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Tém tit— Camellia cuongiana 1a loai dic hitu ¢ Viét Nam dwoc
phét hién tai Vuon Quéc Gia Bidoup — Ndi Ba. Bén nay, van chua
¢6 cong bd khoa hoc trong nudce va ngoai nudce khao sat kha nang
khang ung thu cua loai nay. Nghién ciru duoc tién hanh nhdm
danh gi4 kha ning trc ché su ting sinh té bao, di chuyén va tao
khéi u cua cao chiét methanol tir Camellia cuongiana trén mo
hinh t& bao ung thu biéu mé gan (HCC-J5). Két qua cho thay, gia
tri IC50 tuong ing véi dong té bao 16n hon 100 pug/mL. Nhusm
Wright-Giemsa cho thdy, té bao bj trc ché ting sinh dudi tac dong
cua su chét theo chuwong trinh hoic chét hoai tu. Ngoai ra, cao
chiét con irc ché tao cum hon 50% té bao ung thu so vai di ching
tai ndng d6 50 pg/mL. Kha nang di chuyén cua cac té bao ung thu
ciing bi trc ché khi xir Iy & cac ndng d6 12,5 va 25 pg/mL.

Tiwr khoa — Camellia cuongiana; HCC-J5; ung thu gan; Su chét
theo chuong trinh

1. Pat vin dé

Theo cac théng ké, ung thu thuéc nhom nguyén nhan
gay tir vong hang dau va no duoc coi la ganh nang cua hé
thong y té & cac qudc gia dic biét 1a cac nude dang phat
trién nhu Viét Nam [1]. Céc phuong phép tiép can pho bién
duoc sir dung dé diéu tri ung thu bao gdm hoa tri, xa tri,
phau thuat, liéu phap mién dich. Trong d6, két hop gitra
phau thuat va hoa tri van la phac db théng dung nhat dwoc
sir dung. Cac thudc hoa tri thuong duoc téng hop héa hoc
va cac tac dung phu cua thube dbi vai sirc khoe nguai bénh
la rat nghiém trong [2, 3]. Do d6, viéc phat trién cac
phuong phap diéu tri ung thu méi van dang duoc tiép tuc.
Cac hop chat c6 ngudn gdc tir ty nhién dang 1a hudng tiép
can kha thi. Vi nguon tai nguyén thyc vat chua dwoc kham
pha toan bo, tiém nang ciia huéng nghién ctru nay van con
hién hitu rd rang.

Viét Nam nam trén vang khi hau nhiét dsi 6n hoa, nén
sO hitu tham thuc vat phong pht va chua dugc kham pha
tron ven. Nhitng loai méi dugc phat hién va cong bd ¢ Viét
Nam it dugc quan tdm nghién ctru vé hoat tinh sinh hoc ma
déc biét 1a hoat tinh khang ung thu. Camellia cuongiana
Orel & Curry lan ddu tién dugc ghi nhan boi nha nghién
cau Truong Quang Cudng cung véi Orel va Anthony
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Abstract — Camellia cuongiana is endemic to Vietnam,
discovered in Bidoup - Nui Ba National Park. Thus far, there have
been no scientific publications investigating the anti-cancer
ability of this species. The study was conducted to evaluate the
inhibition of cell proliferation, migration and colony-formation of
the methanol extract from Camellia cuongiana in a hepatocellular
carcinoma (HCC-J5) cell model. The IC50 value greater than
100 pg/mL. Wright-Giemsa staining shows that, cells are inhibited
from proliferation under programmed cell death or necrosis.
In addition, the extract inhibited colony-formation by more than
50% of cancer cells compared with the control at a concentration of
50 pg/mL. The migration of cancer cells was also inhibited when
treated at concentrations of 12.5 and 25 pg/mL.

Keywords — Camellia cuongiana; HCC-J5; hepatocellular
carcinoma; apoptosis

Stephen Curry vao ngay 05/11/2012 [4, 5]. Loai nay dugc
thu thap tir mot quan thé gdm khoang 10 cay trudng thanh
tai vi tri phat hién thudc vuon quéc gia. Sau d6, loai nay da
duoc xé4c nhan 1a loai méi trén thé gidi va la loai dac hiru &
Viét Nam va danh phap la Camellia cuongiana Orel &
Curry [5, 6].

