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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% [1].
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 [2]. Đau theo định nghĩa của Tổ chức y tế thế giới (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 [3].
Y học hiện đại (YHHĐ) với các nhóm thuốc chống viêm không steroid (NSAID), corticoid, opioid, …có hiệu quả trong điều trị viêm đau tuy nhiên biểu hiện viêm đau thường tái phát nhanh sau dừng thuốc, việc sử dụng thuốc kéo dài thường gây các tác dụng phụ trên đường tiêu hoá, gan, thận...[4]. Hiện nay các thuốc Y học cổ truyền (YHCT) đang được quan tâm nghiên cứu và sử dụng do tính an toàn và hiệu quả kéo dài, sử dụng riêng lẻ hoặc kết hợp các thuốc hoá dược cho hiệu quả điều trị tốt [5],[6],[7].
Mặt khác, sự kháng lại các loại thuốc kháng sinh của nhiều dòng vi khuẩn gây bệnh hiện đang gây nên mối quan ngại sâu sắc cho việc chăm sóc sức khỏe y tế cộng đồng trên toàn thế giới. Việc tìm kiếm các thuốc kháng sinh mới luôn được quan tâm, trong đó các thực vật có tác dụng kháng khuẩn được xem là một nguồn quan trọng để nghiên cứu phát triển các thuốc điều trị các bệnh lý nhiễm khuẩn [8],[9]. 
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.
Hoàng bá nam (Cortex Oroxyli) là vỏ thân đã phơi hoặc sấy khô của cây núc nác (Oroxylum indicum (L.) Kurz) [10]. Dân gian đã dùng như một cây thuốc quý , từ lâu Hoàng bá nam được dùng trong điều trị một số bệnh như: hạt núc nác để chữa ho lâu ngày, viêm khí quản, đau dạ dày; vỏ núc nác chữa đi ngoài, đi lỵ, chữa dị ứng ngoài da cơ xương khớp, có tác dụng giảm đau, chống viêm với hiệu quả điều trị cao, còn dùng để nhuộm màu vàng [10]. Tuy nhiên cho đến nay vẫn chưa có nghiên cứu tác dụng dược lý nào về giảm đau, chống viêm của  Hoàng bá nam [10]. Tác dụng kháng khuẩn của Hoàng bá nam mới dừng lại ở nghiên cứu invitro [11].
 Để có bằng chứng khoa học sử dụng dược liệu này trong việc điều trị bệnh, chúng tôi tiến hành nghiên cứu đề tài: “Nghiên cứu tác dụng chống viêm, giảm đau và kháng khuẩn của Hoàng bá nam (Cortex Oroxyli) trên thực nghiệm”, với hai mục tiêu:
1. Đánh giá tác dụng chống viêm khớp cổ chân và giảm đau của Hoàng bá nam trên thực nghiệm.
2. Đánh giá tác dụng tác dụng kháng khuẩn của Hoàng bá nam trên mô hình gây bỏng thực nghiệm.


Chương 1
TỔNG QUAN TÀI LIỆU

1.1. Tổng quan về viêm theo y học hiện đại
1.1.1. Định nghĩa
	Viêm là hiện tượng sưng, nóng, đỏ, đau 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 [11]. 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 [2].
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 [12].
+ Nguyên nhân bên ngoài: Cơ học, vật lý, hóa học, sinh học
+ Nguyên nhân bên trong: 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.
· Phân loại viêm:
+ 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.
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 [2],[12].
Các 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.
1.1.4. Một số thuốc chống viêm
1.1.4.1. Thuốc 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 [4].
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 [4].
* Một số thuốc trong nhóm: aspirin, indomethacin, piroxicam, ibuprofen, diclfenac,…[1]. 

