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Gần đây, việc thu hái quá mức các loại cây Glycyrrhiza hoang dã (Glycyrrhizae Radix, ..., Gancao ở Trung Quốc và Kanzo ở Nhật Bản), là một trong những yếu tố gây ra sa mạc hóa. Được biết, Tổ chức Y tế Thế giới (WHO) có kế hoạch giới thiệu Thực hành thu thập thực địa tốt (GFCP) để bảo tồn môi trường tự nhiên. Năm 2000, chính phủ Trung Quốc đã áp đặt các hạn chế đối với việc thu thập các cây Glycyrrhiza hoang dã. Gancao được sử dụng thường xuyên nhất trong một công thức y học truyền thống nổi tiếng của Trung Quốc Shan-Han-Lun (...) 2) và đã được sử dụng cho các bệnh viêm dị ứng, rối loạn tiêu hóa và gan trong cả y học cổ truyền Trung Quốc và hiện đại.3,4)
Với nhu cầu ngày càng tăng đối với Gancao và sự suy giảm tài nguyên Glycyrrhiza hoang dã, rễ Glycyrrhiza được trồng đã thu hút sự chú ý như là một nguồn Gancao bổ sung. Mối quan tâm ngày càng tăng đối với một nguồn canh tác mới này đòi hỏi phải làm rõ sự tương đương giữa rễ Glycyrrhiza được trồng và Gancao đồng thời. Trước đây chúng tôi đã báo cáo về chất liên kết glycyrrhizin (GL) trong rễ G. uralensis được trồng ở phía đông Nei-Meng-Gu (...) của Trung Quốc, là môi trường sống của G. uralensis và nguồn chính của Dongbei-Gancao (. .., Tohoku-Kanzo trong tiếng Nhật) .5) Đây là báo cáo đầu tiên cho thấy hàm lượng GL của rễ bất định G. uralensis 4 tuổi6) vượt quá tiêu chuẩn Dược điển Nhật Bản XIV (JP XIV) (2,5% trở lên) . Nghiên cứu trồng trọt của chúng tôi đã được tiếp tục và chúng tôi đã thu được hàm lượng GL cao hơn và năng suất của rễ cũng như thành phần đầy đủ - thành phần tương tự như thuốc Gancao đồng thời được điều chế từ rễ cây G. uralensis hoang dã.
Trong nghiên cứu hiện tại, chúng tôi mô tả các tính chất dược phẩm của rễ G. uralensis được trồng. Tổng điểm tương đồng về thành phần hóa học giữa rễ được trồng và Dongbei-, Xibei- (..., Seihoku-Kanzo trong tiếng Nhật), Xinjiang-Gancao (..., Shinkyo-Kanzo trong tiếng Nhật) và rễ G. uralensis hoang dã là kiểm tra bằng cách so sánh dấu vân tay HPLC (sắc ký đồ) bao gồm cả đỉnh GL. Phân tích dấu vân tay HPLC được kiểm tra thêm về mặt định lượng bằng phương pháp phân nhóm theo thứ bậc (HCA) và phân tích thành phần chính (PCA).
Ngoài các nghiên cứu hóa học, các nghiên cứu dược lý và dược động học đóng một vai trò quan trọng để đảm bảo an toàn và sử dụng lâm sàng hiệu quả của một ứng cử viên y học mới. Các tính chất dược lý đã được kiểm tra bằng phản ứng da ba lần qua trung gian IgE ở chuột.7) Hồ sơ thời gian huyết tương của glycyrrhetic acid (GA), một chất chuyển hóa chống dị ứng 8) được chuyển hóa sinh học từ GL bởi vi khuẩn đường ruột, cũng đã được kiểm tra.
