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TÓM TẮT 

Đặt vấn đề: Các nghiên cứu đánh giá hoạt tính ức chế men α-glucosidase của cao dược liệu 

thường sử dụng máy đo quang phổ 96 giếng. Với máy đo quang phổ 2 chùm tia thông thường thì 

điều kiện xử lý mẫu cần phải được xây dựng và đánh giá lại cho phù hợp để có thể ứng dụng đánh 

giá hoạt tính ức chế men α-glucosidase của cao dược liệu phục vụ cho mục đích nghiên cứu. Mục 

tiêu nghiên cứu: Xây dựng quy trình và đánh giá tác dụng ức chế men α-glucosidase in vitro của 

cao đặc lá Xoài, Giảo cổ lam, Dây thìa canh trên máy quang phổ hai chùm tia UV-VIS. Đối tượng 

và phương pháp nghiên cứu: Cao đặc lá Xoài, Giảo cổ lam, Dây thìa canh. Đánh giá tác dụng ức 

chế men α--glucosidase của các cao chiết bằng phản ứng với cơ chất pNPG thông qua việc khảo 

sát các điều kiện về nồng độ enzyme, thời gian phản ứng và ảnh hưởng của chất đệm Na2CO3, tiến 
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hành đo quang ở bước sóng 400nm sử dụng máy đo quang phổ hai chùm tia UV-VIS đồng thời ứng 

dụng quy trình đã xây dựng để khảo sát hoạt tính ức chế của ba loại cao đặc dược liệu lá Xoài, Giảo 

cổ lam và Dây thìa canh. Kết quả: Cao của ba loại dược liệu lá Xoài, Giảo cổ lam, Dây thìa canh 

và acarbose có tác dụng ức chế men α-glucosidase với giá trị IC50 lần lượt là: 39,68±0,27µg/mL, 

126,94±4,58µg/mL, 92,32±0,97µg/mL và 176,09±0,26µg/mL. Kết luận: Đã xây dựng được quy 

trình đánh giá hoạt tính ức chế men α-glucosidase in vitro trên máy đo quang phổ hai chùm tia và 

cho kết quả các loại dược liệu lá Xoài, Giảo cổ lam, Dây thìa canh có khả năng ức chế men α-

glucosiadse. 

Từ khoá: Lá Xoài, Giảo cổ lam, Dây thìa canh, α-glucosidase, in vitro. 

ABSTRACT 

DEVELOPING PROCESS FOR EVALUATING THE ENZYM  

α-GLUCOSIDASE INHIBITORY ACTIVITIES OF HERBAL EXTRACT 

USING DUAL-BEAM SPECTROPHOTOMETER 

Le Minh Luan, Vo Duc Linh, Nguyen Ngoc Nha Thao* 

Can Tho University of Medicine and Pharmacy 
Background: Studies evaluating the α-glucosidase inhibitory activity of medicinal herbs 

often use a 96-well spectrophotometer. With a conventional 2-beam spectrophotometer, the sample 

processing conditions need to be developed and re-evaluated to be able to evaluate the α-

glucosidase inhibitory activity of herbal extracts for research purposes. Objectives: To develop a 

procedure and evaluate the inhibitory effect of α-glucosidase in vitro of mango leaf extract, 

jiaogulan leaf extract and gymnema extract on a UV-VIS dual beam spectrophotometer. Materials 

and methods: Mango leaf extract, jiaogulan leaf extract and gymnema extract. Evaluation of the α-

glucosidase inhibitory effect of the extracts by reacting with pNPG substrate consist of investigating 

the conditions of enzyme concentration, reaction time and influence of Na2CO3 buffer, conducting 

photometric measurements at 400nm wavelength using UV-VIS dual-beam spectrophotometer and 

applying the developed procedure to investigate the inhibitory activities of three special medicinal 

extracts of mango, jiaogulan and gymnema leaves. Results: The extracts of three medicinal herbs, 

mango, jiaogulan, gymnema and acarbose inhibited α-glucosidase with IC50 values of 

39.68±0.27µg/mL, 126.94±4.58µg/mL, 92.32±0.97µg/mL and 176.09±0.26µg/mL, respectively. 

