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Liver cancer is the second most lethal cancer and hepatocellular
carcinoma is the most common type of primary liver cancer. Although
there have been advances in cancer treatment, however, current anti-
cancer chemotherapies still have many limitations, especially post-
treatment side effects. This study is aimed to evaluate the cancer cell
inhibitory role of ethanol extract from Sauropus rostratus on HepG2
live cancer cells. By cell viability assay (MTT), we showed that the
ethanol extract from Sauropus rostratus leaves inhibited the cell
proliferation of HepG2 cells in a dose-dependent manner. Flow
cytometry analysis revealed that Sauropus rostratus ethanol extract
arrested cell cycle at M/G2 phase caused apoptosis with percentage
from 15.5 - 32.3% in a dose-dependent menner. The results of this
study showed that ethanol extract from Sauropus rostratus has
potential against liver cancer cells.
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Ung thu gan 1a loai ung thu gay tir vong cao thir hai va ung thu biéu
mo gan 1a phan nhém ung thu chinh. Mic du da c6 nhing tién bo
trong diéu tri ung thu hién nay, tuy nhién cic phuong phap diéu tri
bang hda chat hién tai van con ton tai nhiéu han ché, dic biét 1a cac
tac dung phu sau diéu tri. Nghién ciu ndy nham muc tiéu danh gia
vai tro wc ché té bao ung thu cua dich chiét ethanol tir cay Pon ludi
hd (Sauropus rostratus), trén dong té bao ung thu biéu md gan
HepG2. Bing cac sang loc séng sot (MTT) cho thiy, dich chiét
ethanol tir cdy Pon ludi hd da tc ché su tang sinh cua té bao ung thu
gan tly theo ndng do. Két qua phan tich bang flow cytometry chi ra
rang, dich chiét ethanol tir cay Pon ludi hd lam ding sy phan chia tai
pha G2/M va lam ting apoptosis té bao ung thu gan HepG2 tir 15,5 -
32,3% tly theo ndng do. Két qua cua nghién ctu ndy chi ra rang,
dich chiét cua cay Pon ludi hd ¢6 tiém niang chdng lai cac té bao ung
thu gan HepG2.
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1. Giéi thiéu

Theo thong ké cua to chirc Y té thé gioi, ung thu gan gy tir vong cao thi hai trong céc loai
ung thu va ung thu biéu md gan 12 loai ung thu nguyén phat pho bién nhét [1]. Pa s6 bénh nhan
ung thu biéu mo gan duoc phat hién ¢ giai doan tién trién hoic giai doan muon. Trong truong
hop nay, diéu tri bang hda chét hay xa tri 1a lya chon chinh. Tuy nhién, phuong phap diéu tri
bang xa tri thuong gay nhiéu tac dung phy, chi phi héa chat tén kém va ti I¢ bénh nhan séng sot
sau 5 nam van con rat han ché [2], [3]. Do do, viéc nghién ctru va phat trién loai thuéc méi diéu
tri ung thu biéu md gan ludn 1a nhu cau cip thiét. Trong nhitng nim gan day, nghién cttu vé cac
san pham duoc lieu duoc sur dung lam thudc trong diéu tri ung thu duge dac biét quan tam boi
nhitng wu diém vé chi phi cling nhu it tic dung phu trong diéu tri [3]. Ung thu 1a bénh phurc tap
do nhing bién d6i vé mat di truyen nhu dot bién gene hoic nhimng thay doi vé mat biéu sinh
(epigenetics) cua cac gene, vang nhiém sic thé lién quan toi cac oncogene hoic cac gene G ché
ung thu [4]. Cac co ché phat sinh ung thu di dwuoc nghién ctru ki nhu sw mat kiém soét trong chu
ky phan chia cua té bao hay su thay doi cua con dudng tin hiéu apoptosis va cac con duong tin
hiéu khac nhu Notch, EGFR va PI3K [5]. Trong d6, nhitng bién d6i dan téi réi loan chu ky phan
chia té bao va mat kiém soat apoptosis la nhing co ché pho bién va dugc nghién cau nhiéu [6].
Phat trién cac thuéc méi hoic cac duoc pham ho trg diéu tri co kha nang can thi¢p vao chu ky té
bao va qua trinh apoptosis 1a mot trong nhitng muc tiéu chinh caa nhiéu nghién ctu vé thudc
chéng ung thu hién nay [7].

