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Abstract

Phytochemical investigation of the ethyl acetate extract of Paris polyphylla var. chinensis Franchet led to the
isolation of 6 compounds, including stigmasterol (1), pennogenin (2), quercetin (3), (+)-trans-g-viniferin (4), diosgenin-

3-0-a-L-rhamnopyranosyl-(1—2)-4-D-glucopyranoside

rhamnopyranosyl-(1—2)-[5-D-glucopyranosyl-(1—3)]-5-D-glucopyranoside (gracillin,

(ophiopogonin  C’, 5), and

diosgenin-3-O-a-L-
6). Their structures were

elucidated by 1D, 2D-NMR spectra, HR-ESI-MS and APCI-MS, and in comparison with reported data.

Keywords. Paris polyphylla var. chinensis, gracillin, pennogenin, ophiopogonin C’, spirostan steroid.

1. MO PAU

Cay Bay la mot hoa c6 tén khoa hoc la Paris
polyphylla var. chinensis Franchet thuoc ho Hoa loa
ken (Liliaceae). Bay 14 mot hoa thugc loai cay thao
nhiéu nam, tan lui vao mua déng dé lai nhitng vét
I6m trén than ré [1]. O nudc ta ciy nay thudng thay
& Lao Cai, Yén Bai, Lai Chau, Pha Tho, Ha Tay,
Hoa Binh, Ninh Binh, ... [2]. C&c nghién cau trudc
day vé thanh phan hoa hoc loai Paris polyphylla chi
ra thanh phan chu yéu la cac saponin steroid, ngoai
ra con c6 flavonol, céc hop chét phenolic, duong, va
axit amin [3-6]. Cac nghién ciu vé hoat tinh sinh
hoc cua loai nay chi ra mot sb hoat tinh dang quy
nhu tac dung chdng ung thu, didu hoa mién dich,
cam mau, chdng oxy hoa va giam dau [7]. Trong dan
gian, than re cua bdy 1a mét hoa thuong dugc dung
dé Chua sbt, st rét con, giai doc, nhat la khi bi ran
doc can, chira mun nhot, viém tuyén va, sot rét, ho
lao, ho lau ngay, hen suyen [3]. Trong cdng trinh
nay, ching toi cong b két gua phan 1p va nhén
dang c4u tric cua 6 hop chat la stigmasterol (1),
pennogenin (2), quercetin (3), (+)-trans-g-viniferin
(4), ophiopogenin C’ (5) va gracillin (6) (hinh 1).

2. THUC NGHIEM

2.1. Phuong phip va thiét bi

Phé6 'H-NMR (500 MHz) va “C-NMR (125
MHz) dugc do trén may Bruker AM500 FT-NMR,
TMS duoc sir dung 1am chat noi chuan. Phd khoi
luong (ESI va APCI-MS) dugc do trén may Agilent
1260 series single quadrupole LC/MS. Phé khdi
phan giai cao (HR-ESI-MS) dugc do trén may
Agilent 6530 Accurate-Mass Q-TOF LC/MS. Sic ky
cot (CC) dugc tién hanh vai chit hip phu 14 silica
gel (Merck, 0,040-0,063 mm) va RP-18 (Merck, 30-
50 pm). Sac ky 16p mong (TLC) st dung mang
maéng trang sén silica gel 60 F,s, (Merck) va RP-18
Foss (Merck), vét chat duoc phat hién bang thudc
thir axit H,SO,4 10 % trong con tuyét dbi va ho nong
tir tir cho dén khi hi¢n mau.

2.2. Mau thuc vat

Cay bay la& mot hoa (Paris polyphylla var.
chinensis) dugc trong tai Sa Pa — Lao Cai, thu hai
vao thang 7 nam 2015. Tén khoa hoc dugc thac sy
Bui Hong Quang giam dinh. Mau tiéu ban (s6
N.T.T.01/08/2015) duoc luu tai phong mau caa Vién
Sinh Thai - Tai nguyén Sinh vat — Vién Han lam
Khoa hoc va Céng nghé Viét Nam.

