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Summary

Wedelia chinensis (Osbeck) Merr., Asteraceae is often used directly or in combination with other
medicinal plants in the form of extracts to treat many diseases. The aim of this suty is to evaluate in
vitro effects of Wedelia chinensis extracts on interleukin-1 beta (IL-1p) secretion from human
peripheral blood mononuclear cells (PBMCs). Whole Wedelia chinensis plant (except roots) was
extracted with solvents to obtain crude ethanol extracts and chloroform, ethyl acetate and n-butanol
fractions. PBMCs were extracted from the whole blood of healthy volunteers. The effects of
fractions on IL-13 secretion from PBMCs were evaluated by enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA). The results showed that after 48 hours of PBMC culture in vitro in the presence of Wedelia
chinensis extracts, all crude ethanol extracts and fractionated extracts inhibit IL-18 secretion from
PBMCs, but the chloroform and n-butanol extracts have the strongest inhibitory effects. In

conclusion, Wedelia chinensis have in vitro inhibitory capacity on IL-14 secretion from PBMCs.
Keywords: Wedelia chinensis, peripheral blood mononuclear cells, IL-1/ secretion.

Dat van dé

Trong dan gian, da c6 rat nhiéu bai thudc st
dung cac ngudn duwoc liéu t tw nhién dwoc
dung dé diéu tri nhirng bénh ly lién quan dén réi
loan hé mién dich. Khi so sanh v&i thubc tan
duoc, cac bai thubc cé ngudn gbc duoc liéu
mang lai hiéu qua diéu tri tbt va han ché dang ké
cac tac dung phu. Vi vay, viéc nghién ctru thanh
phan hoéa hoc va céc tac dung dwoc ly cha cac
duwoc ligu la mot huong ngh|en clru day tiém
nang cho nén y hoc hién dai . Sai dat (Wedella
chinensis (Osbeck.) Merr., Asteraceae) dwoc st
dung rong rai trong Y hoc cb truyén véi cac
cong dung bao vé gan, tri ho, tiéu chay, vang da
va tri mot s6 bénh ngoai da. Cac nghién ciru
trong nhitng nam gan day cho thay sai dét co
tinh chong oxy hoa, khang viém, khang khuan
trc ché té bao ung thu va diéu hoa mién dich ¥
Tuy nhién, nhitng nghién clru vé tac dong cia
sai dat trén hé mién dich va cac té bao
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mién dich van con kha han ché. Nhiéu nghién
clru trwdrc day da tim thay trong cao con sai dat
c6 sy hién dién cua acid phenolic, mot sé
flavonoid va saponin la nhirng chat gay doc té
bao ¥ Sai dat cling dwoc chirng minh gay trc
ché sy tang sinh té bao don nhan (TBBN) trong
mau ngoai vi, la phan doan giau cac té bao
Iympho rat quan trong trong van dé bao vé co
thé chong lai cac yéu té6 méi trwong nhu vi
khuén, virus “

Cytokine interleukin-1B (IL-1B) 1a chét trung
gian chinh clia phan tng viém, can thiét cho kha
nang chéng lai madm bénh. Tuy nhién, IL-1PB
cling l1am trdm trong thém tén thuwong khi méc
bénh man tinh va tén thwong mé cép tinh 7,
IL-1 dwoc tiét ra tir cac TBDN, cé vai tro kich
thich té bao lympho B san xuét khang thé, hoat
hoa té bao lympho T ©. Vi vay, tac dong trc ché
tang sinh cla sai dat trén TBDN ciling c6 thé anh
hwdng dén sw san xuét interleukin clGa cac té
bao nay. Muc tiéu cla dé tai nay 1a nghién ctu
tac dong cla cac cao chiét sai dat (Wedelia
chinensis (Osbeck) Merr., Asteraceae) trén sy
san xuat IL-1p tv TBBN trong mau ngoai Vi
ngum nham gop phan lam hiéu rd hon tac dong
mién dich cta sai dat.
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Nguyén va
nghién ctru

D6i twong nghién cliru

Céac mau mau toan phan dworc thu thap tir 10
ngudi tinh nguyén khde manh, cho vao é6ng vo
khuén chira chat chéng déng EDTA.