Theo danh gia thuc té quan thé loai dang hién hiru tai
vuon qudc gia, Camellia cuongiana dugc sip xép vao
nhom “it quan tdm” (Least concern) theo phan nhém cia
Sach Do cua Lién minh Bao ton Thién nhién Quéc té [4].
Nhu véy loai ndy ¢6 nguy co tuyét ching thap, nhung
chung van quan trong vé mat da dang sinh hoc toan cau.
Viéc dua Camellia cuongiana vao Sach D6 cho phép cac
nha nghién ciru theo ddi tinh trang thay doi ciia da dang
sinh hoc ctia loai nham c6 céc ké hoach bao ton thich hop
dé ngan ching bi de doa tuyét ching trong tuong lai.

Hoat tinh khang ung thu & chi Camellia da duoc nghién
clru va cong bd rong rai theo thoi gian. Cac thanh phan
chinh mang lai hoat tinh khang ung thu cho chi nay chu yéu
thudc nhom polyphenol ma duoc nghién ciru sdu rong nhét
1a catechin. Catechin chiém khoang tir 25-35% tong trong
lwong khé trong tra tuoi [7], bao gdm cac hop chit chinh
nhu (+)- catechin, (-)- epicatechin, (+)- gallocatechin,
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(-)- epicatechin gallate, (-)- epigallocatechin, va
(-)- epigallocatechin gallate (EGCG). Trong d6, EGCG la
dbi twgng duoc nghién ciru cho thiy, c6 nhiéu hoat tinh
sinh hoc tiém ning va dugc tmg dung nhiéu nhét. Catechin
d dugc nghién ciru cho thdy, c6 nhiéu tiém ning trong diéu
tri ung thu thong qua trc ché ting sinh té bao ung thu, cam
tmg qua trinh apoptosis, va trc ché su di cin cua khéi u va
hinh thanh mach [8]. Cac co ché lién quan dén tinh khang
ung thu cta catechin bao gdm hoat dong chéng oxy hoa,
tuong tac voi enzym va diéu hoa cac con dudng tin hi¢u
lién quan dén sy phat trién cta khéi u [9].

Tuy nhién, thanh phan hoa hoc cua céc loai tra bién doi
rat phirc tap, va thuong phu thudc vao vi tri dia li, thd
nhudng, ché do dinh dudng. Do d6, nhitng loai tra khac
nhau thuong mang nhiing hoat tinh sinh hoc khac nhau.
C.cuongiana hién chua c6 cac nghién cau hoat tinh sinh
hoc duoc cong b, do d6 nghién ciru thyc hién nham budc
dau xac dinh hoat tinh khang ung thu cao chiét methanol
tir Camellia cuongiana trén té bao ung thu biéu md gan
HCC-J5.

2. Vat liéu va phuwong phap
2.1. Phwong phdp thu mdu va chudn bj cao chiét

Camellia cuongiana dugc thu hai tai Vuon Qudc Gia
Bidoup -Nui Ba va dugc dinh danh bdi Phung My Trung.
L4 tra dugc thu hai, rira sach, sy kho & 45°C, 4 gid va xay
thanh bdt min, bao quan ¢ 4°C.

200g bot dugc ngdm véi 200mL dung moi methanol, &
nhiét 6 phong. Sau 24 gio dich chiét dwoc thu nhan va b
sung lai dung moi methanol vao binh chiét nhu trén, qua
trinh duoc lap lai 5 1an. Dich chiét dugc loc qua giéy loc va
tién hanh c6 quay thu cao chiét tho. Sau d6, cao chiét dugc
hoa tan v6i DMSO dé thu dung dich me nong do
250mg/mL va bao quan ¢ -20°C [10].

2.2. Té bao va phwong phdp nudi cdy

Dong té bao HCC-J5 (ung thu biéu mé gan) dugc cung
cép boi TS.BS Huynh Thanh Tuén (Bénh vién Tam Anh).
Té bao dugc nudi ciy v6i moi truong Dulbecco’s modified
Eagle’s medium (DMEM), c6 bo sung 10% fetal bovine
serum va 1% Penicillin-Streptomycin (100U/mL), diéu
kién 37°C, 5% CO,. Khi t& bao phu 16p don dén 80% bé
mat dia nubi cy, cdy chuyén té bao dugc thuc hién véi
trypsin 0,05%.