Cay Pon ludi ho (Sauropus rostratus) thugc chi Sauropus, la loai dugc liéu cd gia tri da dugc
sir dung dé diéu tri ho, viém phé quan, tao bon va gidi doc gan trong y hoc c6 truyén Trung Quéc
[8]. Huang va dong tac gia da chi ra rang, chiét xuat cua Pon ludi hd thé hién kha ning khang
khuan manh, chdng lai Staphylococcus aureus, Escherichia coli va Salmonella typhi [8]. Bén
canh d6, Zhang va dong nghiép di chi ra rang, chiét xuét cia cay Pon ludi ho ¢d kha ning chdng
oxi héa hiéu qua [9]. Cay Pon ludi hd cé chira hop chat 2-deoxy-3,6-anhydro hexofuranoside, c6
kha ning chong oxy héa, khang u, chéng tang lipid méau, khang virus va khang viém hiéu qua [8].
Tuy nhién, hién nay nhiing nghién citu cu thé vé chiét xuat cua cay Pon ludi ho tac dong Ién ung
thu, ddc biét ung thu gan con han ché. O Viét Nam, cdy Pon ludi h6 dugc tim thiy ¢ mat sb tinh
mién ndi phia Bic Viét Nam. Bén canh céc hoat tinh chéng viém, khang khuin manh va tac dung
giai doc gan cua cay Pon ludi hd da duoc cAc tac gia trén thé gidi nghién ctiu, nghién ciru nay budc
dau danh gia tac dong cua dich chiét ethanol tir cdy Pon ludi h téi kha ning song s6t, chu ky phan
chia té bao ciing nhu kha ning gdy apoptosis ddi voi dong té bao ung thu biéu md gan HepG2.

2. Phuong phap nghién ciru
2.1. Thu mdu va chiét dich tiv ld cdy Pon luwéi hé bang ethanol

M3u 14 cia cay Don ludi hd duoc thu thap tai huyén Dong Hy, tinh Thai Nguyén, sb hiéu tiéu
ban mau: HT290912-49 luu trir tai truong Pai hoc Khoa hoc, Pai hoc Thai Nguyén.

Mot kg 14 cay Pon ludi hd dugc thu thap, rira sach, sdy khd ¢ 50°C trong 48h va nghién thanh
bot min dé tao dich chiét véi ethanol. Dich chiét cia 14 cay Pon ludi hé duoc bod sung ethanol
95% vao 6ng falcon chira bot min 14 va lic qua dém & tée d6 200 vong/phdt. Dich chiét duoc loc
bang gidy loc Whatman (Merk, Dtic). Sau d6 cho bay hoi hoan toan ethanol & nhiét do 40°C
trong 24h. Dich chiét dugc sir dung danh gia tac dong trén dong té bao ung gan HepG2.

2.2. Phan tich sw ting sinh té bao bang sang loc MTT

Dong te bao ung thu gan HepG2 do Ngan hang chung chuin caa My (ATCC) cung cap. Té
bao nudi ciy trén dia nudi cdy 96 giéng trong moi truong RPMI 1640 ¢ bd sung 10% huyét
thanh bao thai bo (FBS) va 1% khang sinh ampicillin/streptomycin & nhiét d6 37°C va 5% CO; &
mat d6 5x103 té bao/giéng, thé tich nudi ciy 1a 100 pL/giéng. Sau 48h nudi cdy, cac té bao bam
dinh hoan toan trén bé mat dia va dat khoang 1/3 dién tich bé mat thi tién hanh xir ly vai dich
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chiét ethanol tir cay Pon ludi h6 véi cac ndng d6 0,1; 0,2; 0,5; 1 mg/mL. Giéng dbi ching duoc
xtr ly véi lugng DMSO tuong tng. Té bao dugc nubi cay trong 48h ¢ diéu kién 37°C, 5% CO,,
d6 am 95% dé danh gia tac dong cua dich chiét Ién sy phan chia té bao. Tiép theo, mdi truong
nudi cay duoc thay thé hoan toan bang 100 uL méi trudng nudi cdy méi chia hda chat MTT (3-
(4,5-dimethylthiazol-2-y1)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) (Thermo Fisher, My) nong do 5
mg/mL. Té bao tiép tuc dugc u trong 4h & nhiét do 37°C. Sau d6, loai bo méi trudng chira MTT
sau khi u va tién hanh b sung 100 uL DMSO. Mirc do tang sinh cua té bao duoc xac dinh gian
tiép qua viéc do mat d¢ quang ¢ budc song 570 nm trén may quang pho da ning (Multiskan Sky,
Thermo Fisher). CAc té bao trudc khi phan tich MTT dugc chup anh dudi kinh hién vi soi nguoc
TS2 (NIKON, Nhat Ban) & 6 phong dai 200 va 400 lan.

