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TOM TAT

Theo Globocan ndm 2020, ung thu da day 1a dang ung thu phd bién hang thi 5 trén thé giGi.
Viét Nam thugc nhom 20 qudc gia co ty 16 méc ung thu da day cao nhit thé gisi véi 17.906 trudng
hop méc méi va 14.615 truong hop tir vong ndm 2020. Céc san pham dugc liéu tir nhién dang ngay
cang phd bién va duoc sir dung trén toan thé gidi nhu mot liéu phap thay thé bd sung. Pon mit troi
(Excoecaria cochinchinensis Lour.) la loai thao dwgc phan bd rong rii & nhiéu nudc Pong Nam A
va Trung Qudc. Nhirng hiéu biét vé tac dung cua cdy Pon mit troi ddi v6i bénh ung thu con rat han
ché. Trong nghién ciru nay, ching toi da thu nhan dich chiét ethanol tir 14 ciia cdy Pon mit trdi va
danh gia tac dong ciia nd 1én té bao ung thu da day MKN45. Két qua cho thay, dich chiét ciia cay
Pon mit troi c6 kha ning rc ché manh su ting sinh cua té bao ung thu da day MKN45. Ty 1& tc
ché tir 40% - 80% so v&i ddi ching, véi gia tri ICso dwoc xac dinh 13 0,07 mg/mL. Mt khéc, dich
chiét tir cdy Pon mit troi ciing 1am giam mirc d6 di tru cua té bao tir 20% - 70% so v&i ddi chimg
tiy theo nong do xir Iy. Phén tich bang Flow cytometry ciing da chi ra rang, dich chiét ciia cdy Pon
mat troi dd 1am dimg chu ky té bao & pha G2/M. Nghién ctru nay cho thdy, dich chiét 14 cdy Pon
mit trdi c6 tiém ning e ché té bao ung thu da day.

Tir khéa: Sinh hoc, chu ky té bao, ung thuw da day, di trii ciia té bao, tang sinh té bao

GIOI THIEU

Ung thu da day la dang ung thu gay tur vong
dung hang thi ba trén thé gioi (Rawla, Barsouk,
2019). Cac liéu phap diéu tri ung thu da day
hién nay ciing gip rat nhiéu khé khin do kha
ning khang thudc ciing nhu khong dap tmg véi
thudc diéu tri (Leiting, Grotz, 2019). Mot trong
nhitng cach tiép can hién nay dugc dac biét
quan tdm 1a st dung cao chiét tong s6 hodc cac
chét tinh ché tir thao dugc dé diéu tri ung thu
noi chung va ung thu da day ndi riéng. Cach
tlep can nay hira hen nhirng cach thic diéu tri it
ton kém va co thé dat duoc hiéu qua trong diéu
tri ung thu nhu gidm bét tac dung khong mong
muén, tham chi con c¢6 kha nang tiéu diét hoan

toan céac té bao ung thu ké ca té bao di can (Lee
etal., 2018).

Pon mat troi (Excoecaria cochinchinensis
Lour.) dugc biét dén nhu mot loai thao dugc moc
phé bién ¢ Viét Nam, dugc déng bao cac dan toc
thiéu s6 khac nhau str dung trong diéu trj mot s6
bénh thong thuong nhu mun nhot, bénh ngoai da,
di img da. Céc nghién ctru vé thanh phan hoa hoc
da chi ra rang, thanh phin chinh cia cay Pon
mat troi gém flavonoid, saponin, coumarin,
anthranoid, tanin va duong khi. Mgt vai nghién
ctru gan déy chi ra rang, dich chiét tir 14 cua cay
Pon mit troi ¢6 chira mot s6 hop chat co hoat
tinh khang sinh manh nhu curcuminoid, 3'-
demethoxycyclocurcumin (Yamada et al., 2009).
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Kha ning gy doc té bao dbi voi té bao ung thu
cua cady Pon mat trdi con rat it dugce nghién ctru.
Trong nghién ctu nay, chiing téi tién hanh thu
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nhén cao chiét tong so tir 1a cta cay Pon mit troi
deé tién hanh nhitng nghién ctu vé kha nang uc
che t€ bao ung thu da day dong MKN45.

~

i

Hinh 1. Mau cay Bon mét troi va dung cu dwoc st dung dé chiét dich tir 14 bang dung méi ethanol 100%

VAT LIEU VA PHUONG PHAP

Thu miu va chiét dich tir 14 bang ethanol

Mau 14 cdy Pon mat trdi duoc thu thap tai
tinh Thai Nguyén, dugc ria sach va trang lai
nhiéu 1an bang nudc cit, sau d6 dugc siy kho &
50°C trong 48 h va nghién thanh bt min trudc
khi tién hanh thu dich chiét véi ethanol.

