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Tém tit — Cay Cuc tan (Pluchea indica (L.) Less) 1a mot loai thao
moc phan bd phé bién tai khu vire Pong Nam A. Day 1a loai duogc
liéu dwoc st dung nhiéu trong y hoc dan toc va ndi tiéng véi tic
dung diéu trj tiéu dudong. Mic du nhiéu nghién ciru khoa hoc dwoc
tién hanh, song cac nghién ctru vé& hoat tinh khang ung thu con kha
han ché bao gom c ung thu gan. Trong nghién ctiu nay, doc tinh
cua cao chiét tir 14 cic tan trén té bao ung thu bidu mo gan dugc
danh gi4 bang phuong phap MTT. Kha ning khang oxi hod ctia cao
chiét duoc khéo sat bang thi nghiém DPPH. Két qua cho thdy, cao
chiét Ciic tan ¢6 doc tinh cao trén té bao ung thu biéu mé gan thir
nghiém bao gdm HepG2 (IC50 = 19,68 + 2,27 (ug/mL)) va HCC-
J5 (IC50 = 20,37 +1,29 (ug/mL)). Cac tan ciing thé hién kha nang
trung hoa gdc DPPH (EC50 = 1027 + 69,65 (ug/mL)).

Tir khoa — Pluchea indica; ung thu biéu mo gan; HepG2; HCC-
J5; DPPH

1. Pat vin dé

Cay Cuc tan, tén goi khac 1a cay tir bi, c6 tén danh phap
khoa hoc hai phén 1a Pluchea indica (L.) Less. dugc mo ta
lan dau nam 1831. Pay 12 loai cay ban dia thudc khu vuc
ban dao Dong Duong, Dong Béic Uc va by Pong Trung
Quoc [1,2]. Cuac tan dugc str dung khd phd blen trong y hoc
¢b truyén dé diéu tri cam sdt, s6i mat, loi tiéu, didu tri dau
nhtrc xuong khop, tang cuong tiéu hoa, tiéu viém, sat trung,
chira lanh vét thuong va cac van dé strc khoe khéc [3]. Cac
bang ching khoa hoc cho thay, loai dugc lidu nay c6 tiém
nang phat trién nghién ctru chuyén sau huéng téi ing dung
lam tac nhan diéu tri tiéu duong va viém gan [4-7].

Phan doan methanol cua chiét xuét r& cay Cuc tan cho
thdy c6 kha ning bao vé gan chéng lai tic dong gay doc
gan gdy ra béi CCls ¢ chudt cong va chudt nhét [8]. Dich
chiét nay lam giam dang ké sy ting cao ndng d¢ cia cac
enzyme huyét thanh (aspartate aminotransferase (AST),
alanine aminotransferase (ALT), lactate dehydrogenase
(LDH) va alkaline phosphatase (APL)) va ham luong
bilirubin huyet thanh trong ton thuong gan cép tinh. Piéu
nay cho thay hiéu qua ctia cao chiét Cac tan trong viée giap
can bang trang thai chirc ning binh thudng cia gan. Trén
mo hinh gan bi tén thuong cap tinh gy ra boi CCly, chiét
xudt CUc tan da cho thiy, c6 kha ning khoi phuc lai ham
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luong protein huyét thanh v& mirc binh thudng, cho thiy
kha ning cai thién chuyén hod protein trong diéu kién doc
tinh gy ra boi CCls [8].

Trén linh vyc nghién ctru té bao hoc, chiét xuit nudc tir
Cic tan c6 tac dung chdng ting sinh va chbng di cin day
htra hen trén céc té bao than kinh dém u 4c tinh GBM8401
va céc té bao ung thu ¢d tr cung HeLa thong qua viée te
ché sy phosphoryl héa cua cac protein p53, p21 va AKT,
gdy ra su bét giit chu ky té bao, va gy chét té bao theo chu
trinh (apoposis) [9]. Méc du, ctc tan da duoc sir dung trong
didu tri bénh pho rong trong y hoc dan toc dic biét 1a cac
bénh vé gan, nhung céc nghién ctru khoa hoc lién quan dén
kha nang rc ché ting sinh té bao ung thu gan cuia ciy Cuc
tan van chua c6. Do d6, muc tiéu cta nghién ciru 1a bude
dau danh gia doc tinh cta cao chiét 14 cay Cuc tan trén té
bao ung thu biéu mé gan va kha ning khang oxi hoé cua
cao chiét.

