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Abstract: Treatment of fungal infections is very difficult because of the limited therapeutic 

arsenal and the emergence of resistance to the two major antifungal classes: azoles and 

echinocandins. Consequently, finding new targets and new therapeutic strategies is a priority. 

The protein kinase Pkc1 of Candida albicans (CaPkc1), one of the key proteins involved in 

MAPK pathways, is described as a regulator of cell wall integrity during growth, 

morphogenesis, and response to cell wall stress. Therefore, the discovery of CaPkc1 inhibitory 

molecules can open up new and promising prospects in the development of new antifungal 

drugs that inhibit CaPkc1. In this study, we evaluated the CaPkc1 inhibitory activity of three 

benzofuro[3,2-d]pyrimidine derivatives at three different concentrations of 50 µM, 100 µM, 

and 150 µM. A concentration of 100 μM was optimal for CaPkc1 inhibitory activity with all 

three benzofuro[3,2-d]pyrimidine derivatives. 
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Tóm tắt: Hiện nay việc điều trị nhiễm nấm gặp nhiều khó khăn vì số lượng thuốc điều trị nấm hạn 

chế, thêm vào đó là sự kháng thuốc của nấm với hai nhóm thuốc chống nấm chính: azole và 

echinocandin. Do đó, việc tìm kiếm các mục tiêu mới và chiến lược điều trị mới là ưu tiên hàng đầu 

hiện nay. Protein kinase Pkc1 của Candida albicans (CaPkc1) đóng vai trò quan trọng trong hiện 

tượng kháng thuốc hoặc dung nạp thuốc chống nấm. Enzym này liên quan đến tính toàn vẹn của 

thành tế bào trong quá trình phát triển cũng như sự hình thành và đáp ứng lực căng thành tế bào 

nấm. Do đó, việc phát hiện ra các phân tử ức chế CaPkc1 có thể mở ra những triển vọng mới và đầy 

hứa hẹn trong việc phát triển các chất chống nấm mới hướng ức chế CaPkc1. Trong nghiên cứu này, 

chúng tôi đã đánh giá hoạt tính ức chế CaPkc1 của ba dẫn xuất benzofuro[3,2-d]pyrimidine tổng 

hợp ở ba nồng độ khác nhau tương ứng 50 µM, 100 µM và 150 µM. Ở nồng độ 100 μM là tối ưu 

cho hoạt tính ức chế CaPkc1 với cả ba dẫn xuất benzofuro[3,2-d]pyrimidine tổng hợp. 

Từ khóa: Benzofuro[3,2-d]pyrimidin, CaPkc1, Candida albicans, hoạt tính kháng nấm. 

1.  Mở đầu* 

Nhiễm nấm hoặc nhiễm trùng nấm chủ yếu 

do ba tác nhân gây bệnh chính là Candida, 

Aspergillus và Crytococcus [1]. Trong đó, bệnh 

nấm Candida là một loại bệnh phổ biến thường 

gặp hiện nay [2]. Có 5 nhóm thuốc chính được 

sử dụng trong điều trị nấm bao gồm: Polyen, 

________ 
* Tác giả liên hệ. 
   Địa chỉ email: daoviethung@live.com 

   https://doi.org/10.25073/2588-1132/vnumps.4493 

fluoropyrimidin, azol, allylamin và 

echinocandin [3]. Các thuốc trên tác động theo 

ba cơ chế: Ức chế sự sinh tổng hợp ergosterol 

của màng nấm (nhóm polyen và azol) [4], ngăn 

cản quá trình tổng hợp ADN và ARN trong nấm 

(nhóm fluoropyrimidin) [5] và làm rối loạn quá 

trình hình thành thành tế bào nấm (nhóm 
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echinocandin) [6]. Tuy nhiên việc điều trị nhiễm 

trùng nấm gặp nhiều khó khăn vì số lượng thuốc 

điều trị nấm hạn chế, thêm vào đó là sự kháng 

thuốc của nấm với hai nhóm thuốc chống nấm 

chính là azole và echinocandin [7]. Do đó, việc 

tìm kiếm các mục tiêu mới và các phác đồ mới 

điều trị nấm đang được các nhà khoa học rất quan 

tâm. Trong số các loài Candida gây bệnh trên 

người như Candida albicans (C. albicans),  

C. glabrata, C. parapsilosis, C. Tropicalis,  

C. krusei; C. albicans được biết đến là tác nhân 

gây bệnh nấm cơ hội phổ biến nhất trên toàn thế 

giới  [8]. Ở C. albicans, protein kinase C 

(CaPkc1) đóng vai trò chính trong cơ chế kháng 

thuốc hoặc dung nạp thuốc chống nấm (Hình 1) 

