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Tóm tắt - Dịch chiết methanol tổng của phần thân cành cây Dây 

lóp bóp (Gymnosporia stylosa Pierre.) thu hái tại Phú Lộc, Thừa 

Thiên - Huế được tách phân đoạn với pha EtOAc và nước. Sử dụng 

phương pháp hoạt tính dẫn đường, hai hợp chất bao gồm eryvarin 

H (1) và eryvarin M (2) đã được phân lập và nhận dạng cấu trúc 

bằng các phương pháp phổ. Cả hai hợp chất phân lập được được 

thử hoạt tính ức chế hoạt lực enzyme protein tyrosine phosphatase 

1B (PTP1B) in vitro, với ursolic acid được sử dụng là chất đối 

chứng dương. Hợp chất 1 và 2 thể hiện hoạt tính ức chế enzyme 

PTP1B mạnh với các giá trị IC50 lần lượt là 8,1 ± 0,2 và 19,3 ± 0,6 

µM. Ở thử nghiệm này, ursolic acid được sử dụng là chất đối chứng 

dương thể hiện giá trị IC50 = 3,5 ± 0,2 µM. Đây là lần đầu tiên hoạt 

tính ức chế enzyme PTP1B của cây Dây lóp bóp được nghiên cứu 

và hoạt chất 1 và 2 lần đầu tiên được phân lập từ cây này. 

 Abstract - The total methanolic extract of the stem bark of 

Gymnosporia stylosa Pierre. collected at Phu Loc, Thua Thien – Hue 

was partitioned in to EtOAc and water layer. By using assay-guided 

isolation, two compounds including eryvarin H (1) and eryvarin M 

(2) have been isolated and structurally identified using NMR 

spectroscopic data analysis. Compounds 1 and 2 exhibited inhibitory 

effects on protein tyrosine phosphatase 1B (PTP1B) enzyme with 

IC50 values of 8.1 ± 0.2 and 19.3 ± 0.6 µM, respectively. Ursolic acid 

was used as a positive control and showed an IC50 value of 3.5 ± 0.2 

µM. This is the first time that the biological activity of G. stylosa 

was investigated against PTP1B and that compounds 1 and 2 have 

been identified from G. stylosa for the first time. 

Từ khóa - PTP1B; hoạt tính ức chế enzyme; Gymnosporia stylosa 

Pierre.; Ursolic acid; Eryvarin 

 Key words - PTP1B; enzyme inhibitory effects; Gymnosporia 

stylosa Pierre.; Ursolic acid; Eryvarin 

 
1. Đặt vấn đề 

Cây Dây lóp bóp là một loài thực vật có hoa, có tên 

khoa học là Gymnosporia stylosa Pierre., thuộc họ Dây gối 

(Celastraceae). Cây được mô tả thực vật đầu tiên vào năm 

1894 bởi Pierre [1]. Các loài thuộc chi Gymnosporia phân 

bố chủ yếu ở các vùng nhiệt đới [2]. Các nghiên cứu đã chỉ 

ra rằng, triterpenoid, flavonoid và phenolic là các thành 

phần hóa học chính của chi [3]. Một số loài Gymnosporia 

cũng đã được chứng minh có tác dụng chống oxy hóa, bảo 

vệ gan, kháng nấm và kháng viêm [4-6]. 

Ở Việt Nam, cây phân bố chủ yếu ở khu vực miền trung 

từ Quảng Bình tới Thừa Thiên Huế. Mẫu nghiên cứu được 

tìm thấy và thu hái chủ yếu tại khu vực Phú Lộc, Thừa 

Thiên Huế vào mùa hạ. Cho tới nay mới chỉ có hai công 

trình nghiên cứu về thành phần hóa học và hoạt tính sinh 

học của loài Dây lóp bóp được công bố, trong đó có tám 

hợp chất đã được phân lập và nhận dạng cấu trúc hóa học, 

ngoài ra hoạt tính ức chế một số dòng tế bào ung thư của 

chúng đã được thử nghiệm đánh giá [3, 7]. Có nhiều nghiên 

cứu về khả năng ức chế enzyme PTP1B của dịch chiết và 
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các hợp chất phân lập từ thảo dược, tuy nhiên, hiện chưa 