2.3. Phan lap céc chat

Cay bay la mot hoa khd (toan cay da bo hat)
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(1 kg) dwoc nghién nho va chiét 3 lan vai dung dich
con/nudc (7/3, vIv) & nhiét 6 70 °C. Gop va loai bo
dung méi dudi &p suat giam thu duoc 125 g cao tong
(PCEt). Cao nay dugc hoa vao nuéc va chiét phan
bé lan luot voi cac dung mdi n-hexan va etyl axetat.
Loai bo dung moi dudi ap suat giam thu dugc cac
cao chiét phan doan n-hexan (1,5 g) va etyl axetat
(PE, 26 g) va 16p nudc.

Cao PE (25 g) dugc phén tach thanh 6 phan doan
(PE1 dén PE6) trén cot silica gel pha thuong, hé
dung mdi gradient 12 DCM/MeOH 100:1-1:1. Phén
doan PE1 duoc tach tiép trén cot silica gel, ria giai
gradient véi n-hexan/EtOAc 10:1-1:5 thu duoc cac
hop chat 1 (15 mg), 2 (25 mg) va 3 (7 mg). Phan

Nguyén Th; Duyén va céng su

doan PE2 dugc tach trén cot silica gel thanh 3 phan
doan (PE21-PE23), hé dung mbi ruoa giai la
DCM/MeOH 15:1. Hop chat 4 (11 mg) duogc tinh
ché bang sic ky cot silica gel pha dao phan doan
PE21, rira giai bang MeOH/H,0 1:1. Hop chat 5 (13
mg) dugc phan lap tir sic ky cot silica gel pha
thuong phan doan PES5, hé dung moi rta giai
DCM/MeOH/H,0 10:1:0,01. Phan doan PE6 duoc
tiép tuc tach trén cot silica gel pha thuong, hé dung
moéi gradient la DCM/MeOH/H,O 10:1:0,01-
5:1:0,01 thu dugc 4 phan doan (PE61- PE64). Tinh
ché phan doan PE63 bang sic ky cot trén silica gel
pha dao, hé dung mdi rira giai 12 MeOH/H,0 5:1 thu
duoc hop chat 6 (30 mg).

OH OH

3. KET QUA VA THAO LUAN

Hop chat 1 dwoc phan lap duéi dang tinh thé
mau trang, diém néng chay 168-170 °C, TLC: Ry
0,42 (n-hexan/EtOAc 10:1), vét chat hién mau hdng
véi thude thir H,SO4 10 % va ho nong. Chat 1 duoc
nhan dang 1 stigmasterol trén co so sic ky ban
moéng (so sanh véi chat chuan) va phé 'H NMR
(CDCly, 500 MHz) nhu sau dy: 1,01 (s, H-18), 0,70
(s, H-19), 1,02 (d, J = 6,5 Hz, H-21), 0,85 (d, J = 6,5
Hz, H-29), 0,82 (d, J = 7,5 Hz, H-27) va 0,80 (d, J =
7.5 Hz, H-26), 3,52 (m, H-3), 5,35 (d, J = 5,0 Hz, H-

OH OH
Hinh 1: C4u tric hda hoc cua cac hop chat 1-6

6), 5,16 (dd, J =9,0, 15,5 Hz, H-22) va 5,02 (dd, J =
8,5, 15,0 Hz, H-23).