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. Ngoài ra nó còn ức chế dòng bạch cầu đơn nhân, đa nhân, lympho bào đi vào mô để khởi phát phản ứng viêm [13]. 
* Một số thuốc trong nhóm: hydocortison, prednisolon, methylprednisolon, dexamethason …[1]. 
1.2. Tổng quan về đau theo Y học hiện đại
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 [14]. 
         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 [15]. 
1.2.2. Phân loại đau
1.2.2.1. Theo cơ chế gây đau:
- Đau cảm thụ (nociceptive pain): là đau do tổn thương tổ chức (cơ, da, nội tạng…) gây kích thích vượt ngưỡng đau [15].
+ Đau cảm thụ có 2 loại: 
· Đau thân thể (somatic pain) là đau do tổn thương mô da, cơ, khớp… 
· Đau nội tạng (visceral pain) là đau do tổn thương nội tạng.
+ Đau thần kinh (neuropathic pain): Là chứng đau do những thương tổn nguyên phát hoặc những rối loạn chức trong hệ thần kinh gây nên.
+ Đau thần kinh chia 2 loại: 
·  Đau thần kinh ngoại vi (peripheral neuropathic pain) do tổn thương các dây hoặc rễ thần kinh (Ví dụ: đau sau herpes, đau dây V, bệnh thần kinh ngoại vi do đái tháo đường, bệnh thần kinh ngoại vi sau phẫu thuật, bệnh thần kinh ngoại vi sau chấn thương…); 
·  Đau thần kinh trung ương (central neuropathic pain) do tổn thương ở não hoặc tủy sống (ví dụ: đau sau đột quỵ não, xơ não tủy rải rác, u não, chèn ép tủy…)
- Đau hỗn hợp (mixed pain): gồm cả 2 cơ chế đau cảm thụ và đau thần kinh. Ví dụ: đau thắt lưng với bệnh lý rễ thần kinh, bệnh lý rễ thần kinh cổ, đau do ung thư, hội chứng ống cổ tay…
- Đau do căn nguyên tâm lý.
1.2.2.2. Theo thời gian
· Đau cấp tính (acute pain): là đau mới xuất hiện, có cường độ mạnh mẽ, có thể được coi là một dấu hiệu báo động hữu ích. Đau cấp giúp việc chẩn đoán cần thiết nhằm xác định chứng đau có nguồn gốc thực thể hay không. Thời gian đau dưới 3 tháng. Các loại đau cấp tính bao gồm:
+ Đau sau phẫu thuật.
+ Đau sau chấn thương.
+ Đau sau bỏng.
+ Đau sản khoa.
· Đau mạn tính (chronic pain) là chứng đau dai dẳng tái đi tái lại nhiều lần. 
+ Đau lưng và cổ.
+ Đau cơ.
+ Đau sẹo.
+ Đau mặt.
+ Đau khung chậu mạn tính.
+ Đau do nguyên nhân thần kinh… [16].
1.2.3. Thuốc giảm đau
* Thuốc giảm đau trung ương
+ 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, ….
+ Thuốc đối kháng đơn thuần trên receptor opioid: naloxon, naltrexon.
* 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)
Các thuốc trong nhóm: paracetamol, ibuprofel, indomethacin, diclofenac, …
1.3. Tổng quan về nhiễm khuẩn theo y học hiện đại
1.3.1. Định nghĩa
Định nghĩa nhiễm khuẩn (còn gọi là nhiễm trùng) là sự tăng sinh của các vi khuẩn, virus hoặc ký sinh trùng đối với cơ thể, dẫn tới các phản ứng tế bào, tổ chức hoặc phản ứng toàn thân. Thông thường, biểu hiện trên lâm sàng là một hội chứng nhiễm khuẩn, nhiễm độc.
Nhiễm trùng có thể tại một vị trí cố định hoặc đi theo đường máu lan khắp cơ thể. Tuy nhiên, một số vi sinh vật tự nhiên sống trong cơ thể không được xem là nhiễm trùng, ví dụ: vi khuẩn thường trú trong miệng và ruột. Vi khuẩn và virus không thể nhìn thấy bằng mắt thường, chúng có thể gây ra các triệu chứng tương tự nhau và thường lây lan theo những con đường giống nhau. Đây là điểm tương đồng duy nhất giữa vi khuẩn và virus. Việc phân biệt nhiễm trùng do vi khuẩn và virus rất quan trọng cho việc chẩn đoán và điều trị bệnh:
+ Vi khuẩn là một thể duy nhất, chúng là tế bào rất phức tạp và có thể tự tồn tại bên trong hoặc bên ngoài cơ thể. Hầu hết các vi khuẩn không có hại. Trong thực tế, có nhiều vi khuẩn thường trú trên da và trong cơ thể của chúng ta, đặc biệt là trong ruột giúp tiêu hóa thức ăn.
+ Virus có kích thước nhỏ hơn và có cấu tạo không phải là tế bào. Không giống như vi khuẩn, virus cần một vật chủ như con người hay động vật để nhân lên. Virus gây nhiễm trùng bằng cách nhập vào nhân bên trong các tế bào khỏe mạnh của vật chủ [17].
1.3.2. Triệu chứng
Các triệu chứng phổ biến của bệnh nhiễm trùng (vi khuẩn và virus) là ho và hắt hơi, sốt, viêm, nôn mửa, tiêu chảy, mệt mỏi và chuột rút. Tất cả các phản ứng trên là cách mà hệ thống miễn dịch cố gắng loại bỏ sinh vật gây bệnh. Tuy nhiên, bệnh nhiễm trùng do vi khuẩn và virus không hoàn toàn giống, hầu hết là do sự khác biệt về cấu trúc của sinh vật và cách chúng phản ứng với thuốc. Bệnh nhân có thể gặp các triệu chứng rất đa dạng cho vấn đề nhiễm trùng [17].
1.3.3. Phân loại
1.3.3.1. Phân loại nhiễm trùng theo vị trí bệnh [17]
Nhiễm trùng có thể được phân loại theo vị trí giải phẫu của cơ quan bị nhiễm bệnh, bao gồm:
+ Nhiễm trùng đường tiết niệu.
+ Nhiễm trùng da.
+ Nhiễm trùng đường hô hấp.
+ Nhiễm trùng có nguồn gốc trong hay các mô xung quanh răng.
+ Nhiễm trùng âm đạo.
+ Nhiễm trùng ối.
1.3.3.2. Phân loại các thể bệnh nhiễm trùng
- Nhiễm trùng đơn độc: nhiễm trùng do 1 loại mầm bệnh gây nên.
- Nhiễm trùng phối hợp: nhiễm trùng do hai hoặc nhiều loại mầm bệnh gây nên.
- Nhiễm trùng thứ phát: nhiễm trùng trên cơ thể bị suy yếu do một nhiễm trùng khác (nhiễm nấm Candida thứ phát trên bệnh nhân nhiễm HIV/AIDS...).
- Nhiễm trùng cục bộ: nhiễm trùng tập trung tại một vị trí nhất định.
- Nhiễm trùng toàn thân.
- Nhiễm trùng cấp tính (cấp diễn): cúm, lỵ...
- Nhiễm trùng mạn tính (trường diễn).
- Các thể nhiễm trùng khác như: nhiễm trùng tái nhiễm, nhiễm trùng phôi thai (bệnh giang mai bẩm sinh), nhiễm trùng điển hình và không điển hình, nhiễm trùng chậm (nhiễm virus HIV), nhiễm trùng phân tử (do các acid nucleic. của virus xâm nhập vào cơ thể có thể gây bệnh) [17].
1.3.4. Phương pháp điều trị
1.3.4.1. Điều trị nhiễm trùng do vi khuẩn
Các bác sĩ thường điều trị nhiễm trùng do vi khuẩn bằng kháng sinh. Kháng sinh có thể diệt vi khuẩn hoặc ngăn chặn chúng nhân lên. Tuy nhiên, kể từ khi vi khuẩn kháng kháng sinh ngày càng tăng, các thuốc kháng sinh thế hệ mới nhất được chỉ định dùng cho các bệnh nhiễm khuẩn nghiêm trọng [17].
1.3.4.2. Điều trị nhiễm trùng do virus
Kiểm soát các triệu chứng bằng các loại thuốc khác nhau. Ví dụ: dùng paracetamol để giảm sốt. Sử dụng thuốc kháng virus để ngăn chặn sự nhân lên của virus, Ví dụ: dùng thuốc chữa HIV/AIDS. Thuốc kháng sinh sẽ không hiệu quả để điều trị nhiễm virus [17].
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1.4.1. Bệnh danh: 
Đau thuộc phạm trù chứng Tý trong YHCT. “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” [18].
1.4.2. Nguyên nhân và cơ chế bệnh sinh
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) [18].
1.4.3. Các thể lâm sàng và điều trị 
1.4.3.1. Thể phong thấp tý 
- Triệu chứng lâm sàng: Các khớp và cơ nhục đau mỏi, co duỗi khó khăn, cảm giác nặng nề. Đau có tính chất di chuyển và thường xảy ra ở các khớp nhỏ và nhỡ. Trong đợt bệnh tiến triển các khớp sưng đau, bì phù có cảm giác tê bì. Thời kỳ đầu có biểu hiện sợ gió, phát sốt. Chất lưỡi nhợt, rêu lưỡi mỏng trắng hay nhờn dính. Mạch phù hoãn hoặc nhu hoãn. 
- Pháp điều trị: Khu phong, trừ thấp, thông lạc, chỉ thống. 
- Phương dược: Bài Quyên tý thang (Y học tâm ngộ) gia giảm: Tang chi 40g, Tần giao 12g, Độc hoạt 12g, Khương hoạt 12g, Đương quy 12g, Hải phong đằng 40g, Bắc mộc hương 6g, Quế chi 10g, Xuyên khung 10g, Nhũ hương 6g, Cam thảo 6g. Tất cả làm thang, sắc uống ngày 01 thang chia 2 lần. Một liệu trình điều trị từ 15 - 30 ngày. 
1.4.3.2. Thể hàn thấp tý 
- Triệu chứng lâm sàng: Các khớp ở chi trên và chi dưới có cảm giác đau, lạnh và nặng nề. Tính chất đau thường cố định, ít di chuyển. Ngày đau nhẹ, về đêm đau nặng, thời tiết lạnh, ẩm đau tăng lên, chườm nóng đỡ đau. Chỗ đau ít sưng nề, tại khớp tổn thương thường không nóng đỏ, co duỗi khó khăn. Chất lưỡi nhợt, rêu lưỡi trắng nhờn, mạch huyền khẩn hay huyền hoãn. 
- Pháp điều trị: Ôn kinh, tán hàn, trừ thấp, thông lạc. 
- Phương dược: Bài thuốc Ô đầu thang (Kim quỹ yếu lược) gia vị: Chế xuyên ô 12g, Bạch thược 12g, Bạch truật 12g, Thương truật 16g, Ma hoàng 12g, Hoàng kỳ 12g, Chích cam thảo 12g, Đương quy 12g, Khương hoàng 12g.
1.4.3.3. Thể hàn nhiệt thác tạp 
- Triệu chứng lâm sàng: Các khớp và cơ nhục sưng, đau. Người cảm giác nóng nhưng tại chỗ khớp đau không nóng. Bệnh nhân cảm thấy sốt, nhưng đo nhiệt độ không cao. Các khớp co duỗi khó khăn, chườm ấm có cảm giác dễ chịu. Các khớp có thể cứng, biến dạng. Thân nhiệt về đêm có thể tăng, miệng khát, nhưng không thích uống nước. Lưỡi đỏ, rêu lưỡi trắng hay lưỡi nhợt, rêu lưỡi vàng. Mạch huyền sác hoặc huyền khẩn. 
- Pháp điều trị: Ôn kinh, tán hàn, thanh nhiệt, trừ thấp. 
- Phương dược: Bài Quế chi thược dược tri mẫu thang (Kim quỹ yếu lược): Quế chi 8g, Bạch thược 12g, Chích cam thảo 8g, Ma hoàng 8g, Phụ tử chế 8g, Bạch truật 12g, Tri mẫu 12g, Phòng phong 12g, Sinh khương 3g. 
1.4.3.4. Thế thấp nhiệt tý 
- Triệu chứng lâm sàng: Các khớp sưng, nóng, đỏ, đau. Người bệnh có cảm giác nặng nề, phát sốt. Miệng khát, nhưng không thích uống nước, phiền táo, bất an. Các khớp co duỗi khó khăn, vận động, đi lại khó. Đại tiện thường táo, đôi khi có thể nát, nước tiểu vàng. Chất lưỡi đỏ, rêu lưỡi vàng nhờn. Mạch nhu sác, hay hoạt sác. 
- Pháp điều trị: thanh nhiệt, trừ thấp, tuyên tý, thông lạc. 
- Phương dược: “Quyên tý thang” (Y học tâm ngộ) hợp với “Đương quy chỉ thống thang” (Kim Qũy yếu lược) gia giảm: Phòng kỷ 12g, Xích tiểu đậu 12g, Ý dĩ 16g, Liên kiều 12g, Hoàng cầm 10g, Khổ sâm 12g, Chi tử 10g, Nhân trần 12g, Hoạt thạch 12g, Đương quy 12g, Tần giao 10g, Tri mẫu 10g, Khương hoạt 16g. 
1.4.3.5. Thể nhiệt độc tý 
- Triệu chứng lâm sàng: Các khớp sưng, nóng, đỏ và đau dữ dội khi thăm khám. Toàn thân phát sốt, thích uống nước mát, chườm lạnh các khớp có cảm giác dễ chịu. Các khớp co duỗi khó khăn, khó vận động. Toàn thân sắc mặt đỏ, nước tiểu đỏ, đại tiện táo. Lưỡi đỏ, rêu lưỡi vàng hay vàng nhờn. mạch hoạt sác hay huyền sác. 
- Pháp điều trị: Thanh nhiệt giải độc, lương huyết, thông lạc. 
- Phương dược: Bài thuốc “Tê giác địa hoàng thang” (Thiên kim phương) gia giảm: Thủy ngưu giác 16g, Liên kiều 12g, Hoàng liên 10g, Sinh địa 16g, Nhân trần 16g, Chi tử 12g, Thăng ma 8g, Phòng kỷ 16g, Kim ngân hoa 16g. Tất cả làm thang, sắc uống ngày 01 thang, chia 2 lần. 
1.4.3.6. Thể huyết ứ 
- Triệu chứng lâm sàng: Các khớp đau nhiều, chỗ đau thường không di chuyển, đau kéo dài, dai dẳng, chỗ đau cự án, tại chỗ sưng. Sắc mặt thường xạm đen, bì phu khô. Miệng khô, không muốn uống nước. Mạch trầm, huyền hay tế sác. 
- Pháp điều trị: Hoạt huyết, hóa ứ, dưỡng cân, thông lạc. 
- Phương dược: Bài thuốc “Thân thống trục ứ thang” (Y lâm cải Thác) hợp với bài “Hoạt lạc giao linh đan” (Thiên kim phương) gia giảm: Đào nhân 10g, Hương phụ chế 8g, Ngũ linh chi 16g, Tần giao 10g, Đương quy 12g, Địa long 5g, Một dược 8g, Cam thảo 6g, Ngưu tất 12g, Bạch thược 12g, Hồng hoa 10g, Mộc qua 16g, Đan sâm 16g, Kê huyết đằng 16g, Xuyên khung 8g. Tất cả làm thang, sắc uống ngày 01 thang chia 2 lần. Liệu trình điều trị từ 7 - 10 ngày. 
1.4.3.7. Thể đàm trọc 
- Triệu chứng lâm sàng: Các khớp sưng, tê, đau. Người bệnh thường hoa mắt, chóng mặt, buồn nôn, khạc ra đờm dãi trong, đầu mặt có cảm giác nặng sưng phù. Ngực và bụng luôn có cảm giác đầy chướng, ăn kém, tâm phiền. Mạch trầm, huyền, hoạt. 
- Pháp điều trị: Hóa đàm, hành khí, thông lạc, quyên tý. 
- Phương dược: “Bán hạ bạch truật thiên ma thang” (Hòa tễ cục phương) phối ngũ với bài “Dương hòa thang” (Ngoại khoa toàn sinh tập) gia giảm: Bán hạ chế 12g, Bào khương 4g, Cam thảo 6g, Lộc giác giao 16g, Thục địa 12g, Bạch giới tử 12g, Ma hoàng 8g, Phục linh 16g, Quất hồng 8g, Ý dĩ 16g, Đại táo 12g. Tất cả là thang sắc uống ngày 01 thang chia 2 lần. Liệu trình điều trị từ 10 - 15 ngày. 
1.4.3.8. Thể đàm ứ 
- Triệu chứng lâm sàng: Thể này thường thấy ở người bệnh đã mắc bệnh lâu ngày, cơ nhục và các khớp đau mỏi. Chỗ đau cố định không di chuyển. Các khớp sưng nề, teo cơ và cứng khớp, biến dạng khớp. Tay và chân có cảm giác tê bì và nặng nề. Sắc mặt sạm đen và có thể sưng nề. Ngực đầy tức, chất lưỡi tím sẫm, rêu lưỡi trắng nhờn, mạch huyền sác. 
- Pháp điều trị: Hoạt huyết, hành ứ, hóa đàm, thông lạc. 
- Phương dược: Bài thuốc “Song hợp tán” (Y Phương khảo) gia giảm: Đào nhân 12g, Đương quy 10g, Bạch giới tử 16g, Bán hạ chế 12g, Trúc lịch 8g, Xuyên khung 10g, Hồng hoa 12g, Trần bì 10g, Bạch thược 10g, Phục linh 16g. Tất cả làm thang, sắc uống, ngày 01 chia 2 lần. 
1.4.3.9. Thể khí âm lưỡng hư 
- Triệu chứng lâm sàng: Các khớp đau, sưng nề, co duỗi khó khăn, biến dạng. Người gầy, sốt nhẹ, khí đoản, tâm phiền, dễ ra mồ hôi, cơ nhục đau mỏi, sau khi vận động thì đau tăng lên. Kèm theo: hoa mắt, chóng mặt, ăn ít, đại tiện nát. Miệng khô nhưng không muốn uống nước. Lưỡi bệu nhờn, chất lưỡi đỏ hoặc có những vết nứt. Rêu lưỡi trắng nhờn hay ít rêu. Mạch trầm tế hoặc tế nhược vô lực. 
- Pháp điều trị: Ích khí dưỡng âm, hoạt huyết thông lạc. 
- Phương dược: Bài thuốc “Sinh mạch tán” (Nội ngoại thương biện hắc luận) hợp phương với bài thuốc “Hoàng kỳ quế chi ngũ vật thang” (Kim quỹ yếu lược) gia giảm: Nhân sâm 10g, Đương quy 12g, Cam thảo 6g, Mạch môn 10g, Hoàng kỳ 16g, Ngũ vị tử 12g, Quế chi 8g, Đại táo 12g, Bạch thược 12g. Tất cả làm thang, sắc uống, ngày 01 thang, chia 2 lần. Liệu trình điều trị 7 - 10 ngày. 
1.4.3.10. Thể can thận lưỡng hư 
- Triệu chứng lâm sàng: Chứng Tý kéo dài, bệnh lâu không khỏi. Cân cốt, cơ nhục và các khớp đau, sưng nề. Các khớp vận động khó khăn do cứng khớp, đặc biệt cứng khớp buổi sáng, biến dạng kết hợp với teo cơ. Người bệnh thích nghỉ ngơi, ngại vận động, tay chân không ấm, đau mỏi lưng, gối. Hoặc có cảm giác nóng trong xương, đạo hãn, tự hãn, miêng khát không thích uống nước. Chất lưỡi đỏ hoặc nhợt. Rêu lưỡi mỏng. Mạch trầm tế nhược, hoặc tế sác. 
- Pháp điều trị: Tư bổ can thận 
- Phương dược: Bài thuốc “Độc hoạt tang ký sinh thang” (Thiên kim phương) gia giảm: Độc hoạt 12g, Bạch thược 12g, Phòng phong 12g, Phục linh 12g, Quế chi 8g, Tần giao 10g, Sinh địa 12g, Ngưu tất 16g, Đảng sâm 12g, Đương quy 12g, Tang ký sinh 16g, Xuyên khung 8g, Đỗ trọng 16g, Cam thảo 6g, Tế tân 6g. Tất cả làm thang, sắc uống, ngày 01 thang, chia 2 lần. Liệu trình điều trị 30 ngày.
1.5. Tổng quan về nhiễm khuẩn theo quan điểm y học cổ truyền
Đông y có ghi nhận và bàn luận về bệnh nhiễm trùng đầu tiên trong sách Hoàng đế nội kinh, ra đời khoảng thế kỷ I hoặc II trước công nguyên. Sách bàn luận về “nhiệt bệnh”, một loại bệnh mà với biểu hiện lâm sàng có thể xem như là tương ứng với các loại bệnh nhiễm trùng ngày nay. Sau đó, Trương Trọng Cảnh (142 – 210) thế kỷ thứ III thời Đông Hán trước công nguyên, có cho ra đời bộ sách Thương hàn luận, trong đó có Thương hàn tạp bệnh luận và Kim quỹ ngọc hàm kinh. Thương hàn luận là sách viết về bệnh Ngoại cảm do thời tiết khí hậu và vi sinh vật trong môi trường (là các thuộc tính Phong, Hàn, Thử, Thấp, Táo, Hoả) gây bệnh, trong đó có mô tả trận dịch bệnh gây chết 2/3 người trong gia tộc của ông. Sự hiểu biết về bệnh truyền nhiễm tiến triển mạnh mẽ suốt thời Minh và Thanh khi có nhiều người ở phía Nam Trung Quốc mắc và chết vì các loại bệnh có sốt. Nhiều thầy thuốc thời kỳ này nhận thấy rằng các hội chứng bệnh này khác với các hội chứng miêu tả trong Thương hàn luận, vì thế phải có cách chẩn đoán và điều trị khác với Thương hàn. Ngô Hựu Khả, Diệp Thiên Sĩ (1666), Ngô Cúc Thông (1736 – 1820), Ngô Hựu Khả đời Thanh, là 3 thầy thuốc nổi tiếng nhất trong thời kỳ này, đã thiết lập nên trường phái mới, gọi là Ôn bệnh [19].
Ôn bệnh là tên gọi của loại bệnh ngoại cảm có đặc điểm:
+ Khởi bằng sốt cao.
+ Bệnh cảnh thiên về Nhiệt.
+ Diễn biến theo quy luật nhất định, phân biệt các giai đoạn bệnh thành các bệnh cảnh theo hệ thống Vệ – Khí – Dinh – Huyết.
+ Bệnh thường diễn biến cấp tính, nhanh, nặng nề, nhiều biến chứng trầm trọng nếu không can thiệp kịp thời.
+ Nếu phát thành dịch thì được gọi là Ôn dịch.
Theo trường phái này, một bệnh dịch, từ “một người lây cho cả nhà, từ một nhà lây ra một phố, từ một phố lan ra cả thôn”. Khi diễn tiến, bệnh ảnh hưởng đến phần biểu, sau đó nhập lý, theo tuần tự Vệ, Khí, Dinh, Huyết. Ngoài ra, nguyên nhân gây ra dịch bệnh thì “không màu không mùi, không hình, không dạng”. Dịch bệnh có thể truyền từ người này sang người khác qua “thiên” (không khí) hoặc địa (tiếp xúc trực tiếp), và tác động đến người có chính khí hư, quan điểm khá tương đồng với bệnh truyền nhiễm và bệnh dịch của YHHĐ [19].
Vệ phận chứng là giai đoạn sớm của bệnh truyền nhiễm. Các triệu chứng lâm sàng do tà khí xâm phạm vào cơ thể gây sốt, sợ lạnh nhẹ, ho khan không đàm, đau đầu, đau mỏi toàn thân, khô họng. Ngoài ra, còn thêm các triệu chứng đặc trưng cho từng loại tà khí gây bệnh như phong hàn, phong nhiệt, thấp nhiệt hay đàm thấp. Trong giai đoạn này, pháp trị là sớm trừ đi phong hàn hoặc phong nhiệt, dùng các vị thuốc như Quế chi, Ma hoàng, Kim ngân hoa, Liên kiều để làm giảm hoặc ngăn chặn sự tiến triển của bệnh khi tà khí còn ở phần nông của cơ thể. Chức năng của vệ phận tương tự như hàng rào miễn dịch ở niêm mạc và hệ miễn dịch sơ khai trong y học hiện đại. Các thảo dược nêu trên có chứa các thành phần hoạt chất như Alkaloid, Flavon, Tinh dầu có tác dụng làm tăng sự ổn định của hàng rào niêm mạc, giảm tính thấm quá mức của niêm mạc ruột, thúc đẩy nhu động ruột, duy trì hàng rào cơ học của đường tiêu hóa, tăng dòng máu đến niêm mạc ruột, tăng cường chức năng thực bào, điều đó minh chứng thuốc YHCT có tác dụng điều hòa miễn dịch bằng cách điều chỉnh hoặc cân bằng sự tiết các cytokine của các tế bào miễn dịch niêm mạc như các IgA [19].
Khí phận là giai đoạn tiến triển của bệnh, tà từ biểu vào lý. Biểu hiện lâm sàng gồm có sốt cao, mặt đỏ, đau ngực, ho, đàm nhiều, khó thở. Ngoài ra, còn thêm các chứng bụng căng chướng, táo bón. Điều trị YHCT tập trung vào thanh nhiệt giải độc, sử dụng các vị thuốc như Đại thanh diệp, Xuyên tâm liên, Đại hoàng, Hoàng liên. Theo YHHĐ, đáp ứng miễn dịch thích ứng của cơ thể đang chống lại tác nhân gây bệnh và triệu chứng lâm sàng trong giai đoạn này là do miễn dịch quá mức (miễn dịch bệnh lý) gây tổn thương cơ thể. Làm gián đoạn diễn tiến bệnh trong giai đoạn này bằng các thuốc thanh nhiệt ở khí phận, là những dược liệu có tính kháng sinh, kháng viêm, nhuận trường… có thể làm giảm tử vong do nhiễm trùng nặng [19].
Dinh phận và huyết phận là do sự xâm nhập của tà khí vào đến tạng phủ. Biểu hiện lâm sàng bao gồm sốt cao, nóng lòng bàn tay bàn chân, kích thích bứt rứt, mụn nhọt phát ra da, xuất huyết. Y học cổ truyền tập trung điều trị thuốc lương huyết, hoạt huyết để khử ứ, chỉ huyết. Mặt khác, y học hiện đại xem giai đoạn này là giai đoạn nguy kịch của bệnh truyền nhiễm, bệnh sinh của giai đoạn này là rối loạn đông máu, suy đa cơ quan, nhiễm trùng huyết, do độc tố của vi khuẩn gây ra hội chứng đáp ứng viêm toàn thân. Giai đoạn này YHCT thường dùng các dược liệu như Kim ngân hoa, Liên kiều, Thanh hao, Chi tử, Cỏ mực có tác dụng kháng sinh, kháng viêm mạnh, phối hợp với bổ khí như Hoàng kỳ, Cam thảo có tác dụng kháng oxy hoá, thu dọn gốc tự do, và giúp giảm tổn thương mô – tế bào [19].
1.6. Tổng quan về phương pháp nghiên cứu tác dụng giảm đau
Để nghiên cứu tác dụng giảm đau trên động vật thực nghiệm, hiện tại có nhiều phương pháp khác nhau như phương pháp gây đau bằng nhiệt, bằng điện, bằng cơ học, bằng hoá chất [20].
1.6.1. Phương pháp gây đau bằng nhiệt
Gây đau bằng nhiệt tức là dùng nhiệt độ để kích thích trên động vật thí nghiệm. Nhiệt độ ở đây có thể dùng bóng đèn điện có công suất lớn, có khi lại dùng thêm kính hội tụ để tập trung ánh sáng vào điểm định kích thích, dùng bức xạ nhiệt, dùng nước nóng hoặc dùng tấm kim loại nóng.
Nơi tác động thường là da, đuôi hoặc chân chuột. Nhưng vấn đề quan trọng là làm thế nào để người nghiên cứu nhận biết được, chuột biểu hiện ra bên ngoài như thế nào là chuột nhận cảm được tổn thương (đau). 
Thông số xác định thường dựa vào thời gian từ khi chuột tiếp xúc với kích thích nhiệt đến khi chuột nhận cảm được tổn thương, gọi là tiềm thời (latency time) mà biểu hiện là chuột quẫy đuôi khi chuột cảm nhận được nóng ở đuôi; chuột liếm chân hoặc nhảy để định thoát ra khỏi nóng; da chuột mấp máy, co cơ da khi cảm nhận được da bị nóng hoặc chuột kêu chít chít... [20]
1.6.2. Phương pháp gây đau bằng điện
Điện cũng là một nguồn để gây đau. Động vật thí nghiệm có thể dùng thỏ, chuột cống trắng, chuột nhắt trắng hoặc chuột lang. Vị trí đặt điện cực kích thích có thể là đuôi, chân, trực tràng hoặc tuỷ răng. Người ta tăng dần điện thế hoặc cường độ dòng điện lên cho đến khi con vật cảm nhận được đau mà biểu hiện bằng kêu, liếm, nhai, quay đầu vào chỗ bị đau [20].
1.6.3. Phương pháp gây đau bằng cơ học
Có nhiều cách gây đau bằng cơ học như kẹp đuôi chuột công trắng hoặc chuột nhắt trắng, kẹp ngón chân chuột lang, ép đuôi chuột, ép chân chuột, gây viêm chân chuột rồi ép chân viêm, gây đau bằng máy đo ngưỡng đau [20].
1.6.4. Phương pháp gây đau bằng hóa chất
Một số hoá chất có thể gây đau cho động vật thí nghiệm, thường dùng nhất là benzoquinon, phenylquinin, bradykinin, histamin, acetylcholin, aconitin. Các prostaglandin như PGE2, PGI2 và cả LTB4, cũng là những chất trung gian gây đau và tác dụng gây đau còn mạnh hơn bradykinin. Acid acetic là loại rất dễ kiếm và gây ra đau với các biểu hiện dễ nhận biết, nên cũng là loại hay dùng để gây đau. 
Một số thuốc không phải là các thuốc giảm đau chính danh ví dụ các antihistamin (như carbinoxamin malea), thuốc kích thích thần kinh (như amphetamin sulfat), thuốc kích thích giao cảm hoặc đối giao cảm cũng ức chế được các biểu hiện đau của một số trong các mô hình này. 
Các mô hình gây đau bằng hoá chất khá nhạy, đơn giản, dễ tiến hành và phỏng lại được kể cả các thuốc giảm đau tác dụng yếu, nhưng không đặc hiệu của riêng các thuốc giảm đau. Do đó khi áp dụng cần chú ý giải thích kết quả, và thường phải kết hợp nhiều thí nghiệm khác để kết luận. 
Trong đề tài này, chúng tôi lựa chọn 2 mô hình: gây đau bằng tấm nóng (hot plate) và gây quặn đau bằng acid acetic thuộc 2 nhóm nguyên nhân gây đau: nhiệt độ và hoá học do tính đơn giản, dễ tiến hành, có tính chính xác cao để đánh giá về hiệu quả giảm đau ngoại vi và giảm đau trung ương [20].
1.7. Tổng quan về phương pháp nghiên cứu tác dụng chống viêm
1.7.1. Phương pháp gây phù thực nghiệm
Từ 1937, Selye đã mô tả các triệu chứng khi tiêm lòng trắng trứng vào phúc mạc chuột cống trắng. Đó là sau khi tiêm, xảy ra tăng thân nhiệt cấp, phù và ngứa ở miệng, mũi, lưỡi, tai, chân và bộ phận sinh dục. Các triệu chứng này lại được mô tả vào năm 1948, rồi sau đó vào năm 1968 trong nhiều chuyên luận với tên là “phù dạng phản vệ” (anaphylactoid edema), sau đó là “viêm dạng phản vệ” (anaphylactoid inflammation). Phản ứng phản vệ (anaphylaxis) cũng có các triệu chứng trên (nhiều khi rất mạnh), nhưng chỉ xảy ra sau khi con vật đã được mẫn cảm từ trước với tác nhân gây phản vệ.
Về sau, người ta thấy rằng phù dạng phản vệ cũng có thể gây ra với các chất khác. Một kiểu phù dạng phản vệ có thể thu được khi dùng tại chỗ các chất gây phù. Gây phù tại chỗ có đặc điểm là phù tốt, kéo dài khá lâu và độc tính không lớn, tác dụng có hại trên hệ tim mạch ít. Phù dạng phản vệ tại chỗ cũng có các biểu hiện sưng, nóng, đỏ, đau và rối loạn chức phận của cơ quan có liên quan, tức là cũng có 5 dấu hiệu cơ bản của quá trình viêm.
Các chất gây phù thực nghiệm ở chân chuột: lòng trắng trứng; men bia; formalin; dextran; cao lanh; caragenin; hợp chất 48/80; hyaluronidase; polymycin B; tinh dầu thông; gel bentonit; histamin; serotonin; bradykinin;….[20].


