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TOM TAT

Qua thé nAm hau tha chira céc polisaccarit da duoc tach chiét va xdc dinh ham luong. Phan
doan chiét bang NaOH 4 % cho tong luong polisaccarit chlem 80 % va bao gdm ca dang tan va
khong tan trong nudc. Mot lugng it polisaccarit dwgc tong hop trong dich nu6i cay nam
Polisaccarit tan trong phan doan chiét NaOH 4 % c6 hoat tinh &rc ché hinh thanh khéi u té bao
ung thu gan (Hep-G2) thé hién bang viéc giam kich thudc khdi u xudng 24,4 % va mat do hinh
thanh khi u 61,5 % so voi d6i ching am.

Tir khéa: polisaccarit, nAm Hau thii, hoat tinh khang u.

1. PAT VAN PE

Néam hau thu (Hericium erinaceus) 1a mot loai nAm quy da dugc dua vao sach bo can dugc
bao v¢ va bao tdn. Nam hau thi con ¢6 tén 12: dau khi, dau su tt, dau ge”iu, dau ong gia, rau than
rung, Hiu dau cO, Thich khuén, Vi khuén, Yamabushitake hay Lion’s Mane ... Thudc loai
Hericium erinaceus, chi Hericium, ho phu Hericicoideae, 16p Hymenomycetes, nganh phu
Basidiomicotina, nganh Eumycota, gigi Mycota (fungi) [1].

Nam Hau tha (Hericium erinaceus) c6 tac dung vé dugc 1i nhu 12 gitdp ning cao kha nang
mién dich cua co thé, phuc ho6i niém mac da day, chita thing loét rudt, nang cao kha ning dé
khang voi tinh trang thiéu oxy, chong mét moi, chdng oxy hod, chéng dot blen lam gidm md&
méu, xtc tién viéc tudn hoan mau, chdng 130 ho4 va trc ché sinh trudng cua té bao ung thu (Lam
Tién, 2001; Lam Thy Tién, 2001). Céc phan doan polisaccarits khac tir nAm Hericium erinaceus
nhu xylan, glucoylan, heteroxyglucan va cdc phirc hop protein cua ching ¢6 cic déc tinh nhu 1a
cac yéu t6 cai bién ddp tng sinh hoc (BRM), d6 chinh ¢6 thé 12 loi ich cua ching trong liéu phap
mién dich. Trong mdt s6 nghién ctru cia tic gia Mizuno (1992, 1998) di tim ra 5 loai
polisaccarits (Flo-a-a, Flo-a-3, Flo-b, FIlo-1 va FIII-2b) c¢6 hoat tinh khdng ung thu dugc phéan
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lap tir hé soi ndm Hericium erinaceus sau khi 1&én men chim. Ngoai ra con ¢6 tic dung kéo dai
thoi gian song [3, 4].

Céc nghién ctu vé ddc tinh cho thay tir trudc dén nay cho thay qua thé va hé sgi nam
Hericium erinaceus khong hé cé doc tinh d6i vdi con nguoi [6].

2. NGUYEN LIEU VA PHUONG PHAP
2.1. Nguyén vit liéu

~ Nam Hau thii: Puoc nubi cy tai Phong Sinh hoc thyc nghiém, Vién Héa hoc cc Hop
chat thién nhién.
Céc dong té bao
Pugc cung cép tr phong Sinh hoc Thuc nghiém - Vién Hod hoc cac Hop chét thién nhién,
gom:
Dong RD: Rhabdosarcoma — ung thu co van.
Dong Hep- G2: Hepatocellular carcinoma — ung thu gan.

Dong Lu:  Lung cancer — ung thu phoi.
2.2. Phwong phap
2.2.1. Tdch chiét polisaccarit tir ndm Hau thi dwoc nudi cdy tinh trong moi truong dich thé

Nam hau thu duoc nudi cdy tinh trong moi trudng c6 thanh phan nhu sau: Glucose 20 g,
pepton 5 g, cao nam men 3 g, KH,PO, 0,5 g, KCl 1g, CaCO5 2 g, 1 lit H,O. Sau thoi gian 1 - 1,5
thang khi nAm bat dau moc qua thé. Ching toi tich ra 1am hai phan dé nghién ctru:

- Phan dich thé: Dich nudi cay duoc loc qua gidy loc 1ay phan dich trong.
- Phan qua thé: Qua thé dugc rira sach, s?iy kho, nghién thanh bt min.

Dich nudi cay nam

Lay 1 lit dich nu6i cay dugc quay cét tai 70 °C, giam thé tich xudng con 100 ml. BS sung
400 ml con 96° vao 100 ml dich, dé tia qua dém tai 4 °C. Li tam 5000 vong/phit va thu can
polisaccarit (P1).