Hop chit 2 dwoc phan lap dudi dang tinh thé
mau trang, diém néng chay 218-220 °C. Trén co s
phan tich cac phdé 'H NMR, *C NMR (bang 1),
DEPT, APCI-MS, va so sénh ching véi céc dir liéu
d3d duoc cdng bd, chit 2 duoc nhan dang la
pennogenin, mét spirostan steroid cé danh phap
IUPAC la (25R)-spirost-5-ene-34,17-diol [4]. Phé
APCI-MS cho pic gia phan tr & m/z 431,3 [M+H]"
phu hop vai cong thuc phan tir 1a Cy7H»04 (M =
430,3). Cac dit kién phé dic trung cho ciu tric cua 2
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gom: cac phé 'H va *C NMR cho biét 2 c6 27
cacbon va 40 proton lién két truc tiép véi cacbon.
Céc tin hiéu dac trung cho cau tric spirostan steroid
gom: 8y 0,82 (s) va dc 17,0 (C-18); dc 43,7 (C-13);
OH 1,04 (S) va oc 19,4 (C'lg), Oc 36,6 (C-].O), On
0,92 (d, J =75 Hz) va oc 8,1 (C-21); oc 44,6 (C-
20); o4 0,81 (d, J = 6,5 Hz) va dc 17,1 (C-27); oc
28,1 (C-25); Jc 90,9 (C-16); oc 110,1 (C-22) dac
trung cho cacbon spirostan. Cac tin hi¢u dac trung
khac: dy 3,51 (m) va oc 71,7 (nhdm hydroxymetin &
C-3); dn 5,36 (d, J = 5,0 Hz), Jc 121,3 (C-5) va
140,8 (C-6); ¢ 90,2 (C-17).

Hop chit 3 duoc phan 1ap dudi dang tinh thé
hinh kim mau vang, diém nong chay 313-314 °C.
Phd ®*C-NMR va DEPT cua 3 cho céc tin hiéu dic
trung cua mot flavonol véi toan bo 15 cachbon thugc
nhéan thom trong d6 c6 10 cacbon bac 4 va 5 nhém
CH. Tin hiéu cachon tai éc 176,5 ppm dac trung cho
chuc carbonyl tai C-4. 6 tin hiéu cacbon tai Jc 145,8,
148,3, 162,3, 164,9, 157,7 va 146,9 ppm dac trung
cho cachon thudc vong benzen lién két véi oxi tuong
wng tai cac vi tri C-3, C-4', C-5, C-7,C-9va C-2. 5
nhém CH dac trung cho nhan thom tai dc 94,2 (C-6),
99,1 (C-8), 115,7 (C-2'), 116,2 (C-5') va 121,4 (C-
6') ppm. Phd *H-NMR cho tin hiéu cua 5 proton,
gom hai proton ghép cap meta vai 5y 6,51 (1H, d, J
= 2,0 Hz) va 6,26 (1H, d, J = 2,0 Hz) tng voi cu
trdc 5,7-dihydroxy cua vong A; va 3 proton con lai
c6 tin hiéu kiéu ABX tai ., 7,82 (1H, d, J = 2,0 Hz,
H-2"), 6,99 (1H, d, J = 8,5 Hz, H-5"), 7,69 (1H, dd, J
=8,5, 2,0 Hz, H-6") goi y vong B c6 cac vi tri thé tai
Cl’, C3' va C4'. Sy ving mat cua proton H-3 va su
c6 mat cua tin hi¢u cacbon tai dc 136,7 dac trung
cho céu trac flavonol ¢6 vi tri C-3 lién két vai nhém
OH. Dit liéu phé NMR cua chat 3 phu hop véi céc
sb liéu céng bd cho quercetin [8].

