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TÓM TẮT 
Trong bài báo này, cấu trúc và hoạt tính gây độc tế bào của ulvan, một 

sulfate polysaccharide được phân lập từ rong lục Enteromorpha intestinalis, đã 
được nghiên cứu. Kết quả cho thấy polysaccharide bao gồm rhamnose, galactose, 
xylose, manose, glucose (tỷ lệ mol Rha: Xyl: Glc = 1: 0,04: 0,03), acid uronic 
(24,5%) và hàm lượng sulfate (17,6%), trọng lượng phân tử của nó là 210.000 
g/mol. Ulvan có disaccharide dạng A3S: →4)β-D-Glucuronic acid (1→4)α-L-
Rhamnose-3-sulfate(1→, mạch nhánh rhamnose liên kết với mạch chính ở vị trí 
C-2. Ulvan thể hiện hoạt tính gây độc tế khá tốt trên 3 dòng tế bào: ung thư gan 
HepG2 (IC50 =31,81 ± 2,87µg/ml), ung thư vú MCF7 (IC50 = 26,45 ± 1,36µg/ml) 
và ung thư cổ tử cung Hela (IC50 =34,68 ± 3,84 µg/ml). 

Từ khóa: Ulvan, Enteromorpha intestinalis, cấu trúc, hoạt tính gây độc tế bào. 

ABSTRACT 
In this paper, structure and cytotoxic activity of ulvan, a sulfated 

polysaccharide isolated from green seaweed Enteromorpha intestinalis, were 
determined. The results showed that the polysaccharide  was composed of  
rhamnose, galactose, xylose, manose, glucose (mole ratio of Rha : Xyl : Glc equal 
to 1 : 0.04 : 0.03),  uronic  acid (24.5%) and sulfate content (17.6%), its  
molecular weight is 210,000 g/mol. This ulvan mainly consists of disaccharide 
A3S type: →4)β-D-Glucuronic acid (1→4)α-L-Rhamnose-3-sulfate(1→,  
branchs were rhamnose residues linkaged to the main chain at C-2 position.  The 
ulvan showed a significant cytotoxic activity against hepatocellular carcinoma 
HepG2 (IC50 =  31.81 ± 2.87µg/ml), human breast cancer MCF7 (IC50 = 26.45 ± 
1.36µg/ml), and cervical cancer Hela (IC50 = 34.68 ± 3.84 µg/ml). 

Keywords: Ulvan, Enteromorpha intestinalis, structure, cytotoxic activity. 
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1. ĐẶT VẤN ĐỀ 
Hiện nay polysaccharide có nguồn gốc từ rong biển đang 

thu hút sự quan tâm nghiên cứu của các nhà khoa học trong 

nhiều lĩnh vực do các tính chất và hoạt tính sinh học phong 
phú của chúng. Rong lục dùng làm nguyên liệu phân lập 
polysaccharide nhiều nhất thuộc về bộ Ulvales gồm chi Ulva, 
Enteromorpha, Monostroma, Codium, Caulerpa và  
Chaetomorpha [1].  

Ulvan là polysaccharide chiết xuất từ rong lục chi Ulva 
và Enteromorpha. Ở Việt Nam, polysaccharide chiết tách từ 
rong lục chi Ulva (tên Việt Nam là rong Cải) đã được nghiên 
cứu và thu được kết quả tốt [2-4]. Rong lục Enteromorpha 
(tên Việt Nam là rong Bún) đã được đánh giá về trữ lượng, 
thành phần và điều kiện sinh thái [5] nhưng các nghiên cứu 
về polysaccharide từ chi rong này chưa nhiều. Ulvan có thể 
chiếm 8 - 29% trọng lượng rong khô, tùy thuộc vào loài 
rong, thời điểm thu hái, điều kiện sinh trưởng, quy trình xử 
lý và chiết tách [6]. Các nghiên cứu cho thấy ulvan có nhiều 
hoạt tính sinh học như chống oxy hóa, chống đông tụ máu, 
chống tăng lipid máu... phù hợp để ứng dụng vào các lĩnh 
vực dược phẩm và mỹ phẩm [7, 8].   