Qud thé nidm

100 g bot qua thé nim kho (46 a am khoang 5 %) dugc ngam chiét v6i 750 ml nudc nong tai
100 °C trong 2 tiéng. Loc lay phan dich tan va ba nam tiép tuc bd sung 750 ml nudc cét chiét 1an
2 trong 2 gio. Tach riéng phan ba ndm va phan dich tan (phan dich ciia ca 2 1an chiét dugc gop
lai).

a) Phan dich tan: Lam giam thé tich phan dich chiét bang quay ¢ dén 100 ml, li tdm thu
dich ndi. B6 sung 400 ml con 96 °C vao dich va i qua dém tai 4 °C. Li tim 5000 vong/phiit thu
cén polisaccarit (P2).

b) Phan ba: Phan ba qué thé thu duoc sau khi chiét nuée néng & trén dugce lam kho. BO
sung 500 ml NaOH 4 % vao phan ba qua thé, u 55 °C trong 2 gio. Loc tach phan dich va bd nam
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tiép tuc bd sung 500 ml NaOH 4 % 1 55 °C trong 2 gid, tach riéng phan ba ndm. Phan dich cua 2
lan chiét kiém duoc gop lai, tong thé tich khoang 600 ml. Li tim 5000 vong/phdt loai bo cin,
trung hoa bang axit axetic va dé ling qua dém. Loc thu riéng phan dich va két tia.

- Phan dich loc dugc li tim 5000 vong/phiit, loai bo cian. B sung 4 1an thé tich con 96 °C,
dé ling qua dém. Thu phan két tia, 1am kho tai 50 °C dén trong lwong khong ddi (P3).

- Phan két tia dwoc 1am kho 50 °C dén trong lwong khong d6i (P4). Hoa trong nudc cat, dé
qua dém. Li tim thu két tia. B6 sung HCI 1IN khudy déu sao cho miu & dang sét. Pun néng mau
& 100 °C. Thu cdc mau sau céc khoang thoi gian 5, 15, 30, 60, 90 phiit, trung hoa béng NaOH
IN, i tm thu dich néi. B6 sung con 96 °C vao dich noi véi ti 18 3 : 1 va dé ¢ 4 °C qua dém. Li
tam 5.000 vong/phiit trong 5 phiit, thu cin polisaccarit, 1am khé va hoa tan trong nudc ct.

2.2.2.  Xdc dinh ham luong polisaccarit

Theo phuong phap cua Michel. DuBois, K. A. Gilles va cs, 1956 [9].

100 ul dich mau (chtra ti da 50 pg polisaccarit) duge tron déu voi 100 ul phenol 5 %. B
sung 500 ul dung dich H,SO, d4m dic vao mau va a hdn hop ¢ 100 °C trong 5 phit. Lic déu
ong, dé hién mau trong 30 phit, tién hanh so mau tai budc séng 492 nm. Lam mau d6i ching
diing 100 pl nude cat thay mau. Tir hiéu sé gid tri OD (A = 492 nm) giira dich miu va ddi ching
s& tinh dugc ham lugng polisaccarit ¢6 trong mau bang cch so sdnh voi gid tri OD (A = 492 nm)
ctia glucose nhu chat chuin.

D6 thj dwong Glucose
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2.2.3. Phuwong phdp thir hoat tinh gdy déc té bao

Nudi té bao ung thu in vitro theo Skehan va es [10]. Xdc dinh hoat tinh gdy doc cdc dong té
bao ung thu theo phuong phap SRB cuia Likhiwitayawuid va cs [5] dang dwoc tién hanh tai Vién
Nghién ctru Ung thu Quéc gia cia My (NCI). Phuong phdp nay dd dugc phong Sinh hoc Thuc
nghiém thudc Vién Hod hoc cac Hop chét thién nhién ap dung tr nam 1996.

2.2.4. Phuong phdp vrc ché hinh thanh khoi u 3 chiéu trén thach mém (anti-tumor promoting
assay) in vitro

) Theo tic gid Jong Bin Kim( 2005) [3] va Huiyuan Gao & CS, 2007 [2]’, hién dang dugc
trién khai thyuc hién tai phong Sinh hoc thuc nghiém, Vién Héa hoc cac Hgp chat thién nhién.
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3. KET QUA VA THAO LUAN
3.1. Ham lwong polisaccarit tir nAm Hau thii 1én men dich thé

Tir 4 lit dich 1én men ndm Hau tha ching toi da tich ra lam 2 phan: Phan dich nudi cay
(P1) va phan qua thé, phan qua thé sy kho chiing toi thu duge 100 g mau va duge tich chiét
nhu da trinh bay & muc 2.2.1 phan phuong phdp. Ham lugng polisaccarit trong cdc phan doan
chiét tir phan 1én men dich thé ndm hau thu dwoc thé hién trong bang 1.

