Tac dung bao vé gan cua cao ré cay Xao tam phan
(Paramignya Trimera) trén moé hinh chuét
bi gay tén thuong gan bang paracetamol
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Nghién clu nay danh gia tdc dung bao vé gan cua cao methanol va cao nudc cay Xao tam phan
(Paramignya Trimera) trén mo hinh t6n thuong gan & chudt, gay ra bdi paracetamol. Két qua cho
thay, & liéu 10 g/kgP, cao nuéc Xao tam phan lam giam néng dé enzym AST, ALT huyét thanh va han
ché tén thuong gan gay ra béi paracetamol liéu 400 mg/kgP trén chudt; con cao methanol Xao tam
phan, & liéu 10 g/kgP c6 tac dung bao vé gan tuong ducng véi sylimarin & mic liéu 50 mg/kgP.

Tu khoa: bao vé gan, paracetamol, Paramignya Trimera, Xao tam phén.

Chi s6 phéan loai 3.4

HEPATOPROTECTIVE: ACTIVITIES OF
DARAMIGNY A TRIMERA ROOT EXTRACT
ON THE MOUSE MODEL WITH THE LIVER

INJURY CAUSED BY PARACETAMOL

Summary

The study has evaluated the
hepatoprotective activities of the extract
from the Paramignya trimera root on the
liver damage induced by paracetamol in
mouse experiment. The results indicate that
at the daily dose of 10 g/kgP in the course
of 7 consecutive days, the liquid extract has
shown promising effect through decreasing
serum AST and ALT concentrations,
reducing the liver histopathological injury
induced by paracetamol. The methanol
extract has given strong protective effect
on hepatotoxicity tests at the dose of 10 g/
kgP, equivalent to those of sylimarin at the
dose of 50 mg/kgP.

Keywords: hepatoprotective, paracetamol,
Paramignya Trimera.
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Gan la mét co quan quan trong, c6 vai trd chuyén
hoéa céc chat clia co thé. M6t trong nhiing chiic ning
chl yéu cla gan la tham gia vao qua trinh giai doc
cac chat nodi sinh va ngoai sinh. Trong cac trudng
hgp bénh ly hay c6 sy qua tai vé lugng clia cac chat
doc & gan sé khién cac té bao trong gan bi huy hoai
dan, dan tdi cac tén thuong trén gan, thadm chi la hinh
thanh céac tén thuong khéng héi phuc, xa gan va lam
mat chiic nang giai déc clia gan [1]. Bénh gan la m6t
trong nhiing bénh thudng gép trong céng déng. Co
nhiéu loai bénh gan, trong dé thudng gép la nhiing
tén thuong gan gay ra bénh viém gan dan dén xo gan
va ung thu gan, cudi cung la gay tl vong véi nguyén
nhan chl yé&u la do virus va nhiém doc. Phan I6n cac
chat gay doc cho gan cé lién quan t6i su peroxid héa
lipid mang té bao gan va cac stress oxy hoa [2].

Pé gay tén thuong gan trén chudt, ngudi ta dung
nhiéu loai héa chat khac nhau nhu: paracetamol,
carbontetraclorid, D-galactosamin, ethanol,
erythromycin estolat, aflatoxin B... [3-8]. M&i md hinh
tén thuong gan déu cé cd ché dic hiéu [3-8]. Trong
nghién cutu nay, chung téi chon paracetamol, tac
nhan tén tuong gan do sinh ra géc tuy do gay peroxy
hoa mang té bao gan. Ngoai cd ché sinh ra géc tu do
tuong tu nhu tac nhan truyén théng gay doéc gan cép
tinh la CCl,, paracetamol liéu cao con lam suy kiét hé



théng chéng oxy héa cla co thé (hé théng cac chat
thiol). Paracetamol sau khi vao cd thé, mot phan sé
bi chuyén héa bdi cac cytochrom P450 tao thanh
N-acetyl para-benzoquiononimin (NAPQI), mét géc
tu do gay peroxy hoa lipid va sinh ra MDA, dan dén
t6n thuong cac té bao gan, lam tang AST, ALT va
lam bién d&i cau tric gan [9].

