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ĐẶT VẤN ĐỀ

   
Viêm và đau là những triệu chứng thường gặp trong y học, xuất hiện ở bệnh lý của tất cả các hệ cơ quan trong cơ thể, đặc biệt là bệnh lý cơ xương khớp.
 Trong những năm gần đây đối với người trên 60 tuổi tần suất mắc bệnh khớp ở nước ta lên tới 47.6%  [22]. 
Viêm là phản ứng bảo vệ của cơ thể chống lại yếu tố gây bệnh, là một quá trình bệnh lý phức tạp bao gồm nhiều hiện tượng: tổn thương tổ chức, rối loạn chuyển hóa, rối loạn tuần hoàn, bạch cầu đến ổ viêm và thực bào, tế bào tăng sinh [16]. Đau theo định nghĩa của WHO là một cảm giác khó chịu và một kinh nghiệm xúc cảm gây ra bởi tổn thương tế bào thực thể hoặc tiềm tàng. Đau là một cơ chế tự bảo vệ cơ thể, cảm giác đau xuất hiện tại một vị trí nào đó khi bị tổn thương, nó tạo nên một đáp ứng nhằm tránh lại tác nhân gây đau [57]. 
Trên lâm sàng hiện nay có rất nhiều loại thuốc chống viêm, giảm đau điều trị bệnh lý cơ xương khớp như nhóm NSAIDs, corticoid, thuốc có tác dụng nhanh và khá hiệu quả tuy nhiên có nhiều tác dụng phụ, việc sử dụng kéo dài dễ dẫn tới nguy cơ mắc các bệnh lý như: viêm dạ dày, xuất huyết tiêu hóa, loãng xương... [21] [27]. Vì vậy, việc nghiên cứu để tìm ra các thuốc có hiệu quả điều trị và ít tác dụng không mong muốn là mục tiêu hàng đầu của các nhà y học.

Ngày nay trên thế giới xu hướng sử dụng thảo dược và các chế phẩm có nguồn gốc từ thiên nhiên ngày càng được quan tâm. Gần đây nhất, giải thưởng Nobel y sinh học 2015 vừa được trao cho phát minh ra loại thuốc chống sốt rét Artemisinin được nghiên cứu từ một loại thảo dược cổ truyền của ba nhà khoa học: William C. Campbell (Đại học Drew, New Jersey, Mỹ), Satoshi Omura (Đại học Kitasato, Tokyo, Nhật Bản) và Tu Youyou (Học viện Y học cổ truyền Trung Quốc) đã minh chứng cho điều đó.
Việt Nam nằm trong vùng khí hậu nhiệt đới, có nguồn gen cây thuốc rất phong phú. Người dân có nhiều kinh nghiệm trong sử dụng các cây thuốc địa phương để chăm sóc sức khỏe. Việc nghiên cứu các cây thuốc nam dùng trong chữa bệnh được Nhà nước và Bộ Y tế khuyến khích bởi đây là một hướng đi đúng đắn hướng đến mục đích tăng cường cung cấp nguồn thuốc tốt cho cộng đồng xét trên các phương diện tính hiệu quả, tính an toàn, giá thành và tính sẵn có.
Bài thuốc TK1 được Lương y Nguyễn Kiều áp dụng điều trị các bệnh lý cơ xương khớp trên bệnh nhân trong thời kỳ chiến tranh giải phóng dân tộc cho hiệu quả giảm sưng, giảm đau, bổ thận mạnh gân cốt rất tốt. Tuy nhiên cho đến nay chưa có nghiên cứu nào về tác dụng của bài thuốc . Nhằm mục đích nghiên cứu sâu và đầy đủ hơn về tác dụng trên thực nghiệm cũng như trên lâm sàng góp phần sáng tỏ kinh nghiệm chữa bệnh của Lương y Nguyễn Kiều và giúp cho việc sử dụng hiệu quả các dược liệu trong bài thuốc chúng tôi tiến hành thực hiện đề tài: “Nghiên cứu độc tính cấp và tác dụng chống viêm, giảm đau của cao lỏng TK1 trên thực nghiệm” Với hai mục tiêu: 

1. Đánh giá độc tính cấp của cao lỏng TK1.

2. Khảo sát tác dụng chống viêm cấp, mạn và giảm đau của cao lỏng TK1 trên thực nghiệm.

Chương 1
TỔNG QUAN TÀI LIỆU
1.1. Tổng quan về viêm 

1.1.1. Khái niệm 

          Viêm là hiện tượng sưng, nóng, đỏ, đau của đã được đề cập tới trong y học cổ đại và những khái niệm ban đầu về viêm cũng được hình thành từ rất sớm song lại rất khác nhau [72]. Viêm là phản ứng bảo vệ của cơ thể chống lại yếu tố gây bệnh, là một quá trình bệnh lý phức tạp bao gồm nhiều hiện tượng: tổn thương tổ chức, rối loạn chuyển hóa, rối loạn tuần hoàn, bạch cầu đến ổ viêm và thực bào, tế bào tăng sinh [16]. 

1.1.2. Nguyên nhân và phân loại viêm
 Mọi nguyên nhân dẫn đến tổn thương và làm chết một lượng       tối thiểu tế bào tại chỗ đều có thể gây viêm tại chỗ đó. Có thể xếp thành 2 nhóm lớn [6].

1.1.2.1. Nguyên nhân 

Nguyên nhân bên ngoài [6]
- Cơ học: từ sây sát nhẹ tới chấn thương nặng... gây phá huỷ tế bào và mô, làm phóng thích ra những chất gây viêm nội sinh.

- Vật lý: nhiệt độ quá cao hay quá thấp làm thoái hóa protid tế bào gây tổn thương enzym, tia xạ (UV, tia X) do tạo ra các gốc oxy tự do gây phá huỷ một số enzym oxy hóa, còn gây tổn thương ADN.

- Hóa học: các acid, kiềm mạnh, các chất hóa học khác (thuốc trừ sâu, các độc tố...) gây huỷ hoại tế bào hoặc phong bế các hệ enzym chủ yếu.

- Sinh học: là nguyên nhân phổ biến nhất gồm virus, vi khuẩn, ký sinh trùng đơn bào, đa bào hay nấm...

Nguyên nhân bên trong [6]
Có thể gặp như thiếu oxy tại chỗ, hoại tử mô, xuất huyết, rối loạn thần kinh dinh dưỡng (tắc mạch). Ngoài ra, viêm có thể bị gây ra do     phản ứng kết hợp kháng nguyên - kháng thể như viêm cầu thận, viêm trong   hiện tượng Arthus.

1.1.2.2. Phân loại viêm [6]
Có nhiều cách phân loại, mỗi cách đưa lại một lợi ích riêng.

- Theo nguyên nhân : viêm nhiễm khuẩn và viêm vô khuẩn.

- Theo vị trí: viêm nông, viêm sâu (bên ngoài và bên trong).

- Theo dịch rỉ viêm: viêm thanh dịch, viêm tơ huyết, viêm mủ... tùy theo dịch viêm giống huyết thanh, huyết tương hay chứa nhiều bạch cầu thoái hóa...

- Theo diễn biến: viêm cấp và viêm mạn. Cấp khi thời gian diễn biến ngắn (vài phút - vài ngày) và có đặc điểm tiết dịch chứa nhiều protein huyết tương và xuất ngoại nhiều bạch cầu đa nhân trung tính; còn mạn nếu diễn biến vài ngày - tháng, hoặc năm và biểu hiện về mô học là sự xâm nhập của lympho-bào và đại thực bào, sự tổn thương và sửa chữa (với sự tăng sinh của mạch máu và mô xơ). Trong viêm cấp, có đáp ứng tức thời và sớm với tổn thương. Một chức năng cốt lõi của đáp ứng là huy động bạch cầu tới vị trí tổn thương, ở đó chúng có thể giúp làm sạch vi khuẩn và các tác nhân gây viêm khác, đồng thời làm tiêu huỷ các mô hoại tử do viêm gây ra. Tuy nhiên, chính bạch cầu lại có thể kéo dài viêm và cảm ứng sự tổn thương mô do giải phóng các enzym, chất trung gian hóa học và  các gốc oxy có độc tính. Viêm cấp có 3 hiện tượng cấu thành:

* Làm dãn mạch, do đó tăng lượng máu tới ổ viêm;

* Thay đổi cấu trúc trong mạch vi tuần hoàn, cho phép các protein huyết tương ra khỏi mạch máu; 

* Di tản bạch cầu từ vi tuần hoàn và tích tụ chúng vào nơi  tổn thương. 

Những cấu phần trên gây sưng, nóng và đỏ trong viêm cấp, còn đau và rối loạn chức năng cơ quan thì xuất hiện muộn hơn trong quá trình phát triển của viêm: do hóa chất trung gian và bạch cầu thực bào.

- Theo tính chất: viêm đặc hiệu và không đặc hiệu. Viêm đặc hiệu do hậu quả xấu của phản ứng miễn dịch; còn lại, là viêm không đặc hiệu. Tuy nhiên, hai loại này chỉ khác nhau về cơ chế gây viêm mà không  khác nhau về bản chất.

1.1.3. Cơ chế bệnh sinh

Viêm là hiện tượng bệnh lý bao gồm một loạt những thay đổi tại chỗ và toàn thân, bắt đầu ngay khi tác nhân gây viêm xâm nhập vào cơ thể. Đặc trưng của phản ứng viêm là sự thay đổi tính thấm thành mạch, hoạt hóa một số tế bào và những thay đổi về chuyển hóa, về sinh tổng hợp và giáng hóa trong nhiều mô, cơ quan khác nhau. Trong phản ứng viêm, các tế bào như bạch cầu đa nhân trung tính, đại thực bào, bạch cầu ưa acid, bạch cầu ưa base, tế bào nội mô sản xuất ra các chất trung gian hoá học như prostaglandin, histamin, serotonin, leucotrien ... Các chất trung gian hoá học vừa giải phóng lại hoạt hoá một số tế bào khác giải phóng các polypeptid gọi là các cytokin như interleukin (1,2,3), TNF. Các chất này cũng đóng vai trò quan trọng trong quá trình viêm, từ đó gây ra hàng loạt các biến đổi và rối loạn [6], [16].

Tăng tính thấm thành mạch là biểu hiện quan trọng trong phản ứng viêm. Các nguyên nhân gây viêm gây tổn thương tế bào làm cho các lysosom giải phóng enzym thuỷ phân gây tăng tính thấm thành mạch. Tác nhân gây viêm cũng kích thích tế bào mastocyte làm giải phóng histamin, serotonin...gây giãn mạch, tăng tính thấm thành mạch. Đồng thời các cytokin tích luỹ trong ổ viêm tác động rất mạnh lên mạch máu gây giãn mạch, tăng tính thấm thành mạch. Ngoài ra các tác nhân gây viêm còn hoạt hóa bổ thể, tạo prostaglandin, kích thích tế bào mastocyte giải phóng histamin và serotonin gây tăng tính thấm thành mạch [16].

Rối loạn tuần hoàn xuất hiện ngay sau phản xạ co mạch. Tác động của các chất trung gian hoá học, các sản phẩm của yếu tố gây viêm (độc tố, hoá chất), các sản phẩm hoạt động thực bào của bạch đầu gây rối loạn tuần hoàn tại ổ viêm, biểu hiện bằng xung huyết, ứ trệ tuần hoàn.

Bạch cầu thoát mạch và hình thành dịch rỉ viêm. Ngay sau giai đoạn xung huyết động mạch, bạch cầu đã bắt đầu thoát mạch và làm nhiệm vụ thực bào. 

Do tăng tính thấm thành mạch protein, fibrinogen thoát mạch hình thành dịch rỉ viêm. Thành phần dịch rỉ viêm dần dần được bổ sung các chất từ máu, các sản phẩm chuyển hoá hoặc các sản phẩm giải phóng từ tế bào [6], [16] .

Rối loạn chuyển hóa trong quá trình viêm. Trong ổ viêm chuyển hóa ưa khí chỉ xảy ra trong giai đoạn xung huyết động mạch, sau đó là xung huyết tĩnh mạch làm tăng chuyển hoá kỵ khí gây nhiễm acid (nồng độ H+ tăng), ứ đọng các sản phẩm chuyển hoá dở dang của protid, acid nhân, lipid... gây tăng áp lực thẩm thấu gây đau. Các phản ứng tại ổ viêm gây tăng mạnh sử dụng O2 dẫn đến tạo ra các gốc tự do từ O2 chúng có vai trò quan trọng trong việc diệt khuẩn nhưng đồng thời cũng là những chất tham gia vào gây viêm và tổn thương mô [6],[16].

Tăng sinh tế bào và tái tạo mô là giai đoạn cuối cùng của quá trình viêm. Viêm được kết thúc bằng một quá trình phát triển tế bào và tái tạo mô. Hình ảnh đặc trưng là các mạch máu mới được hình thành, các sợi của mô liên kết được sản xuất, tạo cơ sở để mô sẹo hình thành thay thế cho nhu mô cũ bị tổn thương và hàn gắn ổ viêm [6], [16]. Do các rối loạn trên mà triệu chứng đặc trưng của viêm là sưng, nóng, đỏ, đau.

Sưng là do quá trình xuất tiết tạo dịch rỉ viêm và các sản phẩm của rối loạn chuyển hóa trong quá trình viêm. Mức độ sưng phụ thuộc vào mức độ viêm và mức độ hủy hoại tế bào.

Nóng, đỏ là do giãn mạch, rối loạn vận mạch, thoát mạch các phần tử hữu hình, lưu lượng tuần hoàn tăng, chuyển hoá tại chỗ tăng.

Đau là do viêm làm tổn thương tế bảo phá hủy mô gây đau, đồng thời các sản phẩm chuyển hóa của quá trình viêm kích thích vào ngọn dây thần kinh gây cảm giác đau.

Như vậy, viêm là một quá trình bệnh lý không chỉ gây rối loạn tại chỗ mà còn ảnh hưởng sâu sắc tới toàn thân.

1.1.3.1. Vai trò của COX và LOX trong đáp ứng viêm 

          Cyclooxygenase (COX) còn được gọi là prostaglandin H/G synthase. Đây là enzym chịu trách nhiệm cho quá trình sản xuất các prostanoid. Các phospholipid ở màng tế bào bị thủy phân bởi phospholipase A2 cho sản phẩm là acid arachidonic (AA). Acid arachidonic xúc tác bởi COX cho các prostanoid (Hình 1.1) [58].

            Prostanoid là thuật ngữ chung dùng để chỉ các phân tử bao gồm: prostaglandin (PG), các prostacyclin (PGI) và thromboxan (Tx). Hai đồng phân của COX đã được xác định là COX-1 và COX-2. COX-1 sản xuất các PG duy trì hoạt động sinh lý bình thường của tế bào, do đó còn gọi là enzym sinh lý. COX-2 được gọi là enzym cảm ứng, một enzym liên quan với phản ứng viêm. COX-2 được kích hoạt bởi một số cytokin và các trung gian gây viêm hiện diện trong các tế bào viêm. COX-2 chịu trách nhiệm cho sự tổng hợp các prostanoid, mà các prostanoid này liên quan đến các bệnh lý gắn liền với viêm [58]. 

             Các prostanoid thường có dạng “số 2” (ví dụ PGE2) và được hình thành từ acid arachidonic (AA), “số 2” này ngầm chỉ số liên kết đôi trong cấu trúc phân tử. Các cyclooxygenase (COX) xúc tác cho phản ứng bis-oxy hóa, trong đó hai phân tử O2 được đưa vào khung carbon của AA để tạo thành PGG2. Peroxidase (POX) xúc tác cho phản ứng khử nhóm 15- hydroperoxyl của PGG2 để cho sản phẩm là PGH2 và nước. Phản ứng của POX đóng vai trò quan trọng trong cơ chế enzym, các peroxidase khác như glutathione peroxidase cũng đóng vai trò quan trọng trong phản ứng khử PGG2 thành PGH2 trong cơ thể. PGH2 không được tích tụ trong tế bào mà được biến đổi nhanh chóng thành những chất khác gây đáp ứng sinh học: PGD2, PGE2, PGF2α, PGI2 and TxA2. 

           Ngoại trừ PGF2α được tạo ra sau phản ứng khử hai electron của PGH2, còn các chất khác được tạo ra dưới xúc tác của các enzym không oxy hóa để sắp xếp lại cấu trúc phân tử. Các prostanoid cuối cùng gắn đặc hiệu với một hoặc một số receptor liên kết với protein G, một số prostanoid khác lại thể hiện tác dụng qua receptor ở nhân [58]. Thông thường mỗi loại tế bào thường có một hoặc hai sản phẩm prostanoid chủ yếu. Ví dụ, ở tiểu cầu chủ yếu có thromboxan. Một số PG có tác dụng gây viêm và gây đau, đặc biệt là PGE2 được giải phóng do kích thích cơ học, hóa học, nhiệt, vi khuẩn có tác dụng làm giãn mạch, tăng tính thấm thành mạch gây viêm và đau. PGF1 gây đau xuất hiện chậm nhưng kéo dài. PGI1 gây đau xuất hiện nhanh nhưng nhanh hết. PG còn làm tăng tính nhạy cảm của các receptor với các chất gây đau như bradykinin [22]. 

[image: image1.png]COOOOOCOCOO0OOCO000R0O00000000

Arachidonic acid esterified
‘membrane phospholipids

inflammatory and mitogenic stimuli ===3» | Phospholipase Az

Epoxyeicosatrienoic acids Isoprostanes
(EETS)
X s 8 s s ' coom
Cytochrome
Pa50 AA (20:4 cis D5,8,11,14)
20
nor o1 s k]
Lipoxygenases Cyclooxygenases
(LoY) (COX)
HETEs Prosiaglandins
Leukotrienes Prosiacyclin (- Prostanoids
Lipoxins Thromboxane




Hình 1.1. Con đường chuyển hóa acid arachidonic thông qua COX 

             Enzym lypoxygenase (LOX) xúc tác cho quá trình chuyển hóa acid arachidonic thành các leucotrien, là một nhóm các chất trung gian gây viêm. Leucotrien hoạt động như một chất hóa ứng động tế bào, lôi kéo các tế bào của hệ thống miễn dịch đến ổ viêm [58]. Các enzym LOX phổ biến nhất là 5, 12 và 15- LOX [58]. Khi acid arachidonic được chuyển hóa bởi 12-LOX và 15-LOX cho các lipoxin là những chất có tác dụng chống viêm bằng cách: tổng hợp các chalon (là phân tử tín hiệu dừng quá trình viêm), ức chế các receptor của leucotrien, giảm hoạt hóa tế bào bạch cầu đơn nhân [61]. Ở người, 5-LOX được có mặt trong các tế bào có nguồn gốc dòng tủy và đặc biệt là bạch cầu [58]. 5-LOX xúc tác sự chuyển đổi của AA thành acid 5S-hydroperoxyeicosatetraenoic (5- HpETE) (hình 1.2) và tiếp tục chuyển hóa 5- HpETE thành LTA4. LTA4 có thể chuyển hóa thành LTB4 và sau đó thành các cysteinyl leucotrien dưới xúc tác của LTA4 hydrolase và LTC4 synthase tương ứng [61].
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Hình 1.2. Con đường chuyển hóa acid arachidonic thông qua 5-LOX

            Các sản phẩm được chuyển hóa bởi 5-LOX gây hóa ứng động bạch cầu, kích hoạt bạch cầu hạt, tế bào T, tăng tổng hợp IgG, gây co thắt phế quản, co thắt tế bào cơ trơn và có liên quan đến quá trình viêm nhiều bệnh lý như ung thư, đái tháo đường, béo phì [6].

