềm trên máy vi tính (sàng lọc ảo). Đồng 

thời, kết quả của luận án góp phần định hướng cho những nghiên cứu tìm kiếm 

hợp chất ức chế AChE theo hướng phân lập hợp chất từ chi Piper L. hoặc theo 

hướng tổng hợp hóa học trong tương lai. 
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KẾT LUẬN VÀ KIẾN NGHỊ 

 

KẾT LUẬN 

1. Về đặc điểm thực vật của hai loài nghiên cứu 

- Đã mô tả chi tiết đặc điểm thực vật của hai loài nghiên cứu thuộc chi 

Piper L. và xác định được tên khoa học của hai loài này là Piper thomsonii (C. 

DC.) Hook. f. var. thomsonii (tên đồng nghĩa là Piper bavinum C. DC.) và Piper 

hymenophyllum Miq. 

- Đã mô tả đặc điểm vi phẫu thân, lá và đặc điểm bột phần trên mặt đất 

của 2 loài nghiên cứu góp phần tiêu chuẩn hóa hai loài này. 

2. Về thành phần hóa học của hai loài nghiên cứu 

 - Từ bột phần trên mặt đất của loài Piper thomsonii (C. DC.) Hook. f. var. 

thomsonii đã phân lập và nhận dạng được 6 hợp chất gồm: 4-(2’-(Z)-decenyl)-

phenol; benzyl benzoat; 2-methoxy benzyl benzoat; cucumegastigman I; trans-

phytol; dihydromyricetin. 

- Từ bột phần trên mặt đất của loài Piper hymnophyllum Miq. đã phân 

lập và nhận dạng được 8 hợp chất gồm: 3,5-dimethoxy-4-hydroxycinnamoyl 

pyrrol; 3,4-dihydroxycinnamyl alcohol methyl ether; O-methylmoscatolin; 

(E)-caffeoyl aldehyd; 1-allyl-3,4-dihydroxybenzen; neotaiwanensol A và B; 

spathulenol. 

- Trong số 14 hợp chất phân lập được, có 3 chất gồm: 4-(2’-(Z)-decenyl)-

phenol; 3,5-dimethoxy-4-hydroxycinnamoyl pyrrol và 3,4-dihydroxycinnamyl 

alcohol methyl ether là những chất lần đầu tiên công bố phân lập được từ tự nhiên; 

4 chất gồm: 2-methoxy benzyl benzoat, cucumegastigman I, dihydromyricetin 

và O-methylmoscatolin lần đầu tiên phân lập được từ chi Piper L. và tất cả 14 

chất đều được phân lập lần đầu tiên từ hai loài nghiên cứu. 
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3. Về triển khai phương pháp và áp dụng để đánh giá hoạt tính ức chế 

enzym acetylcholinesterase in vitro của hai loài nghiên cứu 

 - Đã xác định được một số điều kiện cho phương pháp đánh giá hoạt tính 

ức chế AChE in vitro gồm: nồng độ dung dịch cơ chất ATCI là 2,4 mM; nồng 

độ dung dịch thuốc thử DTNB là 2,4 mM; hoạt độ AChE là 0,25 IU/ml; thời 

điểm đo độ hấp thụ của mẫu thử là sau khi phản ứng xẩy ra 15 phút; nồng độ 

dung môi DMSO trong hỗn hợp phản ứng cuối cùng là 1%. 

- Hai phân đoạn dịch chiết trong dung môi n-hexan và EtOAc chiết xuất 

từ loài Piper thomsonii (C. DC.) Hook. f. var. thomsonii và hai phân đoạn dịch 

chiết trong dung môi CHCl3 và EtOAc chiết xuất từ loài Piper hymenophyllum 

Miq. được chọn để nghiên cứu về thành phần hóa học bởi chúng sở hữu hoạt 

tính ức chế AChE in vitro mạnh hơn những phân đoạn dịch chiết trong các 

dung môi khác được nghiên cứu. 

 - Đã đánh giá được hoạt tính ức chế AChE in vitro của 14 chất tinh khiết 

phân lập được từ 2 loài nghiên cứu và xác định được hợp chất neotaiwanensol B 

có hoạt tính mạnh nhất (với IC50 = 14,46 μM). 