Conclusions: A procedure for evaluating α-glucosidase inhibitory activity in vitro on a dual-beam 

spectrophotometer has been developed and the results showed that the medicinal herbs of mango 

leaves, jiaogulan, and gymnema have the potential α-glucosiadse inhibitor. 

Keywords: Mango leaves, Jiaogulan, Gymnema, α-glucosidase, in vitro. 

I. ĐẶT VẤN ĐỀ 

Theo thống kê của Liên đoàn Đái tháo đường Quốc tế IDF năm 2021 ở Đông Nam 

Á có 90 triệu người mắc đái tháo đường và có 747.000 ca tử vong, trong đó khoảng 90% là 

bệnh đái tháo đường tuýp 2. Bệnh đái tháo đường xảy ra khi tụy không sản xuất đủ insulin 

hoặc cơ thể giảm đáp ứng với tác dụng của insulin. Bệnh đái tháo đường được đặc trưng bởi 

lượng glucose trong máu tăng cao trên mức bình thường kèm các biểu hiện bên ngoài như 

ăn nhiều, uống nhiều, tiểu nhiều, gầy nhanh [1]. Acarbose là chất ức chế enzym α-

glucosidase được sử dụng rộng rãi để điều trị bệnh đái tháo đường tuýp 2 và tiền đái tháo 

đường ở một số quốc gia. Enzym α-glucosidase trong cơ thể khi gặp các chất có liên kết α-

D-glucose sẽ cắt đứt các kết nối này và giải phóng đường D-glucose. Việc này dẫn đến hệ 

quả làm tăng glucose sau khi ăn và làm gia tăng hàm lượng glucose trong máu. Acarbose 

làm ức chế enzym α-glucosidase làm chậm quá trình tiêu hóa carbohydrat trong thức ăn và 
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làm chậm quá trình hấp thụ glucose dẫn đến việc mức tăng đường huyết sau ăn được thu 

hẹp. Theo y học cổ truyền các loại dược liệu đã và đang được sử dụng như một phương 

pháp hỗ trợ tăng cường sức khỏe, cải thiện các bệnh liên quan đến đường huyết, lipid 

huyết… Ở các nước Ấn Độ, Nhật Bản, Trung Quốc, Thái Lan, và Việt Nam, các loại dược 

liệu như lá Xoài, Giảo cổ lam, Dây thìa canh đã được biết đến từ rất lâu và được sử dụng 

rộng rãi dưới các dạng như dược liệu khô, cao đặc, trà dược liệu hay các chế phẩm viên nén, 

viên nang...[2], [3], [4], [5]. Đã có nhiều nghiên cứu khảo sát hoạt tính ức chế enzym α-

glucosidase sử dụng acarbose làm chứng dương trên đĩa 96 giếng cho kết quả IC50 khác 

nhau như đối với mangiferin là 11,9285μg/mL [6], đối với cao hột Xoài là 50,9μg/mL [7], 

đối với quả cây Đủng Đỉnh là 123,5μg/mL [2]. Tỷ lệ của IC50 của cao chiết lá Xoài, 

mangiferin, Giảo cổ lam, Dây thìa canh đối với acarbose lần lượt là 0,77; 0,04; 0,79; 1,26 

[8], [9], [10]. Với mong muốn có thể thực hiện khảo sát đánh giá hoạt tính ức chế men α-

glucosidase của các mẫu cao dược liệu nghiên cứu bằng việc sử dụng thiết bị phổ biến tại 

các phòng thí nghiệm, quy trình “Đánh giá hoạt tính ức chế enzym α-glucosidase của cao 

chiết dược liệu sử dụng máy quang phổ hai chùm tia” đã được nghiên cứu xây dựng với 

mục tiêu: Xây dựng được quy trình đánh giá hoạt tính ức chế enzym α-glucosidase bằng 

phương pháp đo quang ở bước sóng 400nm sử dụng máy đo quang phổ hai chùm tia UV-

VIS đồng thời ứng dụng khảo sát hoạt tính ức chế của một số cao chiết từ ba loại dược liệu 

lá Xoài, Giảo cổ lam và Dây thìa canh.  