Bdng 1. Ham lugng polisaccarit tir nAm Hau tha 1én men dich thé

(trong 1 lit nAm hau thu 1én men dich thé)

Phan doan Chét rin chira % polisaccarit Ham lwong
polisaccarit tong (g/1) trong mau polisaccarit (g/1)
Dich nubi ciy (P1) 3,6 5,28 0,19
Phan  |Dich chiét nuéc néng 0,55 35,8 0.2
qua thé |(P2)
Dich chiét 3 (P3) 0,68 56,8 0,39
Tua (P4) 1,36 33,7 0,46

Theo két qué trén bang 1, tit ca cdc phan doan tich chiét déu c6 chira polisaccarit. Trong
dich nudi céy, lugng polisaccarit tho la 3,6 g/L v6i ham luong polisaccarit chlem 5,28 %. O nAm
16n, ndm sgi, nAm men, polisaccarits duogc biét 1a tap trung chu yéu ¢ vich té bao va noi bao.
Tuy nhién, ciing c6 mot lugng nho polisaccarits do ndm tong hgp duoc phat hién & dich nudi cay
nédm Hau thu [4].

O céc phan doan khic, ham lugng polisaccarit ting tir 33,7 dén 56,8 % tong lugng chat kho
thu dwoc trong mdi phan doan. O ndm Hau thu, cic polisaccarit dich chiét nudc néng qua thé
ciing duoc mot s6 tic gia nghién ctru. Céc két qua chi ra rang, lién két mach chinh 1a glucoside
1 - 6 galactose va 1 - 6 glucose [11]. Trong nghién ctru cta chung tdi, lwgng polisaccarit thu
duogc nhiéu nhat trong phan doan chiét bing NaOH 4 %. Trong d6, polisaccarit & dang khong tan
(water insoluble glucan) chiém luwong 16n trong dich chiét kiém (P4 = 1,36 g), nhung ham lugng
polisaccarit chi chiém c6 33,7 % trong d6. Ham lugng polisaccarit & dich chiét 3 khd cao (P3
chiém 56,8 %).

3.2. Thiiy phan polisaccarit két tia bing axit HCI

Phén doan chura polisaccarit ¢ dang khong tan chiém mot lugng kha 16n, nhung vi né &
dang khong tan nén khi vao co thé né rat dé bi dao thai ra ngoai qua dudng ti€u héa. Vi vay
muon st dung cho con nguoi thi phai chuyen n6 vé dang tan bang céch thity phin bang enzyme
hoic axit. O ddy ching t6i dd thuy phan bang axit HCI theo céc thoi gian khéc nhau, ham lugng
polisaccarit hoa tan thu dugc tir 200 mg két tua kho (P4), duoc trinh bay tai bang 2.

Tir két qua bang 2 cho thdy, ham luong polisaccarit thu dwoc ¢ dang tan sau 30 phut 12 cao
nhét 3,2 %. Thoi gian thiy phéan lau hon, cdc duong don va oligosaccharide s& tao thanh, giam
hiéu suét thu hdi polisaccarit. Can polisaccarit c6 thé dugc thiy phan tiép, nhiam thu nhan thém
polisaccarit tan.
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Bdang 2. Ham lugng polisaccarit tan thu dugc sau khi thuy phan

(Ham luong polisaccarit tan thu dugc sau khi thuy phan 200 mg két tia)

Thoi gian thiiy phan (phiit) 5 15 30 60 90
Ham lwong polisaccarit tong 7 7 7 7 7
(mg)
Polisaccarit tan (mg) 1,5 1,8 2,3 2 1,9
Hiéu suit (%) 2,1 2,5 3.2 2,8 2,6
3.3. Hoat tinh gay déc té bao
Bang 3. Hoat tinh gy doc té bao cuia cdc phan doan polisaccarit
3 . Dong t,é' bao
STT Ki hiéu mau Phan tram song sot (%)
Hep-G2 Lu RD
1 DMSO 100 £ 0,0 100+ 0,0 100 £0,0
2 Chting (+) 0,5+0,02 1,2 £0,04 0,3+0,0
3 P1 80,6 £0,3 84,2+0,5 752+ 1,2
4 P2 89,0t 0,7 93,3+1,1 90,9 +0,2
5 P3 84,1 0,5 82,5+0,0 80,5 £ 0,09
6 P4 98,3 +0,07 96,8 £0,9 100,0 £ 0,1

Céc phan doan polisaccarit khong biéu hién hoat tinh giy doc té bao khi nudi cdy in vitro.
Theo mot s6 cong b6 truge day thi céc polisaccarit phén 1ap tur nam hau thii khong c¢6 hoat tinh
voi té bao ung thu nudi cdy in vitro, chu yéu 1a gitp ting cudng mién dich va irc ché khéi u trén

dong vat thuc nghiém.