có bất kỳ nghiên cứu nào về thành phần hóa học liên quan 

đến hoạt tính ức chế enzyme PTP1B của cây này được công 

bố cả ở Việt Nam và trên thế giới. Protein tyrosine 

phosphatase 1B (PTP1B) nằm trong họ protein tyrosine 

phosphatases (PTPs) cùng với các protein tyrosine kinase 

tham gia vào việc điều chỉnh hàng loạt các chức năng tế 

bào, bao gồm cả sự tăng sinh, biệt hóa, và sự chết theo chu 

trình. PTP1B khử quá trình phospho hóa dư lượng tyrosine 

của các protein và được coi là các tác nhân điều chỉnh tiêu 

cực (hiệu chỉnh ngược) của tín hiệu insulin, do đó nó đóng 

một vai trò quan trọng trong sự điều chỉnh trọng lượng cơ 

thể cũng như nội cân bằng lượng đường bằng cách hoạt 

động như một bộ phận điều chỉnh ngược con đường dẫn 

truyền tín hiệu của insulin và leptin. Cho nên, PTP1B đã 

thực sự thu hút được sự quan tâm, chú ý đáng kể của các 

nhà khoa học như một đích đến tiềm năng trong nghiên cứu 

điều trị căn bệnh tiểu đường và rối loạn chuyển hóa [8]. Sự 

biểu hiện quá mức của enzyme này trong tế bào dẫn tới sự 

ức chế quá trình dẫn truyền tín hiệu của các thụ thể insulin 

và tăng sự biểu hiện protetin PTP1B này sẽ dẫn đến tình 
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trạng kháng insulin [9]. Trong khi đó, ở mô hình thí nghiệm 

trên chuột đã được ức chế hoạt động của PTP1B cho thấy 

sự tăng độ nhạy của insulin và tăng cường quá trình kháng 

lại sự béo phì [10]. Điều này chỉ ra rằng, các hoạt chất có 

khả năng ức chế hoạt lực enzyme PTP1B không những có 

tiềm năng lớn trong việc nghiên cứu tìm ra các thuốc điều 

trị bệnh tiểu đường tuýp 2 mà còn là các tác nhân hữu hiệu 

trong điều trị bệnh béo phì [11, 12]. 

Trong bài báo này, hai hợp chất khung flavonoid được 

phân lập và nhận dạng cấu trúc bằng phương pháp phân 

tích phổ cũng như việc đánh giá hoạt tính sinh học của 

chúng sẽ được thảo luận và công bố. 

2. Nguyên liệu và phương pháp nghiên cứu 

2.1. Nguyên vật liệu và thiết bị nghiên cứu 

Các phổ cộng hưởng từ hạt nhân 1H (300 và 500 MHz) 

và 13C (75 và 125 MHz) được đo trên máy quang phổ kế 

cộng hưởng từ hạt nhân hiệu Bruker AM300 FT-NMR, với 

chuẩn nội TMS sử dụng các dung môi metanol-d4, hay 

aceton-d6. Sắc ký bản mỏng (TLC) được thực hiện trên các 

loại silica gel tráng trước 60 F254 (mã số 1.05554.0001, 

Merck) and RP-18 F254S (mã 1.15685.0001, Merck).  

Các loại sắc ký cột hở (Open CC) được thực hiện với loại 

hạt silica gel Kieselgel 60 (40-63 μm và 63-200 μm, 

Merck) cho pha thường và YMC RP-18 silica gel  

(40-75 μm, Fuji Silysia Chemical Ltd., Japan) cho pha đảo.  

DTT (1,4-dithiothreitol), PMSF (phenyl methyl sulfonyl 

fluoride), ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA), cơ chất 

p-NPP (4-Nitrophenylphosphate di(tris) salt) của Sigma 

Aldrich. Protein tyrosine phosphatase 1B (human 

recombinant) của Biomol International LP, Plymouth 

Meeting, PA, USA. 

2.2. Đối tượng nghiên cứu 

Phần thân cành của cây Dây lóp bóp (Gymnosporia 

stylosa Pierre.) thu hái tại Phú Lộc, Thừa Thiên - Huế vào 

tháng 06 năm 2019. Mẫu thực vật được định danh bởi TS. 

