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Abstract: Two compounds (C2 and C6) were isolated and purified from Sophora japonica L. 

extract. Using nuclear magnetic resonance (NMR) spectroscopy, mass spectroscopy and thin layer 

chromatography, C2 and C6 were identified as quercetin and neohesperidin. The antioxidant activity 

of C2 and C6 (at concentration of 200 µM) is equivalent to vitamin C (at concentration of 0.57-1.14 

µM/ml). Both compounds C2 and C6 have inhibitory activity on β-amyloid aggregation. At 

concentration of 1 mM of each compound, aggregation rate of β-amyloid (Amyloid form deposited 

in Alzheime's brain) are 51.14 and 80.57%, respectively, compar to control sample (89.64%). 
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Khả năng ức chế β-amyloid gây bệnh Alzheimer bởi một số 

chất tách từ hoa hòe (Sophora japonica L.) 

Nguyễn Quang Huy, Đỗ Thị Hải Anh 

Trường Đại học Khoa học Tự nhiên, Đại học Quốc gia Hà Nội, 334 Nguyễn Trãi, Hà Nội, Việt Nam 

Nhận ngày 01 tháng 4 năm 2020 

Chỉnh sửa ngày 10 tháng 6 năm 2020; Chấp nhận đăng ngày 11 tháng 6 năm 2020  

Tóm tắt: Từ dịch chiết methanol hoa hòe khô đã phân lập và tinh sạch được hai chất (C2 và C6). 

Kết quả đo phổ cộng hưởng từ hạt nhân, phổ khối lượng và sắc ký bản mỏng, chất C2 và C6 được 

xác định là quercetin và neohesperidin. Chất C2 và C6 ở nồng độ 20 µM thể hiện hoạt tính chống 

oxi hóa tương đương với vitamin C nồng độ từ 0,57 đến 1,14 µM/ml. Với nồng độ 1 mM cả hai chất 

đều thể hiện hoạt tính ức chế sự tích tụ peptide β-amyloid (dạng amyloid lắng đọng trong não bệnh 

nhân Alzheimer) với tỉ lệ tích tụ tương ứng 51,14 và 80,57% trong khi mẫu đối chứng là 89,64%. 

Từ khóa: hoa hòe Sophora japonica, quercetin, neohesperidin, β-am.

1. Mở đầu 

Bệnh Alzheimer là một bệnh thoái hóa thần 

kinh, biểu hiện qua việc giảm trí nhớ, rối loạn 

nhận thức, kèm theo các thay đổi về hành vi gây 

ảnh hưởng nghiêm trọng đến hoạt động nghề 

nghiệp và xã hội của bệnh nhân. Bệnh Alzheimer 

được coi như một dạng thoái hóa amyloid – kết 

quả của quá trình biến đổi bất thường của protein 

tiền thân amyloid (APP), một protein xuyên 

màng. Dạng amyloid lắng đọng trong não bệnh 

nhân Alzheimer là β-amyloid (Aβ), một peptid 

gồm 39-43 axit amin [1]. Aβ có tính chất gây độc 

ở mức độ in vitro và in vivo [2]. Các peptid Aβ 

cũng có thể là nguyên nhân dẫn tới trường hợp 

mắc bệnh Alzheimer thể muộn [3]. 

Cây hoa hòe (Sophora japonica L.) là cây 

được trồng phổ biến ở Việt Nam. Cây vừa cho 

bóng mát, vừa cung cấp các giá trị khác đặc biệt 

về kinh tế và y học. Hoa hòe là một vị thuốc được 

sử dụng trong các bài thuốc dân tộc ở Việt Nam, 

Trung Quốc, Nhật Bản, Hàn Quốc. Các thành 

________ 
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phần của cây như quả, hoa và chồi có giá trị lớn 

trong y học cổ truyền được sử dùng làm thuốc 

cầm máu cho các bệnh đổ máu cam, ho và tiểu 

tiện ra máu ở dạng thuốc sắc. Các nghiên cứu 

gần đây cho thấy thành phần flavonoids trong 

hoa hoè có hoạt tính chống oxi hóa, kháng viêm, 

kháng khuẩn, đặc biệt là khả năng giảm sự tích 

lũy peptide β-amyloid, peptide gây bệnh 

Alzheimer [4]. Bài báo này trình bày kết quả tách 

chiết và tác dụng sinh học của một số hợp chất 

flavonoids từ hoa hòe. 