Cay Xao tam phan (Paramignya trimera (Oliv.)
Guillaum) thudéc ho cam chanh (Rutaceae), la cay
thuéc dudgc st dung chiia tri bénh xad gan & xa Ninh
Van, tinh Khanh Hoa. Vé thanh phan hoa hoc, budc
dau mot sé hgp chat coumarin da duge phan lap tu
cao chiét methanol cQa ré cay Xao tam phan [10].
P& gbp phan lam sang té tac dung bdo vé gan cla
loai cay nay, chung toi ti€n hanh nghién ctu anh
hudng cla cao methanol va cao nudc ré cay Xao
tam phan trén mé hinh chuét bi gay tén thuang gan
thuc nghiém bang paracetamol.

Déi tuong va phuong phap nghién cifu
D6i tugng nghién cuu

Ré cay Xao tam phan (Paramignya trimera
(Oliv.) Guillaum) dudgc thu hai vao thang 2.2013 tai
xa Ninh Van, tinh Khanh Hoa (so tiéu ban C-499).
Tén cay do nha thuc vat hoc Ngb Van Trai - Vién
Dudc liéu giam dinh. Mau ré cay lay vé dudgc rla
sach, loai bé phan hu héng, sy kho trong ram &
nhiét dd 40°C, xay nhé thanh bét. Lay 300 g bot ré
dem chiét nguéi v6i MeOH (300 ml x 2 |an), sau dé
quay cb G ap suat giam thu dugc cao chiét MeOH.
Ti€n hanh dun héi luu 300 g bdt ré véi nube cat
trong 1h (300 ml x 2 1an), sau do6 quay c6 & ap suét
gidm thu dudgc cao chiét nudc.

Ddng vat thuc nghiém

Chudt thuan chdng dong BALB/c khoé manh,
6-8 tudn tudi, khéng phan biét gidng, khéi lugng
26+2 g, dugc nudi tai khu nudi dong vat cta Vién
Cong nghé sinh hoc. Chudt dugc nudi trong diéu
kién cung c4p day di &n thiic &n tiéu chuén va nudc
udng ty do tai khu nuéi déng vat cha Vién Cong
nghé sinh hoc trong suét thdi gian thi nghiém.

Phuong tién va héa chéat nghién cuu

- Hé théng dinh lugng sinh hoa ban ty déng
AUB80 clia Beckman Coulter dugc st dung dé dinh
lugng AST, ALT, cholesterol va protein toan phan
trong mau huyét thanh.

- Céac thuéc dung trong nghién clu: sylimarin
(Legalon) dang vién nén, ham lugng 70 mg cla
Cong ty Madaus (Han Quéc) va paracetamol
(A7085 - Sigma Aldrich) dang b6t tinh khiét.
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- Héa chat, dung cu va kinh hién vi quang hoc.

Phuong phap nghién CIJ’U‘ tac dung bao vé gan
cua cao chiét khi gdy déc bang paracetamol

Nghién cuu tac dung bdo vé gan cla cao chiét
Xéo tam phéan trén mé hinh gay déc cho gan chudt
bang paracetamol [11, 12]. B8 trithi nghiém nhu sau:
25 chuét dugc chia lam 516 (5 con/16). L6 1 (chung
sinh Iy): uéng nudc céat 0,2 ml/con/ngay; 16 2 (chiing
bénh ly): udng nudc cat va udng paracetamol; 16
3: uéng cao methanol Xao tam phan, liéu 10 g/kg
thé trong (kgP)/ngay va udéng paracetamol; 16 4:
udng cao nudc Xao tam phan, liéu 10 g/kgP/ngay
va udng paracetamol; 16 5 (ching tham kh&o):
udng silymarin liéu 50 mg/kgP/ngay [13] va udng
paracetamol.