Nguyễn Quốc Bình, Bảo tàng Thiên nhiên Việt Nam, Viện 

Hàn lâm KH&CN Việt Nam. Tiêu bản mẫu (VN1844) 

được lưu trữ tại phòng Phân tích hóa học, Viện Hóa học 

các hợp chất thiên nhiên, Viện Hàn lâm Khoa học và Công 

nghệ Việt Nam. 

2.3. Tách chiết, phân lập và tinh chế các hợp chất 

Mẫu nguyên liệu tươi sau khi thu hái được phơi khô tự 

nhiên trong bóng râm, sau đó cắt thành những miếng nhỏ 

kích thước 2-3 cm bằng máy và ngâm chiết với MeOH  

(10 kg, 10 L x 3 lần) có sử dụng siêu âm ở nhiệt độ 40°C 

trong vòng 3 giờ/mẻ. Các dịch chiết sau đó được lọc bằng 

giấy lọc, gộp lại và cô quay thu hồi dung môi dưới áp suất 

giảm, thu được cao chiết MeOH tổng (1,4 kg). Cao chiết 

tổng (1,0 kg) được hòa tan vào nước, sau đó được tách phân 

lớp lần lượt với các dung môi n-Hexane, EtOAc và BuOH, 

cô quay đuổi dung môi, thu được các phân đoạn tương ứng. 

Phân đoạn EtOAc (120 g) được chạy sắc ký cột hở (5,0 x 

60 cm) với hệ silica gel pha thường (SiO2, cỡ hạt  

63-200 µm), sử dụng hệ dung môi rửa giải là 

CH2Cl2:MeOH (từ 10:1 đến 0:1) thu được 15 phân đoạn 

nhỏ ký hiệu là GS-1 đến GS-15. Phân đoạn GS-10 được 

tiếp tục chạy sắc ký cột hở với pha tĩnh sử dụng silica gel 

pha đảo RP_C18 (kích thước 75 µm), sử dụng hệ dung môi 

rửa giải MeOH:H2O (từ 1:5 đến 1:0), thu được 10 phân 

đoạn nhỏ (GS-10.1 - GS-10.10). Hai hợp chất 1 (12 mg) và 

hợp chất 2 (15,8 mg) được tinh chế từ phân đoạn GS-10.3 

bằng hệ thống sắc ký lỏng hiệu năng cao (HPLC) hãng 

Agilent 1260 series, sử dụng cột optima_Pak C18 (10 x 250 

mm I.D; kích thước hạt 10 µm), với hệ dung môi đẳng dòng 

MeOH:H2O = 45:55, trong thời gian 60 phút. Hợp chất số 

1 đặt tên là Eryvarin H thu được dưới dạng bột màu vàng 

nhạt; Hợp chất số 2 đặt tên là Eryvarin M thu được dưới 

dạng bột màu vàng đậm [13]. 

2.4. Thử nghiệm tác dụng ức chế enzyme PTP1B 

Phương pháp thử tác dụng ức chế hoạt lực enzyme 

PTP1B được thực hiện trên các phiến nuôi cấy tế bào 96 

giếng theo phương pháp của Nguyen et al. được mô tả như 

trong tài liệu [14]. Cụ thể: Mỗi giếng (thể tích cuối cùng là 

110 L) được cho 2 mM p-NPP (p-nitrophenyl phosphate) 

và 1 lượng 0,05-0,1 µg enzyme PTP1B pha trong dung dịch 

đệm chứa 50 mM citrate (pH 6,0), 0,1 M NaCl, 1 mM 

EDTA, và 1 mM dithiotheritol (DTT), có hoặc không có 

mẫu thử. Sau đó, đem ủ ở 37°C trong 10 phút, rồi thêm  

50 L p-NPP trong dung dịch đệm. Sau khi ủ ở 20°C trong 

20 phút, phản ứng được dừng lại bằng cách bổ sung 10 M 

NaOH. Lượng p-nitrophenyl sinh ra bằng enzyme qua phản 

ứng khử phốt pho được tính bằng cách đo độ hấp thụ ở 

bước sóng 405 nm bằng máy đo quang phổ. Quá trình thủy 

phân không enzyme của cơ chất p-NPP được hiệu chỉnh 

bằng cách đo sự gia tăng hấp thụ ở 405 nm không có mặt 

của enzyme PTP1B. 