2. Nguyên liệu và phương pháp nghiên cứu 

2.1. Nguyên liệu: Hoa hòe khô (Sophora 

japonica L.) được mua tại Nhật.  

Hoá chất: Amyloid 1-42 và thuốc nhuộm 

peptide Thioflavin T của Sigma-Aldrich, Mỹ. 

Các chất chuẩn Quercetin, Rutin, Neohesperidin 

của WAKO, Nhật Bản. Các loại hóa chất, dung 

môi được sử dụng cho tách chiết như n-hexane, 
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ethyl acetate, ethanol, methanol, axit acetic của 

hãng WAKO, Nhật Bản đảm bảo cho phân tích. 

2.2. Phương pháp nghiên cứu 

Hoạt tính chống oxi hóa được tiến hành theo 

phương pháp diệt gốc tự do 1,1-diphenyl-2-

picrylhydrazyl (DPPH) [5]. DPPH có khả năng 

tạo các gốc tự do bền trong dung dịch ethanol 

bão hoà. Khi cho các chất thử nghiệm vào hỗn 

hợp, nếu chất có khả năng làm trung hoà hoặc 

bao vây các gốc tự do sẽ làm giảm cường độ hấp 

phụ ánh sáng. Hoạt tính chống oxi hoá được 

đánh giá qua giá trị hấp phụ ánh sáng của dịch 

thử nghiệm với đối chứng ở bước sóng 515 nm. 

Hoạt tính bắt gốc tự do DPPH được tính bằng 

công thức: 

% Hoạt động = [(Acontrol – Amẫu thử nghiệm)/Acontrol] 

× 100 

Trong đó: Acontrol: giá trị độ hấp thụ của mẫu 

chuẩn; Amẫu thử nghiệm: giá trị độ hấp thụ của mẫu 

thử nghiệm 

Phương pháp đánh giá huỳnh quang: Sử 

dụng Thioflavin T (ThT) làm thuốc nhuộm để 

quan sát và định lượng việc hình thành β-

amyloid bằng kính hiển vi huỳnh quang. Mật độ 

huỳnh quang của dung dịch được đo ở bước sóng 

kích thích 390 nm, bước sóng phát quang 535 nm 

[6]. Khả năng ngăn chặn sự tích tụ β-amyloid 

được đánh giá bằng công thức: 

Khả năng ngăn chặn (%) = 100 – 100 × 
S1−So

T1−To
 

Trong đó: S1: giá trị huỳnh quang của mẫu 

khi có mặt ThT; So: giá trị huỳnh quang của mẫu 

khi không có mặt ThT; T1: giá trị huỳnh quang 

của đối chứng âm khi có mặt ThT; To: giá trị 

huỳnh quang của đối chứng âm khi không có mặt 

ThT. 

Sắc kí cột pha thường (CC) sử dụng Silica 

gel cỡ hạt 0,040 － 0,063 mm và 0,063 － 0,200 

mm; Sắc kí cột pha đảo RP-18. Sắc ký lớp mỏng 

(TLC) được thực hiện trên bản silicagel tráng sẵn 

DC-Alufolien 60 F254 (Merck, Đức). Hiển thị 

chất trên TLC bằng thuốc thử vanilin và AlCl3, 

quan sát ở bước sóng 365 nm. 

Phổ khối lượng (ESI-MS), phổ cộng hưởng 

từ hạt nhân (NMR): 1H-NMR (500 MHz) và 

13C-NMR (125 MHz) được thực hiện tại 

Trường Đại học tổng hợp Hiroshima, Nhật Bản. 

3. Kết quả và bàn luận 

3.1. Tách chiết hợp chất trong dịch chiết 

methanol của hoa hòe 

Hoa hòe khô được ngâm trong methanol với 

tỉ lệ 1:10 (w/v) ở 24 giờ. Lọc thu dịch chiết bằng 

giấy Whatman. Cô quay dịch chiết methanol hoa 

hòe khô ở nhiệt độ 70oC, tốc độ quay 400 

vòng/phút, thu được cao chiết. Làm khô cao 

chiết bằng khí N2 lỏng. Cao khô được bảo quản 

ở 4oC.  