% mirc do tang sinh té bao = (Mdt dg quang giéng xir b/ mdt do quang giéng doi chirng) x 100

Gia tri ICso dugc tinh theo phan mém GraphPad Prism 5.0.

2.3. Phan tich apoptosis va chu ky té bao bing Flow cytometry

Dé danh gia tac dong cua dich chiét tir 14 cdy Pon ludi ho 1én chu ky té bao va apoptosis dugc
tién hanh theo phuong phép nhuom PI (Propidium iodide) [10], cac busc tién hanh nhu sau:
2x10° té bao ung thu biéu mo gan HepG2 dugc nudi cay trén dia 24 giéng, trong 0,5 mL moi
truong RPMI 1640 chira 10% huyét thanh bo. Sau khi té bao da dat dén mat do khoang 30% dién
tich cua giéng, tién hanh xir Iy bang méi truong mai chira dich chiét cua 14 cay Pon ludi hd ¢ cac
nong d6 khac nhau tir 0,1 — 0,5 mg/mL trong 48h & diéu kién 37°C, 5% CO,. Tiép theo, té bao
duoc thu nhan lai bang cach xir Iy vai dung dich trysin/EDTA (0,25%) va ly tdm 1.300 vong/phut
trong 3 phat. 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 nuéc khir ion vé tring) trong thoi gian 2h & 40°C. Chu ky té bao va
apoptosis duoc phan tich bang hé thong Flow cytometry BD Accuri™ C6 Plus.

2.4. Phaén tich va xir Iy sé liéu

~Toan bo dit liéu nghién ctru duoc xir Iy bang phan mém théng ké GraphPad Prism 5.0 theo
kiém dinh Mann Whitney U Test, P < 0,05.

3. Két qua va ban luan
3.1. Dich chiét ethanol tir ld cdy Pon lwdi hé iic ché sw ting sinh ciia té bao ung thw gan HepG?2

bé nghién ctru tdc dong cua dich chiét ethanol tir 14 cay Pon ludi hd dén té 'bao ung thu gan
HepG2, céc té bao nudi cay duoc xu ly voi dich chiét trong méi trudng nudi ciy & cac nong doé
0,1; 0,2; 0,5; 1 mg/mL. Tac dong ciia cac ndng do khac nhau ciia dich chiét Ién sy tang sinh té bao
duoc th hién & hinh 1. Két qua chi ra rang, sau 48 h xtr ly vai dich chiét, toc do ting sinh cua té bao
ung thu da giam rd rét so véi dbi chiang (0 mg/mL). Cu thé véi ndng do dich chiét 0,1 mg/mL, ti I¢
tang sinh cua té bao da giam xap xi 50% va mat do t& bao da giam rd rét so véi ddi ching. Su ting
dan cua ndng do dich chiét tir 0,2 - 1 mg/mL di ting cudng tac dong e ché sy ting sinh cua té bao
ung thu gan. Gia tri 1Cso duoc tinh toén véi dong té bao ung thu 14 0,09 mg/mL.