[9]. Trong môi trường bất lợi cho sự sống của tế 

bào nấm, Pkc1 sẽ kích hoạt quá trình phosphoryl 

hóa Mkc1. Sau đó, Mkc1 kích hoạt các yếu tố 

phiên mã Efg1, Swi4/Swi6 và Rlm1 – các yếu tố 

đóng vai trò quan trọng trong sự ức chế hoặc 

kháng thuốc chống nấm của C. albicans thông 

qua sự tạo biofilm, qua chu trình tế bào hoặc quá 

trình tạo thành tế bào nấm. Do đó việc tìm ra các 

phân tử có tác dụng ức chế CaPkc1 có thể mở ra 

triển vọng mới, đầy hứa hẹn trong phát triển các 

thuốc mới điều trị nấm hướng ức chế CaPkc1 [10]. 

 

Hình 1. Con đường Pkc1 ở C. albicans. 
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Hình 2. Cấu trúc của ba dẫn chất benzofuro[3,2-d]pyrimidin tổng hợp. 

Với mục đích sàng lọc và phát hiện các hợp 

chất kháng nấm tiềm năng, trong nghiên cứu này, 

chúng tôi đã đánh giá tác dụng ức chế CaPkc1 

của ba hợp chất có cấu trúc benzofuro[3,2-

d]pyrimidin (Hình 2) đã được tổng hợp  

(quy trình tổng hợp ba dẫn chất benzofuro[3,2-

d]pyrimidin không trình bày trong nghiên cứu 

này) với mong muốn tìm kiếm các chất ức chế 

CaPkc1. 
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2. Nguyên liệu và phương pháp nghiên cứu 

2.1. Dung môi, hóa chất, dụng cụ 

Chất thử nghiệm là ba dẫn chất 

benzofuro[3,2-d]pyrimidin đã được tổng hợp và 

tinh chế với độ tinh khiết trên 98%. Các hóa chất, 

dung môi được mua từ các nhà cung cấp (công 

ty hóa chất Aldrich, Merck, Acros) với độ tinh 

khiết trên 98% và sử dụng không qua tinh chế. 

Sắc ký lớp mỏng (SKLM) thực hiện trên bản 

mỏng silica gel 60F254 (Merck) và quan sát dưới 

đèn UV, bước sóng 254 nm. Nhiệt độ nóng chảy 

được đo bằng máy Electrothermal digital 

IA9300. Phổ cộng hưởng từ hạt nhân được ghi 

trên máy Bruker Avance 400 với TMS làm chất 

chuẩn nội. Phổ khối được đo trên máy Waters 

Acquity UPLC ZQ 2000 với kỹ thuật ion hóa 

phun điện tử (ESI). Dung dịch CaPkc1 được 

nhóm nghiên cứu chiết xuất từ chủng nấm men 

C. albicans. Bộ kit: “PKC kinase activity”, các 

hóa chất, dung môi của phương pháp thử được 

mua từ nhà cung cấp Enzo Life Sciences. Nồi 

hấp tiệt trùng Hirayama, tủ ấm Shellab, máy 

vortex Labnet, tủ cấy vô trùng, máy đo quang 

Gene Quant. 

2.2. Phương pháp tổng hợp hoá học 

Quy trình tổng hợp ba dẫn chất 

benzofuro[3,2-d]pyrimidin bằng các phản ứng 

hóa học thông thường như: aminocarbonyl hóa 

trực tiếp, iodo-hóa, cyanid hóa, O-alkyl hóa, 

phản ứng đóng vòng, tách loại nhóm bảo vệ. 

 

 

Hình 3. Tóm tắt quy trình thử nghiệm đo sự ức chế hoạt động của CaPkc1. 