0,6 g cao methanol khô hoa hoè được chạy 

sắc ký cột với 6 hệ dung môi có độ phân cực tăng 

dần với thể tích 200 ml mỗi hệ. Hệ 1: (n- 

hexane/ethyl acetate với tỉ lệ 5/5), Hệ 2: (n-

hexane/ethyl acetate với tỉ lệ 2/8), Hệ 3: (ethyl 

acetate 100%), Hệ 4: (ethyl acetate/ethanol với tỉ 

lệ 5/5), Hệ 5: (ethanol 100%), Hệ 6: 

(ethanol/nước với tỉ lệ 8/2). Quá trình tách chiết 

các chất trong cao hoa hoè được trình bày trong 

Hình 1.  

10 g hoa hòe
khô + 100 ml 

Methanol

100 ml dịch 
hoa hòe trong 

Methanol

cao khô (dùng
để sắc ký cột)

Cất quay

24 giờ. Lọc 
bằng whatman
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Hình 1. Sơ đồ quá trình tách chiết các chất  

trong hoa hòe. 

Sau sắc ký cột,  dịch mẫu được cô quay thu 

hồi dung môi thu 6 phân đoạn khác nhau. Tuy 

nhiên các phân đoạn 1, 3, 4 và 5 không thu được 

các chất dưới dạng bột, hàm lượng thấp (kết quả 

không trình bày) nên không nghiên cứu tiếp. Từ 

0,6 g cao methanol hoa hoè khô đã thu được chất 

C2 với khối lượng 40  5 mg và chất C6 có khối 

lượng 260  39 mg (Hình 1). Sử dụng sắc ký bản 

mỏng với hệ dung môi triển khai ethyl 

acetate/ethanol/axit acetic 25 mM với tỉ lệ 4:1:1 

xác định chất C2 và C6 có giá trị Rf tương ứng 

0,89 và 0,51 (Hình 2). Các giá trị Rf này tương 

ứng với quercetin và rutin là những chất phổ biến 

có hàm lượng cao trong hoa hoè [7]. Mặt khác 

qua kết quả sắc ký bản mỏng 2 chất C2 và C6 có 

độ sạch cao và được chúng tôi tiếp tục phân tích, 

xác định cấu trúc bằng sắc ký khối phổ. 

 
Hình 2. Ảnh sắc ký bản mỏng chất C2 và C6 so sánh 

với quercetin và rutin chuẩn. 

3.2. Xác định cấu trúc chất phân tách có trong 

dịch chiết hoa hoè 

Chất C2 cho phản ứng màu với thuốc thử 

vanilin và AlC3 chứng tỏ chúng có cấu trúc 

khung của flavonoids. Các giá trị phổ cộng 

hưởng từ hạt nhân proton 1H-NMR của chất C2 

so với chất quercetin cho thấy có sự tương đồng 

cao với sự xuất hiện của proton hydroxyl, proton 

nhân thơm và proton từ dung môi (Bảng 1). Kết 

hợp với giá trị Rf  trong kết quả chạy sắc ký bản 

mỏng, chất C2 tương đồng với quercetin với 

công thức cấu tạo có trong Hình 3. 

Bảng 1. Giá trị các đỉnh 1H-NMR của chất C2 và 

quercetin chuẩn 

STT Quercetin C2 STT Quercetin  C2 

1 11,613 12,441 16 6,003~6,000 5,971 

2 9,928 9,911 17 5,536~5,531 5,529 

3 8,729 N/A 18 5,316~5,309 5,279 

4 8,482 N/A 19 N/A 3,828 

5 N/A 7,672 20 N/A 3,484 

6 N/A 7,54 21 N/A 2,729 

7 N/A 7,536 22 2,497 2,49 

8 N/A 6,933 23 N/A 2,141 

9 6,800~6,794 6,899 24 N/A 1,975 

10 6,676 6,881 25 1,626 1,62 

11 6,673~6,652 6,863 26 N/A 1,452 

12 N/A 6,452 27 N/A 1,177 

13 N/A 6,394 28 N/A 0,889 

14 N/A 6,39 29 N/A 0,817 

15 6,019~6,018 6,173    

  N/A: không tồn tại 

Chất C6 cũng cho phản ứng với thuốc thử 

vanilin và AlCl3 cho thấy trong cấu trúc chất C6 

tồn tại khung flavonoids. Sử dụng phương pháp 

đo phổ khối lượng và phổ cộng hưởng từ hạt 

nhân cho thấy chất C6 có khối lượng khoảng 610 

và các tín hiệu chính thu được ở phổ 1H-NMR 

và 13C-NMR tương đồng với neohesperidin chất 

dẫn xuất từ rutin (Bảng 2).  