Sai dat dwoc st dung trong nghién ctu la
phan cay trén mat dat & trang thai kho, do Céng
ty Dwoc liéu Viét Thao cung cip vao thang
06/2020. Mau dwoc dinh danh thuwc vat tai Bo
mén Thyc vat, Khoa Y, Pai hoc Québc gia TP.
HO Chi Minh truwéc khi tién hanh nghién ciu.
Phan khao sat thwe vat hoc cla sai dat, khao
sat do &m, do tro clia duoc liéu va khao sat so
bd thanh phan hoéa hoc cta dwoc liéu da duwoc
thwc hién trong cac nghién ciru trude . Duoc
liéu dwoc x&r ly so bd nhw sau: Mau duo’c ligu
dwoc rira sach nhdm loai bd bui, tap co hoc, dé
réo, say khoé & 50 °C trong trong 4 ngay lién tiép,
sau d6 dwgc xay min va sang qua ray 2 mm,
bdo quan trong chai thay tinh tranh anh sang.

Nguyén vat liéu

Buébng dém hemocytometer - Neubauer
(Quijing, Trung Quédc); kinh hién vi quang hoc 2
thi kinh (Olympus, Nhat Ban); méi trwdng nudi
cdy RPMI-1640 va phytohaemagglutinin (PHA)
(Gibco®, Thermo Fisher); huyét thanh thai bo
(Fetal Bovine Serum - FBS); khang sinh
(penicillin, streptomycin), trypan blue (Sigma);
dung dich ficoll (Hyclone®, Gelifesciences); kit
dinh lvong IL-1B (Invitrogen)

Phwong phap nghién ciru

Diéu ché cao toan phan ethanol va cdc
cao phan doan

Dwa theo két qua cla nghién ctru tredce day
duoc ligu khé dwoc nghién va ray qua ray co
dwong kinh 2 mm. Sau d6, bét dwoc liéu duoc
ngam trong ethanol 50 % voi ti 1& 1:10 (kg/L)
trong 72 gi®. Dich chiét dwoc thu hdi va co bang
may cb quay ap suat gidm & nhiét d6 50 °C, sau
do dé trén bép cach thiy & 60 °C cho dén khi
thu dwgc cao dac (cao TP) dat db Am va hiéu
suét chiét 1an lwot 1a 9,97% va 24,08%. Sau d6
cao TP tiép tuc duwoc ldc phan bd 1an lwot voi
cac dung méi c6 dd phan cuc tang dan:
n-hexan (Hex), cloroform (CF), ethyl acetat (EA),
n-butanol (Bu) véi ti 1é nwéc - dung maoi la 1:1
(VIV). V&I mbi phan doan dich chiét thu dwoc, co
quay ap suat gidm & 50 °C dé loai bd dung méi.
Phan dung mdi con lai dugc béc hoi trong ti hat
cho t&i khdi lwong khéng dbi, thu dwoc cac cao
dac Hex, CF, EA va Bu cé dd am lan lwot 1a
11,01%; 9,35%; 9,54%; 12,9% va dat hiéu suéat
chiét 1an luot 12 0,83%; 5,81%; 4,23% va 3,01%.

