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LỜI CAM ĐOAN 

 Tôi cam đoan đây là công trình nghiên cứu của riêng tôi và một số kết quả 

cùng cộng tác với các cộng sự khác. 

 Các số liệu kết quả nêu trong luận văn này là trung thực, một phần đã được 

công bố trên các hội nghị, phần còn lại chưa được ai công bố trong bất cứ công trình 

nào khác. 

 Nếu có gì sai sót, tôi xin hoàn toàn chịu trách nhiệm 
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(Ký và ghi rõ họ tên) 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

ii 
 

LỜI CẢM ƠN 

 Em xin chân thành cảm ơn thầy TS. Hồ Ngọc Anh, Viện Sinh học - Viện Hàn 

lâm Khoa học và Công nghệ Việt Nam đã tận tình hướng dẫn, định hướng các tư duy 

và cách làm việc khoa học tạo điều kiện tốt nhất để em hoàn thành đồ án tốt nghiệp. 

 Em xin gửi lời cảm ơn sâu sắc đến thầy TS. Đặng Bảo Sơn, Viện Công nghệ 

Sinh học và Công nghệ Thực phẩm, Trường Đại học Mở Hà Nội đã đưa ra những lời 

khuyên, chỉ bảo tận tình trong quá trình học tập cũng như đồ án tốt nghiệp này. 

 Em xin chân thành cảm ơn các thầy, cô tại Trường Đại học Mở Hà Nội. Đặc 

biệt là các thầy cô trong Viện Công nghệ Sinh học và Công nghệ Thực phẩm đã truyền 

đạt những kiến thức bổ ích, tạo mọi điều kiện trong quá trình học tập nghiên cứu giúp 

chúng em có hành trang vững chắc trước khi tốt nghiệp. 

 Cuối cùng, em xin gửi lời cảm ơn chân thành đến gia đình, bạn bè đã luôn 

động viên, chia sẻ cũng như đồng hành cùng em trong suốt chặng đường vừa qua. 

 Em xin chân thành cảm ơn. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

iii 
 

MỤC LỤC 

 

LỜI CAM ĐOAN ...................................................................................................... i 

LỜI CẢM ƠN ........................................................................................................... ii 

MỤC LỤC ................................................................................................................ iii 

DANH MỤC TỪ VIẾT TẮT .................................................................................... v 

DANH MỤC BẢNG ............................................................................................... vii 

DANH MỤC HÌNH ẢNH ..................................................................................... viii 

I. Đặt vấn đề ....................................................................................................... 1 

1.1. Tính cấp thiết của đề tài............................................................................. 1 

1.2. Mục tiêu và nội dung nghiên cứu. ............................................................. 2 

1.3. Tính sáng tạo, tư duy hệ thống và tư duy thiết kế ................................... 2 

1.4. Các yếu tố phục vụ cộng đồng ................................................................... 6 

II. Tổng quan tài liệu .......................................................................................... 8 

2.1. Hoạt chất Huperzine A............................................................................... 8 

2.2. Tổng quan về Acetylcholinterase (AchE). .............................................. 11 

2.3. Hoạt chất Adenosine, Cordycepin và nấm trùng thảo Cordyceps 

militaris ................................................................................................................. 12 

2.4. Bệnh Alzheimer và sa sút trí tuệ ............................................................. 14 

2.5. Tế bào F11 và mô hình tổn thương bằng 6-OHDA ............................... 17 

2.6. Nghiên cứu trong nước và ngoài nước ................................................... 18 

III. Vật liệu và phương pháp nghiên cứu ......................................................... 19 

3.1. Vật liệu nghiên cứu. .................................................................................. 19 

3.2. Hóa chất và dụng cụ chính. ..................................................................... 19 



 
 

iv 
 

3.3. Một số thiết bị cần sử dụng...................................................................... 20 

3.4. Phương pháp nghiên cứu ......................................................................... 21 

3.4.1. Phương pháp định tính, định lượng HupA bằng HPLC-DAD .............. 22 
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phương pháp ô bàn cờ (ô tổ hợp) ........................................................................ 25 
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I. Đặt vấn đề 

1.1. Tính cấp thiết của đề tài 

Bệnh Alzheimer (Alzheimer’s disease, AD) là nguyên nhân phổ biến nhất của 

sa sút trí tuệ, chiếm khoảng 60–70% số trường hợp. Năm 2021, ước tính có khoảng 

57 triệu người sống chung với sa sút trí tuệ trên toàn cầu; gánh nặng này tiếp tục tăng 

cùng quá trình già hóa dân số [1,2]. 

AD là bệnh thoái hóa thần kinh đa yếu tố, liên quan đến amyloid-β, protein tau, 

suy giảm dẫn truyền cholinergic, rối loạn synapse, stress oxy hóa, viêm thần kinh và 

mất tế bào thần kinh [2]. Bên cạnh các thuốc điều trị triệu chứng như thuốc ức chế 

acetylcholinesterase và memantine, các liệu pháp kháng amyloid đã mở rộng lựa chọn 

điều trị ở AD giai đoạn sớm; tuy nhiên hiệu quả, độ an toàn và khả năng tiếp cận vẫn 

còn những giới hạn [3,4]. Vì vậy, các chiến lược tác động trên nhiều đích sinh học 

vẫn là hướng nghiên cứu đáng quan tâm. 

Huperzine A (HupA) là alkaloid ức chế acetylcholinesterase thuận nghịch, đồng 

thời có một số tác dụng bảo vệ thần kinh trong các mô hình tiền lâm sàng [5–7]. 

Adenosine tham gia điều hòa dẫn truyền thần kinh qua các thụ thể purinergic, còn 

cordycepin (3′-deoxyadenosine) được ghi nhận có hoạt tính chống stress oxy hóa, 

chống viêm và bảo vệ tế bào ở một số mô hình thực nghiệm [8–12]. Các cơ chế này 

tạo cơ sở để khảo sát khả năng bổ trợ của HupA với adenosine và cordycepin, nhưng 

không mặc nhiên chứng minh tính hiệp đồng. 

Trong nghiên cứu này, HupA được thu nhận từ sinh khối nấm nội sinh 

Penicillium sp. LĐL4.4; adenosine và cordycepin được cung cấp dưới dạng cao chiết 

Cordyceps militaris. Khoảng trống cần làm rõ là hoạt tính của tổ hợp trên cùng một 

chuỗi phép thử gồm ức chế AChE, duy trì hoạt tính chuyển hóa của tế bào F11 chịu 

tổn thương bởi 6-OHDA và hình thành neurite. 

Xuất phát từ các cơ sở trên, đề tài “Đánh giá khả năng ức chế enzyme 

acetylcholinesterase, bảo vệ và kích thích tăng trưởng sợi thần kinh của hỗn hợp 

Huperzine A, Adenosine và Cordycepin” được thực hiện nhằm làm rõ tiềm năng của 
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một tổ hợp hoạt chất tự nhiên theo định hướng đa mục tiêu [2,5,8,10]. Việc đánh giá 

đồng thời tác dụng của hỗn hợp trên ba phương diện gồm ức chế enzyme AChE, bảo 

vệ tế bào thần kinh và kích thích tăng trưởng neurite sẽ góp phần bổ sung bằng chứng 

thực nghiệm cho chiến lược hỗ trợ điều trị bệnh thoái hóa thần kinh bằng hoạt chất 

tự nhiên có chuẩn hóa [2,3,7,13]. Nếu chứng minh được hiệu quả phối hợp, nghiên 

cứu này không chỉ có ý nghĩa về mặt học thuật mà còn có thể tạo tiền đề cho các 

nghiên cứu sâu hơn theo hướng phát triển sản phẩm hỗ trợ thần kinh có nguồn gốc tự 

nhiên, phù hợp với điều kiện nghiên cứu và nguồn nguyên liệu trong nước [13–15]. 

1.2. Mục tiêu và nội dung nghiên cứu. 

Mục tiêu nghiên cứu 

Đánh giá in vitro khả năng ức chế AChE, bảo vệ tế bào F11 trước tổn thương 

do 6-OHDA và thúc đẩy hình thành neurite của HupA, adenosine, cordycepin và công 

thức phối hợp được lựa chọn. 

Nội dung nghiên cứu 

Nghiên cứu gồm bốn nội dung: (i) thu nhận, tinh sạch và định lượng HupA; (ii) 

thu nhận cao chiết C. militaris và định lượng adenosine, cordycepin; (iii) sàng lọc tỷ 

lệ phối hợp trên phép thử ức chế AChE; và (iv) đánh giá công thức được lựa chọn 

trên mô hình tế bào F11 và phép đo hình thành neurite. Kết quả được xem là bằng 

chứng sàng lọc in vitro, làm cơ sở cho các nghiên cứu xác nhận tiếp theo. 

1.3. Tính sáng tạo, tư duy hệ thống và tư duy thiết kế 

 Tính sáng tạo 

(1) Cách tiếp cận “đa mục tiêu” có kiểm chứng cộng hợp trên 3 trục tác động then 

chốt 

Điểm sáng tạo của đề tài nằm ở việc không đánh giá rời rạc từng tác dụng, mà 

thiết kế nghiên cứu để định lượng hiện tượng cộng hợp (synergism) đồng thời trên ba 
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cơ chế liên quan trực tiếp sinh lý bệnh Alzheimer: ức chế AChE – bảo vệ tế bào thần 

kinh – kích thích tăng trưởng neurite.  

(2) Tổ hợp hoạt chất và hướng tạo sản phẩm ứng dụng mới 

Đề tài đặt trọng tâm phối hợp Huperzine A với nhóm hoạt chất từ Cordyceps 

militaris (Adenosine, Cordycepin) và đánh giá tác động cộng hợp dựa trên các phép 

thử sinh học; hướng nghiên cứu này được định hướng tạo ra sản phẩm mới và trong 

đồ án có nêu đây là hướng “chưa từng có trên thị trường” cho phối hợp HupA + trùng 

thảo.  

(3) Tính sáng tạo về nguồn nguyên liệu HupA theo hướng bền vững 

Thay vì phụ thuộc vào nguồn thực vật quý hiếm, đề tài kế thừa hướng thu 

HupA từ sinh khối nấm nội sinh (Penicillium sp. LĐL4.4) nhằm gia tăng tính khả thi, 

chủ động nguyên liệu và giảm áp lực khai thác thạch tùng răng cưa (được nêu là dược 

liệu quý hiếm).  

(4) Chuẩn hóa – định lượng (QC) làm nền cho đánh giá hiệp đồng 

Điểm mới về mặt triển khai là chuẩn hóa/định lượng HupA, Adenosine, 

Cordycepin bằng HPLC-DAD trước khi bước sang tối ưu phối trộn và thử nghiệm 

sinh học, giúp kết quả cộng hợp có cơ sở định lượng, giảm sai lệch do “không biết 

chính xác hàm lượng hoạt chất trong mẫu”. 

Tư duy hệ thống (Systems thinking) 

(1) Nhìn đề tài như một hệ thống “đầu vào → xử lý → đầu ra → phản hồi” 

Đồ được tổ chức theo chuỗi logic của một hệ thống nghiên cứu: 
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Nguồn nguyên liệu (sinh khối nấm/ trùng thảo) → tách chiết – tinh sạch → 

định lượng/chuẩn hóa → tối ưu tỷ lệ phối hợp bằng ô bàn cờ → đánh giá 3 hoạt tính 

sinh học → phân tích cộng hợp bằng mô hình thống kê–sinh học.  

(2) Quản trị phụ thuộc giữa các cấu phần (interdependencies) 

Độ tinh sạch và định lượng là điều kiện nền để quy đổi liều/đáp ứng đúng khi 

tính IC50 và so sánh đơn chất–hỗn hợp 

Ba hoạt tính không độc lập: ức chế AChE cải thiện dẫn truyền cholinergic; bảo 

vệ tế bào giảm chết tế bào do độc chất; neurite outgrowth hướng tới phục hồi kết nối 

synapse—tạo nên “bộ ba bổ sung lẫn nhau” theo đúng giả thuyết hệ thống của đề tài.  

(3) Tư duy hệ thống theo vòng lặp tối ưu (feedback loop) 

Kết quả của mỗi mô-đun sẽ quay về điều chỉnh mô-đun trước đó: nếu tỷ lệ tối ưu 

theo AChE chưa tối ưu cho bảo vệ tế bào/neurite, nghiên cứu sẽ quay lại bước ô bàn 

cờ để tinh chỉnh tỷ lệ; nhờ vậy hệ thống nghiên cứu có cơ chế phản hồi để hội tụ vào 

“công thức tối ưu đa tiêu chí”.  

Tư duy thiết kế (Design thinking) 

(1) Đồng cảm (Empathize) – xuất phát từ nhu cầu người dùng/đối tượng hưởng 

lợi 

Đồ án nêu bối cảnh Alzheimer gia tăng, điều trị hiện tại còn hạn chế (chủ yếu đơn 

cơ chế) và việc phối hợp thuốc hiện có vẫn có vấn đề tác dụng phụ  

. Vì vậy, nhu cầu thực tế là một hướng tiếp cận hỗ trợ điều trị an toàn hơn, đa mục 

tiêu và có khả năng ứng dụng. 

(2) Xác định vấn đề (Define) – chuyển nhu cầu thành “bài toán thiết kế” 
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Bài toán được xác định rõ: xây dựng và kiểm chứng một tổ hợp hoạt chất tự nhiên 

có thể tác động đồng thời lên 3 mục tiêu (AChE–neuroprotection–neurite) và đo được 

mức “cộng hợp”, thay vì chỉ cải thiện một chỉ số đơn lẻ.  

(3) Hình thành ý tưởng (Ideate) – chọn giải pháp phù hợp bối cảnh 

Giải pháp thiết kế được đề xuất là phối hợp HupA + Adenosine + Cordycepin dựa 

trên cơ sở tác dụng sinh học và định hướng đa mục tiêu, đồng thời gắn với định hướng 

ứng dụng tạo sản phẩm hỗ trợ (TPBVSK) cho người Việt trong các giai đoạn phát 

triển.  

(4) Tạo mẫu (Prototype) – “nguyên mẫu” ở đây là công thức tỷ lệ phối hợp tối ưu 

Nguyên mẫu không phải là dạng bào chế cuối cùng ngay, mà là tỷ lệ phối hợp tối 

ưu thu được từ ma trận ô bàn cờ, có kèm chuẩn hóa hàm lượng hoạt chất bằng HPLC-

DAD để đảm bảo tái lập. 

(5) Kiểm thử (Test) – đánh giá theo bộ tiêu chí đa chiều, có lặp và so sánh 

Nguyên mẫu công thức sẽ được “test” theo 3 bài kiểm then chốt đúng thiết kế đồ 

án: 

AChE in vitro (DTNB) → IC50  

Bảo vệ tế bào thần kinh F11 + 6-OHDA (WST-8)  

Neurite outgrowth (staining kit, đo OD)  

Sau đó, kết quả được tổng hợp để xác định “cộng hợp” theo mô hình phân tích dự 

kiến. 
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1.4. Các yếu tố phục vụ cộng đồng 

(1) Đáp ứng nhu cầu sức khỏe cộng đồng về suy giảm trí nhớ/sa sút trí tuệ 

Nhu cầu sử dụng các sản phẩm/giải pháp hỗ trợ tăng cường trí nhớ đang tăng 

và phục vụ nhiều nhóm tuổi khác nhau. Đồng thời, Alzheimer là bệnh chưa có thuốc 

chữa khỏi hoàn toàn nên nhu cầu về giải pháp hỗ trợ đa mục tiêu là rất cấp thiết.  

(2) Góp phần giảm gánh nặng cho người bệnh – gia đình – xã hội theo hướng “hỗ trợ 

điều trị” 

Đề tài hướng tới đánh giá tổ hợp hoạt chất trên 3 trục: ức chế AChE – bảo vệ 

tế bào thần kinh – kích thích neurite, nhằm tạo cơ sở khoa học cho các hướng hỗ trợ 

duy trì chức năng nhận thức và liên kết thần kinh.  

(3) Tăng khả năng tiếp cận giải pháp trong nước thông qua chuẩn hóa hàm lượng và 

minh bạch chất lượng 

Thực tế thị trường Việt Nam có nhiều sản phẩm “bổ não”, nhưng các sản phẩm 

có thành phần HupA phần lớn nhập khẩu, sản phẩm trong nước có HupA “chưa nhiều 

và không được làm rõ hàm lượng”; đồng thời hiện chưa có sản phẩm kết hợp thành 

phần chính từ Huperzine A và trùng thảo (Cordyceps militaris).  

 Vì vậy, hướng nghiên cứu chuẩn hóa bằng HPLC-DAD để định tính–định 

lượng các hoạt chất sẽ tạo nền tảng cho việc phát triển sản phẩm có kiểm soát chất 

lượng tốt hơn phục vụ cộng đồng. 

