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Tóm tắt:  Bá bệnh (Eurycoma longifolia Jack) là loại thảo dược dùng điều trị bệnh sốt rét, ung thư, tiểu đường, rối loạn chức năng tình dục và tăng cường sức khỏe ở nam giới. Năm 2012, chúng tôi đã báo cáo phương pháp tạo rễ tơ của cây Bá bệnh với mục đích để tạo nguồn nguyên liệu ổn định, đáp ứng nhu cầu làm thuốc. Trong bài báo này, chúng tôi khảo sát hoạt tính sinh học của cao chiết methanol rễ tơ và rễ tự nhiên cây Bá bệnh. Kết quả cho thấy cao chiết methanol rễ tơ và rễ tự nhiên ức chế sản xuất cytokine gây viêm IL-6 kích thích bởi Lipopolysaccharide (LPS) ở dòng tế bào THP-1 với IC50 tương ứng là 3,6 và 6,6 (µg/ml). Cao chiết methanol rễ tơ và rễ tự nhiên có hoạt tính gây độc tế bào ung thư ở mức trung bình trên các dòng tế bào HepG2, LU-1, MCF-7 với IC50 tương ứng là 77,4, 61,1, 88,2 (µg/ml) và 63,8, 46,2, 54,8 (µg/ml). Tuy nhiên, cả hai loại cao chiết nghiên cứu đều không có khả năng ức chế peroxidation lipid (IC50 > 100). 
Từ khoá: Bá bệnh (Eurycoma longifolia), hoạt tính kháng viêm, hoạt tính gây độc tế bào, hoạt tính chống oxy hoá.
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MỞ ĐẦU

Bá bệnh (Eurycoma longifolia Jack), thuộc họ Simaroubaceae, là một loài thực vật có hoa thuộc họ thanh thất, có nguồn gốc Indonesia, Malaysia, Việt Nam, Campuchia, Myanmar, Lào và Thái Lan. Là cây thuốc quan trọng ở các quốc gia Đông Nam Á, do có  dược tính rộng như hoạt tính kháng viêm, chống ung thư và chữa sốt rét [1, 2, 3, 4, 5, 6], rễ của cây này được sử dụng như là một loại thuốc làm tăng lượng testosterone ở nam giới, làm chậm quá trình mãn dục nam [7, 8, 9, 10]. Ở Việt Nam, cây mọc tự nhiên ở miền Trung, ven rừng còi Kon tum, Đồng Nai đến Phú Quốc [11]. Cây cũng được tìm thấy tại Vườn quốc gia Bái Tử Long từ năm 2000. Hiện nay, nguồn rễ của cây Bá bệnh  chủ yếu từ việc thu hái ở rừng dẫn đến cạn kiệt nguồn gen. Những năm gần đây, cùng với xu hướng chung trên thế giới, ở nước ta bắt đầu nghiên cứu nuôi cấy sinh khối từ rễ tơ. Rễ tơ là một bệnh ở thực vật được gây ra bởi quá trình tương tác giữa vi khuẩn Agrobacterium rhizogenes và tế bào vật chủ. Vi khuẩn đất gram âm chuyển đoạn ADN (T-ADN) từ (Ri) plasmid vào hệ gen của cây bị xâm nhiễm, đoạn T-ADN này mang gen mã hóa sinh tổng hợp auxin và cytokinin làm tăng khả năng tạo các lông rễ [12]. Việc thiết lập hệ thống nuôi cấy rễ tơ cho các cây dược liệu có nhiều ưu điểm vượt trội như chủ động quá trình sản xuất, nâng cao hàm lượng hoạt chất, tối ưu hoá quy trình chiết xuất sẽ góp phần khắc phục các hạn chế trong sản xuất truyền thống cũng như thể hiện được tính cập nhật về nghiên cứu và phát triển công nghệ mới trong nuôi cấy tế bào. Ngoài ra, việc nghiên cứu hoạt tính sinh học của sinh khối rễ tơ không những giúp sử dụng dược liệu một cách hiệu quả mà trên cơ sở đó còn có thể xác định được những hoạt chất quý để từ đó điều khiển quá trình nuôi cấy làm tăng tích luỹ các hoạt chất đó nhằm cung cấp nguồn dược liệu quý trong điều trị bệnh. Đã có rất nhiều công trình nghiên cứu trên thế giới cho thấy rễ tự nhiên của cây Bá bệnh có nhiều hoạt tính tốt. Tuy nhiên, các bằng chứng khoa học về hoạt tính sinh học của rễ tơ còn chưa được công bố.  Chính vì vậy, mục tiêu của nghiên cứu này là xác định và so sánh hoạt tính kháng viêm, gây độc tế bào ung thư và khả năng chống oxy hoá của rễ tơ và rễ tự nhiên của cây Bá bệnh. Kết quả nghiên cứu là cơ sở cho các nghiên cứu sâu tiếp theo về hoạt tính sinh dược học của các hợp chất từ rễ tơ và rễ tự nhiên của cây Bá bệnh. 


VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU
1. Vật liệu nghiên cứu 
Nguyên liệu thực vật:
Rễ tự nhiên của cây Bá bệnh được thu thập tại vườn Quốc gia Bái Tử Long, khu Bảo tồn thiên nhiên Đồng Sơn - Kỳ Thượng, Hoành Bồ, Quảng Ninh. Rễ tơ của cây Bá bệnh được cung cấp bởi Phòng Công nghệ Tế bào Thực vật- Viện Công nghệ sinh học- Viện Hàn lâm Khoa học và Công nghệ Việt Nam.
Các dòng tế bào:
Các dòng tế bào ung thư do GS. J. M. Pezzuto, trường Đại học Hawaii và GS. Jeanette Maier, trường Đại học Milan, Italia cung cấp. Dòng tế bào đại thực bào người THP-1 do GS. T. Kishimoto, trường Đại học Osaka, Nhật Bản cung cấp.
Chuột nghiên cứu: 
Chuột thuần chủng dòng BALB/c khoẻ mạnh, không mắc bệnh được cung cấp bởi Phòng Thử nghiệm sinh học, Viện Công nghệ sinh học, Viện Hàn lâm Khoa học và Công nghệ Việt Nam.
Thiết bị:
Cân phân tích, máy đo OD Microplate Reader, máy đọc ELISA và các thiết bị phòng thí nghiệm khác.
Hóa chất: 
Môi trường nuôi cấy các dòng tế bào ung thư, FBS, TCA, SRB; Trolox, Cucumine, (Sigma Aldrich); Dimethylsulfoside (DMSO) (Fisher Scientific); Đệm phosphat hoặc KCl; Acid tricloacetic (TCA, Fisher); Acid thiobarbituric (TBA) (Sigma Aldrich); FeSO4, H2O2. 
Môi trường nuôi cấy dòng tế bào đại thực bào ở người THP-1, RPMI 1640 (GIBCO), 10% FBS, 100 μg/ml streptomycin, 100 U/ml penicillin, Dimethylsulfoside (DMSO), đệm phosphat PBS; trypan blue stain 0,4%, LPS (LPS, Escherichia coli 055: B5) (Sigma Aldrich). Đĩa 96, 48 giếng nhựa (Corning), pippette (Eppendorf). Các dung môi, hóa chất thông thường được cung cấp bởi các hãng Sigma, GIBCO, Invitrogen. Bộ kit ELISA (R&D Systems).
2. Phương pháp nghiên cứu
Phương pháp chuẩn bị mẫu thử 
[bookmark: OLE_LINK1]Cân 5 g mẫu khô, xay nhuyễn ngâm methanol trong bể siêu âm (500 ml x 3 lần). Ly tâm 5000 vòng trong 5 phút, thu dịch loại bỏ cặn. Cô quay dịch đuổi dung môi, thu nhận cao chiết. 
Phương pháp nuôi cấy tế bào THP-1 và xác định hàm lượng IL-6
Dòng tế bào THP-1 được nuôi cấy dưới dạng đơn lớp trong môi trường nuôi cấy RPMI 1640 theo các phương pháp đã được công bố trước đây [13, 14]. Dòng tế bào được nuôi trong đĩa 48 giếng, chứa 5x105 tế bào/ml. Lấy 1 ml tế bào thêm vào 1 μl mẫu thử ở các nồng độ (3000, 10 000, 30 000, 60 000 µg/ml) thì nồng độ mẫu chỉ còn là (3, 10, 30, 60 μg/ml). Ủ hỗn hợp ở 37 oC, 5% CO2 trong 30 phút trước khi được kích thích với 1μg/mL LPS (Sigma, Tokyo, Japan). Dịch nổi được thu sau 24 giờ. Nồng độ cytokine IL-6 của tế bào đại thực THP-1 được xác định bằng ELISA (Quantikine ELISA của R&D) theo hướng dẫn của nhà sản xuất. Số liệu được biểu diễn dưới dạng giá trị trung bình của ít nhất 3 lần lặp lại. Giá trị IC50  sẽ được xác định nhờ vào phần mềm máy tính ImageJ. Khả năng sống sót của tế bào được xác định bằng phương pháp MTT theo phương pháp đã được công bố trước đây [15].