Đánh giá khả năng ức chế (% inhibition) của các chất 

thử được tính bởi công thức (Ac - As)/Ac × 100%, trong 

đó Ac là độ hấp thụ của chất kiểm chứng và As, độ hấp thụ 

của mẫu thử. Trong phép thử này, ursolic acid được sử 

dụng làm chất đối chứng dương. 

3. Kết quả nghiên cứu và thảo luận 

3.1. Xác định cấu trúc hóa học của các hợp chất 

Kết quả đo phổ cộng hưởng từ hạt nhân 1h-NMR và 
13C-NMR của các chất (1) và (2) như sau: 

* Eryvarin H (1): 1H NMR (Metanol-d4, 500 MHz) δH 

ppm: 4,87 (2H, s, H-2), 6,47 (1H, s, H-4), 6,88 (1H, d,  

J = 8,0 Hz, H-5), 6,34 (1H, dd, J = 2,0; 8,0 Hz, H-6), 6,26 

(1H, d, J = 2,0 Hz, H-8), 6,85 (1H, s, H-6), 6,50 (1H, s,  

H-3), 3,81 (3H, s, 5-OCH3), 3,72 (3H, s, 2-OCH3);  

13C NMR (Metanol-d4, 125 MHz) δC ppm: 69,6 (C-2), 

130,3 (C-3), 122,0 (C-4), 128,7 (C-5), 109,7 (C-6), 159,3 

(C-7), 103,7 (C-8), 156,2 (C-9), 117,7 (C-10), 120,0 (C-1), 

153,6 (C-2), 101,8 (C-3), 148,6 (C-4), 143,1 (C-5), 

114,0 (C-6), 57,5 (5-OCH3), 56,6 (2-OCH3). 

* Eryvarin M (2): 1H NMR (Aceton-d6, 300 MHz) δH 

ppm: 4,56 (1H, dd, J = 10,8; 12,0 Hz, H-2a), 4,17 (1H, dd, 

J = 5,4; 12,0 Hz, H-2b), 4,42 (1H, dd, J = 5,4; 10,8 Hz  

H-3), 7,75 (1H, d, J = 8,4 Hz, H-5), 6,54 (1H, dd, J = 2,1; 

8,4 Hz, H-6), 6,40 (1H, d, J = 2,1 Hz, H-8), 6,56 (1H, s,  

H-3), 6,78 (1H, s, H-6), 3,70 (3H, s, 2-OCH3), 3,72 (3H, 

s, 5-OCH3); 13C NMR (Aceton-d6, 75 MHz) δC ppm: 71,7 

(C-2), 48,2 (C-3), 191,7 (C-4), 129.9 (C-5), 111,0 (C-6), 

162,6 (C-7), 103,3 (C-8), 163,8 (C-9), 116,1 (C-10), 114,7 
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(C-1), 153,1 (C-2), 101,2 (C-3), 147,2 (C-4), 142,3  

(C-5), 115,6 (C-6), 56,4 (2-OCH3), 57,1 (5-OCH3). 

Hợp chất số 1 thu được dưới dạng bột màu vàng nhạt. 

Công thức phân tử của hợp chất 1 được xác định là 

C17H16O5 với khối lượng phân tử là 300,3 g/mol. Phổ 1H và 
13C NMR của hợp chất 1 cho thấy, sự xuất hiện tín hiệu của 

một nhóm oxymetilen [H 4,87 (2H, s, H-2)/C 69,6 (C-2)] 