Hop chat 4 dugc phan Iap dudi dang bot mau
nau, diém néng chay 150-152 °C, [a]®p +39° (c =
0,40, MeOH). Pho ESI-MS cho pic ion gia phan tir
tai m/z 488,9 [M+CI] goi y cong thirc phéan tu la
C28H2206 (M = 454,1)

Céc pho *C-NMR va DEPT cua 4 cho tin hiéu
ctia 28 cacbon dic trung cua dimer stilbenoid (gom
2 hop phian monome dang Cs-C,-Cg) V&i 11 cacbon
bac 4 (6 cacbon nhan thom lién két véi OH c6 dc
158-163 ppm), 17 nhém CH (13 CH thudc nhéan
thom; 2 CH cua ndi doi ngoai vong); mot nhom
oxymetin tai dc 94,8; va mot nhém CH no thé 3 lan
tai dc 58,3). Tuong tu, phd *H NMR cho céc tin hiéu
dac trung cta mot dimer stilbenoid vai céc tin hiéu
proton ciia monome thtr nhit tai dy 7,06 (d, J = 8,5
Hz, H-2" & H-6"), 6,67 (d, J = 8,5 Hz, H-3" & H-
57), 6,84 (d, J = 16,0 Hz, H-7"), 6,59 (d, J = 16,0
Hz, H-8"), 6,27 (d, 1,5 Hz, H-12"), 6,19 (d, 2,0 Hz,
H-14"); va tin hiéu cac proton cia monome con lai

Thanh phan héa hoc dich chiét...

tai oy 7,17 (d, J = 9,0 Hz, H-2 & H-6), 6,79 (d, J =
8,5 Hz, H-3 & H-5), 5,39 (d, J = 6,5 Hz, H-7), 4,37
(d, J = 6,5 Hz, H-8), 6,21 (t, J = 2,0 Hz, H-12), 6,19
(d, J = 2,0 Hz, H-10 & H14). Hing sb twong tac J =
16,0 Hz giita H-7" va H-8" chitng minh cau dang
trans caa ndi déi trong cau tric hop chat 4.

Trén co s phan tich cac phd 'H NMR, “C
NMR, HSQC, APCI-MS, va so sanh chung vai cac
dir liéu da dugc cong b, chat 4 duoc nhan dang 1a
(+)-trans-e-viniferin. Cac déc trung hoa ly khac cua
hop chat 4 nhu do quay cuc va diém nong chay ciing
hoan toan pht hop [9]. Két qua gan phd cho chat 4
cu thé nhu sau: dc 162,8 (C-117), 160,0 (C-11&C-
13), 159,6 (C13’), 158,4 (C4’), 158,3 (C4), 147,3
(C9), 137,0 (C9"), 133,9 (C1), 130,4 (C7’), 129,9
(C1’), 128,8 (C2'&C6’), 128,2 (C2&CS6), 1237
(C89), 120,1 (C10"), 1164 (C3'&C5"), 116,3
(C3&C5), 107,5 (C10&C14), 104,4 (C147), 102,3
(C12), 96,9 (C12°), 94,8 (C7), 58,3 (C8).

Hinh 2: Tuong tic HMBC (—) va COSY (—) phén
duong caa hop chat 6

Hop chat 5 dugc phan lap dudi dang bot mau
trang, d6 quay cuc a3’ = -87,3 (¢ 0,6, MeOH). Trén
co s& phan tich cac pho NMR mét chiéu va hai chiéu
két hop vai phd ESI-MS, chit 5 duoc nhan dang la
mot glycoside c6 phan aglycon la dlosgenln va phan
duong gdm mot don vi glucose va mot don vi
rhamnose. So sanh céc dit kién phd thu duoc (bang
1) vai tai lieu tham khao cho phép nhan dang chat 5
la diosgenin-3-O-a-L-rhamnopyranosyl (1-2)-p-D-
glucopyranosid con goi 1a ophiopogonin C” [10].