1.1.3.2. Các chất trung gian hoá học trong viêm
cầu (PAF), Các cytokin, Các protein huyết tương, Hệ thống bổ thể, Bradykinin ,Hệ thống đông máu và tiểu tơ huyết,  Oxyd nitơ.         
1.1.4. Một số thuốc chống viêm 
1.1.4.1. Thuốc chống chống viêm không steroid (NSAID)
 * Cơ chế: 
           Các thuốc chống viêm không steroid đều ức chế enzcyclooxygenase (COX), ngăn cản tổng hợp prostaglandin là chất trung gian hóa học gây viêm, do đó làm giảm quá trình viêm [2].
            Ngoài ra các thuốc này còn đối kháng với hệ enzym thủy phân protein ngăn cản quá trình biến đổi protein làm bền vững màng lysosom và đối kháng tác dụng của các chất trung gian hóa học như bradykinin, seretonin, histamin, ức chế hóa ứng động bạch cầu, ức chế sự di chuyển của bạch cầu tới ổ viêm [2].
* Một số thuốc trong nhóm: aspirin, indomethacin, piroxicam, ibuprofen, diclfenac,…[22]. 
1.1.4.2. Thuốc chống viêm steroid (glucocorticoid) 
* Cơ chế: 
           Glycocorticoid ức chế tổng hợp phospholipase A2 thông qua kích thích tổng hợp lipocortin, làm giảm tổng hợp cả leucotrien và prostaglandin (hình 1.3). Ngoài ra nó còn ức chế dòng bạch cầu đơn nhân, đa nhân, lympho bào đi vào mô để khởi phát phản ứng viêm [61]. 
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Hình 1.3. Cơ chế chống viêm của glucocorticoid
* Một số thuốc trong nhóm: hydocortison, prednisolon, methylprednisolon, dexamethason …[22]. 
1.2. TỔNG QUAN VỀ ĐAU 
1.2.1. Định nghĩa 
            Theo hiệp hội quốc tế nghiên cứu về đau (International Association for the Study of Pain - IASP) đau là một cảm nhận thuộc về giác quan và xúc cảm do tổn thương đang tồn tại hoặc tiềm tàng ở các mô gây nên và phụ thuộc vào mức độ nặng, nhẹ của tổn thương ấy. Cảm giác đau có thể bắt nguồn từ bất cứ một điểm nào trên đường dẫn truyền đau. 
            Theo Geissner và Wurtele, đau theo sinh lý học thần kinh là một khái niệm trừu tượng phụ thuộc những yếu tố như: cơ địa, cảm xúc và sự chịu đựng khác nhau của từng người bệnh [67]. 
            Đau là một trải nghiệm khó chịu về cảm giác cũng như cảm xúc do tổn thương có thực ở mô hoặc được cho là có tổn thương như thế gây ra [7]. 
1.2.2. Đường dẫn truyền cảm giác đau 
         * Tín hiệu đau từ ngoại biên được truyền về tủy sống nhờ hai sợi thần kinh là sợi Aδ (truyền cảm giác đau cấp: đau nhói, đau tại chỗ) và sợi C (truyền cảm giác đau mạn: đau âm ỉ, đau lan tỏa, đau do bỏng) [67]. 
         * Dẫn truyền cảm giác từ tủy lên não (nơron thứ hai): Cảm giác đau được dẫn truyền theo nhiều hướng: bó gai – thị nằm ở cột trắng trước – bên; bó gai – lưới tận cùng các vùng khác nhau của hành não, cầu não, não giữa ở cả hai bên. Từ cấu tạo lưới nằm ở các vùng này, nhiều nơron đi tới các nhân của đồi thị và một số vùng ở nền não, có những sợi đi lên hoạt hóa ở vỏ não. Tại các synap với nơron thứ hai ở sau cùng tủy, các sợi C tiết ra chất truyền đạt là chất P. Chất P là chất trung gian hóa học chủ yếu trong đường dẫn truyền cảm giác đau [67]. 
          * Trung tâm nhận thức cảm giác đau: Đường dẫn truyền cảm giác đau tận cùng ở cấu trúc lưới của thân não, trung tâm dưới vỏ như nhân lá trong của đồi thị và vùng S-I, S-II, vùng đỉnh, vùng trán của vỏ não. Cấu trúc lưới và trung tâm dưới vỏ có chức năng nhận thức đau vừa, tạo ra các đáp ứng về tâm lý khi đau. Vỏ não có cấu trúc phân tích cảm giác đau    tinh vi, phân biệt vị trí, đánh giá mức độ đau [67]. 
1.2.3. Thuốc giảm đau 
1.2.3.1. Thuốc giảm đau trung ương 
* Cơ chế :
            Các opioid gắn vào các receptor opioid ((, k, () làm kích thích các receptor này. Tất cả các receptor của opioid đều cặp đôi với protein Gi. Khi kích thích các receptor của opioid, gây ức chế adenylcyclase, ức chế mở kênh Ca2+ và hoạt hóa kênh K+ (tăng ưu cực). Vì vậy, ức chế giải phóng các chất dẫn truyền thần kinh (chất P, acid glutamic) và ngăn cản dẫn truyền xung động thần kinh. Các tác động cụ thể [2]: 
* Nhóm thuốc này gồm :
      + Thuốc chủ vận trên receptor opioid: 
              ( Các opioid tự nhiên: morphin, codein,… 
               ( Các opioid tổng hợp: pethidin, methadon,… 
       + Thuốc chủ vận - đối kháng hỗn hợp và chủ vận từng phần trên receptor opioid: pentazocin, nalorphin, nalbuphil, butorphanol,… [2].
       + Thuốc đối kháng đơn thuần trên receptor opioid: naloxon, naltrexon.

1.2.3.2. Thuốc giảm đau ngoại vi 
          Các thuốc nhóm này chỉ có tác dụng với các chứng đau nhẹ, đau khu trú, tác dụng tốt với các chứng đau do viêm (đau khớp, viêm cơ, viêm dây thần kinh, đau răng). 
* Cơ chế: 
          Thuốc làm giảm tổng hợp prostaglandin F2, làm giảm tính cảm thụ của ngọn dây thần kinh cảm thụ với các chất gây đau của phản ứng viêm như bradykinin, seretonin….[2]. 
* Các thuốc trong nhóm: paracetamol, ibuprofel, indomethacin, diclofenac,… 
1.3. TỔNG QUAN VIÊM VÀ ĐAU THEO Y HỌC CỔ TRUYỀN
1.3.1. Sơ lược quan niệm viêm và đau theo y học cổ truyền

         Trong nghiên cứu này chúng tôi chỉ thực hiện cho các chứng đau khớp và viêm khớp.
Viêm không phải là một bệnh cụ thể mà là một quá trình bệnh lý chung. Viêm không có tên trong y văn của YHCT, nhưng viêm có biểu hiện sưng nóng đỏ nếu thuộc nhiệt, còn sưng không nóng đỏ thì thuộc về hàn, có thể do nguyên nhân nội nhân hoặc ngoại nhân.

          Đau theo y học cổ truyền có nghĩa là “thống”, là do “bất thông” của khí huyết trong kinh mạch; muốn chữa được chứng đau (chỉ thống) thì phải làm cho khí huyết lưu thông, còn muốn huyết thông (hành huyết) thì phải hành khí (khí hành thì huyết hành, khí không hành thì huyết tắc, huyết tắc thì gây đau) bất vinh ắt thống, bất thông ắt thống thống tức bất thông, thông tức bất thống. Chính vì vậy khi chữa thống y học cổ truyền thường dùng kèm thuốc hành khí và hành huyết còn châm cứu, xoa bóp bấm huyệt, khí công chủ yếu làm thông kinh lạc, điều hòa âm dương, khí huyết [15].

          Đau và viêm là triệu chứng gặp trong nhiều bệnh lý viêm khớp, viêm khớp dạng thấp, gút. Y học cổ truyền xếp bệnh lý về khớp thuộc chứng tý và gút thuộc chứng thống phong. 

1.3.2. Chứng tý theo quan niệm y học cổ truyền

         - “Chứng tý” được ghi đầu tiên trong sách “Nội kinh” như sau: “Phong hàn thấp 3 khí hợp lại gây nên chứng tý” và “Phong khí thắng là hành tý, hàn khí thắng là thống tý, thấp khí thắng là trước tý” [8].

        - Sách ‘Loại Chứng Trị Tài’ viết rõ thêm: ‘Các chứng tý do dinh vệ hư, tấu lý không chặt, phong hàn thấp tà khí thừa lúc hư xâm nhập vào cơ thể, chính khí lưu thông bị tắc, sinh khí huyết ngưng trệ lâu ngày thành chứng tý”.

        - Nguyên nhân chính là do ngoại cảm phong hàn thấp xâm nhập mạch lạc gây khí huyết ứ trệ, mạch lạc không thông gây đau (thống tắc bất thông)[8].

           + Nếu phong thịnh thì đau, đau lúc nhẹ lúc nặng, đau không cố định mà di chuyển gọi là phong tý hay hành tý.

            + Nếu hàn thịnh thì khí huyết ngưng trệ nặng nên đau nhiều, bộ vị đau cố định không di chuyển gọi là hàn tý hay thống tý.

          + Nếu thấp thịnh thì đau nhức không nặng lắm nhưng có cảm giác ê mỏi nặng nề, gặp thời tiết âm u, mưa lạnh ẩm ướt thì đau tăng, đau không di chuyển gọi là thấp tý hay trước tý.

          +  Nhiệt tý: Chứng nhiệt tý là nhiệt ở trong tạng phủ kinh lạc đã có nhiệt chứa sẵn, mà lại gặp tà khí của phong hàn thấp xâm lấn vào, nhiệt bị uất, vì hàn khí không thông được, lâu ngày hàn cũng hóa ra nhiệt thành “nhiệt tý”.
- Theo Hoàng Bảo Châu chia Chứng tý ra làm 5 thể phong tý, hàn tý, thấp tý, phong hàn thấp tý, phong thấp nhiệt tý [8].:
1.3.2.1. Phong tý
       - Triệu chứng lâm sàng: Sưng đau hoặc đau mỏi các khớp, gân cơ, thớ thịt, đau di chuyển, có khi hết hẳn nhưng tự nhiên lại xuất hiện trở lại; sợ gió, rêu lưỡi trắng, mạch phù.

         - Pháp điều trị: Khu phong, tán hàn, thông lạc (hành khí, hoạt huyết).
1.3.2.2. Hàn tý

          - Triệu chứng lâm sàng: Sưng đau các khớp, cơ, xương. Ðau cố định dữ dội, ít hoặc không di chuyển. Tại vùng sưng đau không nóng, không đỏ, chân tay lạnh, sợ lạnh, rêu lưỡi trắng. Mạch phù, trì hoặc nhu hoãn.

        - Pháp điều trị: Tán hàn, khu phong, hành khí, hoạt huyết.
1.3.2.3. Thấp tý

         - Triệu chứng lâm sàng: Các khớp đau mỏi, nặng nề, vận động khó khăn, cảm giác tê, đôi khi sưng đau nếu thấp phối hợp với nhiệt có sưng nóng, người mệt mỏi rã rời. Rêu lưỡi dính, nhớt. Mạch nhu hoãn.

          - Pháp điều trị:

           + Nếu thiên về thấp hàn: Táo thấp tán hàn, khu phong.

           + Nếu thiên về thấp nhiệt: Táo thấp thanh nhiệt, khu phong.
1.3.2.4. Phong hàn thấp tý

         – Triệu chứng lâm sàng: Vùng khớp cơ bị bệnh đau nhức nhưng không nóng, không đỏ, chườm nóng dễ chịu. Đau nhiều hoặc đau ít nhưng có cảm giác ê mỏi, nặng nề. Đau có thể di chuyển nhiều cơ khớp. Người bệnh sợ gió, sợ lạnh, rêu lưỡi trắng mỏng, nhớt, mạch Khẩn hoặc Trầm Hoãn.

        – Pháp điều trị: Khu phong, tán hàn, trừ thấp, thông lạc.
1.3.2.5. Phong thấp nhiệt tý

          – Triệu chứng lâm sàng: Đau khớp, vùng đau sưng nóng đỏ, đắp lạnh dễ chịu, cử động đau nhiều hơn. Thường có sốt, thân mình nóng, tiểu vàng tiêu phần nhiều bón, mồm khát, bứt rứt. Lưỡi đỏ, rêu vàng, mạch hoạt sác.

         – Pháp điều trị: Thanh nhiệt, giải độc làm chính, phụ thêm khu phong, trừ thấp, thông lạc.

1.3.3. Chứng thống phong theo quan niệm của y học cổ truyền

Y học cổ truyền gọi bệnh gút là "thống phong" nghĩa là chỉ chứng thống tý lâu ngày khó khỏi, cho nên bệnh thống phong có thể quy thuộc phạm trù chứng tý trong đông y. Thống phong được chia thành 4 thể [83] [84]:
1.3.3.1. Thể thấp nhiệt trệ 

- Triệu chứng lâm sàng: Khớp ngón chân cái đột nhiên sưng nóng đỏ đau, cự án, sờ tại chỗ nóng nhiều, nằm yên tĩnh đỡ đau. Bệnh lâu ngày các khớp sưng đau thậm chí biến dạng. Kèm theo phát sốt miệng khát, tâm phiền bất an, tiểu tiện vàng. Lưỡi đỏ rêu vàng bẩn, mạch hoạt sác . 

- Pháp điều trị: thanh nhiệt thông lạc, khứ thấp chỉ thống. 

- Bài thuốc: Nhị diệu tán hợp Bạch hổ quế chi thang gồm : Hoàng bá 12g, Thương truật 15g, Sinh thạch cao 30g, Tri mẫu 12g, Ngạnh mễ 12g, Quế chi 10g, Cam thảo 6g. Ngày 1 thang sắc uống. 

1.3.3.2. Thể phong hàn thấp tý 

- Triệu chứng lâm sàng: Khớp sưng đau, co duỗi khó khăn, hoặc thấy dưới da kết hạt. Phong tà thiên thịnh khớp đau di chuyển… hàn tà thiên thịnh tất khớp lạnh đau kịch liệt, đau cố định; thấp tà thiên thịnh, toàn thân khớp đau nặng nề, đau cố định một chỗ, cơ phu tê bì. Rêu lưỡi trắng hoặc trắng bẩn, mạch huyền khẩn hoặc nhu hoãn. 

- Pháp điều trị: khu phong tán hàn, trừ thấp thông lạc.

- Bài thuốc: Ý dĩ nhân thang gồm: Khương hoạt 15g, Độc hoạt 15g, Phòng phong 12g, Thương truật 12g, Đương quy 10g, Xuyên khung 10g, Quế chi 10g, Ma hoàng 10g, Ý dĩ nhân 20g, Sinh khương 6g, Cam thảo 6g. Sắc uống mỗi ngày 1 thang. 

1.3.3.3. Thể đàm trọc trệ 

- Triệu chứng lâm sàng: Khớp đau tái phát nhiều lần, lâu ngày không khỏi, bệnh lúc nặng lúc nhẹ, hoặc đau như kim châm, cố định không di chuyển, thậm chí khớp biến dạng, co duỗi khó khăn, hoặc thấy dưới da kết hạt sắc da không thay đổi, hoặc sắc da tím sẫm, mạch huyền hoặc trầm sáp, chất lưỡi đạm bệu hoặc tím sẫm, rêu trắng mỏng hoặc trắng bẩn.

 - Pháp điều trị: hoạt huyết hóa ứ, trừ đàm thông lạc 

- Bài thuốc: Đào hồng ẩm hợp nhị trần thang gồm Đào nhân 15g, Hồng hoa 10 g, Đương quy 12g, Xuyên khung 15g, Phục linh 15g, Trần bì 6g, Bán hạ chế 12g, Uy linh tiên 15g, Cam thảo 4g. Sắc uống mỗi ngày 1 thang. 

1.3.3.4. Thể can thận âm hư 

- Triệu chứng lâm sàng: Khớp đau tái phát nhiều lần, lâu ngày không khỏi, bệnh lúc nặng lúc nhẹ, khớp biến dạng, co duỗi khó khăn, lưng gối mỏi yếu, chóng mặt ù tai, tinh thần mệt mỏi không có lực, mạch trầm tế huyền vô lực. 

- Pháp điều trị: ích can thận, bổ khí huyết, khu phong thấp, chỉ thống.

- Bài thuốc: Độc hoạt ký sinh thang gồm Độc hoạt 15g, Khương hoạt 15g, Tang ký sinh 20g, Đỗ trọng 15g, Ngưu tất 12g, Tế tân 3g, Tần giao 12g, Phục linh 15g, Nhục quế 5g, Phòng phong 12g, Xuyên khung 15g, Đẳng sâm 20g, Đương quy 12g, Bạch thược 15g, Thục địa 15g, Cam thảo 6g. Sắc uống mỗi ngày 1 thang. 

1.4. TÌNH HÌNH NGHIÊN CỨU CÁC THUỐC Y HỌC CỔ TRUYỀN CÓ TÁC DỤNG CHỐNG VIÊM, GIẢM ĐAU TRÊN THẾ GIỚI VÀ TRONG NƯỚC
1.4.1. Tình hình nghiên cứu trên thế giới
Năm 1993 Trần Kỳ Sinh và cộng sự [82] cũng công bố dịch chiết cây Tần Cửu 1:1 (Justicia gendarussa L) có tác dụng ức chế phản ứng viêm cấp trên chuột cống trắng, khi gây viêm bằng dextrant. Kết quả thực nghiệm còn cho thấy tác dụng chống viêm của cây Tần Cửu tương đương với kháng sinh amoxycillin.
Bác Khánh (2008), quan sát trên 218 bệnh nhân VKDT chia thành 2 nhóm: nhóm NC gồm 110 bệnh nhân, nhóm C 108 bệnh nhân. Nhóm nghiên cứu dùng Thông tý hoạt lạc thang (đan sâm, thanh phong đằng, hải phong đằng, đương quy, thân cân thảo, thâu cốt thảo, tang ký sinh, đỗ trọng, khương hoàng, độc hoạt, mộc qua, nhũ hương, một dược), ngày sắc uống 1 thang kết hợp Methotrexat 7,5mg uống 1 lần/tuần. Nhóm chứng dùng Methotrexat đơn thuần. Kết quả: nhóm nghiên cứu có 78 (70,90%) bệnh nhân điều trị cho kết quả tốt, 23 (20,91%) khá, 9 (8,19%) điều trị không hiệu quả; nhóm chứng có 65 (60,19%) bệnh nhân điều trị cho kết quả tốt, 22 (20,37%) khá, 21(19,44%) điều trị không hiệu quả, điều trị có hiệu quả chiếm 80,56% [79]. Như vậy, kết hợp Thông tý hoạt lạc thang và Methotrexat có tác dụng tốt hơn dùng Methotrexat đơn thuần [81].