liéu phwong phap

Phéan Iap TBDN tr mdu ngwoi toan phan

Thiét k& quy trinh nghién clru da dwoc xem
xét va chap thuan béi Hoi ddng dao dirc ctia Dai
hoc Y Dugc Thanh phd H6 Chi Minh theo Quyét
dinh sb6 325/HPDD-PHYD, ngay 12 thang 05
nam 2020. MAu méau toan phan chéng déng
bang EDTA (acid ethylenediaminetetraacetic)
dwoc thu thap tir 10 ngwoi tinh nguyén khoe
manh. Toan bd qua trinh phan lap TBDN tir mau
toan phan dwoc thuc hién trong diéu kién vo
trung trong vong 4 gi® ké t thoi diém lay mau.
Quy trinh phan lap TBBN dwoc tién hanh theo
hwéng dan cla nha san xuét dung dich ficoll
Hyclone®. Mau toan phan dwoc pha lodng véi
dém PBS 1X theo ti & 1:2 (v/v). Thém dung dich
ficoll vao mau pha loéng theo ti1& 1,5:2 (v/v). Ly
tam véi téc dd 400 xg trong 30 phut & 20 °C. Hut
lép TBDN va dem rira hai lan v&i 6 mL dém
PBS 1X. Ly tam v&i téc d6 80 xg trong 10 phut &
20°C. Can TBBN dwoc phan tan vao moi trdng
nudi cdy hoan chinh (MTNCHC) gém méi
trwdng RPMI 1640 chra hén hop khang sinh
penicillin/streptomycin 1% va FBS 10% (v/v). T
lé té bao sbng duoc xac dinh bang phuwong
phap nhuém trypan blue va dém té bao bang
budng dém Hemocytometer.

Danh gia tic déng trc ché sw tiét IL-18
ttr cdc TBDN bdi cao toan phan va cao
phéan doan sai dat

Do phan doan cao Hex rat kém tan trong
MTNCHC nén khéng dwoc chon dé khao sat tac
dong tre ché sw tiét IL-18. Cac ndng do cao toan
phan va cao phan doan CF, EA va Bu cla sai
dat dwoc chuan bj bdng cach pha lodng dung
dich cao géc 40 mg/mL vao MNTCHC dé thu
dwoc cac dung dich cao ¢6 ndng dd 0,1; 1; 10;
100 ppm, sau d6 loc qua mang loc tiét khuan
0,22 pym trwéc khi cho vao méi trwong thir
nghiém. Quy trinh danh gia tac déng (rc ché sy
tiét IL-1B tr cac TBDN bdi cao toan phan va cao
phan doan sai dét duoc thye hién trén dia nudi
cay té bao 96 giéng day bang v6 khuén c6 nap
Mau th gdbm 50 pL huyén dich 1 x 10° té
bao/mL va 50 pL dich chiét cao. Mau chirng am
gdm 50 pL huyén dich 1 x 10° t& bao/mL va
50 yL MTNCHC. MAu trang the» gém 50 ul dich
chiét cao toan phan hoic cac cao phan doan &
cac néng dod khac nhau va 50 yl MTNCHC. Mau
trdng chirng &m la 100 uL MTNCHC. U céac dia
96 giéng trong ti &m & nhiét do 37 °C, d6 &m
95 + 5% v&i 5% CO,. Sau 48 gi¢ 0, thu toan bd
dich nuéi cdy & mbi giéng, ly tdm &
1500 vong/phut trong 5 phut va lay phan dich ly
tam dé dinh lwong néng d6 IL-1B. Quy trinh
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dinh lvegng IL-1B duwgc thwc hién theo hwéng
dan clGa nha san xuat bod kit dinh lwong IL-1B
bang phwong phap ELISA (Invitrogen®): pha
lodng dung dich IL-1B chuan gbc 2500 pg/ml v&i
dung dich dém pha loang chuén dé cé cac dung
dich IL-1B theo day néng do 250; 125; 62,5;
31,2; 15,6; 7,8; 3,9 pg/ml. Néng d6 IL-1B trong
méi trwong nudi cdy dwoc xac dinh dwa vao
phwong trinh tuyén tinh gitra néng d6 chuén IL-
1B va do hap thu. D6 hap thu ctia mau thir duoc
do & bwdc séng 450 nm. Tién hanh thi nghiém 3
lan va 4y két qua trung binh.