và một nhóm olefin [H 6,47 (1H, s, H-4)/C 122,0 (C-4), 

và 130,3 (C-3)], điều đó khẳng định rằng hợp chất 1 là một 

isoflav-3-ene [14]. Phổ 1H NMR của hợp chất 1 còn xuất 

hiện ba píc đặc trưng của hệ vòng thơm ABX [δH 6,88 (1H, 

d, J = 8,0 Hz, H-5), 6,34 (1H, dd, J = 2,0; 8,0 Hz, H-6), và 

6,26 (1H, d, J = 2,0 Hz, H-8)] và hai tín hiệu dưới dạng 

singlet của một vòng thơm khác có độ dịch chuyển hóa học 

lần lượt là 6,85 (1H, s, H-6), và 6,50 (1H, s, H-3). Ngoài 

ra, tín hiệu dưới dạng singlet của 02 nhóm metoxy tại H 

3,81 (3H, s, 5-OCH3), và 3,72 (3H, s, 2-OCH3) cũng xuất 

hiện trên phổ 1H NMR của hợp chất 1 (Hình 1). Phổ 13C 

NMR của hợp chất 1 xuất hiện tín hiệu của 17 nguyên tử 

cacbon, bao gồm 12 tín hiệu cacbon thuộc về hai vòng 

thơm có độ dịch chuyển hóa học trong khoảng C 101,8 – 

159,3 ppm, và 2 tín hiệu cacbon của hai nhóm metoxy tại 

C 57,5 (5-OCH3), 56,6 (2-OCH3) (Hình 1). Phổ HMBC 

của hợp chất 1 xuất hiện các liên kết xa dị nguyên tử của 

các proton H-2 với các nguyên tử cacbon C-9, và C-1; 

proton H-4 với C-2, C-9, và C-1; Và proton H-6 với C-3. 

Hơn nữa, các liên kết từ proton H-6 đến các nguyên tử 

cacbon C-2 và C-4; Proton của nhóm metoxy 2-OCH3 với 

C-2; Proton H-3 và proton của nhóm metoxy 5-OCH3 với 

C-5 cũng xuất hiện trên phổ HMBC, điều đó khẳng định 

rằng, một nhóm hydroxyl nằm ở vị trí C-4 và hai nhóm 

metoxy nằm ở vị trí C-2 và C-5 (Hình 2). Nhóm hydroxyl 

cuối cùng được xác định tại C-7 bởi các liên kết HMBC 

giữa proton H-5 với các nguyên tử cacbon C-7, và C-9 

(Hình 2). Từ các dữ liệu trên kết hợp với tài liệu công bố, 

hợp chất 1 được xác định là 7,4-dihydroxy-2, 

5-dimethoxyisoflav-3-ene và có tên gọi eryvarin H [15]. 

 

Hình 1. Cấu trúc hóa học của hợp chất 1 và 2 

 

Hình 2. Phổ HMBC của hợp chất 1 

Hợp chất 2 thu được dưới dạng bột màu vàng đậm. 

Công thức phân tử của hợp chất 2 được xác định là 

C17H16O6 với khối lượng phân tử là 316,3 g/mol. Phổ 1H và 
13C NMR của hợp chất 2 cũng cho thấy sự xuất hiện tín 

hiệu của một nhóm oxymetilen [H 4,56 (1H, dd, J = 10,8; 

12,0 Hz, H-2a), 4,17 (1H, dd, J = 5,4; 12,0 Hz, H-2b)/C 

71,7 (C-2)], một nhóm metin [H 4,42 (1H, dd, J = 5,4;  

10,8 Hz H-3)/C 48,2 (C-3)], và 1 nhóm keton có độ dịch 

chuyển hóa học là C 191,7 (C-4)], điều đó khẳng định rằng 

hợp chất 2 là một isoflavanon [15]. Phổ 1H NMR của hợp 

chất 2 cũng xuất hiện ba píc đặc trưng của hệ vòng thơm 

ABX [δH 7,75 (1H, d, J = 8,4 Hz, H-5), 6,54 (1H, dd,  

J = 2,1; 8,4 Hz, H-6), và 6,40 (1H, d, J = 2,1 Hz, H-8)] và 

hai tín hiệu dưới dạng singlet của một vòng thơm khác với 

độ dịch chuyển hóa học lần lượt là H 6,56 (1H, s, H-3), 

6,78 (1H, s, H-6). Ngoài ra, tín hiệu dưới dạng singlet của 

hai nhóm metoxy tại H 3,70 (3H, s, 2-OCH3), và 3,72 (3H, 

s, 5-OCH3) cũng xuất hiện trên phổ 1H NMR của hợp chất 

2 (Hình 1). Phổ 13C NMR của hợp chất 2 cũng xuất hiện tín 

hiệu của 17 nguyên tử cacbon, bao gồm 12 tín hiệu cacbon 

thuộc về hai vòng thơm có độ dịch chuyển hóa học trong 

khoảng C 101,2 – 163,8 ppm, và 2 tín hiệu cacbon của hai 

nhóm metoxy tại C 56,4 (2-OCH3), 57,1 (5-OCH3).  