NGUYÊN LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP
Rễ G. uralensis được trồng và các mẫu so sánh Như trong hình 1, rễ 4 và 5 tuổi được trồng trên cùng một cánh đồng ở phía đông Nei-Meng-Gu như trong báo cáo trước5) đã được sử dụng. Nguồn gốc thực vật của cây trồng được xác định trước đây 5) là G. uralensis bằng cách đề cập đến các đặc điểm hình thái của hoa và quả được mô tả.9) Giống Dongbei-Gancao, Xibei-Gancao và rễ G. uralensis hoang dã (được thu thập ở miền đông Nei -Meng-Gu, một trong những nguồn chính của Dongbei-Gancao của Trung Quốc) như trong báo cáo trước đây10) đã được sử dụng. Nguồn gốc thực vật của một phần Dongbei-Gancao được thu thập ở phía đông Nei-Meng-Gu và Xibei-Gancao được thu thập ở tỉnh Sơn Tây (...), Ningxia (...) và phía tây Nei-Meng-Gu như G. uralensis bởi các cuộc điều tra tại chỗ của chúng tôi10) tại các quận sản xuất của Trung Quốc bằng cách tham khảo các đặc điểm được báo cáo. 9) Xinjiang -Gancao (được thu thập tại Xinjiang năm 2000) sở hữu lichochalcone A đã được chọn bằng cách kiểm tra TLC11) trước. Nguồn gốc thực vật của nó được ước tính là G. Inflata bằng cách so sánh dấu vân tay HPLC của nó với dấu vân tay được báo cáo,12,13) ​​nhưng không được xác nhận về mặt dược lý. Các mẫu chứng từ đã được gửi tại Khoa Dược, Viện Y học Tự nhiên, Đại học Y Dược Toyama.
Hóa chất GL chuẩn (đối chứng: số 992) được mua từ Viện Khoa học Y tế Quốc gia, Nhật Bản, và GA và [image: ] chất hóa lỏng được mua từ Wako Pure Chemical Industries Ltd., Osaka. Liquiritin apioside và isoliquiritin apioside được cung cấp bởi ông Takayuki Nakada của Alps Dược phẩm Ind., Co., LTD. Isoliquiritin được cung cấp bởi Tiến sĩ Kazuo Koike của Đại học Toho, Trường Khoa học Dược phẩm. Lichochalcone A được phân lập từ vỏ Xinjiang-Gancao bằng TLC chuẩn bị sử dụng các điều kiện đã đề cập trước đó11) và được xác định bằng cách so sánh sắc ký HPLC được báo cáo.12,13) ​​Dinitrofluorobenzene (DNFB) và dinitrophenol (DNP) đã được mua từ Nacalal Tesque, Kyoto. Prednisolone-21 acetate được mua từ Sigma Chemical Co., St. Louis. Tất cả các hóa chất và dung môi khác thuộc loại phân tích và/hoặc HPLC.
Động vật Chuột BALB/c không có mầm bệnh đặc hiệu cho cái (6 tuần tuổi) và chuột Wistar đực (8 tuần tuổi) được mua từ Nhật Bản SLC Inc. (Hamamatsu, Nhật Bản), và được sử dụng cho phản ứng da ba lần và nghiên cứu dược động học, tương ứng . Tất cả các thí nghiệm trên động vật được thực hiện theo Hướng dẫn của Ủy ban Chăm sóc và Sử dụng Động vật của Đại học Y Dược Toyama và được Hiệp hội Chăm sóc Động vật Nhật Bản phê duyệt.
Phân tích dấu vân tay HPLC Khoảng 18 rễ G. uralensis được trồng toàn bộ từ 4 đến 5 tuổi và 400 rễ của cùng một loài Dongbei- và Xibei-Gancao như đã phân tích trong báo cáo trước10) đã được sử dụng. Bảy và 4 toàn bộ rễ Xinjiang-Gancao và rễ G. uralensis hoang dã được thu thập ở phía đông bắc Nei-Meng-Gu10) đã được sử dụng. Phần hòa tan EtOH của dịch chiết MeOH 90% dung dịch nước của từng mẫu được phân tích bằng HPLC theo các điều kiện12) được mô tả trong truyền thuyết của Hình 4.