2.3. Khdo sdt khd nang irc ché ting sinh té bao bang
phwong phdap nhuom MTT

Cac té bao séng co kha ning chuyén hoa thudc nhugm
MTT (3- (4,5- dimethylthiazol - 2- yl) - 2,5 - diphenyl
tetrazolium bromid) thanh cac san pham formanzan c6 mau
tim [11]. Té bao HCC-J5 nudi & mat do 1 x 10° té bao/mL
va dugc Xir Iy véi cao chiét véi day nong do tir 0 dén
200ug/mL, nudi cdy 37°C, 5% CO,. DMSO dugc bd sung
vao giéng dbi chung. Sau 72 glc thay moéi truong cii bang
200pL moi truong khong huyét thanh va 20pL dung dich
MTT, 1 3 gid & 37°C, 5% CO,. Hit bé méi truong cii va
b6 sung 100uL DMSO. Do d6 hip thy quang hoc & budc
song 490nm va budc song tham chiéu 630nm [12].

Ay — A
X " 9%100

Tilé té bao sébng (%) = ———
& Apc — 4o

Trong d6, Ay;, 1a gia tri OD ctia mau xt ly, Apc la gia tri
OD ctia mau ddi chiing va A, la gia tri OD cua mau tring.
2.4. Nhugém Wright-Giemsa xdc dinh hinh thdi té bao

Té bao xtr Iy duge nhudém Wright-Giemsa véi cao chiét
& ndng d6 150 pg/mL dé quan sat rd hinh thai nhan va té
bao chét [13]. Cb dinh té bao véi ethanol 100%, phu thudc
nhuom Wright-Giemsa va dém phosphate trong 1 phit.
Rura lai mau nhudém véi nude cat, dé kho tu nhién va quan
sat dudi kinh hién vi soi nguoc Olympus CK2 (Trinocular),
vat kinh 20X.

2.5. Thir nghiém tec ché tao khiim (clonogenic assays)

Thir nghiém duogc thuc hién nham xac dinh anh huong
ctia cao chiét Camellia cuongiana dén kha ning tao cum
clia C4c té bao ung thu. 100 dén 200 té bao dugc nudi cay
trong dia 6 giéng va bo sung thém cao chiét ndng do 25 va
50 pg/mL, DMSO duoc bo sung vao giéng ddi ching. Té
bao dwoc nudi trong diéu kién 37°C, 5% CO, tir 1 dén 3
tuan, cho dén khi cac cum té bao duwgc hinh thanh trong
giéng d6i chimg [14]. Sau d6, nhuom dia véi dung dich
crystal violet 0,2% va hinh anh dugc thu nhan. Hinh anh
dugc chuyén vé dinh dang 8-bit va phan tich bang cong cu
analyze particles ctia ImageJ.

2.6. Thir nghiém tec ché xam lin (scratch assay)

Hién tuong di chuyén cua té bao thuong dic trung cho
qua trinh tang sinh, di cu hay di cin cta té bao [15]. Cac té
bao dugce nudi ciy dudi dang don 16p trong méi trudng
nudi cdy DMEM (10% FBS va 1% Penicillin-
Streptomycin) cho dén khi d¢ bao phu dat 70-80% dién
tich dia nuoi cay. Sau d6, hiat bo méi trudng cii va ding dau
pippet 200uL rach mot dudng, bd sung thém cao chiét. Té
bao duoc nudi trong trong diéu kién 37°C, 5% CO,. Hinh
anh dugc thu nhan & cac thoi diém 0 gio, 24 gio [15]. Dién
tich khoang tréng & cac thoi diém dwoc xac dinh bang cong
cu Measure cua phan mém ImageJ. Ti 1 t& bao xam lan
dugc xac dinh dya trén phan dién tich chénh léch gitra méc
thoi diém 0 gio va 24 gio [16].

D —
Oh " %100

Tilé té xam 14n (%) =
on

Trong d6, Doy, la dién tich (mm?) khoang trong & méc
thoi diém 0 gid, D4, la dién tich khoang trong méc & thoi
diém 24 gio. Kha ning xam 14n clia cao chiét sau d6 dugc
tinh ti 1¢ so v6i mau doi chung.
2.7. Phwong phdp phin tich sé liéu

Céc thi nghiém duoc 1p lai it nhat 3 1an. Sg") liéu duogc
trinh bay dudi dang trung binh + d¢ Iéch chuan (mean +
SD). Phuong phép noi suy, phuong phap so sanh thong ké
anova va kiém dinh Turkey dugc tién hanh bang phan mém
Graphpad Prism version 8.0 (véi gid tri P - value < 0,05
dugce coi 1a ¢6 sy khac biét c6 ¥ nghia thong ké).