Xt ly théng ké

S6 lieu dwoc x&r Iy bang phan mém Microsoft
Excel 2013. Két qua duoc biéu dién dwoi dang
trung binh (mean) + d6 léch chuadn (SD -
standard deviation). Sy khac biét gilra cac gia tri
trung binh dwoc danh gia bing phép kiém t-test.
Dung F-test d& kiém tra y nghfa phwong trinh
hdi quy. Su khac biét dwoc coi 1a c6 y nghia
théng ké néu gia tri p < 0,05.

Keét qua nghién cliru

Xay dwng dwong tuyén tinh nong do
chuan IL-1B

Vi néng d6 IL-1B cla ngudi thudng rat thap
nén khodng tuyén tinh cta IL-1B dwoc xac dinh
trong nghién ctu nay la 3,9 - 250 pg/mL. Dung
F-test dé kiém tra y nghia phuong trinh héi quy
(dang Y = aX + b) thAyhésbacoy nghia va hé
s6 b c6 y nghia. Do d8, phwong trinh hdi quy
cta IL-1B 1a Y = 0,0119X + 0,0602 (R? = 0,9997)
(hinh 1).

y=0,0119x + 0,0602
3 R?=0,9997

D6 hap thu

0 50 100 150 200 250 300
Nong dé IL-1 chuén (pg/mL)
Hinh 1. Buong tuyén tinh cda IL-18 chuén

Két qua danh gia tac dong rc ché sw tiét
IL-1B tr TBDN béi cao toan phan va cao
phan doan sai dat

Sau 48 gi®, ndng d6 IL-1B do dwoc & cac
mau té& bao tiép xuc véi cac cao chiét & cac
néng d6 khao sat gidm so v&i mau chivrng. Diéu
nay chirng t& cao toan phan va cac cao phan
doan co wc ché sy tiét IL-1B tr TBDN. O cac
mau cao toan phan, nong do IL-1B trong mau
cao 1 ppm giam 1,81 lan so v&i mau chirng cé y
nghla thong ké (p = 0,039 < 0,05), trong khi s
giam & cac nong dd khac la khéng dang ké
(p > 0,05). Cac mau cao EA ciing dwgc ghi nhan
c6 e ché sy san xuét IL-18 bdi TBDN nhung
khong theo day néng dd. O’ cac mau cao CL va
cao Bu, khéng xac dinh dwoc lwong IL-18 & tat
ca cac ndng do khao sat tir 0,1-100 ppm, chirng
t6 cac phan doan nay da (¢ ché manh sy san
xuét IL-1B ctia TBDN (bang 1).

Bang 1. Két qué dinh lwong IL-1B ctia cac mau té bao nudi cay sau 48 gior

Loai cao chiét Nong do cao

Néng dé IL-1B

Ti Ié IL-1B trong mau the Gid trip

(ppm) (pg/ml) gidm so véi chirng (%)
0,1 4,63 1,07 35,51 0,072
Cao TP 1 4,97 £ 0,93 30,77 0,097
10 4,27 +1,02 40,52 0,050
100 3,96 +0,78° 44,84 0,039
0,1 - 100
1 - 100
CF 10 - 100
100 - 100
0,1 7,08 £0,18 1,39 0,912
EA 1 7,06 £ 0,24 1,67 0,767
10 589 +1,15 17,96 0,291
100 4,91 +091 31,61 0,091
0,1 - 100
1 - 100
Bu 10 - 100
100 - 100
Chdeng 7,18 £1,42

a: khéc biét cé y nghia théng ké so véi méu ching (p < 0,05); (-): khdng xéac dinh duoc néng dé IL-18
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Ban luan