Trude d6, nghién ciru cia nhom tac gia Liu va dong tac gia chi ra rang, dich chiét ethanol tur
Ophiorrhiza pumila gay ra kim ham sy nhan Ién cia té bao ung thu gan HepG2 voi nong do 1Cso
la 6,25 pg/mL [11]. Lai va cong su da chi ra, dich chiét ethanol tir ré cay Prunus persica gay uc
ché sy ting sinh véi dong té bao ung thu HepG2 vo6i 1Cso la 1,56 mg/mL [12]. Tur cac két qua
nghién ctu trén cho thay, dich chiét ethanol tir cAc loai thao duoc khac nhau c6 tac dong khéc
nhau Ién sy ting sinh cua té bao ung thu gan HepG2 tuy vao dugc tinh ting loai. Bén canh do,
mot nghién ciu khac chi ra rang, cdy Pon ludi ho ¢6 chira hop chat 2-deoxy-3,6-anhydro
hexofuranoside, véi hoat tinh sinh hoc bao gom chdng oxy hoa, khang té bao ung thu [8]. Tuy
nhién, cac nghién cau vé thir nghiém sau hon hoat tinh sinh hoc cia hop chét nay sau tach chiét
con han ché.
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Hinh 1. Téc déng cua dich chiét ethanol tir Id cdy Pon ludi hé 18n su tang sinh té bao ung
thw gan. Té bao ung thur gan HepG?2 dwoc xit ly bang dich chiét ¢ cac nong do tir 0,1 — 1 mg/mL trong 48h.
Hinh dnh duwoc chup diedi kinh hién vi soi ngiroc NIKON Ts2 & dé phéng dai 200 lan, n = 5; *P < 0,05.
Thang do: 50 um.

Tir két qua phan tich cua ching toi cho thay, dich chiét ethanol tir 14 cdy Pon ludi ho co tac
dung e ché su ting sinh véi t& bao ung thu biéu mé gan. D6 1a co sé dé tiép tuc nghién ciru xa
hon céc hoat tinh sinh hoc khéc cling nhu phan 1ap nhitng hop chét c6 hoat tinh sinh hoc chong
ung thu gan tir 14 cdy Pon ludi ho.

3.2. Dich chiét ethanol tir ld cdy Pon lwdi ho iic ché sw phin chia ciia té bao HepG2

Dé phan tich sy anh hudng cua dich chiét ciy Pon ludi hd dbi vai cac pha cua chu ky phan
chia cua té bao HepG2, cac té bao dugc xir ly vai dich chiét nong do khéc nhau (0,1 va 0,5
mg/mL), sau d6 DNA nhan duoc nhuém véi propidium iodide va dwoc phan tich bang phuong
phép Flow cytometry. Thi nghiém nay cho phép xac dinh duoc ti 1& phan tram té bao trong céc
pha khéac nhau cta chu ky té bao. Két qua phan tich thé hién ¢ hinh 2 cho thay, ti I¢ té bao & cac
pha phu thudc vao ndng d6 dich chiét. Véi nong do dich chiét 0,1 mg/mL, ti Ié té bao ¢ pha
GO/G1 da giam rd rét va pha G2/M ting 1én so v&i ddi chung. Sy khéc biét 15 rang hon khi ting
nong d¢ thudc thir 18n 0,5 mg/mL, pha G2/M tang 1én va pha GO/G1 giam xap xi 50% so v&i dbi
chtng (P < 0,05).

Trude d6, nghién ctu cta Liu va cong sy chi ra rang, dich chiét ethanol tir Ophiorrhiza
pumila ciing khién su tich tu té bao ¢ pha G2/M ting rd rét so voi dbi chirng trén dong té bao ung
thu gan HepG2 ¢ nong do 6,25 ug/mL [11]. Bén canh d6, nghién ctiu cua Lai va cong su ciing
chi ra, dich chiét ethanol tir ré cay Prunus persica gay tri hodn pha G2/M & ndng d6 1,56 mg/mL
[12]. Nhu vay c6 thé thdy rang, nhitng thao duge khac nhau dwoc cho 1a gy ra su wc ché ting
truong cua té bao ung thu HepG2 bang cach lam dung qué trinh phan chia cua té bao tai pha
G2/M.