3. Két qua va thao luin
3.1. Kha ndng iic ché ting sinh té bao

Cao chiét Camellia cuon,giana duoc khgio sat tac
dong Ién sy tang trudng cua te bao ung thu bi€u mo gan,
theo day nong do dich chiét ter 12,5 pg/mL; 25 pg/mL;
50 pg/mL; 100 pg/mL; 200ug/mL.

Két qua cho thay, theo chiéu ting dan ndng do cao
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chiét, ti I¢ t€ bao ung thu séng giam dan (Hinh 1), va giam
manh ¢ nong do 200ug/mL. Gia tri nong do cao chict gay
chét 50% so té bao (1C50) 16n hon 100 pg/mL.
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Hinh 1. Tdc déng cuia cao chiét 1én Ién té bao HCC-J5
3.2. Thay déi hinh thdi té bao khi xi# |y véi cao chiét
Dung dich thuéc nhuém Wright bao gom hai thanh
phan chinh la Eosin Y va methylene blue. Trong do,
methylene blue c6 kha niang bam vao cac nucleic acid co6
trong nhan té bao, giup phan biét rd nhan va té bao chat. Té
bao dugc xir Iy véi cao chiét Camellia cuongiana & nong
d6 150 pg/mL va DMSO trong 72 gio va thuc hién phuong
phap nhuom nhu da dé cap ¢ trén. Két qua hinh anh duogc
thu nhan bang kinh hién vi quang hoc véi d6 phong dai
200 lan. Quan sat dugc cac giéng thir nghiém c6 hién tuong
gdy doc 1én té bao, té bao thay doi rd rang vé kich thude va
hinh dang so véi giéng ddi chl’rng (Hinh 2).
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Hinh 2. Tdc dpng ciia cao chiét dén hinh thdi té bao.
Hinh bén trdi duwoc ghi nhdn ¢ nhém té bdo dsi chimg va
hinh bén phdi dwoc ghi nhgn ¢ nhom té bao xir 1y

Cac hinh thai bét thuong quan st thay, bao gom té bao
hodc nhan té bao co nho, khong con mang té bao nguyén
ven gy ro ri té bao chét, c¢6 nhiéu manh vun té bao xuét
hién trong moi trudng. Hinh thai chét cua té bao tir 1au da
duoc biét dén 1a c6 lién quan mat thiét dén cach thie chét
cua té bao [17]. DAu hiéu apoptosis sém c6 thé quan sat
duoc la su tach roi, mat kha ning lién két giita cac té bao
vé6i nhau (Hinh 2b). Hién tuong nay cé thé do co ché hinh
thanh vong actin va myosin bao quanh nham tach cac té
bao apoptosis khoi cac té bao khoe manh [18]. Cac thé
apoptotic quan sat dugc trong mau nhuém cho théy,
cao chiét c6 cam tng dén su chét theo chwong trinh ciia cac
té bao (Hinh 2b). Cac té bao & giai doan apoptosis muon
hon quan sat dwoc & dang té bao bi co nho lai va nhuom
dam mau thuéc nhuom (Hinh 2a). Bén canh d6, mot sé kiéu
hinh té bao chét hoai tir (necrosis) nhu ro ri mang té bao
ciing xuit hién (Hinh 2c). Tuy nhién, dé xac dinh chinh xac
duogc cach thac cam ung chét cua cao chiét Can ¢ cac
phuong phap bé sung khac, do viéc hinh thai té bao chét

theo chuong trinh ciing ¢6 sy trang lap vai hinh thai té bao
hoai tir [19].
3.3. Khd ndng iic ché tao khim ciia cao chiét

Nghién ctru sy tao khiim trén mo hinh té bao ung thu la
mot phuong phap gian tiép trong khao sat kha nang trc ché
tao u budu cua té bao ung thu [14]. Cao chiét dugc b sung
& ndng d6 25 va 50 pg/mL. Sau 10 dén 14 ngay, tiy vao
tung dong té bao, giéng dbi ching tao dugc cac cum cod
khoang 50 té bao khi dém tryuc tiép dudi kinh hién vi, thi
nghiém sé& dung va ghi nhan két qua (Hinh 3). Két qua hinh
anh cho thdy, khi xu ly véi cao chiét, cac cum té bao hinh
thanh it hon so véi khi khéng xir Iy cao chiét.