II. ĐỐI TƯỢNG VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1. Đối tượng nghiên cứu 

Nguyên liệu: Cao đặc lá Xoài, cao đặc Giảo cổ lam, cao đặc Dây thìa canh (cô đặc 

từ dịch chiết ethanol 50%), p-nitrophenyl-α-D-glucopyranosid (Thụy sĩ), Acarbose (Bayer, 

Đức), p-nitrophenol (Viện Kiểm nghiệm thuốc Thành phố Hồ Chí Minh, độ tinh khiết 98%), 

α-glucosidase, natri bicacbonat (Trung Quốc), nước cất (Việt Nam). 

Thiết bị: Tủ sấy Memmert, cân đo độ ẩm MX50 AND, máy quang phổ UV-VIS V-

730 (Kern - Đức), cân phân tích Kern AES độ chính xác 0,1mg, máy đo pH IKA (Đức). 

2.2. Phương pháp nghiên cứu 

Chất p-nitrophenyl-α-D-glucosidase là chất có chứa liên kết α-D-glucosidase vì vậy 

sẽ bị enzym α-glucosidase cắt đứt liên kết khi có mặt trong phản ứng. p-nitrophenol là sản 

phẩm sinh ra sau khi enzym α-glucosidase thủy phân cơ chất p-nitrophenyl-α-D-

glucosidase. Lượng p-nitrophenol sinh ra tỉ lệ với lượng α-glucosidase “tham gia” trong quá 

trình phản ứng. Vì vậy, khi có mặt của chất ức chế men α-glucosidase thì lượng p-

nitrophenol sinh ra sẽ giảm xuống.  

p-Nitrophenyl-α-D-Glucopyranoside  α-Glucosidase   α-D-Glucose + p-Nitrophenol 

Sản phẩm sinh ra sau phản ứng có màu vàng nhạt của p-nitrophenol được đo quang 

trên máy quang phổ hai chùm tia UV-VIS. p-nitrophenol được hấp thu ở bước sóng 400-

405nm. Đo độ hấp thu của các mẫu thử, mẫu đối chứng xác định được IC50. 

- Chuẩn bị dung dịch phản ứng: 

+ Chuẩn bị dung dịch acarbose: Nghiền mịn 2 viên thuốc Glucobay (mỗi viên chứa 

50mg acarbose), cân chính xác khối lượng tương đương với 50mg hoạt chất cho vào bình 

định mức 50mL, lắc đều với dung môi hòa tan là đệm pH 6,8, siêu âm trong 15 phút, lọc 

qua giấy lọc để được nồng độ 1mg/mL (1.000µg/mL). dung dịch gốc được pha loãng để 
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được các nồng độ 500; 250; 125; 62,5; 31,25µg/mL. 

+ Chuẩn bị mẫu thử: Phối hợp 800µL dung dịch acarbose với 800µL đệm 6,8 và 

800µL enzym, ủ ở 37oC trong 15 phút; thêm 800µL cơ chất, ủ tiếp ở 37oC; Thêm 3200µL 

Na2CO3 0,2M vào mẫu để kết thúc phản ứng. Thời gian ủ lần 2 là yếu tố cần khảo sát. 

+ Chuẩn bị mẫu đối chứng âm: Mẫu kiểm chứng là mẫu có thành phần giống mẫu 

thử, thay thế dung dịch thử acarbose bằng đệm pH 6,8.  

+ Chuẩn bị mẫu trắng: Mẫu trắng là mẫu có thành phần giống mẫu thử, không được 

ủ và được phối hợp ngay trước khi đo độ hấp thu. 

+ Phần trăm ức chế enzym α-glucosidase được xác định theo công thức:  

%I =  
ADC-AT

ADC
x100 (%). 

Trong đó: %I (%) phần trăm ức chế của mẫu thử, ADC độ hấp thu của mẫu đối 

chứng âm, AT là độ hấp thu của mẫu thử. 