2. Vat liéu va phwong phap
2.1. Méu dwge liéu va phwong phdp tich chiét

Mau l4 Cuc tan (Pluchea indica (L.) Less.) dugc thu hai
vao thang 07/2017 tai An Giang. Mau duoc lidu sau duoc
rira sach bang puc’rc cat hai lan, 10aj bo cac 1é1, dap, ung, sau
hai. Sau khi dé kho nudc, 14 Cic tan duge say ¢ 40°C cho
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dén khi dat d6 4m dudi 10%. Mau 14 kho duge xay thanh
bot min. 30 gam bot dugc lidu duge tach chiét ngam dam
v6i methanol tuyét dbi véi lugng dung méi ngap 2 — 3 cm
(khoang 300 mL) so véi lugng dugc liéu, hdn hop duoc lac
lién tuc trén may lic tbc do 150 vong/phut. Sau mdi 24 gid,
thu 14y dich chiét va loc qua gidy loc. B6 sung dung méi va
chiét tiép 4 1an véi quy trinh tuong tu. Dich chiét dugc thu
gom va tién hanh c6 quay chan khong dén kho hoan toan
g0i 1a cao chiét toan phan. Cao chiét toan phan dugc hoa
tan trong DMSO (dimethyl sulfoxide) dé thu dugc dung
dich me 200 mg/mL (goi tit 1a PIE), luu trit -20°C cho t&i
khi sir dung.
2.2. Phwong phdp nuéi cdy té bao

Té bao ung thu biéu mé gan HepG2 (ATCC) va HCC-
J5 dugc cung cip boi TS.BS Huynh Thanh Tuin — Dai hoc
Y Dugc Tp. HCM. Té bao duoc nudi cdy bang méi truong
DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium — Gibco) c6
bd sung 10% FBS (fetal bovine serum — Sigma-Aldrich) va
5% penicillin/streptomycin (Sigma-Aldrich) trong ti nudi
cay té bao ¢ 37°C, 5% CO,. Té bao duoc tién hanh ly tm
va thay mdi truong dinh ki sau 72 gio va chy chuyen khi
mat d6 té bao chiém khoang 80% dién tich nuéi cdy.
2.3. Phwong phdp thir nghiém déc tinh

100 L té bao dugc cdy voi mat do dau vao 1a 2 x 10°
té bao/mL trén dia 96 giéng. Sau 24 gid, 100 uL PIE & cac
ndng do khac nhau duoc bd sung vao giéng thi nghiém. Sau
72 gid nudi cdy, phuong phip MTT (3- (4,5-
dimethylthiazol - 2- yl) - 2,5 - diphenyl tetrazolium bromid
- Sigma-Aldrich) dugc thyc hién dé xac dinh ty 1 té bao
song [10]. Cu thé: M6i truong nudi cay duge loai bo khoi
céc giéng thir nghiém, sau d6 dong bo sung 200 uL moi
truong DMEM khong chira FBS va 20uL dung dich MTT,
U dia thir nghiém trong 2,5 gio 6 37°C, 5% CO, dung dich
moi truong chira MTT dugc loai bd sau qua trinh 1, Kkét tua
dugc hoa tan trong 100 uLL DMSO (Sigma-Aldrich) va doc
két qua & 570/630 nm. Nghiém thirc véi DMSO duge ding
lam d6i chimg am cho thi nghiém.
2.4. Phwong phdp quan sdt hinh thdi té bao

Kinh hién vi soi ngugc tai d6 phong dai 100 lan duge
sir dung cho qué trinh theo ddi hinh thai té bao. Té bao dugc
nudi cdy trén dia 6 giéng véi mat do dau vao 14 2 x 10° té
bao/mL sau 24 gid. Sau 72 gid nudi cdy, hinh thai t& bao
duogc ghi nhan.
2.5. Phuwong phdp thiv nghi¢ém DPPH

Kha ning khang oxi hod cia cao chiét dugc khao sat
bang thi nghiém thu giir gdc tw do DPPH [11]. Dich chiét
cac ndng dd dugc phan tng véi dung dich 0,3 mM DPPH
(2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl - Sigma-Aldrich) theo ty 1¢
thé tich 1: 1 trong 30 phut ¢ 37°C. Hon hop sau phan tmg
dugc do do hap thu quang phé ¢ 517 nm. Phén tram gbc ty
do DPPH dugc trung hoa dugc tinh theo cong thirc:

OA)DPPHdu'QC trung hoa= (ODméu - ODchL'mg ém)/ODchl'mg am X 100
2.6. Phwong phdp xir ly sé liéu

Céc thi nghiém duoc 1p lai t6i thiéu ba lan. S6 ligu
duoc trinh bay ¢ giang gia tri trung binh + ‘d(f) lécl} chuafm.
Céac phan tich thong ké dugc tién hanh bang phan mém
GraphPad Prism phién ban 9.0.0 véi mtc y nghia a 1a 0,05.