Vĩ Quang Nghiệp (2010), nghiên cứu trên 70 bệnh nhân VKDT bằng bài thuốc Ô đầu thang gia giảm (chế ô đầu, ma hoàng, hy thiêm thảo, bạch thược, cam thảo, hoàng kỳ, toàn yết, ngô công, bạch giới tử, bạch hoa xà, đương quy, quế chi, ngưu tất, tang ký sinh, nhũ hương, một dược, lạc thạch đằng, hải phong đằng). Kết quả sau 1 tháng điều trị 7 bệnh nhân kết quả tốt, 15 khá, 20 trung bình, 8 kém, điều trị có hiệu quả chiếm 84% [79]. 
Y Tạ Thiêm, Dương Đức Tài (2011) nghiên cứu bài thuốc Bổ thận tráng cốt (nhân sâm, cam thảo, ba kích, nhục dung, nữ trinh tử, sơn thù, phụ tử, tần giao, thanh phong đằng, sinh địa, thục địa, tri mẫu) điều trị 61 bệnh nhân VKDT. Bệnh nhân chia làm 2 nhóm: nhóm nghiên cứu (31 bệnh nhân) dùng Bổ thận tráng cốt thang; nhóm chứng (30 bệnh nhân0 dùng Prednisone 10mg/ngày. Sau 2 tháng nhóm chứng có hiệu quả chiếm 86,7%, nhóm nghiên cứu hiệu quả 74,2%. Cả hai nhóm sau điều trị triệu chứng lâm sàng, CRP, ESR, RF đều cải thiện [80].

1.4.2. Tình hình nghiên cứu trong nước 
        Năm 1981, Viện dược liệu trung ương nghiên cứu tác dụng của bài thuốc chứa thấp khớp gồm (Hà thủ ô, Thổ phục linh, Thiên niên kiện, Hương phụ, Quế chi, Cỏ xước, Ngải cứu, Cà gai, Lá lốt, Vòi voi, Bạc thau) bằng thực nghiệm. Kết quả: bài  thuốc có tác dụng chống viêm cấp tính, tác dụng trên quá trình viêm mạn tính, bài thuốc làm teo tuyến ức chuột cống non, biểu hiện tác dụng của thuốc chống viêm có cấu trúc steroid.

        Năm 1981 Tống Trần Luân và cộng sự đã nghiên cứu đánh giá tác dụng điều trị bằng bài thấp khớp II (Cây xấu hổ, Thổ phục linh, Hy thiêm, Dây đau xương, Ké đầu ngựa, Kê huyết đằng, Dây gắm, Tục đoạn, Tầm sọng) trên 44 trường hợp viêm khớp dạng thấp. Kết quả tốt là 75%. Thuốc có tác dụng tiêu viêm, tác dụng tốt ở giai đoạn I và giai đoạn II và tốt với thể phong hàn thấp tý [26].

        Năm 1997 Phạm Văn Trịnh, Nguyễn Thị Hằng nghiên cứu bài thuốc: Độc hoạt tang ký sinh điều trị viêm khớp dạng thấp, có tác dụng tốt. Tỷ lệ tốt và khá là 76,7%, thuốc có tác dụng giảm đau rõ, giảm sợi huyết, giảm máu lắng [49].

          Năm 2006 Nguyễn Thế Siển đã nghiên cứu tác dụng chống viêm, giảm đau và bảo vệ tế bào máu tia xạ quả Nhàu trên thực nghiệm cho thấy Cao quả nhàu làm giảm thể tích viêm chân chuột do Carragenin gây nên, giảm trọng lượng u hạt; Cao quả nhàu có tác dụng giảm đau trên mô hình mâm nóng và mô hình gây quặn đau bằng acid acetic bắt đầu từ liều 24g/kg thể trọng tương đương Aspirin 100mg/kg [31].
Năm 2010, Đặng Thị Như Hoa đã nghiên cứu tính an toàn và tác dụng điều trị bệnh gút của Cao vương tôn. Kết quả nghiên cứu cho thấy Cao vương tôn có tác dụng giảm đau ở cả hai nhóm bệnh nhân gút cấp và bệnh nhân gút mạn có đợt cấp [39].
Năm 2011 Hoàng Thị Quế, Nguyễn Nhược Kim, Nguyễn Trần Thị Giáng Hương nghiên cứu tác dụng của bài thuốc Tam tý thang gia giảm (độc hoạt, phòng phong, tần giao, bạch thược, xuyên khung, ngưu tất, quế chi, cam thảo, đương quy, hoàng kỳ, tục đoạn, đẳng sâm, phục linh, thục địa, tế tân, đỗ trọng) trong điều trị VKDT. Nghiên cứu trên thực nghiệm cho thấy bài thuốc có tính an toàn cao, tác dụng giảm đau theo cơ chế trung ương và ngoại vi, có tác dụng chống viêm cấp và mạn tính [36].
Năm 2015 Nguyễn Thị Thanh Tú nghiên cứu tính an toàn và tác dụng của viên nang Hoàng Kinh trên bệnh nhân VKDT. Kết quả nghiên cứu cho thấy chưa xác định được độc tính cấp (LD50) và độc tính bán trường diễn của cao Hoàng Kinh trên động vật thực nghiệm. Viên nang Hoàng Kinh có tác dụng giảm đau theo cơ chế giảm đau ngoại vi và có tác dụng chống viêm cấp, mạn trên mô hình động vật thực nghiệm. Viên nang Hoàng Kinh kết hợp Methotrexat có tác dụng tốt trong điều trị bệnh VKDT giai đoạn hoạt động vừa và nhẹ trên lâm sàng [51].
Năm 2016 Đậu Thị Giang nghiên cứu tác dụng chống viêm giảm đau của rễ cây gối hạc trên thực nghiệm. Nghiên cứu cho thấy rễ gối hạc thể hiện tác dụng giảm đau, chống viêm trên các mô hình phù hợp với kinh nghiệm dân gian. Lá gối hạc cũng cho tác dụng tốt mở ra hướng mới trong nghiên cứu và khai thác dược liệu gối hạc [33].

1.5. TỔNG QUAN VỀ BÀI THUỐC TK1
1.5.1. Xuất xứ bài thuốc

Bài thuốc TK1 xuất sứ từ bài thuốc chữa xương khớp của Lương y Nguyễn Kiều được sử dụng rộng rãi trong nhân dân và quân đội thời kỳ kháng chiến chống Mỹ. 
1.5.2. Thành phần

Bài thuốc TK1 bao gồm các vị thuốc sau: 
	Vị thuốc
	Khối lượng (g)
	Vị thuốc
	Khối lượng (g)

	Cà gai leo
	20
	Hà thủ ô
	20

	Thổ phục linh
	15
	Cẩu tích
	20

	Cốt khí củ
	15
	Ngưu tất nam
	15

	Dây gắm
	20
	Kê huyết đằng
	15

	Dây chiều
	20
	Quế chi
	5


Cà gai leo

      Tên khoa học: Cà gai leo có tên khoa học là ( Solanum procumbens Lour)  Họ Cà (Solanaceae) [40].
           Bộ phận dùng: Rễ, cành lá và cả quả, thu hái quanh năm, rửa sạch, thái nhỏ, phơi hay sấy khô. Có khi dùng tươi. (Herba Solani procumbensis)
            Bào chế: Cà gai leo mọc tự nhiên ở các sườn đồi, ven suối. Cây phát triển mạnh vào khoảng thời gian từ tháng 2 đến tháng 11 hàng năm. Cây được thu hái quanh năm để sử dụng làm thuốc. Cách đơn giản nhất để chế biến cà gai leo là cắt ngắn và phơi  khô, sau đó sao vàng.
            Thành phần hóa học:  Rễ cây có chứa tinh bột và nhiều chất hóa học khác như ancaloit, glycoancaloit…
            Tác dụng dược lý hiện đại: Trong  mô hình gây phù thực nghiệm chân chuột bằng kaolin tạo nên giai đoạn cấp tính của phản ứng viêm tương ứng ở khoảng ngoài tế bào, rễ và thân cà gai leo có tác dụng ức chế phù rõ rệt (rễ với liều 13,5/kg và thân lá với liều 22,5kg trở lên). Đối với giai đoạn bán cấp của phản ứng viêm tương ứng với sự tạo thành tổ chức hạt, trong mô hình gây u hạt thực nghiệm với amian, rễ và thân lá cà gai leo có tác dụng ức chế rõ rệt  ( rễ với liều từ 5g/kg và thân lá từ 10g/kg chuột trở lên). Bảo vệ tế bào gan rất tốt, kìm hãm và làm âm tính vi rút viêm gan, ngăn chặn quá trình xơ gan, dùng chữa các bệnh liên quan đến gan[40].
             Tác dụng theo y học cổ truyền: 

             + Tính vị quy kinh, công năng: Cà gai leo tính ấm, hơi có độc. Tác dụng tán phong thấp, tiêu độc, tiêu đờm, trừ ho, giảm đau, cầm máu.
             + Công dụng : Tác dụng chữa tê thấp: rễ cà gai leo, rễ thổ phục linh, rễ xích đồng nam, dây chiều, dây gắm, dây mặt quỷ, dây tơ xanh, vỏ thân ngũ gia bì (mỗi thứ 1kg), dây đau xương, cành hoặc lá vông nem ( mỗi thứ 0,5kg). Mỗi thứ chặt nhỏ nấu với nước nhiều lần để được 1 lít cao

Thổ phục linh 

          Tên khoa học: Smilax glabra Roxb thuộc họ hành tỏi Liliaceae [41].
            Bộ phận dùng: Thổ phục linh là thân rễ phơi hay sấy khô của nhiều cây thuộc chi milax, trong đó có cây Rhizoma Smilací glabrae
              Bào chế: Tốt nhất vào thu đông. Đào lấy thân rễ, cắt bỏ rễ nhỏ rửa sạch, đang còn ướt thái mỏng, phơi khô, có khi người ta ngâm nước nóng ít phút rồi mới thái cho dễ hơn. Có nơi lại để nguyên củ phơi khô.

             Thành phần hóa học: Theo Trung quốc thổ nông dược chí thì trong thổ phục linh có saponin, tamin, chất nhựa.

             Tác dụng dược lý hiện đại: Thổ phục linh có chứa Carotene, vitamin C, Stigmasterol, saponin, tigogenin có tác dụng hỗ trợ điều trị các bệnh tự miễn và lọc máu, thải độc.
              Tác dụng theo y học cổ truyền

               + Tính vị quy kinh : Thổ phục linh vị ngọt, nhạt, tính bình, và hai kinh can và vị.
               + Công dụng: Trừ phong thấp, lợi gân cốt,  giải độc do thủy ngân. Chữa đau xương, ác sang ung thũng. Hiện nay thổ phục linh là một vị thuốc được dùng trong nhân dân để tẩy độc cơ thể, bổ dạ dày, khỏe gân cốt, làm cho ra mồ hôi, chữa đau khớp xương.

Cốt khí củ

                Tên khoa học: Polygoni cuspidatin .Sieb. et. Zucc. Thuộc họ rau răm Polygonaceae[39].
                 Bộ phận dùng: Củ cốt khí (Radix polygoni cuspidati) là rễ phơi hay sấy khô của cây củ cốt khí.
                 Bào chế: Mùa thu hoạch quanh năm, nhưng tôt nhất vào mùa the (tháng 8-9), có nơi thu hái vào các tháng 2-3. Đào về, cắt bỏ rễ con, rửa sạch đất cắt thành từng mẩu ngắn dài không đều hoặc thái mỏng, phơi hay sấy khô.           
  Thành phần hóa học: Trong rễ cây này có antraglucozit chủ yêu là emodin hay rheum emodin C16H12O5' dưới dạng tự do và kết hợp. Ngoài ra còn có chất polygonin C12H20O10 và tanin.

             Tác dụng dược lý hiện đại: Dịch chiết nước của cốt khí củ có tác dụng chống viêm ức chế sự tăng sinh của các khối u trong cơ thể, ức chế sự đột biến và khép AND bởi 1- nitropyren. Là một trong những vị thuốc có tác dụng chống lão hóa. Dịch chiết từ rễ còn có tác dụng cầm máu, chống ho, giãn phế quản, hạ cholesterol, ức chế tụ cầu vàng, trực khuẩn mủ xanh và trực khuẩn lỵ... Các stiben trong cốt khí củ,  đặc biệt resveratrol có tác dụng làm giảm sự lắng đọng lipoprotein (LDL), chống ôxy hóa, ngăn chặn sự phát triển của ung thư da, còn có khả năng làm biến đổi sự tổng hợp triglycerid và cholesterol... làm giảm tổn thương các tổ chức ở gan.

             Tác dụng theo y học cổ truyền: 

                + Tính vị quy kinh: Cốt khí củ có vị đắng, tính ấm. Quy kinh can,    tâm bào.

                + Công dụng: Công năng hoạt huyết thông kinh, chỉ thống, trừ phong thấp, thanh thấp nhiệt, tiêu viêm, sát khuẩn.
                + Phạm vi sử dụng: Trong nhân dân Việt Nam củ cốt khí là một vị thuốc dùng chữa tê hấp, do bị ngã, bị thương mà tổn thương đau đớn, còn là một vị thuốc thu liễm cầm máu. vị thuốc có tác dụng lợi tiểu, giảm đau giảm độc, dùng cho những người bị kinh nguyệt bế tắc, kinh nguyệt khó khăn đau đớn, do bị ngã bị thương mà đau đớn, đẻ xong huyết ứ, bụng trướng, tiểu tiện khó khăn.

Cẩu tích 
Tên khoa học: Cibotium barometz (L).J. Sm . Họ Lông Cu Ly (Dicksoniaceae) [40].
             Bộ phận dùng: Thân rễ (củ). Củ to trên 5cm chắc, lông vàng dày, cắt ngang thịt có vân, màu nâu sẫm là tốt. (Rhizoma Cibotii)
             Bào chế: Tìm cách làm thật sạch hết lông (đốt hoặc rang cát thật nóng, cho Cẩu tích vào  cho sém hết lông). Rửa sạch, ngâm nước một đêm, đem đồ kỹ cho mềm,  thái hay bào mỏng, phơi khô, tẩm rượu để một đêm rồi sao vàng. Bảo quản: dễ mốc, cần để nơi khô ráo, thỉnh thoảng năng phơi sấy.
             Thành phần hóa học: Thân  rễ cẩu tích chứa tinh bột (30%) và aspidinol, lông và vỏ thân chưa tannin và sắc tố.

              Tác dụng dược lý hiện đại: Có tác dụng cầm máu.
              Tác dụng theo y học cổ truyền: 

              + Tính vị quy kinh : Vị hơi đắng, ngọt, tính ấm. Quy kinh vào kinh Can  và Thận.

              + Công dụng: Bổ Can, Thận.

              + Phạm vi sử dụng: Trị phong thấp. Việt Nam còn dùng lông vàng phủ xung quanh thân rễ để rịt vào  vết thương, đứt tay để cầm máu.

Dây gắm 

Tên khoa học: Gnetum montanum Markgr.Thuộc họ Dây gắm Gnetaceae[42].

Bộ phận dùng: Rễ và dây đều dùng làm thuốc. Hạt ăn được. Dầu hạt dùng xoa bóp trị tê thấp. (Caulis et Radix Gneti montar )
Bào chế: Rễ và dây rửa sạch, thái mỏng, phơi khô là vị thuốc trị xương khớp và hỗ trợ cho bệnh nhân mắc Gout rất tốt.
Thành phần hóa học: Chứa 14,2% một chất dầu cố định.
Tác dụng dược lý hiện đại: Tác dụng  chống viêm, sát khuẩn.

Tác dụng theo y học cổ truyền

+ Tính vị quy kinh: Vị đắng, tính bình.
+ Công dụng: Tác dụng khu phong, trừ thấp, thư cân hoạt huyết, giải độc, tiêu viêm, sát trùng.

+ Phạm vi sử dụng: Hạ axit uric máu, giảm đau, giảm sưng ở cả hai nhóm bệnh gút mạn và gút cấp. Hỗ trợ trị bệnh thấp khớp, đau nhức       xương khớp.

Dây chiều 

Tên khoa học: Tetracera scandens (L.) Merr, thuộc họ Sổ Dilleniaceae[39].
Bộ phận dùng: Rễ, dây (u chạc chìu) - Radix et Caulis Tetracerae Scandentis.
Bào chế: Chặt lấy phần gần gốc, những đoạn có u, dùng làm thuốc. Rễ thu hái quanh năm, rửa sạch, thái nhỏ, phơi khô, dùng tươi hoặc tẩm rượu sao vàng.

Thành phần hóa học: Hạt chứa 14,2% một chất dầu cố định.
Tác dụng dược lý hiện đại: Có tác dụng giảm đau chống viêm.

Tác dụng theo y học cổ truyền

+ Tính vị quy kinh: Vị chua chát, tính bình; có tác dụng tán ứ, hoạt huyết, thu liễm.

+ Công dụng: Có tác dụng tán ứ, hoạt huyết, thu liễm.

+ Phạm vi sử dụng: Chữa phong thấp, gân xương đau nhức hay chân gối sưng đau.
Hà thủ ô 

Tên khoa học: Polygonum multiflorum Thunbs. Thuộc họ Rau răm Polygonaceae[42].
Bộ phận dùng: Thủ ô là rễ phơi khô của cây hà thủ ô đỏ. (Radix Fallopiae multiflorae)
Bào chế: Hà thủ ô chế với đậu đen ( 9 lần đồ, 9 lần phơi) cho hà thủ ô thành màu đen có tác dụng bổ huyết tốt.
Thành phần hóa học: Chrysophanic acid, emodin, rhein, chrysophanic acid, anthrone, lecithin.

  Tác dụng dược lý hiện đại: Hà thủ ô có tác dụng hạ Cholesterol huyết thanh, được chứng minh rõ trên mô hình gây cholesterol cao ở thỏ nhà, thuốc còn có tác dụng làm giảm hấp thu cholesterol của ruột thỏ, theo tác giả, thuốc có thành phần hữu hiệu kết hợp với cholesterol ( Tư liệu tham khảo Tân y học 5 - 6, 1972). Thuốc có tác dụng phòng chống và giảm nhẹ xơ cứng động mạch. 
Tác dụng theo y học cổ truyền: 

+ Tính vị quy kinh: Vị đắng, ngọt, sáp, hơi ôn, qui kinh Can thận.