0 ng/mL

25 pg/mL

50 pg/mL

Hznh 3. Kha ndng itc ché tgo khim ciia cao chlet

Phan tich hinh anh vai phan mém ImageJ cho théy, ti &
té bao hinh thanh khim ¢ cac dong té bao (Hinh 4). Cao
chiétuc ¢ nong d6 50 pg/mL wc ché hon 90% kha ning tao
khim cua té bao ung thu, khac biét dang ké so véi ddi
chting (p<0,001). Khao sat da thyc hién trude doé cho thay,
10 pM ECGC c6 kha ning tc ché 40,4% su hinh thanh
khim cua té bao ung thu biéu md gan SMMC-7721 [20].
Ngoai ra, cac hop chat catechin ciing da duoc tim thdy c6
kha nang wc ché sy di cdn mot s6 loai ung thu khac nhu
ung thu dai tryc trang, ung thu bang quang, ung thu phé
quan [21-23]. ECGC la mét polyphenol phd bién trong
thanh phan hoa hoc cua cay thudc chi Camellia, do dé
nhém hop chat nay cé kha nang gop phan cho hoat tinh tc
ché di can cua cao chiét Camellia cuongiana.
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Hinh 4. T7 16 té bdo tao khim dudi téc déng cia cao chiét

3.4. Khd nang irc ché xim lin
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Hinh 5. Khd ndng irc ché té bao ung thu di chuyén cia cao chiét
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Thir nghiém duoc thuc hién bang cach dung dau pippet
tao ra mot dudng trong giéng nudi cdy, va khoang trong c6
xu huéng dugc 1ap lai bang sy di chuyén cia té bao va phat
trién vé phia trung tim ctia khoang trong. Két qua hinh anh
thu nhan duoc ghi nhan & thoi diém 0 gio va 24 gio khi xu
Iy cao chiét & cac nong d6 12,5 pg/mL; 25 pg/mL;
50 pg/mL (Hinh 5).

O ca 3 nong do thir nghiém déu cho thiy Camellia
cuongiana tic ché sy di chuyén cua cac té bao ung thu gan
so vé&i ddi ching, sy khac biét co y nghia thong ké
(p<0,001). O ndng d6 50 pg/mL, cac té bao bat dau chét
khi xir Iy véi cao chiét & cac nong do 16n. Vi vay dién tich
vét rach |6n hon so véi thoi diém 0 gio, dan dén ti 18 té bao
xam 1an bé hon 0%. Két qua thir nghiém ciing thdng nhat
véi mot sb nghién ciu trude d6. Nghién ctu thuc hién véi
dich chiét nuéc C. sinensis ciing cho thdy kha nang trc ché
su di chuyén cua cac té bao ung thu va [24]. Ngoai ra,
ECGC ciing ¢6 kha ning tic ché sy di cu cua 28,9% té bao
SMMC-7721 [20]. Mét s6 nghién ctiu vé co ché cho thay
cac hop chét thuoc nhom catechin co kha ning e ché su
téng hop cua mot sb matrix metalloproteinases (MMPs),
nhom protein ¢6 vai tro quan trong trong qua trinh xam lan
va hinh thanh mach dan dén su di cin cua cac khi u [25].
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Hinh 6. Tdc dgng ciia cao chiét Camellia cuongiana dén
sy di chuyén cua té bao HCC-J5

4. Két luan

Két qua nghién ctu cho thiy, dich chiét methanol tur
cay Camellia cuongiana c6 kha ning wc ché ting sinh cta
cac té bao ung thu biéu md gan HCC-J5 véi gia tri 1C50
I6n hon 100 pug/mL. Quan sat hinh thai cho thay, cac té bao
ung thu bi tac dong qua su chét theo chu trinh cua té bao
hoic hoai tir. Nghién ciru ciing cho thiy cao chiét Camellia
cuongiana cé tiém ning wc ché sy tao cum va su di chuyén
cua c4c té bao ung thu.
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