3. Két qua va thao luin
3.1. PIE giy irc ché ting sinh trén té bao HepG2

Két qua thu nhan dugc 0,88 g cao chiét PIE twong
duong hi¢u suat thu nhan cao chiét 1a 2,93%. Két qua thi
nghiém ddc tinh ctia cao chiét trén té bao HepG2 cho théy,
tac dong trc ché tang sinh té bao phu thudc vao nong do
cao chiét. Bit dau tir mtc ndng d6 6,25 pg/mL PIE trong
moi trudng, ty 1¢ t& bao HepG2 sdng sot nhanh chéng
giam sut va duy tri dudi 5% té bao sdng sot khi nong do
PIE 16n hon 50 pg/mL (Hinh 1). Két qua hoi quy phi
tuyén tinh theo mo hinh Y=100/(1+10%-L9!C50)y ghj nhan
duge két qua IC50 = 19,68 + 2,27 (ug/mL) cho tac dung
ctia PIE 1én té bao HepG2 Véi hé sb twong quan dudng
hdi quy R? = 0,9827.
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Hinh 1. Biéu d@é biéu hién 1y I¢ té bdo HepG2 song sot giam
manh dudi tac dung cua cao chiét PIE

Nghién ciru truéc ddy cho thdy, & nong do 0,1%
DMSO, sirc séng té bao HepG2 khong bi anh huong [12].
Do d6, cac tac dong trc ché ting sinh ghi nhéan trong thi
nghiém & Hinh 1 1a do tic dong ctia cao chiét PIE. Mot s6
nghién ctu trude day cho thiy cao chiét P. indica c6 kha
nang e ché ting sinh va di chuyén cua té bao ung thu trén
mo hinh té bao ung thu ¢d tir cung (Hela) va ung thu mé
dém than kinh (GBM8401) [13]. Vi gia tri IC50 cia cao
chiét dugc liéu thé nho hon 30 pg/mL nén dich chiét PIE
dugc xem x¢ét 1a ¢6 hoat tinh e ché té bao HepG2 manh va
¢6 tiém nang phat trién nghién ctru Gmg dung trong tuong
lai [14, 15]. Cac tac dong trong diéu tri bénh 1y tiéu duong,
viém gan cua P. indica ciing da dugc bao cao qua nhiéu
cong bd, tuy nhién cac nghién ctru e ché té bao ung thu
gan van con han ché [4-7]. Tac dong tic ché té bao HepG2
cling da dugc xac dinh trén ddi tuong cung chi khac 1a P.
lanceolata (DC.) Oliv. v&i hidu qua tac dong cta cao chiét
nudce (IC50 = 0,004 £ 0,0039 mg/mL), cao chiét methanol
(1C50 = 0,08 + 0,03 mg/mL), va cao chiét ethanol (0,40 +
0,34 mg/mL) [16].

PIE  D6i chimg

50 pg/mL 100 pg/mL

Hinh 2. Hinh danh té bao HepG2 sau 72 gio tiép xiic cao chiét
Song song v&i qua trinh ghi nhan ty 1¢ song té bao, hinh
thai t& bao duédi tac ddng cao chiét ciing dugc ghi nhan va
phan anh két qua tuong ty (Hinh 2). So véi nghiém thirc
d6i chung, t€ bao ¢ nghiém thic 50 pg/mL PIE c6 xu
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huéng co cum, boc tich khoi bé mit nudi cay, trong khi
hau hét cac té bao déu bi boc tach hoan toan & nghiém thirc
100 pg/mL PIE.
3.2. PIE gy ikc ché ting sinh trén té bao HCC-J5

Két qua tac dong tuong tw cua cao chiét PIE ciing dugc
ghi nhan trén dong te bao ung thu biéu mé gan HCC-J5
[17]. Ty 1¢ té bao séng sot nhanh chong giam manh khi
nong d6 PIE trong moéi truong vuot ngudng 10 pg/mL
(Hinh 3). Hau nhu khong con ghi nhan tin hiéu song sot
ctia té bao khi nong do cao chiét 16n hon 50 ug/mL. Gia tri
IC50 sau hoéi quy phi tuyén tinh 1a 20,37 + 1,29 (ug/mL)

v6i hé sb trong quan R2 = 0,9721.
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Hinh 3. Biéu @6 biéu hién 1y I té bdo HCC-J5 song sét giam
manh dudi tdc dung cua cao chiét PIE
Ciing nhu tac dong trén HepG2, tac dong cua PIE trén
HCC-J5 ciling dugc phan loai 1a ¢6 tac dong manh [14, 15].
Quan sét hinh thai nhan thdy, & ndng d6 50 va 100 pg/mL,
hau hét té bao déu bi boc tach hoan toan, khong con quan
sat thay té bao song sot (Hinh 4).