Nghién clru nay chon dung méi chiét cao
toan phan sai dat la ethanol 50% dwa trén két
qua khao sat ctia mot nghién ctru trwoc . Két
qua dinh tinh so bd thanh phan héa hoc trong
cac nghién ciru trwdc cho thdy cao toan phan
sai dat cé chira nhiéu thanh phan, gdm cac hop
chat phenolic, coumarin, flavonoid, saponin,
tannin, dwong khtr, triterpenoid 19 Phan doan
cloroform cé chira cac hop chét kém phan cuc
thudc nhém triterpenoid, coumarin va chira it
hop chat phenolic, 1a nhitng nhém hop chéat da
dwoc ghi nhan co tac déng khang viém va diéu
hoa mi&n dich "' Bidu nay phu hop vai cac
nghién clru trwéc day cho thay sai dat cé tac
dung khang viém, didu hoa mién dich ['>'9,

IL-1B 1& mot cytokin tién viém doéng vai tro
quan trong trong hé mién dich. IL-1B kich thich
té bao lympho B biét héa, san xuét khang thé va
kich thich t& bao Th tiét IL-2, la cytokin cé vai trd
kich thich hdu hét cac té bao mién dich tang
sinh va phat trién "1, Do d6, sy gidm san xuét
IL-1B s€ gay anh hwéng nghiém trong t&i chic
nang cta cac té bao mién dich trong dé co
lympho T va lympho B. Trong nghién ctru nay,
tAt ca cac cao chiét sai dat & cac néng dd khao
sat déu lam gidm sy san xuét IL-1B cla té bao
TBDN sau 48 gid tac dong cho thay t& bao da bi
suy gidm vé sb lwong hodc chirc nang dwdi tac
doéng cla cac cao chiét sai dat. Nghién ciru cla
Maiji cho thay cao chiét sai dat cé tac dong lam
giam su tiét IL-1B tir cac té bao TBDN chudt, tac
dung nay cé thé do wedelolacton (WL) va
demethyl wedelolacton (DWL) . Cac phan
doan cao CF va Bu (rc ché manh nhét sy san
xuat IL-1B cha cac té bao TBDN, co thé lién
quan dén sy hién dién cia nhém hop chét
triterpen va saponin triterpen trong cao chiét.
Céc hop chét triterpen dwoc ghi nhan c6 tinh e
ché sw ting sinh cla lympho T va (¢ ché sy
san xuét cytokin ctia cac t& bao TBDN . Ngoai
ra, saponin cing dwoc ghi nhan cé tinh diéu hoa
mién dich théng qua tac dong lam gidm sén xuét
cac cytokin cta cac TBDN bao gém IL-1B, IL-6
va TNF-a " Néng d6 IL-1p giam dan dén sy
gidm kich thich céc té bao lympho B va té bao
Th tang sinh va biét héa. Diéu nay phu hop voi
két qua clia mot nghién clru trudc dé ghi nhan
phan doan CF tir sai dat 1am gidm ndng d6 IL-2,

mot cytokin mién dich do cac t& bao Th san
xuat, sau 48 gio» nudi cay "% IL-2 c6 vai tro kich
thich hau hét cac té bao mién dich tang sinh va
phat trién do d6 khi néng dd IL-2 giam, sw ting
sinh va phat trién cla cac té bao mién dich ciing
bi trc ché '],

Nghién clru nay méi chi danh gia tac dong
trc ché clia cac cao chiét sai dat 1én sw tiét IL-1P
t» TBDN so v&i cac mau déi chirng am (mau
khéng c6 chira cao chiét) ma chua so sanh véi
mau dbi chirng dwong. Day 1a phan han ché cta
dé tai, vi vay can thém cac nghién ctru tiép theo
xac dinh dwoc méc dé &c ché cla cao chiét
sai dat trén IL-1B v&i mau dbdi chirng duong
thich hop.

Két luan

Nghién ctru nay chirng minh cao phan doan
CF va Bu cla sai dat cé kha néng trc ché manh
nhét sy tiét IL-1p tir TBDN. Két qua nghién ctru
nay c6 thé dwoc sir dung cho cac thr nghiém
tac dung dueoc ly lién quan.
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