Mau 14 sau khi nghién (10 gam) dugc cho
vao ong Falcon loai 50 mL, bo sung 30 mL
ethanol tuyét d6i (Fisher Scientific, Anh) va lic
qua dém & tbc do 200 vong/phit ¢ nhiét do
37°C. Djch chiét duogc loc sang mot 6ng Falcon
moi thong qua gidy loc Whatman (Merk, Piic)
duodng kinh 16 2,5 pm. Tién hanh lam bay hoi
toan b ethanol & nhiét d6 40°C trong 24 h dé
thu nhan cao chiét téng s0. Cao_ chiét dugc hoa
tan trong dung mdéi DMSO & nong d6 gbe 100
mg/mL. Cao chiét dugc pha lodng ¢ cac nong
d6 khac nhau khi tién hanh phan tich tic dong
ctia n6 1én té bao ung thu da day MKN45.

Phén tich sy ting sinh té bao bing sang loc
MTT

Bo sung dich chlet ethanol tir 14 cdy Pon
mat troi vao cac gleng nu01 cay té bao MKN45
trén dia 96 giéng voi cac nong d6 khac nhau tir
0,05 - 1 mg/mL, trong d6 giéng ddi ching la
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nhitng té bao khong duogc xir Iy véi dich chiét (0
mg/mL). O cac giéng d6i chung, dich chiét
dugc thay thé bang lugng DMSO tuong g voi
lugng DMSO dung dé hoa tan cao chiét va tién
thanh nudi cdy trong 48 h ¢ diéu kién 37°C, 5%
CO,, dd am 95%. Tiép theo, loai bo toan bd moi
truong ct va thay thé bang 100 ul moi truong
nudi cdy méi chira hoa chat MTT (3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide) (Thermo Fisher, M§y) ndéng do 5
mg/mL va u trong 4 h & nhiét d6 37°C. Tiép
theo, 100 pL DMSO dugc thay thé cho toan bo
mai trudng cii. Cac phan tir tinh thé mau tim tao
ra do chuyén hoa MTT s& dugc hoa tan trong
DMSO. Mit d6 quang dugc xac dinh ¢ budc
séng 570 nm trén may quang phd (Multiskan
Sky, Thermo Fisher). Ti 1¢ ting sinh cua té bao
duogc tinh theo cong thure:

% tang sinh té bao = (OD mau xir Iy/OD mau
doi chung) * 100

Gia tri ICso duoc tinh toan bang phan mém
chuyén dung GraphPad Prism 5.0 dya trén do
hap thu OD tur sang loc MTT.
Phan tich s di tra té bao

Cac té bao ung thu da day MKN45 duoc
nudi cay trén dia 96 giéng. Khi mat do té bao
dat dén 80% - 90% trén bé mat dia nuodi cay,
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mot duong ranh gidi duge thiét 1ap bang cach
su dung dau cbn 200 uL vach theo thudc ké.
Toan bd té bao bong ra do qué trinh tao vach
ranh giéi dugc loai bo bang cach rira 2 1an véi
dung dich dém PBS 1X trudc khi tién hanh xu
1y cac giéng té bao véi dich chiét. Sau 48 h xur
1y v6i dich chiét cta 14 ciy Pon mat troi & cac
ndng do6 khac nhau (0 mg/mL (d6i ching); 0,05
mg/mL; 0,2 mg/mL va 1 mg/mL), cac giéng té
bao dugc chyp anh dudi kinh hién vi soi nguoc
(NIKON Ts2, Nhat Ban) ¢ cung mét do phong
dai 80X. Quan sat sy thu hep dai phan cach do
qua trinh di tr cta té bao. Su thay doi vé muc
do di tri dugc xac dinh bang phdn mém ImagJ.