 

KIẾN NGHỊ 

1. Sử dụng phương pháp đánh giá hoạt tính ức chế enzym 

acetylcholinesterase in vitro của luận án cho những nghiên cứu sàng lọc khác. 

2. Dựa trên kết quả dự đoán về liên quan cấu trúc - tác dụng của luận án, 

triển khai nghiên cứu tổng hợp hóa học dựa trên khung cấu trúc dẫn đường là 1-

allyl-3,4-dihydroxybenzen. 

3. Tiếp tục nghiên cứu thêm về thành phần hóa học và sàng lọc một số tác 

dụng sinh học khác của những hợp chất phân lập được từ hai loài nghiên cứu 

của luận án. 
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DANH MỤC PHỤ LỤC CỦA LUẬN ÁN 

 

Phụ lục 1 Cấu trúc hóa học của những hợp chất phân lập được từ chi Piper L. 

Phụ lục 2 Ảnh tiêu bản mẫu nghiên cứu và tiêu bản mẫu đối chiếu 

Phụ lục 3 Kết quả giám định tên khoa học của hai loài nghiên cứu 

Phụ lục 4 Dữ liệu phổ NMR và phổ MS của các hợp chất phân lập được 

     Phụ lục 4.1 Dữ liệu phổ NMR và phổ MS của hợp chất PT1 

     Phụ lục 4.2 Dữ liệu phổ NMR và phổ MS của hợp chất PT2 

     Phụ lục 4.3 Dữ liệu phổ NMR và phổ MS của hợp chất PT3 

     Phụ lục 4.4 Dữ liệu phổ NMR và phổ MS của hợp chất PT4 

     Phụ lục 4.5 Dữ liệu phổ NMR của hợp chất PT5 

     Phụ lục 4.6 Dữ liệu phổ NMR của hợp chất PT6 

     Phụ lục 4.7 Dữ liệu phổ NMR và phổ MS của hợp chất PH1 

     Phụ lục 4.8 Dữ liệu phổ NMR và phổ MS của hợp chất PH2 

     Phụ lục 4.9 Dữ liệu phổ NMR và phổ MS của hợp chất PH3 

     Phụ lục 4.10 Dữ liệu phổ NMR và phổ MS của hợp chất PH4 

     Phụ lục 4.11 Dữ liệu phổ NMR và phổ MS của hợp chất PH5 

     Phụ lục 4.12 Dữ liệu phổ NMR và phổ MS của hợp chất PH6 

     Phụ lục 4.13 Dữ liệu phổ NMR và phổ MS của hợp chất PH7 

     Phụ lục 4.14 Dữ liệu phổ NMR của hợp chất PH8 

Phụ lục 5 Các công trình đã công bố liên quan đến luận án 

 

 

 

 

 

 



 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

PHỤ LỤC 1 

CẤU TRÚC HÓA HỌC CỦA NHỮNG HỢP CHẤT 

PHÂN LẬP ĐƯỢC TỪ CHI Piper L. 
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PHỤ LỤC 2 

ẢNH TIÊU BẢN MẪU NGHIÊN CỨU VÀ TIÊU BẢN MẪU ĐỐI CHIẾU 

 

 

 



 

 

Ảnh tiêu bản mẫu nghiên cứu của loài Piper bavinum C. DC. 



 

 

  
Ảnh tiêu bản mẫu đối chiếu của loài Piper bavinum C. DC. 



 

Ảnh tiêu bản mẫu nghiên cứu của loài Piper hymenophyllum Miq. 



 

 
Ảnh tiêu bản mẫu đối chiếu của loài Piper hymenophyllum Miq. 



 

 

 

 

 
 

PHỤ LỤC 3 

KẾT QUẢ GIÁM ĐỊNH TÊN KHOA HỌC 
 

 



 



 

 

 

 

PHỤ LỤC 4 

DỮ LIỆU PHỔ NMR VÀ PHỔ MS CỦA CÁC HỢP CHẤT 

PHÂN LẬP ĐƯỢC TỪ HAI LOÀI NGHIÊN CỨU 
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DỮ LIỆU PHỔ NMR VÀ PHỔ MS CỦA HỢP CHẤT PT1 
 

 

 

 

 



 

 

  

Phổ 1H-NMR của hợp chất PT1 (156 mg) đo trong CDCl3 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Phổ 13C-NMR của hợp chất PT1 (156 mg) đo trong CDCl3 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

 

 