2.3. Phương pháp đánh giá hoạt tính ức chế 

CaPkc1 

Sự ức chế hoạt động của CaPkc1 được đo 

bằng cách sử dụng bộ kit: “PKC kinase activity” 

của Enzo Life Sciences. Bộ dụng cụ này dựa trên 

nguyên tắc của xét nghiệm ELISA sử dụng một 

peptid tổng hợp làm chất nền và một kháng thể 

đa dòng nhận biết dạng phosphoryl hóa chất nền 

được hấp phụ vào bề mặt của các giếng của phiến 

[11]. Quy trình bao gồm 6 bước và các thí 

nghiệm được tiến hành độc lập 3 lần. Các mẫu 

được thử nghiệm bao gồm dung dịch CaPkc1 

của C. albicans và hỗn hợp dung dịch CaPkc1 

với mẫu thử được cho vào trong các giếng của 

phiến. ATP sau đó được thêm vào để bắt đầu 

phản ứng phosphoryl hóa và phiến được ủ trong 

90 phút ở 30 °C (Hình 3 - bước 1). Khi phản ứng 

phosphoryl hóa hoàn tất, các giếng được rửa với 

ethanol 95%, loại bỏ ethanol (sử dụng 

micropipet để hút bỏ ethanol), thêm vào kháng 

thể đặc hiệu cho chất nền đã được phosphoryl 

hóa và ủ phiến ở nhiệt độ phòng trong 60 phút 

(Hình 3 - bước 2). Sau quá trình ủ, các giếng 

được rửa với ethanol 95% 3 lần, loại bỏ ethanol 

(sử dụng micropipet để hút bỏ ethanol). Cho 

kháng thể thứ cấp HRP (horseradish peroxidase) 

vào và ủ trong 30 phút ở nhiệt độ phòng (Hình 3 

- bước 3). Khi kết thúc phản ứng, các giếng được 

rửa với ethanol 95% để loại bỏ tất cả các kháng 

thể thứ cấp (sử dụng micropipet để hút bỏ 

ethanol). Chất nền TMB (3,3′,5,5′ 
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tetramethylbenzidin) được thêm vào và màu 

xanh lam quan sát được tỷ lệ thuận với hoạt động 

phosphoryl hoá của protein kinase có mặt (Hình 

3 - bước 4). Sự hiện diện của chất ức chế hoạt 

động của kinase dẫn đến việc giếng không bị 

nhiễm màu. Thêm dung dịch acid (HCl 10%) để 

dừng phản ứng của TMB với HRP và thực hiện 

phép đo độ hấp thụ ở bước sóng 450 nm (Hình 3 

- bước 5 và bước 6). Kết quả được biểu thị bằng tỷ 

số giữa độ hấp thụ thu được đối với các mẫu khi có 

mặt hợp chất thử nghiệm với độ hấp thụ thu được 

đối với dung dịch CaPkc1 của C. albicans. 

Bảng 1. Bảng dữ liệu của hợp chất 1 

Công thức 

phân tử 

Nhiệt độ 

nóng chảy 

(°C) 

SKLM (Rf) 

(CH2Cl2/MeOH 

= 9/1) 

MS  

(g.mol-1) 

MS (ESI), 

m/z (%) 

1H-NMR (400 

MHz, DMSO-d6) 

δ (ppm) 

13C-NMR (101 

MHz, DMSO-

d6) δ (ppm) 

C11H5N3O4 335-336 0,46 243,16 244,1 

14,03 (s, 1H, OH) 170,1 (C=O) 

12,91 (s, 1H, OH) 166,7 (C4) 

11,78 (s, 1H, OH) 164,7 (C7) 

8,20 (s, 1H, H2) 159,3 (C9) 

6,57 (s, 1H, H8) 151,9 (C) 

- 147,4 (CH2) 

- 144,5 (C) 

- 137,9 (C) 

- 113,9 (CN) 

- 105,0 (C) 

- 98,8 (CH8) 

 

 
 

 

Hình 4. Phổ 1H-NMR (A), 13C-NMR (B, C) của hợp chất 1.
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Bảng 2. Bảng dữ liệu của hợp chất 2 

Công thức 

phân tử 

Nhiệt độ 

nóng chảy 

(°C) 

SKLM (Rf) 

(CH2Cl2/MeOH 

= 9/1) 

MS 

(g.mol-1) 