1.7.2.	Phương pháp gây viêm màng phổi, màng bụng thực nghiệm
1.7.2.1. Phương pháp gây viêm màng phổi thực nghiệm
Cơ chế của phương pháp gây rỉ dịch màng phổi cũng tương tự với phương pháp gây phù thực nghiệm. Viêm làm tăng sự rỉ dịch kể cả rỉ dịch màng phổi. Các thuốc chống viêm làm giảm sự tiết dịch rỉ màng phổi do một số tác nhân gây viêm. Thực nghiệm đã chứng minh, thể tích rỉ dịch màng phổi do tinh dầu thông giảm rất nhiều nếu dùng thuốc chống viêm.
Dịch rỉ màng phổi thường được gây ra khi tiêm tác nhân gây viêm vào trong màng phổi của chuột cống trắng già có khối lượng trên 170 g; mỗi lần thí nghiệm khối lượng các chuột không nên hơn kém nhau quá 50 g. Chuột già có lớp màng phổi ngoài không dính sát vào lớp màng phổi trong nên dễ tiêm hơn.
Theo dõi thể tích dịch rỉ màng phổi sau khi tiêm chất gây viêm vào trong màng phổi được 4 giờ (có thể từ 2 đến 6 giờ), sau khi đã gây chết chuột bằng CHCl3. Nếu có điều kiện, có thể định lượng các chất trung gian gây viêm như histamin, serotonin và các sản phẩm của quá trình viêm như PG, LT…tùy theo yêu cầu.
Các tác nhân thường dùng để gây rỉ dịch màng phổi: tinh dầu thông; caragenin; phẩm xanh Evans; phẩm xanh Evans và Caragenin [20].
1.7.2.2. Phương pháp gây viêm màng bụng thực nghiệm
Cơ chế của phương pháp gây rỉ dịch màng bụng cũng tương tự như phương pháp gây rỉ dịch màng phổi thực nghiệm. Khi tiêm các chất gây viêm vào phúc mạc chuột, sẽ có hiện tượng rỉ dịch vào khoang giữa 2 màng bụng. Các thuốc chống viêm làm giảm sự tiết dịch rỉ màng bụng do một số tác nhân gây viêm gây ra. 
Việc gây rỉ dịch màng bụng đơn giản hơn nhiều so với gây rỉ dịch màng phổi, đặc biệt là thao tác tiêm chất gây viêm vào trong màng phổi khó và phức tạp hơn tiêm vào trong màng bụng [20].
1.7.3. Phương pháp gây u nang lưng thực nghiệm
U nang cũng là trường hợp đặc biệt của viêm. Phương pháp cho khả năng xác định thể tích của dịch trong nang và thành phần của dịch trong đó (giống trong viêm cấp tính); đồng thời, xác định khối lượng của mô tạo thành vỏ nang (do quá trình tăng sinh của viêm mạn tính).
Nguyên tắc của phương pháp là: cạo lông ở lưng chuột cống trắng, bơm không khí vào dưới da lưng chuột tạo thành túi khí, tiêm vào túi khí dịch chất gây viêm một hoặc nhiều lần. Sau một thời gian, dịch rỉ vào túi khí, còn vỏ túi khí, các mô sẽ tăng sinh tạo thành một nang. Nếu để càng lâu, vỏ nang càng dày và càng dễ bóc tách khỏi các mô bên cạnh.
Mô hình này nhạy với các thuốc chống viêm steroid. Thuốc chống viêm steroid làm giảm dịch trong nang, giảm các chất trung gian gây viêm, giảm các chất chuyển hóa của acid arachidonic, giảm khối lượng vỏ nang. Còn các thuốc chống viêm phi steroid thường chỉ có tác dụng yếu.
Các tác nhân thường dùng gây u nang lưng thực nghiệm: dầu ba đậu; tinh dầu thông; parafin lỏng; CCl4; caragenin (dung dịch 2%); độc tố uốn ván;…. [20].
1.7.4. Phương pháp gây u hạt thực nghiệm
Phương pháp gây u hạt thực nghiệm, lần đầu tiên, được Meier et al. (1950) tiến hành. Các tác giả đã xác định được bằng cortison ức chế sự hình thành các mô hạt khi cấy dưới da một viên bông. Các tác giả đã dùng chuột cống trắng gây mê. Trên sống lưng, gần gáy chuột, rạch một khía nhỏ trên da. Bóc lớp da và đưa một viên bông vê tròn đã được tiệt trùng từ trước nặng 20, 30 hoặc 40 mg vào đó, rồi khâu vết mổ lại.
Sau 8 đến 14 ngày, giết chuột, bóc tách lấy u hạt (cả u hạt có bông ở giữa). Sấy khô u hạt ở 60C đến khối lượng không đổi, rồi đem cân. Khối lượng u hạt (cả bông) trừ đi khối lượng viên bông cấy lúc ban đầu sẽ được khối lượng mô tăng sinh của u hạt. Lô chuột dùng thuốc chống viêm mạn tính có khối lượng trung bình u hạt nhỏ hơn lô chứng không dùng thuốc.
Trong mô hình gây u hạt bằng viên bông, cần phải 8 ngày kể từ khi cấy viên bông, mới có thể bóc tách u hạt được dễ dàng, và càng để lâu thì việc bóc tách càng dễ. U hạt cũng có thể gây ra bằng các chất khác, miễn là các chất này không bị tiêu đi sau khi cấy vào dưới da chuột.
Các tác nhân gây u hạt thực nghiệm: bông; amiăng; bọt polyester, ivalon, silicon; polyvinyl clorid; giấy [20].
1.7.5. Phương pháp gây áp xe hạt thực nghiệm
Tiêm dưới da chỗ giàu mô liên kết (vùng gáy vai chỗ đầu chõm của xương bả vai hoặc khoang bụng) một chất kích ứng như tinh dầu thông hoặc dung dịch đậm đặc caragenin sẽ gây ra một ổ hoại tử. Lúc đầu cũng có hiện tượng viêm cấp xảy ra, máu dồn đến, bạch cầu, đại thực bào, thể tiêu bào (lysosom) đến để tiêu diệt vật lạ. Nhưng chất này độc, các tế bào đến bị chết. Cơ thể sẽ huy động các loại mô bào, nguyên bào sợi, nguyên bào lưới, mô liên kết ở xung quanh tạo thành một vỏ cách ly ổ hoại tử khỏi cơ thể, gây ra quá trình tăng sinh thành một áp xe hạt.
Áp xe hạt gồm một ổ hoại tử ở giữa, xung quanh là các mô liên kết bao quanh. Lúc đầu, áp xe hạt còn dính nhiều với các mô xung quanh, nhưng lâu ngày áp xe hạt tách biệt với các mô xung quanh và có thể bóc tách dễ dàng. Các thuốc chống viêm mạn tính, đặc biệt là các thuốc chống viêm steroid, ức chế sự tăng sinh, nên làm giảm sự tạo thành áp xe hạt và khối lượng áp xe hạt sẽ nhỏ hơn [20].
1.8. Tổng quan về phương pháp nghiên cứu tác dụng kháng khuẩn trên động vật thực nghiệm
Các mô hình động vật nghiên cứu tác dụng kháng khuẩn trên động vật thực nghiệm giúp thu hẹp khoảng cách giữa việc xác định đặc tính trong ống nghiệm và đánh giá lâm sàng các chất kháng khuẩn. Ngược lại với thử nghiệm trong ống nghiệm, xác định tính nhạy cảm vốn có của vi sinh vật đối với các chất kháng khuẩn, thử nghiệm in vivo đặt các chất chống vi khuẩn vào một lĩnh vực mà các hoạt động in vitro của chúng bị thay đổi bởi nhiều yếu tố cửa cơ thể vật chủ, quan trọng nhất là bởi quá trình trao đổi chất và cơ chế bảo vệ chống nhiễm trùng. Việc đánh giá các chất kháng khuẩn trên động vật thực nghiệm đã, đang và sẽ tiếp tục là một phần cần thiết để phát triển các chất kháng khuẩn mới. Một số mô hình đánh giá tác dụng kháng kháng khuẩn trên động vật thực nghiệm như sau. 
1.8.1. Mô hình gây nhiễm khuẩn tụ cầu trên vùng da tổn thương ướt ở chuột nhắt trắng 
Chuột nhắt trắng gây tổn thương da ướt ở vùng lưng. Trên vùng tổn thương da ướt, vi khuẩn sẽ phát triển tự phát. Tiến hành phân lập định danh vi khuẩn trên vùng da tổn thương ướt, thường là tụ cầu vàng phát triển nhiều. Thuốc nghiên cứu được bôi, xịt lên toàn bộ bề mặt vùng da tổn thương. Mức độ giảm số lượng các vi khuẩn sau khi dùng thuốc được sử dụng để đánh giá tác dụng kháng khuẩn của thuốc nghiên cứu [21].
1.8.2. Mô hình gây vết thương nhiễm khuẩn trên thỏ
Thỏ đực trưởng thành được gây 2 vết thương ở vùng lưng của mỗi con [22]. Có thể gây nhiễm khuẩn vêt thương bằng 1-2 loại vi khuẩn xác định. Thuốc nghiên cứu được bôi trên vết thương. Đánh giá kết quả dựa trên chỉ tiêu làm giảm hoặc mất vi khuẩn vết thương và thời gian liền vết thương. So sánh với các thuốc tham chiếu là các kháng sinh dùng bôi.
1.8.3. Mô hình đánh giá tác dụng kháng khuẩn trên vết bỏng thực nghiệm
Chuột cống trắng được cạo sạch lông vùng lưng, được gây bỏng bằng nhiệt, sau đó gây nhiễm khuẩn bằng 1-2 loài vi khuẩn xác định. Đánh giá tác dụng kháng khuẩn và khả năng làm liền vết bỏng dựa trên chỉ số đánh giá về vi khuẩn tại vết bỏng và tốc độ làm liền vết bỏng sau các khoảng thời gian đắp thuốc nghiên cứu, so sanh với thuốc tham chiếu là các thuốc kháng khuẩn điều trị bỏng đã được biết về hiệu quả điều trị [23].
1.9. Một số nghiên cứu giảm đau, chống viêm và kháng khuẩn 
1.9.1. Trên thế giới
Năm 1993, Trần Kỳ Sinh và cộng sự 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 [24].
Năm 2011, Y Tạ Thiêm, Dương Đức Tài 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 nhân 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 [25].
Năm 2017, Ping Wu cùng đồng nghiệp nghiên cứu về tác dụng của chế phẩm gel chứa Brucine chiết xuất từ hạt mã tiền trên thực nghiệm. Kết quả cho thấy gel có thể ức chế sản xuất prostaglandin E2 mà không ảnh hưởng đến các hoạt động thông thường của tế bào [26].
Năm 2018, Peiling Cai cùng đồng nghiệp nghiên cứu về hiệu quả của chế phẩm Wen Jing Zhi Tong Fang (Bao gồm Thôi chanh trắng, bạch giới tử, ma hoàng, tế tân) trên bệnh nhân mắc các chứng đau do ung thư, bằng cách so sánh với nhóm chứng sử dụng phác đồ giảm đau ba bậc của WHO. Kết quả cho thấy chế phẩm trên có tác dụng tốt trong việc giảm đau hơn, cải thiện chất lượng cuộc sống và giảm thiểu tác dụng phụ của thuốc YHHĐ khi kết hợp với phác đồ của WHO [27].
Năm 2018, Kai Sun cùng đồng nghiệp nghiên cứu thực nghiệm về tác dụng giảm đau của chiết xuất Ngũ bội tử trên mô hình tấm phiến nóng, tiêm acid acetic màng bụng gây quặn đau, gây phù tai bằng Xylene… Kết quả cho thấy chiết xuất Ngũ bội tử đã làm tăng ngưỡng đau của động vật thực nghiệm [28].
1.9.2. Tại Việt Nam
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 [29].
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 [30].
Năm 2018, Bùi Thị Xuân và cộng sự Nghiên cứu tác dụng giảm đau của phân đoạn dịch chiết từ lá cây Khôi Đốm (Sanchezia nobilis. Hook.f.). Kết quả cho thấy theo đường uống, với liều 64 mg cao/kg/ngày, 192 mg cao/kg/ngày của phân đoạn n-hexan và liều 16 mg cao/kg/ngày,48 mg cao/kg/ngày của phân đoạn ethyl acetat, dùng trong 7 ngày liên tục thì phân đoạn ethylacetat tác dụng giảm đau trung ương rõ rệt hơn so với phân đoạn n-hexan [31].
Năm 2019, Hoàng thị Phương Liên và cộng sự Khảo sát tác dụng giảm đau của cao chiết nước từ lá cây Lấu đỏ (Psychotria rubra (Lour.) Poir, Rubiaceae). Kết quả cho thấy lá Lấu đỏ có tác dụng giảm đau ở liều nghiên cứu (2,5g/kg và 1,25g/kg) [32].
Năm 2020, Võ Thị Thu Hà, Lê Thị Thanh Tâm khảo sát tác động giảm đau, an thần của cao chiết cây Nở ngày đất (Gomphrena celosioides Mart., Amaranthaceae). Kết quả cho thấy với liều 300 và 600mg/kg, cao cồn và cao nước cây Nở ngày đất có tác dụng giảm đau ngoại biên nhưng không có tác dụng giảm đau trung ương [32].
Năm 2017, Võ Thị Kiều Ngân, Nguyễn Thị Ngọc Mai, Nguyễn Thanh Hoàng, Trần Hồng Đức và Nguyễn Đức Độ khảo sát hàm lượng Phenolic tổng, Flavonoid tổng, hoạt tính chống oxy hóa và hoạt tính kháng khuẩn của cao chiết ethanol và methanol của lá và thân rễ cây Cỏ tranh (Imperata cylindrica). Kết quả cho thấy Các cao chiết lá và thân rễ cây Cỏ tranh (Imperata cylindrica) được chiết xuất bằng dung môi ethanol 70 % và methanol 70 % được khảo sát đều chứa nhiều hợp chất tự nhiên như phenolic và tannin, flavonoid, quinone, coumarin, alkaloid, terpenoid và saponin. Cao chiết lá - methanol (LM70S) có hàm lượng phenolic tổng nhiều nhất (86,90 mg gallic acid/g chiết xuất). Và hàm lượng flavonoid tổng nhiều nhất có giá trị là 78,38 mg quercetin/g chiết xuất ở cao chiết lá - ethanol (LE70S). LE70S cũng là cao chiết có hoạt tính chống oxy hóa tốt nhất với giá trị IC50 thấp nhất là 313,76 ± 2,08 µg/ml, giá trị IC50 của ascorbic acid là 274,33 ± 3,83 µg/ml. Cao chiết lá - methanol (LM70S) là cao chiết có khả năng kháng khuẩn mạnh nhất với đường kính vòng vô khuẩn là 9,6 ± 0,14 mm trên Escherichia coli và 8,4 ± 0,14 mm trên Bacillus subtilis ở nồng độ 100 mg/mL. Cỏ tranh có thể được xem là nguồn thực vật tự nhiên đầy tiềm năng của các hợp chất có hoạt tính chống oxy hóa và kháng khuẩn [34].
Năm 2018, Lương Thị Mỹ Ngân, Lê Thị Kim Lan, Nguyễn Thị Thùy Linh, Nguyễn Ngọc Quý, Lê Thị Thanh Loan, Trương Thị Huỳnh Hoa, Trần Trung Hiếu nghiên cứu hoạt tính kháng khuẩn của cao chiết lá và Hoa dâm bụt Hibiscus rosa-sinensis L. lên Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa và Klebsiella pneumoniae. Kết quả cho thấy Đường kính vòng kháng khuẩn, nồng độ ức chế tối thiểu (MIC) và nồng độ diệt khuẩn tối thiểu (MBC) của các loại cao chiết lá và hoa dâm bụt từ các dung môi khác nhau đã được ghi nhận. Kết quả nghiên cứu cho thấy rằng, các cao chiết từ Hoa dâm bụt có hoạt tính cao hơn đáng kể so với các cao chiết từ lá, đặc biệt là cao phân đoạn ethyl acetate. Với 10 mg/đĩa giấy, cao phân đoạn ethyl acetate tách chiết từ hoa cho đường kính vòng kháng khuẩn đối với Ps. aeruginosa, Pr. mirabilis, và K. pneumoniae lần lượt là 17, 15 và 13 mm. Các giá trị MIC (MBC) của cao ethyl acetate tách chiết từ hoa đối với cả hai chủng vi khuẩn Ps. aeruginosa và P. mirabilis là 2,5–5,0 (7,5) mg/mL, và đối với K. pneumoniae 7,5 (10) mg/mL. Phân đoạn này cần được tiếp tục phân tách để xác định thành phần hợp chất quyết định tính kháng khuẩn. Các cao chiết từ lá và Hoa dâm bụt, H. rosa-sinensis có thể được sử dụng để chữa trị các viêm nhiễm đường tiết niệu do các chủng vi khuẩn đa kháng thuốc gây ra [35].
1.10. Tổng quan về vị thuốc Hoàng bá nam 
- Tên gọi khác: So đo thuyền, Mộc hồ điệp, Ung ca (Lào), Nam hoàng bá, Hoàng bá nam, Thiêu tầng chỉ, Bạch ngọc nhi, Thiên chương chỉ (Vân Nam), Triểu giản (Quảng Tây)
- Tên khoa học: Cortex Oroxyli
- Vỏ thân đã phơi hay sấy khô của cây Núc nác (Oroxylum indicum (L.) Kurz), họ Chùm ớt (Bignoniaccae).
- Mô tả cây Núc nác: Đây là cây nhỡ có chiều cao từ 5 đến 13m có thân nhẵn, ít phân cành, vỏ cây màu xám tro còn mặt trong thì có màu vàng. Phần lá thường xẻ 2-3 lần lông chim có chiều dài khoảng 1.5m. Phần hoa có màu nâu đỏ sẫm mọc thành từng chùm dài ở ngọn thân. Phần đài hình ống thường cứng, dày và có 5 khía nông. Phần tràng có hình chuông phình rộng và có 5 thùy mọc thành 2 môi, có chỉ nhị có lông ở gốc và 5 nhị. Phần quả thõng có chiều dài từ 40 đến 120 cm với chiều rộng từ 5 đến 10 cm có các mảnh vỏ đã hóa gỗ. Phần hạt thường dài từ 4 đến 6 cm. Hoa thường nở về đêm còn quả thì thường xuất hiện khi cây đã rụng hết lá. 
          [image: ]
	        Hình 1.1. Cây Núc nác (Oroxylum indicum (L.) Kurz)
- Phân bố: Đây là câu mọc hoang và được trồng khá nhiều nơi ở nước ta
- Bộ phận dùng: vỏ thân của cây đã phơi hoặc sấy khô
- Thu hái – sơ chế: Thông thường quả thường được thu hoạch vào mùa thu hoặc đông rồi phơi cho khô và nứt hạt, sau đó tiếp tục lấy hạt để phơi khô. Ngoài ra vỏ cây có thể thu hoạch vào bất cứ thời điểm nào, sau đó đem phơi hoặc sấy khô
- Bảo quản: Thường bảo quản ở những nơi khô ráo, tránh ánh nắng mặt trời. Không sử dụng khi đã có dấu hiệu ẩm mốc vì có thể làm giảm tác dụng của thuốc. 
- Thành phần hóa học: Vỏ Hoàng bá nam chứa một ít ancaloit, tanin và một số dẫn xuất flavonoit ở dạng tự do hay heterozit. Những chất flavonoit thường thấy là: Oroxylin A; Baicalein hay noroxylin; Crysin, Tetuin.
- Tác dụng dược lý:
+ Hoàng bá nam có khả năng chống viêm và chống dị ứng. Ngoài ra còn có tác dụng tăng cường sức đề kháng của cơ thể, làm giảm độ thẩm thấu của mạch máu. 
+ Phần hạt của cây hoàng bá nam có khả năng thanh phế nhiệt, lợi hầu họng dùng để chống ho, giảm đau. Phần vỏ của thân có tác dụng thanh nhiệt lợi thấp vừa có thể chữa được các triệu chứng của mề đay vừa có khả năng kháng vi khuẩn. 
- Tính vị quy kinh: Khổ, hàn. Quy vào các kinh bàng quang, tỳ.
- Cách dùng và liều lượng: Với phần hoa và quả của hoàng lá nam thì người ra thường lùi quả non rồi bóc phần vỏ bên ngoài rồi xào để ăn. 
+ Phần hạt thường được dùng để điều trị viêm họng, viêm phế quản, đau thượng vị. 
+ Phần vỏ thân thường dùng điều trị viêm họng, viêm gan, viêm bàng quang, ho khan tiếng, đau dạ dày. Ngoài ra còn dùng điều trị vẩy nến, hen suyễn cho trẻ em. 
+ Mỗi ngày chỉ nên dùng từ 8 đến 16g là vừa đủ. Người bệnh có thể dùng thuốc để sắc, nấu thành cao hoặc chế tạo thành bột cho dễ dùng [10],[35],[36].