- Xây dựng đường chuẩn của p-nitrophenol: Chuẩn bị dung dịch chuẩn: Pha dung 

dịch chuẩn gốc có nồng độ 10mM trong đệm pH 6,8, pha loãng dung dịch chuẩn gốc thành 

dung dịch chuẩn thứ cấp có nồng độ 0,1mM. Pha loãng tiếp dung dịch chuẩn thứ cấp thành 

các nồng độ 0,08; 0,06; 0,04; 0,02; 0,0025mM. Đo độ hấp thu ở bước sóng 400nm.  

- Xây dựng quy trình đánh giá hoạt tính ức chế enzym α-glucosidase: 

+ Khảo sát ảnh hưởng của nồng độ enzym α-glucosidase: Mẫu thử được chuẩn bị 

theo quy trình, sử dụng nồng độ acarbose từ 31,25 đến 500µg/mL để xác định IC50 thông 

qua phương trình hồi quy, nồng độ của enzym α-glucosidase được khảo sát ở các mức 0,5; 

1,0; 2,5 đơn vị/mL, so sánh giá trị độ hấp thu, hệ số tương quan của phương trình hồi quy, 

IC50 của acarbose, khi áp dụng các mức nồng độ enzym khác nhau. 

+ Khảo sát ảnh hưởng của thời gian phản ứng: Mẫu thử và mẫu kiểm chứng được ủ 

trong 5, 15, 20, 30 phút. Đo độ hấp thu của mẫu ở bước sóng 400nm. So sánh giá trị độ hấp 

thu của các mẫu với nhau. 

+ Khảo sát ảnh hưởng của chất đệm Na2CO3: Mẫu kiểm chứng được thêm Na2CO3 

0,2M ở các thời điểm 5, 15, 30 phút sau khi ủ lần 2 (lô 1). Đo độ hấp thu của mẫu ở bước 

sóng 400nm. So sánh giá trị độ hấp thu đối với mẫu được thêm Na2CO3 ngay sau khi kết 

thúc ủ lần 2 (lô 2).  

- Ứng dụng quy trình để xác định IC50 của các cao chiết: 

+ Chuẩn bị dung dịch thử: cân chính xác khoảng 100mg cao cho vào bình định mức 

10mL, hòa tan và điền đủ bằng DMSO, siêu âm trong 5 phút. Hút 1mL dung dịch cho vào 

bình định mức 10mL, điền đủ bằng dung dịch đệm pH 6,8 để được nồng độ cao gốc 

1.000µg/mL. Dung dịch gốc được pha loãng 2 lần liên tiếp để được các nồng độ 500; 250; 

125; 62,5; 31,25µg/mL. 

+ Chuẩn bị dung dịch acarbose: Dung dịch acarbose được chuẩn bị theo quy trình, 

dung dịch acarbose gốc được điều chỉnh bổ sung DMSO tương đương 10% (tt/tt) để đồng 

nhất điều kiện phản ứng với các dung dịch cao gốc 1.000µg/mL. 

+ Thành phần và điều kiện phản ứng dựa trên kết quả khảo sát quy trình. 

 

 

 



 

TẠP CHÍ Y DƯỢC HỌC CẦN THƠ – SỐ 63/2023 

229 

III. KẾT QUẢ NGHIÊN CỨU 

3.1. Xây dựng đường chuẩn của p-nitrophenol 

  

Hình 1. Phương trình hồi quy mẫu 

chuẩn p-nitrophenol 

Hình 2. Phổ hấp thu của mẫu chuẩn (a), 

mẫu thử (b) và mẫu trắng (c) 

Nhận xét: Phương tình hồi quy từ đường chuẩn: y=10,22x+0,0289, hệ số tương 

quang R2=0,9992. Độ hấp thu tuyến tính với nồng độ p-nitrophenol trong khoảng 0,0025 

đến 0,08mM (tương đương với độ hấp thu trong khoảng 0,0654-0,8503). Mẫu thử và mẫu 

chuẩn có cực đại hấp thu ở bước sóng 400nm, mẫu trắng không có cực đại hấp thu ở bước 

sóng 400nm chứng tỏ quy trình có tính chọn lọc. 