Chudt & tat ca cac 16 dugc udng cao chiét va thuéce
th( 1 1an vao budi sang, lién tuc 7 ngay truéc va 2
ngay sau khi gy doc cho gan. Ngay thii 7 sau udng
mau 1 gid, nhin déi 14-16 gid trudc do, gay doc gan
bang cach cho uéng paracetamol pha trong nuéc
cat (chi cho cac 16 2, 3, 4, 5) véi liéu 400 mg/kgP/1
lan duy nh&t. Sau 48 gid uéng paracetamol, 1y
mau thu huyét thanh dinh lugng aminotransferase
(AST, ALT), cholesterol va protein toan phan, dong
thai giét chudt, quan sat truc quan mé bénh hoc
clia gan. Paracetamol liéu 400 mg/kgP dudc lya
chon dé gay déc cho gan vi nhiéu nghién cliu da
chi ra rang day la muc liéu c6 thé gay ra nhiing tén
thuong nhat dinh déi véi gan ma khong lam chét
doéng vat thi nghiém. Trong khi dé néu th& nghiém
& muc liéu cao hon c6 thé gay chét dong vat, con
néu th&r nghiém & mc liéu thdp han thi khéng hinh
thanh tén thuong cho gan [11, 12].

Phuong phap xdc dinh chdc nang gan: Xac
dinh chidc nang gan théng qua dinh lugng
aminotransferase (AST, ALT), cholesterol toan
phan va protein toan phan trong huyét thanh chuot
nhu sau: |1dy mau chudt, ly tdm 10000 vong trong
10 phut, thu huyét thanh, doc két qua trén hé théng
AUG80 clia hang Beckman Coulter.

Phuong phdp kiém tra truc quan gan: sau qué
trinh thi nghiém, chudt dugc giét bang cach kéo
gian dét séng c¢8, m& nhanh dé kiém tra truc quan
gan.

Phuong phap x( ly sé ligu: cac s6 liéu dugc xU
ly trén Excell, thuat toan théng ké student t’ test,
F’test va phudng phap phan tich phuong sai moét
nhan t6 ngau nhién (one way ANOVA) va sl dung
hé s& LSD (least-significant difference) dé kiém tra
su sai khac cé y nghia so véi doi chiing sinh ly, véi



déi chiing bénh ly (PAR), véi doi chiing tham khao
(silymarin). N&u p<0,05 dudc coi la sai khac co y
nghia, néu p>0,05 thi sy sai khac la khong cé y
nghta théng ké.

Két qua va ban lua
qua va ban luan

Budc dau danh gia tac dung bao vé gan cla
ré cay Xao tam phan, ching téi ti€n hanh nghién
clu cao methanol va cao nudgc trén mo hinh gan bi
tén thuong bang paracetamol véi mét liéu duy nhat
400 mg/kP trén chudt thuan chling dong BALB/c.
Trén md hinh nay, cac mau thi dugc danh gia kha
nang bao vé gan qua 5 chi tiéu sau: 1 - Nong dé
aminotransferase (AST, ALT) trong huyét thanh; 2 -
Néng do cholesterol toan phan; 3 - Nong do protein
toan phan; 4 - Khéi lugng gan; 5 - K&t qua kiém tra
tryc quan tén thuong gan.

Két qua nghién cuu anh hudng cuia cao
methanol va cao nudc ré Xao tam phan lén néng
dé aminotransferase (AST, ALT) huyét thanh

ALT va AST la hai loai enzym aminotransferase
dugc tim thdy chl yéu & cac té bao cla gan va
than. Khi gan khée manh, ham lugng cla hai chi
s6 ALT va AST trong mau thdp. Ngudc lai, khi gan bi
tén thuang, muc dé ALT va AST sé ting cao do
dugc phong thich vao trong mau. Sy tang cao bat
thudng cta hai chi s6 AST va ALT cho phép danh
gia va phat hién mic dé tén thuong cla gan. Két
qué nghién ctiu anh hudng clia cao methanol va cao
nudc Xao tam phan lén nong dé aminotransferase
huyét thanh dugc trinh bay & bang 1.