(4) Hướng tới giải pháp hỗ trợ có tiềm năng an toàn hơn so với một số phác đồ phối 

hợp hiện hành 

Đồ án chỉ ra việc phối hợp donepezil và memantine tuy hiệu quả nhưng vẫn 

có “nhiều tác dụng phụ, nguy hiểm đối với người sử dụng”, vì vậy nhu cầu tìm hướng 

bổ trợ phù hợp là có cơ sở. Đồng thời HupA được xem là hoạt chất hỗ trợ phòng và 

điều trị AD với “ít tác dụng phụ” thông qua ức chế AChE, tạo nền cho lựa chọn tổ 

hợp hoạt chất theo hướng cộng hợp.  
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(5) Bảo tồn nguồn dược liệu và phát triển bền vững nguồn nguyên liệu hoạt chất 

HupA thường được chiết xuất từ thạch tùng răng cưa, trong khi tại Việt Nam 

đây là “loài cây dược liệu quý hiếm” thuộc danh sách đỏ; do đó hướng khai thác/nuôi 

cấy và tận dụng nguồn sinh học thay thế là có ý nghĩa cộng đồng và môi trường. Đề 

tài lựa chọn hướng tách chiết, tinh sạch HupA từ sinh khối nấm Penicillium sp. 

LĐL4.4, góp phần giảm phụ thuộc vào khai thác dược liệu tự nhiên.  

(6) Thúc đẩy liên kết viện–trường–doanh nghiệp và tạo giá trị cho chuỗi sản xuất 

trong nước 

Nguyên liệu trùng thảo được cung cấp từ doanh nghiệp trong nước, cho thấy 

khả năng liên kết nguồn lực để tạo chuỗi giá trị “nuôi trồng – chiết xuất – chuẩn hóa 

– đánh giá hoạt tính”, tăng tiềm năng chuyển giao sau nghiên cứu. Đồng thời định 

hướng của nhóm nghiên cứu ở các giai đoạn tiếp theo là hướng đến sản phẩm hỗ trợ 

phòng/điều trị SSTT, trong đó có AD, phù hợp mục tiêu phục vụ cộng đồng.  

(7) Lan tỏa tri thức và năng lực nghiên cứu cho cộng đồng khoa học – đào tạo 

Việc chuẩn hóa quy trình sàng lọc nhanh trên phiến 96 giếng và xây dựng hệ đánh 

giá cộng hợp (ô bàn cờ) trên 3 hoạt tính chính giúp tạo một “khung phương pháp” có 

thể tái sử dụng/đào tạo và mở rộng cho các nghiên cứu hoạt chất tự nhiên khác.  
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II. Tổng quan tài liệu 

2.1.  Hoạt chất Huperzine A 

 

Hình 1. Cấu trúc phân tử của Huperzin A 

Huperzine A (HupA) là một alkaloid thuộc nhóm Lycopodium, được phân lập từ 

các loài thuộc họ Lycopodiaceae, đặc biệt là Huperzia serrata, và từ lâu đã được xem 

là một trong những hoạt chất tự nhiên tiêu biểu có tiềm năng ứng dụng trong điều trị 

bệnh AD[5,16]. HupA thu hút sự quan tâm lớn của giới nghiên cứu do vừa có nguồn 

gốc tự nhiên, vừa thể hiện hoạt tính sinh học rõ rệt trên hệ thần kinh trung ương [5,6]. 

Các tổng quan dược lý cho thấy HupA đã được phát triển như một thuốc điều trị AD 

tại Trung Quốc, đồng thời cũng được lưu hành dưới dạng thực phẩm bổ sung ở một 

số thị trường khác [5,16]. 

 

Hình 2. Cây Thạch tùng răng cưa Huperzia serrata 
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Về cơ chế tác dụng, HupA nổi bật nhất với vai trò là chất ức chế AChE có tính 

thuận nghịch, mạnh và tương đối chọn lọc [5,6]. Việc ức chế AChE giúp làm tăng 

nồng độ acetylcholine tại khe synapse, qua đó cải thiện dẫn truyền cholinergic, một 

trục bệnh sinh quan trọng trong suy giảm nhận thức ở bệnh AD [5,6]. Liang và cộng 

sự cho thấy HupA có tác dụng làm tăng nồng độ acetylcholine ở vỏ não chuột và kéo 

dài tác dụng hơn so với một số thuốc đối chứng như donepezil và rivastigmine trong 

mô hình thực nghiệm [17]. Những dữ liệu này củng cố cơ sở cho việc xem HupA như 

một hoạt chất có giá trị trong định hướng hỗ trợ điều trị AD [5,17].  

Bên cạnh tác dụng trên AChE, HupA còn được ghi nhận có nhiều đặc tính bảo vệ 

thần kinh khác ngoài cơ chế cholinergic đơn thuần [5,6]. Các bài tổng quan và nghiên 

cứu tiền lâm sàng cho thấy HupA có thể làm giảm độc tính do amyloid-β, hạn chế 

stress oxy hóa, cải thiện rối loạn chức năng ty thể và giảm tổn thương chết tế bào thần 

kinh trong nhiều mô hình thực nghiệm [5,6]. Qian và Ke nhận định rằng HupA có 

tiềm năng vượt khỏi vai trò của một thuốc cải thiện triệu chứng, hướng tới đặc tính 

điều biến tiến trình bệnh trên nhiều mắt xích bệnh sinh của Alzheimer [5]. Vì vậy, 

HupA thường được xem là một ứng viên phù hợp trong chiến lược tiếp cận đa mục 

tiêu đối với bệnh thoái hóa thần kinh [5,6]. 

Một điểm đặc biệt quan trọng đối với đề tài này là HupA còn có liên quan đến 

quá trình tăng trưởng và biệt hóa thần kinh [7]. Tang và cộng sự đã chứng minh rằng 

HupA làm tăng tiết nerve growth factor ở tế bào thần kinh đệm vỏ não chuột nuôi cấy, 

đồng thời làm tăng số lượng tế bào PC12 mang neurite [7]. Kết quả này cho thấy 

HupA không chỉ tác động trên trục ức chế AChE mà còn có khả năng hỗ trợ tăng 

trưởng sợi thần kinh, tức một chỉ tiêu có ý nghĩa trong phục hồi kết nối synapse và 

chức năng neuron [7]. Chính đặc tính tác động đa hướng này khiến HupA trở thành 

thành phần trung tâm hợp lý trong các nghiên cứu phối hợp với các hoạt chất tự nhiên 

khác [5,7]. 

Ở Việt Nam, thạch tùng răng cưa là loài cây dược liệu quý hiếm, thuộc danh 

sách "đỏ" trong Chương trình Nghiên cứu bảo tồn và phát triển nguồn gen quý hiếm 

về cây thuốc. Việc nghiên cứu phân lập các chủng nấm nội sinh trong cây H. serrata 

có khả năng sản sinh hoạt chất HupA đã được các nhà khoa học quan tâm nhằm thay 
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thế, tăng cường lượng HupA cho ngành công nghiệp dược. Đã có nhiều kết quả nghiên 

cứu khả quan được công bố, đặc biệt là ở Trung Quốc – nơi có cây H. serrata phân 

bố nhiều. Trong khuôn khổ của các đề tài cấp Nhà nước thuộc Chương trình khoa học 

và công nghệ trọng điểm cấp Quốc gia giai đoạn 2016 – 2020: “Nghiên cứu ứng dụng 

và phát triển công nghệ tiên tiến phục vụ bảo vệ và chăm sóc sức khỏe cộng đồng” 

và đề tài KC.10/16-20: “Nghiên cứu bào chế viên nang chứa hoạt chất Huperzine A 

được tách chiết từ một số chủng nấm phân lập từ cây Thạch tùng răng cưa (Huperzia 

serrata)”, mã số KC10.01/16-20 (2016-2019) do TS. Lê Thị Minh Thành, Viện Công 

nghệ sinh học làm chủ nhiệm đã phân lập được 296 chủng nấm nội sinh từ cây dược 

liệu H. serrata tại Langbiang – Đà Lạt – Lâm Đồng và Vườn Quốc gia Hoàng Liên – 

Lào Cai, Việt Nam. Bằng phương pháp sắc ký màng mỏng (TLC) và sắc ký hiệu năng 

cao (HPLC), nhóm đề tài đã xác định được 05 chủng vi nấm có khả năng sinh tổng 

hợp hoạt chất HupA (Penicillium reticulisporum Tsp41, Penicillium sp. LĐL4.4, 

Fusarium sp. Rsp5.2, Xylaria sp. Tsp20 và Fungal endophyte sp. Tsp25)[14]. Trong 

đó chủng Penicillium sp. LĐL4.4 được chọn làm chủng giống gốc cho lên men sản 

xuất HupA quy mô 500 lít. Đề tài đã xây dựng được qui trình lên men thu nhận HupA 

từ chủng LĐL4.4 trên qui mô thiết bị 500 lít. Đề tài cũng đã xây dựng được các qui 

trình cơ bản ban đầu cho công nghệ tách chiết, tinh sạch, thu nhận hoạt chất HupA từ 

sinh khối nấm qui mô pilot; qui trình công nghệ bào chế viên nang cứng chứa hoạt 

chất HupA qui mô phòng thí nghiệm/pilot. Chính vì vậy, trong dự án này chúng tôi 

đã có sự kế thừa từ nguồn nguyên liệu cho tinh sạch HupA từ sinh khối lên men của 

chủng Penicillium sp. LĐL4.4.  
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2.2. Tổng quan về Acetylcholinterase (AchE). 

Acetylcholinesterase (EC 3.1.1.7) là enzyme thủy phân nhanh acetylcholine 

thành choline và acetate tại khe synapse, qua đó kết thúc tín hiệu dẫn truyền 

cholinergic. Trung tâm hoạt động nằm ở đáy một rãnh hẹp giàu acid amin thơm, gồm 

vùng xúc tác và vùng gắn cơ chất; ngoài ra, vùng ngoại vi ở miệng rãnh có thể tham 

gia nhận diện cơ chất và chất ức chế [18]. 

Trong AD, sự suy giảm neuron cholinergic góp phần làm giảm acetylcholine 

và liên quan đến rối loạn nhận thức. Ức chế AChE giúp kéo dài thời gian tồn tại của 

acetylcholine tại synapse, là cơ sở dược lý của donepezil, rivastigmine, galantamine 

và HupA [4–6,19]. Cơ chế này chủ yếu cải thiện triệu chứng và không đại diện cho 

toàn bộ bệnh sinh của AD. 

Hoạt tính AChE trong đề tài được đo theo nguyên lý Ellman: acetylthiocholine 

bị AChE thủy phân tạo thiocholine; thiocholine phản ứng với DTNB tạo sản phẩm 

màu vàng, được theo dõi ở 412 nm [20]. Với cao chiết hoặc mẫu có màu, cần có giếng 

trắng mẫu và giếng không enzyme để loại trừ hấp thụ nền hoặc tương tác trực tiếp 

với DTNB. 

Do HupA là chất ức chế AChE mạnh, phép thử này được sử dụng làm bước 

sàng lọc tỷ lệ phối hợp. Các kết quả trên AChE chỉ phản ánh tương tác trong hệ 

enzyme in vitro; tác dụng bảo vệ tế bào và hình thành neurite cần được đánh giá bằng 

các mô hình riêng. 
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2.3. Hoạt chất Adenosine, Cordycepin và nấm trùng thảo Cordyceps 

militaris 

 

Hình 3. Hình ảnh nấm trùng thảo Cordyceps militaris 

Cordyceps militaris là nấm ký sinh côn trùng có thể nuôi trồng nhân tạo, chứa 

Adenosine, Cordycepin, polysaccharide, ergothioneine và nhiều chất chuyển hóa 

khác [10,21,22]. So với Ophiocordyceps sinensis tự nhiên, C. militaris có ưu thế về 

khả năng chủ động nguồn nguyên liệu và chuẩn hóa quy trình nuôi cấy. 

Nguồn thu nhận và chuẩn hóa hoạt chất 

Adenosine là nucleoside có mặt rộng rãi trong tế bào sinh vật và có thể thu 

nhận từ nguyên liệu sinh học, dịch lên men hoặc tổng hợp hóa học. Trong sản phẩm 

Cordyceps, hàm lượng Adenosine phụ thuộc chủng nấm, cơ chất, điều kiện nuôi, giai 

đoạn thu hoạch và phương pháp chiết [10,13,22]. 

Cordycepin có thể được thu nhận từ quả thể hoặc dịch lên men C. militaris, 

làm giàu bằng các kỹ thuật hấp phụ–giải hấp, sắc ký và kết tinh; ngoài ra còn có các 

hướng tổng hợp hóa học hoặc chuyển hóa sinh học [10,22]. Do hàm lượng biến động 

theo lô, định lượng đồng thời Adenosine và Cordycepin là bước cần thiết khi sử dụng 

cao chiết trong nghiên cứu sinh học [13,23–25]. 
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Cao chiết sử dụng trong đề tài được thu từ quả thể C. militaris nuôi trồng nhân 

tạo. Vì cao còn chứa nhiều thành phần ngoài Adenosine và Cordycepin, kết quả của 

nhóm cao chiết phải được diễn giải là tác dụng của cao đã chuẩn hóa hai chất chỉ thị, 

không được quy hoàn toàn cho riêng hai nucleoside. 

Việc chuẩn hóa nguyên liệu cần tối thiểu các thông tin về khối lượng ban đầu, 

hiệu suất cao, độ ẩm, hàm lượng hai chất chỉ thị, số lô và độ lặp lại giữa các lần phân 

tích. Những thông tin này đồng thời là cơ sở quy đổi tỷ lệ HupA:A+C trong công 

thức phối hợp. 

Trong đề tài, adenosine và cordycepin được định lượng bằng HPLC-DAD và 

dùng để thiết lập hỗn hợp A+C theo tỷ lệ có trong cao. Công thức tế bào sử dụng 

HupA phối hợp với cao chiết cần được phân biệt rõ với công thức sử dụng HupA phối 

hợp chất chuẩn A+C. 

Các công bố trước đã ghi nhận C. militaris thúc đẩy phát triển neurite ở tế bào 

Neuro2A và cải thiện một số chỉ số trí nhớ trên động vật [26], đồng thời cho thấy tiềm 

năng bảo vệ thần kinh trong mô hình thiếu máu não [27]. Vì vậy, tính mới của đề tài 

nằm ở tổ hợp và hệ phép thử cụ thể, không phải ở việc lần đầu ghi nhận tác dụng của 

C. militaris lên neurite. 

 

 

 

 

Hình 4. Cấu trúc phân tử của Adenosine và Cordycepin 

 Adenosine là nucleoside nội sinh điều hòa hoạt động thần kinh qua bốn phân 

nhóm thụ thể A1, A2A, A2B và A3. Trong hệ thần kinh trung ương, hoạt hóa A1 

Adenosine Cordycepin 
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thường làm giảm phóng thích chất dẫn truyền và giảm tính kích thích của neuron, 

trong khi A2A có thể làm tăng dẫn truyền và điều biến tính dẻo synapse; tác dụng phụ 

thuộc loại tế bào, vị trí thụ thể và bối cảnh bệnh lý [8,28]. 

Rối loạn tín hiệu Adenosine, đặc biệt tăng hoạt tính thụ thể A2A tại synapse và 

tế bào thần kinh đệm, được liên hệ với rối loạn mạng neuron–glia và suy giảm trí nhớ 

[8,9]. Tuy nhiên, adenosine ngoại sinh không phải chất chủ vận chọn lọc một thụ thể; 

tác dụng A1 và A2A có thể khác hoặc đối lập. Vì vậy, sự hiện diện của Adenosine 

trong công thức chỉ tạo giả thuyết về điều hòa purinergic, chưa chứng minh cơ chế 

thụ thể cụ thể. 

Cordycepin (3′-deoxyadenosine) là dẫn xuất nucleoside đặc trưng của C. 

militaris. Sự thiếu nhóm hydroxyl ở vị trí 3′ làm Cordycepin có đặc tính sinh học 

khác Adenosine. Hoạt chất này được ghi nhận có tác dụng chống oxy hóa, chống 

viêm và điều hòa apoptosis trong nhiều hệ thực nghiệm [10–12]. 

Trên tế bào HT22, Cordycepin làm giảm apoptosis liên quan stress oxy hóa và 

stress lưới nội sinh chất do glutamate [11]. Trên tế bào PC12, Cordycepin làm giảm 

độc tính do 6-OHDA thông qua các đáp ứng chống oxy hóa [12]. Các dữ liệu này hỗ 

trợ lựa chọn Cordycepin cho trục bảo vệ tế bào, nhưng không cho thấy Cordycepin 

trực tiếp ức chế AChE. 

Cơ sở phối hợp được xây dựng theo hướng bổ trợ cơ chế: HupA tác động trực 

tiếp lên AChE; adenosine liên quan điều hòa purinergic; cordycepin và các thành phần 

của cao C. militaris có thể tham gia kiểm soát stress oxy hóa và sự sống còn của tế 

bào. Đây là giả thuyết đa đích cần kiểm chứng thực nghiệm; tính hiệp đồng chỉ được 

kết luận khi có phân tích tương tác định lượng phù hợp. 