Chương 2
[bookmark: _Toc53756553][bookmark: _Toc58920032][bookmark: _Toc58920157][bookmark: _Toc58920314][bookmark: _Toc70367126][bookmark: _Toc70367201][bookmark: _Toc87865741]CHẤT LIỆU, ĐỐI TƯỢNG VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU

2.1. Chất liệu nghiên cứu
2.1.1.Thuốc nghiên cứu
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	Hình 2.1. Hoàng bá nam (Cortex Oroxyli)
	Hình 2.2. Dịch chiết Hoàng bá nam (Cortex Oroxyli)



Hoàng bá nam (Cortex Oroxyli) - Vỏ thân cây Núc nác, do Khoa dược bệnh viện Tuệ Tĩnh cung cấp. Vị thuốc đạt tiêu chuẩn của Dược điển Việt Nam V [37].
Dược liệu nghiên cứu được bào chế dưới dạng dịch chiết toàn phần, với dung môi cồn 70% được tỷ lệ 3:1. Cao được cho phân tán đều trong nước cất với các tỷ lệ khác nhau để cho chuột uống hoặc dùng đắp vết bỏng cho chuột. Quá trình chiết xuất được thực hiện tại Bộ môn Dược lý – Học viện Quân y.
Liều dùng tính theo số gam dược liệu khô. Liều thuốc thử với số dược liệu khô là 12g [37], sử dụng cho 1 người (50 kg) uống trong 1 ngày, tương đương 0,24 g/kg/24h. Qui đổi ra liều dự kiến có tác dụng: Ở chuột nhắt trắng (liều 1) là 0,24 x 12 = 2,88 g/kg/24h (Liều 2 – liều cao gấp 3 lần liều 1 là 8,64 g/kg/24h); ở chuột cống trắng (liều 1) là 0,24 x 7 = 1,68 g/kg/24h (liều 2 – liều cao gấp 3 lần liều 1 là 5,04 g/kg/24h) [38].

2.1.2. Thuốc đối chứng
- Aspirin, biệt dược Aspégic (DL-lysine Acetylsalicylate) viên nén 100mg (Công ty cổ phần Traphaco, Việt Nam). 
- Diclofenac, Sigma (Singapore).
- Codein phosphate do Viện Kiểm nghiệm thuốc Trung ương cung cấp.
- Berberin.
2.1.3. Hoá chất, máy móc dùng trong nghiên cứu:
- Kít định lượng các enzym và chất chuyển hóa trong máu: ALT (alanin aminotransferase), AST (aspartat aminotransferase), bilirubin toàn phần, albumin, cholesterol toàn phần, creatinin của hãng Erba (Đức).
- Các hóa chất xét nghiệm và làm tiêu bản mô bệnh học.
- Dung dịch acid acetic 1%.
- Máy xét nghiệm sinh hóa bán tự động Erba Chem 5 V3 của Đức.
- Máy xét nghiệm huyết học ABX Micros ES 60 của Pháp.
- Cân điện tử của Nhật, độ chính xác 0,001 gam.
- Máy Hot plate model – DS37 của hãng Ugo-Basile (Italy).
- Máy đo ngưỡng đau Dynamic Plantar Aesthesiometer của hãng Ugo-Basile (Italy).
- Kim đầu tù cho chuột uống.
- Cốc chia vạch, bơm kim tiêm 1ml.
- Gạc vô khuẩn và một số dụng cụ nghiên cứu khác.
2.2. Địa điểm và thời gian nghiên cứu
- Địa điểm: Bộ môn Dược lý – Học viện Quân y
- Thời gian: Tháng 8 năm 2022 đến tháng 3 năm 2023.
2.3. Đối tượng nghiên cứu
- Chuột nhắt trắng chủng Swiss, cả 2 giống, khoẻ mạnh, trọng lượng 18 – 22 g do viện vệ sinh dịch tễ Trung ương cung cấp.
- Chuột cống trắng chủng Wistar, cả hai giống, khỏe mạnh, cân nặng 200 ± 20 g do Trung tâm động vật thực nghiệm J10 – Học viện Quân y cung cấp.
- Chuột được nuôi trong phòng thí nghiệm của Bộ môn Dược lý – Học viện Quân y 5-10 ngày trước khi nghiên cứu và trong suốt thời gian nghiên cứu bằng thức ăn chuẩn dành riêng cho chuột (do viện vệ sinh dịch tễ Trung ương và Trung tâm động vật thực nghiệm J10 – Học viện Quân y cung cấp), uống nước tự do.
2.4. Phương pháp nghiên cứu
Thiết kế nghiên cứu: Nghiên cứu thực nghiệm, có đối chiếu với nhóm chứng.
2.4.1. Đánh giá tác dụng chống viêm và giảm đau 
2.4.1.1. Đánh giá tác dụng chống viêm
Nghiên cứu tác dụng chống viêm khớp gây bởi hoạt chất Freund trên chuột cống. Sử dụng mô hình gây viêm khớp dạng thấp thực nghiệm trên chuột cống trắng bằng hoạt chất Freund hoàn chỉnh (Completed Freund adjuvant) có chứa xác vi khuẩn Mycobacterium butyricum được Newbould mô tả lần đầu năm 1963, được nhiều tác giả áp dụng nghiên cứu (Mariappan, 2011; Chen, 2012) [39],[40].
Chuột cống trắng được chia làm 5 lô, mỗi lô 10 con.
- Lô 1 (lô chứng sinh lý): cho chuột uống nước cất, không gây viêm bằng hoạt chất (28 ngày). 
- Lô 2 (lô chứng bệnh lý): cho chuột uống nước cất, gây viêm bằng hoạt chất (28 ngày)
- Lô 3 (lô tham chiếu): uống Diclofenac sodium liều 15 mg/kg/ngày, gây viêm bằng hoạt chất (28 ngày). 
- Lô 4 (lô trị 1): uống Hoàng bá nam liều 1,68 g/kg/24h, gây viêm bằng hoạt chất (28 ngày).
- Lô 5 (lô trị 2): uống Hoàng bá nam liều 5,04 g/kg/24h,  gây viêm bằng hoạt chất (28 ngày).

Chuột ở các lô được uống nước cất hoặc thuốc thử mỗi ngày 1 lần vào buổi sáng trong 28 ngày liên tục.
Cách gây viêm bằng hoạt chất: Tiêm 0,1 mL hoạt chất Freund hoàn chỉnh vào gan bàn chân của một chân sau (bên trái) của chuột cống trắng, tạo cảm ứng để gây bệnh viêm khớp. 
Các chỉ số nghiên cứu:
- Tiến hành đo đường kính khớp cổ chân tiêm chất gây viêm khớp (chân sau trái) của chuột vào các thời điểm ngay trước khi tiêm và 7 ngày, 14 ngày, 21 ngày và 28 ngày sau khi tiêm hoạt chất. 
- Làm tiêu bản giải phẫu bệnh lý khớp cổ chân sau trái của chuột khi kết thúc thí nghiệm để đánh giá mức độ viêm khớp và tổn thương sụn khớp của chuột. 
So sánh đường kính khớp, hình ảnh vi thể khớp cổ chân chuột giữa các lô nghiên cứu. 
2.4.1.2. Đánh giá tác dụng giảm đau 
a) Đánh giá tác dụng giảm đau trung ương
Sử dụng phương pháp “mâm nóng” (hot plate) [20]. Chuột nhắt trắng được chia ngẫu nhiên làm 4 lô, mỗi lô 10 con.
- Lô 1 (lô chứng): uống nước cất liều 0,2 ml/10g/24h trong 120h (5 ngày)
- Lô 2 (lô tham chiếu): uống codein phosphat 20 mg/kg trong 120h (5 ngày)
- Lô 3 (lô trị 1): uống dịch chiết Hoàng bá nam liều 2,88 g/kg/24h trong 120h (5 ngày).
- Lô 4 (lô trị 2): uống dịch chiết Hoàng bá nam liều 8,64 g/kg/24h trong 120h (5 ngày). 
Chuột ở các lô được uống nước cất hoặc thuốc thử mỗi ngày 1 lần vào buổi sáng trong 5 ngày liên tục. Đo thời gian phản ứng với nhiệt độ của chuột sau khi uống thuốc lần cuối cùng 1 giờ.
Phương pháp đo như sau: Đặt chuột lên mâm nóng (máy Hot plate), luôn duy trì ở nhiệt độ 56C bằng hệ thống ổn nhiệt. Thời gian phản ứng với kích thích nhiệt được tính từ lúc đặt chuột lên mâm nóng đến khi chuột có phản xạ liếm chân sau. So sánh thời gian phản ứng với kích thích nhiệt giữa các lô chuột với nhau. So sánh thời gian phản ứng với kích thích nhiệt trước và sau khi uống thuốc thử.
b) Đánh giá tác dụng giảm đau ngoại biên
Sử dụng phương pháp gây quặn đau bằng acid acetic [20]. Chuột nhắt trắng được chia ngẫu nhiên làm 4 lô, mỗi lô 10 con.
- Lô 1 (lô chứng): uống nước cất 0,2 ml/10g/24h trong 120h (5 ngày).
- Lô 2 (lô tham chiếu): uống Aspirin 150 mg/kg/24h trong 120h 5 (ngày).
- Lô 3 (lô trị 1): uống dịch chiết Hoàng bá nam liều 2,68 g/kg/24h trong 120h (5 ngày). 
- Lô 4 (lô trị 2): uống dịch chiết Hoàng bá nam liều 8,64 g/kg/24h trong 120h (5 ngày).
Chuột ở các lô được uống nước cất hoặc thuốc thử mỗi ngày 1 lần vào buổi sáng trong 5 ngày liên tục. Ngày thứ 5, sau khi uống thuốc 1 giờ, tiêm vào ổ bụng mỗi chuột 0,2 ml dung dịch acid acetic 1%. Đếm số cơn quặn đau của từng chuột trong mỗi 5 phút cho đến hết phút thứ 30 sau khi tiêm acid acetic. So sánh số cơn quặn đau của chuột giữa các lô với nhau.
2.4.2. Đánh giá tác dụng kháng khuẩn 
Đánh giá tác dụng kháng khuẩn của Hoàng bá nam bằng cách sử dụng mô hình gây bỏng trên chuột thực nghiệm. Chuột cống trắng được chia ngẫu nhiên làm 3 lô, mỗi lô 10 con.
+ Lô 1 (lô chứng): gây bỏng, điều trị bằng nước muối sinh lý
+ Lô 2 (BER): gây bỏng, điều trị bằng berberin dung dịch 0,1%
+ Lô 3 (HBN): gây bỏng, điều trị bằng cao lỏng hoàng bá nam (cao 1:5)
Chuột được cạo sạch lông ở vùng lưng, diện tích 6 x 6 cm. Gây bỏng nhiệt bằng dụng cụ gây bỏng kim loại chuyên biệt có diện tích bề mặt gây bỏng hình tròn đường kính 2 cm. Nhiệt độ bề mặt gây bỏng được làm nóng ổn định ở 100°C, và áp dụng cụ gây bỏng lên vuông góc với mặt da vị trí cạo lông chuột trong 25 giây, lực nén bằng sức nặng của dụng cụ, không tác động thêm lực khác. Với cách gây bỏng như vậy, diện tích vết bỏng gây ra là bằng nhau (đường kính 2cm), độ sâu như nhau (bỏng độ 3 nông). 
Cách điều trị: Tiến hành điều trị bắt đầu từ ngày thứ 3 sau khi gây bỏng (ngày N0). Tại chỗ vết bỏng của các lô chuột được xử trí lau rửa vết bỏng, sau đó đắp gạc (kích thước 2,5 x 3 cm) tẩm dung dịch nước muối sinh lý (lô chứng), dung dịch berberin 0,1% (lô BER), cao lỏng Hoàng bá nam 1:5. Sau đó đặt gạc khô băng kín, thay băng hàng ngày cho tới khi vết bỏng khỏi. 
Các chỉ tiêu đánh giá:
- Xét nghiệm vi khuẩn trên bề mặt vết bỏng: Lấy bệnh phẩm tại vết bỏng vào ba thời điểm trước khi dùng thuốc (ngày N0) và sau khi dùng thuốc 7 (ngày N7), 14 ngày (ngày N14): sử dụng một tấm mica trong vô khuẩn đã đục sẵn 1 lỗ có diện tích 1 cm2 đặt lên bề mặt vết bỏng chưa được lau rửa, dùng tăm bông lăn nhẹ trong hình lỗ đục sẵn của tấm mica trong. Cho tăm bông vào ống nghiệm có chứa 2 ml nước muối sinh lý vô khuẩn, lắc nhẹ ống nghiệm (lấy bệnh phẩm ở cùng 1 vị trí). Tiến hành định danh vi khuẩn, xác định số lượng vi khuẩn/1 cm2 diện tích vết bỏng, số lượng các loài vi khuẩn ở vết bỏng trên mẫu bệnh phẩm trên. Xét nghiệm được tiến hành tại Khoa cận lâm sàng, Viện Bỏng Quốc gia.
- Các chỉ tiêu theo dõi tại chỗ vết bỏng: Tình trạng xung huyết, phù nề tiết dịch, hoại tử, sự mọc mô hạt, quá trình biểu mô hóa dựa vào các đặc điểm có thể quan sát và đánh giá được, mức độ vết bỏng tại các lô được đánh giá và cho điểm theo thang được trình bày trong bảng 2.1.





Bảng 2.1. Thang điểm đánh giá tình trạng đại thể vết bỏng
	Điểm
	0 điểm
	1 điểm
	2 điểm
	3 điểm

	Lượng dịch tiết
	-
	Khô
	Ướt, không có mủ
	Ướt, có mủ trắng

	Độ rộng vết bỏng
	Không
	Ít
	Trung bình
	Nhiều

	Tình trạng ổ loét
	Không loét hoặc đã tróc vảy, liền sẹo
	Loét nông, khô hoặc chưa tróc vảy
	Loét nông, ướt
	Loét sâu, ướt

	Mức độ xung huyết
	Không
	Ít
	Trung bình
	Nhiều

	Mức độ phù nề
	Không
	Ít
	Trung bình
	Nhiều


Đo diện tích vết bỏng vào các ngày trước khi dùng thuốc (N0) và sau khi dùng thuốc 7 ngày (N7), 14 ngày (N14) và 21 ngày (N21).
2.5. Sơ đồ nghiên cứu
	Dịch chiết Hoàng bá nam



	Nghiên cứu thực nghiệm



	Tác dụng chống viêm trên chuột cống gây viêm khớp
	
	Tác dụng giảm đau:
- Giảm đau trên mô hình mâm nóng.
- Giảm đau trên mô hình gây đau quặn.
	