Béng 1: 4nh hudng cla cao methanol va cao nudc lén néng do
aminotransferase huyét thanh chuét BALB/c bi nhiém déc
paracetamol (n=>5)

Bang 1 cho thady, khi chudt dugc udng cao
methanol, cao nugc Xao tam phéan va silymarin (16
3, 4, 5) thi cac chi s6 AST va ALT déu thap hon so
vGi ddi chiing 1a 16 khong dudc st dung hoat chat
béo vé (16 2). Nhu vay, cao methanol, cao nudc va
silymarin déu cho thay tac dung bao vé gan khi cac
phan tich cho thdy su sai khac vé chi s6 enzym
gan cd ban la cé y nghia théng ké so vdi 16 2 (d6i
chung), p<0,05.

K&t qua & bang 1 cling cho thay, chudt uéng cao
methanol (16 3) liéu 10 g/kP da c6 cac chisé enzym
AST va ALT tuong duong vdéi cac chudt dugc uéng
silymarin 50 mg/kgP. Phan tich cho thay, cac chisé
nay khéng cé su sai khac théng ké khi p>0,05, dan
tGi 1ap luan réang cao methanol 3 néng dé 10 g/kgP/
ngay co tac dung bao vé gan kha tét, tuong duong
vGi silymarin liéu 50 mg/kgP/ngay.

Cac chudt udng cao nudc lieu 10 g/kP ¢ céac chi
s0 enzym chiic nang gan con cao va khi so sanh
chiing v6i cac chudt udng silymarin 50 mg/kgP thi
cO su sai khac théng ké (p<0,05). K&t qua nay cho
thay, cao nudc & néng doé 10 g/kgP/ngay cé kha
nang b&o vé gan kém haon so vdi silymarin liéu 50
mg/kgP/ngay.

Két qua nghién cuu anh hudng cua cao
methanol va cao nudc Xdo tam phén Ién néng dé
cholesterol toan phan

Anh hudng clia cao methanol va cao nudc Xao
tam phan lén néng do cholesterol toan phan dugc
trinh bay & bang 2.

Béng 2: &nh hudng cla cao methanol va cao nudc Ién néng dé
cholesterol toan phan huyét thanh chudt BALB/c bi nhiém déc
paracetamol (n=5)

Lé | Thudc va liéu lugng AST (UI/T) ALT (UIl) s Thuge va liéu ligng Cholesterol TP i ip
; mmol/l :
1| NaCl0,9% 87,80+1,48 28,70+2,59 ( )
, | NaClog% 715,75+253,94 558,25+296,54 1 | NaCl0,9% 2,38:0,08
+PRA 400 g/kgP p<0,05 s0 véi (1) | p<0,05 s0 véi (1) NaCl 0.9% o5 s0 v 1
2 | LPRA 400 mg/kgP 343:054 | p<005s0vdi (1)
116,50+34,65 81,25:8,59
Cao methanol 10 g/kgP ’ I . "
3 p<0,05 so vdi (2) p<0,05 so0 vdi (2) R I
+PRA 400 mg/kgP p>0.05 50 Vi (5) p>0,05 50 VG (5) 3 | Cao methanol/heu 10 g/kgP 2 7840.49 g:g,gg gg tg: gj
+PRA 400 mg/kgP IOED :
9re p>0,05 so vdi (5)
) 266,00+170,92 113,25+27,41
Cao nudc 10 g/kgP ’ ) .
4 | JomA 400 mgg/kggp p<0,05 50 vdi (2) | p<0,05 s0 véi (2) Cao mie 6w 10 alkap <005 50 v8i (1
p<0.05 5o Vi (5) | p<0.05 so vdi (5) 4 | oPRA 400 lr?]l;/kgg ? 3,23+0,30 z>0’05 50 i (2)
o 101,33+23,03 46,67+11,47 550,05 50 Vo7 (1)
5 fl&/g\:r;f%g?nfgﬁ(/ggp p<0,05 so vdi (1) p<0,05 so vdi (1) 5 Silymarin 50 mg/kgP 2 8040.44 p<0,05 s0 Vdi (2)
p<0,05 50 V6i (2) | p<0,05 s0 v6i (2) +PRA 400 mg/kgP i
TAP CHI
HOA HOC 62