HCA và PCA Dựa trên dữ liệu diện tích đỉnh HPLC Toàn bộ rễ của G. uralensis được trồng trong 4-5 năm, Dongbei-, Xibei-, Xinjiang-Gancao và G. uralensis hoang dã đã được sử dụng. Dữ liệu 7 vùng (từ A đến G được hiển thị trong Hình 4) của dấu vân tay HPLC của từng mẫu được xử lý bằng phần mềm phân tích đa biến (Pirouette, TM Infometrix Co., Woodinville, U.S.A.). Dữ liệu vùng 7 đỉnh (An: n=7) được tính từ quá trình tiền xử lý tự động với phương trình sau: (An-Amean) / (độ lệch chuẩn: S.D.), Amean biểu thị giá trị trung bình của từng vùng cực đại.
Nghiên cứu chống dị ứng Các chiết xuất đông khô của rễ bất định 4 tuổi và Dongbei-Gancao được điều chế bằng cách đun sôi trong nước (3g Gancao trong 600 ml nước) trong 40 phút, sau đó được lọc và đông khô thành bột . Để có được chất lượng chiết xuất không đổi, một hỗn hợp chiết xuất được điều chế từ năm lần chiết được sử dụng. Phản ứng da ba lần qua trung gian IgE ở chuột được thực hiện như báo cáo trước đây.7) Một thời gian ngắn, chuột BALB/c đã được đưa ra i.v. tiêm 1 ml dung dịch kháng thể đơn dòng kháng DNP (mAb) IgE mAb chứa 24 giờ trước khi thử nghiệm với DNFB. Một phản ứng da đã được gợi ra bằng cách bôi 10µl của 0,1% DNFB / EtOH vào mỗi bên của mỗi tai của những con chuột nhạy cảm. Tai sưng được xác định bằng cách sử dụng máy đo độ dày (loại G-1A, Peacock) ngay trước và vào thời điểm thích hợp sau thử nghiệm.
Nghiên cứu dược động học GA Các chiết xuất đông khô tương tự của rễ G. uralensis được trồng 4 năm tuổi và Dongbei-Gancao được sử dụng trong phản ứng da đã được sử dụng. Nghiên cứu dược động học của GA sau khi uống hai chiết xuất được thực hiện như đã báo cáo trước đó 14) Một thời gian ngắn, chuột được nhịn ăn qua đêm trước khi dùng hai chiết xuất chứa 45 mg/kg GL (756 mg / 10 ml / kg G. được nuôi cấy. chiết xuất rễ G. uralensis và 452 mg/ 10ml/kg chiết xuất Dongbei- Gancao). Các mẫu máu (khoảng 0,3 m1) được thu thập từ tĩnh mạch đuôi tại mỗi thời điểm được chỉ định sau khi dùng. Các mức GA huyết tương được xác định bằng cách sử dụng cùng hệ thống HPLC và các điều kiện như trong báo cáo trước đây của chúng tôi. 14) Vùng dưới nồng độ trung bình của GA so với đường cong thời gian từ 0 đến 24 giờ (AUC0-24 h), nồng độ đỉnh của GA (Cmax) trong huyết tương và thời gian đạt Cmax (Tmax) của GA được xác định bằng cách đánh giá thực tế mức GA trong huyết tương.
[bookmark: _GoBack]Phân tích thống kê Các kết quả được hiển thị dưới dạng mean ± S.D. của số (n) thí nghiệm. Dữ liệu của phản ứng da ba lần được phân tích có ý nghĩa thống kê khi sử dụng test Mann-Whitney’s U và dữ liệu của các test khác được phân tích bằng Student Student’s t-test. Giá trị xác suất (p) nhỏ hơn 0,05 được coi là có ý nghĩa.
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Fig. 1. Cultivation and Sampling Schedule of G. uralensis in Eastern Nei-
Meng-Gu of China

The cultivation field (about 33 are) is located in Yuanbaoshan-qu (- « « + j in east-
ern Nei-Meng-Gu of China (118°97" east longitude and 42°27" northern latitude).
Seeds were collected in 1997 from wild G. uralensis growing in Baotou (+ + 3 in west-
ern Nei-Meng-Gu. Some cultivated plants have blossomed from July till August since
the third year of cultivation. A taproot 20—25cm in length corresponds to a trans-
planted 1-year-old seedling taproot. One to four pieces of adventitious roots, newly
grown from the transplanted taproot tail, were more than 50 cm in length.