3.2. Xây dựng quy trình đánh giá hoạt tính ức chế enzym α-glucosidase 

- Khảo sát ảnh hưởng của nồng độ enzym α-glucosidase: 

 

Hình 3. Khả năng ức chế enzym của acarbose theo từng nồng độ enzym 

 

Hình 4. IC50 của acarbose theo từng nồng độ enzym 
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Nhận xét: Kết quả sát khả năng ức chế của acarbose khi sử dụng enzym α-

glucosidase ở các mức 0,5; 1,0; 2,0 U/mL cho thấy: nồng độ enzym càng tăng, khả năng ức 

chế enzym của acarbose càng giảm, IC50 càng tăng. 

Bảng 1. Giá trị độ hấp thu và khả năng ức chế enzym của acarbose tại các nồng độ enzym 

khác nhau 

Nồng độ enzym 0,5U/mL Nồng độ enzym 1,0U/mL 

C 

(µg/mL) 

Abs phản 

ứng 

Abs đối 

chứng 
%I C (µg/mL) 

Abs phản 

ứng 

Abs đối 

chứng 
%I 

250,00 0,0523 0,3051 83% 250,00 0,2231 0,7437 70% 

187,50 0,0917 0,3051 70% 187,50 0,3217 0,7437 57% 

125,00 0,1517 0,3051 50% 125,00 0,4391 0,7437 41% 

62,50 0,2178 0,3051 29% 62,50 0,5763 0,7437 23% 

31,25 0,2800 0,3051 8% 31,25 0,6419 0,7437 14% 

Nồng độ enzym 2,0U/mL Nồng độ enzym 1,0U/mL 

C 

(µg/mL) 

Abs phản 

ứng 

Abs đối 

chứng 
%I C (µg/mL) 

Abs phản 

ứng 

Abs đối 

chứng 
%I 

250,00 0,6326 1,4428 56% 250 0,2313 0,7218 68% 

187,50 0,7300 1,4428 49% 200 0,3104 0,7218 57% 

125,00 0,9212 1,4428 36% 175 0,3763 0,7218 48% 

62,50 0,1450 1,4428 21% 150 0,4241 0,7218 41% 

31,25 1,4002 1,4428 3% 125 0,4816 0,7218 33% 

Nhận xét: Phân tích giá trị độ hấp thu và khả năng ức chế enzym của acarbose cho 

thấy: giá trị độ hấp thu của mẫu thử khi khảo sát ở các nồng độ 0,5U/mL và 2,0U/mL nằm 

ngoài khoảng tuyến tính; độ hấp thu của mẫu thử sử dụng nồng độ enzym 1,0U/mL đều nằm 

trong khoảng tuyến tính. 

Bảng 2. Phương trình hồi quy và IC50 của acarbose tại các nồng độ enzym khác nhau 

Nồng độ enzym 
(U/mL) 

Khoảng khảo sát 
(µg/mL) 

Phương trình 
hồi quy 

Hệ số tương 
quan R2 IC50 (µg/mL) 

0,5 31,25-250,00 
y = 0,0036x 

y = 0,0034x + 0,0527 
y = 0,0035x + 0,0527 

0,9644 
0,9669 
0,9170 

142,93±4,09 

1,0 31,25-250 
y = 0,0030x 
y = 0,0030x 
y = 0,0028x 

0,9689 
0,9487 
0,9091 

170,63±6,87 

1,0 125-250 
y = 0,0029x 
y = 0,0028x 
y = 0,0028x 

0,9977 
0,9919 
0,9944 

176,52±3,56 

2,0 31,25-250 
y = 0,0025x 
y = 0,0024x 
y = 0,0024x 

0,9367 
0,9573 
0,9489 

205,56±4,81 
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(a) (b) 

  
(c) (d) 