Céc dir kién pho dic trung cho cau tric cua 5
gom: Pho khdi ESI-MS cho pic ion gia phan tir tai
m/z 757,4 [M+CI]" goi y cong thuc phan ti la
C39H62012 (M = 722,4). Céc tin hiéu dac trung cho
cau tric spirostan steroid cua diosgenin gom: Jy
0,73 (s) va oc 16,0 (C-18); oc 39,9 (C-13); o4 0,96
(s) va oc 18,9 (C-19); d¢ 36,4 (C-10); 040,90 (d, J =
7,0 Hz) va oJc 14,5 (C-21); oc 41,1 (C-20); oy 0,73
(d, 3 =6,0 Hz) va oc 17,0 (C-27); oc 29,8 (C-25); oy
4,28 (m) va oc 80,2 (C-16); oc 108,4 (C-22) dac
trung cua cacbon spirostan. Cac tin hiéu dac trung
khac cua diosgenin: dy 3,48 (m) va Jc 76,1 (C-3), du
5,32 (d, J = 4,5 Hz), 6c 121,2 (C-5) va oc 140,3 (C-
6); oy 1,65 va Jc 61,8 (C-17). Cac tuwong tac cua
proton anome trén phd HMBC xéc dinh vi tri lién
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Bang 1: Dir lidu p

Nguyén Th; Duyén va céng su

MHz) cia hop chit 2, 5 va 6

hd 'H-NMR (500 MHz) va **C-NMR (125
ot 5

C o 2 c oct 6

[4] o | o’(I=Hz) | [10] 5’ oy (J=Hz) | [10] 5’ 04" (J = Hz)
1| 374 | 372 37,7 | 36,8 1,8&0,9 37,2 | 36,9 1,8&0,9
2 | 324 | 316 30,4 | 290 | 1,78&1,48 | 29,8 | 29,0 1,78 & 1,48
3 | 71,2 | 71,7 | 3,53(m) 78,0 | 76,1 3,48 (m) 77,6 | 76,0 3,52 (m)
4 | 434 | 4272 39,2 | 37,6 | 241&2,19 | 385 | 37,4 2,41&2,19
5 | 142,0 | 140,8 - 140,7 | 140,3 - 140,5 | 140,3 -
6 |121,0|121,3|5,36(d,5,0) | 121,7 | 121,2 | 532(d,4,5) | 121,6 | 121,3 5,33 (d, 4,5)
7 | 322 | 31,2 325 | 315 | 1,92&1,18 | 320 | 315 1,92&1,18
8 | 324 | 31,6 31,9 | 31,0 1,53 31,4 | 31,0 1,53
9 | 50,4 | 49,6 50,4 | 49,5 0,9 50,0 | 49,6 0,9
10 | 37,0 | 36,6 - 37,3 | 36,4 36,9 | 36,2 -
11 | 21,0 | 20,7 21,3 | 20,3 1,4-1,49 20,8 | 20,4 1,49&1,4
12 | 324 | 31,6 40,0 | 39,0 1,7&1,12 39,6 | 39,1 1,7&1,12
13 | 44,8 | 437 - 40,6 | 39,9 - 40,2 | 40,1 -
14 | 53,2 | 52,9 56,7 | 55,8 1,09 56,4 | 55,8 1,08
15 | 31,8 | 30,1 320 | 30,9 | 1,92&1,18 | 32,1 | 315 1,92&1,18
16 | 90,0 | 90,9 79,8 | 80,2 4,28 80,8 | 80,2 4,30
17 | 90,0 | 90,2 - 63,0 | 61,8 1,65 62,9 | 61,8 1,67
18 | 17,2 | 17,0 0,83 () 16,6 | 16,0 0,73 (s) 16,1 | 16,0 0,73 (s)
19 | 190 | 19,4 1,04 (s) 19,7 | 18,9 0,96 (s) 19,1 | 19,0 0,96 (s)
20 | 45,6 | 446 42,1 | 411 417 | 411 1,81
21 | 95 81 [0,92(d, 7,5 | 153 | 145 | 0,90(d,7,0) | 14,7 | 14,7 0,90 (d, 7,0)
22 |109,6 | 110,1 - 109,3 | 108,4 - 109,0 | 108,4 -
23 | 32,6 | 32,0 324 | 31,4 31,6 | 31,0 1,6 &1,5
24 | 29,3 | 28,1 29,5 | 28,5 29,0 | 28,5 1,58&1,3
25 | 30,4 | 307 30,8 | 29,8 30,3 | 29,8 1,51
26 | 66,7 | 66,8 66,9 | 65,9 3,4&3,2 66,6 | 65,9 34&3,2
27 | 17,3 | 17,1 | 081(d,65) | 17,6 | 17,0 | 0,73(d,6,0) | 17,0 | 17,1 | 0,73 (d, 5,5)