+ Công dụng: Hà thủ ô có tác dụng bổ máu, chữa suy thận, gan yếu, thần kinh suy nhược, ngủ kém, sốt rét kinh niên, thiếu máu, đau lưng mỏi gối, di mộng tinh,khí hư, đại tiện ra máu, táo bón. Uống lâu làm đen râu tóc đối với người bạc tóc sớm. 
+ Phạm vi sử dụng:  Trị chứng huyết hư, cơ thể suy nhược. Trị lipid huyết cao, xơ cứng động mạch, cao huyết áp, bệnh động mạch vành.
Ngưu tất nam 

Tên khoa học: Achyranthes bidentata Blume. Thuộc họ Giền Amaranthaceae [40].
Bộ phận dùng: Rễ phơi hay sấy khô - Radix Achyranthis bidentatae - của cây ngưu tất.
Bào chế: Rễ đào về rửa sạch, phơi hoậc sấy khô.
Thành phần hóa học: Trong rễ Ngưu tất nam người ta chiết xuất ra một chất saponin, khi thuỷ phân sẽ cho axit oleanic và galactoza, rhamnoza, glucoza. Ngoài ra còn có ecdysteron, inokosteron và muối kali.
Tác dụng dược lý hiện đại: Theo Kinh Lợi Bân, Viện nghiên cứu quốc lập Bắc Kinh, Sà nghiên cứu sinh lý học (1937) thì Ngưu tất nam có tác dụng đối với động vật đã gây mê, Ngưu tất nam có thể gây giảm huyết áp tạm thời, sau vài phút trở lại bình thường nhưng sau lại hơi tăng. Ngưu tất nam có tác dụng làm yếu sức co bóp của tim ếch. Ngưu tất nam có tác dụng ức chế sự co bóp của khúc tá tràng. Chất saponin của Ngưu tất nam có tác dụng phá huyết và làm cho vón albumin.
Tác dụng theo y học cổ truyền: 

+ Tính vị quy kinh: Vị chua, đắng, bình, không độc, vào hai kinh can và thận.
+ Công dụng: Hoạt huyết, hành ứ (sống), bổ can thận, mạnh gân cốt (chế biến chín).
+ Phạm vi sử dụng: Trong nhân dân, Ngưu tất nam được dùng trong bệnh viêm khớp, đau bụng, kinh nguyệt khó khăn. Người có thai không được dùng. Viên Ngưu tất nam (0,25 cao khô) hoặc thuốc ống (4g Ngưu tất nam khô/ống) chữa bệnh cholesterol máu cao, huyết áp cao, vữa xơ động mạch.

Kê huyết đằng 

Tên khoa học: Spatholobus suberectus Dunn, thuộc họ huyết đằng Fabaceae [39].

Bộ phận dùng: Dây vỏ mịn vàng,  thân . ( Caulis Spatholobi )
Bào chế:  Rửa sạch thái phiên, dùng sống  (Đông dược học thiết yếu). Chọn thứ dây lớn và để riêng ngâm độ 3 ngày cho mềm thái lát dày 2 ly , phơi khô.

Thành phần hóa học: Tanin, flavonoid.
Tác dụng dược lý hiện đại: Tác dụng lên tim mạch : nước sắc ức chế tim ếch và làm hạ huyết áp . Gây co mạch trong tĩnh mạch tai thỏ. Tác dụng kháng viêm, giảm đau an  thần.

Tác dụng theo y học cổ truyền: 

+ Tính vị quy kinh: Vị đắng, hơi ngọt, tính ấm quy vào kinh can, thận.

+ Công dụng: Tác dụng bổ khí huyết, mạnh xương cốt, thư cân,        chỉ thống.

+ Phạm vi sử dụng: Người già bị phong tê thấp đau nhức xương khớp

Quế chi 

      Tên khoa học: Cinnamomum sp.Thuộc họ Long não (Lauraceae) [42].
      Bộ phận dùng: Cành non thu vào mùa xuân. (Ramulus Cinnamomi)
Bào chế: Dùng nước ngâm qua, vớt ra, đậy kín cho ngấm ướt, cắt lát, hong khô, sàng bỏ vảy vụn. Quế chi mộc: Lấy Quế chi bỏ vỏ, ngâm qua, ngấm ướt, cắt lát, hong khô. Quế chi tiêm: Lấy cành ngọn nhỏ của Quế chi, ngâm qua, đậy kín cho ngấm ướt, cắt lát, hong khô. 
      Thành phần hóa học: chứa dầu bay hơi, thành phần chủ yếu của nó là cinnamyl aldehyde v.v…Ngòai ra còn hàm chứa phenols, organic acid, amylase, glycoside, coumarin và tannin v.v… (Trung dược học).

       Tác dụng dược lý hiện đại:  Thuốc sắc nước Quế chi và aldehyde vỏ quế (cinnamyl aldehyde) có tác dụng hạ nhiệt độ, giải nhiệt. Thuốc sắc Quế chi và cồn etylic đối với cầu chùm sắc vàng kim, khuẩn cầu chùm sắc trắng, trực khuẩn thương hàn, chân khuẩn thường gây bệnh ngòai da, trực khuẩn lỵ, vi trùng Salmon viêm ruột, vi khuẩn phẩy (vibrio) hoắc lọan, vi rút cúm v.v…đều có tác dụng ức chế. 

Tác dụng theo y học cổ truyền

+ Tính vị quy kinh: Vị cay, ngọt, hơi ấm, không độc quy vào kinh Tâm, Phế, Bàng quang.

+ Công dụng: Phát hãn giải cơ, ôn kinh thông mạch. Trị phong hàn biểu chứng, vai lưng khớp chân tay đau nhức, hung tý đàm ẩm, kinh bế trưng hà.

+ Phạm vi sử dụng: Trừ thương phong đau đầu, khai tấu lý, giải biểu, trừ phong thấp da. Chuyên chạy lên phần trên vai cánh tay trên, có thể dẫn thuốc đến chổ đau, dùng trừ đàm ngưng huyết trệ ở khớp xương tay chân. Ôn kinh thông mạch, phát hãn giải cơ. Ôn trung hành huyết, kiện Tỳ táo vị, tiêu thũng lợi thấp. Trị chứng tay chân phát lãnh làm tê, gân rút đau nhức, và ngọai cảm hàn lương v.v…
1.5.3. Phân tích bài thuốc
   Cao lỏng TK1 có tác dụng khu phong trừ thấp, hành khí, hoạt huyết, kiện
tỳ bổ khí, bổ can thận, cường gân cốt. Trị phong tiên trị huyết, huyết hành phong tự diệt. Can chủ cân, thận chủ cốt, tỳ vận hóa thủy thấp, chứng tê thấp thường làm tổn thương gân cốt. Cho nên bổ can ích thận là làm mạnh gân cốt, thì trợ cho việc trừ phong, hàn, thấp, nhiệt, đồng thời tỳ kiện vận cũng trợ lực cho việc  trừ thấp. 
Cà gai leo, Cẩu tích là Quân dược vì Cà gai leo tính ấm, hơi có độc có tác dụng phát tán phong thấp. Cẩu tích vị hơi đắng, ngọt, tính ấm, quy kinh can thận, công dụng bổ can, thận trị phong thấp.

Thổ phục linh, Cốt khí củ, Ngưu tất nam, Kê huyết đằng là Thần dược vì Thổ phục linh vị ngọt, nhạt, tính bình, và hai kinh can và vị có công dụng trừ phong thấp, lợi gân cốt. Cốt khí củ có vị đắng, tính ấm, quy kinh can, tâm bào có công dụng hoạt huyết thông kinh, chỉ thống, trừ phong thấp. Ngưu tất nam vị chua, đắng, bình, không độc, vào hai kinh can và thận, công dụng hoạt huyết, hành ứ, bổ can thận, mạnh gân cốt. Kê huyết đẳng vị đắng, hơi ngọt, tính ấm quy vào kinh can, thận công dụng bổ khí huyết, mạnh xương cốt, thư cân, chỉ thống.

 Dây chiều, Dây gắm, Hà thủ ô là Tá dược vì Dây chiều vị chua chát, tính bình; có tác dụng tán ứ, hoạt huyết, thu liễm có tác dụng tán ứ, hoạt huyết, thu liễm. Dây gắm vị đắng, tính bình, công dụng khu phong, trừ thấp, thư cân hoạt huyết. Hà thủ ô vị đắng, ngọt, sáp, hơi ôn, qui kinh can thận có tác dụng bổ can thận. 
Quế chi là Sứ dược vì Quế chi vị cay, ngọt, hơi ấm, không độc quy vào kinh tâm, phế, bàng quang, công dụng ôn kinh thông mạch, trị phong hàn biểu chứng, vai lưng khớp chân tay đau  nhức. 

1.5.4. Dạng bào chế

Bài thuốc TK1 được dùng cho nghiên cứu thực nghiệm dưới dạng cao lỏng cô quay chân không đến độ đậm đặc nhất tỷ lệ 5:1.

Bài thuốc TK1 được dùng cho nghiên cứu lâm sàng dưới dạng thuốc sắc bằng máy sắc thuốc tự động.
1.5.5. Chỉ định và cách dùng

*Chỉ định:

+ Điều trị bệnh nhân đau lưng, thoái hóa khớp, đau thần kinh tọa, viêm khớp dạng thấp, đau vai gáy.

+ Điều trị bệnh nhân gút.

*Cách dùng: 
            Sắc uống 01 thang/ngày chia 2 lần (uống sau ăn 30 phút).
Chương 2
CHẤT LIỆU - ĐỐI TƯỢNG VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU

2.1. CHẤT LIỆU NGHIÊN CỨU
2.1.1. Thuốc nghiên cứu TK1

       Thành phần dược liệu: 

	Vị thuốc
	Khối lượng (g)
	Vị thuốc
	Khối lượng (g)

	Cà gai leo
	20
	Hà thủ ô
	20

	Thổ phục linh
	15
	Cẩu tích
	20

	Cốt khí củ
	15
	Ngưu tất nam
	15

	Dây gắm
	20
	Kê huyết đằng
	15

	Dây chiều
	20
	Quế chi
	5


        Các dược liệu trong bài thuốc được dùng dưới dạng dược liệu khô và đạt tiêu chuẩn cơ sở, được chế biến theo qui định của YHCT và cân theo tỷ lệ như trên. Cao nước chiết xuất từ bài thuốc TK1 có tỷ lệ 1:1 (1g dược liệu/1ml cao), được đựng trong chai nhựa nút kín. Quá trình chiết xuất được thực hiện bằng máy tự động tại khoa Dược - Bệnh viện Tuệ Tĩnh.

Cao lỏng dùng trong nghiên cứu thực nghiệm là cao nước chiết xuất từ bài thuốc TK1 có tỷ lệ 1:1 được cô quay chân không đến độ đậm đặc nhất có thể được cao đặc có tỷ lệ 5:1 (5g dược liệu/1ml cao), cho chuột uống được bằng kim đầu tù chuyên dụng. Cao đặc này được pha loãng trong nước cất thành các dung dịch có nồng độ khác nhau tùy theo mức liều sử dụng cho chuột uống, dùng để đánh giá tính an toàn và tác dụng dược lý trên động vật thực nghiệm.

Trong các thí nghiệm, pha loãng cao lỏng TK1 với  nước cất thành các nồng độ khác nhau để cho động vật uống. Liều dùng tính theo số gam dược liệu khô. Bài thuốc TK1 có tổng số gam dược liệu khô là 165g,       dự kiến sử dụng cho 1 người (50kg) uống trong 2 ngày, tương đương 1,65g/kg/ngày. Qui đổi ra liều dự kiến có tác dụng: Ở chuột nhắt trắng là     1,65 x 12=19,8g/kg/ngày; ở chuột cống trắng là 1,65 x 7 = 11,55g/kg/ngày;     ở chuột cống non là 1,65 x 8 = 13,2g/kg/ngày.
2.1.2. Thuốc đối chứng và hóa chất dùng trong nghiên cứu

- Prednisolon viên nén hàm lượng 5mg (Hà Nội Pharma JSC).

- Diclofenac sodium viên nén 50mg (công ty cổ phần dược phẩm Trung ương 2 - Dopharma.JSC).
- Carrageenin và một số hóa chất khác của hãng Sigma - Hoa Kỳ.

2.2 . ĐỐI TƯỢNG NGHIÊN CỨU
- Chuột nhắt trắng trưởng thành dòng Swiss, không phân biệt giống, đạt tiêu chuẩn thí nghiệm, cân nặng mỗi con 18 -22g.

- Chuột cống trắng trưởng thành dòng Wistar, không phân biệt giống, đạt tiêu chuẩn thí nghiệm, cân nặng mỗi con 160 - 180g.

- Chuột cống trắng non, dòng Wistar, giống đực, đạt tiêu chuẩn thí nghiệm, cân nặng mỗi con 80 - 120g.

- Động vật thí nghiệm do Ban chăn nuôi động vật thí nghiệm - Học viện Quân Y cung cấp, nuôi dưỡng trong phòng nuôi động vật thí nghiệm đảm bảo đáp ứng nhu cầu của thí nghiệm (ít nhất một tuần) trước khi tiến hành thí nghiệm. Động vật ăn thức ăn theo tiêu chuẩn thức ăn cho động vật nghiên cứu, nước sạch đun sôi để nguội uống tự do. Hàng ngày quan sát, theo dõi ghi chép diễn biến kết quả thí nghiệm.

- Số lượng động vật mỗi loại được nêu cụ thể ở phần phương pháp     nghiên cứu. 

2.3. PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU

2.3.1. Thiết kế nghiên cứu

Nghiên cứu gồm hai nội dung chính để giải quyết hai mục tiêu. 

Nội dung 1: Nghiên cứu độc tính cấp của cao lỏng TK1

Nghiên cứu độc tính cấp của cao lỏng TK1 trên chuột nhắt trắng bằng đường uống theo phư​ơng pháp Litchfield – Wilcoxon và hướng dẫn của Tổ chức Y tế thế giới.
Nội dung 2: Nghiên cứu tác dụng chống viêm, giảm đau của cao lỏng TK1

Tác dụng chống viêm cấp được đánh giá trên mô hình gây phù chân chuột bằng Carrageenin.
Nghiên cứu tác dụng chống viêm cấp trên mô hình gây viêm màng bụng chuột cống trắng.
Nghiên cứu tác dụng chống viêm mạn theo mô hình gây u hạt trên chuột nhắt trắng.
Nghiên cứu tác dụng chống viêm thông qua tuyến ức.

Nghiên cứu tác dụng giảm đau trên mô hình gây đau bởi phiến nóng (Hotplate).

Nghiên cứu tác dụng giảm đau tại tổ chức viêm (Randall-Selitto Test).
Nghiên cứu tác dụng giảm đau theo mô hình gây đau quặn (Writhing Tests) sử dụng acid acetic.

2.3.2. Sơ đồ nghiên cứu
SƠ ĐỒ QUÁ TRÌNH NGHIÊN CỨU

[image: image22.jpg]


[image: image23.jpg]



[image: image4]
2.3.3. Công cụ và trang thiết bị dùng trong nghiên cứu:

- Máy đo thể tích bàn chân chuột (Plethysmometer, Cat. No 7140, Ugo Basile - Italy).

- Máy đo giảm đau áp lực bàn chân chuột (Paw Pressure Analgesy Meter, Cat. No 37215, Ugo Basile - Italy).

- Hot Cold Plate, Cat. No 35100, Ugo Basile - Italy. 

- Cân phân tích 10-4, model CP224S (Sartorius - Đức)

- Bộ dụng cụ mổ động vật cỡ nhỏ.

- Đồng hồ bấm giây.

- Kim cho chuột uống và các dụng cụ thí nghiệm khác.

2.3.4. Nghiên cứu độc tính cấp


Nghiên cứu độc tính cấp của cao lỏng TK1 trên chuột nhắt trắng bằng đường uống theo phư​ơng pháp Litchfield – Wilcoxon [64] hướng dẫn của Tổ chức Y tế thế giới [73].

Tiến hành lựa chọn để đưa vào nghiên cứu. Chỉ những chuột có cân nặng từ 18-22g mới đưa vào thí nghiệm, ưu tiên lựa chọn những chuột có trọng lượng 20g. Lựa chọn cả chuột đực và chuột cái. Các chuột khỏe mạnh lông mượt, mắt trong, hậu môn khô, hoạt động, vận động bình thường, ăn uống bình thường, chất thải bình thường. Nuôi dưỡng các chuột trong điều kiện nuôi động vật thí nghiệm trong 5-7 ngày, tiếp tục theo dõi các chuột trong thời gian này để kịp thời loại bỏ các chuột có biểu hiện bất thường.    

Tr​ước khi tiến hành thí nghiệm, cho chuột nhịn ăn 16 giờ, nước uống tự do.  Sau 16 giờ, chuột được chia ngẫu nhiên thành các lô, mỗi lô 08 con. Các lô thử được cho uống thuốc với thể tích 0,2 ml/10g/lần, 3 lần/24 giờ, mỗi lần cách nhau 3 giờ. Mức liều cho uống ở mỗi lô tăng dần.

* Theo dõi, đánh giá tình trạng chung của chuột ở mỗi lô trong vòng 72 giờ sau khi cho chuột uống thuốc lần cuối. Tình trạng chung của chuột được đánh giá thông qua các chỉ tiêu sau:

- Theo dõi, đánh giá tình trạng hoạt động, vận động của chuột: Quan sát từng chuột có biểu hiện của trạng thái kích thích thần kinh hay không (như tăng hoạt động, dễ bị kích thích bởi các tác nhân ánh sáng, tiếng động...); có biểu hiện của trạng thái ức chế thần kinh hay không (giảm hoạt động, lờ đờ, hay nằm nhiều...); có biểu hiện về tổn thương thần kinh vận động hay không (dáng đi lảo đảo, bị run các chi, nặng có thể bị co giật hay yếu cơ đi lại khó khăn...)

- Theo dõi, đánh giá tình trạng ảnh hưởng tới thần kinh thực vật: Quan sát từng chuột tình trạng ra mồ hôi (biểu hiện lông bị ướt, bệt, dính hay lông khô) hoặc biến đổ sắc tố da (bị khô da, đỏ da, tím tái da hay không); đồng tử mắt có biểu hiện bị co, gian hay không...

- Theo dõi, đánh giá tình trạng hô hấp:

+ Quan sát từng chuột có biểu hiện bị khó thở không, khi khó thở chuột sẽ co rút các cơ thở vùng cổ, ngực, có biểu hiện tím tái môi miệng các chi do thiếu oxy. Dựa vào sự co rút các cơ thở đánh giá biểu hiện khó thở dạng nhanh nông hay có biểu hiện ức chế làm chậm nhịp thở... 
+ Quan sát từng chuột chuột có biểu hiện của ho không: Khi ho chuột rùn người lại, cơn ho gây vận động đột ngột của cùng đầu và cổ. 

- Theo dõi, đánh giá tình trạng ăn uống của chuột: Quan sát từng chuột ngày đầu tiên do đưa lượng thuốc nhiều vào dạ dày, việc theo dõi đánh giá chỉ mang tính tham khảo. Từ ngày thứ 2 trở đi, quan sát đánh giá sự ảnh hưởng của thuốc đến hoạt động ăn uống của chuột, lượng thức ăn và nước uống mà chuột tiêu thụ…

- Theo dõi, đánh giá tình trạng chất thải của chuột: Quan sát từng chuột có biểu hiện của đi ngoài phân nát hay lỏng nước không, xuất hiện ở những mức liều nào, sau dùng thuốc bao lâu, sau bao lâu thì hồi phục. Quan sát hậu môn các chuột. Những chuột không bị đi ngoài thì hậu môn khô. Các chuột có biểu hiện đi ngoài hậu môn ướt, dính phân, có thể có viêm tấy đỏ…

- Theo dõi, quan sát, đánh giá những biểu hiện bât thường khác như bị đau quặn bụng biểu hiện thóp bụng, áp bụng xuống sàn, duỗi dài hai chân sau, bị ngứa đưa chân lên gãi…

* Theo dõi, đánh giá số chuột chết ở mỗi lô trong vòng 72 giờ sau khi cho chuột uống thuốc lần cuối. Với mỗi chuột bị chết, ghi chép đầy đủ các biểu hiện của chuột trước khi chết, thời điểm xuất hiện các biểu hiện đó, thời gian kéo dài của các biểu hiện đó và thời điểm khi chuột chết. 