Các nghiên cứu [9-11] đã chỉ ra rằng polysaccharide 
dạng ulvan từ rong lục chi Enteromorpha có cấu trúc phức 
tạp, thành phần đường chủ yếu là rhamnose, glucose, 
xylose, acid glucuronic, acid iduronic và nhóm sulfate. 
Trong bài báo trước [12] chúng tôi đã chiết tách và phân 
lập các polysaccharide từ rong lục Enteromorpha intestinalis 
thu thập ở biển Nha Trang. Bài báo này công bố kết quả 
nghiên cứu cấu trúc và hoạt tính sinh học của 
polysaccharide dạng ulvan từ loài rong này. 
2. THỰC NGHIỆM 
2.1. Mẫu rong biển 

Rong Enteromorpha intestinalis được thu ở Nha Trang 
tháng 3/2020 và định danh bởi TS. Võ Thành Trung (Viện 
Nghiên cứu và ứng dụng công nghệ Nha Trang). Tiêu bản 
rong kí hiệu EI20 được lưu giữ ở Viện Hóa học. Mẫu rong 
biển sau khi thu thập được rửa sạch bằng nước rồi đem 
phơi khô trong bóng râm, sau đó nghiền thành bột. 
2.2. Chiết tách polysaccharide từ rong  

20g bột rong khô được xử lý với hỗn hợp MeOH-CHCl3 
để loại màu và chất béo, sau đó chiết với dung dịch HCl,  
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pH = 6 ở nhiệt độ 80°C trong 2 giờ, lọc lấy dung dịch. Bã 
rong được chiết lần 2 ở điều kiện như trên. Gộp dịch chiết 
trong 2 lần, cô quay giảm thể tích, ly tâm lấy dịch trong. 
Thêm cồn vào để tủa polysaccharide (Vcồn:Vdịch  =  4:1). Ly 
tâm lấy tủa, rửa tủa nhiều lần bằng cồn thu được 1,96g 
polysaccharide. Polysaccharide tiếp tục được tách 
polysaccharide điện tích (P1) và trung hòa (P0)  bằng cách 
tủa với cetavlon thu được 1,73g P1, dịch tủa với cồn thu 
được 0,23g P0, tương ứng hàm lượng là 8,65% và 1,15% 
theo trọng lượng rong khô [12]. 

2.3. Phân tích thành phần hóa học 
Thành phần đường trung tính: Xác định theo phương 

pháp của Billan và cộng sự [13]. Dẫn xuất alditol acetate 
được điều chế bằng cách thủy phân fucoidan với CF3COOH 
(TFA) 2M trong 8h ở 100°C, sau đó phân tích trên máy sắc 
ký GC-FID. 

Hàm lượng sulfate: Xác định bằng phương pháp đo độ 
đục [14].  

Hàm lượng acid uronic: Xác định bằng phương pháp 
carbazol [15] 

2.4. Sắc kí thẩm thấu gel GPC  
GPC đo trên máy HPLC Agilent 1100 với pha động là 

NaNO3 0,1N, sử dụng detector RI và pullulan làm chất chuẩn. 
2.5. Phổ IR 

Phổ IR được đo trên máy FT-IR Affinity-1S SHIMADZU. 

2.6. Phổ NMR 
Phổ NMR đo trên máy Bruker AVANCE III 500MHz với 

dung môi D2O ở nhiệt độ 70°C, sử dụng DSS làm chất 
chuẩn nội với kỹ thuật đo khử tín hiệu của nước. 

2.7. Hoạt tính gây độc tế bào 
Đánh giá hoạt tính gây độc tế bào trên 3 dòng tế bào 

ưng thư của người bao gồm HepG2 (ung thư gan), MCF7 
(ung thư vú), và Hela (ung thư cổ tử cung) được thực hiện 
theo phương pháp của Skekan và CS [16]. Phần trăm ức chế 
sự phát triển của tế bào khi có mặt chất thử sẽ được xác 
định thông qua công thức sau:  

% Ức chế = 100% - 
OD (chất thử) – OD (ngày 0) 

OD (đối chứng âm) – OD (ngày 0) 

Phép thử được lặp lại 3 lần để đảm bảo tính chính xác. 
Ellipticine được sử dụng là chất đối chứng dương và DMSO 
được sử dụng như đối chứng âm. Giá trị IC50 (nồng độ ức 
chế 50% sự phát triển) sẽ được xác định nhờ vào phần mềm 
máy tính TableCurve. 

3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 
Kết quả phân tích thành phần hóa học (bảng 1) cho 

thấy mẫu polysaccharide điện tích P1 tách từ rong lục 
E.intestinalis gồm chủ yếu là rhamnose, acid uronic, nhóm 
sulfate ngoài ra còn có lượng nhỏ xylose và glucose. Kết 
quả phân tích chứng tỏ polysaccharide điện tích P1 là 
polysaccharide dạng ulvan. Mẫu P1 có hàm lượng sulfate là 
tương đương, hàm lượng uronic acid tương đối cao so với 
ulvan tách từ các loài rong lục thuộc chi Ulva [3, 17, 18]. 