	Tác dụng kháng khuẩn trên chuột gây bỏng


 
	Kết luận
· Tác dụng giảm đau, chống viêm
· Tác dụng kháng khuẩn




2.6. Xử lý và phân tích số liệu

Các số liệu nghiên cứu được thu thập và xử lý bằng phương pháp thống kê T-test Student. Số liệu được biểu diễn dưới dạng:  ± SD. Sự khác biệt có ý nghĩa thống kê khi p < 0,05.
2.7. Đạo đức trong nghiên cứu
Được sự cho phép của Hội đồng thông qua đề cương Học viện Y – Dược học cổ truyền Việt Nam.
Nghiên cứu được thực hiện trên chuột cống trắng và chuột nhắt trắng, số lượng động vật sử dụng trong các mô hình thí nghiệm được hạn chế ở mức tối thiểu, đủ để thu được kết quả đảm bảo độ tin cậy và đủ xử lý thống kê.
Những chuột chết trong quá trình làm thí nghiệm (nếu có) và số chuột sau khi thí nghiệm hoàn thành đều được xử lý theo đúng quy định [41],[42].
Việc lựa chọn động vật thí nghiệm, điều kiện nuôi, chăm sóc và sử dụng động vật đều tuân thủ chặt chẽ theo quy định chung trong nghiên cứu y sinh học [41],[42].


Chương 3
KẾT QUẢ NGHIÊN CỨU

3.1. Kết quả đánh giá tác dụng chống viêm và giảm đau 
3.1.1. Kết quả đánh giá tác dụng chống viêm 
Tác dụng chống viêm của dịch chiết Hoàng bá nam được đánh giá trên mô hình gây viêm khớp dạng thấp thực nghiệm ở chuột cống trắng bằng hoạt chất Freund hoàn chỉnh.
Kết quả về đường kính khớp cổ chân của chuột gây viêm bằng hoạt chất Freund hoàn chỉnh tại các thời điểm nghiên cứu được trình bày ở bảng 3.1.
Bảng 3.1. Đường kính khớp cổ chân chuột gây viêm tại các thời điểm nghiên cứu
	Lô chuột
	Đường kính khớp cổ chân chuột gây viêm (mm) 
(n = 10 ở mỗi lô, Mean ± SD)
	p

	
	Trước gây viêm (a)
	Sau 7 ngày  (b)
	Sau 14 ngày
(c)
	Sau 21 ngày
(d)
	Sau 28 ngày
(e)
	

	Chứng sinh lý (1)
	6,84
± 0,53
	6,69
± 0,61
	6,77
± 0,56
	6,81
± 0,65
	6,79
± 0,59
	> 0,05

	Chứng bệnh lý (2)
	6,75
± 0,42
	8,19
± 0,68
	8,62
± 0,72
	7,92
± 0,69
	7,56
± 0,53
	p-a < 0,01

	Tham chiếu (3)
	6,96
± 0,67
	7,66
± 0,62
	7,59
± 0,58
	7,45
± 0,66
	7,12
± 0,61
	pb,c-a < 0,01
pd-a < 0,05
pe-a > 0,05

	HBN-1 (4)
(lô trị 1)
	6,69
± 0,56
	7,69
± 0,64
	7,62
± 0,60
	7,49
± 0,58
	7,17
± 0,69
	

	HBN-2 (5)
(lô trị 2)
	6,81
± 0,45
	7,62
± 0,56
	7,54
± 0,62
	7,43
± 0,51
	7,09
± 0,66
	

	p2-1
	> 0,05
	< 0,01
	< 0,01
	< 0,01
	< 0,01
	-

	p3,4,5-2
	> 0,05
	< 0,05
	< 0,05
	< 0,05
	< 0,05
	-

	p3,4,5-1
	> 0,05
	< 0,01
	< 0,01
	< 0,05
	> 0,05
	-

	p4,5-3; p4-5
	> 0,05
	> 0,05
	> 0,05
	> 0,05
	> 0,05
	-



Nhận xét:
- Trước khi gây viêm (thời điểm a), đường kính chân chuột không có sự khác biệt giữa các lô (p > 0,05). 
- Sau khi gây viêm, mức độ phù nề của chân chuột ở lô chứng bệnh lý tăng rõ rệt so với lô chứng sinh lý. Chân chuột bị phù nề tăng dần trong 2 tuần đầu, sau đó mức độ phù nề của chân chuột giảm dần, tuy nhiên tại tất cả các thời điểm đo sau gây viêm (sau 7, 14, 21, 28 ngày), đường kính chân chuột ở lô chứng bệnh lý đều tăng cao rõ rệt so với ở lô chứng sinh lý (p2-1 < 0,01) cũng như so với trước gây viêm (p-a < 0,01).   
- So với lô chứng bệnh lý, tại tất cả các thời điểm đo sau gây viêm (sau 7, 14, 21, 28 ngày), đường kính khớp cổ chân chuột gây viêm ở các lô dùng thuốc nhỏ hơn có ý nghĩa thống kê (p3,4,5-2 < 0,05), chứng tỏ các chuột cho uống thuốc thử có tác dụng làm giảm phù nề chân chuột gây viêm.
- Tại thời điểm sau 7 và 14 ngày, đường kính khớp cổ chân chuột gây viêm ở các lô dùng thuốc vẫn còn cao hơn rõ rệt so với ở lô chứng sinh lý khi so sánh tại cùng thời điểm (p3,4,5-1 < 0,01) cũng như so với trước gây viêm khi so sánh trong cùng lô (pb,c-a < 0,01). Tại thời điểm sau 21 ngày, đường kính khớp cổ chân chuột gây viêm ở các lô dùng thuốc cao hơn so với ở lô chứng sinh lý khi so sánh tại cùng thời điểm cũng như so với trước gây viêm khi so sánh trong cùng lô với p < 0,05 (p3,4,5-1 < 0,05; pd-a < 0,05). Tại thời điểm sau 28 ngày, đường kính khớp cổ chân chuột gây viêm ở các lô dùng thuốc trở về tương đương so với ở lô chứng sinh lý khi so sánh tại cùng thời điểm (p3,4,5-1 > 0,05) cũng như so với trước gây viêm khi so sánh trong cùng lô (pe-a > 0,05). Như vậy, thời gian dùng thuốc càng nhiều thì tác dụng làm giảm phù nề chân chuột gây viêm càng rõ.
- So sánh giữa 2 lô dùng Hoàng bá nam với lô dùng Diclofenac, cũng như so sánh giữa 2 lô dùng Hoàng bá nam, đường kính khớp cổ chân chuột gây viêm ở các lô này tại cùng một thời điểm đo là như nhau (p4,5-3; p4-5 > 0,05). Tác dụng làm giảm phù nề chân chuột ở 2 lô dùng Hoàng bá nam liều 1,68 g/kg/24h (lô trị 1) và 5,04 g/kg/24h (lô trị 2) là tương đương nhau và tương đương với khi dùng natri diclofenac liều 15 mg/kg/ngày.
[image: ][image: ]Kết quả về tiêu bản giải phẫu bệnh khớp cổ chân chuột gây viêm được trình bày tại hình 3.1.
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Hình 3.1. Hình ảnh giải phẫu bệnh khớp cổ chân chuột đại diện các lô nghiên cứu
      (a) chứng sinh lý, (b) chứng bệnh lý, (c) tham chiếu, (d) HBN-1, (e) HBN-2	

Hình ảnh 3.1 cho thấy: Ở lô chứng sinh lý (a), hình ảnh giải phẫu khớp cổ chân của chân chuột bình thường, không xơ hóa, không có tế bào viêm. Ở lô chứng bệnh lý (b), sợi collagen đứt gãy nhiều chỗ, cấu trúc lộn xộn, xơ hóa nhẹ, chất căn bản của sụn mất thành phần protein chondromuco; có một số tế bào lympho, mạch máu sung huyết, biểu hiện viêm nhiễm nghiêm trọng và rõ ràng. Ở lô tham chiếu (c) và hai lô dùng HBN (d, e), hình ảnh viêm khớp giảm rõ rệt so với lô đối chứng với hình ảnh viêm và xơ hóa nhẹ không rõ ràng.


3.1.2. Kết quả đánh giá tác dụng giảm đau 
3.1.2.1. Kết quả đánh giá tác dụng giảm đau trung ương trên mô hình gây đau bằng phiến nóng (Hotplate)
Kết quả nghiên cứu được trình bày ở bảng 3.2:
Bảng 3.2. Ảnh hưởng của Hoàng bá nam tới thời gian xuất hiện đáp ứng với đau
	Lô chuột nghiên cứu
	Thời gian xuất hiện đáp ứng với đau (giây)
(n = 10 ở mỗi lô, Mean ± SD)
	pso sánh trước sau (pb-a)

	
	Trước uống       thuốc (a)
	Sau uống thuốc (b)
	

	
	
	Mean ± SD
	% tăng so với (1)
	

	 Lô chứng (nước cất)
	(1)
	14,19 ± 3,31
	13,98 ± 3,23
	-
	> 0,05

	 Lô tham chiếu (codein phosphate)
	(2)
	14,10 ± 2,20
	19,02 ± 4,45
	38,64 %
	< 0,01

	 Lô trị 1 (HBN 1)
	(3)
	14,75 ± 2,18
	16,96 ± 3,23
	21,40 %
	< 0,05

	 Lô trị 2 (HBN 2)
	(4)
	14,19 ± 3,31
	18,69 ± 5,55
	34,33%
	< 0,01

	pso sánh giữa các lô
	p > 0,05
	p2,4-1 < 0,01; p3-1 < 0,05;
p3,4-2 > 0,05; p3-4 > 0,05
	-


Nhận xét:
- Trước khi uống thuốc nghiên cứu: thời gian xuất hiện đáp ứng với đau của chuột ở các lô nghiên cứu không có sự khác biệt có ý nghĩa thống kê (p > 0,05).
- Sau uống thuốc nghiên cứu: 
+ So sánh giữa các lô với nhau: Thời gian xuất hiện đáp ứng với đau của chuột ở các lô dùng Hoàng bá nam (cả 2 mức liều) dài hơn có ý nghĩa thống kê so với ở lô chứng (p < 0,05 và p < 0,01). Hoàng bá nam dùng uống liều 2,88 g/kg/24h và 8,64 g/kg/24h có tác dụng giảm đau tốt khi thử theo phương pháp “mâm nóng” (Hotplate). Tác dụng này tương đương với codein phosphat 20 mg/kg (p3,4-2 > 0,05). Thời gian đáp ứng đau của chuột ở lô dùng Hoàng bá nam liều cao dài hơn so với ở lô dùng Hoàng bá nam liều thấp, chứng tỏ tác dụng giảm đau theo phương pháp mâm nóng của Hoàng bá nam có xu hướng đáp ứng theo liều, tuy nhiên sự khác biệt chưa có ý nghĩa thống kê (p3-4 > 0,05).
+ So sánh trong từng lô, thời gian đáp ứng đau của chuột ở các lô dùng Hoàng bá nam (cả 2 mức liều) tại thời điểm sau uống thuốc dài hơn có ý nghĩa thống kê so với tại thời điểm trước uống thuốc với (p < 0,05 và p < 0,01). Kết quả so sánh tự chứng càng khẳng định cho tác dụng giảm đau của Hoàng bá nam khi thử theo phương pháp “mâm nóng” (Hotplate).
3.1.2.2. Kết quả đánh giá tác dụng giảm đau ngoại biên
Acid acetic sau khi tiêm phúc mạc ổ bụng chuột sẽ tạo ra kích thích gây viêm đau. Khi kích thích vượt qua ngưỡng đau của chuột sẽ gây ra đáp ứng với đau của chuột gọi là cơn đau quặn, với các biểu hiện sau: uốn oằn thân, thóp bụng lại, áp bụng xuống sàn, duỗi dài thân và chân sau. Thuốc có tác dụng giảm đau sẽ làm tăng ngưỡng đau, do đó thời gian xuất hiện đau quặn sẽ muộn hơn và số cơn đau quặn sẽ ít hơn. Kết quả thu được như sau:
* Kết quả về ảnh hưởng của Hoàng bá nam tới thời gian xuất hiện cơn đau quặn đầu tiên được thể hiện ở bảng 3.3:  
Bảng 3.3. Ảnh hưởng của Hoàng bá nam tới thời gian xuất hiện đau quặn
	Lô nghiên cứu
	
	Thời gian xuất hiện đau (giây)
(n = 10 ở mỗi lô, Mean ± SD)
	p

	 Lô chứng (nước cất)
	(1)
	260,60 ± 67,22
	p2,3,4-1< 0,05
p3,4-2 > 0,05
p3-4 > 0,05

	 Lô tham chiếu (Aspirin)
	(2)
	353,10 ± 102,53
	

	 Lô trị 1 (HBN 1)
	(3)
	346,70 ± 100,23
	

	 Lô trị 2 (HBN 2)
	(4)
	352,10 ± 90,99
	


Nhận xét:
- So với lô chứng, các lô dùng Hoàng bá nam và Aspirin có thời gian xuất hiện đau lớn hơn có ý nghĩa thống kê (p < 0,05). Như vậy, Hoàng bá nam và Aspirin đều thể hiện tác dụng làm thời gian xuất hiện đau quặn muộn hơn so với lô chứng. 
- Thời gian xuất hiện đau ở lô dùng Hoàng bá nam liều 2 dường như lớn 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 tham chiếu dùng Aspirin, các lô dùng Hoàng bá nam có thời gian xuất hiện đau là tương đương, không có sự khác biệt có ý nghĩa thống kê (p > 0,05).
* Kết quả về số cơn đau quặn ở “các khoảng thời gian mỗi 5 phút” sau tiêm acid acetic (5 khoảng thời gian tính từ  lúc bắt đầu tiêm đến hết phút 25 sau tiêm) được thể hiện ở biểu đồ 3.1:
 * p < 0,05 so với lô chứng
** p < 0,01 so với lô chứng


 Số cơn đau quặn

*

*
*

*

*
*



0-5
5-10
10-15
15-20
20-25
Các khoảng thời gian 5 phút sau tiêm acid acetic


Biểu đồ 3.1. Số cơn đau quặn của các lô nghiên cứu đo được 
ở mỗi khoảng thời gian 5 phút sau tiêm acid acetic





	Kết quả biểu đồ 3.1 cho thấy:
	Trong các khoảng thời gian đo 5-10 phút và 20-25 phút, số cơn đau quặn ở các lô dùng Hoàng bá nam và  lô tham chiếu dùng Aspirin nhỏ hơn so với lô chứng sinh lý với p < 0,01. Tại các khoảng thời gian đo 10-15 phút, và 15-20 phút, số cơn đau quặn ở các lô dùng Hoàng bá nam và lô tham chiếu dùng Aspirin nhỏ hơn so với lô chứng sinh lý với p < 0,05. Tuy nhiên, tại khoảng thời gian đo 0-5 phút, sự khác biệt chưa đạt ý nghĩa thống kê (p > 0,05). 

* Kết quả đánh giá tổng số cơn đau quặn trong 25 phút sau tiêm acid acetic được thể hiện ở bảng 3.4:
Bảng 3.4. Ảnh hưởng của Hoàng bá nam tới tổng số cơn đau quặn 
trong 25 phút sau tiêm acid acetic
	Lô nghiên cứu
	Số cơn đau quặn trong
25 phút sau tiêm acid acetic
(n = 10 ở mỗi lô, Mean ± SD)
	Tỷ lệ (%) giảm số cơn đau quặn so với lô chứng 

	 Lô chứng (nước cất)
	(1)
	47,50 ± 10,10
	-

	 Lô tham chiếu (Aspirin)
	(2)
	31,90 ± 8,71
	32,84 %

	 Lô trị 1 (HBN 1)
	(3)
	33,80 ± 8,68
	28,84 %

	 Lô trị 2 (HBN 2)
	(4)
	31,30 ± 7,99
	34,11 %

	p
	p2,3,4- 1< 0,01
p3,4-2 > 0,05; p3-4 > 0,05
	-


Nhận xét:
- So với lô chứng, số cơn đau quặn trong cả 25 phút sau tiêm acid acetic ở cả 2 lô dùng Hoàng bá nam liều 1, liều 2 và lô dùng Aspirin đều nhỏ hơn có ý nghĩa thống kê với p < 0,01. Tính toán ở trong khoảng thời gian 25 phút này, tỷ lệ phần trăm làm giảm số cơn đau quặn ở lô dùng Aspirin liều 180 mg/kg/ngày, và các lô dùng Hoàng bá nam liều 1, liều 2, lần lượt là 32,84 %; 28,84 %; và 34,11 %.
- So với lô tham chiếu dùng Aspirin liều 180 mg/kg/ngày, số cơn đau quặn trong cả 25 phút sau tiêm acid acetic ở các lô dùng Hoàng bá nam cả 2 mức liều không có sự khác biệt có ý nghĩa thống kê (p3,4-2 > 0,05). 
- So với ở lô dùng Hoàng bá nam liều thấp, ở lô dùng Hoàng bá nam liều cao có số cơn đau quặn trong cả 25 phút sau tiêm acid acetic ít hơn, tuy nhiên sự khác biệt chưa có ý nghĩa thống kê (p3-4 > 0,05).



3.2. Kết quả đánh giá tác dụng kháng khuẩn 
3.2.1. Tác dụng làm giảm mật độ vi khuẩn trên vết bỏng thực nghiệm
	Sau khi gây bỏng thực nghiệm trên chuột cống trắng, tác dụng kháng khuẩn của Hoàng bá nam được đánh giá bằng cách lấy bệnh phẩm tại vết bỏng vào thời điểm   sau khi dùng thuốc 7 (ngày N7), 14 ngày (ngày N14).
* Kết quả về các loài vi khuẩn phân lập được tại vết bỏng và tỷ lệ các vi khuẩn phân lập được qua các lần cấy khuẩn được chỉ ra ở bảng 3.5:
Bảng 3.5. Tỷ lệ các loài vi khuẩn phân lập được từ vết bỏng
	Vi khuẩn
	Số lần phân lập được
	Tỷ lệ phân lập được (%).