0,6 g cao 
khô 

Hệ 1
Phân 

đoạn 1

Hệ 2
Phân 

đoạn 2
Chất C2

Hệ 3
Phân 

đoạn 3

Hệ 4
Phân 

đoạn 4

Hệ 5
Phân 

đoạn 5

Hệ 6
Phân 

đoạn 6
Chất C6

Sắc ký 
cột
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Bảng 2. Giá trị các đỉnh của Neohesperidin chuẩn  

và chất C6 

STT 
1H-NMR 13C-NMR 

Neohesperidin C6 Neohes peridin  C6 

1 12,011 N/A 197,711~197,558 N/A 

2 9,091 9,19 N/A 177,375 

3 N/A 8,880 N/A 173,703 

4 N/A 8,767 N/A 171,518 

5 6,841 6,815 165,385~165,280 166,778 

6 N/A 6,32 163,458~163,125 161,541 

7 6,090~6,060 6,113 N/A 157,106 

8 5,294~5,086 5,258 N/A 156,925 

9 4,703~4,557 4,362 148,569 149,437 

10 N/A 4,004 147,014 145,546 

11 N/A 3,975 131,419~131,343 133,632 

12 3,744 3,79 N/A 127,27 

13 3,649 3,682 N/A 121,423 

14 N/A 3,167 118,476~118,361 116,73 

15 N/A 3,492 114,737~112,543 115,881 

16 3,425 3,475 103,873 103,596 

17 3,407 3,409 100,963 102,499 

18 3,346 3,344 100,925 101,984 

19 N/A 3,325 N/A 101,24 

20 3,29 3,259 97,949~97,835 99,896 

21 N/A 3,218 96,805~95,708 94,525 

22 N/A 3,194 N/A 84,262 

23 N/A 3,057 79,225~78,958 76,974 

24 N/A 3,006 77,671~77,732 76,316 

25 2,761~2,708 2,987 76,717~76,612 74,599 

26 2,474~2,467 2,473 72,358 68,762 

27 N/A 2,27 71,003~70,116 67,522 

28 N/A 2,248 68,819 67,131 

29 N/A 1,944 60,969 60,33 

30 1,142~1,130 1,143 N/A 57,402 

31 1,041 1,114 56,219 55,637 

32 1,027~1,012 1,129 N/A 53,768 

33 N/A 0,932 N/A 45,746 

34 N/A 0,806 42,684 42,579 

35 N/A 0,712 N/A N/A 

N/A: không tồn tại 

Các kết quả đo giá trị phổ khối lượng, phổ 

cộng hưởng từ và kết hợp với giá trị Rf trong sắc 

ký lớp mỏng cho thấy chất C6 là neohesperidin 

với cấu trúc hóa học được thể hiện trong Hình 3. 

 

Hình 3. Cấu trúc hóa học của chất C2 (quercetin) và 

C6 (neohesperidin). 

3.3. Khả năng chống oxi hóa và hình thành β-

amyloid 

Trong điều kiện thí nghiệm, khả năng bắt gốc 

tự do của các chất giảm đáng kể khi nồng độ các 

chất bị pha loãng 10 lần. So sánh với khả năng 

bắt gốc tự do của vitamin C, chất C2 và chất C6 

tại nồng độ 20 µM có hoạt tính tương đương với 

vitamin C nồng độ từ 0.57-1.14 µM/ml. Còn tại 

nồng độ 200 µM, các chất thử nghiệm có hoạt 

tính cao hơn vitamin C tại nồng độ 3,97 µM/ml 

(Bảng 3). Khả năng bắt gốc tự do quercetin 

chuẩn cao hơn so với chất C2, thể hiện hoạt tính 

chống oxi hóa mạnh hơn ở cùng nồng độ, tại 

nồng độ 200 µM là 91,3% so với 69,86%, và ở 

nồng độ 20 µM là 9,57% so với 5,28%. Tương 

tự, khả năng chống oxi hóa của rutin chuẩn cao 

hơn so với chất C6, tuy nhiên sự khác biệt là 

không nhiều (Bảng 3). 