ONG NGHE | [El N 1@ 22018




Bang 2 cho thdy, khi chuét dugc udng cao
methanol liéu 10 g/kgP va silymarin 50 mg/kgP
thi chi s& cholesterol toan phan da dugc cai thién
gan bang so vdi 16 ching 1 (p>0,05) va cé sy sai
khac théng ké so véi 16 chiing &m 2 (p<0,05). Trong
khi do, 6 16 dugc udng cao nudc lieu 10 g/kgP thi
khong co su sai khac théng ké so véi 16 chiing am 2
(p>0,05). Nhu vay, & chi s6 cholesterol toan phan,
chudt dugc udng cao methanol clia ré cay X&o tam
phan liéu 10 g/kgP da cho thady hoat tinh bao vé gan
khi so sanh véi tdc dung cla silymarin 50 mg/kgP,
trong khi cao chiét tir nuéc khong thé hién rd kha
nang nay.

Két qua nghién cuu anh hudng cua cao
methanol va cao nudc ré Xao tam phén Ién ham
lugng protein toan phan trong mau huyét thanh

Anh hudng clia cao methanol va cao nudc ré Xao
tam phan lén ham lugng protein toan phan dugc
trinh bay & bang 3.

Béng 3: dnh hudng cla cao methanol va cao nudc
Ién ham lugng protein toan phén

Lo Thuéc va liéu lugng P(r;t;i:ll'll')P Gia trip
1 NaCl 0,9% 49,80+0,84

2 ngll-\oft))?mg/kgP 61,6742,08 | p<0,05 s0 véi (1)
o |Coomawatio oot | g1z |00t
oo | o oo
[omazpy | omen [mgzag

Bang 3 cho thay, 16 chubt uéng cao methanol
va cao nudc nhung khéng co6 su sai khac thong ké
S0 V@i 16 chiing am 2 (p>0,05) va so véi déi chiing
duong silymarin thi chi s6 protein toan phan la c6 su
sai khac théng ké (p<0,05). Nhu vay, cao methanol
va cao nudc Xao tam phan & liéu 10 g/kgP khéng cé
tac dung gidm protein toan phan.

Khéi lugng gan

Sau qua trinh thi nghiém, toan bd chuét dugc mé
dé thu nhan gan va dugc xac dinh khéi lugng theo
phuong phap cta Girish va dong tac gia [11]. K&t
qué thu dugc dudc trinh bay & bang 4.
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Béng 4: khoi lugng gan chudt 6 cac 16 thi nghiém

Quan sat hinh thai

Lo Thuéc va liéu lugng
truc quan gan
1 NaCl 0,9% Gan blnh thugng, nhu mé
gan dong nhat
3/5 con gan bi hoai t& toan
o NaCl 0,9% b6 va xung huyét toan bo

+PRA 400 mg/kgP gan, gan to phu, nhu mé

séan sui khéng min

Cao methanol 10 g/kgP Gan binh thudng, nhu mé

8 +PRA 400 mg/kgP gan dong nhat

4 Cao nudc 10 g/kgP 1/5 con gan bi t&n thuang,
+PRA 400 mg/kgP nhu mé gan khéng déu

5 Silymarin 50 mg/kgP Gan binh thudng, nhu mé

+PRA 400 mg/kgP gan déng nhat

K&t qua kiém tra khéi luong gan cho thdy, gan &
16 d&i chiing bénh ly (khéng dugc st dung cao chiét
X&o tam phan) cé khéi lugng 16n nhat. Trong khi do,
& cac 16 dugc st dung cao chiét Xao tam phan, khoi
lugng gan nhoé hon so véi doi chiing va sy sai khac
nay la cé y nghia thong ké véi p<0,05 khi so sanh
vGi 16 d6i chiing (16 st dung cao methanol so véi 16
déi chiing dudng Silymarin; 16 st dung cao nudc so
V@i 16 chung &m 2).