Hình 5. Khả năng ức chế enzym của acarbose 

(a) 0,5U/mL; (b) 1,0U/mL; (c) 1,5U/mL; (d) 2,0U/mL 

Nhận xét: Phân tích phương trình hồi quy thể hiện sự phụ thuộc giữa nồng độ 

acarbose và phần trăm ức chế cho thấy: ở khoảng khảo sát từ 31,25-250µg/mL, hệ số tương 

quan có giá trị từ 0,9091-0,9689. Đánh giá sự phân bố của các điểm xung quanh giá trị ức 

chế 50% enzym, thu hẹp khoảng khảo sát nồng độ acarbose (sử dụng nồng độ enzym 

1,0U/mL). Ở khoảng khảo sát hẹp hơn, giá trị của hệ số tương quan đều lớn hơn 0,99. 

- Khảo sát ảnh hưởng của thời gian phản ứng: 

 

Hình 6. Ảnh hưởng của thời gian đến quá trình phản ứng 
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Nhận xét: Cố định điều kiện nồng độ enzym 1,0U/mL, kết quả khảo sát thời gian 

phản ứng cho thấy: tốc độ phản ứng tăng nhanh trong 15 phút đầu, kể từ thời điểm 15 phút, 

phản ứng chậm lại và không tăng đáng kể. Ở thời điểm 20 phút, giá trị độ hấp thu nằm gần 

giá trị lớn nhất của khoảng tuyến tính. Ở thời điểm 30 phút, giá trị độ hấp thu nằm ngoài 

khoảng tuyến tính. 

- Khảo sát ảnh hưởng của chất đệm Na2CO3:  

 

Hình 7. Ảnh hưởng của Na2CO3 đến quá trình phản ứng 

Nhận xét: Sử dụng điểu kiện nồng độ enzym 1,0 U/mL, thời gian ủ 15 phút, kết quả 

khảo sát ảnh hưởng của Na2CO3 cho thấy: lô 1 cho giá trị độ hấp thu tăng dần theo thời gian, 

sau 15 đến 30 phút, giá trị độ hấp thu của mẫu thử nằm ngoài khoảng tuyến tính. Lô 2 có 

giá trị độ hấp thu không thay đổi trong suốt quá trình khảo sát. 

3.3. Ứng dụng quy trình để xác định IC50 của các cao chiết  

Sau khi khảo sát, quy trình đánh giá hoạt tính ức chế enzym α-glucosidase được xây 

dựng như sau: Phối hợp 800µL dung dịch thử với 800µL dung dịch đệm và 800µL enzym 

α-glucosidase (1,0U/mL), ủ ở 37oC trong 15 phút; thêm 800µL cơ chất p-nitrophenyl-α-D-

glucosidase, ủ tiếp ở 37oC trong 15 phút; Thêm 3200µL Na2CO3 0,2M vào mẫu để kết thúc 

phản ứng. Mẫu thử sau phản ứng được đo độ hấp thu ở bước sóng 400nm. Mẫu đối chứng 

dương acarbose được thêm DMSO tương đương 10% (tt/tt) vào dung dịch acarbose gốc 

(1000µg/mL) để tạo điều kiện tương đồng với mẫu cao thử. 

Khoảng nồng độ 31,25-1000µg/mL ở các mẫu thử đều chứa giá trị IC50 nhưng 

phương trình hồi quy cho hệ số tương quan thấp. Thực hiện điều chỉnh khoảng nồng độ 

khảo sát của từng cao chiết cho phù hợp cho từng mẫu thử để đạt được hệ số tương quan 

trên 0,99 (Hình 8, 9, 10). Kết quả IC50 của acarbose là 176,09±0,26µg/mL, cao đặc lá Xoài 

là 39,68±0,27µg/mL (bằng 0,23±0,01 lần so với acarbose), IC50 của cao đặc Giảo cổ lam là 

126,94±4,58µg/mL (0,72±0,03 lần so với acarbose), IC50 của cao đặc Dây thìa canh là 

92,32±0,97µg/mL (0,52±0,01 lần so với acarbose) (Hình 11). IC50 của mẫu đối chứng 

acarbose khi thêm DMSO có sự khác biệt không có ý nghĩa thống kê so với IC50 của mẫu 