Két qua nghién ctru cua chung toi ciing cho thiy, nong d6 khac nhau dich chiét cdy Pon ludi
hé tac dong dén ti 16 té bao & pha khac nhau cua chu ky phan chia ciing nhu tac dong dén ty 18
sbng s6t cua té bao.
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Hinh 2. Tdc dgng cua dich chiét ethanol tir I cdy Don ludi hé Ién chu ky phan chia cuia té bao HepG2.
Té bao sau 48h xu Iy véi dich chiét diroc phan tich chu ky té bao bang Flow cytometry, n = 3; #$"P < 0,05

3.3. Dich chiét ethanol tir ld cdy Pon luwéi ho gay apoptosis déi véi té bao ung thw gan HepG2
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Hinh 3. Tdc dgng ciia dich chiét ethanol tir I cdy Don luti hé 1én apoptosis ciia té bao HepG2. Té bao
sau 48h xu ly véi dich chiét ethanol duroc phan tich apoptosis bang Flow cytometry, n = 3; "P < 0,05

Tir két qua trén cho thay, dich chiét cdy Don ludi hé c6 tac dong dén chu ky té bao, didu nay
tac dong dén kha nang tang sinh va sy song sot cua té bao. Do do, chung t61 ciing tién hanh phan
tich tac dong cua cung ndng do6 dich chiét toi qué trinh apoptosis. Cac té bao sau khi dugc xir ly
v6i dich chiét cdy Pon ludi hd duoc phan tich biang phuong phap Flow cytometry st dung thube
nhudém P1. Két qua phan tich tac dong ctia dich chiét cay Pon ludi hd 1én qua trinh apoptosis clia
té bao ung thur gan HepG2 thé hién ¢ hinh 3. Két qua cho thiy, sau 48h, té bao sau khi dugc xir ly
v6i dich chiét ndng do 0,1 mg/mL, ti 1é té bao chét da tang 1én 15,5% so vé6i dbi ching 4,7%. Su
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tang 1én ctia ndng do dich chiét ciing 1am ting manh ti 1¢ té bao chét, véi ndng do thude 1a 0,5
mg/mL thi ti 18 té bao chét 1 32,3% (P < 0,05). Két qua phan tich Flow cytometry (hinh 3) cho
thay, véi té bao dugc bd sung dich chiét da xuat hién rd quan thé phu (sub GO/G1), a quan thé
cac té bao kiéu nhan dic trung ciia apoptosis nam tach roi cac té bao c6 kiéu hinh binh thuong
cuia chu ky phan bao, trong d6 ¢ dbi chizng gan quan thé té bao apoptosis chi chiém mét ty 18 nho
(4,7%). Két qua nghién ciru cua Albinhassan va cong sy tai Iran da chi ra rang, chiét xuat tir cay
Avicennia marina gay tc ché sy ting sinh do tic dong gay chét & té bao ung thu gan HepG2 véi
nong do ICso 1a 44,9 pg/mL [13]. Két qua twong ty ciing dwoc chi ra boi nhém nghién ciu cia
Liu va cong sy khi tién hanh danh gia tac dong cua dich chiét ethanol tir cdy Ophiorrhiza pumila
Ién té bao ung thu gan HepG2 [11].

Qua trinh apoptosis & té bao ung thu s& din t6i sy pha huy DNA nhan té bao, lam mat kha
ning phan chia cua té bao; do d6 lam giam kha ning ting sinh cua té bao ung thu [14]. Két qua
phan tich cta ching tdi cho thay, dich chiét cay Pon ludi ho gy chét té bao theo chuong trinh
(apoptosis) ddi véi dong té bao ung thu gan HepG2. Két qua cua nghién cau nay la dir liéu tién
dé cho viéc nghién ciru kha nang chdng ung thu tir cay Pon ludi ho.

4. Két luan

Nghién ctu nay chi ra rang dich chiét ethaonol tir 14 cay Pon ludi ho (Sauropus rostratus) co
kha ning wc ché sy ting sinh cua té bao ung thu gan HepG2 vdi gié tri 1Cso 12 0,09 mg/mL, 1am
tich lity té bao tai pha G2/M va giam xap xi 50% té bao ¢ pha GO/G1. Dich chiét ethanol tir 14 cay
Pon ludi hd da gay apoptosis ddi vai té bao ung thu gan. Nhu vay c6 thé thay rang, Pon ludi ho
1a loai thao duoc c6 kha ning chéng lai té bao ung thu gan.
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