2.4. Bệnh Alzheimer và sa sút trí tuệ 

Suy giảm trí nhớ (SGTN) là hiện tượng não bộ suy giảm chức năng hoặc quá 

trình vận chuyển những thông tin và trí nhớ về vỏ não bị ngưng trệ[29]. Gần đây, 

nhiều nghiên cứu thống kê rằng 85% người trẻ dưới 50 tuổi ít nhất gặp phải một vấn 

đề về trí nhớ kém, trong đó có đến 20-30% ở người dưới 30 tuổi, phần còn lại tập 

trung ở lứa tuổi trung niên. Xu hướng này cũng được ghi nhận ở Hoa Kỳ, với tỷ lệ 

suy giảm nhận thức ở nhóm 18-39 tuổi tăng đáng kể trong thập kỷ qua. Các số liệu 

trên cho thấy đây là một thực trạng đáng báo động bởi có đến 50% suy giảm trí nhớ 
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ở người trẻ sẽ diễn tiến thành hội chứng sa sút trí tuệ (SSTT) ở người già, đặc biệt 

trong số đó là bệnh AD. Trên toàn cầu, AD là nguyên nhân phổ biến nhất của chứng 

SSTT, chiếm ước tính từ 60% đến 80% các trường hợp [1,30]. Năm 2015, chứng 

SSTT đã ảnh hưởng đến hơn 47 triệu người trên toàn thế giới, ước tính sẽ tăng lên 76 

triệu người vào năm 2030 và 145 triệu người vào năm 2050 [31]. Dự báo gần đây 

cũng chỉ ra số người mắc bệnh AD có thể tăng gấp ba vào năm 2050 [1,31]. Việt Nam 

chính thức bước vào giai đoạn già hóa dân số từ năm 2011 khi có 11% số dân là những 

người trên 60 tuổi. Theo điều tra dân số năm 2017, cả nước có 11 triệu người trên 60 

tuổi chiếm khoảng 11,95% dân số, trong đó có khoảng gần 2 triệu người từ 80 tuổi 

trở lên [32]. Các nguyên nhân SGTN ở người trẻ bao gồm tác động của các gốc tự do 

được sinh ra trong quá trình chuyển hóa bình thường của cơ thể hằng ngày; áp lực từ 

công việc, học hành, môi trường ô nhiễm... dễ dẫn đến stress; công việc quá tải làm 

căng thẳng thần kinh, tác động trực tiếp lên trung tâm thần kinh nhận thức, điều này 

làm não bộ suy giảm chức năng và trí nhớ sa sút dần [29]. Trong khi đó nguyên nhân 

của bệnh AD có thể do một số lý do như: i) sự tích tụ của các mảng beta-amyloid lắng 

đọng trong khoảng trống giữa các tế bào thần kinh, ii) sự hình thành protein Tau gây 

ra các đám rối sợi thần kinh tích tụ bên trong [2]. Điều này dẫn đến tế bào thần kinh 

vỏ não mất đi bởi vì chúng ngừng hoạt động, mất liên lạc giữa các tế bào xung quanh 

và cuối cùng chết đi gây ra sự co lại của não theo thời gian [2]. Chính vì vậy, nhu cầu 

sử dụng các thuốc, thực phẩm chức năng, thực phẩm bảo vệ sức khỏe để tăng cường 

trí nhớ ngày càng cao, phục vụ cho nhiều độ tuổi khác nhau [1]. 

Hiện nay trên thị trường các nhóm thuốc điều trị và hỗ trợ điều trị AD và các 

bệnh SSTT chỉ nhắm vào 2 cơ chế chính là ức chế enzyme thủy phân AChE (được 

chứng minh dựa vào hoạt tính bảo vệ tế bào TK và tăng sinh sợi liên kết thần kinh) 

và thuốc ngăn chặn N-methyl-D-aspartate (NMDA)[19,33]. Ngoài ra, khi sử dụng 

phối hợp cả 2 cơ chế với hỗn hợp thuốc donepezil và memantine có tác dụng hiệu 

quả nhất, nhưng sự phối kết hợp này vẫn có rất nhiều tác dụng phụ, nguy hiểm đối 

với người sử dụng. Trong khi đó, phương pháp chống các mảng bám (do protein Tau 

và beta-amyloid) không được ứng dụng rộng rãi do tính khả thi không cao. Do vậy, 

HupA được xem là hoạt chất để hỗ trợ phòng và điều trị bệnh AD với ít tác dụng phụ 

so với các chất đang được lưu hành thông qua việc ức chế AchE [5]. Nghiên cứu cho 
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thấy HupA không chỉ có tác dụng ức chế AChE mà còn có các tác dụng bảo vệ thần 

kinh khác, như bảo vệ tế bào thần kinh chống lại tổn thương do 6-OHDA, cải thiện 

rối loạn chức năng ty thể và điều chỉnh yếu tố tăng trưởng thần kinh[5,7]. Tuy nhiên 

hướng nghiên cứu này vẫn tồn tại vài nhược điểm đó là khả năng bảo vệ các tế bào 

thần kinh khỏi sự tổn thương và chết. Để giảm bớt và khắc phục yếu điểm này, chúng 

tôi đặt vấn đề nghiên cứu phối kết hợp HupA với cao trùng thảo (Cordyceps militaris). 

Nikkhah và cộng sự (2017) đã chứng minh rằng khi phối trộn 2 hay nhiều thuốc với 

nhau, dựa trên tác động cộng hợp (hiệp đồng), tác dụng của chúng mang lại có thể 

đạt gấp từ 3 – 4 lần trở lên so với sử dụng riêng lẻ từng đơn chất[34]. Tác động cộng 

gộp (hiệp đồng) cytotoxic của Cordycepin trong Cordyceps militaris liên quan đến 

hiện tượng apotosis trong các tế bào bệnh bạch cầu người cũng đã được báo cáo[35]. 

Trong một nghiên cứu khác, tác động cộng gộp của cao chiết Cordyceps sinensis 

(CSE) phối trộn với cao chiết Gymnema inodorum có hiệu quả như một liệu pháp bổ 

sung để kiểm soát chứng tăng lipid máu và béo phì[36]. Trên thị trường trong nước, 

đã có một số sản phẩm của Dược phẩm Vinh Gia, Học viện Quân Y, phối trộn cao 

trùng thảo với cao nấm linh chi, cao chiết nhụy hoa nghệ tây, cao sâm ngọc linh… 

Trên thế giới, đã có một số sản phẩm thương mại có chứa HupA và với một/nhiều 

hợp chất tự nhiên khác với hàm lượng HupA 50/100 µg/viên (hoặc 1%) và một/nhiều 

hợp chất tự nhiên như: Eleuthero, lecithin, citric acid, malic acid, palmitin, stearin, 

vinpocetine… Việc phối trộn HupA và cao trùng thảo Cordyceps militaris và đánh 

giá tác động cộng gộp của chúng dựa trên phương pháp thử hoạt tính bảo vệ tế bào 

thần kinh (TBTK) và tăng sinh sợi liên kết thần kinh là một hướng nghiên cứu tạo ra 

sản phẩm bảo vệ sức khỏe mới. 

Tại Việt Nam, trên thị trường đã có rất nhiều sản phẩm bổ não với nhiều dạng 

từ dạng viên nén để uống đến dạng thuốc nước để cải thiện sức khỏe cho bộ não. Đa 

phần, các thuốc bổ não có thành phần chính là Ginkgo biloba - một dạng chiết xuất 

từ lá cây của Bạch quả. Một số bằng chứng cho thấy chiết xuất bạch quả có thể cải 

thiện trí nhớ ở người lớn khỏe mạnh một cách khiêm tốn [37]. Tuy nhiên, hầu hết các 

nghiên cứu chỉ ra rằng bạch quả không cải thiện trí nhớ, sự chú ý hoặc chức năng não 

[37,38]. Thêm vào đó, các thuốc chứa tinh chất Blueberry có trong quả Việt quất; 

saponin có trong rễ của cây đinh lăng cũng được sử dụng để bổ dưỡng cho não bộ 
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của con người, giúp tăng cường sinh lực, trí lực, chống suy nhược thần kinh. Ngoài 

ra, còn có các nhóm thuốc có chứa cinnarizine, cerebrolysin, citicoline, piracetam… 

cũng được sử dụng để bổ não nhưng có một số tác dụng phụ nhất định. Tuy vậy, các 

sản phẩm là thuốc hoặc thực phẩm chức năng hỗ trợ phòng, điều trị SSTT hoặc thực 

phẩm bảo vệ sức khỏe cải thiện trí nhớ có thành phần từ HupA hầu hết được nhập 

khẩu từ nước ngoài, các sản phẩm do Việt Nam sản xuất có thành phần HupA thì chưa 

nhiều và không được làm rõ hàm lượng. Các sản phẩm này chủ yếu dưới dạng cao 

chiết thạch tùng răng cưa với hàm lượng cao chiết từ 65 mg-300 mg. Nghiên cứu 

trong nước đã phát triển và chứng minh tác dụng tăng cường trí nhớ của viên nang 

mềm HupA trên mô hình chuột bị SGTN gây bởi scopolamine[39]. Trên thị trường 

trong và ngoài nước, hiện chưa có sản phẩm nào có thành phần chính từ HupA và cao 

trùng thảo (Cordyceps militaris). Do vậy, trong giai đoạn đầu tiên, trong khuôn khổ 

của đề tài này, chúng tôi muốn tạo ra một sản phẩm dưới dạng thực phẩm bảo vệ sức 

khỏe cho người Việt có tác dụng tăng cường trí nhớ sử dụng hợp chất HupA kết hợp 

với cao trùng thả(Cordyceps militaris). Ở các giai đoạn tiếp theo, chúng tôi muốn 

hướng đến sản phẩm nhằm hỗ trợ phòng, điều trị bệnh sa sút trí tuệ (SSTT), trong đó 

có bệnh AD. 

2.5. Tế bào F11 và mô hình tổn thương bằng 6-OHDA 

F11 là dòng tế bào lai được tạo từ neuron hạch rễ sau của chuột cống phôi và 

tế bào u nguyên bào thần kinh chuột N18TG2. Dòng tế bào này duy trì một số đặc 

tính của neuron cảm giác, có khả năng biệt hóa và hình thành neurite trong các điều 

kiện thích hợp [40]. Nhờ tăng trưởng ổn định và dễ quan sát hình thái, F11 được dùng 

trong nghiên cứu độc tính, biệt hóa và phát triển neurite. 

6-Hydroxydopamine (6-OHDA) là chất tương tự catecholamine dễ bị oxy 

hóa, tạo các loại oxy phản ứng, gây rối loạn ty thể và làm giảm khả năng sống của tế 

bào. 6-OHDA thường được sử dụng để tạo tổn thương oxy hóa/dopaminergic trong 

các mô hình in vitro và tiền lâm sàng [12,41,42]. Dung dịch 6-OHDA cần được pha 

mới, hạn chế ánh sáng và thời gian tiếp xúc với không khí. 

Trong đề tài, F11/6-OHDA được chọn để khảo sát khả năng duy trì hoạt tính 

chuyển hóa của tế bào và hình thành neurite. Mô hình này phù hợp cho sàng lọc tổn 

thương tế bào do stress oxy hóa nhưng không đặc hiệu cho AD; kết quả phải được 
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giới hạn ở mức in vitro và cần xác nhận bằng mô hình liên quan trực tiếp đến 

amyloid/tau hoặc mô hình động vật. 

2.6. Nghiên cứu trong nước và ngoài nước 

Trên thế giới, HupA đã được nghiên cứu tương đối sâu cả ở mức hóa học, dược 

lý và tiền lâm sàng [5,6,16]. Nhiều công trình tập trung vào hoạt tính ức chế AChE, 

khả năng bảo vệ thần kinh và tiềm năng cải thiện nhận thức của HupA trong các mô 

hình AD [5,6,17]. Ở nhóm Cordyceps militaris, phần lớn nghiên cứu tập trung vào 

thành phần hóa học, đặc biệt là Cordycepine và Adenosine, cũng như các tác dụng 

chống oxy hóa, chống viêm và bảo vệ thần kinh của các hợp chất này [10–12]. Tuy 

nhiên, đa số các công bố quốc tế hiện nay vẫn đánh giá riêng lẻ từng hoạt chất hoặc 

từng cao chiết, trong khi số nghiên cứu khảo sát trực tiếp một tổ hợp gồm HupA, 

Adenosine và Cordycepin còn rất hạn chế [5,10–12]. 

Ở Việt Nam, nghiên cứu về HupA đã có những bước tiến đáng chú ý trong hơn 

một thập niên gần đây [14,15,43]. Vũ Thị Ngọc và cộng sự đã xác định được sự hiện 

diện của HupA trong Huperzia serrata thu tại Đà Lạt và xây dựng được phương pháp 

định tính, định lượng bằng TLC và HPLC [43]. Lê Thị Minh Thanh và cộng sự năm 

2019 đã phân lập các chủng nấm nội sinh từ H. serrata ở Việt Nam và sàng lọc được 

chủng có khả năng sinh HupA, qua đó mở ra hướng khai thác nguồn hoạt chất thay 

thế từ vi sinh vật [14]. Đến năm 2023, nhóm này tiếp tục công bố thêm các chủng 

nấm nội sinh sinh Huperzine từ các loài Lycopodiaceae khác, cho thấy khả năng mở 

rộng nguồn nguyên liệu sinh học cho sản xuất HupA [15]. Đây là nền tảng rất thuận 

lợi cho các nghiên cứu ứng dụng tiếp theo ở trong nước [14,15,43]. 

Đối với Cordyceps militaris, các nghiên cứu trong nước hiện chủ yếu tập trung 

vào chuẩn hóa nguyên liệu và kiểm soát chất lượng [13]. Nguyễn Thị Thịnh và cộng 

sự năm 2024 đã xây dựng phương pháp định lượng đồng thời Adenosine và 

Cordycepin trong các thực phẩm bảo vệ sức khỏe chứa Cordyceps đang lưu hành trên 

thị trường Việt Nam [13]. Công trình này có ý nghĩa thực tiễn vì cho thấy nhu cầu 

chuẩn hóa định lượng hoạt chất là rất cần thiết trước khi đi sâu vào các nghiên cứu 

dược lý hoặc phát triển sản phẩm [13]. Tuy vậy, các nghiên cứu về tác dụng thần kinh 

của tổ hợp HupA – Adenosine – Cordycepin tại Việt Nam hiện vẫn còn rất ít [13–15]. 
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Nhìn chung, khoảng trống nghiên cứu hiện nay nằm ở chỗ đã có tương đối 

nhiều dữ liệu về từng hoạt chất riêng lẻ, nhưng còn thiếu bằng chứng thực nghiệm 

đánh giá trực tiếp hiệu quả của hỗn hợp HupA – Adenosine – Cordycepin trên các chỉ 

tiêu cốt lõi liên quan đến bệnh AD [5,7,8,11,12]. Đặc biệt, rất ít nghiên cứu xem xét 

đồng thời ba trục tác động gồm ức chế AChE, bảo vệ tế bào thần kinh và kích thích 

tăng trưởng neurite trong cùng một mô hình thiết kế [5,7,11,12]. Vì vậy, đề tài này có 

tính kế thừa từ các nghiên cứu trước về nguồn nguyên liệu và chuẩn hóa hoạt chất, 

đồng thời có tính mới ở định hướng đánh giá tác dụng phối hợp đa mục tiêu của ba 

hoạt chất tự nhiên liên quan trực tiếp đến bệnh sinh AD [5,13–15]. 

III.  Vật liệu và phương pháp nghiên cứu 

3.1. Vật liệu nghiên cứu. 

- Sinh khối tươi của chủng Penicillium sp. LĐL4.4 có khả năng sinh tổng hợp 

HupA, kế thừa từ đề tài KC10.01/16-20 [14]. 

- Quả thể Cordyceps militaris được cung cấp bởi Công ty Cổ phần Nghiên cứu 

và Chuyển giao Khoa học Công nghệ Việt Nam. 

- Chất chuẩn HupA, adenosine và cordycepin (Sigma-Aldrich). Dòng tế bào F11; 

6-OHDA; mNGF; thuốc thử WST-8 và bộ nhuộm neurite được sử dụng trong 

các phép thử tế bào. 