Phin tich chu ky té bao

Tac dong cua dich chiét 1én chu ky té bao
dugc tién hanh phan tich theo phuong phap
nhuém nhén véi thudc nhudém PI (Propidium
iodide) duoc tom tat nhu sau: 2x10° té bao ung
thu da day MKN45 dugc nudi céy trén dia 24
giéng; trong 0,5 mL mdi truong RMPI 1640
chira 10% huyét thanh bo. Sau khi té bao da dat
dén mat do khoang 30% dién tich cua giéng,
tién hanh xtr Iy bang méi truong méi chira dich
chiét cua 14 cidy Pon mit troi ¢ cac ndng do
khac nhau (0 mg/mL (d6i ching); 0,05 mg/mL;
0,2 mg/mL va 1 mg/mL), trong 48 h & diéu kién
37°C, 5% CO,. Tiép theo, xir Iy t& bao bang 200
puL dung dich trysin/EDTA (0,25%), ly tam
1.300 vong/phit trong 3 phut dé thu nhan lai té
bao. Nhuom té bao véi dung dich Fluorochrom
(0,1% sodium citrate (w/v); 0,1% Triton X-100
(v/v); 50 mg/L PI trong nude khir ion vO trang)
trong thoi gian 2 h ¢ 4°C. Chu ky té bao duoc
phan tich bang hé théng Flow cytometry BD
Accuri™ C6 Plus. Toan bo dit li€u nghién ctru
dugc xur Iy bang phan mém théng ké GraphPad
Prism 5.0, ap dung Mann-Whitney Test.

KET QUA VA THAO LUAN
Tac dong cia dich chié:t 14 cdy Pon mat troi
Ién sy ting sinh cua té bao ung thw da day

MKN45

Anh huéng cua dich chiét tir 14 cua cay Pon
mat troi 1én su gia tang so luong t€ bao MKN45

dugc trinh bay trong Hinh 2. Két qua phan tich
Hinh 2 cho thdy, mat do té bao MKN45 co su
thay d6i ngay tir ndng do xur 1y thap nhat (0,05
mg/mL).

Su thay ddi rd rét vé mat do té bao nudi cdy
dugc quan sét trong cac giéng xur 1y ¢ néng do
cao hon (tr 0,1 mg/mL). Nhiing thay d6i vé
kiéu hinh t& bao ciing dugc quan sat trong cac
giéng bi xir Iy véi dich chiét & néng do tir 0,1 -
1 mg/mL. Ngay & ndng d6 0,1 mg/mL thi mic
d6 tang sinh cua té bao di giam xudng con 45%
so voi ddi chimg. Khi ting ndng do xur 1y 1én
0,2 - 1 mg/mL da uc ché tur 30% - 70% sy ting
sinh té bao so véi giéng dbi chimg khong xir Iy
v6i dich chiét. Gia tri ICso cta dich chiét
ethanol ddi véi dong té bao MKN45 ¢ 48 h xur
ly dwoc xac dinh 1a 0,07 mg/mL. Uc ché ting
sinh té bao 12 mot trong nhirng tiéu chi dic biét
quan trong khi danh gia kha nang gy doc té
bao ung thu cua cac chit hodc thudc chéng ung
thu.

Khac véi cac chét tinh khiét, dich chiét tong
thé chira mot tap hop cta nhiéu loai chat khac
nhau, chinh vi vdy, su ¢ ché ting sinh t& bao
c6 thé 13 két qua cua sy tac dong dong thoi cac
thanh phan hoa hoc khac nhau c6 trong dich
chiét. Truge do, mot nghién clru ctia Kumar
Reddy va cong su cho thdy, dich chiét tir cay
Excoecaria agallocha L. cung chi vdi cady Pon
mit trdi co kha ning gy doc cho té bao ung thu
vu MCF-7 véi gia tri ICso = 0,056 mg/mL.
Nghién ctru nay ciing chi ra rang, & nong do
ICso da tang ty 1& té bao MCF-7 chét theo kiéu
apoptosis 1én 42,5% (Reddy et al., 2019). Mot
nghién ctru trude d6 cua Konoshima va cong su
da cho thay, trong thanh phan dich chiét ciia cay
Excoecaria agallocha c6 cac hop chét
diterpenoid méi, c6 kha ning trc ché sy ting
sinh cua t& bao ung thu. Trong nghién ctru cia
ching t6i, gia tri ICso & mirc 0,07 mg/mL thé
hién hoat tinh tc ché ung thu manh cua dich
chiét tir 14 clia cdy Pon mit troi so voi nhidu
loai thuc vat khac ddi voi dong té bao ung thu
da day MKN45. Nhu vy, c6 thé thdy rang, dich
chiét tir cdy Pon mit troi co thé chira cac nhom
chat tiém nang trc ché ung thu dién hinh nhu
cac chét thudc nhom saponin terpenoid.
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Hinh 2. Anh hwéng cla dinh chiét Excoecaria cochinchinensis Ién sy tang sinh té bao MKN45; Déi ching la
té bao khéng dwoc xt Iy véi dich chiét (0 mg/mL): A) Hinh anh té bao chup dwéi kinh hién vi soi nguoc va B)
Ty |é phan tram sy tang sinh té bao so v&i d6i chirng (100%), *P < 0,05; n = 5. Thang do: 50 um