	Staphylococcus aureus
	76
	84,44

	Pseudomonas aeruginosa
	15
	16,67

	Staphylococcus epidermidis
	6
	6,67

	Escherichia coli
	4
	4,44

	Klebsiella Pneumoniae
	3
	3,33

	Bacillus spp.
	2
	2,22

	Enterobacter cloacae
	2
	2,22


Nhận xét:
Kết quả phân lập vi khuẩn tại vết bỏng ở các lô chuột tại các thời điểm lấy mẫu cho thấy, các loài vi khuẩn phân lập được nhiều nhất là S .aureus (chiếm 84,44 %), tiếp theo là P. aeruginosa (16,67 %). Các vi khuẩn khác                           (S. epidermidis,  E. coli, K. Pneumoniae, Bacillus spp., E. cloacae) chỉ gặp với tỷ lệ không đáng kể (2,22 đến 6,67 %).

* Tiến hành định lượng vi khuẩn S. aureus, kết quả về số lượng vi khuẩn S. aureus/1cm2 bề mặt vết bỏng của chuột ở các thời điểm nghiên cứu được trình bày ở các bảng 3.6, bảng 3.7 và bảng 3.8:
Bảng 3.6. Số lượng vi khuẩn S. aureus /1cm2 bề mặt vết bỏng của chuột 
ở thời điểm ngày N0 (trước khi điều trị)

	Lô nghiên cứu
	n
	Số lượng vi khuẩn 
S. aureus (VK/cm2)
(Mean ± SD)
	Phần trăm so với lô chứng (%)

	Lô chứng (1)
	10
	1468,00 ± 916,90
	-

	Lô BER (2)
	10
	1325,00 ± 896,30
	90,26

	Lô HBN (3)
	10
	1519,00 ± 935,16
	103,47

	p
	p2,3- 1> 0,05; p3-2 > 0,05
	-


Nhận xét: 
Tại thời điểm trước khi điều trị, số lượng vi khuẩn S. aureus trên 1 cm2 diện tích vết bỏng ở lô chứng, lô Berberin và lô Hoàng bá nam là tương đương (p > 0,05), và tương ứng bằng 90,26 % và  103,47 % so với lô chứng. 

Bảng 3.7. Số lượng vi khuẩn S. aureus /1cm2 bề mặt vết bỏng của chuột 
ở thời điểm ngày N7 (sau 7 ngày điều trị)

	Lô nghiên cứu
	n
	Số lượng vi khuẩn 
S. aureus (VK/cm2)
(Mean ± SD)
	Phần trăm so với lô chứng (%)

	Lô chứng (1)
	10
	1398,00 ± 642,81
	-

	Lô BER (2)
	10
	439,00 ± 216,70
	31,40

	Lô HBN (3)
	10
	265,10 ± 108,65
	18,96

	p
	p2,3- 1 < 0,01; p3-2 > 0,05
	-



Nhận xét: 
- Tại thời điểm ngày N7 (sau 7 ngày điều trị), số lượng vi khuẩn S. aureus trên 1 cm2 diện tích vết bỏng ở lô Berberin và lô Hoàng bá nam ít hơn rõ rệt so với ở lô chứng (p2,3- 1 < 0,01), và tương ứng chỉ còn bằng 31,40 % và 18,96 % so với lô chứng.
- Số lượng vi khuẩn S. aureus trên 1 cm2 diện tích vết bỏng ở lô Hoàng bá nam ít hơn nhưng không có ý nghĩa thống kê so với ở lô Berberin (p3-2 > 0,05).

Bảng 3.8. Số lượng vi khuẩn S. aureus /1cm2 bề mặt vết bỏng của chuột 
ở thời điểm ngày N14 (sau 14 ngày điều trị) 

	Lô nghiên cứu
	n
	Số lượng vi khuẩn 
S. aureus (VK/cm2)
(Mean ± SD)
	Phần trăm so với lô chứng (%)

	Lô chứng (1)
	10
	468,50 ± 102,60
	-

	Lô BER (2)
	10
	169,30 ± 70,50
	36,14

	Lô HBN (3)
	10
	121,20 ± 52,90
	25,87

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


	Nhận xét: 
	- Tại thời điểm ngày N14 (sau 14 ngày điều trị), số lượng vi khuẩn S. aureus trên 1 cm2 diện tích vết bỏng ở các lô nghiên cứu đều giảm. So với lô chứng, số lượng vi khuẩn S. aureus trên 1 cm2 diện tích vết bỏng ở lô Berberin và lô Hoàng bá nam ít hơn có ý nghĩa thống kê (p2,3- 1 < 0,05), và tương ứng chỉ còn bằng 36,14 % và 25,87 % so với lô chứng.
	- Số lượng vi khuẩn S. aureus trên 1 cm2 diện tích vết bỏng ở lô Hoàng bá nam có xu hướng ít hơn so với ở lô Berberin, tuy nhiên sự khác biệt không có ý nghĩa thống kê (p3-2 > 0,05).
3.2.2. Kết quả các chỉ tiêu theo dõi tại chỗ vết bỏng
	- Ngay sau khi gây bỏng, vết bỏng có màu trắng ngà, không phồng rộp, có ranh giới rõ ràng với vùng da lành. 
	- Khoảng 1-2 giờ sau, rìa xung quanh vết bỏng nhìn rõ quầng xung huyết. 
	- Ngày thứ 3 sau khi gây bỏng (ngày N0), vết bỏng bắt đầu loét và xuất hiện hoại tử ướt. 
	- Sau khi đắp gạc thuốc 7 ngày (ngày N7), các vết bỏng vẫn ướt, có mủ trắng, đã thấy có sự cải thiện giữa các lô Berberin và lô Hoàng bá nam so với lô chứng. 
	- Sau 14 ngày đắp gạc thuốc (ngày N14), đa số vết bỏng co lại, giảm tiết dịch, một số vết bỏng ở lô chứng còn ướt và có mủ; một số vết bỏng ở lô Berberin và lô Hoàng bá nam bắt đầu rụng mô hoại tử. 
	- Sau 21 ngày đắp gạc thuốc, các vết bỏng hết mủ, khô, diện tích được thu hẹp đáng kể. Một số vết bỏng thuộc lô Berberin và lô Hoàng bá nam bắt đầu bong vảy và liền sẹo.
Kết quả cho điểm đánh giá diễn biến đại thể của vết bỏng được trình bày ở bảng 3.9:
Bảng 3.9. Kết quả đánh giá diễn biến đại thể tại vết bỏng

	Lô nghiên cứu
	n
	Điểm đánh giá
(Mean ± SD)

	
	
	Ngày N0
	Ngày N7
	Ngày N14
	Ngày N21

	Lô chứng (1)
	10
	9,08 ± 1,35
	10,94 ± 1,14
	4,92 ± 0,56
	3,75 ± 0,36

	Lô BER (2)
	10
	8,82 ± 1,19
	9,19 ± 0,96
	2,18 ± 0,24
	1,86 ± 0,19

	Lô HBN (3)
	10
	8,92 ± 1,26
	9,05 ± 0,91
	1,98 ± 0,21
	1,67 ± 0,15

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


Nhận xét: 
	- Tại thời điểm ban đầu khi chưa điều trị, điểm đánh giá diễn biến đại thể tại vết bỏng ở các lô là tương đương nhau (p > 0,05).
	- Tại thời điểm ngày N7 (sau điều trị 7 ngày), diễn biến tại vết bỏng ở lô chứng có xu hướng tổn thương nặng hơn, thể hiện thông qua lượng dịch tiết tăng lên, vết bỏng sâu, diện tích vết bỏng còn lớn. Điểm đánh giá diễn biến tại vết bỏng ở lô chứng tại ngày N7 tăng cao hơn so với ngày N0 (10,94 so với 9,08). Diễn biến tại vết bỏng ở 2 lô Berberin và Hoàng bá nam cải thiện ít, điểm đánh giá thấp hơn so với ở lô chứng nhưng khác biệt chưa có ý nghĩa thống kê (p > 0,05). So sánh giữa 2 lô Berberin và Hoàng bá nam không có sự khác biệt (p > 0,05).
	- Tại thời điểm N14 (sau 14 ngày điều trị) và thời điểm N21 (sau 21 ngày điều trị), diễn biến tại vết bỏng được cải thiện đáng kể, điểm đánh giá diễn biến đại thể tại vết bỏng ở cả 3 lô đều giảm. Diễn biến tại vết bỏng ở 2 lô Berberin và Hoàng bá nam cải thiện rõ rệt hơn, điểm đánh giá ở hai lô này thấp hơn so có ý nghĩa thống kê so với ở lô chứng (p < 0,05). So sánh giữa 2 lô Berberin và Hoàng bá nam không có sự khác biệt (p > 0,05).
Đo diện tích vết bỏng vào các ngày trước khi dùng thuốc và sau khi dùng thuốc 7 ngày, 14 ngày và 21 ngày. Kết quả đánh giá diện tích vết bỏng được trình bày ở bảng 3.10:
Bảng 3.10. Diện tích vết bỏng ở các lô tại các thời điểm đánh giá

	Lô nghiên cứu
	n
	Diện tích vết bỏng (mm2)
(Mean ± SD)

	
	
	Ngày N0
	Ngày N7
	Ngày N14
	Ngày N21

	Lô chứng (1)
	10
	
342,6026,12
	
349,2028,15
	
221,3028,24
	
112,5012,86

	Lô BER (2)
	10
	
344,0030,65
	
330,8026,43
	
183,50  23,96
	
21,403,28

	Lô HBN (3)
	10
	
338,2024,96
	
324,6024,61
	
135,60 19,57
	
16,002,12

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


Nhận xét: 
	- Tại thời điểm ban đầu khi chưa điều trị, diện tích vết bỏng ở các lô là tương đương nhau (p > 0,05).
	- Tại thời điểm ngày N7 (sau điều trị 7 ngày), diện tích vết bỏng ở các lô nghiên cứu vẫn còn lớn. Diện tích vết bỏng ở 2 lô Berberin và Hoàng bá nam nhỏ hơn so với ở lô chứng nhưng khác biệt chưa có ý nghĩa thống kê (p > 0,05). So sánh giữa 2 lô Berberin và Hoàng bá nam không có sự khác biệt (p > 0,05).
	- Tại thời điểm N14 (sau 14 ngày điều trị) và thời điểm N21, diện tích vết bỏng ở cả 3 lô đều giảm. Diện tích vết bỏng ở 2 lô Berberin và Hoàng bá nam giảm rõ rệt, nhỏ hơn so có ý nghĩa thống kê so với ở lô chứng (p < 0,05). So sánh giữa 2 lô Berberin và Hoàng bá nam không có sự khác biệt (p > 0,05).






Chương 4
BÀN LUẬN

4.1. Về kết quả đánh giá tác dụng chống viêm và giảm đau
4.1.1. Về tác dụng chống viêm của Hoàng bá nam 
4.1.1.1. Về kết quả gây mô hình viêm đa khớp trên chuột
Để làm cơ sở cho việc đánh giá tác dụng chống viêm khớp của Hoàng bá nam, đầu tiên, chúng tôi xây dựng mô hình gây viêm khớp trên động vật thực nghiệm.
Có nhiều mô hình gây viêm khớp trên động vật thực nghiệm như: 
- Thử nghiệm viêm đa khớp thực nghiệm do Mycoplasma arthritis;
- Thử nghiệm trên viêm khớp thực nghiệm gây bởi chất bổ trợ Freund;
- Thử nghiệm trên viêm đa khớp gây bằng chất bổ trợ (chất sáp D) phân lập từ trực khuẩn lao... [20].
Trong đó, mô hình gây viêm khớp sử dụng dung dịch hoạt chất Freund hoàn chỉnh (Complete Freund’s Adjuvant-CFA) được coi là mô hình gây viêm khớp điển hình, được áp dụng rộng rãi để đánh giá tình trạng viêm khớp, đặc biệt là trong đánh giá tác dụng giảm đau, chống viêm của các bài thuốc, dược liệu chữa thấp khớp, bởi vì: Mô hình gây viêm khớp cổ chân chuột sử dụng dung dịch CFA là một mô hình thử nghiệm viêm khớp có chung nhiều đặc điểm bệnh lý với bệnh viêm đa khớp bao gồm sưng tấy, tăng sản hoạt dịch, tăng sinh mô hoạt dịch, phá hủy sụn và viêm quá mức; hoạt tính chống viêm của phần lớn các loại thuốc có hiệu quả trong điều trị được phát hiện. Hơn nữa, mô hình tiến hành trong thời gian ngắn nên hạn chế các sai số do tác nhân khách quan gây ra, giảm thiểu chi phí hóa chất cũng như chăm sóc động vật. Bên cạnh đó, các thông số theo dõi ít và tương đối đơn giản, giúp hạn chế tối đa các sai sót và nhầm lẫn gặp phải trong quá trình đánh giá.
Như đã nói ở trên, khi tiêm hoạt chất Freund hoàn chỉnh vào chân chuột, sẽ gây phản ứng viêm kiểu viêm khớp dạng thấp dựa trên các chỉ tiêu như: Hình thái (da đỏ, căng mọng), nhiệt độ tại chân gây viêm, trọng lượng, kích thước chân viêm (thông qua độ phù chân chuột), các chỉ số huyết học, yếu tố thấp trong máu, hình ảnh mô bệnh học... Chúng là các đặc điểm lâm sàng và cận lâm sàng thường gặp trong đợt cấp ở một bệnh nhân viêm đa khớp điển hình. Trong mô hình thí nghiệm này, chúng tôi sử dụng 2 chỉ tiêu đánh giá tương ứng với 1 biểu hiện lâm sàng và 1 cận lâm sàng của bệnh đó là: Đường kính khớp cổ chân chuột (phản ánh hiện tượng sưng viêm gây phù trên lâm sàng) và hình ảnh giải phẫu mô bệnh học của chân chuột bị gây viêm.
Kết quả bảng 3.1 cho thấy: Tại tất cả các thời điểm sau khi gây viêm, độ phù chân chuột ở các lô gây viêm, đặc biệt lô chứng bệnh lý tăng có ý nghĩa thống kê so với lô chứng sinh lý. Hoạt chất gây viêm đã gây sưng viêm rõ trên các chuột thí nghiệm được tiêm chất gây viêm. Độ phù chân chuột rõ nhất ở thời điểm 7 ngày và 14 ngày sau gây viêm, sau đó độ phù chân chuột giảm dần. Hình ảnh vi thể khớp cổ chân chuột cho thấy có tổn thương các tổ chức khớp gối rất mạnh thể hiện mức độ viêm nặng và rất rõ ràng: Các sợi colagen đứt gãy nhiều chỗ, cấu trúc lộn xộn, xơ hóa nhẹ, chất cơ bản của sụn mất dần thành phần chondromuco protein; xuất hiện một vài lympho bào, mạch máu xung huyết. 
Kết quả này của chúng tôi tương đồng với các kết quả của các tác giả khác khi thực hiện nghiên cứu gây mô hình viêm khớp trên động vật thực nghiệm, đánh giá thành công của việc xây dựng mô hình thông qua các chỉ tiêu tương tự:
- Năm 2014, Ở một nghiên cứu khác, Jeong và cộng sự đã tiến hành gây mô hình viêm khớp gối sử dụng collagenase, tác giả cũng sử dụng hình ảnh mô học ổ khớp để đánh giá, nhóm tác giả cũng thấy có hình ảnh tổn thương ổ khớp và hình ảnh viêm ở nhóm viêm so với nhóm đối chứng [43].
- Năm 2015, Cấn Văn Mão, Nguyễn Thị Hoa và các cộng sự nghiên cứu đánh giá tác dụng chống viêm giảm đau của nọc ong trên chuột được gây mô hình viêm khớp, cho thấy dung dịch CFA (liều 50 µL tiêm bàn chân chuột duy nhất một lần) gây nên tình trạng viêm khớp, tăng nhiệt độ, giảm thời gian tiềm đáp ứng với kích thích nhiệt (gây đau) tại bàn chân chuột [44].
- Năm 2016, Vũ Mạnh Hà và các cộng sự thực hiện nghiên cứu sử dụng mô hình gây viêm khớp bằng hoạt chất Freund trên chuột cống trắng, đánh giá kết quả gây mô hình bằng cách đo đường kính khớp cổ chân chuột trước và sau mỗi 7 ngày sau khi gây viêm và đánh giá tổn thương mô bệnh học khớp viêm. Kết quả cho thấy có sự thay đổi về đường kính khớp cổ chân chuột cũng như xuất hiện các tình trạng xơ hóa và xung huyết trên hình ảnh vi thể khớp cổ chân chuột gây viêm [45].
- Năm 2019, Cinzia Nasuti và các cộng sự đã thực hiện nghiên cứu đánh giá tác dụng chống viêm, chống viêm khớp và chống nôn của dầu hạt Thì là đen trong mô hình chuột bị viêm khớp. Tác giả đánh giá kết quả của việc gây mô hình bằng các chỉ tiêu khác nhau, trong đó có đánh giá trọng lượng cơ thể, thể tích bàn chân chuột. Kết quả nghiên cứu này cho thấy cân nặng và thể tích bàn chân chuột được tiêm hoạt chất CFA tăng đáng kể bắt đầu từ ngày thứ 5 sau tiêm, đạt đỉnh ở ngày thứ 20 [46].
Như vậy, chúng tôi đã triển khai thành công mô hình gây viêm khớp cổ chân trên động vật thực nghiệm, làm cơ sở cho các bước tiếp theo để đánh giá tác dụng chống viêm trong đợt cấp của viêm khớp dạng thấp trên chuột. Là điều kiện để tiến hành thử nghiệm tác dụng của Hoàng bá nam.
4.1.1.2. Về đánh giá tác dụng chống viêm khớp của cao lỏng Hoàng bá nam trên mô hình động vật gây viêm khớp
Viêm khớp do CFA là một tình trạng viêm mạn tính được đặc trưng bởi hai giai đoạn: Giai đoạn cấp tính (từ ngày 0) với các phản ứng viêm cục bộ làm phát sinh các tổn thương viêm khớp nguyên phát như sưng phù ở chân tiêm, sau đó là giai đoạn viêm mạn tính (từ ngày 15) với các tổn thương khớp thứ phát đặc trưng bởi phù viêm ở chân đối chứng. Sự tiến triển của viêm khớp và hoạt động chống viêm khớp của thuốc có thể được đánh giá thông qua việc đo lường một số thông số như thể tích của cả hai chân sau, đường kính khớp cổ chân, hình ảnh mô bệnh học...
Sau khi mô hình này được triển khai thành công, chúng tôi đã tiến hành áp dụng để đánh giá tác dụng trên đợt cấp của bệnh viêm đa khớp của cao lỏng Hoàng bá nam. Liều dùng của Hoàng bá nam sử dụng trên chuột thực nghiệm xuất phát từ liều dùng hàng ngày của thuốc trên người, có áp dụng phương pháp ngoại suy. Từ mức liều này, nâng gấp 2 lần để được mức liều thử nghiệm, với mục đích tìm hiểu liều phù hợp nhất, cho hiệu quả chống viêm tốt nhất trong thực nghiệm.
Kết quả cho thấy, trên mô hình gây viêm khớp bằng CFA, cao lỏng Hoàng bá nam với liều 1,68 g/kg/ngày và 5,04 g/kg/ngày đều có khả năng giảm đường kính chân  chuột so với lô chứng bệnh lý (gây viêm không dùng thuốc) có ý nghĩa thống kê với p < 0,01. Các lô dùng thuốc có độ phù chân chuột giảm rõ hơn và giảm về mức tương đương so với lô chứng sinh lý tại thời điểm sau 28 ngày. So sánh giữa lô dùng thuốc tham chiếu diclofenac sodium liều 15 mg/kg/ngày với các lô dùng Hoàng bá nam, đường kính chân chuột tại các thời điểm đo là tương đương (p > 0,05). So sánh giữa hai lô dùng Hoàng bá nam, lô dùng liều cao có xu hướng giảm đường kính chân chuột tốt hơn so với lô dùng liều thấp, tuy nhiên sự khác biệt không có ý nghĩa thống kê (p > 0,05). Các kết quả trên cho thấy cao lỏng Hoàng bá nam có tác dụng tốt khi sử dụng điều trị viêm khớp trên mô hình động vật thực nghiệm, làm giảm rõ đường kính chân chuột gây viêm bằng hoạt chất Freund.
Trên hình ảnh vi thể khớp cổ chân chuột, ở lô Chứng sinh lý, hình ảnh giải phẫu bệnh khớp chân chuột bình thường, không thấy xơ hóa, không có các tế bào viêm. Ở lô Chứng bệnh lý, các sợi colagen gẫy đứt nhiều chỗ, cấu trúc lộn xộn, xơ hóa nhẹ, chất cơ bản của sụn mất dần thành phần chondromuco protein; xuất hiện một vài lympho bào, mạch máu xung huyết, thể hiện mức độ viêm nặng và rất rõ ràng, tương tự như biểu hiện sinh lý bệnh của viêm khớp dạng thấp cấp. Ở lô tham chiếu (lô dùng Diclofenac sodium) và các lô dùng Hoàng bá nam, hình ảnh viêm khớp giảm rõ rệt so với lô chứng bệnh lý, với hình ảnh viêm nhẹ và gần như không còn thấy xơ hóa. Đặc biệt, khi so sánh hình ảnh mô bệnh học khớp cổ chân chuột giữa các lô dùng thuốc, lô dùng Hoàng bá nam liều cao (5,04 g/kg/ngày) đều thể hiện khả năng chống viêm tốt hơn lô dùng thuốc thử Diclofenac thông qua các yếu tố: Giảm nhiều hơn rõ rệt số lượng các tế bào viêm, giảm rõ rệt hiện tượng xơ hóa và hiện tượng mạch máu xung huyết; trong khi ở lô dùng Diclofenac thì trên hình ảnh vi thể thu được sau 28 ngày điều trị, vẫn còn một số lympho bào và mạch máu xung huyết. Kết quả này cho thấy, Hoàng bá nam liều 5,04 g/kg/ngày có xu hướng tác dụng chống viêm tốt hơn Diclofenac. Tuy nhiên, sự khác biệt là chưa nhiều và chưa đủ để khẳng định tác dụng của Hoàng bá nam so với Diclofenac trong điều trị thấp khớp cấp nhưng kết quả này cũng đã mở ra một triển vọng mới về việc sử dụng một bài thuốc Nam rẻ tiền, dễ kiếm để điều trị thay thế cho nhóm thuốc Tây y hiện nay vẫn đang áp dụng với nhiều tác dụng không mong  muốn.
Kết quả nghiên cứu của chúng tôi có nhiều tương đồng với kết quả của các tác giả khác khi áp dụng mô hình này vào nghiên cứu trên động vật thực nghiệm:
Năm 2016, Vũ Mạnh Hà và các cộng sự thực hiện nghiên cứu đánh giá tác dụng chống viêm khớp thực nghiệm của viên nang Kiện khớp tiêu thống Collagen với thành phần trong bài thuốc gốc có cấu tạo tương tự (Ngũ gia bì, Cẩu tích, Dây đau xương, Thổ phục linh, Thiên niên kiện...) cho thấy các chỉ số về độ phù viêm và hình ảnh giải phẫu tổn thương mô bệnh học đều được cải thiện rõ rệt ở nhóm được điều trị bằng Kiện khớp tiêu thống collagen liều 550 mg/kg cân nặng so với nhóm chứng, đồng thời, có tác dụng tương đương với thuốc tham chiếu diclofenac sodium liều 15 mg/kg cân nặng [45].
Năm 2018, Nguyễn Thị Ngọc và cộng sự cũng áp dụng mô hình thí nghiệm này trong nghiên cứu tác dụng chống viêm, giảm đau của bài thuốc KNC, kết quả cho thấy, cao đặc KNC (ở cả 2 mức liều 1,7 g/kg/ngày và 3,4 g/kg/ngày) có tác dụng tốt trong điều trị viêm khớp gây bởi hoạt chất Freund trên chuột cống trắng, thông qua các chỉ tiêu: Làm giảm đường kính khớp cổ chân; Làm giảm rõ rệt tổn thương trên hình ảnh vi thể khớp cổ chân chuột [47].