3.2. Hóa chất và dụng cụ chính. 

Bảng 1. Danh mục hóa chất và dụng cụ chính 

STT Tên hóa chất Nguồn gốc 

1 Dung môi: Acetonitrile, nước cất, amoni acetat, 

acid acetic  

Merck (Đức) 

2 Dulbecco's Modified Eagle Medium Gibco (Mỹ) 

3 Huyết thanh thai bò Gibco (Mỹ) 

4 Penicillin Sigma-Aldrich 

(Mỹ) 

5 Trypsin – EDTA 0.25% Sigma-Aldrich 

(Mỹ) 

6 Dimethyl sulfoxide Sigma-Aldrich 

(Mỹ) 
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7 Phosphate buffered saline Merck (Đức) 

8 Chất chuẩn mNGF Merck (Đức) 

9 Chất chuẩn adenosine, cordycepin Merck (Đức) 

10 6-Hydroxydopamine Merck (Đức) 

 

3.3. Một số thiết bị cần sử dụng. 

Bảng 2. Hóa chất, dụng cụ và thiết bị sử dụng 

STT Tên thiết bị Nguồn gốc 

1 Cân kỹ thuật điện tử, cân phân tích Sartorius (Đức) 

2 Máy siêu âm Elma (Đức) 

3 Tủ sấy Binder (Đức) 

4 Máy cất quay chân không  Büchi (Thụy sỹ) 

5 Máy li tâm  Hettich (Đức) 

6 Bình cầu cổ nhám dung tích 100 – 1000ml Duran (Đức) 

7 Cột sắc ký  Duran (Đức) 

8 Tủ cấy vi sinh an toàn sinh học 
Thermo Fisher 

Scientific (Mỹ) 

9 Tủ ấm nuôi cấy tế bào 
Thermo Fisher 

Scientific (Mỹ) 

10 Kính hiển vi soi ngược Zeiss (Đức) 

11 Máy ly tâm lạnh 
Thermo Fisher 

(Mỹ) 

12 Hệ thống bảo quản mẫu 
Thermo Fisher 

(Mỹ) 

13 Buồng đếm tế bào neubauer Marienfeld (Đức) 

14 
Các thiếu bị khác: Pipet, đĩa nuôi, ống eppendorf, 

ống nghiệm,… 
Falcon (Mỹ) 
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3.4. Phương pháp nghiên cứu 

Sơ đồ tổng thể của thiết kế nghiên cứu được trình bày dưới đây, theo trình tự 

từ chuẩn hóa nguyên liệu, sàng lọc hoạt tính ức chế AChE, đánh giá bảo vệ tế bào 

F11 đến đánh giá hình thành neurite. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hình 5. Sơ đồ thiết kế nghiên cứu 

Nguyên liệu nghiên cứu 
Sinh khối Penicillium sp. LĐL4.4 chứa HupA, Quả thể Cordycep 

militaris chứa Adenosine và Cordycepin 
 

Thu nhận và chuẩn hóa hoạt chất 
Tách chiết, tinh sạch Huperzine A, Thu nhận cao chiết C. 

militaris, Định tính/định lượng bằng HPLC-DAD 
 

Xác định hàm lượng hoạt chất 
Đánh giá độ tinh sạch HupA, Định lượng Adenosine và 

Cordycepin, Làm cơ sở thiết lập nồng độ và tỷ lệ phối trộn 
 

Thiết lập và sàng lọc tỷ lệ phối trộn 
HupA + hỗn hợp Adenosine + Cordycepin (A+C), Khảo sát các 

tổ hợp nồng độ theo phương pháp ô bàn cờ 
 

Đánh giá khả năng ức chế AChE 
Phương pháp Ellman – DTNB, Xác định % ức chế và IC50, Đánh 

giá tương tác phối hợp bằng FICI 
 

Lựa chọn công thức phối trộn tiềm năng 
Lựa chọn công thức có hiệu quả ức chế AChE và tương tác phối 

hợp phù hợp, Dùng cho các thử nghiệm trên tế bào 
 

Bảo vệ tế bào thần kinh 
Mô hình F11 gây tổn thương bằng 
6-OHDA, Đánh giá khả năng sống 

tế bào bằng WST-8 
 

Kích thích tăng trưởng neurite  
Xử lý tế bào F11 bằng mẫu thử, 
Nhuộm neurite – chụp ảnh, Định 

lượng hình thái bằng ImageJ 

Tổng hợp và đánh giá kết quả 
So sánh tác dụng của đơn chất và công thức phối trộn 

Phân tích trên 3 trục sinh học: 

Ức chế AChE – Bảo vệ tế bào thần kinh – Kích thích tăng trưởng neurite 

 

ĐẦU RA 
Lựa chọn công thức phối trộn có tiềm năng tác động đa mục tiêu trong định 

hướng nghiên cứu bệnh Alzheimer 
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3.4.1. Phương pháp định tính, định lượng HupA bằng HPLC-DAD 

Phương pháp Sắc ký lỏng hiệu năng cao HPLC - DAD 

Nguyên lý: Hàm lượng HupA được xác định bằng phương pháp sắc ký lỏng cao 

áp (HPLC). HPLC là quá trình tách một hỗn hợp chất trong cột sắc ký ở trạng thái 

lỏng. Các chất mẫu phân tích phải được hòa tan trong một chất lỏng phù hợp thường 

chính là pha động chạy sắc ký. Các mẫu được phân tích bằng hệ thống HPLC với hệ 

dung môi ethanol: nước (85:15, v/v) , tốc độ dòng chảy 1,0 mL/phút, thời gian chạy 

30 phút. Hàm lượng HupA được xác định dựa trên sắc ký đồ HPLC của chuẩn HupA 

tại nồng độ xác định từ 0,10–1,0 µg/mL. 

Dựa trên nguyên tắc mẫu được hòa tan trong pha động và được bơm áp suất cao 

đẩy qua cột sắc ký chứa pha tĩnh. Dựa trên sự khác biệt về hệ số phân bố và ái lực 

tương tác hóa học giữa các cấu tử trong mẫu với hai pha, quá trình tách sắc ký diễn 

ra. Các chất được tách riêng biệt sẽ lần lượt đi qua flow-cell của detector DAD. 

Các mẫu dịch lên men và dịch tinh sạch được phân tích trên hệ thống HPLC-

DAD. Hàm lượng HupA được xác định dựa trên sắc ký lỏng hiệu năng cao ghép nối 

đầu dò mảng diode của chuẩn HupA.  

 Cách tiến hành 

Định tính và đánh giá độ tinh sạch: Mẫu HupA sau tinh sạch được phân tích bằng 

HPLC-DAD. Pic HupA được nhận diện bằng cách so sánh thời gian lưu và phổ hấp 

thụ UV với chất chuẩn HupA; độ tinh sạch tương đối được đánh giá theo tỷ lệ diện 

tích pic HupA so với tổng diện tích các pic ghi nhận trên sắc ký đồ. 

Định lượng HupA theo đường chuẩn: Mẫu phân tích ở dạng dung dịch được lọc 

qua màng PTFE 0,2 µm trước khi tiêm. Đường chuẩn HupA được xây dựng từ 5 mức 

nồng độ 10; 50; 200; 500 và 1000 µg/mL. Nồng độ HupA trong mẫu được xác định 

từ phương trình hồi quy tuyến tính giữa diện tích pic (y) và nồng độ chất chuẩn (x). 

Điều kiện HPLC-DAD dùng cho phép định lượng gồm: cột C18 Agilent 250 × 4,6 

mm, kích thước hạt 5 µm; pha động A là nước chứa ammonium acetate (AcONH4) 

10 mM, pH 5; pha động B là acetonitrile (MeCN) chứa 0,1% acid acetic (AcOH); 
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nhiệt độ cột 33 °C; thể tích tiêm 10 µL; tốc độ dòng 1 mL/phút; bước sóng phân tích 

310 nm. 

Chương trình rửa giải được thiết lập như sau: 0–7 phút, 90% A/10% B; 7,01–14 

phút, 80% A/20% B; từ 14,01–20 phút đưa hệ trở lại 90% A/10% B. Sau khi thu diện 

tích pic của mẫu, nồng độ HupA được tính theo phương trình đường chuẩn x = (y − 

b)/a [13,23,24]. 

3.4.2. Phương pháp tinh sạch, kết tinh và thu nhận Huperzine A tinh khiết 

Nguyên lý 

Dựa trên nguyên lý làm giàu – loại tạp theo độ tan và tính phân cực của các cấu 

tử, kết hợp chiết phân bố dung môi và kết tinh (recrystallization) để thu HupA ở dạng 

tinh thể có độ tinh khiết cao. Nói cách khác, hệ dung môi và điều kiện nhiệt độ/pH 

được lựa chọn nhằm tạo ra chênh lệch độ tan giữa HupA và các tạp chất: tạp chất tan 

tốt sẽ nằm lại trong dung dịch ban đầu, còn HupA tan kém trong điều kiện kết tinh sẽ 

tách ra dạng tinh thể. 

Cách tiến hành 

Cặn HupA thô được rửa bằng chloroform tỷ lệ 1:1, lắc ở 150 vòng/phút 2 giờ, cất 

cô quay áp suất giảm ở 40oC, thu cặn. Hòa tan cặn trong cồn và chiết bằng ethyl 

acetate với tỷ lệ 1:1. Sau đó mẫu được cất cô quay ở 40oC, thu cặn tinh thể màu ánh 

vàng. Cặn thu được hòa vào ethanol theo tỷ lệ 1:10 (w/v). Mẫu được kết tinh trong 

aceton lạnh với các điều kiện : nhiệt độ ở 0-10°C, pH 5,0-5,5, nồng độ HupA là 70 

mg/L, thời gian là 15 giờ. Sấy khô thu tinh thể màu trắng ngà. Kiểm tra bằng HPLC-

DAD và xác định cấu trúc của HupA thu được[14]. 

3.4.3. Phương pháp tách chiết, thu nhận và định lượng Adenosine, 

Cordycepin từ nấm trùng thảo 

 Nguyên lý  

Các hoạt chất mục tiêu (đặc biệt Adenosine, Cordycepin) hòa tan vào ethanol, 

sau đó khuếch tán từ nguyên liệu ra dung môi; việc gia nhiệt và khuấy/đảo định kỳ 

giúp tăng độ hòa tan và tăng chuyển khối nên nâng hiệu suất chiết. Dịch chiết sau đó 

được lọc và cô dưới áp suất giảm để thu hồi dung môi, thu cao chiết cô đặc, đồng thời 
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hạn chế phân hủy hoạt chất do nhiệt. 

Tối ưu hóa quy trình chiết tách và thu nhận cao chiết từ nấm trùng thảo với mục 

đích thu được lượng tối đa của 2 hoạt chất chính mang lại hoạt tính của loài này là 

Adenosine (A) và Cordycepin (C) theo các phương pháp của Natthapong và công sự, 

2020 ; Lei và cộng sự, 2009 ; Wangboonskul và cộng sự, 2020[25,44,45]. 

 Cách tiến hành 

Cụ thể như sau : Quả thể trùng thảo sau khi thu hoạch, sấy khô, nghiền vỡ. Bột 

đưa vào bình ngấm kiệt ngâm cồn 95oC ở nhiệt độ 70oC. Bột trùng thảo được ngâm 

trong thời gian 48 giờ, trong thời gian này cứ 4 giờ thì dịch được đảo một lần từ trên 

xuống dưới. Sau đó, dịch được rút, cất thu hồi dung môi dưới áp suất giảm. Cao trùng 

thảo cô đặc được thu lại với độ ẩm 10%. 

Định lượng Adenosine và Cordycepin bằng HPLC-DAD 

Nguyên lý 

Adenosine và Cordycepin trong cao chiết nấm trùng thảo được định lượng đồng 

thời bằng sắc ký lỏng hiệu năng cao ghép đầu dò mảng diode (HPLC-DAD), tham 

khảo các phương pháp đã công bố [24,25] và điều chỉnh theo dải nồng độ mẫu của 

đề tài. Hai nucleoside được phân tách trên cột pha đảo C18 dựa trên sự khác nhau về 

tương tác với pha tĩnh và pha động; định tính dựa trên thời gian lưu và đặc trưng hấp 

thụ UV của chất chuẩn, còn định lượng dựa trên diện tích pic sắc ký tại bước sóng 

260 nm. 

Xây dựng đường chuẩn 

Dung dịch chuẩn gốc Adenosine và Cordycepin được chuẩn bị ở nồng độ 1000 

µg/mL. Từ dung dịch gốc, pha các dung dịch chuẩn làm việc ở 6 mức nồng độ 10; 

20; 50; 100; 200 và 400 µg/mL. Mỗi mức nồng độ được phân tích lặp lại 3 lần trong 

cùng điều kiện sắc ký. Đường chuẩn được xây dựng bằng cách biểu diễn diện tích pic 

(y) theo nồng độ chất chuẩn (x) và xác định phương trình hồi quy tuyến tính y = ax + 

b theo phương pháp bình phương tối thiểu. Hệ số xác định R² được sử dụng để đánh 



 
 

25 
 

giá độ tuyến tính của đường chuẩn. 

Điều kiện sắc ký 

Phép phân tích được thực hiện trên hệ thống HPLC-DAD sử dụng cột pha đảo 

C18. Theo cơ sở phương pháp HPLC-DAD dùng cho Adenosine và Cordycepin trong 

các sản phẩm Cordyceps [24,25], pha động gồm nước và methanol được vận hành 

theo chương trình gradient; cột được duy trì ở khoảng 30 °C và tín hiệu được ghi nhận 

bằng đầu dò DAD ở 260 nm. Dung dịch chuẩn và dung dịch mẫu được lọc qua màng 

lọc trước khi đưa vào hệ thống. Điều kiện sắc ký được lựa chọn sao cho pic Adenosine 

và Cordycepin được phân tách rõ, không chồng lấp với các pic nền và nằm trong vùng 

tuyến tính của đường chuẩn. 

Chuẩn bị mẫu và tính hàm lượng 

Cao chiết nấm trùng thảo sau khi thu nhận được hòa tan và pha loãng thích hợp 

để nồng độ Adenosine và Cordycepin nằm trong khoảng tuyến tính của đường chuẩn, 

sau đó lọc loại cặn trước khi phân tích HPLC-DAD. Adenosine và Cordycepin trong 

mẫu được nhận diện bằng cách so sánh thời gian lưu với chất chuẩn tương ứng. Nồng 

độ từng chất trong dung dịch mẫu được tính từ phương trình đường chuẩn; hàm lượng 

trong cao chiết được quy đổi theo khối lượng mẫu, thể tích dung dịch và hệ số pha 

loãng, biểu thị dưới dạng mg/100 g cao chiết. Với C là nồng độ xác định từ đường 

chuẩn (µg/mL), V là thể tích dung dịch mẫu (mL), F là hệ số pha loãng và m là khối 

lượng cao chiết dùng phân tích (g), hàm lượng X được tính theo công thức: X (mg/100 

g) = C × V × F / (10 × m). Kết quả định lượng được sử dụng để xác lập tỷ lệ 

Adenosine:Cordycepin trong hỗn hợp A+C và quy đổi lượng cao chiết sử dụng cho 

các thí nghiệm phối hợp tiếp theo. 

3.4.4. Phương pháp đánh giá hoạt tính cộng hợp của hỗn hợp thuốc theo 

phương pháp ô bàn cờ (ô tổ hợp) 

Nguyên tắc chung 

Phương pháp ô bàn cờ (checkerboard assay) là phương pháp phổ biến được sử 

dụng để đánh giá tương tác dược lý giữa hai hoạt chất khi phối hợp, nhằm xác định 
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mối quan hệ hiệp đồng (synergism), cộng (additive), không tương tác (indifferent) 

hoặc đối kháng (antagonism). 

Nguyên lý của phương pháp dựa trên việc bố trí các nồng độ khác nhau của hai 

tác nhân thử nghiệm theo ma trận hai chiều trên phiến 96 giếng, trong đó mỗi giếng 

đại diện cho một tổ hợp nồng độ cụ thể của hai hoạt chất. Đáp ứng sinh học thu được 

tại từng giếng được so sánh với đáp ứng của các chất đơn lẻ, từ đó tính toán chỉ số 

tương tác và đánh giá mức độ cộng hợp. 

Trong đề tài này, phương pháp ô bàn cờ được sử dụng nhằm sàng lọc và lựa chọn 

tỷ lệ phối hợp tối ưu giữa các hợp chất nghiên cứu, phục vụ đánh giá tác động cộng 

hợp trên ba nhóm hoạt tính chính gồm: 

(1) ức chế enzyme acetylcholinesterase (AChE); 

(2) bảo vệ tế bào thần kinh; 

(3) kích thích tăng trưởng sợi thần kinh (neurite outgrowth). 

Thiết kế thí nghiệm ô bàn cờ 

Mục tiêu của thiết kế phối trộn là sàng lọc một cách có hệ thống các tỷ lệ giữa 

Huperzine A (HupA) và hỗn hợp Adenosine + Cordycepin (A+C), thay vì lựa chọn 

trước một công thức cố định. Tỷ lệ được lựa chọn sau cùng phải dựa trên kết quả thực 

nghiệm, ưu tiên công thức cho hiệu lực sinh học tốt trong dải nồng độ khảo sát và 

phù hợp để tiếp tục đánh giá trên mô hình tế bào. 