Phép thử sinh học xác định tính độc tế bào (cytotoxic assay)	
Phép thử này được thực hiện theo phương pháp của Monks (1991) [16]. Mẫu thử pha trong DMSO 10% được đưa vào các giếng của khay 96 giếng để có nồng độ nồng độ 100g/ml, 20 g/ml; 4 g/ml; 0.8 g/ml; 0.16 g/ml. Tế bào ung thư được duy trì liên tục ở các điều kiện tiêu chuẩn. Sau khi tế bào phát triển đến pha log, sẽ được thêm vào các giếng 3.104 tế bào/ml và để chúng phát triển trong vòng từ 2 ngày.  Một khay 96 giếng khác không có chất thử nhưng có TBUT  sẽ được sử dụng làm đối chứng ngày 0. Sau 1 giờ, đĩa đối chứng ngày 0 sẽ được cố định tế bào bằng Trichloracetic acid – TCA.
Sau giai đoạn phát triển trong tủ ấm CO2, tế bào được cố định vào đáy giếng bằng TCA trong 1 giờ, được nhuộm bằng SRB trong 30 phút ở 37 oC. Đổ bỏ SRB và các giếng thí nghiệm được rửa 3 lần bằng  acetic acid rồi để khô trong không khí ở nhiệt độ phòng. Cuối cùng, sử dụng 10 mM unbuffered Tris base để hòa tan lượng SRB đã bám và nhuộm các phân tử protein, đưa lên máy lắc đĩa lắc nhẹ trong 10 phút và sử dụng máy ELISA Plate Reader (Bio-Rad) để đọc kết quả về hàm lượng màu của chất nhuộm SRB qua phổ hấp phụ ở bước sóng 515 nm. Khả năng sống sót của tế bào khi có mặt chất thử sẽ được xác định thông qua công thức sau:
                                          [OD(chất thử) - OD(ngày 0)] x 100
           % sống sót = 
                                                  OD(đối chứng âm) - OD(ngày 0)
% ức chế = 100% - % sống sót
Các phép thử được lặp lại 3 lần để đảm bảo tính chính xác. Ellipticine luôn được sử dụng như là chất đối chứng dương. DMSO 10% luôn được sử dụng như đối chứng âm. Giá trị IC50 sẽ được xác định nhờ vào phần mềm máy tính TableCurve. 
Phương pháp  xác định khả năng ức chế peroxidation lipid (thử nghiệm MDA)
[bookmark: OLE_LINK43][bookmark: OLE_LINK44]  	Được thực hiện theo phương pháp của Stroev EA, Makarova VG (1998) [17], Jelili A Badmus et al., (2011) [18] và của Viện Dược liệu - Bộ Y Tế (2006), có sự thay đổi cho phù hợp với điều kiện của phòng thí nghiệm. Tách não chuột và nghiền đồng thể trong dung dịch đệm phosphat (pH=7.4) theo tỉ lệ 1:10 ở nhiệt độ 0-4oC. Lấy 1ml dịch đồng thể thêm vào 0,1 ml mẫu thử ở các nồng độ (2000, 400, 80, 16 µg/ml) và 0,8ml đệm phosphat thêm 0.1ml hệ Penton (FeSO4 0.1 mM : H2O2 15mM theo tỉ lệ 1:1) vừa đủ 2 ml thì nồng độ mẫu chỉ còn là (100, 20, 4, 0.8 µg/ml). Ủ hỗn hợp ở 37oC trong 15 phút. Dừng phản ứng bằng 1 ml acid tricloacetic 10%. Li tâm 12000 vòng trong 5 phút. Lấy dịch trong cho phản ứng với 1 ml acid thiobarbituric 0,8% (theo tỉ lệ 2:1). Ủ ở nhiệt độ 100oC 15 phút. Làm lạnh và tiến hành đo ở bước sóng λ = 532 nm.  