Phổ DEPT-NMR của hợp chất PT1 (156 mg) đo trong CDCl3 



 

 

Phổ HMBC-NMR của hợp chất PT1 (156 mg) đo trong CDCl3 



 

  

Phổ HSQC của hợp chất PT1 (156 mg) đo trong CDCl3 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Phổ COSY-NMR của hợp chất PT1 (156 mg) đo trong CDCl3 



 

 

Phổ HR-FAB-MS [M]+ của hợp chất PT1 (156 mg) 



 

 

 

 

 

PHỤ LỤC 4.2 

DỮ LIỆU PHỔ NMR VÀ PHỔ MS CỦA HỢP CHẤT PT2 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Phổ 1H-NMR của hợp chất PT2 (50 mg) đo trong CDCl3 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Phổ 13C-NMR của hợp chất PT2 (50 mg) đo trong CDCl3 
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Phổ HSQC-NMR của hợp chất PT2 (50 mg) đo trong CDCl3 



 

 

 

 

 

 

 

 

PHỤ LỤC 4.3 

DỮ LIỆU PHỔ NMR VÀ PHỔ MS CỦA HỢP CHẤT PT3 
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Phổ DEPT-NMR của hợp chất PT3 (49,5 mg) đo trong CDCl3 
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Phổ HR-ESI-MS [M+Na]+ của hợp chất PT3 (49,5 mg) 
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DỮ LIỆU PHỔ NMR VÀ PHỔ MS CỦA HỢP CHẤT PT4 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

Phổ 1H-NMR của hợp chất PT4 (14,9 mg) đo trong CD3OD 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

Phổ 13C-NMR của hợp chất PT4 (14,9 mg) đo trong CD3OD 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

Phổ HMBC-NMR của hợp chất PT4 (14,9 mg) đo trong CD3OD 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

Phổ HSQC-NMR của hợp chất PT4 (14,9 mg) đo trong CD3OD 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

Phổ COSY-NMR của hợp chất PT4 (14,9 mg) đo trong CD3OD 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

Phổ HR-ESI-MS [M+Na]+ của hợp chất PT4 (14,9 mg) 



 

 

 

 

 

 

 

PHỤ LỤC 4.5 

DỮ LIỆU PHỔ NMR VÀ PHỔ MS CỦA HỢP CHẤT PT5 
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Phổ HSQC-NMR của hợp chất PT5 (20 mg) đo trong CDCl3 
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DỮ LIỆU PHỔ NMR VÀ PHỔ MS CỦA HỢP CHẤT PT6 
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Phổ HSQC-NMR của hợp chất PT6 (20,3 mg) đo trong CD3OD 



 

 

Phổ HR-ESI-MS [M+H]+của hợp chất PT6 (20,3 mg) 



 

 

 

 

 

 

 

 

PHỤ LỤC 4.7 

DỮ LIỆU PHỔ NMR VÀ PHỔ MS CỦA HỢP CHẤT PH1 



 

 

  

  

Phổ 1H-NMR của hợp chất PH1 (2,6 mg) đo trong Aceton 



 

 

 

  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Phổ 13C-NMR của hợp chất PH1 (2,6 mg) đo trong Aceton 



 

 

 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  Phổ HMBC-NMR của hợp chất PH1 (2,6 mg) đo trong Aceton 



 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Phổ HSQC-NMR của hợp chất PH1 (2,6 mg) đo trong Aceton 



 

 

 

 

  

Phổ COSY-NMR của hợp chất PH1 (2,6 mg) đo trong Aceton 



 

 

 

  

Phổ HR-EI-MS [M]+ của hợp chất PH1 (2,6 mg) 



 

 

 

 

 

 

 

 
 

PHỤ LỤC 4.8 

DỮ LIỆU PHỔ NMR VÀ PHỔ MS CỦA HỢP CHẤT PH2 



 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Phổ 1H-NMR của hợp chất PH2 (20,8 mg) đo trong CD3OD 



 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

Phổ 13C-NMR của hợp chất PH2 (20,8 mg) đo trong CD3OD 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Phổ HMBC-NMR của hợp chất PH2 (20,8 mg) đo trong CD3OD 



 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

Phổ HR-EI-MS [M]+ của hợp chất PH2 (20,8 mg) 



 

 

 

 

 

 

 

 