Cơ sở lựa chọn các tỷ lệ phối trộn khảo sát 

Thứ nhất, tỷ lệ giữa Adenosine và Cordycepin bên trong hỗn hợp A+C được 

cố định theo kết quả định lượng HPLC của cao chiết nấm trùng thảo. Hàm lượng 

Adenosine và Cordycepin xác định được lần lượt là 1175 và 4987 mg/100 g cao chiết, 

tương ứng tỷ lệ Adenosine:Cordycepin = 1175:4987 (m/m). Việc giữ cố định tỷ lệ 

này giúp hỗn hợp A+C phản ánh tương quan hai hoạt chất mục tiêu trong nguyên liệu 

trùng thảo sử dụng cho nghiên cứu và tạo cơ sở quy đổi sang lượng cao chiết ở các 

phép thử tế bào tiếp theo. 

Thứ hai, yếu tố được thay đổi trong bước sàng lọc là tỷ lệ giữa HupA và tổng 

hỗn hợp A+C. Trước khi phối hợp, HupA và A+C được thử riêng lẻ để xác định mức 



 
 

27 
 

hoạt tính làm cơ sở lựa chọn dải nồng độ khảo sát. HupA có hoạt tính ức chế AChE 

rõ, trong khi A+C không đạt IC50 trong giới hạn nồng độ khảo sát (IC50 > 128 µg/mL). 

Vì vậy, nghiên cứu không giả định trước một tỷ lệ tối ưu mà bố trí nhiều mức tương 

đối của hai thành phần để khảo sát từ vùng công thức ưu thế HupA đến vùng công 

thức ưu thế A+C. 

Thứ ba, các mức phối hợp được bố trí theo ma trận ô bàn cờ 4 × 4, trong đó 

bốn mức HupA được kết hợp với bốn mức A+C tạo thành 16 tổ hợp. Mỗi giao điểm 

của ma trận đại diện cho một tỷ lệ tương đối HupA:A+C khác nhau. Cách bố trí này 

giúp đánh giá có hệ thống ảnh hưởng của việc thay đổi tỷ trọng từng thành phần và 

hạn chế việc lựa chọn công thức theo chủ quan. 

Do đó, các tỷ lệ trong ma trận được xem là các tỷ lệ sàng lọc. Tỷ lệ HupA:A+C 

= 2:3 không phải là tỷ lệ được lựa chọn trước mà là kết quả của bước sàng lọc thực 

nghiệm, do tổ hợp này cho IC50 ức chế AChE thấp nhất trong 16 tổ hợp khảo sát và 

được lựa chọn để tiếp tục đánh giá trên các phép thử tế bào. 

Giai đoạn 1: Xác định đường cong đáp ứng liều đơn lẻ 

Trước khi tiến hành phối hợp, HupA đơn lẻ và hỗn hợp (A+C) đơn lẻ bắt buộc 

phải được thử nghiệm độc lập để làm hệ quy chiếu. 

• Các mẫu đơn chất được pha loãng theo chuỗi bậc hai (two-fold serial dilution) 

tạo thành 7 mức nồng độ khác nhau. 

• Tiến hành đánh giá hoạt tính sinh học trên các nồng độ này để xây dựng đường 

cong đáp ứng liều. Đối với HupA, giá trị IC50 trên phép thử ức chế AChE được 

sử dụng làm mốc tham chiếu cho việc xây dựng dải phối hợp. Đối với A+C, 

do mức ức chế 50% không đạt được trong giới hạn nồng độ khảo sát, các nồng 

độ đã thử được sử dụng làm dải tham chiếu để thiết kế ma trận phối hợp, không 

quy đổi theo một giá trị IC50 giả định. 

Giai đoạn 2: Thiết kế ma trận quét nồng độ  

Để khảo sát toàn diện mọi khả năng tương tác, nghiên cứu sử dụng mô hình 

phối trộn ô bàn cờ (Checkerboard assay) trên phiến vi lọc 96 giếng (96-well 

microplate). Cách thức bố trí ma trận được thực hiện nghiêm ngặt như sau: 
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• Trục dọc (Trục Y): Chứa HupA ở bốn mức nồng độ được lựa chọn trên cơ sở 

đường cong đáp ứng liều và giá trị IC50 của HupA, nhằm tạo các mức tỷ trọng 

HupA khác nhau trong công thức phối hợp. 

• Trục ngang (Trục X): Chứa hỗn hợp A+C ở bốn mức nồng độ nằm trong 

khoảng đã được khảo sát đối với A+C. Do A+C có IC50 > 128 µg/mL trong 

điều kiện thử nghiệm, các mức này được sử dụng như dải tham chiếu để phối 

hợp, không dựa trên một IC50 giả định. 

• Điểm giao thoa: Bốn mức HupA kết hợp với bốn mức A+C tạo thành ma trận 

4 × 4 gồm 16 tổ hợp. Mỗi giao điểm đại diện cho một tỷ lệ tương đối 

HupA:A+C khác nhau; ví dụ, mức HupA = 2 kết hợp với mức A+C = 3 tương 

ứng tỷ lệ HupA:A+C = 2:3. Thiết kế này cho phép khảo sát đồng thời các công 

thức có tỷ trọng HupA cao, tỷ trọng hai thành phần gần nhau và tỷ trọng A+C 

cao. 

• Bên cạnh các giếng thử mẫu, ma trận bắt buộc phải bố trí các giếng đối chứng 

âm (chỉ chứa dung môi/môi trường) và đối chứng dương (sử dụng thuốc chuẩn 

như Donepezil) để loại trừ sai số hệ thống. 

Giai đoạn 3: Tiến hành đánh giá theo từng mô hình sinh học 

•  Trên mô hình ức chế enzyme AChE 

Các tổ hợp nồng độ được ủ cùng enzyme AChE theo quy trình Ellman. Giá trị 

hấp thụ đo được được quy đổi thành phần trăm ức chế enzyme so với đối chứng. Kết 

quả thu được dùng để xác định tổ hợp đạt cùng mức hiệu lực (thường 50% ức chế). 

• Trên mô hình bảo vệ tế bào thần kinh 

Tế bào F11 được tiền xử lý bằng các tổ hợp nồng độ theo ma trận ô bàn cờ, sau 

đó gây độc bằng 6-OHDA. Khả năng sống sót của tế bào được xác định bằng phương 

pháp WST-8. Dữ liệu được chuẩn hóa theo nhóm đối chứng để tính tỷ lệ bảo vệ tế 

bào. 

• Trên mô hình tăng trưởng sợi thần kinh 

Tế bào được xử lý bằng các tổ hợp hoạt chất theo thiết kế ô bàn cờ, nuôi trong 

thời gian thích hợp, sau đó nhuộm và định lượng chỉ số neurite. Kết quả thể hiện 

mức độ kích thích tăng trưởng sợi thần kinh của từng tổ hợp. 
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Giai đoạn 4: Phân tích tương tác và đánh giá cộng hợp 

Hoạt tính cộng hợp được đánh giá thông qua chỉ số nồng độ ức chế phân đoạn 

(Fractional Inhibitory Concentration – FIC). 

Đối với mỗi tổ hợp đạt cùng mức hiệu lực (ví dụ 50%), các chỉ số được tính như 

sau: 

• FIC_A = C_A / IC50_A 

• FIC_B = C_B / IC50_B 

Trong đó: 

• C_A và C_B là nồng độ của hai hoạt chất trong tổ hợp; 

• IC50_A và IC50_B là nồng độ của từng chất đơn lẻ tạo ra cùng mức hiệu lực. 

Chỉ số cộng hợp được tính theo công thức: 

FICI = FIC_A + FIC_B 

Giá trị FICI được diễn giải như sau: 

• FICI ≤ 0,5: hiệp đồng (synergism); 

• 0,5 < FICI ≤ 1,0: cộng hợp (additive); 

• 1,0 < FICI ≤ 4,0: không tương tác; 

• FICI > 4,0: đối kháng (antagonism). 

Giá trị FICI nhỏ nhất thu được trong toàn bộ ma trận (ΣFIC_min) được sử dụng 

để đại diện cho mức độ tương tác mạnh nhất của cặp phối hợp[35,46,47].  

3.4.5. Phương pháp đánh giá khả năng ức chế enzyme Acetylcholinesterase 

của Huperzine A in vitro 

Đánh giá khả năng ức chế enzyme AChE của HupA theo phương pháp của Atta-

ur-Rahman và cộng sự. (2001) kế thừa kết quả đề tài KC10.01/16-20[14,48]. 

Nguyên lý: là một phương pháp đo màu (colorimetric assay) dùng phổ hấp thụ 

UV–Vis để xác định hoạt độ enzyme và mức độ ức chế enzyme. 

Cách tiến hành 

Thêm lần lượt từng dung dịch gồm: dung dịch đệm phosphat (200 mM, pH 7.7) 

+ 15 µl dịch thử nghiệm + 80 µl DTNB (3.96 mg DTNB và 1,5 mg sodium 

bicarbonate hòa tan trong 10 mL phosphate đệm pH 7,7) + 10 µl AChE (2 U/mL), 
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trộn đều hỗn hợp, ủ trong 5 phút ở 25oC. Sau đó, thêm 15 µL acetylthiocholine iodide 

(10,85 mg trong 5 mL phosphate buffer) và ủ lại trong 5 phút. Lắc đều, đo ngay ở 

bước sóng 412 nm. Hoạt độ enzyme AchE được tính toán dựa trên độ hấp thụ tại bước 

sóng 412 nm ở trên. Mỗi thử nghiệm được làm lặp lại 3 lần, mỗi lần được làm trên 3 

giếng. Giá trị tính toán là % giảm hoạt độ enzyme so với nhóm đối chứng thông qua 

đo hoạt độ enzyme AchE theo công thức: 

I % =
Ađối chứng −  Athử

Ađối chứng
 x 100% 

Trong đó: 

• I%: phần trăm hoạt tính bị ức chế của AChE. 

Athử và Ađối chứng lần lượt là độ hấp thụ của mẫu thử và mẫu đối chứng. Giá trị IC50 

được tính toán dựa trên sự đánh giá tuyến tính của đường cong đáp ứng liều sử dụng 

ức chế enzyme bằng cách xây dựng đường biểu diễn sự phụ thuộc của % hoạt tính bị 

ức chế của AChE vào nồng độ chất thử bằng phần mềm Excel 2007. Từ phương trình 

biểu diễn tính toán được giá trị IC50 

3.4.6. Phương pháp đánh giá hoạt tính bảo vệ tế bào thần kinh 

Nguyên lý: Tạo mô hình tổn thương/độc tính thần kinh in vitro bằng 6-

hydroxydopamine (6-OHDA) trên tế bào thần kinh, sau đó định lượng mức độ sống 

sót của tế bào bằng phép đo màu WST-8 (Cell Counting Kit-8). Khả năng “bảo vệ 

thần kinh” của mẫu thử được xác định thông qua việc làm tăng tỷ lệ sống sót (hoặc 

giảm mức chết tế bào) so với nhóm chỉ gây độc. 

Cách tiến hành 

Tế bào F11 được nuôi cấy trong môi trường RPMI 1640 có bổ sung với huyết 

thanh ngựa bất hoạt nhiệt (10%) và FBS (5%) ở 37oC ở điều kiện ẩm 5% CO2. Tế bào 

F11 được nuôi cấy để bổ sung 5 ngày sau khi lưu giữ, và sau đó được xử lý bằng yếu 

tố tăng trưởng thần kinh chuột (mNGF) và trung bình (1: 100) cho biệt hoá thành các 

tế bào kiểu nơron. Sau khi biệt hóa, các tế bào F11 đã biệt hóa mNGF được được xử 

lý với các mẫu thử nghiệm trong 6 giờ và khả năng sống sót của tế bào là được đánh 

giá bằng xét nghiệm WST-8. Phương pháp xác định khả năng sống của tế bào được 
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đo bằng xét nghiệm WST-8. Thử nghiệm WST-8, được thực hiện bằng bộ đếm tế bào 

WST-8 (Dojindo, Osaka, Nhật Bản), dựa trên khả năng của các tế bào chuyển đổi 2- 

(2-metoxy-4-nitrophenyl) -3- (4-nitrophenyl) -5- (2,4-disulfophenyl) -2H-

tetrazolium muối monosodium vào một chất hòa tan trong nước formazan. Tế bào 

được xử lý bằng thuốc thử WST-8 trong 2 giờ ở 37oC và đo độ hấp thụ ở 450 nm. Để 

phân tích hiệu quả bảo vệ tế bào thần kinh, các tế bào F11 biệt hóa mNGF đã được 

xử lý trước với các mẫu thử nghiệm trong 6 giờ, tiếp theo là tiếp xúc với 6-OHDA 

(6-hydroxydopamine) thêm 24 giờ, hoạt tính bảo vệ các tế bào F11 được biệt hóa 

mNGF chống lại độc tính gây ra bởi 6-OHDA đóng vai trò như nhân tố ngăn chặn 

quá trình chết của tế bào. Đánh giá hoạt tính bảo vệ tế bào thần kinh được dựa trên 

kết quả xét nghiệm WST-8[49]. 

3.4.7. Phương pháp đánh giá hoạt tính tăng sinh sợi liên kết tế bào thần 

kinh 

Nguyên lý: khi tế bào thần kinh được kích thích biệt hoá/hoạt hoá, chúng sẽ 

hình thành và kéo dài các sợi liên kết thần kinh (tiền thân của sợi trục và sợi nhánh). 

Mức độ hình thành sợi liên kết thần kinh phản ánh khả năng tăng trưởng và tái lập 

kết nối thần kinh, do đó được sử dụng như một chỉ thị in vitro để đánh giá tác dụng 

hỗ trợ phục hồi mạng lưới thần kinh. 

Cách tiến hành 

Các tế bào thần kinh được cấy trên đĩa 96 giếng với mật độ tế bào sẽ được tối ưu 

hóa 1x104 – 1x105 tế bào/ giếng. Sau 24 giờ, môi trường nuôi tế bào được thay bằng 

môi trường thiếu huyết thanh trong 6 giờ. sau đó các hợp chất cần nghiên cứu sẽ được 

bổ sung nồng độ không gây độc tế thích hợp. DMSO hoặc mNGF đượcsử dụng làm 

mẫu đối chứng. Sau khi ủ nuôi cấy trong thời gian thích hợp (3-5 ngày), các giếng thí 

nghiệm được rửa lại bằng PBS và ứng dụng bộ thuốc nhuộm cho tăng sinh tế bào 

thần kinh (Neurite outgrowth staining kit). Và được chụp hình với kính hiển vi huỳnh 

quang: Đối với thuốc nhuộm nhân tế bào (Cell Viability Indicator): Bước sóng kích 

thích chuẩn là khoảng 480 nm (hoặc 495 nm) và bước sóng phát xạ đo được phải nằm 

trong khoảng 520 – 535 nm. Đối với thuốc nhuộm màng tế bào (Cell Membrane 

Stain): Bước sóng kích thích chuẩn là khoảng 531 - 535nm (hoặc 555 nm)và bước 
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sóng phát xạ đo được phải nằm trong khoảng 579 – 590 nm. Sau đó, hình ảnh được 

xử lý bằng phần mềm Image J.  

Phương pháp tối ưu hóa tỷ lệ phối trộn nhằm tìm được công thức mang lại hoạt 

tính cộng hợp (synergistic) được thiết kế theo ô tổ hợp với tỷ lệ nồng độ các chất với 

đối tượng thử nghiệm của đề tài là các dòng hoạt chất HupA, Adenosine, Cordycepin 

và dịch chiết của nấm trùng thảo [50,51]. 
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IV. Kết quả và thảo luận 

4.1. Kết quả định lượng Adenosine và Cordycepin từ cao chiết trùng 

thảo và đánh giá độ tinh sạch của HupA 

Định lượng Adenosine và Cordycepin từ cao chiết trùng thảo 

Để xây dựng đường chuẩn định lượng, các dung dịch chuẩn Adenosine và 

Cordycepin được pha ở các nồng độ 10; 20; 50; 100; 200; 400 µg/mL từ dung dịch gốc 

1000 µg/mL. Mỗi nồng độ được phân tích lặp lại ba lần dưới điều kiện sắc ký đã lựa 

chọn; phương trình hồi quy tuyến tính được thiết lập từ diện tích pic theo nồng độ. 