Tiến hành phẫu tích quan sát tình trạng các tạng ngay sau khi có chuột chết (nếu có) để xác định nguyên nhân gây độc.
* Tính toán LD50 được thực hiện dựa trên các số liệu về khoảng cách giữa mức liều cao nhất chưa gây chết một con chuột nào và mức liều thấp nhất gây chết 100% số chuột, cùng số chuột chết ở các lô trung gian trong thời gian 72 giờ sau uống thuốc. 



Sau đó tiếp tục theo dõi tình trạng chung của chuột và số chuột chết ở mỗi lô (nếu có) cho đến hết 7 ngày sau khi uống thuốc. Các dấu hiệu bất thường của chuột cũng như số chuột chết trong thời gian sau 72 giờ cho đến hết 7 ngày sau khi uống thuốc được dùng để xem xét đánh giá về khả năng gây độc muộn của chế phẩm nghiên cứu. 

2.3.5. Nghiên cứu tác dụng chống viêm, giảm đau 

2.3.5.1. Nghiên cứu tác dụng chống viêm 

· Nghiên cứu tác dụng chống viêm cấp

- Nghiên cứu tác dụng chống viêm cấp trên mô hình gây phù chân chuột bằng Carrageenin.

Tác dụng chống viêm cấp được đánh giá trên mô hình gây phù chân chuột bằng Carrageenin, theo phương pháp của Winter và CS, 1968 [63].

Chuột cống trắng được chia ngẫu nhiên làm 4 lô, mỗi lô 08 con. 

+ Lô 1 (lô chứng): Uống nước cất.

+ Lô 2 (lô tham chiếu): Uống Diclofenac sodium liều 15mg/kg/ngày.

+ Lô 3 (lô trị 1): uống  cao lỏng TK1 liều 11,55g/kg/ngày (liều dự kiến có tác dụng).

+ Lô 4 (Lô trị 2): uống cao lỏng TK1 liều 23,10g/kg/ngày (gấp đôi liều 1).
Chuột được uống thuốc hoặc nước cất 5 ngày liên tục trước khi gây viêm. Ngày thứ 5, sau khi uống thuốc thử 1 giờ, gây viêm bằng cách tiêm carrageenin 1% (pha trong nước muối sinh lý, ngay trước khi tiêm) 0,1 ml/chuột vào gan bàn chân sau, bên phải của chuột.Chuột được nhịn đói qua đêm, nước uống tự do.  

Đo thể tích chân chuột (đến khớp cổ chân) bằng Máy đo thể tích bàn chân chuột (Plethysmometer) vào các thời điểm: Trước khi gây viêm (V0); sau khi gây viêm 2 giờ (V2), 4 giờ (V4) và 6 giờ (V6) và 24 giờ (V24).

 Mức độ tăng thể tích chân chuột được tính theo công thức:

	X% =
	 Vt  – V0
	x 100

	
	     V0
	



Trong đó:


+ X% là tỷ lệ % tăng thể tích bàn chân chuột.

+ V0 là thể tích bàn chân chuột ngay sau khi tiêm Carrageenin.


+ Vt là V2, V4, V6 và V24 (thể tích bàn chân chuột ở các thời điểm sau 2, 4, 6 và 24 giờ sau khi tiêm Carrageenin). 


Tác dụng ức chế phù được biểu thị bằng % giảm mức độ tăng thể bàn chân chuột của lô dùng thuốc nghiên cứu so với mức độ tăng của lô chứng sinh lý và được tính theo công thức:

	Y% =
	 Mc  – Mt
	x 100

	
	      Mc
	



Trong đó: 


Y% là tỷ lệ % giảm mức độ phù bàn chân chuột; 


Mc là tỷ lệ % tăng thể tích bàn chân chuột lô đối chứng và Mt là tỷ lệ % tăng thể tích bàn chân chuột ở lô dùng thuốc nghiên cứu.
- Nghiên cứu tác dụng chống viêm cấp trên mô hình gây viêm màng bụng chuột cống trắng
Chuột cống trắng được chia ngẫu nhiên làm 4 lô, mỗi lô 08 con.
+ Lô 1 (lô chứng): Uống nước cất.

+ Lô 2 (lô tham chiếu): Uống Diclofenac sodium liều 15mg/kg/ngày.

+ Lô 3 (lô trị 1): uống  cao lỏng TK1 liều 11,55g/kg/ngày (liều dự kiến có tác dụng).

+ Lô 4 (Lô trị 2): uống cao lỏng TK1 liều 23,10g/kg/ngày (gấp đôi liều 1).
           Chuột được uống thuốc hoặc nước cất 5 ngày liên tục trước khi gây viêm. Ngày thứ 5, sau khi uống thuốc thử 1 giờ, gây viêm màng bụng cấp bằng dung dịch carrageenin 0,05g + formaldehyd 1,4 ml pha trong 100 ml nước muối sinh lý vừa đủ, với thể tích 1 ml/100g chuột vào khoang màng bụng cho mỗi chuột.

            Sau 24 giờ gây viêm, mổ ổ bụng chuột hút dịch rỉ viêm. Đo thể tích và đếm số lượng bạch cầu/ml và định lượng protein trong dịch rỉ viêm.

· Nghiên cứu tác dụng chống viêm mạn 

- Nghiên cứu tác dụng chống viêm mạn theo mô hình gây u hạt trên chuột nhắt trắng

Chuột nhắt trắng được chia ngẫu nhiên làm 4 lô, mỗi lô 8 con. 
+ Lô 1 (lô chứng): Uống nước cất.

+ Lô 2 (lô tham chiếu): Uống prednisolon liều 5mg/kg/ngày.

+ Lô 3 (lô trị 1): uống  cao lỏng TK1 liều 19,8g/kg/ngày (liều dự kiến có tác dụng).
+ Lô 4 (Lô trị 2): uống cao lỏng TK1 liều 39,6g/kg/ngày (gấp đôi liều 1).
  Gây viêm mạn bằng cách cấy hạt amiant trọng lượng 6mg đã tiệt trùng (sấy 120oC trong 1 giờ) và đã được tẩm carrageenin 1% vào da gáy của mỗi chuột.

Sau khi cấy u hạt, các chuột được uống nước cất hoặc thuốc thử liên tục trong 6 ngày. Ngày thứ 7 tiến hành giết chuột bằng cloroform, bóc tách khối u hạt, sấy khô ở nhiệt độ 56oC trong 18 giờ. Cân trọng lượng u hạt sau khi đã được sấy khô.

- Nghiên cứu ảnh hưởng của cao lỏng TK1 lên tuyến ức ở chuột cống non
 Chuột cống đực còn non, trọng lượng trung bình 100 ± 20 gam, được chia ngẫu nhiên làm 4 lô, mỗi lô 8 con. 
+ Lô 1 (lô chứng): Uống nước cất.

+ Lô 2 (lô tham chiếu): Uống prednisolon liều 6 mg/kg/ngày.

+ Lô 3 (lô trị 1): uống  cao lỏng TK1 liều 13,2g/kg/ngày (liều dự kiến có tác dụng).
+ Lô 4 (Lô trị 2): uống cao lỏng TK1 liều 26,4g/kg/ngày (gấp đôi liều 1).
Chuột được uống thuốc trong 3 ngày (vào 8h30 sáng). Chiều ngày thứ 3, giết chuột, bóc tách tuyến ức đem cân ngay. So sánh trọng lượng tuyến ức giữa lô thử và lô chứng.

2.3.5.2. Nghiên cứu tác dụng giảm đau

· Nghiên cứu tác dụng giảm đau trung ương
- Nghiên cứu tác dụng giảm đau trên mô hình gây đau bởi phiến nóng (Hotplate).

Dựa theo phương pháp nghiên cứu của Woolfe. G và Mc Donald. A.D., (1944) [61].
Chuột nhắt trắng chia ngẫu nhiên làm 4 lô, mỗi lô 8 con.
+ Lô 1 (chứng sinh lý): Uống nước cất, thể tích 10ml/kg.
+ Lô 2 (thuốc tham chiếu): Tiêm dưới da cổ morphin liều 10 mg/kg - 0,1ml/10g chuột.

+ Lô 3 (lô trị 1): uống  cao lỏng TK1 liều 19,8g/kg/ngày (liều dự kiến có tác dụng).
+  Lô 4 (Lô trị 2): uống cao lỏng TK1 liều 39,6g/kg/ngày (gấp đôi liều 1).
Thí nghiệm được tiến hành tại hai thời điểm: Trước khi cho chuột uống thuốc thử và sau khi cho chuột uống thuốc thử 5 ngày. Vào ngày thứ 5, sau khi chuột uống thuốc 1 giờ, đặt chuột lên mâm nóng có nhiệt độ ổn định ở 560C của Máy đo đau bản nóng, lạnh. Tính thời gian từ lúc đặt chuột vào mâm nóng đến khi chuột liếm chân sau. Thời gian chịu đau của chuột được tính từ lúc chuột đặt chân vào mâm nóng đến khi chuột liếm chân sau. 

Đánh giá tác dụng giảm đau thông qua chỉ tiêu mức tăng thời gian chịu đau của chuột. So sánh giữa các lô với nhau, tính phần trăm kéo dài thời gian đáp ứng. Khi tiến hành tại thời điểm trước khi uống thuốc, loại bỏ những chuột phản ứng trước 8 giây và sau 30 giây.

· Nghiên cứu tác dụng giảm đau ngoại biên
-  Nghiên cứu tác dụng giảm đau tại tổ chức viêm (Randall-Selitto Test)

 Dựa theo phương pháp nghiên cứu của Randall và Selitto có sửa đổi bởi Winter và cs (1962), được trình bày trong tài liệu “Drug discovery and evaluation Pharmacological assays” của nhà xuất bản Springer [66]. 

         Chuột cống trắng được chia ngẫu nhiên thành 4 lô, mỗi lô 08 con. 
+ Lô 1 (lô chứng): Uống nước cất.

+ Lô 2 (lô tham chiếu): Uống Diclofenac sodium liều 15mg/kg .

        + Lô 3 (lô trị 1): uống  cao lỏng TK1 liều 11,55g/kg/ngày (liều dự kiến có tác dụng).

          + Lô 4 (Lô trị 2): uống cao lỏng TK1 liều 23,10g/kg/ngày (gấp đôi liều 1).
Chuột được uống thuốc hoặc nước cất 5 ngày liên tục trước khi gây viêm. Ngày thứ 5, tiến hành gây phù viêm cấp bằng cách tiêm hỗn dịch Carrageenin 1% (được pha chế ngay trước khi tiêm) liều 0,1 ml/con vào dưới da gan bàn chân chuột. Sau 3 giờ kể từ khi tiêm Carrgeenin, cho chuột uống thuốc hoặc nước cất với cùng thể tích 5 ml/kg cân nặng.
Đo ngưỡng đau bàn chân gây phù viêm của chuột bằng máy đo giảm đau áp lực bàn chân chuột (Paw Pressure Analgesy Meter) tại các thời điểm sau 30 phút, 60 phút, 90 phút và 120 phút sau dùng thuốc. 

So sánh ngưỡng đau bàn chân chuột giữa các lô với nhau.

- Nghiên cứu tác dụng giảm đau theo mô hình gây đau quặn        (Writhing Tests) sử dụng acid acetic.


Theo phương pháp nghiên cứu của Koster và cs (1959) [65].

        Chuột nhắt trắng chia ngẫu nhiên làm 4 lô, mỗi lô 08 con. 
+ Lô 1 (lô chứng): Uống nước cất.

+ Lô 2 (lô tham chiếu): Diclofenac sodium liều 20 mg/kg.

+ Lô 3 (lô trị 1): uống  cao lỏng TK1 liều 19,8g/kg/ngày (liều dự kiến có tác dụng).
+ Lô 4 (Lô trị 2): uống cao lỏng TK1 liều 39,6g/kg/ngày (gấp đôi liều 1).
Chuột được uống thuốc hoặc nước cất 5 ngày liên tục. Ngày thứ 5, sau khi dùng thuốc 60 phút, tiến hành gây đau quặn bằng cách tiêm phúc mạc bằng dung dịch acid acetic 0,6% liều 0,1 ml/10g thể trọng. Sau khi tiêm acid acetic vào ổ bụng, ở tất cả các chuột đều có những cơn đau quặn với biểu hiện thóp bụng lại, áp bụng xuống sàn, duỗi dài thân và chân sau. Thời gian xuất hiện đau (tính từ lúc tiêm acid acetic đến khi có cơn đau quặn đầu tiên) và đếm số cơn đau quặn trong từng khoảng thời gian 5 phút cho đến kết thúc 20 phút sau tiêm acid acetic được ghi lại đối với từng chuột trong mỗi lô. So sánh kết quả giữa các lô nghiên cứu, tính % ức chế đau quặn theo công thức:

	A% =
	  Dc – Dt
	x 100

	
	      Dc
	


       Trong đó: A% là tỷ lệ giảm số cơn đau quặn của lô thử thuốc; Dc là số cơn đau quặn của lô chứng sinh lý; Dt là số cơn đau quặn của lô thử thuốc.

2.4. ĐỊA ĐIỂM VÀ THỜI GIAN NGHIÊN CỨU

2.4.1. Địa điểm nghiên cứu

Học viện Y Dược học cổ truyền Việt Nam, Bộ môn Dược lý Học viện Quân Y.
2.4.2. Thời gian nghiên cứu

Nghiên cứu được tiến hành từ tháng 3/2017 đến tháng 9/2017.

2.5. PHƯƠNG PHÁP XỬ LÝ SỐ LIỆU
Các số liệu nghiên cứu được sử lý thống kê theo phương pháp thống kê y sinh học, so sánh bằng anova test sử dụng phần mềm SPSS 16.0.
Số liệu được biểu diễn dưới dạng: ([image: image5.wmf]X

± SD).

Sự khác biệt có ý nghĩa khi p < 0,05. 

Chương 3

KẾT QUẢ NGHIÊN CỨU

3.1. Kết quả nghiên cứu độc tính cấp

Sau khi uống thuốc thử cao lỏng TK1, chuột trong các lô không có biểu hiện gì đặc biệt: ăn uống, vận động bình thường, chuột không bị khó thở, đi ngoài phân khô, không thấy xuất hiện chuột chết trong vòng 72 giờ và từ 72 giờ đến 7 ngày sau khi uống thuốc thử. Số lượng chuột chết ở các lô được trình bày ở bảng 3.1 và bảng 3.2.
Bảng 3.1. Kết quả nghiên cứu độc tính cấp của cao lỏng TK1 trong vòng 72h
	Lô
	n
	Liều dùng      (g dược liệu khô/kgTLCT)
	Thể tích cho uống
	Số chuột chết
	Số chuột sống

	
	
	
	
	24h
	48h
	72h
	

	1
	08
	150,0
	0,2 mL/10g x 3 lần (cao 2,5:1)
	0
	0
	0
	8

	2
	08
	180,0
	0,2 mL/10g x 3 lần (cao 3:1)
	0
	0
	0
	8

	3
	08
	210,0
	0,2 mL/10g x 3 lần (cao 3,5:1)
	0
	0
	0
	8

	4
	08
	240,0
	0,2 mL/10g x 3 lần (cao 4:1)
	0
	0
	0
	8

	5
	08
	270,0
	0,2 mL/10g x 3 lần (cao 4,5:1)
	0
	0
	0
	8

	6
	08
	300,0
	0,2 mL/10g x 3 lần (cao 5:1)
	0
	0
	0
	8


Nhận xét:


Chuột nhắt trắng được uống thuốc thử với các mức liều khác nhau từ liều thấp nhất là 150,0g dược liệu khô/kg thể trọng đến liều cao nhất là 300,0g dược liệu/kg thể trọng, 0,2mL/10g, 3 lần trong 24 giờ. Chuột đã uống đến liều 300,0g dược liệu khô/kg thể trọng là liều tối đa có thể dùng được bằng đường uống để đánh giá độc tính cấp của thuốc thử nhưng không có chuột nào chết, không xuất hiện triệu chứng bất thường nào trong 72 giờ sau uống thuốc lần cuối.
Bảng 3.2. Kết quả nghiên cứu độc tính cấp của cao lỏng TK1 từ 72h đến 7 ngày
	Lô
	n
	Liều dùng      (g dược liệu khô/kgTLCT)
	Thể tích cho uống
	Số chuột chết


	Số chuột sống

	1
	08
	150,0
	0,2 mL/10g x 3 lần (cao 2,5:1)
	0
	8

	2
	08
	180,0
	0,2 mL/10g x 3 lần (cao 3:1)
	0
	8

	3
	08
	210,0
	0,2 mL/10g x 3 lần (cao 3,5:1)
	0
	8

	4
	08
	240,0
	0,2 mL/10g x 3 lần (cao 4:1)
	0
	8

	5
	08
	270,0
	0,2 mL/10g x 3 lần (cao 4,5:1)
	0
	8

	6
	08
	300,0
	0,2 mL/10g x 3 lần (cao 5:1)
	0
	8


Nhận xét: Trong thời gian sau 72 giờ cho đến hết 7 ngày sau uống thuốc, không có chuột nào bị chết. 

Kết luận: Chưa tìm thấy LD50 của cao lỏng TK1 theo đường uống trên chuột nhắt trắng. Với mức liều cao nhất có thể cho chuột uống là 300,0g dược liệu khô/kg thể trọng không xuất hiện độc tính cấp.

3.2. Kết quả nghiên cứu tác dụng chống viêm cấp trên mô hình gây phù chân chuột bằng Carrageenin.
Kết quả thử tác dụng chống viêm cấp của cao lỏng TK1 trên mô hình gây phù chân chuột bằng carrageenin.
Bảng 3.3. Ảnh hưởng của cao lỏng TK1 tới trung bình tỷ lệ % tăng thể tích bàn chân chuột ở thời điểm sau gây viêm  2 giờ (n = 8, Mean ± SD)
	Các lô thí nghiệm
	Trung bình độ tăng thể tích bàn chân chuột (tỷ lệ %)  ở thời điểm sau gây viêm 2 giờ

	Chứng sinh lý                (1)
	73,85 ± 20,97

	Tham chiếu (Diclofenac) (2)
	41,07 ± 6,26

	Cao lỏng TK1 liều 1      (3)
	42,76± 9,59

	Cao lỏng TK1 liều 2       (4)
	41,24 ± 7,22

	p so với lô 1
	p(2-1)<0,01

	
	p(3-1)<0,01

	
	p(4-1)<0,01


Nhận xét:
- Sau khi tiêm carragenin, tất cả các chuột đều xuất hiện phù bàn chân rõ ở tất cả các lô.

- So với lô chứng sinh lý, tỷ lệ % tăng thể tích bàn chân chuột của các lô dùng TK1 và lô dùng diclofenac giảm rõ. Sau tiêm carragenin, tỷ lệ % tăng thể tích bàn chân chuột (ΔVt) ở các lô dùng lô dùng TK1 và lô dùng diclofenac giảm có ý nghĩa thống kê so với lô chứng sinh lý với p < 0,01. 

- Tác dụng làm giảm độ phù chân chuột của các lô dùng TK1 đều tăng khi liều dùng tăng (độ tăng thể tích bàn chân chuột ở lô dùng liều cao nhỏ hơn so với ở lô dùng liều thấp), tuy nhiên sự khác biệt chưa có ý nghĩa thống kê (p > 0,05 tại tất cả các thời điểm đo).