đối chứng acarbose không có mặt DMSO (p=0,85). 
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Hình 8. Khả năng ức chế enzym của cao đặc lá Xoài 

   

Hình 9. Khả năng ức chế enzym của cao đặc Giảo cổ lam 

   

Hình 10. Khả năng ức chế enzym của cao đặc Dây thìa canh 

  

(a) (b) 

Hình 11. Biểu đồ thể hiện IC50 của các cao chiết (a) và tỷ lệ IC50 của cao chiết so với IC50 

của chất đối chứng acarbose (b) 

IV. BÀN LUẬN 

Phương pháp xác định khả năng ức chế enzym α-glucosidase dựa trên định lượng 

gián tiếp p-nitrophenol tạo thành khi chất xúc tác là enzym bị ức chế một phần. Các công 
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bố trên thế giới lựa chọn bước sóng 400-405nm để định lượng, tùy vào điều kiện hóa chất 

và thiết bị [2], [6], [7]. Thông qua thực nghiệm, cực đại hấp thu của p-nitrophenol chuẩn và 

p-nitrophenol tạo ra trong quá trình phản ứng đều nằm ở bước sóng 400nm, vì vậy chọn 

bước sóng 400nm để định lượng. Nồng độ p-nitrophenol tuyến tính trong khoảng 0,025-

0,08mM, tương đương giá trị độ hấp thu từ 0,0654-0,8503 là cơ sở để thiết kế các mẫu đo 

sao cho độ hấp thu nằm trong khoảng độ hấp thu của các nồng độ của khoảng tuyến tính. 

Về mặt ảnh hưởng của nồng độ enzym đến quá trình phản ứng: Nồng độ enzym ảnh 

hưởng lớn đến quá trình phản ứng, nồng độ enzym được sử dụng phổ biến trong thiết kế thí 

nghiệm nằm trong khoảng 0,2-0,6 [2], [6], [7]. Lượng enzym tham gia càng nhiều thì IC50 

của acarbose càng tăng vì phải tăng lượng hoạt chất để có thể ức chế lượng lớn enzym. Tùy 

vào nguồn hóa chất, cấu tạo thiết bị và tỷ lệ thành phần tham gia phản ứng mà nồng độ 

enzym ít hay nhiều. Kết quả thực nghiệm cho thấy, nồng độ enzym 2,0U/mL cho 

±4,81µg/mL khi áp dụng điều kiện này. Ở nồng độ enzym 0,5 và 1,0U/mL đều cho giá trị 

độ hấp thu nằm trong khoảng tuyến tính, các mẫu sử dụng enzym 1,0 cho giá trị độ hấp thu 

nằm giữa khoảng tuyến tính, các mẫu sử dụng enzym 0,5U/mL nằm lệch về phía giá trị độ 

hấp thu thấp hơn của đường tuyến tính. Lựa chọn nồng độ enzym 1,0U/mL là phù hợp hơn, 

cho phép xác định IC50 dễ dàng hơn khi ứng dụng trên các mẫu cao dược liệu vì khoảng 

cách độ hấp thu rộng và nằm giữa đường chuẩn p-nitrophenol. Khi điều chỉnh thu hẹp nồng 

độ acarbose từ 125-250µg/mL thì cải thiện rõ giá trị của hệ số tương quan (đạt trên 0,99) và 

khả năng lặp lại cao hơn. Về mặt ảnh hưởng của thời gian phản ứng và tác nhân kết thúc 

phản ứng Na2CO3: Ở nhiệt độ cố định, thời gian phản ứng càng dài thì lượng p-nitrophenol 

sinh ra càng lớn. Nếu p-nitrophenol sinh ra quá nhiều thì có nguy cơ vượt ngoài khoảng 

tuyến tính và vượt quá khả năng ghi nhận của thiết bị. nếu p-nitrophenol sinh ra ít thì có khả 

năng đạt độ nhạy của thiết bị và giá trị không có độ tin cậy cao. Thiết kế nghiên cứu lựa 