 

Hình 6. Đồ thị đường chuẩn Adenosine 

Kết quả xây dựng đường chuẩn Adenosine cho thấy diện tích pic tăng tỷ lệ thuận 

với nồng độ chất chuẩn trong khoảng khảo sát. Phương trình hồi quy tuyến tính thu 

được là y = 18,471x + 45,435, với hệ số xác định R2 = 0,9989. Giá trị R2 gần bằng 1 

chứng tỏ đường chuẩn có độ tuyến tính cao và thể hiện mối tương quan chặt chẽ giữa 

nồng độ Adenosine với diện tích pic sắc ký. Do đó, đường chuẩn này có thể được sử 

dụng để tính toán hàm lượng Adenosine trong mẫu phân tích. Dựa trên diện tích pic 

của mẫu và phương trình hồi quy, hàm lượng Adenosine trong cao chiết được xác 

định là 1175 mg/100 g cao chiết. Kết quả này xác nhận cao chiết thu nhận có chứa 

Adenosine và cung cấp cơ sở định lượng cho việc chuẩn hóa nguyên liệu sử dụng 

trong các thí nghiệm tiếp theo. 

y = 18,471x + 45,435
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Hình 7. Đồ thị đường chuẩn Cordycepin 

Kết quả xây dựng đường chuẩn Cordycepin được trình bày tại Hình 7. Trong 

khoảng nồng độ khảo sát, diện tích pic sắc ký tăng tương ứng với sự gia tăng nồng 

độ Cordycepin. Phương trình hồi quy tuyến tính thu được là y = 16,404x + 70,967, 

trong đó (x) là nồng độ Cordycepin (µg/mL) và (y) là diện tích pic (mAU). Hệ số xác 

định R2 = 0,9988 cho thấy mô hình hồi quy giải thích được khoảng 99,88% sự biến 

thiên của diện tích pic theo nồng độ Cordycepin. Như vậy, đường chuẩn thể hiện mối 

tương quan tuyến tính chặt chẽ giữa nồng độ chất chuẩn và tín hiệu sắc ký, phù hợp 

để sử dụng cho việc định lượng Cordycepin trong phạm vi nồng độ đã khảo sát. Dựa 

trên diện tích pic của mẫu, phương trình đường chuẩn và các hệ số quy đổi trong quá 

trình xử lý mẫu, hàm lượng Cordycepin trong cao chiết được xác định là 4987 mg/100 

g cao chiết. Kết quả này xác nhận cao chiết thu nhận có chứa Cordycepin với hàm 

lượng đáng kể, đồng thời cung cấp cơ sở để chuẩn hóa cao chiết và xác định lượng 

mẫu sử dụng trong các thí nghiệm tiếp theo. 
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Định lượng HupA theo đường chuẩn HPLC-DAD 

Để xây dựng đường chuẩn định lượng, các dung dịch chuẩn HupA được chuẩn bị 

ở 5 mức nồng độ 10; 50; 200; 500 và 1000 µg/mL . Các dung dịch chuẩn được phân 

tích trong cùng điều kiện HPLC-DAD đã lựa chọn; phương trình hồi quy tuyến tính 

được thiết lập từ diện tích pic theo nồng độ. 

 

Hình 8. Đồ thị đường chuẩn HupA 

Kết quả xây dựng đường chuẩn HupA được trình bày tại Hình 8. Trong khoảng 

nồng độ khảo sát, diện tích pic sắc ký tăng tương ứng với sự gia tăng nồng độ HupA. 

Phương trình hồi quy tuyến tính thu được là y = 12,7004x + 15,8087, trong đó x là 

nồng độ HupA (µg/mL) và y là diện tích pic. Hệ số xác định R² = 0,99994 cho thấy 

đường chuẩn có độ tuyến tính rất cao và thể hiện mối tương quan chặt chẽ giữa nồng 

độ HupA với tín hiệu sắc ký. Do đó, đường chuẩn này phù hợp để sử dụng cho việc 

định lượng HupA trong mẫu phân tích. Dựa trên diện tích pic của mẫu là 537,046 và 

phương trình hồi quy, hàm lượng HupA trong mẫu được xác định là 41,04 µg/mL. 

Kết quả này xác nhận mẫu sau tinh sạch có chứa HupA với hàm lượng định lượng 

được, đồng thời cung cấp cơ sở cho việc chuẩn hóa nguyên liệu sử dụng trong các thí 

nghiệm đánh giá hoạt tính sinh học tiếp theo. 

 

 

y = 12,7004x + 15,8087 

R² = 0,99994 
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Đánh giá độ tinh sạch của HupA 

Mẫu HupA tinh sạch được xác định bằng HPLC, cho kết quả như sau: 

 

Hình 9. Phổ UV của mẫu HupA 

 

 

Hình 10. Sắc ký đồ của mẫu HupA 
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Hình 11. Phổ UV của chất chuẩn HupA 

Kết quả đánh giá độ tinh sạch của mẫu HupA sau quá trình tinh sạch được trình 

bày tại Hình 9–11. Phổ UV của mẫu HupA xuất hiện hai cực đại hấp thụ tại khoảng 

232 và 308 nm, tương đồng với các cực đại hấp thụ của chất chuẩn HupA tại 231,8 

và 307,7 nm. Trên sắc ký đồ HPLC, mẫu xuất hiện một pic chính rõ nét tại thời gian 

lưu khoảng 13,3 phút, phù hợp với thời gian lưu của chất chuẩn HupA; trong khi các 

pic phụ có cường độ rất thấp. Sự tương đồng đồng thời về thời gian lưu và đặc trưng 

phổ UV cho phép xác nhận pic chính thu được phù hợp với HupA. Dựa trên tỷ lệ diện 

tích pic HupA so với tổng diện tích các pic được ghi nhận, độ tinh sạch của mẫu đạt 

trên 99%. Kết quả này cho thấy quy trình tinh sạch đã loại bỏ phần lớn các tạp chất 

có trong mẫu HupA thô, tạo được sản phẩm HupA có độ tinh sạch cao và đáp ứng 

yêu cầu sử dụng trong các thí nghiệm đánh giá hoạt tính ức chế AChE cũng như các 

thử nghiệm trên mô hình tế bào tiếp theo. 

Đề tài được thiết kế theo hướng tiếp cận đa mục tiêu, tức không chỉ đánh giá một 

tác dụng đơn lẻ mà đồng thời khảo sát ba trục sinh học có liên quan chặt chẽ đến bệnh 

AD gồm: ức chế enzyme AChE, bảo vệ tế bào thần kinh và kích thích tăng trưởng 

neurite. Kết quả thu được cho thấy mẫu HupA sau tinh sạch đạt độ tinh sạch trên 99%, 

hỗn hợp A+C được xây dựng trên cơ sở tỷ lệ Adenosine/Cordycepin định lượng được 

(nm) 
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trong cao chiết trùng thảo là 1175/4987 (m/m), và công thức phối hợp tối ưu được 

sàng lọc tiếp tục cho các phép thử tế bào. Điều này cho thấy nghiên cứu đã xây dựng 

được một chuỗi đánh giá khá logic từ chuẩn hóa nguyên liệu đến xác lập hoạt tính 

sinh học, giúp cho việc diễn giải kết quả có cơ sở hơn so với các nghiên cứu chỉ sử 

dụng cao chiết chưa chuẩn hóa. 

Về mặt lý luận, cách tiếp cận này phù hợp với xu hướng nghiên cứu hiện nay đối 

với AD, vì đây là bệnh lý đa cơ chế, trong đó suy giảm cholinergic, stress oxy hóa, 

rối loạn chức năng tế bào thần kinh đệm, mất synapse và thoái hóa cấu trúc neurite 

cùng tham gia vào tiến trình bệnh [2,6,9,28]. Do đó, một công thức có khả năng đồng 

thời tác động lên nhiều trục sinh học thường có ý nghĩa hơn so với một tác nhân chỉ 

mạnh trên một đích duy nhất [1], [10]. HupA vốn đã được biết đến như một chất ức 

chế enzyme AChE tự nhiên có thêm các tác dụng ngoài cholinergic, trong khi 

Cordycepin và tín hiệu Adenosine lại có liên quan đến bảo vệ thần kinh, chống stress 

oxy hóa và điều hòa tương tác neuron–glia[2,6,9,28]. 

4.2. Đánh giá hoạt tính ức chế enzyme AChE, xác định tác dụng cộng 

hợp của các tỷ lệ phối trộn hỗn hợp A+C và chất sạch huperzine A 

HupA tinh sạch và hỗn hợp chuẩn Adenosine + Cordycepin (A+C) được sử dụng 

làm nguyên liệu cho thí nghiệm đánh giá khả năng ức chế enzyme AChE. Dựa trên 

kết quả định lượng ở mục 3.1, tỷ lệ Adenosine/Cordycepin trong hỗn hợp A+C được 

thiết lập tương ứng là 1175/4987 (m/m). 

Donepezil được sử dụng làm đối chứng dương. Trước khi khảo sát các công thức 

phối hợp, nghiên cứu xác định IC50 ức chế enzyme AChE của từng thành phần đơn lẻ 

gồm HupA, hỗn hợp A+C và donepezil. 

Để xác định tác dụng công hợp của các tỷ lệ phối trộn, thử nghiệm đầu tiên cần 

xác định là khả năng ức chế enzyme AChE của donepezil, chất sạch HupA và hỗn 

hợp A+C. Kết quả thử được trình bày ở bảng 3: 
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Bảng 3. Kết quả đánh giá hoạt tính ức chế enzyme AChE của chất sạch 

Huperzine A, hỗn hợp A + C, donepezil 

STT Mẫu thử IC50 (µg/mL) 

1 Huperzine A 0,074 ± 0,001 

2 Hỗn hợp A + C >128 

3 Donepezil 0,0138 ± 0,0025 

Bằng phép đo quang hoạt độ enzyme AChE tại bước sóng 412 nm, IC50 của HupA, 

hỗn hợp A+C và donepezil lần lượt được xác định là 0,074 ± 0,001 µg/mL; >128 

µg/mL; và 0,0138 ± 0,0025 µg/mL. Kết quả cho thấy HupA là thành phần quyết định 

hoạt tính ức chế enzyme AChE trong công thức, trong khi hỗn hợp A+C đơn lẻ hầu 

như không ức chế enzyme AChE ở khoảng nồng độ khảo sát. 

Hỗn hợp A+C và HupA tinh sạch được phối trộn theo các tỷ lệ khối lượng khác 

nhau và thiết kế theo mô hình ô bàn cờ. Các công thức phối hợp sau đó được đánh 

giá hoạt tính ức chế enzyme AChE; kết quả được trình bày ở Bảng 4: 

Bảng 4. Kết quả đánh giá tác dụng cộng hợp của các tỷ lệ giữa Huperzine A và 

hỗn hợp A +C 

         HupA 

 

A+C 

1 2 3 4 

1 0,0310±0,0032 0,0254±0,0022 0,0842±0,0052 0,0146±0,0016 

2 0,0291±0,0031 0,0310±0,0032 0,1103±0.0140 0,0254±0,0022 

3 0,0951±0,0083 0,0077±0,0009 0,0310±0.0032 0,0212±0,0029 

4 0,0297±0,0021 0,0291±0,0031 0,1413±0,0129 0,0310±0,0032 

Trong khuôn khổ đề tài, nhóm nghiên cứu đã thử hoạt tính của 16 mẫu kết hợp ở 

các nồng độ, tỉ lệ khác nhau giữa HupA và hỗn hợp A+C. Tỷ lệ hupA: A+C=2:3 cho 

kết quả tốt nhất với IC50 khi ức chế enzyme AChE là 0,0077±0,0009 μg/mL, mạnh 

hơn gần 1,8 lần so với chất đối chứng donepezil và 9,6 lần so với HupA đơn chất. 
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Kết quả này là bằng chứng thực nghiệm rất quan trọng cho thấy giữa HupA và 

hỗn hợp A+C có hiện tượng tăng cường tác dụng trên phép thử enzyme AChE ở tỷ lệ 

phối hợp thích hợp. Dù hỗn hợp A+C đơn lẻ hầu như không ức chế enzyme, nhưng 

khi phối hợp lại làm tăng hiệu lực của HupA, gợi ý một dạng tương tác hiệp đồng 

hoặc ít nhất là tác động tăng cường hiệu lực của thành phần chính[45], [46]. Về mặt 

cơ chế, từ dữ liệu hiện có chưa thể kết luận chính xác A+C đã làm tăng hiệu quả của 

HupA bằng con đường nào. Tuy nhiên, đây mới là suy luận từ hiện tượng, chưa phải 

là cơ chế đã được chứng minh. Vì vậy, cách diễn giải thận trọng nhất là: công thức 

phối trộn ở tỷ lệ 2:3 đã tạo ra hiệu quả ức chế enzyme AChE vượt trội so với từng 

thành phần riêng lẻ, và đây là cơ sở để lựa chọn công thức này cho các bước thử 

nghiệm tế bào tiếp theo. Một giả thuyết hợp lý là Adenosine, Cordycepin hoặc các 

đặc tính lý hóa liên quan đến hệ phối hợp có thể ảnh hưởng đến khả năng tiếp cận 

enzyme, độ ổn định của hoạt chất hoặc vi môi trường phản ứng, từ đó làm tăng hiệu 

quả ức chế ghi nhận được in vitro. 

4.3. Đánh giá hoạt tính bảo vệ tế bào thần kinh 

HupA đã tinh sạch và cao trùng thảo bán thành phẩm là nguyên liệu chính cho thí 

nghiệm này. 

Từ kết quả khi đánh giá tác dụng cộng hợp giữa HupA và hỗn hợp A+C, chúng 

tôi đã xác định được tỷ lệ 2:3 của HupA và A+C cho hoạt tính hiệu quả nhất. Từ đó 

nguyên liệu cho thí nghiệm đánh giá hoạt tính bảo vệ tế bào thần kinh này được phối 

trộn theo tỷ lệ về khối lượng như sau: 

Nguyên liệu lý thuyết: 5 mg HupA + 7,5 mg A+C (có mặt trong cao chiết) 

Thực tế phối trộn: 5mg HupA + 121,7 mg cao chiết (nồng độ A+C = 1175 mg/100g 

+ 4987 mg/100g). 

Một trong các chất đối chứng dương là donepezil là một loại thuốc dùng để điều 

trị bệnh AD. Chất này phần nào cải thiện chức năng tinh thần và khả năng hoạt động. 

Tuy nhiên việc sử dụng thuốc này đã không được chứng minh là thay đổi sự tiến triển 

của bệnh. Điều trị nên được dừng lại nếu không thấy lợi ích.  
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Để xác định hoạt tính bảo vệ tế bào thần kinh, thử nghiệm đầu tiên cần xác định 

nồng độ gây độc tế bào của 6-OHDA đối với dòng tế bào thử nghiệm F11. Từ đó có 

được nồng độ của chất này cho phép thử bảo vệ TBTK. Kết quả thử được trình bày ở 

hình 12 sau: 

 

Hình 12. Hoạt tính gây độc tế bào của 6-OHDA 

Kết quả cho thấy, ở nồng độ 50μM, 6-OHDA gần như không gây độc tế bào với 

98% số tế bào sống sót. Nồng độ 100μM- 200μM của 6-OHDA gây độc tế bào phụ 

thuộc vào nồng độ, với tỉ lệ sống sót của tế bào lần lượt là 77%, 63% và 45%. Nồng 

độ 200μM được sử dụng để gây độc tế bào cho đánh giá hoạt tính bảo vệ tế bào thần 

kinh.  

Kết quả đánh giá hoạt tính ức bảo vệ tế bào thần kinh của hỗn hợp Adenosine và 

Cordycepin (hai hoạt chất chính trong trùng thảo) và HupA riêng lẻ, cao chiết bán 

thành phẩm và công thức phối trộn so sánh với chất đối chứng là donepezil, NGF. 

Thử nghiệm cho đánh giá khả năng bảo vệ tế bào thần kinh của công thức phối trộn 

được thực hiện với ủ chất thử nghiệm trong 6 giờ, tiếp theo là tiếp xúc với 6-OHDA 

thêm 24 giờ và xác định số phần trăm tế bào sống sót. Nồng độ của chất thử được thử 

nghiệm với dải nồng độ cho kết quả ở hình 13 sau: 
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Hình 13. Hoạt tính bảo vệ TBTK của các mẫu thử  
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Ghi chú:  

Hình 13.A. Hoạt tính bảo vệ tế bào thần kinh của Huperzine A trên mô hình tế bào F11 

gây độc bằng 6-OHDA. 

Hình 13.B. Hoạt tính bảo vệ tế bào thần kinh của hỗn hợp chuẩn Adenosine và Cordycepin, 

ký hiệu A+C. 

Hình 13.C. Hoạt tính bảo vệ tế bào thần kinh của cao chiết nấm trùng thảo ở các nồng độ 

khác nhau. 

Hình 13.D. Hoạt tính bảo vệ tế bào thần kinh của hỗn hợp Huperzine A phối hợp với hỗn 

hợp chuẩn A+C. 

Hình 13.E. Hoạt tính bảo vệ tế bào thần kinh của công thức phối trộn Huperzine A với 

cao chiết nấm trùng thảo. 

Hình 13.F. Hoạt tính bảo vệ/tăng sinh tế bào thần kinh của NGF, sử dụng làm đối chứng 

dương. 

Hình 13.G. Hoạt tính bảo vệ tế bào thần kinh của donepezil, sử dụng làm chất đối chứng 

trong mô hình thử nghiệm. 