- So với lô tham chiếu dùng diclofenac liều 15mg/kg, độ tăng thể tích bàn chân chuột ở các lô dùng TK1không có sự khác biệt có ý nghĩa thống kê (p > 0,05).  

Bảng 3.4. Ảnh hưởng của cao lỏng TK1 tới trung bình tỷ lệ % tăng thể tích bàn chân chuột ở thời điểm sau gây viêm  4 giờ (n = 8, Mean ± SD)
	Các lô thí nghiệm
	Trung bình độ tăng thể tích bàn chân chuột (tỷ lệ %)  ở thời điểm sau gây viêm 4 giờ

	Chứng sinh lý                (1)
	74,94 ± 20,97

	Tham chiếu (Diclofenac) (2)
	42,44 ± 8,88

	Cao lỏng TK1 liều 1      (3)
	43,37± 7,60

	Cao lỏng TK1 liều 2       (4)
	42,39 ± 9,90

	p so với lô 1
	p(2-1)<0,01

	
	p(3-1)<0,01

	
	p(4-1)<0,01


Nhận xét:
- Sau khi tiêm carragenin, tất cả các chuột đều xuất hiện phù bàn chân rõ ở tất cả các lô.

- So với lô chứng sinh lý, tỷ lệ % tăng thể tích bàn chân chuột của các lô dùng TK1 và lô dùng diclofenac giảm rõ. Sau tiêm carragenin, tỷ lệ % tăng thể tích bàn chân chuột (ΔVt) ở các lô dùng lô dùng TK1 và lô dùng diclofenac giảm có ý nghĩa thống kê so với lô chứng sinh lý với p < 0,01. 

- Tác dụng làm giảm độ phù chân chuột của các lô dùng TK1 đều tăng khi liều dùng tăng (độ tăng thể tích bàn chân chuột ở lô dùng liều cao nhỏ hơn so với ở lô dùng liều thấp), tuy nhiên sự khác biệt chưa có ý nghĩa thống kê (p > 0,05 tại tất cả các thời điểm đo).

- So với lô tham chiếu dùng diclofenac liều 15mg/kg, độ tăng thể tích bàn chân chuột ở các lô dùng TK1không có sự khác biệt có ý nghĩa thống kê (p > 0,05).  

Bảng 3.5. Ảnh hưởng của cao lỏng TK1 tới trung bình tỷ lệ % tăng thể tích bàn chân chuột ở thời điểm sau gây viêm  6 giờ (n = 8, Mean ± SD)

	Các lô thí nghiệm
	Trung bình độ tăng thể tích bàn chân chuột (tỷ lệ %)  ở thời điểm sau gây viêm 6 giờ

	Chứng sinh lý                (1)
	65,42 ± 19,95

	Tham chiếu (Diclofenac) (2)
	35,48 ± 8,15

	Cao lỏng TK1 liều 1      (3)
	38,28 ± 16,16

	Cao lỏng TK1 liều 2       (4)
	36,21 ± 6,59

	p so với lô 1
	p(2-1)<0,01

	
	p(3-1)<0,01

	
	p(4-1)<0,01


Nhận xét:
- Sau khi tiêm carragenin, tất cả các chuột đều xuất hiện phù bàn chân rõ ở tất cả các lô.

- So với lô chứng sinh lý, tỷ lệ % tăng thể tích bàn chân chuột của các lô dùng TK1 và lô dùng diclofenac giảm rõ. Sau tiêm carragenin, tỷ lệ % tăng thể tích bàn chân chuột (ΔVt) ở các lô dùng lô dùng TK1 và lô dùng diclofenac giảm có ý nghĩa thống kê so với lô chứng sinh lý với p < 0,01. 

- Tác dụng làm giảm độ phù chân chuột của các lô dùng TK1 đều tăng khi liều dùng tăng (độ tăng thể tích bàn chân chuột ở lô dùng liều cao nhỏ hơn so với ở lô dùng liều thấp), tuy nhiên sự khác biệt chưa có ý nghĩa thống kê (p > 0,05 tại tất cả các thời điểm đo).

- So với lô tham chiếu dùng diclofenac liều 15mg/kg, độ tăng thể tích bàn chân chuột ở các lô dùng TK1không có sự khác biệt có ý nghĩa thống kê (p > 0,05).  

Bảng 3.6. Ảnh hưởng của cao lỏng TK1 tới trung bình tỷ lệ % tăng thể tích bàn chân chuột ở thời điểm sau gây viêm 24 giờ (n = 8, Mean ± SD)

	Các lô thí nghiệm
	Trung bình độ tăng thể tích bàn chân chuột (tỷ lệ %)  ở thời điểm sau gây viêm 24 giờ

	Chứng sinh lý                (1)
	9,84 ± 3,75

	Tham chiếu (Diclofenac) (2)
	4,81 ± 3,66

	Cao lỏng TK1 liều 1      (3)
	5,55 ± 2,04

	Cao lỏng TK1 liều 2       (4)
	5,35 ± 2,31

	p so với lô 1
	p(2-1)<0,05

	
	p(3-1)<0,05

	
	p(4-1)<0,05


Nhận xét:
- Sau khi tiêm carragenin, tất cả các chuột đều xuất hiện phù bàn chân rõ ở tất cả các lô.

- So với lô chứng sinh lý, tỷ lệ % tăng thể tích bàn chân chuột của các lô dùng TK1 và lô dùng diclofenac giảm rõ. Tại thời điểm 24 giờ sau tiêm carragenin, tỷ lệ % tăng thể tích bàn chân chuột (ΔVt) ở các lô dùng lô dùng TK1 và lô dùng diclofenac giảm có ý nghĩa thống kê so với lô chứng sinh lý với p < 0,05.
- Tác dụng làm giảm độ phù chân chuột của các lô dùng TK1 đều tăng khi liều dùng tăng (độ tăng thể tích bàn chân chuột ở lô dùng liều cao nhỏ hơn so với ở lô dùng liều thấp), tuy nhiên sự khác biệt chưa có ý nghĩa thống kê (p > 0,05 tại tất cả các thời điểm đo).

- So với lô tham chiếu dùng diclofenac liều 15mg/kg, độ tăng thể tích bàn chân chuột ở các lô dùng TK1không có sự khác biệt có ý nghĩa thống kê (p > 0,05).  

Bảng 3.7. Tỷ lệ % ức chế (I%) phù viêm cấp bàn chân chuột (n = 8).

	Thời điểm sau gây phù
	Tỷ lệ % ức chế phù viêm cấp bàn chân chuột (I%)

	
	Cao lỏng TK1 liều 1
	Cao lỏng TK1 liều 2
	Lô diclofenac 
	p

	Sau 2 giờ
	42,10
	44,17
	44,39
	> 0,05

	Sau 4 giờ
	42,13
	43,44
	43,38
	

	Sau 6 giờ
	41,49
	44,65
	45,76
	

	Sau 24 giờ
	43,64
	45,61
	51,09
	

	Mean ± SD
	42,34 ± 0,92
	44,46±  0,91
	46,15 ± 3,43
	


Nhận xét:

-
Tại thời điểm sau gây phù viêm 2 giờ, các lô dùng TK1 cũng như lô dùng thuốc tham chiếu diclofenac đều thể hiện tác dụng ức chế phù viêm. Tác dụng thể hiện rõ nhất ở thời điểm sau gây phù viêm 6 giờ và 24 giờ. 

- Các lô dùng TK1 liều 11,55g/kg/ngày và liều 23,10g/kg/ngày có tác dụng ức chế phù bàn chân chuột tương đương nhau và tương đương với lô dùng Diclofenac liều 15mg/kg thể trọng (p > 0,05).

3.3. Kết quả nghiên cứu tác dụng chống viêm cấp trên mô hình gây viêm màng bụng chuột cống trắng

Bảng 3.8. Tác dụng của cao lỏng TK1 lên thể tích dịch rỉ viêm

	Lô chuột nghiên cứu
	n
	Lượng dịch rỉ viêm (ml)
	Giá trị p

	Chứng sinh lý                 (1)
	8
	2,91 ± 0,69
	   p3,4-1 < 0,05

   p3,4-2> 0,05

   p3-4   > 0,05

	Tham chiếu 

(Diclofenac)                   (2)
	8
	1,86 ± 0,76
	

	Cao lỏng TK1 liều 1            (3)
	8
	2,21 ± 0,35
	

	    Cao lỏngTK1 liều 2            (4)
	8
	1,96± 0,62
	


 

Nhận xét:
- So với lô chứng sinh lý, thể tích dịch rỉ viêm ở 2 lô dùng cao lỏng TK1 và lô dùng Diclofenacgiảm có ý nghĩa thống kê (p < 0,05). 

- Sự giảm thể tích dịch rỉ viêm ở lô dùng Diclofenac giảm so với 2 lô dùng TK1, tuy nhiên sự khác biệt chưa có ý nghĩa thống kê (p > 0,05).

- So sánh giữa 2 lô dùng cao lỏng TK1, lô dùng liều cao có  thể tích dịch rỉ viêm nhỏ hơn so với lô dùng liều thấp, tuy nhiên sự khác biệt chưa có ý nghĩa thống kê (p > 0,05).

Bảng 3.9. Tác dụng của cao lỏng TK1 lên hàm lượng protein trong dịch rỉ viêm

	Lô chuột nghiên cứu
	n
	Hàm lượng protein (mg/dl)
	p so lô 1
	p so lô 2

	 Chứngsinh lý                  (1)
	8
	37,23 ± 3,60
	
	

	 Tham chiếu

(Diclofenac)                     (2)
	8
	31,95 ± 3,51
	p2-1   < 0,05
	

	Cao lỏng TK1 liều 1            (3)
	8
	32,42 ± 3,68
	p3-1   < 0,05
	p3-2   > 0,05

	   Cao lỏngTK1 liều 2             (4)
	8
	31,89± 4,77
	p4-1   < 0,05
	p4-2  > 0,05


Nhận xét:
- So với lô chứng sinh lý, hàm lượng protein trong dịch rỉ viêm ở 2 lô dùng cao lỏng TK1 và lô dùng Diclofenacgiảm có ý nghĩa thống kê (p < 0,05). Sự giảm hàm lượng protein trong dịch rỉ viêm ở lô dùng Diclofenac  giảm hơn so với 2 lô dùng cao lỏng TK1, tuy nhiên sự khác biệt chưa có ý nghĩa thống kê (p > 0,05). So sánh giữa 2 lô dùng cao lỏng TK1, lô dùng liều cao có  hàm lượng protein trong dịch rỉ viêm nhỏ hơn so với lô dùng liều thấp, tuy nhiên sự khác biệt chưa có ý nghĩa thống kê (p > 0,05).

Bảng 3.10. Tác dụng của cao lỏng TK1 lên số lượng bạch cầu trong 
dịch rỉ viêm

	Lô chuột nghiên cứu
	n
	Số lượng bạch cầu (G/l)
	p so lô 1
	p so lô 2

	Chứngsinh lý (1)
	8
	13,95 ± 4,17
	
	

	Tham chiếu

(Diclofenac)  (2)
	8
	9,06 ± 2,81
	p2-1   < 0,05
	

	Cao lỏng TK1 liều 1           (3)
	8
	10,22 ± 1,76
	p3-1   < 0,05
	p3-2   > 0,05

	     Cao lỏngTK1 liều 2           (4)
	8
	9,54±2,31
	p4-1   < 0,05
	p4-2  > 0,05


Nhận xét:
- So với lô chứng sinh lý, số lượng bạch cầu trong dịch rỉ viêm ở 2 lô dùng cao lỏng TK1 và lô dùng Diclofenac giảm có ý nghĩa thống kê (p < 0,05). 

- Sự giảm số lượng bạch cầu trong dịch rỉ viêm ở lô dùng Diclofenac  giảm hơn so với 2 lô dùng cao lỏng TK1, tuy nhiên sự khác biệt chưa có ý nghĩa thống kê (p > 0,05).

- So sánh giữa 2 lô dùng cao lỏng TK1, lô dùng liều cao có  số lượng bạch cầu trong dịch rỉ viêm nhỏ hơn so với lô dùng liều thấp, tuy nhiên sự khác biệt chưa có ý nghĩa thống kê (p > 0,05).

3.4. Tác dụng chống viêm mạn tính của cao lỏng TK1
Bảng 3.11. Tác dụng  giảm khối lượng u hạt (mg/100g) của cao lỏng TK1

	Lô
	Khối lượng trung bình u hạt
	Tỷ lệ giảm trọng lượng u hạt (%)
	P

	Chứng sinh lý               (1)
	29,80 ± 4,59
	0 %
	p2,3,4-1< 0,01

p3,4-2> 0,05

p3-4 > 0,05

	Tham chiếu

(prednisolon)                 (2)
	22,50 ± 3,37
	24,50 %
	

	Cao lỏng TK1liều 1     (3)
	23,50 ± 3,63
	21,14 %
	

	Cao lỏng TK1liều 2     (4)
	22,70 ± 2,91
	23,83 %
	


Nhận xét :
- Cả prednisolon và cao lỏng TK1 ở 2 mức liều đều làm giảm khối lượng u hạt khi so với lô chứng sinh lý (p < 0,01). 

- Trọng lượng trung bình u hạt ở lô dùng cao lỏng TK1 liều 2 dường như giảm hơn so với ở lô dùng liều 1, tuy nhiên sự khác biệt này chưa có ý nghĩa thống kê (p > 0,05). 

- So với lô dùng prednisolon, tác dụng làm giảm khối lượng u hạt của các lô dùng cao lỏng TK1 khác biệt không có ý nghĩa thống kê (p > 0,05).

3.5. Ảnh hưởng của cao lỏng TK1 lên tuyến ức ở chuột cống non
Bảng 3.12. Ảnh hưởng của TK1 thông qua khối lượng tuyến ức ở chuột cống non
	Lô
	n
	Khối lượng tuyến ức trung bình (mg)
	Tỷ lệ giảm trọng lượng tuyến ức so với lô chứng (%)
	p

	Chứng sinh lý(1)
	10
	0,24 ± 0,05
	0 %
	p2,3,4-1< 0,05

p3,4-2> 0,05

p3-4 > 0,05

	Tham chiếu   (2)
	10
	0,16 ± 0,06
	31,67 %
	

	Cao lỏng TK1 liều 1              (3)
	10
	0,20 ± 0,06
	17,92 %
	

	Cao lỏng TK1 liều 2              (4)
	10
	0,17 ± 0,05
	28,33 %
	


Nhận xét :

- Cả prednisolon và cao lỏng TK1 ở 2 mức liều đều làm giảm khối lượng tuyến ức khi so với lô chứng sinh lý (p < 0,05). 

- So với lô dùng prednisolon, tác dụng làm giảm khối lượng tuyến ức của các lô dùng cao lỏng TK1 khác biệt không có ý nghĩa thống kê (p > 0,05).

- Khối lượng trung bình tuyến ức ở lô dùng cao lỏng TK1 liều 2 dường như giảm hơn so với ở lô dùng liều 1, tuy nhiên sự khác biệt này chưa có ý nghĩa thống kê (p > 0,05). 

3.6. Tác dụng giảm đau trên mô hình gây đau bằng phiến nóng

Bảng 3.13: Ảnh h​ưởng của TK1 tới thời gian đáp ứng đau của chuột nhắt trắng (n = 10, mean ± SD)

	Lô nghiên cứu
	Thời gian đáp ứng đau (giây)
	pso sánh trước sau (pb-a)

	
	Trước dùng thuốc (a)
	Saudùng thuốc (b)
	

	Chứng sinh lý 
	(1)
	14,23 ±3,30
	13,56 ± 2,66
	> 0,05

	Tham chiếu 
	(2)
	14,03± 2,07
	29,05 ± 4,69
	< 0,01

	TK1 liều 1   
	(3)
	14,82 ± 2,66
	16,68 ± 3,05
	> 0,05

	TK1 liều 2
	(4)
	14,15 ± 2,09
	18,30 ± 4,80
	> 0,05

	pso sánh giữa các lô
	p > 0,05
	P2-1 < 0,01　　　p 3,4 -1< 0,05

p3,4-2 < 0,01

p3-4 > 0,05
	-


Nhận xét:
- So sánh giữa các lô tại thời điểm trước dùng thuốc: thời gian đáp ứng đau của chuột ở các lô nghiên cứu không có sự khác biệt có ý nghĩa thống kê (p > 0,05).

- So sánh giữa các lô tại thời điểm sau dùng thuốc: thời gian đáp ứng đau của chuột ở lô dùng Morphin kéo dài rõ rệt so với lô chứng sinh lý (p < 0,01). Thời gian đáp ứng đau của chuột ở các lô dùng TK1cũng kéo dài hơn có ý nghĩa thống kê so với ở lô chứng sinh lý với p< 0,05, tuy nhiên còn thua kém so với lô dùng Morphin (p < 0,01). 
- So sánh trong từng lô tại thời điểm sau dùng thuốc so với trước dùng thuốc: các lô dùng TK1có dài hơn có thời gian đáp ứng đau của chuột dài hơn có ý nghĩa thống kê với p < 0,05, trong khi lô dùng Morphin thời gian đáp ứng đau của chuột dài hơn có ý nghĩa thống kê với p < 0,01.
3.7. Tác dụng giảm đau trên tổ chức viêm của cao lỏng TK1
Tác dụng giảm đau trên bàn chân chuột cống trắng gây viêm phù bằng carrageenin của cao lỏng TK1 được trình bày ở bảng 3.10.

Bảng 3.14: Ngưỡng đau của tổ chức viêm cấp bàn chân chuột (n = 8).
	Lô thử nghiệm
	Ngưỡng đau tại các thời điểm sau uống thuốc

	
	30 phút
	60 phút
	90 phút
	120 phút

	
	Mean ± SD
	% tăng
	Mean ± SD
	% tăng
	Mean ± SD
	% tăng
	Mean ± SD
	% tăng

	Chứng sinh lý   (1)
	119,6± 35,0
	- 
	139,8± 32,1
	 -
	130,4 ± 29,1
	-
	123,3± 29,8
	- 

	Tham chiếu (2)
	153,4 ± 22,9
	28,21
	174,9 ± 24,8
	25,13
	162,1 ± 21,9
	24,35
	151,3 ± 16,3
	22,72

	Cao lỏng TK1 liều 1 (3)
	151,9 ± 21,1
	26,96
	175,4± 34,0
	25,49
	161,6± 27,0
	23,97
	150,3 ± 18,5
	21,91

	Cao lỏng TK1 liều 2 (4)
	153,6 ± 22,5
	28,42
	177,4 ± 28,1
	26,92
	166,9± 27,2
	28,00
	152,4 ± 16,6
	23,63

	p
	p-1 < 0,05;  p3,4-2 > 0,05; p3-4 > 0,05


Nhận xét :
- So với lô chứng sinh lý, tại tất cả các thời điểm đo, các lô dùng TK1 cũng như lô dùng thuốc tham chiếu diclofenac đều thể hiện tác dụng giảm đau, làm tăng ngưỡng đau (p < 0,05). 
- Ở tất cả các thời điểm đo, giá trị của tỷ lệ % tăng ngưỡng đau so với lô chứng sinh lý ở lô dùng TK1 liều 2 đều cao hơn so với ở lô dùng liều 1, tuy nhiên chưa có sự khác biệt có ý nghĩa thống kê (p > 0,05).