Bảng 3. Giá trị quét gốc tự do DPPH của các chất 

 Nồng độ (µM) 
Khả năng bắt 

gốc tự do (%) 

Quercetin 

chuẩn 

200 91,3 

20 9,57 

Chất C2 
200 69,86 

20 5,28 

Rutin chuẩn 
200 91,44 

20 14,60 

Chất C6 
200 91,11 

20 11,81 

Vitamin C 

0,57 6 

1,14 20 

3,97 59 

Các nghiên cứu cho thấy, tùy vào điều kiện 

thí nghiệm như môi trường đệm, độ pH, nồng độ 

DPPH, nồng độ chất thử nghiệm mà quercetin và 
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rutin thể hiện hoạt tính chống oxi hóa, quét gốc 

tự do DPPH khác nhau [8,9]. 

Sự tập hợp protein để tạo thành sợi amyloid 

là một đặc tính phổ biến trong các bệnh rối loạn 

ở con người như bệnh Alzheimer. Thioflavin T 

là một chất đánh dấu thường được sử dụng để 

theo dõi sự hình thành sợi amyloid in vitro. Khi 

gắn với các sợi amyloid, ThT cho tín hiệu huỳnh 

quang mạnh hơn. Dựa vào đặc tính này, chúng 

tôi đã thí nghiệm ghi nhận sự thay đổi tín hiệu 

huỳnh quang của Thioflavin T trong các mẫu thí 

nghiệm khác nhau. Sự thay đổi tín hiệu huỳnh 

quang được tính toán và thể hiện Hình 4. 

Hình 4. Sự tích lũy β-amyloid khi bổ sung các chất 

thử nghiệm 

Aβ: đối chứng, Qc: bổ sung quercetin, Rc: bổ sung 

rutin, C2: bổ sung chất C2, C6: bổ sung chất C6 

Trong điều kiện không bổ sung các chất 

nghiên cứu, tỉ lệ tạo thành sợi của β-amyloid là 

89,64%. Khi có mặt quercetin và rutin ở nồng độ 

1,0 mM, tỉ lệ tạo thành sợi tương ứng là 46,86% 

và 78,21%. Chất C2 với nồng độ 1,0 mM có khả 

năng ức chế tạo sợi tốt hơn rutin nhưng kém hơn 

quercetin với tỉ lệ tạo sợi của β-amyloid là 

51,14%. Chất C6 với nồng độ 1 mM có khả năng 

ức chế kém hơn chất C2, khả năng tạo sợi của β-

amyloid khi có mặt chất C6 là 80,87% (Hình 4). 

Nghiên cứu của See-Lok Ho và cộng sự, với 

sự xuất hiện của quercetin và neohesperidin ở 

nồng độ 200 µM làm giảm đáng kể sự hình thành 

sợi peptide β-amyloid. Trong môi trường có mặt 

neohesperidin hoặc quercetin, các monomer β-

amyloid tồn tại trong thời gian dài hơn trước khi 

tạo thành oligomer và tạo sợi peptide so với 

trong môi trường đối chứng đệm phosphate [10]. 

Karim và cộng sự cũng đã chứng minh quercetin 

và rutin ngăn cản sự tạo thành sợi và tích tụ của 

β-amyloid in vitro thông qua mô hình tế bào 

[11]. Dubey và Chinnathambi đã tách chiết được 

các hợp chất Bacoside A, B, Bacosaponin... từ 

cây Brahmi có hoạt tính chống oxi hóa, ức chế 

tập hợp β-amyloid giúp cải thiện hành vi và nhận 

thức  [12]. 

4. Kết luận 

- Đã tinh sạch được hai chất C2 và C6 từ dịch 

chiết methanol của hoa hòe. Chất C2 được xác 

định là quercetin và chất C6 là neohesperidin. 

Hai chất C2 và C6 ở nồng độ 20 µM thể hiện 

hoạt tính chống oxi hóa tương đương với vitamin 

C ở nồng độ từ 0,57 đến 1,14 µM/ml. 

- Hai chất C2 và C6 tại nồng độ 1 mM có 

hoạt tính chống lại sự tích tụ peptide β-amyloid 

với tỉ lệ tương ứng 51,14% và 80,57%. 
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