Kết quả cho thấy, tế bào F11 sau khi gây tổn thương bằng 200μM 6-OHDA và 

điều trị bằng HupA với dải nồng độ từ 25 đến 100μM có tác dụng bảo vệ tế bào tránh 

khỏi tổn thương phụ thuộc nồng độ, với tỉ lệ sống sót lần lượt là 51%, 55% và 75% 

(Hình 13.A). Kết quả này tương tự với hỗn hợp A +C, với tỉ lệ sống sót lần lượt là 

58%, 70% và 81% (Hình 13.B). 

Trong khi đó, khi tế bào F11 được điều trị bằng cao chiết Trùng thảo, tỉ lệ sống sót 

của các tế bào tăng dần từ 60% đến vượt quá 100% ở 124% khi tăng nồng độ gấp 10 lần 

từ 0.1mg/mL đến 1mg/mL. Sau đó, lượng tế bào F11 sống sót giảm xuống còn 20% khi 

tăng nồng độ cao chiết đến 10mg/mL (Hình 13.C). Kết quả này có thể giải thích được vì 

trong cao chiết còn có các thành phần khác nên có thể gây độc cho tế bào khi ở nồng độ 

quá cao, vì vậy lượng tế bào sống sót giảm xuống rõ rệt.  

Đối với chất đối chứng dương NGF với dải nồng độ từ 0,1 μg/mL đến 1 μg/mL, 

lượng tế bào sống sót tăng dần theo nồng độ, với tỉ lệ sống sót lần lượt là 88%, 153%, 

167% (Hình 13.F), cho thấy khả năng tăng sinh tế bào mạnh mẽ của chất này. Khả 

năng bảo vệ tế bào thần kinh của chất đối chứng dopenezil giảm dần theo nồng độ, 
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với lượng tế bào sống sót là 81%, 40%, 25% ở lần lượt các nồng độ 25μM, 50μM, 

100μM (Hình 13.G). Điều này cho thấy, khi tăng nồng độ của thuốc, độc tính của 

thuốc sẽ tăng lên, khả năng bảo vệ tế bào giảm đi. 

Hỗn hợp chất sạch Huperzine A và chất chuẩn A + C bảo vệ TBTK từ 65%-90% 

ở các nồng độ khác nhau (Hình 13.D). Trong khi đó hỗn hợp phối trộn chất sạch 

HupA và cao chiết bán thành phẩm cho thấy hiệu quả cao của hỗn hợp này khi bảo 

vệ tế bào thần kinh thấp nhất đạt 70% số tế bào sống sót và cao nhất vượt trên 100% 

tới 125% sau đó giảm xuống 80% số lượng tế bào sống sót khi so sánh với đối chứng 

không là DMSO (Hình 13.E).  

Hoạt tính bảo vệ tế bào thần kinh được đánh giá trên mô hình tế bào F11 gây độc 

bằng 6-OHDA. Đây là mô hình phù hợp để khảo sát khả năng bảo vệ tế bào trước tổn 

thương liên quan đến stress oxy hóa, một trong những cơ chế có vai trò quan trọng 

trong bệnh sinh của các bệnh thoái hóa thần kinh. 6-OHDA có khả năng tạo ra các 

gốc tự do, làm tăng stress oxy hóa, gây rối loạn chức năng ty thể và thúc đẩy quá trình 

chết tế bào theo chương trình ở các dòng tế bào thần kinh [41,42]. Trong nghiên cứu 

này, 6-OHDA được sử dụng để tạo tổn thương tế bào, sau đó đánh giá khả năng sống 

sót của tế bào bằng phương pháp WST-8. Kết quả khảo sát ban đầu cho thấy 6-OHDA 

gây độc tế bào phụ thuộc nồng độ; ở nồng độ 200 µM, tỷ lệ tế bào sống sót giảm 

xuống khoảng 50%. Vì vậy, nồng độ này được lựa chọn làm điều kiện gây độc cho 

các thí nghiệm đánh giá hoạt tính bảo vệ tế bào thần kinh của các mẫu thử. 

Kết quả ở Hình 13 cho thấy các mẫu thử gồm HupA, hỗn hợp Adenosine và 

Cordycepin, cao chiết trùng thảo, công thức phối trộn, NGF và donepezil có mức độ 

ảnh hưởng khác nhau đến tỷ lệ sống sót của tế bào F11 sau khi gây độc bằng 6-OHDA. 

Trong đó, HupA thể hiện tác dụng bảo vệ tế bào ở các nồng độ khảo sát. Điều này 

phù hợp với các dữ liệu đã công bố về khả năng bảo vệ thần kinh của HupA, không 

chỉ thông qua cơ chế ức chế enzyme AChE mà còn liên quan đến khả năng giảm stress 

oxy hóa, bảo vệ ty thể, điều hòa các tín hiệu sống còn của tế bào và hạn chế tổn 

thương tế bào thần kinh [52,53]. Như vậy, HupA có thể được xem là thành phần trung 

tâm trong công thức phối trộn, đóng vai trò quan trọng trên cả trục ức chế enzyme 

AChE và trục bảo vệ tế bào thần kinh. 
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Hỗn hợp Adenosine và Cordycepin, ký hiệu A+C, cũng cho thấy khả năng hỗ trợ 

bảo vệ tế bào thần kinh, mặc dù tác dụng này không thể hiện rõ trên mô hình ức chế 

enzyme AChE. Điều này cho thấy A+C có thể không phải là thành phần chính quyết 

định tác dụng ức chế enzyme, nhưng lại có ý nghĩa bổ trợ ở mô hình tế bào. Adenosine 

có liên quan đến điều hòa dẫn truyền thần kinh và tín hiệu purinergic, trong khi 

Cordycepin đã được ghi nhận có hoạt tính chống oxy hóa, chống viêm và bảo vệ tế 

bào thần kinh trong một số mô hình thực nghiệm [11,12]. Vì vậy, việc đưa A+C vào 

công thức phối hợp với HupA là có cơ sở sinh học, đặc biệt trong định hướng xây 

dựng công thức tác động đa mục tiêu. 

Đáng chú ý, kết quả với cao chiết nấm trùng thảo ở Hình 13.C cho thấy tác dụng 

bảo vệ tế bào chỉ xuất hiện trong một khoảng nồng độ phù hợp. Ở nồng độ thấp đến 

trung bình, đặc biệt quanh nồng độ 1 mg/mL, cao chiết nấm trùng thảo làm tăng tỷ lệ 

sống sót của tế bào F11 sau gây độc bằng 6-OHDA. Tuy nhiên, khi tăng nồng độ lên 

10 mg/mL, tỷ lệ sống sót của tế bào giảm mạnh, cho thấy cao chiết thô có thể gây bất 

lợi hoặc gây độc tế bào khi sử dụng ở nồng độ quá cao. Kết quả này cho thấy hoạt 

tính của cao chiết nấm trùng thảo không tăng tuyến tính theo nồng độ, mà có thể tồn 

tại một khoảng nồng độ tối ưu cho tác dụng bảo vệ tế bào thần kinh. 

Hiện tượng giảm tỷ lệ sống sót của tế bào ở nồng độ cao có thể liên quan đến bản 

chất của cao chiết thô. Ngoài hai hoạt chất mục tiêu là Adenosine và Cordycepin, cao 

chiết nấm trùng thảo còn có thể chứa nhiều thành phần đi kèm như polysaccharide, 

protein hoặc peptide, acid amin, đường, acid hữu cơ, muối khoáng, sắc tố, lipid, hợp 

chất phenolic hoặc các sản phẩm chuyển hóa thứ cấp khác của nấm[10,54]. Ở nồng 

độ thấp đến trung bình, một số thành phần này có thể góp phần vào tác dụng chống 

oxy hóa hoặc hỗ trợ bảo vệ tế bào. Tuy nhiên, khi tổng lượng cao chiết đưa vào môi 

trường nuôi cấy quá cao, các thành phần không đặc hiệu có thể làm thay đổi áp suất 

thẩm thấu, pH, độ nhớt hoặc thành phần dinh dưỡng của môi trường nuôi cấy, từ đó 

gây stress tế bào và làm giảm khả năng sống sót của tế bào F11. 

Bên cạnh đó, do cao chiết sử dụng trong nghiên cứu vẫn là cao chiết bán thành 

phẩm, chưa được tinh sạch sâu, nên không loại trừ khả năng còn tồn tại các tạp chất 

từ nguyên liệu nuôi cấy, dung môi chiết, sản phẩm phân hủy hoặc các hợp chất có 
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màu và độ đục cao. Các thành phần này có thể ảnh hưởng trực tiếp đến tế bào hoặc 

gây nhiễu phép đo quang học WST-8. Một số nghiên cứu cũng cho thấy các phân 

đoạn hoặc thành phần sinh học từ Cordyceps militaris có thể gây ảnh hưởng đến khả 

năng sống của tế bào trong một số bối cảnh nhất định, đặc biệt khi sử dụng ở nồng độ 

cao hoặc trên các dòng tế bào nhạy cảm[55,56].Vì vậy, kết quả ở nồng độ 10 mg/mL 

không nên được diễn giải theo hướng phủ nhận tiềm năng bảo vệ thần kinh của nấm 

trùng thảo, mà cần được hiểu là dấu hiệu cho thấy cao chiết thô có giới hạn nồng độ 

sử dụng an toàn và cần được tinh sạch, chuẩn hóa tốt hơn trước khi phát triển thành 

công thức ứng dụng. 

Khi phối hợp HupA với thành phần hoạt chất từ nấm trùng thảo, công thức phối 

trộn cho thấy hiệu quả bảo vệ tế bào rõ rệt hơn so với mô hình gây độc. Điều này gợi 

ý rằng sự kết hợp giữa HupA và các hoạt chất từ nấm trùng thảo có thể tạo ra tác dụng 

bổ trợ trên mô hình tổn thương tế bào thần kinh. Trong đó, HupA đóng vai trò chính 

trên trục ức chế enzyme AChE và bảo vệ neuron, còn Adenosine, Cordycepin và các 

thành phần có hoạt tính sinh học trong cao chiết trùng thảo có thể góp phần hỗ trợ 

chống stress oxy hóa và duy trì khả năng sống sót của tế bào[11,12,52]. Tuy nhiên, 

hiệu quả phối hợp cũng phụ thuộc vào nồng độ sử dụng, do đó cần xác định rõ khoảng 

nồng độ tối ưu để đạt tác dụng bảo vệ mà không gây độc tế bào. 

Từ các kết quả trên, có thể nhận định rằng công thức phối trộn HupA với thành 

phần hoạt chất từ nấm trùng thảo có tiềm năng trong định hướng phát triển sản phẩm 

hỗ trợ bảo vệ tế bào thần kinh. Tuy nhiên, kết quả Hình 13.C cũng chỉ ra yêu cầu quan 

trọng cho các nghiên cứu tiếp theo là cần tinh sạch sâu hơn cao chiết trùng thảo, làm 

giàu các phân đoạn chứa Adenosine và Cordycepin, đồng thời loại bớt các thành phần 

cao phân tử hoặc tạp chất không mong muốn. Các hướng nghiên cứu tiếp theo có thể 

bao gồm phân đoạn cao chiết bằng lọc màng, sắc ký, tinh sạch pha rắn hoặc các kỹ 

thuật phân đoạn dung môi; sau đó đánh giá riêng độc tính và hoạt tính bảo vệ tế bào 

của từng phân đoạn.  

Nhìn chung, kết quả đánh giá hoạt tính bảo vệ tế bào thần kinh cho thấy các mẫu 

thử có tiềm năng hỗ trợ tế bào F11 chống lại tổn thương do 6-OHDA. Công thức phối 

trộn giữa HupA và thành phần hoạt chất từ nấm trùng thảo là hướng tiếp cận có triển 
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vọng vì kết hợp được tác dụng của HupA với các hoạt chất có nguồn gốc từ Cordyceps 

militaris. Tuy vậy, để tăng giá trị ứng dụng, cần tiếp tục tối ưu hóa công thức, xác 

định ngưỡng nồng độ an toàn, tinh sạch cao chiết và đánh giá sâu hơn trên các mô 

hình in vivo trước khi định hướng phát triển sản phẩm thực phẩm bảo vệ sức khỏe hỗ 

trợ chức năng thần kinh. 

4.4. Đánh giá hoạt tính tăng sinh sợi liên kết thần kinh (LKTK) 

Hoạt tính tăng sinh sợi LKTK được đánh giá với 3 đối tượng là: NGF, cao chiết 

trùng thảo và hỗn hợp thử nghiệm của cao chiết nấm trùng thảo và HupA. Phân tích 

thống kê được thực hiện bằng phân tích phương sai một yếu tố (one-way ANOVA), 

sau đó sử dụng kiểm định hậu nghiệm Dunnett’s multiple comparisons test để so sánh 

từng nhóm xử lý với nhóm chứng DMSO. Dữ liệu được biểu diễn dưới dạng giá trị 

trung bình ± SD. Đối với chỉ tiêu số lượng neurite, số neurite đếm được trên từng 

ảnh/vi trường được sử dụng như một đơn vị thống kê độc lập. Đối với chỉ tiêu chiều 

dài neurite, giá trị trung bình chiều dài neurite của từng ảnh/vi trường được sử dụng 

như một đơn vị thống kê độc lập.  

Bảng 5. Quy ước giá trị p 

p-value Ký hiệu Ý nghĩa 

p ≥ 0,05 ns (not significant) Không có ý nghĩa thống kê 

p < 0,05 * Có ý nghĩa 

p < 0,01 ** Có ý nghĩa cao 

p < 0,001 *** Có ý nghĩa rất cao 

p < 0,0001 **** Có ý nghĩa cực cao 

Chúng tôi sử dụng 03 mẫu thí nghiệm này cho đánh giá tối ưu vì theo những tài 

liệu đã công bố của các mẫu này đã chỉ ra xuất hiện hoạt tính dương của chúng. 

Hoạt tính tăng sinh sợi LKTK của NGF 

 NGF (Sigma Aldrich) là một tác nhân chuyên dùng được sử dụng để kích thích 

sự phát triển của các dòng tế bào thần kinh. Với thử nghiệm này, chúng tôi chọn lựa 

NGF làm đối chứng dương nhằm đánh giá khả năng tăng sinh sợi liên kết thần kinh 
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của các mẫu thử. Nồng độ NGF cho phép thử được xác nhận lần lượt là: 0; 0,1; 0,5; 

1; 2 µg/mL. Kết quả thu được ở hình 14 sau: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hình 14. Hoạt tính tăng sinh sợi liên kết thần kinh của NGF 

14.A. DMSO 14.B. 0,1 µg/mL 

14.C. 0,5 µg/mL 14.D. 1 µg/mL 

14.E. 2 µg/mL 
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Ghi chú:  

Hình 14.A. Ảnh tế bào ở nhóm chứng DMSO 

Hình 14.B. Ảnh tế bào xử lý với NGF nồng độ 0,1 µg/mL. 

Hình 14.C. Ảnh tế bào xử lý với NGF nồng độ 0,5 µg/mL. 

Hình 14.D. Ảnh tế bào xử lý với NGF nồng độ 1 µg/mL. 

Hình 14.E. Ảnh tế bào xử lý với NGF nồng độ 2 µg/mL. 

Hình 14.F. Biểu đồ định lượng số lượng neurite trung bình ở các nhóm xử lý 

NGF(**:p<0,01;****:p<0,0001). 

Hình 14.G. Biểu đồ định lượng chiều dài neurite trung bình ở các nhóm xử lý 

NGF(***:p<0,001;****:p<0,0001) 

 

Kết quả hình 14 cho thấy NGF là một chất đối chứng dương cho hoạt tính tốt đối 

với sự phát triển về số lượng của các sợi liên kết thần kinh (neurite). Số lượng các sợi 

liên kết thần kinh được tăng lên tuyến tính khi tăng dần nồng độ thử của NGF. Tại 

nồng độ thử 2 µg/mL số lượng các sợi liên kết thần kinh được tăng lên gấp 2 lần có 

mang ý nghĩa thống kê. Nhưng với khả năng tăng cường về chiều dài của các sợi liên 

kết thần kinh thì NGF không thể hiện rõ do kết quả với sai số quá lớn không mang 

lại ý nghĩa thống kê trên giá trị trung bình. 

Hoạt tính tăng sinh sợi LKTK của cao chiết nấm trùng thảo 

Cao chiết nấm trùng thảo và đông trùng hạ thảo mặc dù được thử nghiệm rất 

nhiều với hoạt tính ức chế enzyme AChE, bảo vệ tế bào thần kinh và nhiều hướng 

đánh giá hoạt tính khác, nhưng thử trên mô hình nhằm vào sợi LKTK lại chưa có 

công bố nào. Vì định hướng đề tài nhắm tới một sản phẩm hỗ trợ tăng cường trí nhớ, 

nên việc đánh giá hoạt tính này của cao chiết là một mục tiêu quyết định. Nồng độ 

cao chiết thử nghiệm là: 0; 0,1; 1; 10 mg/mL. Kết quả thử nghiệm được biểu diễn trên 

hình 15 sau: 
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Hình 15. Hoạt tính tăng sinh sợi liên kết thần kinh của cao chiết nấm trùng thảo 

Ghi chú:  

Hình 15.A. Ảnh tế bào ở nhóm chứng DMSO, thể hiện mức phát triển neurite nền. 