(Hình 1). Từ các dữ liệu trên kết hợp với tài liệu công bố, 

hợp chất 2 được xác định là 2,3-dihydro-7-hydroxy-3- 

(4-hydroxy-2,5-dimethoxyphenyl)-4H-1-benzopyran-4-

one và có tên gọi eryvarin M [16]. 

3.2. Đánh giá hoạt tính ức chế PTP1B của các hợp chất 

phân lập 

Thử nghiệm đánh giá hoạt tính ức chế hoạt lực enzyme 

PTP1B được thực hiện theo phương pháp của chính tác 

giả đã công bố [14]. Trong đó, các chất thử nghiệm được 

ủ cùng với enzyme, cơ chất trong vòng 20 phút, phản ứng 

được dừng lại bằng cách bổ sung 10 M NaOH. Trong 

phương pháp thử nghiệm này, ursolic acid được sử dụng 

làm chất đối chứng dương, các hợp chất thử được pha 

trong DMSO với các tỉ lệ nồng độ thích hợp trước khi sử 

dụng. Hai hợp chất phân lập được là eryvarin H (1) và 

eryvarin M (2) thể hiện khả năng ức chế mạnh với các giá 

trị IC50 lần lượt là 8,1 ± 0,2 và 19,3 ± 0,6 µM. Ursolic 

acid ở lần thử nghiệm này thể hiện giá trị ức chế IC50 là 

3,5 ± 0,2 µM. Ở hợp chất số 1 và 2 có sự khác nhau về 

cấu trúc với một nhóm ketone (-C=O-) thế ở vị trí C-4 (2) 

thể hiện hoạt tính yếu hơn (IC50 = 19,3 µM) so với hợp 

chất số 1 là một olefin (=CH-) thể hiện hoạt tính mạnh 

(IC50 = 8,1 µM), điều này gợi ý rằng khung isoflavanon 

(eryvarin M) với nhóm thế C=O có thể có tác dụng ức chế 

hoạt lực PTP1B yếu hơn so với eryvarin H (1) với cấu 

trúc khung isoflav-3-ene. 

Các kết quả trong các công trình [3] và [7] trước đây đã 

công bố về tác dụng ức chế một số dòng tế bào ung thư của 

dịch chiết và một số hợp chất phân cực thấp (chiết xuất từ 

EtOAc) từ loài G. stylosa. Ở bài báo này, nhóm tác giả đi 

sâu phân lập một số hoạt chất phân cực hơn (chiết xuất từ 

cao methanol tổng) và theo tra cứu tài liệu đến thời điểm 

này thì đây là lần đầu tiên công bố đánh giá hoạt tính ức 

chế PTP1B của loài cây này. 

4. Kết luận 

Từ phần thân cành cây Dây lóp bóp (Gymnosporia 

stylosa Pierre.) thu hái tại Thừa Thiên Huế, bằng các kỹ 

thuật sắc ký khác nhau đã phân lập và tinh chế được hai 

hợp chất sạch. Cấu trúc hóa học của các hợp chất này được 
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nhận dạng bằng phương pháp phân tích các giá trị phổ kết 

hợp so sánh với tài liệu công bố gồm eryvarin H (1) và 

eryvarin M (2). Cả hai hợp chất đều thể hiện tác dụng ức 

chế mạnh hoạt lực enzyme PTP1B với các giá trị IC50 lần 

lượt là 8,1 ± 0,2 và 19,3 ± 0,6 µM, trong khi đó ursolic acid 

thể hiện giá trị IC50 là 3,5 ± 0,2 µM. So sánh cấu trúc hóa 

học và hoạt tính sinh học nhận thấy rằng eryvarin H (1) với 

cấu trúc khung isoflavene có thể có tác dụng ức chế hoạt 

lực PTP1B mạnh hơn so với khung isoflavanone của 

eryvarin M với nhóm thế C=O tại vị trí C-4. Đây là lần đầu 

tiên hai hợp chất eryvarin H (1) và eryvarin M (2) được 

tinh chế và nhận dạng từ chi này. Đây cũng là lần đầu tiên 

hoạt tính ức chế enzyme PTP1B của loài Gymnosporia 

stylosa Pierre. được nghiên cứu và công bố. 

Lời cảm ơn: Nghiên cứu này được tài trợ bởi Quỹ Phát 

triển Khoa học và Công nghệ Quốc gia (NAFOSTED) 

trong đề tài mã số 104.01-2016.21. 
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