- So với lô dùng diclofenac, ngưỡng đau của các lô dùng TK1 không khác biệt có ý nghĩa thống kê (p > 0,05). 

3.8. Tác dụng giảm đau trên mô hình gây đau quặn

Sau khi tiêm acid acetic vào ổ bụng, tất cả các chuột đều có những cơn đau quặn với biểu hiện thóp bụng lại, áp bụng xuống sàn, duỗi dài thân, chân sau. Thời gian xuất hiện đau (tính từ lúc tiêm acid acetic đến khi có cơn đau quặn đầu tiên) và số cơn đau quặn trong từng khoảng thời gian 5 phút đến kết thúc 20 phút sau  tiêm acid acetic được ghi lại đối với từng chuột trong mỗi lô.

Kết quả đánh giá ảnh hưởng của cao lỏng TK1 tới thời gian xuất hiện đau số cơn đau quặn của chuột nhắt trắng được thể hiện ở bảng 3.11 và hình 1.

Bảng 3.15: Ảnh hưởng của cao lỏng TK1 tới thời gian xuất hiện đau của chuột nhắt trắng

	Lô nghiên cứu
	Thời gian xuất hiện đau (giây)

	Chứng sinh lý    (1) 
	275,75 ± 65,09

	Tham chiếu     (2)
	358,63 ± 86,34

	Cao lỏng TK1 liều 1   (3)
	355,13 ± 85,40

	Cao lỏng TK1 liều 2   (4)  
	361,25 ± 72,64

	p
	p2,3,4- 1< 0,05 ,p3,4-2 > 0,05


Nhận xét :

- So với lô chứng sinh lý, các lô dùng cao lỏng TK1, và lô dùng thuốc tham chiếu diclofenac có thời gian xuất hiện đau lớn hơn ít hơn có ý nghĩa thống kê (p < 0,05). Cao lỏng TK1, và thuốc tham chiếu diclofenac đều thể hiện tác dụng giảm đau trên mô hình gây đau quặn thực nghiệm, làm thời gian xuất hiện đau muộn hơn so với lô chứng sinh lý. 

- So với lô tham chiếu dùng diclofenac, các lô dùng cao lỏng TK1 có thời gian xuất hiện đau là tương đương, không có sự khác biệt có ý nghĩa thống kê (p > 0,05). Với các mức liều dùng trong nghiên cứu, cao lỏng TK1 có tác dụng giảm đau trên mô hình gây đau quặn tương đương với diclofenac liều 20mg/kg cân nặng.

  Bảng 3.16: Ảnh hưởng của cao lỏng TK1 tới số cơn đau quặn của chuột nhắt trắng

	Lô nghiên cứu
	Số cơn đau quặn trong 20 phút sau tiêm acid acetic
	Tỷ lệ (%) giảm số cơn đau quặn so với lô chứng sinh lý

	Chứng sinh lý    (1) 
	38,13 ± 11,09
	-

	Tham chiếu     (2)
	26,25 ± 6,32
	31,15 %

	Cao lỏng TK1 liều 1   (3)
	27,75 ± 5,20
	27,21 %

	Cao lỏng TK1 liều 2   (4)  
	26,13 ± 4,22
	31,48 %

	p
	p2,3,4- 1< 0,05

p3,4-2 > 0,05
	-


Nhận xét :

- So với lô chứng sinh lý, các lô dùng cao lỏng TK1, và lô dùng thuốc tham chiếu diclofenac có số cơn đau quặn trong 20 phút sau tiêm acid acetic ít hơn có ý nghĩa thống kê (p < 0,05). Cao lỏng TK1, và thuốc tham chiếu diclofenac đều thể hiện tác dụng giảm đau trên mô hình gây đau quặn thực nghiệm, làm số cơn đau quặn giảm hơn so với lô chứng sinh lý. 

- So với lô tham chiếu dùng diclofenac, các lô dùng cao lỏng TK1 có số cơn đau quặn trong 20 phút sau tiêm acid acetic là tương đương, không có sự khác biệt có ý nghĩa thống kê (p > 0,05). Với các mức liều dùng trong nghiên cứu, cao lỏng TK1 có tác dụng giảm đau trên mô hình gây đau quặn tương đương với diclofenac liều 20mg/kg cân nặng.
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Biểu đồ 3.1. Số cơn đau quặn đếm được ở các khoảng thời gian 5 phút sau tiêm acid acetic.

 Nhận xét: Trong cả 4 khoảng thời gian đo, số cơn đau quặn ở các lô dùng cao lỏng TK1 và lô tham chiếu luôn nhỏ hơn so với lô chứng sinh lý. 

Chương 4

BÀN LUẬN

4.1. Độc tính cấp của cao lỏng TK1.
Kết quả nghiên cứu độc tính cấp đường uống của cao lỏng TK1 trên chuột nhắt trắng cho thấy với mức liều cao nhất có thể cho chuột uống trong 24h là 300,0g dược liệu khô/kg thể trọng (chia ra thành 3 lần, mỗi lần 0,2 mL) các chuột vẫn khỏe mạnh, lông mượt, mắt trong, ăn uống và hoạt động bình thường. So với liều có hiệu quả trên chuột nhắt trắng là 19,8g/kg thể trọng, liều 300,0g/kg thể trọng gấp 15,15 lần. Như vậy chuột đã được cho uống mức liều gấp 15,15 lần mức liều có hiệu quả, các chuột vẫn khỏe mạnh, lông mượt, mắt trong, ăn uống và hoạt động bình thường, không có chuột nào chết. Một thuốc được xem là có khoảng an toàn điều trị tốt khi LD50 lớn hơn 10 lần so với liều có tác dụng (liều điều trị) mà không phát hiện thấy biểu hiện của độc tính cấp, không có chuột nào chết, chứng tỏ cao lỏng TK1 có tính an toàn cao.

Kết quả nghiên cứu trên phù hợp với nghiên cứu độc tính cấp của các vị thuốc trong bài thuốc TK1 Cà gai leo, Thổ phục linh, Cốt khí củ…Cụ thể là: So sánh với kết quả của tác giả Nguyễn Thị Bích Thu nghiên cứu độc tính cấp và bán trường diễn của cà gai leo. Kết quả nghiên cứu cho thấy dịch chiết toàn phần cà gai leo đã thử với liều tối đa (300g dược liệu/kg trọng thể) có thể đưa vào dạ dày chuột mà chuột không chết. Không xác định được LD50 chứng tỏ thuốc có độ an toàn cao. Độc tính cấp của bột glycoalcaloid/kg trọng thể, theo dõi sau 3 ngày, chuột sống 100% [44]. Mặt khác trong bài thuốc TK1 theo y học cổ truyền chọn Cà gai leo làm Quân dược (là vị thuốc có tác dụng quan trọng nhất và có liều lượng cao hơn các vị thuốc khác). Vì vậy có thể lý giải không xuất hiện độc tính cấp của bài thuốc nghiên cứu.
So sánh với kết quả của tác giả Đào Văn Phan nghiên cứu độc tính cấp của Thổ phục linh (Smilax glabra Roxb-Smilacaceae) trên động vật thực nghiệm. Kết quả nghiên cứu cho thấy không xác định được LD50 chứng tỏ thuốc có độ an toàn cao. Mặt khác nghiên cứu bán trường diễn của thổ phục linh cho kết quả dịch chiết ethanol với liều 1,25g và 2,5g/kg trọng lượng uống liên tục sau 15, 30 ngày không ảnh hưởng đến cân nặng, các chỉ số huyết học cũng như các chỉ số đánh giá chức năng gan, thận [30].

So sánh với kết quả của tác giả Nguyễn Trần Giáng Hương nghiên cứu độc tính cấp và một số tác dụng dược lý của Cốt khí củ. Kết quả nghiên cứu cho thấy Cốt khí củ với liều gấp 200 lần liều dùng trên lâm sàng, Cốt khí củ chưa gây độc tính trên chuột nhắt trắng [40].

So sánh với các tác giả nghiên cứu về tác dụng chống viêm giảm đau của bài thuốc trong thành phần chứa một số vị thuốc của TK1 như Ngưu tất, Kê huyết đằng, … kết quả nghiên cứu của chúng tôi cũng tương tự.

So sánh với tác giả Trương Thị Huyền nghiên cứu độc tính cấp của bài thuốc GT1 bao gồm các vị thuốc Thương truật, Hoàng bá, Ngưu tất, Kim ngân hoa, Tri mẫu, Hoạt thạch, Kê huyết đằng, Xích thược, Xa tiền tử, Ý dĩ, Tỳ giải, Uy linh tiên cho kết quả: liều cao nhất chuột nhắt trắng có thể dung nạp được (nồng độ và thể tích tối đa cho phép) 375g dược liệu/kg (gấp 16,8 lần liều dự kiến có tác dụng tương đương trên người), không có biểu hiện độc tính cấp và do vậy không xác định được LD50 [19]. Hai bài thuốc đều không có độc tính cấp do hai bài thuốc đều đã được ứng dụng điều trị lâu dài trong dân gian.

So sánh với kết quả của tác giả Bùi Thanh Hà nghiên cứu độc tính cấp và độc tính bán trường diễn của bài thuốc HA-02 trên động vật thực nghiệm bao gồm các vị thuốc Ngưu tất, Thạch quyết minh, Câu đằng, Thiên ma, Bạch thược, Đương quy, Xuyên khung, Đại hoàng, Trạch tả, Ích mẫu, Bình vôi, Đỗ trọng, Chỉ xác,Tang ký sinh, Đan sâm với liều 75g/kg cân nặng, không thấy có biểu hiện độc cấp tính của thuốc HA-02 trên chuột nhắt trắng. Chưa xác định được LD50 trên chuột nhắt trắng bằng đường uống theo phương pháp Litchfield – Wilcoxon [13].
So sánh với nghiên cứu của tác giả Trần Thái Hà về độc tính cấp và bán trường diễn của bài thuốc “Thân thống trục ứ thang” bao gồm các vị thuốc Ngưu tất, Đào nhân, Hồng hoa, Đương quy, Cam thảo, Linh chi, Tần giao, Hương phụ, Tần giao, Khương hoạt. Cao lỏng TTTUT với liều 120g dược liệu/kg không gây độc tính cấp trên thực nghiệm, cao lỏng TTTUT ở cả 2 liều 7g/kg và 21g/kg uống liên tục trong 4 tuần không ảnh hưởng đến các chỉ số huyết học và các chỉ số sinh hóa đánh giá chức năng gan và thận của động vật thực nghiệm [12].
4.2. Tác dụng chống viêm, giảm đau của cao lỏng TK1.

4.2.1. Tác dụng chống viêm của cao lỏng TK1
Tác dụng chống viêm của cao lỏng TK1 được đánh giá một cách tương đối đầy đủ trên các mô hình chống viêm cấp (mô hình gây phù chân chuột bằng carragenin, mô hình gây viêm màng bụng), mô hình chống viêm mạn (ức chế sự hình thành u hạt) và đánh giá tác dụng chống viêm thông qua tuyến ức. 

4.2.1.1 Mô hình gây phù chân chuột bằng carragenin (mô hình chống viêm cấp)

Trên mô hình gây phù chân chuột, cao lỏng TK1 làm giảm phù có ý nghĩa thống kê tại tất cả các thời điểm đo, chứng tỏ có tác dụng ức chế đối với nhiều loại chất trung gian autacoid. Trên mô hình gây viêm màng bụng, cao lỏng TK1 làm giảm lượng dịch tiết, giảm hàm lượng protein và số lượng bạch cầu trong dịch chiết. Cả 2 mô hình đều cho thấy cao lỏng TK1 liều 11,55g/kg/ngày và liều 23,10g/kg/ngày có tác dụng ức chế phù bàn chân chuột tương đương nhau và tương đương với lô dùng Diclofenac liều 15mg/kg thể trọng (p > 0,05). 

Kết quả nghiên cứu phù hợp với các nghiên cứu trước đây công bố về tác dụng của những dược liệu thành phần trong bài thuốc. 

Theo tác giả Trương Thị Huyền nghiên cứu tác dụng chống viêm giảm đau của bài thuốc GT1 bao gồm các vị thuốc Ngưu tất, Kê huyết đằng, Thương truật, Hoàng bá, Kim ngân hoa, Tri mẫu, Hoạt thạch, Xích thược, Xa tiền tử, Ý dĩ, Tỳ giải, Uy linh tiên cho kết quả: Cao GT1 liều 13g/kg, uống liên tục trong 5 ngày, có tác dụng giảm viêm cấp trên mô hình viêm cấp thực nghiệm bằng carragenin tại thời điểm 4 giờ và 6 giờ sau khi gây viêm (p<0,05). Cao GT1 26g/kg, uống liên tục trong 5 ngày, có tác dụng giảm viêm cấp trên mô hình gây viêm cấp bằng carragenin tại thời điểm 4 giờ (p<0,01), 6 giờ và 24 giờ sau khi gây viêm so với lô chứng (p<0,05) [19].

So sánh với nghiên cứu của tác giả Trần Thái Hà về tác dụng chống viêm giảm đau của bài thuốc “Thân thống trục ứ thang” cho thấy cao lỏng TTTUT liều 16g/kg và 48g/kg có tác dụng chống viêm trên mô hình gây phù chân chuột cống trắng ở thời điểm 24 giờ sau gây viêm [12].
Theo nghiên cứu của tác giả Nguyễn Trần Thị Giáng Hương, Cẩu tích liều 4g/kg có tác dụng chống viêm cấp [40]. 

Theo nghiên cứu của tác giả Nguyễn Thị Thanh Hoa, viên nang Regimune liều 420mg/kg thể trọng/ngày (tương đương liều dùng trên lâm sàng) không có tác dụng chống viêm cấp nhưng với liều 1260mg/kg thể trọng/ngày (gấp 3 liều dùng lâm sàng) có tác dụng chống viêm cấp ở thời điểm 6h sau khi gây phù chân chuột cống trắng bằng carrageenin [38].
4.2.1.2. Mô hình gây viêm màng bụng ( Mô hình chống viêm cấp)

Giống như mô hình gây phù chân chuột bằng carragenin, mô hình gây viêm màng bụng cũng là mô hình đánh giá về tác dụng chống viêm cấp, tập trung đánh giá tác dụng ức chế quá trình tăng tính thấm thành mạch (làm tăng tiết dịch rỉ viêm), ức chế sự di chuyển bạch cầu tới ổ viêm. 

Kết quả nghiên cứu của chúng tôi cho thấy: So với lô chứng sinh lý, thể tích dịch rỉ viêm ở 2 lô dùng cao lỏng TK1 và lô dùng Diclofenac giảm có ý nghĩa thống kê (p < 0,05). Sự giảm thể tích dịch rỉ viêm ở lô dùng Diclofenac giảm hơn so với 2 lô dùng cao lỏng TK1, tuy nhiên sự khác biệt chưa có ý nghĩa thống kê (p > 0,05). So sánh giữa 2 lô dùng cao lỏng TK1, lô dùng liều cao có  thể tích dịch rỉ viêm nhỏ hơn so với lô dùng liều thấp, tuy nhiên sự khác biệt chưa có ý nghĩa thống kê (p > 0,05). So với lô chứng sinh lý, hàm lượng protein trong dịch rỉ viêm ở 2 lô dùng cao lỏng TK1 và lô dùng Diclofenac giảm có ý nghĩa thống kê (p < 0,05). Sự giảm hàm lượng protein trong dịch rỉ viêm ở lô dùng Diclofenac  giảm hơn so với 2 lô dùng cao lỏng TK1, tuy nhiên sự khác biệt chưa có ý nghĩa thống kê (p > 0,05). So sánh giữa 2 lô dùng cao lỏng TK1, lô dùng liều cao có hàm lượng protein trong dịch rỉ viêm nhỏ hơn so với lô dùng liều thấp, tuy nhiên sự khác biệt chưa có ý nghĩa thống kê (p > 0,05). So với lô chứng sinh lý, số lượng bạch cầu trong dịch rỉ viêm ở 2 lô dùng cao lỏng TK1 và lô dùng Diclofenac giảm có ý nghĩa thống kê (p < 0,05). Sự giảm số lượng bạch cầu trong dịch rỉ viêm ở lô dùng Diclofenac  giảm hơn so với 2 lô dùng cao lỏng TK1, tuy nhiên sự khác biệt chưa có ý nghĩa thống kê (p > 0,05). So sánh giữa 2 lô dùng cao lỏng TK1, lô dùng liều cao có  số lượng bạch cầu trong dịch rỉ viêm nhỏ hơn so với lô dùng liều thấp, tuy nhiên sự khác biệt chưa có ý nghĩa thống kê (p > 0,05).
Như vậy, trên mô hình gây viêm màng bụng cao lỏng TK1 làm ức chế rõ rệt số lượng bạch cầu trong trong dịch rỉ viêm. Sở dĩ có tác dụng này là do thuốc ức chế quá trình viêm thông qua cơ chế làm giảm tính thấm thành mạch dẫn đến giảm số lượng dịch rỉ viêm, làm giảm tính xuyên mạch của bạch cầu nên làm giảm số lượng bạch cầu trong dịch rỉ viêm. Vì vậy, cao lỏng TK1 góp phần làm giảm thể tích phù chân chuột bằng carrageenin.
Kết quả nghiên cứu của chúng tôi cũng tương đồng với một nghiên cứu khác. 

Nghiên cứu của tác giả Trương Thị Huyền cao GT1 cả 2 liều 13g dược liệu/kg và 26g dược liệu/kg đều làm giảm rõ rệt thể tích dịch rỉ viêm trong ổ bụng chuột cống trắng. Tác dụng của cao GT1 liều 26g dược liệu/kg và Aspegic 150mg/kg tương đương nhau (p>0.05). So với lô chứng, hai lô uống GT1 liều 26g dược liệu/kg và Aspegic 150mg/kg đều làm giảm rõ rệt số lượng bạch cầu và hàm lượng Protein trong dịch rỉ viêm. Lô uống GT1 liều 13g dược liệu có xu hướng làm giảm số lượng bạch cầu và hàm lượng protein trong dịch rỉ viêm [19].

Nghiên cứu về viên nang Regimune của tác giả Nguyễn Thị Thanh Hoa cũng cho thấy Regimune liều tương đương lâm sàng và gấp 3 lần liều lâm sàng không có tác dụng làm giảm thể tích dịch rỉ viêm và không làm giảm protein dịch rỉ viêm trên mô hình gây viêm màng bụng bằng formaldehyd và carrageenin. Regimune có tác dụng làm giảm số lượng bạch cầu ở dịch rỉ viêm [38].

So sánh với nghiên cứu của tác giả Trần Thái Hà về tác dụng chống viêm giảm đau của bài thuốc “Thân thống trục ứ thang” cho thấy cao lỏng TTTUT liều 48g/kg có tác dụng làm giảm dịch rỉ viêm trên mô hình gây viêm màng bụng cấp [12]
4.2.1.3. Mô hình gây u hạt thực nghiệm

Kết quả nghiên cứu cho thấy: cả prednisolon và cao lỏng TK1 ở 2 mức liều đều làm giảm khối lượng u hạt khi so với lô chứng sinh lý (p < 0,01). Trọng lượng trung bình u hạt ở lô dùng cao lỏng TK1 liều 2 dường như giảm hơn so với ở lô dùng liều 1, tuy nhiên sự khác biệt này chưa có ý nghĩa thống kê (p > 0,05). So với lô dùng prednisolon, tác dụng làm giảm khối lượng u hạt của các lô dùng cao lỏng TK1 khác biệt không có ý nghĩa thống kê (p > 0,05).