3.4. Hoat tinh wrc ché tao u trén thach mém cia cac san pham

Chiing toi da thir kha nang tic ché tao u ciia té bao ung thu gan Hep-G2 trén thach mém cua
céc phan doan polisaccarit. Két qua thu dugc ¢ bang 4.

Bang 4. Két qua thur nghiém hoat tinh trc ché tao u trén thach mém cta céc phan doan polisaccarit

Kich thwéc trung binh ciia khéi u

Mt d9 hinh thanh khéi u

Kihi¢umiu  [Dudng kinh (um) [ % giam so véi déi gisim so v6i dbi chiimg (% )
ching
Poi chitng 25,5 0 100
P1 23,5 7,840,51 14,8+1,2
P2 20,2 20,8+0,72 44,610,5
P3 19,2 24,740,64 61,5+0,9
P4 23,7 7,140,92 24,940,8
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_ Hinh anh sy hinh thanh khéi u 3 chiéu trén thach mém cho thay hi¢u qué trc ché ro rét sy hinh thanh
khoi u cta phin doan polisaccarit P3. Mat d§ hinh thanh khoi u trén tl}ach mém la 38,5 % va kich thudc
trung binh cta khoi u giam 24,7 % so voi doi chung

4. KET LUAN

Tat ca céc phan doan tach chiét tir nAm Hau tha 1én men dich thé déu c6 chira polisaccarit.
Trong dich nudi ciy, luong polisaccarit thd 1a 3,6 g/L v6i ham luong polisaccarit chiém 5,28 %.
O cdc phan doan khdc, ham luong polisaccarit ting tir 22,8 dén 53,8 % tong luong chét kho.
Luong 16n polisaccarit thu dugc trong phan doan chiét NaOH 1% (> 70 % tong). Trong d6,
polisaccarit & dang khong tan (water insoluble glucan) chiém lugng 16n trong dich chiét kiém
(P4 chiém 65,4 %), khdi luong (5,46 g) véi ham luong polisaccarit 33,7 %. Ham lugng
polisaccarit ¢ dich chiét 3 khd cao (P3 chiém 56,8 %).

P tién hanh thiy phan bang axit HCI Polisaccarit khong tan (P4) & cdc thoi gian khac
nhau cho thay ham luong polisaccarit thu duoc & dang tan sau 30 phiit 1a cao nhat 1a 3,2 %. Thoi
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gian thily phan lau hon, cdc duong don va oligosaccharide s& tao thanh, giam hiéu suat thu hoi
polisaccarit.

Céc phan doan polisaccarit déu khong biéu hién hoat tinh giy doc t& bao trén dong té bao
ung thu nudi ciy in vitro. Nhung hiéu qua trc ché sy hinh thanh khéi u 1 rét ciia phan doan
polisaccarit P3, mat do hinh thanh khéi u trén thach mém 12 38,5 % va kich thudc trung binh cta
khdi u giam 24,7 % so vé6i dbi chimg.

Loi cam on. Cong trinh dugc hd tro kinh phi trich tir cdc dé tai:

“Khao sat hoat tinh khang u thyc nghiém ctia cdc polisaccarit ddc bi€t tr ném_én va ndm duoc liéu
va nghién ctu san pham chuyén héa sinh hoc céc polisaccarit nay thanh cic san pham cé gia tri su dung
cao hon” quy NCCB Nafosted.

“Nghién cteu qud trinh chuyén héa cdc polymer ti nhién béi enzyme tir nam Viét Nam” NDT giita
Viét Nam - CHLB Dbuc giai doan 2.
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ABSTRACT

ISOLATION OF POLYSACCHARIDES FROM HERICIUM ERINACEUS AND THEIR
ANTI-TUMOR ACTIVITY

Tran Thi Hong Ha*, Le Huu Cuong, Tran Thi Nhu Hang, Luu Van Chinh,
Le Mai Huong

Institute of Natural Products Chemistry, VAST, 18 Hoang Quoc Viet, Cau Giay, Hanoi
"Email: tranhonghal 974 @ gmail.com

Polysaccharides from fruiting body of Hericium erinaceus were isolated using hot water
and akaline solution and their contents were determined. Polysaccharides extracted with 4 %
NaOH were accounted for over 80 % of total polysaccharides and contained both water soluble
and insoluble forms. A small amount of polysaccharides was also detected in the cultured
medium. The water soluble, NaOH- extracted polysaccharides showed inhibitory activity against
tumor forming of Hepatocellular carcinoma cells (Hep-G2) by decline in dimentions of tumors
and tumor forming density 24.4 % , 61.5 % respectively, in comparion to no-treated cells
(control).

Keywords: polysaccharides, Hericium erinaceum, anti-tumor.
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