Bảng 1. Thành phần hóa học của P1 

Thành phần monosaccharide  
(% mol) 

SO3Na 
(%w) 

Uronic acid 
(%w) 

Rhamnose Xylose Glucose 
17,6 24,5 

1 0,04  0,03 

Kết quả đo GPC cho thấy P1 có độ đa phân tán cao thể 
hiện qua sự phân bố trọng lượng phân tử Mw/Mn là 2,01; 
trọng lượng phân tử trung bình Mw là 210×103g/mol. 

Trên phổ IR của P1 có tín hiệu dao động ở 846cm-1 và 
788cm-1 được gán cho dao động của liên kết C-O-S. Tín hiệu 
ở 1028cm-1 với cường độ mạnh đặc trưng cho dao động 
của liên kết glycoside C-O-C. Dải hấp thụ ở 1622cm−1 là do 
dao động của liên kết COO- và liên kết C=O trong nhóm 
COOH thể hiện sự có mặt của uronic acid trong ulvan. 

Phân tích phổ 1H-NMR, chúng tôi kí hiệu C, D, E là các 
cụm peak tương ứng với 3 tín hiệu của proton anomer C1, 
D1, E1 ở 4,89; 4,82 và 4,64ppm. Trên phổ, xuất hiện tín hiệu 
ở vùng trường cao tại 1,3ppm được gán cho proton gắn với 
C-6 ứng với nhóm CH3 của rhamnose và các tín hiệu ở vùng 
3,4 - 4,3ppm là các proton của vòng pyranose. Phân tích các 
tín hiệu cộng hưởng trên phổ 13C-NMR cho thấy, các tín 
hiệu cộng hưởng ở vùng trường thấp ứng với độ chuyển 
dịch hóa học khoảng 100 - 103ppm là đặc trưng cho các 
carbon anomer, các carbon còn lại trong vòng ở vùng 69 - 
80ppm. Tín hiệu ở vùng trường cao (17 - 20ppm) đặc trưng 
cho nhóm C-CH3 và tín hiệu tại 177,24ppm chứng tỏ sự có 
mặt của uronic acid trong phân tử ulvan. 

 
Hình 1. Phổ COSY của P1 

Các proton từ H-1 đến H-6 của C được xác định dựa vào 
các tín hiệu trên phổ COSY (hình 1), từ đây các carbon từ  
C-1 đến C-6 cũng lần lượt được gán dựa vào phổ HSQC 
(hình 2). Trên phổ HSQC, từ tín hiệu của proton anomer  
H-1(C) có độ dịch chuyển hóa học ở 4,89ppm sẽ xác định 
được carbon anomer C-1(A) tương ứng với độ chuyển dịch 
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hóa học ở khoảng 101,5ppm, độ dịch chuyển hóa học của  
H-1(C) đặc trưng cho Hα anomer. Tương tự như vậy, từ vị trí 
tín hiệu cộng hưởng của các proton H-2 đến H-5 sẽ xác 
định được vị trí các tín hiệu carbon C-2 đến C-5, tương ứng. 
Tín hiệu của C-2 (79,31 ppm) bị đẩy về phía trường thấp 
chứng tỏ rằng liên kết glycoside của C có thể là (1→2) 
và/hoặc nhóm sulfate ở vị trí C-2. Trên phổ HMBC (hình 3) 
thể hiện mối tương quan giữa H-1(C) và C-2(C). Vậy có thể 
kết luận C là →2) α- Rha. Đối với cụm D, tín hiệu của proton 
anomer H-1 trên phổ 1H-NMR ứng với độ dịch chuyển hóa 
học ở 4,82ppm, đây là giá trị cộng hưởng đặc trưng cho 
proton anomer Hα. Điều này được khẳng định một lần nữa 
bằng việc phân tích phổ HSQC: carbon anomer C-1(D) ở 
100,45ppm có liên hệ với proton H-1(B) tại 4,82ppm. Dựa 
vào tín hiệu của H-1(D), từ phổ COSY các tín hiệu tại của  
H-2, H-3, H-4 và H-5 của D; từ phổ HSQC sẽ xác định được 
các tín hiệu C-2, C-3, C-4 và C-5 của D. Mặt khác, tín hiệu 
của C-3 (78,77ppm) và C-4 (78,71ppm) đã bị đẩy về phía 
trường thấp chứng tỏ rằng liên kết glycoside ở D có thể là 
(1→3,4) và/hoặc nhóm sulfate ở vị trí C-3 và C-4. Trên phổ 
HMBC (hình 3) thể hiện mối tương quan giữa H-1(D) và  
C-4(D). Vậy có thể kết luận D là→4)α-Rha3S.  