GlcI—C3
1 100,3 | 98,2 | 4,35(d,8,0) | 99,7 | 98,0 4,43 (d, 7,5)
2’ 81,2 | 76,3 3,16 78,4 | 75,2 3,28
3 784 | 71,7 3,28 89,2 | 88,3 3,51
4’ 71,9 | 70,2 3,02 69,3 | 68,5 3,20
5' 77,9 | 76,5 3,17 78,2 | 76,1 3,18
6' 62,7 | 61,0 341 m 62,2 | 61,0 3,71 & 3,36 (m)
Rha (1—2)Glecl
1" 102,1 | 100,0 | 4,70 (d,1,0) | 101,9 | 100,5 5,13 (brs)
2" 72,7 | 70,6 3,40 72,2 | 70,5 3,40
3" 72,9 | 70,5 3,72 725 | 70,3 3,72
4" 743 | 71,9 3,18 739 | 72,0 3,02
5" 69,6 | 67,8 3,95 71,3 | 68,1 4,03
6" 189 | 17,7 | 1,08(d,6,0) | 18,4 | 17,8 1,07 (d, 6,5)
Glcll (1—3)Glel

1" 104,2 | 103,3 4,28 (d, 8,0)
2" 74,7 | 73,4 3,02
3" 775 | 77,0 3,22
4" 71,3 | 70,0 3,05
5" 76,8 | 76,8 3,18
6" 62,2 | 60,8 3,62 & 3,44 (m)

*Po trong CsDsN, °do trong CDCl3,° do trong DMSO-de.
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két cua cac don vi ciu tric voi nhau: H-1 cua Glc (0
4,35) tuong tac véi C-3 cua diosgenin (0 76,1); H-1
cua Rha (0 4,70) tuong tac vai C-2 cua Glc (0 76,3).
Cau hinh g cua lién két glucopyranosid va cau hinh
o cua lién két rhamnopyranosid duoc xac dinh tir
hang s tuong tic ciia cac proton anome (J twong
ung la 8,0 va 1,0 Hz).

Hop chat 6 dugc phan lap dudi dang bot mau
trang; diém chay 290-292 °C. Ph6 HR-ESI-MS cho
pic ion gia phan tir tai m/z 885,4837 [M+H]" goi ¥
cong thuc phan tir 1a CusH7,017 (M = 844,4770).

Trén co sé phan tich cac pho NMR mét chiéu va
hai chiéu (xem hinh 2) két hop véi phoé HR-ESI-MS,
chat 6 dwoc nhan dang 1a mot glycoside cd phan
aglycon 1a diosgenin va phan duong gom hai don vi
glucose va mot don vi rhamnose. So sanh cac di
kién pho thu duoc (bang 1) véi tai lieu tham khao
cho phép nhan dang chit 6 diosgenin-3-O-a-L-
rhamnopyranosyl-(1—2)-[-D-glucopyranosyl-
(1—3)]-4-D-glucopyranoside con goi la la gracillin
[10].

Nhu vay, tir phan doan etyl axetat cua cdy bay 1a
mot hoa chung t6i da phan 1ap va xac dinh duoc ciu
tric cua 6 hop chat Ia stigmasterol (1), pennogenin
(2), quercetin  (3), (+)-trans-g-viniferin  (4),
ophiopgenin C’ (5) va gracillin (6). Hop chat 1 va 4
1a hop chét lan dau tién dwoc phan l4p tir chi Paris.
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