Hình 15.B. Ảnh tế bào xử lý với cao chiết nấm trùng thảo nồng độ 0,1 mg/mL. 

Hình 15.C. Ảnh tế bào xử lý với cao chiết nấm trùng thảo nồng độ 1 mg/mL. 

Hình 15.D. Ảnh tế bào xử lý với cao chiết nấm trùng thảo nồng độ 10 mg/mL. 

15.A.DMSO 15.B. 0,1 mg/mL 

15.C. 1 mg/mL 15.D. 10 mg/mL 
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Hình 15.E. Biểu đồ định lượng số lượng neurite trung bình sau xử lý với cao chiết nấm 

trùng thảo(ns:p≥0,05;***:p< 0,001;****:p<0,0001). 

Hình 15.F. Biểu đồ định lượng chiều dài neurite trung bình sau xử lý với cao chiết nấm 

trùng thảo(ns:p≥0,05;****:p<0,0001). 

Cao chiết nấm trùng thảo cũng thể hiện rất rõ rệt khả năng tăng sinh sợi liên kết 

thần kinh tuyến tính ở nồng độ 0,1 mg/mL đến 1 mg/mL. Nhưng ở 10 mg/mL cao 

chiết lại thể hiện sự ức chế phát triển của dòng tế bào thần kinh này. Ở nồng độ 1 

mg/mL cao chiết nấm trùng thảo thử nghiệm, cũng cho thấy sự tăng lên gấp 2 lần của 

trung bình số lượng các sợi liên kết thần kinh mang ý nghĩa thông kê. Kết quả về 

chiều dài của tế bào thần kinh có sai số quá lớn nên không mang ý nghĩa thống kê. 

Hoạt tính tăng sinh sợi LKTK của hỗn hợp HupA và nấm trùng thảo 

HupA mặc dù được thử nghiệm rất nhiều với hoạt tính ức chế enzyme AChE, bảo 

vệ tế bào thần kinh và nhiều hướng đánh giá hoạt tính khác, nhưng thử trên mô hình 

nhằm vào sợi LKTK lại chưa có công bố. Hỗn hợp thử nghiệm được phối trộn theo 

tỷ lệ 5mg HupA/121,7 mg cao chiết. Mẫu thử được tính toán và ký hiệu dựa trên nồng 

độ HupA thử nghiệm là: 0; 0,1; 0,5; 1; 2 µM. Kết quả thử nghiệm được biểu diễn trên 

hình 16 sau: 
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Hình 16. Hoạt tính tăng sinh sợi liên kết thần kinh của công thức phối trộn 

Ghi chú:  

Hình 16.A. Ảnh tế bào ở nhóm chứng DMSO. 

Hình 16.B. Ảnh tế bào xử lý với công thức phối trộn ở nồng độ quy đổi theo HupA là 

0,1 µM. 

Hình 16.C. Ảnh tế bào xử lý với công thức phối trộn ở nồng độ quy đổi theo HupA là 

0,5 µM. 

Hình 16.D. Ảnh tế bào xử lý với công thức phối trộn ở nồng độ quy đổi theo HupA 

là 1 µM. 

Hình 16.E. Ảnh tế bào xử lý với công thức phối trộn ở nồng độ quy đổi theo HupA là 

2 µM 

Hình 16.F. Biểu đồ định lượng số lượng neurite trung bình sau xử lý với công thức 

phối trộn(ns:p≥0,05;****:p<0,0001) 

Hình 16.G. Biểu đồ định lượng chiều dài neurite trung bình sau xử lý với công thức 

phối trộn(ns:p≥0,05;*:p<0,05;****:p<0,0001) 
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Công thức phối trộn cho thấy hiệu quả tăng lên của trung bình số lượng của các 

sợi liên kết thần kinh. ở nồng độ HupA 2 µM tương đương với mẫu thử chứa (0,242 

µg/mL HupA, 5,89 mg/mL cao chiết). 

Kết quả cho thấy mô hình LKTK hoạt động phù hợp khi đối chứng dương NGF 

làm tăng số lượng neurite theo xu hướng phụ thuộc nồng độ, và ở 2 µg/mL số LKTK 

tăng xấp xỉ 2 lần so với đối chứng. Điều này xác nhận hệ thống thí nghiệm đủ nhạy 

để phát hiện sự thay đổi về khả năng tạo LKTK. Trong nghiên cứu tế bào thần kinh, 

NGF là đối chứng dương kinh điển cho quá trình biệt hóa và phát triển LKTK của tế 

bào PC12 và các mô hình tương tự [57].  

Một số kết quả, đặc biệt là chỉ tiêu chiều dài neurite, vẫn có độ biến động tương 

đối lớn giữa các lần đo, thể hiện qua độ lệch chuẩn ở một số nhóm thí nghiệm. Nguồn 

biến động này có thể liên quan đến cả đặc điểm sinh học của mô hình tế bào và các 

bước định lượng hình thái. Mật độ tế bào và mức độ biệt hóa của tế bào F11 có thể 

không hoàn toàn đồng nhất giữa các vị trí nuôi; neurite hình thành và phân bố không 

đều giữa các vi trường; đồng thời chất lượng nhuộm, độ nét của ảnh và vị trí lựa chọn 

để chụp có thể ảnh hưởng đến khả năng nhận diện sợi thần kinh. Ngoài ra, các neurite 

có thể giao nhau, phân nhánh, nằm sát thân tế bào hoặc kéo dài vượt khỏi giới hạn 

trường ảnh, từ đó làm tăng sai số khi xác định số lượng và chiều dài bằng phần mềm 

ImageJ. Vì vậy, độ lệch chuẩn tương đối lớn ở một số nhóm được xem là một đặc 

điểm cần lưu ý của phép thử định lượng hình thái neurite và cần được cân nhắc khi 

diễn giải mức độ tác động của mẫu thử. 

Để đánh giá độ lặp lại và ý nghĩa của các khác biệt quan sát được, các số liệu từ 

những lần lặp của thí nghiệm đã được tổng hợp và phân tích thống kê. Dữ liệu được 

biểu diễn dưới dạng giá trị trung bình ± SD; sự khác biệt giữa các nhóm được đánh 

giá bằng phân tích phương sai một yếu tố (one-way ANOVA), sau đó sử dụng kiểm 

định hậu nghiệm Dunnett để so sánh từng nhóm xử lý với nhóm chứng DMSO. Kết 

quả thống kê cho thấy mặc dù có sự phân tán nhất định giữa các lần lặp, một số nồng 

độ vẫn tạo ra sự khác biệt có ý nghĩa thống kê so với nhóm chứng, cho thấy xu hướng 

tác động quan sát được không chỉ phụ thuộc vào một giá trị đo riêng lẻ. Tuy nhiên, 
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mức độ biến động khác nhau giữa các nhóm cho thấy đáp ứng hình thái của neurite 

có tính không đồng nhất, đặc biệt đối với chỉ tiêu chiều dài. 

Do đó, các kết quả có độ lệch chuẩn lớn cần được diễn giải trên cơ sở đồng thời 

xem xét giá trị trung bình, mức độ phân tán và giá trị p, thay vì chỉ dựa vào mức tăng 

tuyệt đối của chiều dài hoặc số lượng neurite. Đối với những nhóm có sự gia tăng giá 

trị trung bình nhưng độ biến động lớn, kết quả nên được xem là dấu hiệu về xu hướng 

tác động; trong khi các nhóm vừa có xu hướng tăng rõ ràng vừa đạt ý nghĩa thống kê 

qua các lần lặp cung cấp bằng chứng đáng tin cậy hơn về tác dụng thúc đẩy hình 

thành neurite trong điều kiện thí nghiệm. 

Trong các nghiên cứu tiếp theo, để tiếp tục giảm sai số và nâng cao độ lặp lại của 

phép thử, cần chuẩn hóa chặt chẽ mật độ gieo tế bào, thời gian biệt hóa và thời gian 

xử lý mẫu; thống nhất số lượng và tiêu chí lựa chọn vi trường; duy trì cố định điều 

kiện nhuộm, chụp ảnh, độ phóng đại và ngưỡng xử lý ảnh trên ImageJ. Việc tăng số 

lần lặp thí nghiệm và số vi trường được phân tích cũng sẽ giúp giảm ảnh hưởng của 

tính không đồng nhất về hình thái tế bào, qua đó làm tăng độ tin cậy của kết quả đánh 

giá số lượng và chiều dài neurite. 

Đáng chú ý, cao chiết nấm trùng thảo cũng làm tăng số lượng LKTK rõ rệt trong 

khoảng 0,1–1 mg/mL và đạt mức tăng khoảng 2 lần ở 1 mg/mL, nhưng lại ức chế sự 

phát triển ở 10 mg/mL. Kết quả này gợi ý rằng cao chiết trùng thảo không chỉ có tác 

dụng trên trục chống oxy hóa hay bảo vệ tế bào, mà còn có thể tham gia thúc đẩy quá 

trình biệt hóa hình thái của tế bào thần kinh. Mặt khác, việc giảm tác dụng ở nồng độ 

10 mg/mL cho thấy mô hình LKTK có thể nhạy hơn với hiện tượng quá liều hoặc với 

ảnh hưởng bất lợi của các thành phần đi kèm trong cao chiết. Điều này cũng phù hợp 

với quan sát ở phép thử bảo vệ tế bào, nơi công thức phối trộn biểu hiện một khoảng 

nồng độ tối ưu thay vì hiệu quả tăng tuyến tính không giới hạn.  

Khi so sánh với y văn, diễn giải này phù hợp với các công bố trước đó về HupA. 

Tang và cộng sự đã cho thấy HupA có thể làm tăng tiết NGF ở tế bào thần kinh đệm 

và làm tăng số lượng tế bào PC12 mang LKTK [7]. Như vậy, việc hỗn hợp chứa 

HupA biểu hiện tác dụng thuận lợi trên mô hình LKTK trong nghiên cứu này là hợp 

logic. Đồng thời, do cao chiết trùng thảo cũng cho kết quả dương tính riêng lẻ, nhiều 
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khả năng tác dụng của công thức trên LKTK là kết quả của sự bổ sung giữa HupA và 

các thành phần sinh học trong trùng thảo hơn là do một chất đơn độc chi phối hoàn 

toàn. Tuy nhiên, nghiên cứu hiện tại chỉ cho thấy rõ sự gia tăng về số lượng LKTK, 

trong khi chiều dài LKTK chưa đạt ý nghĩa thống kê do sai số lớn. 

Đối với hỗn hợp HupA và cao chiết trùng thảo, kết quả cho thấy công thức phối 

trộn làm tăng trung bình số lượng LKTK, trong đó ở nồng độ HupA 2 µM, tương ứng 

với 0,242 µg/mL HupA và 5,89 mg/mL cao chiết, hiệu quả tăng LKTK được ghi nhận 

rõ. Kết quả này có ý nghĩa vì nó cho thấy công thức sau khi được sàng lọc ở phép thử 

enzyme AChE và bảo vệ tế bào vẫn giữ được khả năng tác động thuận lợi lên một chỉ 

tiêu khó hơn, đó là tăng trưởng cấu trúc thần kinh. Nói cách khác, công thức không 

chỉ giúp tế bào “sống sót” tốt hơn trước độc tính, mà còn có tiềm năng hỗ trợ tái lập 

kết nối thần kinh thông qua tăng hình thành LKTK. Kết luận phù hợp nhất là công 

thức có tiềm năng thúc đẩy hình thành LKTK, còn hiệu quả trên kéo dài LKTK cần 

được kiểm chứng thêm bằng thiết kế đo đạc chính xác hơn [7,50,57]. 
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V. Kết luận và kiến nghị 

5.1. Kết luận 

Trong phạm vi nghiên cứu in vitro, đề tài đã thu được các kết quả chính theo trình 

tự sau: 

Thứ nhất, mẫu HupA sau tinh sạch có thời gian lưu và phổ UV phù hợp với chất 

chuẩn; độ tinh sạch tính theo tỷ lệ diện tích pic HPLC đạt trên 99%. Hàm lượng 

adenosine và cordycepin trong cao chiết nấm trùng thảo lần lượt là 1175 và 4987 

mg/100 g cao chiết. 

Thứ hai, HupA đơn chất ức chế AChE với IC50 = 0,074 ± 0,001 µg/mL, trong khi 

hỗn hợp adenosine và cordycepin (A+C) có IC50 > 128 µg/mL. Trong 16 tổ hợp khảo 

sát, tỷ lệ khối lượng hoạt chất HupA:A+C = 2:3 cho IC50 thấp nhất, đạt 0,0077 ± 

0,0009 µg/mL. Kết quả cho thấy hiệu lực ức chế AChE in vitro tăng so với HupA đơn 

chất, nhưng chưa đủ để khẳng định tương tác hiệp đồng khi chưa có chỉ số FIC/FICI. 

Thứ ba, nồng độ 6-OHDA 200 µM được lựa chọn để gây tổn thương tế bào F11. 

Công thức HupA phối hợp cao chiết nấm trùng thảo duy trì hoạt tính chuyển hóa 

WST-8 của tế bào ở mức khoảng 70-125% so với chứng DMSO trong dải nồng độ 

khảo sát. Tác dụng phụ thuộc nồng độ; riêng cao chiết thô ở 10 mg/mL làm giảm rõ 

rệt hoạt tính chuyển hóa của tế bào. 

Thứ tư, ở công thức tương ứng 0,242 µg/mL HupA và 5,89 mg/mL cao chiết, số 

lượng neurite trung bình tăng so với chứng. Tuy nhiên, dữ liệu chiều dài neurite có 

độ biến động lớn nên chưa thể kết luận chắc chắn về khả năng kéo dài neurite. 

Nhìn chung, tỷ lệ phối hợp được lựa chọn cho thấy tín hiệu ức chế AChE, duy trì 

hoạt tính chuyển hóa của tế bào F11 chịu tác động của 6-OHDA và làm thay đổi một 

số chỉ số hình thái neurite trong điều kiện in vitro. Các kết quả mang tính thăm dò, 

chưa đủ để khẳng định hiệu quả đối với bệnh Alzheimer, lợi ích nhận thức hoặc khả 

năng ứng dụng sản phẩm. 

5.2.  Kiến nghị 

Để tiếp tục định hướng phát triển công thức sử dụng trên người, công thức 

phối trộn Huperzine A : A+C = 2:3 cần được xác nhận lại bằng các thí nghiệm in 

vitro độc lập, trong đó ưu tiên kiểm tra độ lặp lại của phép thử neurite, chuẩn hóa đơn 
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vị lặp thống kê và hoàn thiện phân tích tương tác giữa các thành phần. Sau khi độ lặp 

lại và khoảng nồng độ an toàn được xác nhận, cần tiến hành các nghiên cứu in vivo 

phù hợp để đánh giá độc tính, liều có hiệu quả và các chỉ tiêu sinh hóa, mô học cũng 

như chức năng nhận thức liên quan. Trên cơ sở các dữ liệu nhất quán qua các cấp độ 

nghiên cứu này, có thể tiếp tục hoàn thiện công thức, lựa chọn dạng bào chế và xây 

dựng thiết kế nghiên cứu lâm sàng phù hợp. 

Bên cạnh đó, cần tiếp tục tinh sạch và chuẩn hóa cao chiết nấm trùng thảo. Kết 

quả in vitro cho thấy cao chiết có đáp ứng phụ thuộc nồng độ và ở nồng độ cao có thể 

làm giảm hoạt tính chuyển hóa của tế bào. Vì vậy, các nghiên cứu tiếp theo cần phân 

đoạn và làm giàu Adenosine, Cordycepin; kiểm soát các thành phần đi kèm; xác định 

khoảng nồng độ không gây độc; đồng thời đánh giá độ ổn định giữa các lô nguyên 

liệu. Các bước này nhằm tạo mẫu thử có thành phần định lượng rõ ràng, ổn định và 

phù hợp cho các nghiên cứu tiền lâm sàng tiếp theo theo định hướng phát triển sản 

phẩm sử dụng cho người. 

Trên cơ sở kết quả sàng lọc in vitro hiện có, công thức phối trộn cho thấy tiềm 

năng tiếp tục được phát triển theo định hướng hỗ trợ chức năng thần kinh và cải thiện 

trí nhớ. Để tiến tới nghiên cứu và ứng dụng trên người, cần tiếp tục đánh giá độ lặp 

lại, cơ chế/tương tác, độc tính, hiệu quả in vivo, độ ổn định và khả năng chuẩn hóa; 

từ đó hoàn thiện cơ sở khoa học cho việc lựa chọn liều, dạng bào chế và thiết kế 

nghiên cứu lâm sàng phù hợp. 
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