Cụm E có tín hiệu tại 177,26ppm chứng tỏ E là thành 
phần uronic acid có trong ulvan. Tín hiệu carbon C-4 của 
acid uronic bị đẩy về phía trường thấp, chứng tỏ C-4 là 
carbon tham gia liên kết glycoside. Đối với E, tín hiệu cộng 
hưởng của proton anomer H-1 trên phổ 1H-NMR nằm tại 
4,64ppm là điển hình cho Hβ. Các nghiên cứu trước [3, 19, 
20] đã chứng minh rằng, ulvan có thành phần chính là  
α-rhamnose, β- acid glucuronic và β- acid iduronic, do đó E 
được đề xuất là β (1→4)- acid glucuronic. Chuỗi liên kết 
glycoside trong mạch polymer của phân tử ulvan được suy 
ra từ việc phân tích phổ HMBC (hình 3), trên phổ HMBC thể 
hiện tương tác giữa H-1(D) và C-4(E), H-1(E) và C-4(D), H-
1(D) và C-2 (C).  

 
Hình 2. Phổ HSQC của P1 

 
Hình 3. Phổ HMBC của P1 

Từ kết quả phân tích phổ NMR ở trên, có thể kết luận 
rằng phân tử ulvan P1 từ rong lục Enteromorpha intestinalis 
được cấu thành bởi disaccharide tạo thành chuỗi có dạng 
A3S →4) β-D-Glucuronic acid (1→4)α-L-Rhamnose-3-sulfate 
(1→, phân nhánh ở C-2 của rhamnose. Kết quả phân tích 
phổ NMR của P1 được đưa ra trong bảng 2. 

Bảng 2. Kết quả phân tích phổ NMR của P1 

 
C-1/ 

H-1 

C-2/ 

H-2 

C-3/ 

H-3 

C-4/ 

H-4 

C-5/ 

H-5 

C-6/ 

H-6 

C 

2 Rha 

101,50/ 

4,89 

79,31/ 

4,03 

70,67/ 

3,72 

71,60/ 

3,86 
68,78/ 

4,03 
17,53/ 

1,26 

D 

4 Rha 

100,45/ 

4,82 

69,60/ 

4,23 

78,77/ 

4,61 

78,71/ 

3,78 

68,65/ 

4,13 

20,29/ 

1,30 

E 

4GluA 

103,69/ 

4,64 

74,41/ 

3,35 

74,67/ 

3,66 

79,49/ 

3,68 

76,25/ 

3,86 
177,24 

Bảng 3. Kết quả thử hoạt tính gây độc tế bào của P1 

Mẫu 
Nồng độ 
(µg/ml) 

% ức chế tế bào sống 

HepG2 Hela  MCF-7 

 

 

P1 

100 101,95 103,15 102,98 

20 38,48 35,10 40,06 

4 21,26 21,95 32,73 

0,8 14,24 12,39 13,18 

IC50 31,81±2,87 34,68±3,84 26,45±1,36 

 

Ellipticine 

 

10 98,67 96,69 94,07 

2 70,86 78,13 71,14 

0,4 50,58 51,11 51,42 

0,08 18,41 27,87 23,08 

IC50 0,50±0,02 0,34±0,02 0,45±0,01 
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Mẫu ulvan P1 được đánh giá hoạt tính gây độc tế bào 
trên 3 dòng tế bào ung thư của người bao gồm HepG2 
(ung thư gan), MCF7 (ung thư vú), và Hela (ung thư cổ tử 
cung). Kết quả đánh giá hoạt tính gây độc tế bào của ulvan 
P1 tại các nồng độ 0,8; 4; 20 và 100µg/ml với 3 dòng tế bào 
HepG2, MCF7 và Hela được đưa ra trên bảng 3. Kết quả 
nghiên cứu cho thấy ulvan P1 tách từ loài rong 
Enteromorpha intestinalis thể hiện hoạt tính gây độc tế bào 
rất tốt,  khả năng ức chế tế bào sống sót tăng với sự tăng 
nồng độ của ulvan.  

4. KẾT LUẬN 
Polysaccharide mang điện tách chiết từ rong lục 

Enteromorpha intestinalis có dạng ulvan, cấu trúc hóa học 
của nó gồm mạch chính được cấu thành bởi disaccharide 
dạng A3S: →4) β-D-Glucuronic acid (1→4) α-L-Rhamnose-3-
sulfate (1→, rhamnose ở mạch nhánh liên kết với mạch 
chính tại vị trí C-2 của rhamnose. Kết quả cho thấy ulvan từ 
loài rong này thể hiện hoạt tính gây độc tế bào rất tốt trên 
3 dòng tế bào thử nghiệm là HepG2, Hela và MCF-7. 
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