PHỤ LỤC 4.9 

DỮ LIỆU PHỔ NMR VÀ PHỔ MS CỦA HỢP CHẤT PH3 



 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Phổ 1H-NMR của hợp chất PH3 (4,9 mg) đo trong CDCl3 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Phổ 13C-NMR của hợp chất PH3 (4,9 mg) đo trong CDCl3 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Phổ DEPT-NMR của hợp chất PH3 (4,9 mg) đo trong CDCl3 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Phổ HMBC-NMR của hợp chất PH3 (4,9 mg) đo trong CDCl3 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Phổ HSQC-NMR của hợp chất PH3 (4,9 mg) đo trong CDCl3 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Phổ COSY-NMR của hợp chất PH3 (4,9 mg) đo trong CDCl3 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Phổ HR-ESI-MS [M+Na]+ của hợp chất PH3 (4,9 mg) 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

PHỤ LỤC 4.10 

DỮ LIỆU PHỔ NMR VÀ PHỔ MS CỦA HỢP CHẤT PH4 



 

 

  

Phổ 1H-NMR của hợp chất PH4 (11 mg) đo trong CD3OD 



 

 

 

  

Phổ 13C-NMR của hợp chất PH4 (11 mg) đo trong CD3OD 



 

 

 

  

Phổ HR-ESI-MS [M-H]- của hợp chất PH4 (11 mg) 



 

 

 

 

 

 

 

 

PHỤ LỤC 4.11 

DỮ LIỆU PHỔ NMR VÀ PHỔ MS CỦA HỢP CHẤT PH5 



 

 

 

  

Phổ 1H-NMR của hợp chất PH5 (44 mg) đo trong CDCl3 



 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Phổ 13C-NMR của hợp chất PH5 (44 mg) đo trong CDCl3 



 

 

Phổ HR-ESI-MS [M+H]+ của hợp chất PH5 (44 mg) 



 

 

 

 

 

 

 

PHỤ LỤC 4.12 

DỮ LIỆU PHỔ NMR VÀ PHỔ MS CỦA HỢP CHẤT PH6 



 

 

  

 

  

Phổ 1H-NMR của hợp chất PH6 (42,2 mg) đo trong CD3OD 



 

 

 

 

   

Phổ 13C-NMR của hợp chất PH6 (42,2 mg) đo trong CD3OD 



 

 

 

Phổ DEPT-NMR của hợp chất PH6 (42,2 mg) đo trong CD3OD 



 

 

 

  

Phổ HMBC-NMR của hợp chất PH6 (42,2 mg) đo trong CD3OD 



 

 

 

  

Phổ HSQC-NMR của hợp chất PH6 (42,2 mg) đo trong CD3OD 



 

 

 

  

Phổ COSY-NMR của hợp chất PH6 (42,2 mg) đo trong CD3OD 

Phổ HR-EI-MS [M]+ của hợp chất PH6 (42,2 mg) 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

PHỤ LỤC 4.13 

DỮ LIỆU PHỔ NMR VÀ PHỔ MS CỦA HỢP CHẤT PH7 



 

 

  

Phổ 1H-NMR của hợp chất PH7 (23,8 mg) đo trong CD3OD 



 

 

 

   

  

Phổ 13C-NMR của hợp chất PH7 (23,8 mg) đo trong CD3OD 



 

 

Phổ HMBC-NMR của hợp chất PH7 (23,8 mg) đo trong CD3OD 



 

 

 

  

Phổ HSQC-NMR của hợp chất PH7 (23,8 mg) đo trong CD3OD 



 

 

 

  

Phổ COSY-NMR của hợp chất PH7 (23,8 mg) đo trong CD3OD 



 

 

 

 

Phổ HR-EI-MS [M]+ của hợp chất PH7 (23,8 mg) 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

PHỤ LỤC 4.14 

DỮ LIỆU PHỔ NMR VÀ PHỔ MS CỦA HỢP CHẤT PH8 



 

 

 

  

Phổ 1H-NMR của hợp chất PH8 (2,0 mg) đo trong CDCl3 



 

Phổ 13C-NMR của hợp chất PH8 (2,0 mg) đo trong CDCl3 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

PHỤ LỤC 5 

CÁC CÔNG TRÌNH ĐÃ CÔNG BỐ LIÊN QUAN ĐẾN LUẬN ÁN 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 



 

 