Trolox được sử dụng làm chất đối chiếu tham khảo. Tính toán kết quả theo công thức tính phần trăm hoạt tính chống oxi hoá (HTCO) HTCO (%) = [(ODC – ODT)/ODC] × 100 (ODC: Mật độ quang học của giếng chứng không có mẫu thử; ODT: Mật độ quang học của mẫu thử). 
Phương pháp thống kê
Số liệu được phân tích thống kê bằng phần mềm Student’s t-tests. Giá trị thống kê có ý nghĩa khi P<0.05.
KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN
Hoạt tính ức chế IL-6 trên dòng tế bào đại thực bào THP-1 của cao chiết methanol rễ tơ và rễ tự nhiên 
Hoạt tính kháng viêm của một số alkaloid của rễ tơ cây Bá bệnh đã được thử nghiệm trên dòng tế bào đại thực bào chuột RAW264.7 [19]. Kết quả cho thấy, một số alkaloid của rễ tơ cây Bá bệnh có khả năng ức chế việc sản xuất IL-6, một cytokine gây viêm, trên dòng tế bào RAW264.7 kích thích bởi LPS [19]. Do đó, trong nghiên cứu này chúng tôi tiếp tục khảo sát hoạt tính kháng viêm của cao chiết methanol rễ tơ và rễ tự nhiên Bá bệnh trên dòng tế bào đại thực bào người THP-1. Sự sống sót của dòng tế bào THP-1 không bị ảnh hưởng bởi việc xử lý các cao chiết methanol rễ tơ và rễ tự nhiên (Hình 1A). Dòng tế bào THP-1 được xử lý với các nồng độ cao chiết methanol rễ tơ và rễ tự nhiên khác nhau (3, 10, 30, 60 μg/ml) trong 30 phút trước khi kích thích bằng LPS (1 µg/ml) và dịch nuôi cấy tế bào được thu sau 24 h để xác định hàm lượng IL-6 tạo ra. Kết quả ở hình 1B cho thấy, cao chiết methanol rễ tơ và rễ tự nhiên đã ức chế việc sản xuất IL-6 ở dòng tế bào THP-1 của người kích thích bởi LPS và sự ức chế này phụ thuộc vào nồng độ liều. Cao chiết methanol rễ tơ và rễ tự nhiên ức chế sản xuất IL-6 với IC50 lần lượt là 3,6 và 6,6 (μg/ml). Một nghiên cứu khác về hoạt tính kháng viêm của rễ tự nhiên cây Bá bệnh cho thấy, cao chiết hydroalcoholic cây Bá bệnh của Malaysia thể hiện hoạt tính kháng viêm ở tất cả các nồng độ thử nghiệm (25, 50, 100, 250, 500 và 1000 mg/ml) trên tế bào máu người theo phương pháp ổn định màng tế bào máu (human red blood cell membrane stabilization) và hoạt tính thể hiện phụ thuộc vào nồng độ liều cao chiết [20]. Như vậy, cao chiết từ rễ Bá bệnh có hoạt tính kháng viêm tốt trên các dòng tế bào in vitro. 
Bảng 1: Kết quả xác định giá trị IC50 của cao chiết methanol rễ tơ và rễ tự nhiên ức chế IL-6 trên dòng tế bào đại thực bào THP-1 của người