4.1.2. Về tác dụng giảm đau của Hoàng bá nam
Trong nghiên cứu này, để đánh giá tác dụng giảm đau trung ương và tác dụng giảm đau ngoại biên của Hoàng bá nam, chúng tôi sử dụng hai mô hình nghiên cứu đã được áp dụng phổ biến cả trong nước và trên thế giới.
Mô hình mâm nóng sử dụng nhiệt là tác nhân gây đau nhằm đánh giá tác dụng giảm đau trung ương của thuốc và so sánh với tác dụng của codein phosphat liều tương đương lâm sàng. Kết quả nghiên cứu cho thấy Hoàng bá nam cả hai liều 2,88 g/kg/24h và 8,64 g/kg/24h thời gian xuất hiện đáp ứng đau của chuột dài hơn có ý nghĩa thống kê so với ở lô chứng (p < 0,05 và p < 0,01). Như vậy, Hoàng bá nam có tác dụng giảm đau trên thực nghiệm theo cơ chế trung ương. Tác dụng này tương đương với codein phosphat 20 mg/kg (p3,4-2 > 0,05). Thời gian đáp ứng đau của chuột ở lô dùng Hoàng bá nam liều cao dài hơn so với ở lô dùng Hoàng bá nam liều thấp, chứng tỏ tác dụng giảm đau theo phương pháp mâm nóng của Hoàng bá nam có xu hướng đáp ứng theo liều, tuy nhiên sự khác biệt chưa có ý nghĩa thống kê (p3-4 > 0,05). Từ kết quả này, phải chăng ở các thử nghiệm tiếp theo, chúng tôi cần đánh giá tác dụng giảm đau của Hoàng bá nam ở mức liều cao hơn 8,64 g/kg/24h?
Trên mô hình gây đau bằng acid acetic: Mô hình gây đau quặn trên chuột nhắt là mô hình được dùng để đánh giá tác dụng giảm đau ngoại vi của các thuốc. Mô hình này được sử dụng một cách phổ biến do tính đơn giản của nó để sàng lọc, đánh giá tác dụng giảm đau của thuốc. Trong nghiên cứu này, chúng tôi sử dụng aspirin là chứng dương để đánh giá tác dụng giảm đau ngoại biên của thuốc. Aspirin ức chế sinh tổng hợp prostaglandin do ức chế có hồi phục enzym cyclooxygenase (COX), làm giảm PGF2α, làm giảm tính cảm thụ của các ngọn dây thần kinh cảm giác với các chất gây đau của phản ứng viêm như bradykinin, histamin, serotonin [48]. 
Thông qua đánh giá thời gian xuất hiện đau quặn của chuột, nghiên cứu cho thấy Hoàng bá nam ở cả hai mức liều thời gian xuất hiện đau lớn hơn có ý nghĩa thống kê (p < 0,05); thể hiện tác dụng làm thời gian xuất hiện đau quặn muộn hơn so với lô chứng. Thông qua đánh giá số cơn quặn đau của chuột, nghiên cứu cho thấy Hoàng bá nam ở cả hai mức liều số cơn quặn đau trong cả 25 phút sau tiêm acid acetic đều nhỏ hơn lô chứng có ý nghĩa thống kê với p < 0,01. Ở lô dùng Hoàng bá nam liều 2,88 g/kg/24h, ở lô dùng Hoàng bá nam liều 8,64 g/kg/24h  có số cơn đau quặn trong cả 25 phút sau tiêm acid acetic ít hơn, tuy nhiên sự khác biệt chưa có ý nghĩa thống kê (p3-4 > 0,05).
Như vậy, Hoàng bá nam có tác dụng giảm đau ngoại biên khi sử dụng liều lâm sàng rõ nhất sau 25 phút và thể hiện tác dụng giảm đau trung ương rõ rệt khi sử dụng liều gấp 3 lần lâm sàng.
Kết quả nghiên cứu của chúng tôi cũng tương tự một số nghiên cứu về tác dụng giảm đau ngoại biên của dược liệu khác. Theo nghiên cứu của tác giả Trương Thị Huyền về nghiên cứu bài thuốc GT1, khi dùng liều tương đương với liều trên lâm sàng và liều gấp 3 liều dùng trên lâm sàng uống trong 4 tuần 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 so với lô chứng [49]. 
Mô hình nghiên cứu giảm đau của Hamid khảo sát các liều MCX 10, 30, 100, 300 mg/kg trên chuột cũng cho thấy hiệu quả giảm số cơn đau quặn. Trong đó liều tối ưu tương đương với thuốc nhóm chứng dương là 100 mg/kg [50]. 
Cũng theo nghiên cứu tác giả Nguyễn Tiến Phượng, nghiên cứu vị thuốc Cốt khí củ bằng phương pháp giảm đau này cho thấy, Cốt khí củ cũng có tác dụng làm số cơn đau quặn của chuột nhắt trắng [51]. 
4.1.3. Phân tích tác dụng chống viêm, giảm đau của Hoàng bá nam theo y học cổ truyền
Theo y học cổ truyền viêm và đau được mô tả trong phạm vi của Chứng tý, là một trong những chứng trạng thường gặp nhất của y học cổ truyền. Tý đồng âm với Bí, tức bế tắc lại mà không thông. Không thông mới gây đau nên gọi là thống do bất thông. Không thông mới gây ra tắc khí, tắc khí mới dẫn tới ứ huyết ứ dịch gây đau vì khí huyết song hành. Khí tắc thì huyết ứ, huyết ứ dẫn tới khí tắc bế là vậy. Tý vừa được dùng để diễn tả biểu hiện của bệnh như là tình trạng đau, tê, mỏi, nặng, sưng, nhức, buốt..., ở da thịt, khớp xương, vừa được dùng để diễn tả tình trạng bệnh sinh là sự bế tắc không thông của kinh lạc, khí huyết. Vì vậy khi chữa bệnh về chứng tý, các phương pháp chữa đều nhằm lưu thông khí huyết ở cân, cơ, xương, lạc để đưa tà khí (phong - hàn - thấp - nhiệt) ra ngoài, đồng thời bồi bổ khí huyết, bồi bổ can thận [52]. 
Một số tài liệu còn mô tả viêm và đau thuộc phạm vi chứng thống. Với sự đóng góp của trường phái ôn bổ, “Chất nghi lục” của Trương Giới Tân xác lập học thuyết bổ hư trị thống, đại ý thường các loại đau là hư, không bổ không được. Hình thành luận điểm bệnh sinh thứ hai là “bất vinh tắc thống”. Vì vậy, với bệnh cảnh huyết hư, huyết trong mạch máy hao tổn, khiến lưu thông không đủ, dễ gây huyết ứ; huyết hư lâu ngày kèm triệu chứng nhiệt gây âm hư; ta phải dùng pháp bổ huyết, bổ âm để điều trị thống và nhiệt trong bệnh cảnh viêm và đau [53]. 
Ngoài ra, trạng thái chân âm của thận hư suy sinh nội nhiệt. Theo quy luật âm hư thì dương thịnh, vì vậy thường có các chứng như: hư hỏa từ dưới bốc lên, khi ngủ có mồ hôi trộm, người gầy, sắc mặt sạm đen, di tinh bạch trọc, mạch tế sác. Nội nhiệt là trạng thái bệnh lý, nhiệt ở trong cơ thể, về cơ bản do hai nguyên nhân gây nên. Một là hư nhiệt, do âm hư, tâm dịch hư với triệu chứng triều nhiệt do âm huyết hư, thường sốt vào chiều hoặc đêm, sáng lại hết sốt do dương khí bị thấp tà (ẩm) lấn át. Hai là thực nhiệt do nhiệt tà nhập vào lý với triệu chứng sốt cao, khát nước, môi khô, mặt đỏ, nước tiểu vàng... Với tình trạng bệnh lý như thế này cần phải dùng phép trị là thanh nhiệt tả hỏa (thanh trừ nhiệt tà và hỏa tà).
Hoàng bá nam có vị khổ, hàn. Quy vào các kinh Bàng quang, Tỳ. Tính năng của vị thuốc này: Phần vỏ thân thường dùng điều trị viêm họng, viêm gan, viêm bàng quang, ho khan tiếng, đau dạ dày. Ngoài ra còn dùng điều trị vẩy nến, hen suyễn cho trẻ em [10],[36],[37].
Công dụng: trị các chứng thuộc nhiệt gây viêm, đau [10],[36],[37].
Điều này có nghĩa với bài thuốc tính âm nhiều hơn dương nên khả năng ức chế lớn hơn khả năng kích thích. Trong khi đó đau và viêm là hai thể dù do bế tắc nhưng bản chất là sự rối loạn chuyển hóa, tích nhiệt nên tính kích thích mạnh hơn tính ức chế. Tác dụng giải nhiệt độc làm cho tà nhiệt trong viêm đau của xương khớp bị tiêu tán. Vì vậy, Hoàng bá nam sẽ giúp cơ thể giải tỏa tính kích thích của các chứng viêm và đau. 
4.2. Về kết quả đánh giá tác dụng kháng khuẩn
4.2.1. Mô hình gây bỏng
Rất nhiều loài động vật đã được sử dụng để gây mô hình bỏng như chuột cống trắng, chuột nhắt trắng, thỏ... Trong đó, theo nhiều tác giả trên thế giới chuột cống trắng là loài có nhiều ưu thế trong việc gây mô hình bỏng. Theo Wanda A và cộng sự (2008), với đối tượng nghiên cứu là chuột cống sẽ dễ dàng tạo ra tình trạng vết thương với các tiêu chuẩn của loại, kích thước, độ sâu vết thương một cách phù hợp. Chuột cống trắng là loài có sức chịu đựng cao, sức đề kháng tốt rất phù hợp trong mô hình gây vết thương da. Bên cạnh đó, chuột cống trắng là loài động vật phổ biến, giá thành rẻ, diễn biến vòng đời nhanh, bộ gen tương đồng với người, phù hợp với điều kiện của nhiều phòng thí nghiệm [54]. Nhiều tác giả lựa chọn chuột cống để xây dựng mô hình bỏng. A.S Durmus và cộng sự (2009) đã lựa chọn chuột cống trắng để đánh giá tác động của Nigella sativa (một loài hoa thuộc họ Mao lương) và sulfadiazin-bạc trong điều trị vết thương bỏng [55]. Mehrabani và cộng sự (2015) cũng sử dụng chuột cống trắng để đánh giá tác dụng của curcumin trong điều trị vết thương bỏng [56]. Vì những lý do trên nên chúng tôi đã lựa chọn chuột cống trắng để gây mô hình bỏng.
Bỏng do rất nhiều nguyên nhân gây ra như: nhiệt, hóa chất, điện, bức xạ... trong đó bỏng do nhiệt là nguyên nhân hay gặp nhất 84-94%. Trên thế giới cũng như ở Việt Nam đã có nhiều mô hình gây bỏng nhiệt được xây dựng và thực hiện:
Mô hình gây bỏng của tác giả A.S Durmus và cộng sự (2009), sử dụng chuột cống trắng chủng Wistar. Gây bỏng nhiệt bằng dụng cụ kim loại có đường kính 1cm nhiệt độ 100°C, dụng cụ gây bỏng được áp lên da lưng chuột cống trắng trong 20 giây mà không tác động thêm lực từ bên ngoài. Sau khi gây bỏng chuột được tiêm màng bụng Ringer lactat 2ml/100g để chống sốc. Chuột được nhốt tại các chuồng riêng và cho ăn như nhau [55].
Mô hình gây bỏng của tác giả Vũ Thị Ngọc Thanh (2003), sử dụng thỏ làm động vật thực nghiệm. Gây bỏng hai bên sống lưng thỏ bằng cách áp sát bình kim loại có nhiệt độ 100°C vào da lưng thỏ, dưới áp lực 1kg trong thời gian 35 giây. Vết bỏng được tạo ra sâu độ III theo cách phân loại của Lê Thế Trung (1965) [57]. 
Chúng tôi tiến hành thử nghiệm gây bỏng chuột với dụng cụ kim loại ở 100°C trong các khoảng thời gian khác nhau và thấy rằng 25 giây là thời gian gây được tổn thương bỏng phù hợp (tương ứng bỏng độ III nông) [57]. Do đó, mô hình bỏng nhiệt trên chuột cống trắng chủng Wistar với thời gian gây bỏng là 25 giây được sử dụng trong nghiên cứu này. Trong nghiên cứu này, nghiên cứu trên 30 chuột, các chuột sau khi gây bỏng được chia thành 3 lô khác nhau. Trong 3 lô, một lô chứng được điều trị bằng nước muối sinh lý, 1 lô được điều trị bằng berberin dung dịch 0,1%, lô còn lại dùng cao lỏng Hoàng bá nam (cao 1:5). Tiến hành điều trị bắt đầu từ ngày thứ 3 sau khi gây bỏng (ngày N0). Tại chỗ vết bỏng của các lô chuột được xử trí lau rửa vết bỏng, sau đó đắp gạc (kích thước 2,5 x 3 cm) tẩm dung dịch nước muối sinh lý (lô chứng), dung dịch berberin 0,1% (lô BER), cao lỏng Hoàng bá nam 1:5. Sau đó đặt gạc khô băng kín, thay băng hàng ngày cho tới khi vết bỏng khỏi.
[bookmark: _Hlk130939630]Berberin dung dịch 0,1% đã được sử dụng rộng rãi điều trị vết thương bỏng. Tác dụng chống viêm, chống nhiễm trùng và làm khô vết hoại tử ướt sau thời gian điều trị [58]. 
4.2.2. Tác dụng làm giảm mật độ vi khuẩn trên vết bỏng thực nghiệm của Hoàng bá nam
Sau khi bị nhiễm khuẩn, vi khuẩn sản xuất ra độc tố, các protease làm tổn thương mô tại chỗ, gây rối loạn trong tất cả các giai đoạn của liền vết thương. Việc sử dụng kháng sinh dự phòng là quan trọng để giảm tải lượng vi khuẩn của vết thương, bởi khi vết thương bị nhiễm khuẩn sẽ làm chậm quá trình liền vết thương. 
Sau khi tiến hành phân lập vi khuẩn tại vết bỏng ở các lô chuột tại 3 thời điểm lấy mẫu cho thấy, các loài vi khuẩn phân lập được nhiều nhất là S. aureus (chiếm 84,44 %), tiếp theo là P. aeruginosa (16,67 %). Các vi khuẩn khác (S.  epidermidis, E. coli, K. Pneumoniae, Bacillus spp., E. cloacae) chỉ gặp với tỷ lệ không đáng kể (bảng 3.5). Chúng tôi lựa chọn vi khuẩn S. aureus tiến hành định lượng, so với lô chứng, lô Berberin và lô dùng Hoàng bá nam có kết quả về số lượng vi khuẩn S. aureus/1cm2 bề mặt vết bỏng của chuột ở các thời điểm nghiên cứu: thời điểm ngày N7 (sau 7 ngày điều trị), thời điểm ngày N14 (sau 14 ngày điều trị) giảm rõ rệt so với thời điểm ngày N0 (trước khi điều trị) có ý nghĩa thống kê (p2,3- 1 < 0,01 và p2,3- 1 < 0,05) (bảng 3.6, bảng 3.7, bảng 3.8; trang 44-45). Như vậy, cao lỏng Hoàng bá nam cho thấy khả năng kháng khuẩn cao. Kết quả này tương tự kết quả nghiên cứu tác dụng của gel nano bạc trong điều trị tại chỗ vết thương bỏng thực nghiệm của tác giả Đào Đăng Linh (2019) [59].
4.2.3. Các chỉ tiêu theo dõi tại chỗ vết bỏng
Ở giai đoạn đầu sau bỏng tại chỗ vết bỏng có phản ứng viêm cấp, viêm là phản ứng tự bảo vệ của cơ thể, là bước khởi đầu của quá trình liền vết thương. Nhưng không phải phản ứng viêm bao giờ cũng có lợi, các đáp ứng viêm quá mức gây những rối loạn nghiêm trọng tại chỗ và toàn thân [60]. Vì vậy, việc phát huy những mặt có lợi, ngăn ngừa hậu quả xấu của viêm, duy trì cân bằng quá trình viêm là cần thiết để tạo thuận lợi cho quá trình liền vết thương.
Kết quả thu được tại bảng 3.6, bảng 3.7, bảng 3.8 (trang 44-45) cho thấy:   
Ở lô chuột đắp gạc tẩm dung dịch nước muối sinh lý (lô chứng), những ngày đầu sau bỏng tất cả các vết bỏng đều có loét, các vết loét rộng dần chảy nhiều dịch tiết và có mùi khó chịu, những ngày sau điều trị các vết loét khô dần, thu hẹp diện tích tổn thương. Sau 21 ngày điều trị, các vết bỏng hết mủ, khô, diện tích được thu hẹp đáng kể. Tuy nhiên, quá trình tái tạo hồi phục vết thương trên đại thể tiến triển chậm (phụ lục 2).
Ở lô chuột đắp gạc tẩm Berberin dung dịch 0,1 % (lô chứng dương), kết quả nghiên cứu cho thấy berberin làm liền vết thương bỏng nhanh hơn so với lô mô hình đều có ý nghĩa thông kê ở ngày thứ 14 và 21 (p > 0,05).
Ở lô bôi Hoàng bá nam, thời gian liền vết thương bỏng tương tự như lô bôi Berberin. Sau 14 ngày đắp gạc thuốc (ngày N14), đa số vết bỏng co lại, giảm tiết dịch, bắt đầu rụng mô hoại tử. Sau 21 ngày đắp gạc thuốc, các vết bỏng hết mủ, khô, diện tích được thu hẹp đáng kể. Một số vết bỏng bắt đầu bong vảy và liền sẹo. Như vậy, chứng tỏ cao lỏng Hoàng bá nam còn có tác dụng tốt lên quá trình liền vết thương bỏng, tăng nhanh tốc độ thu hẹp diện tích vết thương bỏng. Tác dụng này của Hoàng bá nam tương đương với dung dịch Berberin 0,1%.
Kết quả điều trị vết thương bỏng bằng Hoàng bá nam tương tự với kết quả điều trị vết thương bỏng bằng Loxain của tác giả Hoàng Phương Thảo (2015) [61].
Kết quả này cho thấy cao lỏng Hoàng bá nam có tác dụng tăng nhanh quá trình liền vết thương, tăng tạo sẹo và quá trình biểu mô hóa đồng thời Hoàng bá nam có tác dụng kháng viêm do đó có tác dụng tốt trong điều trị tại chỗ vết bỏng. Các kết quả trên đây cho thấy hiệu quả rõ rệt trong điều trị vết thương bỏng của Hoàng bá nam trên mô hình gây bỏng nhiệt thực nghiệm. Từ những kết quả trên, nhóm nghiên cứu chúng tôi đặt ra vấn đề: chúng ta có nên phát triển nghiên cứu Hoàng bá nam thành thuốc điều trị bỏng hoặc kết hợp trong bài thuốc điều trị bỏng?