MS 

(ESI), 

m/z (%) 

1H-NMR (400 MHz, 

DMSO-d6) δ (ppm) 

13C-NMR (101 

MHz, DMSO-

d6) δ (ppm) 

C11H7N3O4 396-397 0,42 261,19 262,0 

14,03 (s, 1H, OH) 169,6 (C=O) 

12,89 (s, 1H, OH) 166,2 (C4) 

11,50 (s, 1H, OH) 158,2 (C7) 

8,40 (s, 1H, CONH2) 156,1 (C9) 

8,21 (s, 1H, H2) 151,4 (C) 

7,44 (s, 1H, CONH2) 146,9 (CH2) 

6,36 (s, 1H, H8) 144,0 (C) 

- 136,8 (C) 

- 104,0 (C) 

- 99,1 (C8H) 

- 92,9 (C) 

 

 
 

 

Hình 5. Phổ 1H-NMR (A), 13C-NMR (B, C) của hợp chất 2. 
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Bảng 3. Bảng dữ liệu của hợp chất 3 

Công thức 

phân tử 

Nhiệt độ 

nóng 

chảy 

(°C) 

SKLM (Rf) 

(CH2Cl2/MeOH 

= 9/1) 

MS 

(g.mol-1) 

MS 

(ESI), 

m/z (%) 

1H-NMR (400 

MHz, DMSO-d6) 

δ (ppm) 

13C-NMR (101 

MHz, DMSO-

d6) δ (ppm) 

C11H7N3O6 

 
174-175 0,13 277,1 278,1 

11,81 (s, 1H, OH) 169,4 (C=O) 

11,26 (s, 1H, OH) 166,7 (C9) 

11,20 (s, 1H, OH) 157,4 (C4) 

8,34 (s, 1H, OH) 155,5 (C7) 

7,30 (s, 2H, 

CONH2) 
153,6 (C) 

6,20 (s, 1H, H8) 151,2 (C2) 

- 133,7 (C) 

- 128,7 (C) 

- 100,5 (C6) 

- 98,9 (C8) 

- 92,8 (C) 

 

  

 

Hình 6. Phổ 1H-NMR (A), 13C-NMR (B, C) của hợp chất 3.
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3. Thực nghiệm và kết quả 

3.1. Tổng hợp ba dẫn chất benzofuro[3,2-

d]pyrimidin 

Quy trình tổng hợp ba dẫn chất 

benzofuro[3,2-d]pyrimidin chúng tôi không 

trình bày trong nghiên cứu này. Độ tinh khiết của 

ba hợp chất được khẳng định bằng các phương 

pháp nhiệt độ nóng chảy, SKLM và cấu trúc của 

ba hợp chất được khẳng định bằng phương pháp 
1H-NMR, 13C-NMR và MS đều cho thấy phù 

hợp với công thức dự đoán (Bảng 1, 2, 3 và Hình 

4, 5, 6). 

3.2. Đánh giá hoạt tính ức chế CaPkc1 

Kết quả thử tác dụng ức chế CaPkc1 của ba 

dẫn chất benzofuro[3,2-d]pyrimidin tổng hợp 

được trình bày trong Bảng 4. 

Bảng 4. Khả năng ức chế hoạt động CaPkc1 của ba dẫn chất benzofuro[3,2-d]pyrimidin 

Chất Nồng độ thử (µM) % ức chế * % chưa bị ức chế 

1 

50 42,05 ± 0,08 57,95 ± 0,08 

100 56,08 ± 0,05 43,92 ± 0,05 

150 57,46 ± 0,14 42,54 ± 0,14 

2 

50 65,08 ± 0,15 34,92 ± 0,15 

100 87,29 ± 0,13 12,71 ± 0,13 

150 89,31 ± 0,08 10,69 ± 0,08 

3 

50 61,69 ± 0,11 38,31 ± 0,11 

100 72,15 ± 0,09 27,85 ± 0,09 

150 74,23 ± 0,14 25,77 ± 0,14 

Ghi chú: * là trung bình của ba lần thí nghiệm độc lập và nằm trong phạm vi ± 15% SD.