	STT
	Tên mẫu
	ức chế IL-6 (pg/ml) tại nồng độ (µg/ml)

	IC50 
(µg/ml) 

	
	
	ĐC (-)
	0 ĐC (+) 
	3 
	 10 
	30 
	60
	

	
	
	PBS 
	LPS (1 μg/ml)
	

	1
	Cao methanol của  rễ tơ
	0
	458
	265
	172 
	117 
	27
	3,6

	2
	Cao methanol của  rễ tự nhiên
	0
	458
	289 
	192 
	84 
	24
	6,6



[image: ]
Hình 1:  A) Ảnh hưởng cao chiết methanol rễ tơ và rễ tự nhiên lên khả năng sống sót của dòng tế bào THP-1. B) Cao chiết methanol của rễ tơ và rễ tự nhiên ức chế sản xuất IL-6 trên dòng tế bào THP-1 kích thích bởi LPS.
Khả năng gây độc tế bào ung thư in vitro 
Phép thử này được thực hiện theo phương pháp của Monks (1991) [16]. Theo tiêu chuẩn của Viện ung thư quốc gia Hoa Kỳ (National Cancer Institute - NCI), cặn chiết được coi có hoạt tính tốt với IC50  20 μg/ml. Kết quả về khả năng gây độc tế bào ung thư in vitro của cao chiết methanol rễ tơ và rễ tự nhiên Bá bệnh được thể hiện ở bảng 2. 
Bảng 2: Kết quả xác định giá trị IC50 của cao chiết methanol rễ tơ và rễ tự nhiên  
	
STT
	Tên mẫu
	Dòng tế bào
	% ức chế tại nồng độ (µg/ml)
	IC50
(µg/ml)

	
	
	
	100 
	20 
	4 
	0.8
	

	1
	Cao chiết methanol của rễ tơ
	Hep-G2
	61,2 
	16,8 
	0,6 
	- 0,6
	77,4

	
	
	LU-1
	64,4 
	28,3 
	12,3 
	5,7 
	61,1 

	
	
	MCF-7
	54,7 
	13,3 
	2,4 
	-9,9
	88,2 

	

2
	Cao chiết methanol của rễ tự nhiên
	Hep-G2
	75,9 
	18,8 
	2,4 
	5,2
	63,8 

	
	
	LU-1
	70,8 
	36,6 
	7,1 
	4,5 
	46,2 

	
	
	MCF-7
	75,1 
	26,8 
	9,1 
	6,9
	54,8  

	3
	Ellipticine
	Hep-G2
	99,72
	71,89
	52,31
	20,58
	0,46 

	
	
	LU-1
	97,67
	72,70
	51,52
	23,65
	0,43 

	
	
	MCF-7
	98,01
	78,89
	50,82
	19,77
	0,44 



Kết quả ở bảng 1 cho thấy, cao chiết methanol rễ tơ và rễ tự nhiên thể hiện hoạt tính kháng ung thư ở mức trung bình trên cả ba dòng tế bào ung thư Hep-G2 (IC50 rễ tơ = 77,4 µg/ml; IC50 rễ tự nhiên = 63,8 µg/ml); LU-1 (IC50 rễ tơ = 61,1 µg/ml; IC50 rễ tự nhiên = 46,2 µg/ml); MCF-7 (IC50 rễ tơ = 88,2 µg/ml; IC50 rễ tự nhiên = 54,8 µg/ml). Chất đối chứng dương Ellipticine hoạt động ổn định trong quá trình thí nghiệm. Các kết quả trên là chính xác với r2 ≥ 0,99. Một nghiên cứu khác của nhóm Nurhanan và cộng sự đã đánh giá hoạt tính gây độc tế bào cao chiết methanol thu từ rễ tự nhiên cây Bá bệnh Malaysia. Kết quả cho thấy, cao chiết methanol có hoạt tính gây độc tế bào với dòng tế bào KB (IC50 = 20 µg/ml), RD (IC50 = 17,9 µg/ml), MCF-7 (IC50 = 8,6 µg/ml), CaOV-3 (IC50 = 9,2 µg/ml) [21]. Như vậy, hoạt tính gây độc tế bào có thể phụ thuộc vào các loại cao chiết khác nhau và rễ dược liệu có nguồn gốc khác nhau.
Hoạt tính chống oxy hóa
Do hiện nay vẫn chưa có công bố nào về hoạt tính chống oxy hóa của rễ tơ Bá bệnh nên chúng tôi khảo sát hoạt tính chống oxy hóa của rễ tơ so với rễ tự nhiên Bá bệnh. Sử dụng phương pháp thử nghiệm khả năng chống oxy hóa dập tắt gốc tự do bằng phép thử peroxy hoá lipid màng tế bào, chúng tôi thu được kết quả về hoạt tính chống oxy hóa của rễ tơ và rễ tự nhiên Bá bệnh được thể hiện ở bảng 3. 
Bảng 3: Kết quả xác định hoạt tính chống oxi hóa (%)
	Nồng độ (µg/ml)
	Cao chiết rễ tơ
	Cao chiết 
rễ tự nhiên
	Trolox