KẾT LUẬN

1. Tác dụng chống viêm và giảm đau của Hoàng bá nam trên thực nghiệm
- Trên chuột cống trắng gây viêm khớp bằng hoạt chất Freund, cao chiết cồn Hoàng bá nam liều 1,68 g/kg/24h và 5,04 g/kg/24h (tính theo dược liệu khô) có tác dụng chống viêm khớp thông qua chỉ số làm giảm đường kính khớp cổ chân chuột và cải thiện hình ảnh giải phẫu bệnh khớp cổ chân chuột gây viêm. Tác dụng này tương đương với Diclofenac sodium liều 15 mg/kg/ngày.
- Cao chiết cồn Hoàng bá nam liều 2,88 g/kg/24h và 8,64 g/kg/24h (tính theo dược liệu khô) trên chuột nhắt trắng có tác dụng giảm đau trên mô hình mâm nóng, làm tăng thời gian xuất hiện đáp ứng với đau do nhiệt của chuột. Tác dụng này tương đương với Codein phosphat 20 mg/kg.
- Cao chiết cồn Hoàng bá nam liều 2,88 g/kg/24h và 8,64 g/kg/24h (tính theo dược liệu khô) trên chuột nhắt trắng có tác dụng giảm đau trên mô hình gây đau quặn bằng acid acetic, làm tăng thời gian xuất hiện đau quặn, giảm số cơn đau quặn so với lô chứng. Tác dụng này tương đương với Aspirin 150 mg/kg/24h.
2. Tác dụng kháng khuẩn của Hoàng bá nam trên thực nghiệm
Cao lỏng 1:5 Hoàng bá nam dùng đắp vết thương bỏng trên chuột cống trắng có tác dụng kháng khuẩn làm giảm rõ rệt số lượng vi khuẩn S. aureus trên bề mặt vết bỏng và có tác dụng tốt lên quá trình liền vết thương bỏng, tăng nhanh tốc độ thu hẹp diện tích vết thương bỏng. Tác dụng này của Hoàng bá nam tương đương với dung dịch Berberin 0,1%.
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KHUYẾN NGHỊ

- Tiếp tục nghiên cứu hướng đến phát triển các sản phẩm từ Hoàng bá nam giúp giảm đau, chống viêm trong điều trị bệnh viêm khớp.
- Tiếp tục nghiên cứu sâu hơn hướng đến phát triển các sản phẩm từ Hoàng bá nam trong điều trị vết thương do bỏng.
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	32
	Liên, H. T. P., Tín, T. N., Dũng, N. A., Châu, N. N. B., Tuyền, N. L. T., & Hà, V. T. T. (2019). Khảo sát tác dụng giảm đau của cao chiết nước từ lá cây Lấu đỏ (Psychotria rubra (Lour.) Poir, Rubiaceae). Journal of Science and Technology, 2(2), 67-70.

	33
	Hà, V. T. T. (2020). Khảo sát tác động giảm đau, an thần của cao chiết cây Nở ngày đất (Gomphrena celosioides Mart., Amaranthaceae). Journal of Science and Technology, 3(2), 42-47.

	34
	Võ Thị Kiều Ngân, Nguyễn Thị Ngọc Mai, Nguyễn Thanh Hoàng, Trần Hồng Đức và Nguyễn Đức Độ (2017). Khảo sát hàm lượng Phenolic tổng, Flavonoid tổng, hoạt tính chống oxy hóa và hoạt tính kháng khuẩn của cao chiết ethanol và methanol của lá và thân rễ cây Cỏ tranh (Imperata cylindrica). Tạp chí khoa học trường Đại học Cần Thơ, Tập 52, phần B (2017): 16-22.

	35
	Lương Thị Mỹ Ngân, Lê Thị Kim Lan, Nguyễn Thị Thùy Linh, Nguyễn Ngọc Quý, Lê Thị Thanh Loan, Trương Thị Huỳnh Hoa, Trần Trung Hiếu (2018). Nghiên cứu hoạt tính kháng khuẩn của cao chiết lá và hoa dâm bụt Hibiscus rosa-sinensis L. lên Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa và Klebsiella pneumoniae. Tạp chí phát triển khoa học và công nghệ: Chuyên san khoa học tự nhiên, Tập 2, số 1, 2018.

	36
	Võ Văn Chi (2012). Từ điển cây thuốc Việt Nam, Nhà xuất bản Y học, Tập I, II.

	37
	Bộ Y tế (2018). Dược điển Việt Nam, lần xuất bản thứ năm, Nhà xuất bản Y học, Hà Nội, tr. 1285 – 1286.

	38
	Đỗ Trung Đàm (2006), Phương pháp ngoại suy liều có hiệu quả tương đương giữa người và động vật thí nghiệm. Phương pháp nghiên cứu tác dụng dược lý của thuốc từ dược thảo. Nhà xuất bản khoa học và kỹ thuật. Tạp chí dược học, số 479, tr. 38-41.

	39
	Mariappan, G., Saha, B. P., Sutharson, L., Singh, A., Garg, S., Pandey, L., & Kumar, D. (2011). Analgesic, anti-inflammatory, antipyretic and toxicological evaluation of some newer 3-methyl pyrazolone derivatives. Saudi pharmaceutical journal, 19(2), 115-122.

	40
	Chen, L., Bao, B., Wang, N., Xie, J., & Wu, W. (2012). Oral administration of shark type II collagen suppresses complete Freund’s adjuvant-induced rheumatoid arthritis in rats. Pharmaceuticals, 5(4), 339-352.

	41
	Bộ Y tế (2012), Thông tư 03/2012/TT-BYT, Thông tư hướng dẫn về thử thuốc trên lâm sàng.

	42
	Lê Quang Cường chủ biên (2015). Hướng dẫn thử nghiệm phi lâm sàng và lâm sàng đông y, thuốc từ dược liệu, Nhà xuất bản Y học, Hà Nội.

	43
	Jeong, J., Bae, K., Kim, S. et al. Anti-osteoarthritic effects of ChondroT in a rat model of collagenase-induced osteoarthritis. BMC Complement Altern Med 18, 131 (2018) doi:10.1186/s12906-018-2149-1.

	44
	Cấn Văn Mão, Nguyễn Thị Hoa và CS (2015), Đánh giá tác dụng chống viêm, giảm đau của nọc ong trên chuột được gây mô hình viêm khớp, Tạp chí Phát triển Khoa học và Công nghệ- Tập 19 (Số tháng 3/2016), tr 64-70.

	45
	Vũ Mạnh Hà và các cộng sự (2016), Tác dụng chống viêm khớp thực nghiệm của viên nang kiện khớp tiêu thống collagen, Tạp chí Y Dược học Quân sự, số 9/2016, tr 12-18.

	46
	Cinzia Nasuti, Donatella Fedeli, and partner (2019), Anti-Inflammatory, Anti-Arthritic and Anti-Nociceptive Activities of Nigella sativa Oil in a Rat Model of Arthritis, University of Camerino.

	47
	Nguyễn Thị Ngọc (2018), Nghiên cứu tác dụng chống viêm, giảm đau trên động vật thực nghiệm của bài thuốc KNC, Luận văn Thạc sĩ Y học, Học viện Y Dược học cổ truyền Việt Nam.

	48
	B. B. Newbould (1963), chemotherapy of arthritis induced in rats by mycobacterial adjuvant, Brit. J. Pharmacol. 21, 127-136.

	49
	Trương Thị Huyền (2011), Nghiên cứu tính an toàn và tác dụng giảm đau, chống viêm của bài thuốc GT1 trên thực nghiệm, Luận văn thạc sỹ Y học, Trường Đại học Y Hà Nội.

	50
	Hamid RA et al. (2012), Antinociceptive and anti-ulcerogenic activities of the ethanolic extract of Annona muricata leaf. Braz J Pharmacogn 2012; 22: 630–641.

	51
	Nguyễn Tiến Phượng (2000), Nghiên cứu tác dụng chống viêm, giảm đau của Cốt khí củ trên thực nghiệm, Luận văn thạc sỹ y học, Trường Đại học Y Hà Nội, tr 66-68.

	52
	Coria-Téllez, Ana V., et al. (2018), "Annona muricata: A comprehensive review on its traditional medicinal uses, phytochemicals, pharmacological activities, mechanisms of action and toxicity." Arabian Journal of chemistry 11.5: 662-691.

	53
	吴志华，王伟，陈晓芳，周凤芝 (2013), 刺果番荔枝叶片提取物的体外抑菌研究． 《 浙江中医杂志 》, 6-7.

	54
	Dorsett-Martin, W. A., & Wysocki, A. B. (2008). Rat models of skin wound healing. Sourcebook of models for biomedical research, 631-638.

	55
	Durmus, A. S., Han, M. C., & Yaman, I. (2009). Comperative evaluation of collagenase and silver sulfadiazine on burned wound healing in rats. Firat Universitesi Saglik Bilimleri Veteriner Dergisi, 23(3), 135-139.

	56
	Mehrabani, D., Farjam, M., Geramizadeh, B., Tanideh, N., Amini, M., & Panjehshahin, M. R. (2015). The healing effect of curcumin on burn wounds in rat. World journal of plastic surgery, 4(1), 29.

	57
	Vũ Thị Ngọc Thanh (2003), Nghiên cứu độc tính và tác dụng điều trị tại chỗ vết thương bỏng nhiệt của kem Chitosan 2% trên thực nghiệm, Luận án Tiến sĩ Y học, Trường Đại học Y Hà Nội, Hà Nội.

	58
	Nguyễn, N. T., Hồ, T. V. A., & Nguyễn, B. T. (2022). The research on the treatment effects of nano Berberine gel on superficial burn thickness. Tạp chí Y học Thảm hoạ và Bỏng, (6), 21-31.

	59
	Đào Đăng Linh (2019). Nghiên cứu tác dụng của gel nano bạc trong điều trị tại chỗ vết thương bỏng thực nghiệm, Tạp chí Y học Việt Nam, Tổng hội Y học Việt Nam, Tập 485, 33-37.

	60
	Lê Cao Đài, Tôn Đức Lang, Đồng Sỹ Thuyên (1983), Sốc chấn thương, Nhà xuất bản Y học, Hà Nội.

	61
	Hoàng Phương Thảo (2015), Nghiên cứu tính kháng khuẩn và tác dụng điều trị bỏng của Loxain trên mô hình gây bỏng nhiệt thực nghiệm, Khóa luận tốt nghiệp Bác sĩ Y khoa, Trường Đại học Y Hà Nội.







Lô chứng	1.1000000000000001	13	16.600000000000001	10.1	6.8	Lô Aspegic	0.5	8.6999999999999993	11.9	6.9	4	HBN liều 1	0.6	8.8000000000000007	12.9	7.4	4.0999999999999996	HBN liều 2	0.4	7.7	12.3	7.1	3.8	




image2.jpeg




image3.jpeg




image4.jpeg
BQ MON DUQC LY
HOC VIEN QUANY
HCHIET HOANG Bi!

im ding a& gaanh gi/
lding cho muc d¢




image5.wmf
X


oleObject1.bin

image6.png




image7.png




image8.png




image9.png




image10.png




image11.wmf
±


oleObject2.bin

oleObject3.bin

oleObject4.bin

oleObject5.bin

oleObject6.bin

oleObject7.bin

oleObject8.bin

oleObject9.bin

oleObject10.bin

oleObject11.bin

oleObject12.bin

oleObject13.bin

image1.jpeg