Tac dong cia dich chiét 14 cAy Pon mit troi
I1én s di tra cta te bao MKN45

Té bao MKN45 duge xir 1y vé6i dich chiét
trong 48 h ¢ cac nong do 0,05 mg/mL; 0,2
mg/mL va 1 mg/mL trong 48 h dé danh gia tac
dong ciia no 1én su di tro cua té bao. Két qua
phan tich (Hinh 3) cho thiy, dich chiét da c6 anh
hudng rd rét 1én sy di tra cua té bao. Kha nang di
tra cua t& bao vao vung ranh gidi da giam di
ngay xir Iy véi ndng do thap (0,05 mg/mL), &
néng d6 nay, mtrc d6 di tra cta té bao dugc xac
dinh 1a chi dat 81,5 + 5,3% so voi ddi chimg
(100%). O noéng d6 cao hon (0,2 mg/mL), mirc
d6 di tri chi xdp xi 50% so vé6i doi chimg (0
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mg/mL). Céc té bao dugc quan sat thdy hau hét
da chét va mat hoan toan kha nang di tru.

X&m 14n 1 hinh thirc khoi dau cua té bao ung
thu trong qua trinh di can dén cac to chirc khac
nhau trong co thé. Céc nghién ciru ngay nay da chi
ra rang, t& bao ung thu ¢6 kha nang di trd manh hon
50 vdi cac té bao binh thuong, gitip cho té bao nay
c6 kha ning xam l4n vao cac t6 chiic xung quanh
va di can xa trong co thé. Su di tra cua té bao duge
chi ra thong qua kha ning bién d6i mang té bao,
gitip cho & bao c6 kha niang dich chuyén vi tri
(Yamaguchi et al, 2005). Céc thudc chéng ung thu
duoc phat trién hién nay hau hét co kha ning tin
cong vao kha ning di tra t& bao nhim giam thiéu
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kha nang phat trién lan tran sang cac t chirc xung
quanh khoi u (Wang et al, 2019). Trong nghién ctru
nay, lan dau tién chiing t6i xac dinh dugc dich chiét

0 mg/mL

0,05 mg/mL

0,2 mg/mL

Mirc do di tra cda té bao

tir 14 cua cdy Don mat tro1 c6 kha nang kim ham
hoat gi(f)ng chuyén dich vi tri hay con goi 1a di tra
cua t€ bao ung thu da day MKN45.
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Hinh 3. Anh huéng cta dinh chiét Excoecaria cochinchinensis 1&n st di tri cta té bao MKN45; D6i ching la
té bao khéng dwoc xr ly vai dich chiét (0 mg/mL): A) Hinh anh té bao chup dwéi kinh hién vi soi nguoc & cac
nong do xt ly vai dich chiét khac nhau va B) Ty Ié phan tram sw tang sinh té bao so v&i doi chirng (100%),

*P < 0,05; n=5. Thang do: 100 pm

Tac dong cia dich chiét ciy Pon mit troi
dén ty 1€ kiéu hinh apoptosis ciia té bao ung
thue MKN45

Két qua phan tich chu ky té bao bang Flow
cytometry (Hinh 4) cho thay, khong c6 su thay
ddi dang ké nao khi xtr 1y t& bao véi dich chiét
la ciia cdy Pon mat trdi & nong do 0,05 mg/mL
mic du trude d6 nd dugce chi la & ndng do nay
dich chiét da trc ché dang ké sy tang sinh té bao.
O ndng d6 0,2 mg/mL va 1 mg/mL da tac dong
lén cac pha trong chu ky phan bao ciia t& bao
ung thu da day MKN45, l[am dung chu ky phan
chia té bao & pha G2/M. Cu thé 1a ty 1& t& bao &
pha G2/M da tang 1én muc 43% - 49%, so véi
dbi chimg 1a 33%. Trong khi do, ty 1¢ te bao &
pha GO/G1 & mau xir Iy da bi giam xuong muc
33% - 38% so voi ddi chimg 1a 47%. Diéu hoa
chu ky phén chia té bao 1a cach thirc dé té bao
dam bao su phan chia, duy tri su ting truong va
phat trién trong co thé va n6 duoc kiém soat
nghiém ngat boi hang loat cac gen khac nhau.
Dbi v6i té bao ung thu, sy thay doi trong cac