Két qua kiém tra tryc quan tén thuong gan

K&t qua gidi phau bénh hoc cho thdy, 16 thi
nghiém cé chudt uéng cao methanol va cao nudc
liu 10 g/kgP cling nhu 16 uéng sylimarin 50 mg/
kgP, vé hinh thai tryc quan va dai thé gan thi biéu
hién tén thudng gan cé gidm so vdi 16 chiing bénh ly
(16 2). Cu thé 1a 16 chudt uéng cao methanol liéu 10
g/kgP va 16 udng sylimarin 50 mg/kgP khong thay
biéu hién t&n thuong gan (bang 5).

Bang 5: quan sat hinh thai truc quan gan chuét
& cédc 16 thi nghiém

R s Khéi lugng gan e

L6 Thudc va lieu lugng (g/10g co thé’) Gia trip

1 | NaCl 0,9% 0,381+0,009
NaCl 0,9% »

2 | [PRA 400 mg/kgP 0,567+0,033 | p<0,05 so vdi (1)
Cao methanol 10 g/kgP p<0,05 so vdi (5)

8 +PRA 400 mg/kgP 0,404+0,011 p>0,05 so vdi (2)
Cao nudc 10 g/kgP p<0,05 so vdi (2)

4 | LPRA 400 mg/kgP 0,4610,042 1 1 05 50 vdi (5)
Silymarin 50 mg/kgP .

5 +PRA 400 mg/kgP 0,490+0,067 p<0,05 so vdi (1)
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K&t qua nghién clu cho thay, 16 chudt udng
paracetamol liéu 400 mg/kgP/ngay c6 hoat do AST,
ALT trong huyét thanh ting cao va thé hién tén
thuong gan rd rét (vé hinh thai) so véi 16 chiing sinh
hoc. Céc 16 chudt uéng cao methanol va cao nudéc
Xéo tam phan & liéu 10 g/kgP trong vong 7 ngay
da lam gidm hoat do AST, ALT trong huyét thanh,
gidm ham lugng cholesterol toan phan, giam khoi
ligng gan va han ché tén thuong gan so vdi 16 ddi
chiing am 2. Trong do, 16 chudt uéng cao methanol
10 g/kgP cé tac dung ngan can rd rét doc tinh cla
paracetamol d&i véi gan, tuong duong véi déi chiing
duong sylimarin 50 mg/kgP. Nhu vay, cao methanol
cla ré cay Xao tam phan cé kha nang bao vé gan
t6t trén moé hinh gan chudt bi t6n thuong b&ng
paracetamol. V& mét hoa hoc, tif cao methanol cla
ré cay Xao tam phan da phan lap va xac dinh cau
tric clia 4 hgp chat coumarin [10]. VAn dé dat ra
la, can nghién cliu phat hién phan doan, nhém hagp
chat ho&dc hgp chat co tac dung bao vé gan trong
cao chiét MeOH cla ré cay Xao tam phan trén mé
hinh t6n thuong gan bang paracetamol.

R"t l £
.

Cao nudc Xao tam phan & liéu 10 g/kgP chudt co
tac dung bao vé gan thap théng qua tac dung lam
giam hoat do AST, ALT va han ché& dugc mét phan
tén thuong gan gay béi paracetamol liéu 400 mg/kgP
chubt.

Cao methanol Xao tam phan & liéu 10 g/kgP
chudt co tac dung bao vé gan tét gan tuong duong
S0 VGi chat déi ching duong sylimarin 50 mg/kgP
khi th(i nghiém trén chudt.
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