4. Bàn luận 

Các chất tổng hợp được tinh chế bằng sắc ký 

cột hoặc kết tinh lại; kết quả chấm sắc ký lớp 

mỏng của các chất khảo sát trên ba hệ dung môi 

khác nhau (100% EA, 100% CH2Cl2, CH2Cl2/ 

MeOH = 9/1) đều cho một vết gọn, rõ; nhiệt độ 

nóng chảy của các chất đều có khoảng dao động 

từ 1 đến 2 độ, điều này chứng tỏ các chất tổng 

hợp được đều tinh khiết. Trên phổ 1H-NMR của 

các chất thấy xuất hiện các tín hiệu đặc trưng của 

vòng benzen, vòng pyrimidin, vòng furan và 

nhóm amin, nhóm hydroxy. Phổ MS của các chất 

đều cho pic giả phân tử m/z [M+H]+. Như vậy 

qua dữ liệu phổ 1H-NMR, 13C-NMR và phổ MS 

cho phép xác định cấu trúc của ba chất tổng hợp 

là đúng. Kết quả trình bày ở Bảng 4 cho thấy ba 

dẫn chất benzofuro[3,2-d]pyrimidin có tác dụng 

ức chế chế hoạt động của CaPkc1 tuyến tính theo 

nồng độ chất thử. Khi nồng độ chất thử tăng lên, 

phần trăm ức chế tăng lên tương ứng. Cả ba dẫn 

chất benzofuro[3,2-d]pyrimidin đều cho thấy khi 

tăng nồng độ chất thử từ 50 µM lên 100 µM, tác 

dụng ức chế tăng lên đáng kể 14,03% với chất 1, 

22,21% với chất 2, và 10,46% với chất 3; trong 

khi đó khi tăng nồng độ chất thử từ 100 µM lên 

150 µM thì khả năng ức chế hoạt động của 

CaPkc1 chỉ tăng lên 1,38%, 2,02% và 2,08% đối 

với chất 1, 2, 3 tương ứng. Như vậy, trong ba 

nồng độ thử nghiệm, 100 μM là nồng độ ức chế 

tối ưu với cả ba dẫn chất benzofuro[3,2-

d]pyrimidin (phần trăm ức chế lần lượt là 

56,08%, 87,29 và 72,15%). Kết quả ở bảng 4 

cũng cho thấy hợp chất 2 có hoạt tính ức chế 

CaPkc1 tốt hơn so với 2 hợp chất còn lại ở cả ba 

nồng độ thử nghiệm là 50 µM, 100 µM và 150 

µM. Điều này cho thấy hợp chất 2 có tiềm năng 

trở thành chất mới tác dụng chọn lọc trên tế bào 

nấm. Bên cạnh đó, hợp chất 2 và 3 có hoạt tính 

ức chế CaPkc1 tốt hơn so với hợp chất 1, điều 

này có thể do ở vị trí số 6 trong cấu trúc có thêm 

nhóm carboxamid tạo liên kết hydro, giúp tăng 

khả năng liên kết của 2 hợp chất 2 và 3 vào trung 

tâm liên kết với CaPkc1 so với nhóm carbonitril 
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ở vị trí số 6 của hợp chất 1 (không tạo liên kết 

hydro) dẫn đến tăng khả năng ức chế CaPkc1 của 

2 hợp chất số 2 và 3. Kết quả này tạo tiền đề cho 

nhóm nghiên cứu tiếp tục tập trung tìm kiếm phát 

triển các chất chống nấm mới hướng ức chế 

CaPkc1 thuộc dẫn chất benzofuro[3,2-

d]pyrimidin để có thể tìm ra các chất có khả năng 

chống nấm tốt hơn, đồng thời giảm sự kháng 

thuốc của các loại nấm. 

5. Kết luận 

Trong nghiên cứu này, chúng tôi đánh giá 

hoạt tính ức chế CaPkc1 của ba dẫn chất 

benzofuro[3,2-d]pyrimidin ở ba nồng độ khác 

nhau 50 µM, 100 µM và 150 µM. Nồng độ 100 

μM là tối ưu cho hoạt tính ức chế CaPkc1 với cả 

ba dẫn chất benzofuro[3,2-d]pyrimidin. Hợp 

chất 2 có hoạt tính ức chế CaPkc1 tốt hơn so với 

2 hợp chất còn lại ở cả ba nồng độ thử nghiệm.  
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