Theo các nghiên cứu về thành phần hóa học của các dược liệu trong cao lỏng TK1 như Cà gai leo, Thổ phụ linh, Cốt khí củ, Dây gắm, Dây chiều cho thấy thành phần chính đều chứa tinh dầu, flavonoid inositol, saponin và tannin… Các flavonoid tự nhiên được xem là có bản chất chống oxy hóa, chống lại các gốc tự do của oxy - căn nguyên của nhiều quá trình bệnh lý trong cơ thể, trong đó có quá trình viêm, oxy hóa LDL. Tác dụng điều trị chống viêm, giảm đau của flavonoid từ các dược liệu cao lỏng TK1 có lẽ cũng liên quan chặt chẽ với đặc tính chống oxy hóa của nó.

Như vậy, thành phần chính có tác dụng chống viêm mạn của Cao lỏng TK1 là flavonoid. Nghiên cứu của các tác giả khác cũng cho thấy dược liệu chứa flavonoid có tác dụng chống viêm mạn.

Theo nghiên cứu của tác giả Nguyễn Thị Thanh Hoa, Regimune liều 840mg/kg/ngày (tương đương liều dùng trên lâm sàng) và 2520mg/kg thể trọng/ngày (gấp 3 liều dùng lâm sàng) cũng có tác dụng chống viêm mạn trên mô hình gây u hạt thực nghiệm ở chuột nhắt trắng [38].

Theo nghiên cứu của tác giả Nguyễn Thị Bích Thu về tác dụng chống viêm của Cà gai leo cho thấy: dạng chiết toàn phần và glycoalcaloid cà gai leo làm giảm trọng lượng u trên mô hình u hạt thực nghiệm theo thứ tự 42,2% và 35,2% [44].

Nghiên cứu của tác giả Trương Thị Huyền cho thấy lô uống GT1 liều 44,6g dược liệu/kg có tác dụng ức chế sự tạo thành u hạt sau khi gây viêm rõ rệt so với lô chứng sinh học (p < 0,05) [19].

 4.2.1.4. Mô hình ảnh hưởng của cao lỏng TK1 lên tuyến ức ở chuột cống non.
Mô hình nghiên cứu Ảnh hưởng của cao lỏng TK1 thông qua giảm khối lượng tuyến ức được xem như là một mô hình mô phỏng tác dụng chống viêm theo kiểu corticoid. Corticoid là một hormon của vỏ thượng thận có tác dụng ngăn cản hình thành các tế bào miễn dịch nên có thể gây ly giải lympho bào và làm teo tuyến ức [6]. Kết quả nghiên cứu ở bảng 3.8 cho thấy prednisolon với liều 6 mg/kg đã làm giảm khối lượng tuyến ức rõ sau 3 ngày điều trị. Cao lỏng TK1 đã thể hiện rõ tác dụng này, làm giảm khối lượng tuyến ức khi so với lô chứng sinh lý với p < 0,01. Kết quả này hoàn toàn phù hợp với các nghiên cứu trước đây  công bố về tác dụng làm giảm khối lượng tuyến ức của cà gai leo, dây gắm, thổ phục linh...

So sánh với nghiên cứu của tác giả Trần Thái Hà về tác dụng chống viêm giảm đau của bài thuốc “Thân thống trục ứ thang” bao gồm các vị thuốc Ngưu tất, Đào nhân, Hồng hoa, Đương quy, Cam thảo, Linh chi, Tần giao, Hương phụ, Tần giao, Khương hoạt. Kết quả nghiên cứu cho thấy các kháng nguyên phụ thuộc tuyến ức thì lympho bào B cần có sự hỗ trợ của các cytokin do tế bào T hỗ trợ hoạt hóa tiết ra mới có thể sản xuất kháng thể. Cao lỏng Thân thống trục ứ liều 28g/kg và 80g/kg có tác dụng chống viêm mạn nên được dùng làm thuốc chứng dương trên mô hình làm giảm trọng lượng khối u rõ rệt so với lô chứng (p<0,05-0,01) [12].

Như vậy, cao lỏng TK1 có tác dụng chống viêm với cả viêm cấp và viêm mạn, và có tác dụng chống viêm kiểu corticoid. 

4.2.2. Tác dụng giảm đau của cao lỏng TK1
Tác dụng giảm đau của cao lỏng TK1 được đánh giá trên mô hình gây đau tại tổ chức viêm (Randall-Selitto Test), mô hình gây đau quặn (Writhing Tests), và mô hình phiến nóng (Hot plate test). 

4.2.2.1. Mô hình “phiến nóng” (Hot plate test) (Giảm đau trung ương)

 Kết quả nghiên cứu cho thấy: so sánh giữa các lô tại thời điểm trước dùng thuốc: thời gian đáp ứng đau của chuột ở các lô nghiên cứu không có sự khác biệt có ý nghĩa thống kê (p > 0,05). So sánh giữa các lô tại thời điểm sau dùng thuốc: thời gian đáp ứng đau của chuột ở lô dùng Morphin kéo dài rõ rệt so với lô chứng sinh lý (p < 0,01). Thời gian đáp ứng đau của chuột ở các lô dùng TK1 cũng kéo dài hơn có ý nghĩa thống kê so với ở lô chứng sinh lý với p < 0,05, tuy nhiên còn thua kém so với lô dùng Morphin (p < 0,01). So sánh trong từng lô tại thời điểm sau dùng thuốc so với trước dùng thuốc: các lô dùng TK1 có dài hơn có thời gian đáp ứng đau của chuột dài hơn có ý nghĩa thống kê với p < 0,05, trong khi lô dùng Morphin thời gian đáp ứng đau của chuột dài hơn có ý nghĩa thống kê với p < 0,01.
Như vậy, theo mô hình này cường độ kích thích gây ra cảm giác đau là dùng nhiệt tác động vào da và bộ phận nhận cảm giác đau gồm các loại thụ cảm thể nhận kích thích nhiệt. Khi kích thích bằng nhiệt, có sự dẫn truyền từ ngoại vi về tủy sống, từ tủy sống kích thích lên não, chuột có phản xạ liếm chân sau. Cao lỏng TK1 có tác dụng ức chế phản xạ dẫn truyền thần kinh từ ngoại vi về não. Vì vậy, cao lỏng TK1 có tác dụng giảm đau theo cơ chế thần kinh thông qua tác động nhiệt vào da. 

Kết quả nghiên cứu của chúng tôi cũng tương đồng với kết quả nghiên cứu của tác giả Nguyễn Thị Thanh Hoa (2014). Nghiên cứu viên nang Regimune với liều 840mg/kg thể trọng/ngày 2520mg/kg thể trọng/ngày (liều tương đương và liều gấp 3 liều dùng trên lâm sàng) cũng cho thấy có tác dụng giảm đau theo mô hình mâm nóng [38]. 

Nghiên cứu của tác giả Trương Thị Huyền về bài thuốc GT1 kết quả nghiên cứu cho thấy: Codein (một thuốc giảm đau trung ương) liều 10mg/kg có tác dụng làm giảm rõ rệt thời gian phản ứng với kích thích nhiệt của chuột. Cao GT1 cả 2 liều 22,3g dược liệu/kg và 44,6 g dược liệu/kg đều có tác dụng giảm đau trên mô hình này [19].
Một số dược liệu được nghiên cứu cho thấy có tác dụng giảm đau trung ương khi thử nghiệm bằng phương pháp mâm nóng. Nguyễn Trần Thị Giáng Hương đã nghiên cứu tác dụng giảm đau của Cẩu tích và Cốt khí củ thì đều cho thấy rằng cao lỏng Cẩu tích và Cốt khí củ có tác dụng giảm đau trung ương [40].
4.2.2.2. Mô hình gây đau tại tổ chức viêm (Randall-Selitto Test)

Thí nghiệm gây đau bằng tác nhân hóa học là thí nghiệm đại diện có ý nghĩa trong việc đánh giá đau và giảm đau có tính chất ngoại vi. Trong các thí nghiệm này, pha đáp ứng đầu tiên là do sự kích thích trực tiếp lên sợi cảm giác, pha đáp ứng muộn hơn là do sự xuất hiện đáp ứng của phản ứng viêm và giải phóng ra trung gian hóa học gây đau.

Kết quả nghiên cứu của chúng tôi cho thấy: so với lô chứng sinh lý, tại tất cả các thời điểm đo, các lô dùng TK1 cũng như lô dùng thuốc tham chiếu diclofenac đều thể hiện tác dụng giảm đau, làm tăng ngưỡng đau (p < 0,05). Ở tất cả các thời điểm đo, giá trị của tỷ lệ % tăng ngưỡng đau so với lô chứng sinh lý ở lô dùng TK1 liều 2 đều cao hơn so với ở lô dùng liều 1, tuy nhiên chưa có sự khác biệt có ý nghĩa thống kê (p > 0,05). So với lô dùng diclofenac, ngưỡng đau của các lô dùng TK1 không khác biệt có ý nghĩa thống kê (p > 0,05). 
Như vậy, cao lỏng TK1 có tác dụng giảm đau rõ rệt tương tự như diclofenac, một thuốc giảm đau ngoại vi kinh điển. Theo các nghiên cứu về thành phần hóa học của các dược liệu cao lỏng TK1 cho thấy thành phần chính là các flavonoid, thành phần này có tác dụng chống oxy hóa cao. Nhờ tác dụng này sẽ làm giảm gốc tự do, làm giảm sự oxy hóa lớp phospholipid màng tế bào và giảm giải phóng một số chất trung gian hóa học dẫn đến viêm và đau. 

Một số tác giả khác cũng sử dụng phương pháp gây đau này để nghiên cứu tác dụng giảm đau của các thảo dược. 

Theo nghiên cứu của tác giả Nguyễn Thị Thanh Hoa về viên nang cứng Regimune, khi dùng liều tương đương với liều trên lâm sàng và liều gấp 3 liều dùng trên lâm sàng uống trong 3 ngày liên tục cũng thể hiện tác dụng giảm đau [38]. 

Tác giả Nguyễn Trần Thị Giáng Hương, nghiên cứu vị thuốc Cẩu tích bằng phương pháp giảm đau này cho thấy, Cẩu tích cũng có tác dụng giảm đau trên mô hình gây đau tại tổ chức viêm của chuột nhắt trắng [40]. 

4.2.2.3 Mô hình gây đau quặn (Writhing Tests)
Kết quả nghiên cứu của chúng tôi cho thấy: so với lô chứng sinh lý, các lô dùng cao lỏng TK1, và lô dùng thuốc tham chiếu diclofenac có thời gian xuất hiện đau lớn hơn và số cơn đau quặn trong 20 phút sau tiêm acid acetic ít hơn có ý nghĩa thống kê (p < 0,05). Cao lỏng TK1, và thuốc tham chiếu diclofenac đều thể hiện tác dụng giảm đau trên mô hình gây đau quặn thực nghiệm, làm thời gian xuất hiện đau muộn hơn và số cơn đau quặn giảm hơn so với lô chứng sinh lý. So với lô tham chiếu dùng diclofenac, các lô dùng cao lỏng TK1 có thời gian xuất hiện đau và số cơn đau quặn trong 20 phút sau tiêm acid acetic là tương đương, không có sự khác biệt có ý nghĩa thống kê (p > 0,05). Với các mức liều dùng trong nghiên cứu, cao lỏng TK1 có tác dụng giảm đau trên mô hình gây đau quặn tương đương với diclofenac liều 20mg/kg cân nặng.

Acid acetic là nguyên nhân gián tiếp gây giải phóng bradykinin, serotonin, histamin và các prostaglandin, chính những chất này gây ra đáp ứng đau quặn Ribeiro và cộng sự cho rằng tác dụng gây đau quặn bởi acid acetic phụ thuộc vào việc sản xuất và phát hành các cytokine gây viêm là: TNF-α, IL-1β và IL-6 và các prostaglandin [10]. Tác dụng giảm đau quặn của GHL và GHR có thể do sự ức chế sự tổng hợp của một số chất trung gian gây viêm như TNF-α, IL-1β, IL-6, và PGE2. Như vậy, trên mô hình gây đau quặn bằng acid acetic để đánh giá tác dụng giảm đau ngoại vi, cao lỏng TK1 thể hiện tác dụng khá tốt qua đó đánh giá tác dụng chống viêm. 

Kết quả nghiên cứu của chúng tôi cũng tương tự một số nghiên cứu về tác dụng chống viêm ngoại biên của dược liệu khác. 

Theo nghiên cứu của tác giả Nguyễn Thị Thanh Hoa về viên nang cứng Regimune, khi dùng liều tương đương với liều trên lâm sàng và liều gấp 3 liều dùng trên lâm sàng uống trong 3 ngày liên tục cũng thể hiện tác dụng giảm đau có ý nghĩa thống kê khi nghiên cứu bằng phương pháp gây đau quặn bằng acid acetic ở các thời điểm 10-15 phút, 15- 20 phút, 20-25 phút so với lô chứng [38]. 

Cũng theo nghiên cứu tác giả Nguyễn Trần Thị Giáng Hương, nghiên cứu vị thuốc Cẩu tích bằng phương pháp giảm đau này cho thấy, Cẩu tích cũng có tác dụng làm số cơn đau quặn của chuột nhắt trắng [40]. 

So sánh với nghiên cứu của tác giả Trần Thái Hà về tác dụng chống viêm giảm đau của bài thuốc “Thân thống trục ứ thang” cho thấy cao lỏng TTTUT liều 28g/kg và 80g/kg có tác dụng giảm đau ngoại vi trên chuột nhắt trắng trên mô hình gây đau quặn đau bằng acid acetic [12].
Nghiên cứu của tác giả Trương Thị Huyền về bài thuốc GT1 kết quả nghiên cứu cho thấy: cao GT1 liều 22,3g dược liệu/kg có xu hướng làm giảm số cơn quặn đau ở tất cả các thời điểm nghiên cứu, tuy nhiên sự khác biệt chưa có ý nghĩa thống kê. GT1 liều 44,6g dược liệu/kg làm giảm rõ rệt số cơn quặn đau từ phút thứ 5 đến phút thứ 25 sau khi tiêm acid acetic (p < 0,05) [19].
Như vây, cao lỏng TK1 thể hiện rõ cả tác dụng giảm đau ngoại vi (trong thử nghiệm Randall-Selitto Test và  Writhing Tests), và cả tác dụng giảm đau trung ương (trong thử nghiệm Hot plate test). Tác dụng giảm đau ngoại vi có thể do cơ chế ức chế các prostglandin và các chất trung gian hóa học khác như histamin, bradykinin, đồng thời có vai trò của tác dụng chống viêm làm giảm phù nề, chèn ép. 

 KẾT LUẬN

1. Kết luận về độc tính cấp của cao lỏng TK1.


Chưa tìm thấy LD50 của cao lỏng TK1 theo đường uống trên chuột nhắt trắng. Với mức liều cao nhất có thể cho chuột uống trong 24h là 300,0g dược liệu khô/kg thể trọng không xuất hiện độc tính cấp.
2. Kết luận về tác dụng chống viêm, giảm đau của cao lỏng TK1 trên thực nghiệm.
2.1 Kết luận về tác dụng chống viêm của cao lỏng TK1 trên thực nghiệm.
          Cao lỏng TK1 có tác dụng chống viêm cả viêm cấp và viêm mạn, đồng thời có tác dụng chống viêm kiểu corticoid. 
2. 2 Kết luận về tác dụng giảm đau của cao lỏng TK1 trên thực nghiệm.
Cao lỏng TK1 có tác dụng giảm đau cả ngoại vi và trung ương.
                                                  KIẾN NGHỊ 

Qua nghiên cứu thực nghiệm cho thấy bài thuốc TK1 không xác định được LD50 và có tác dụng chống viêm giảm đau tốt. Do vậy, chúng tôi đề xuất bài thuốc TK1 tiếp tục được nghiên cứu trên thực nghiệm và trên lâm sàng.
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PHỤ LỤC 1

SƠ ĐỒ CHIẾT XUẤT CAO LỎNG TK1
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	Dược liệu

( Đổ ngập nước và đun sôi tiếp trong 1h)
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	Tổng số dịch chiết



PHỤ LỤC 2

ẢNH NGHIÊN CỨU THỰC NGHIỆM
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Chuột nhắt trắng sử dụng trong nghiên cứu
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Chuột cống trắng sử dụng trong nghiên cứu
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Hình ảnh cho chuột uống thuốc
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Hình ảnh nuôi chuột
PHỤ LỤC 3
CÁC VỊ THUỐC TRONG CAO LỎNG TK1
1. Cà gai leo

  2. Thổ phục linh 
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  3.Cốt khí 
4.Cẩu tích 
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5.Dây gắm 

6.Dây chiều 

7.Hà thủ ô 

8.Ngưu tất nam 

9.Kê huyết đằng 
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10.Quế chi 
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Kết quả độc tính cấp của cao lỏng TK1


Đánh giá tác dụng chống viêm cấp, mạn, giảm đau trung ương, giảm đau ngoại biên của cao lỏng TK1








Động vật thực nghiệm


( Chuột nhắt trắng, Cống trắng)








 	


-  Mô hình độc tính cấp


-  Mô hình chống viêm cấp


- 	Mô hình chống viêm mạn


- 	Mô hình giảm đau trung ương


- 	Mô hình giảm đau ngoại biên








Cao lỏng TK1 tỷ lệ 1:1 








Dược liệu


bào chế





Chọn chuột trưởng thành đủ điều kiện      nghiên cứu





Chia lô





Loại những chuốt không đủ tiêu chuẩn








 Uống cao lỏng TK1








Dược liệu khô


(Chế biến)





Cân theo tỷ lệ bài thuốc


( Đổ ngập nước và đun sôi trong 1h)








Dược liệu


( Đổ ngập nước và đun sôi tiếp trong 1h)








Dịch chiết 2








Dịch chiết 3








Dịch chiết 1








Cao lỏng 100g/100ml





Tuyến ức chuột nhắt trắng trong nghiên cứu tác dụng chống viêm của TK1





Tuyến ức





Hình ảnh gây u hạt trên chuột trong nghiên cứu tác dụng chống viêm của TK1





Hình ảnh khối u hạt được bóc tách khỏi các tổ chức xung quanh để cân trọng lượng trong nghiên cứu tác dụng chống viêm của TK1





Thời gian từ lúc cho chuột lên bản nóng đến khi chuột đưa chân sau lên liếm dùng đánh giá tác dụng giảm đau của chế phẩm nghiên cứu (TK1) trong thử nghiệm đo đau bản nóng





Cơn đau quặn bụng của chuột trong thử nghiệm đau quặn nghiên cứu ché phẩm TK1. Chuột oằn người, duỗi dài thân người, ép bụng xuống nền. 





Đo đau trên bàn chân chuột bị phù viêm trong nghiên cứu tác dụng giảm đau trên tổ chức viêm của chế phẩm TK1 





Đo thể tích phù bàn chân chuột trong nghiên cứu tác dụng chống viêm cấp của chế phẩm TK1. 