gen do dot bién co thé dan toi nhing thay doi
trong chu ky té bao va lién quan chat ché t6i sy
tang sinh qua muc so véi t& bao binh thuong.
Chinh vi vay, viéc lam dimg chu ky té bao la
cach thirc tiép can chdng ung thu ctia nhiéu lidu
phap hoéa tri hién nay (Otto, Sicinski, 2017).
Dién hinh nhu paxtacel 1a thudc chéng ung thu
dugce sir dung trong diéu tri ung thu hién nay co
tac dung trc ché sy phan bao, lam ding chu ky
té bao & pha phan chia (G2/M) thong qua co ché
tac dong lén diém kiém soat ctia chu ky phan
bao (Weaver, 2014). Mot két qua tuong tu cling
da dugc chi ra dbi voi thude chong ung thu
doxorubicin dang st dung phd bién trong diéu
tri ung thu hién nay. Theo nghién cuu nay,
doxorubicin da lam dirng chu ky phan chia ctua
té bao ung thu tai pha G2/M va cam ung su chét
té bao trung gian qua protein Fas (Kim et al,
2009). Bén canh do, mot so nghién ciru gan day
cling cho thay, dich chiét tir mot sb loai thao
dugc khac nhau ciing c6 kha ndng cam g qua
trinh apoptosis cta t& bao va dan toi dimg chu
ky phan chia cia t& bao & pha G2/M
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(Kowalczyk et al, 2019), (Joshi et al, 2015).
Viéc dung chu ky phan chia & pha nay s& ngan
can sy phan chia tim dong giira cac nhiém sic
thé chi em va dan tdi tc ché qua trinh tach doi
té bao me thanh 2 té bao con. Nghién ctru gan
day nhat da cho thdy rang, su dung chu ky té
bao ¢ pha phan chia G2/M li€n quan chat ché
toi gen ma hoa cho protein CDK1-cyclin Bl,
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CDC25 va CHEKlva PLKI, kiém soat su
chuyén dich pha trong chu ky phan bao (de
Gooijer et al, 2017). Trong nghién ctru nay,
ching t6i da xac dinh dugc dich chiét tir 14 cay
Pon mit troi e ché sy ting sinh té bao thong
qua su dimg chu ky té bao & pha phan chia
G2/M, diéu nay cho thiy tiém ning tc ché ung
thu tur loai thao dugc nay.
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Hinh 4. Dinh cr]iét cua la cay Excoecaria cochinchinensis tac dong Ién chu ky phan chia cia té bao ung thw da
day MKN45; Doi chirng la té bao khong dwoce xt ly véi dich chiét (0 mg/mL), * P < 0,05; n=3

KET LUAN

Dich chiét ethanol tir 14 cua cidy Pon mit
troi (Excoecaria cochinchinensis Lour.) da Gc
ché sy ting sinh té bao ung thu da day
MKN45 véi gia tri ICso tuong ung la 0,07
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mg/mL. Dich chiét di ngin can kha nang di
tri cua té bao va lam dung chu ky té bao &
pha G2/M dén t6i e ché sy phan chia té bao.
Nghién ctru nay cho thdy rang, Pon mat troi
1a loai thao dugc c6 tiém ning chong lai té
bao ung thu da day.
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THE ETHANOL EXTRACT OF EXCOECARIA COCHINCHINENSIS LEAVES
INHIBITS CELL MIGRATION AND ARRESTS CELL CYLCE IN GASTRIC

CANCER CELL MKN45

Nguyen Phu Hung, Le Thi Thanh Huong

Thai Nguyen University of Sciences, Thai Nguyen University

SUMMARY

According to Globocan 2020, stomach cancer is the 5th most common cancer in the world.
Vietnam belongs to the group of 20 countries with the highest rate of stomach cancer in the world
with 17906 new cases and 14615 deaths in 2020. Natural medicinal products are gaining increasing
popularity and use worldwide as complementary alternative therapies. Excoecaria cochinchinensis
Lour. is an herb widely distributed in many Southeast Asian countries and China. Current
understanding of the effects of E. cochinchinensis on cancer cells is limited. In this study, we
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collected ethanol extract from the leaves of E. cochinchinensis and assessed its impacts on MKN45
gastric cancer cells. Our study showed that the ethanol extract of the E. cochinchinensis leaves was
able to strongly inhibit the proliferation of MKN45 gastric cancer cells, from 40% to 80% compared
to the control, with an 1C50 value of 0,07 mg/mL. On the other hand, the leaf extract also reduced
the level of cell migration from 20% to 70% compared to the control in a concentration-dependent
manner. Flow cytometry analysis also showed that the leaf extract arrested the cell cycle in G2/M
phase (P < 0,05). Overall, the results showed that the leaf extract of Excoecaria cochinchinensis had
the potential to inhibit gastric cancer cells.

Keywords: Biology, cell cycle, gastric cancer, cell migration, cell proliferation
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