50 pg/mL

PIE Péi chimg

100 pg/mL

Hinh 4. Hinh anh té bao HCC-J5 sau 72 gio tiép xiic cao chiét
3.3. Khd ning khdng oxi hod ciia cao chiét PIE

Thi nghiém DPPH duoc tién hanh dé khao sat kha
nang trung hoa goc tu do cua cao chiet PIE trong dicu
kién in vitro. B0 hap thu quang pho cua DPPH giam
dén theo chiéu ting dan ndng d6 cua cao chiét PIE (Hinh
5). Vitamin C dugc sir dung lam d6i ching dwong cua
thi nghiém.
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Hinh 5. Tdc dgng trung hoa DPPH ciia cao chiét PIE
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Két qua cho thay, vitamin C nhanh chong dat trang
thai bao hoa thu nhan gbc ty do DPPH ¢ ndng dd
25 pg/mL, két qua nay ciing dugc ghi nhan & cac bao
cdo trudge @6 [11, 18, 19]. Gia tri EC50 dugc xac dinh
bang phuong phap hdi quy phi tuyén tinh theo mo hinh
Y:100*(xHiIISIope)/(ECSOHiIISIOpe + (XHiIISIOpe)). Két qué
ghi nhan gia tri EC50 (pg/mL) lan luot ciia vitamin C
va PIE la 13,93 + 1,47 va 1027 £ 69,65 pg/mL. Céac
hop chat phenol, falvonoid, tannin va alkaloid Ia
cac thanh phan hop chit thir cdp chinh c6 trong
P. indica, trong @6 thanh phan phenol dugc xac dinh la
68,37 + 10,61 mg/g tinh theo tham chiéu axit gallic,
thanh phén flavonoid dugc xac dinh 1a 11,71 + 0,03 mg
/g theo tham chiéu EGCG [20]. Két qua kha nang khang
oxi hoa thong qua thi nghiém bat git DPPH cia
cao chiét PIE trong bai nghién ctru nay thap hon so voi
dich chiét nudc cua P. indica trong bao cio trudc day
[21]. Thanh phan va ham luong cta cac hop chat thu
cdp anh huong 16n dén viéc hinh thanh hoat tinh sinh
hoc cua cao chiét thuc vat, cac thanh phan nay duoc
ghi nhan 1a thay d6i theo diéu kién thd nhudng hay thoi
diém thu hai [22].

3.4. Moi lién h¢ giiwa hoat tinh khdng oxi hod va trc ché
ting sinh té bao ung thw biéu mé gan ciia cao chiét PIE

Mot ma trdn twong quan dd dwoc thiét 1ap duwa trén
két qua %DPPH bi bét giir va ty 1é t& bao HepG2 sbng sot
tai cac diém néng do 6,25; 12,5; 25; 50 va 100 pg/mL
cua PIE.

Ty I¢ té bao
HepG2 song sét

Kha ning
khang oxi hoa

1.00 -0.88 + 105

Kha nang
khang oxi hoa

-0.88 1.00 F 1-0.5

Ty 1€ t€ bao
HepG2 song sot

— -1.0

Hinh 6. Su lién hé giir hoat djong khc?ng oxi hod tho'n,g qua thi
nghiém DPPH va tac dong gdy doc té bao ung thu bieu mé gan
(HepG2) cuia cao chiét PIE

Tac dung trung hoa thé oxi hoa khir dong vai trd quan
trong trong viéc bao vé cac té bao khoi cac tac dong x4u
nhu dit gdy DNA, tich luy dot bién va c6 thé gay khoi
phat ung thu [23]. Bén canh d6, mbi lién hé giita hoat tinh
khang oxi hod va {rc ché té bao ung thu da dugc bao cao
trong nhidu coéng trinh nghién ctru trudc day [24-26].
Két qua phan tich hé sb twong quan r (Pearson r) ciia ma
tran duoc xac dinh la -0,88 (Hinh 6). Hé s6 tuong quan r
lon hon -0,8, mbi tuong quan gitra kha nang bt giit DPPH
va suc song cta té bao HepG2 cua PIE duoc danh gia la
c6 quan hé¢ manh theo xu hudng ngugce [27]. Hoat tinh
khang oxi ho4 cang manh, tac dung gy doc té bao ung
thu biéu mo gan cang cao.
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4. Két luan

Céc két qua thir nghiém cho thiy, cao chiét methanol tir
14 Ciic tan cho hiéu qua wc ché ting sinh té& bao ung thu
biéu m6 gan manh va biéu hién kha nang thu nhat gbc oxi
hoa ty do DPPH. Hai hoat tinh sinh hoc khao sat dugc ghi
nhan 1 ¢6 mbi lién hé mat thiét véi nhau theo chiéu huéng
tuong hd nhau, song van can cac nghién ctru chuyén sau
chimg minh méi lién hé nay mot cach cu thé.
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