chọn độ hấp thu của mẫu đối chứng âm theo thời gian (mẫu không có chất ức chế enzym) 

làm cơ sở để lựa chọn thời gian phản ứng phù hợp. Độ hấp thu của mẫu đối chứng âm tăng 

dần trong suốt thời gian khảo sát từ 0-30 phút. Ở thời điểm 20 phút, độ hấp thu của mẫu đo 

có giá trị gần với cận trên của đường tuyến tính. Ở thời điểm 30 phút, giá trị độ hấp thu nằm 

ngoài đường tuyến tính. Thời điểm 15 phút là phù hợp nhất để diễn ra phản ứng, giá trị này 

nằm không quá gần cận trên của đường tuyến tính, thời gian không quá dài để tiến hành 

thực hiện. Độ hấp thu tăng dần trong quá trình quan sát và không có điểm bão hòa cho thấy 

hiệu suất phản ứng không đạt 100%. Vấn đề hiệu suất trong khảo sát này có thể bỏ qua, vì 

giá trị của hệ số tương quan trên 0,99 và khả năng lặp lại của phản ứng khi thực hiện 3 lần 

riêng biệt. Các phản ứng invitro đều được thực thiện với cùng một chất đối chứng, và so 

sánh với IC50 của chất đối chứng cùng điều kiện. Do đó phản ứng không nhất thiết phải diễn 

ra hoàn toàn, chỉ cần đảm bảo kết quả lặp lại trong quá trình thực nghiệm. Na2CO3 tham gia 

để kết thúc phản ứng, đảm bảo các mẫu thử đều dừng lại ở cùng 1 thời điểm, nhằm đảm bảo 

độ chính xác và lặp lại của kết quả đo. Hỗn hợp phản ứng được lấy ra môi trường nhiệt độ 

phòng sau khi ủ vẫn còn phản ứng tiếp trong khoảng 15 phút vì lượng nhiệt còn lại trong 

dụng cụ chứa. Do đó cần kết thúc phản ứng ngay khi ngưng ủ bằng Na2CO3 để đảm bảo 

tính chính xác của cả quá trình. 

Về khả năng ức chế enzym α-glucosidase của cao đặc lá xoài, cao đặc giảo cổ lam 

và cao đặc dây thìa canh: Tỷ lệ giữa IC50 của cao và thuốc đối chứng càng thấp thì hiệu quả 

ứng chế enzym càng cao. Khả năng ức chế enzym giảm dần từ cao đặc lá Xoài, cao đặc 

Giảo cổ lam, cao đặc Dây thìa canh và acarbose. Khả năng ức chế enzym của các loại cao 
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chiết cao hơn so với một số nghiên cứu trên thế giới, khả năng ức chế của cao lá xoài thấp 

hơn so với mangiferin tinh khiết [3], [6]. Sự khác biệt này có thể giải thích là do điều kiện 

thổ nhưỡng khác nhau kết hợp với điều kiện chiết và tinh chế làm giàu các hợp chất có hoạt 

tính trong cao chiết dược liệu.  

V. KẾT LUẬN. 

Kết quả thử nghiệm đánh giá in vitro trên máy quang phổ hai chùm tia UV-VIS đo 

ở bước sóng 400nm của cao đặc các loại dược liệu lá Xoài, Giảo cổ lam, Dây thìa canh có 

tác dụng ức chế men α-glucosidase với giá trị IC50 lần lượt là 39,68±0,27µg/mL, 

126,94±4,58µg/mL, 92,32±0,97µg/mL, so với giá trị IC50 của acarbose là 176,09±0,26 

µg/mL. Nghiên cứu này cho thấy các cao đặc dược liệu từ lá Xoài, Giảo cổ lam, Dây thìa 

canh có khả năng ức chế tốt men α-glucosidase góp phần trong việc phòng và hỗ trợ điều 

trị bệnh đái tháo đường, mặt khác có thể sử dụng máy quang phổ hai chùm tia UV-VIS 

thông thường trong nghiên cứu in vitro ở cao đặc dược liệu.  
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