	100
	12,2
	12,8
	82,8

	20
	10,2
	9,4
	59,2

	4
	7,7
	7,1
	39,5

	0,8
	4,3
	2,6
	12,2

	IC50 (µg/ml)
	>100
	>100
	10,2



Kết quả ở bảng 3 cho thấy, hàm lượng malonyl dialdehyd (là sản phẩm của quá trình peroxy hoá lipid màng tế bào tạo ra trong tế bào) chưa bị ảnh hưởng nhiều bởi hai loại cao chiết này với các nồng độ thử (0,8; 4; 20 và 100 µg/ml). Như vậy, cả hai loại rễ đều chưa thể hiện hoạt tính chống oxi hoá với giá trị IC50 >100 µg/ml trong khi đó chất đối chứng là Trolox có IC50 là 10.2 µg/ml. Năm 2013, một nghiên cứu cao chiết hydroalcoholic của cây Bá bệnh ở Malaysia thể hiện hoạt tính chống oxy hóa DPHH ở tất cả các nồng độ (25, 50, 100 và 250 µg/ml) với IC50 = 34,37 μg/ml [20]. Như vậy, trong các nghiên cứu tiếp theo chúng tôi có thể sẽ sử dụng cao chiết của dung môi khác để khảo sát hoạt tính chống oxy hóa của rễ tơ và rễ tự nhiên cây Bá bệnh.
Kết luận: 
Cao chiết methanol rễ tơ và rễ tự nhiên cây Bá bệnh có khả năng ức chế sản xuất cytokine gây viêm IL-6 kích thích bởi LPS (1 µg/ml) ở dòng tế bào của người THP-1 với IC50 tương ứng là 3,6 và 6,6 (µg/ml). Cả hai loại cao chiết này có hoạt tính gây độc tế bào ung thư ở mức trung bình trên các dòng tế bào HepG2, LU-1, MCF-7. Tuy nhiên, cả hai loại cao chiết nghiên cứu đều không có khả năng ức chế peroxidation lipid. Việc tìm hiểu và làm sáng tỏ cơ chế của các hoạt tính sinh học của hai cao chiết rễ Bá bệnh ở tế bào động vật là rất cần thiết. 
Lời cảm ơn: 
[bookmark: _GoBack]Chúng tôi xin chân thành cảm ơn GS. T. Kishimoto, trường Đại học Osaka, Nhật Bản và PGS.TS. Đỗ Thị Thảo, Phòng thử nghiệm sinh học, Viện Công nghệ sinh học đã giúp đỡ chúng tôi thực hiện công trình nghiên cứu này. Công trình này được hoàn thành với hỗ trợ kinh phí từ đề tài cán bộ trẻ năm 2017 (NCS. Trần Thu Trang).
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EXAMINE THE BIOLOGICAL ACTIVITY OF METHANOL EXTRACTS OF HAIRY- AND NATURAL- ROOTS OF EURYCOMA LONGIFOLIA JACK
Tran Thu Trang, Pham Bich Ngoc,
 Chu Nhat Huy, Hoang Thi Thu Hang, Nguyen Trung Nam, Chu Hoang Ha
Institute of Biotechnology, Vietnam Academy of Science and Technology

Abstract: Eurycoma longifolia Jack is a medicinal herb to treat malaria, cancer, diabetes and sexual dysfunction in men. In 2012, we have reported the method of hairy-root culture of Eurycoma longifolia aiming to create a stable source of raw materials for the need of medicine. In this study, we examined the biological activity of the methanol extracts of hairy- and natural- roots of Eurycoma longifolia. The results showed that the methanol extracts of hairy- and natural-roots inhibited the production of IL-6 in THP-1 cells stimulated by lipopolysaccharide (LPS) with IC50 of 3.6 and 6.6 (µg/ml), respectively. Methanol extracts of hairy- and natural-roots had moderate a cytotoxic effect on cancer cell lines HepG2, LU-1, MCF-7 with IC50 of 77.4, 61.1, 88.2 (µg/ml) and 63.8, 46.2, 54.8 (µg/ml), respectively. However, both studied extracts were incapable of inhibiting lipid peroxidation (IC50 > 100).

Keywords: Eurycoma longifolia, anti-inflammatory activity, cytotoxic activity, antioxidant activity.
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