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Tóm tắt: Apoptosis là quá trình diễn ra ở nhiều cơ thể sinh vật đa bào nhằm kiểm soát số lượng tế 
bào. Apoptosis được kiểm soát chặt chẽ bởi nhiều nhân tố và sự rối loạn điều hòa apoptosis thúc 
đẩy hình thành nên các khối u. All-trans retinoic acid (ATRA) được coi là một chất tiềm năng 
trong điều trị ung thư dạng rắn trong đó có ung thư dạ dày vì khả năng hoạt hóa con đường 
apoptosis của chúng. Trong nghiên cứu này, chúng tôi tiến hành phân tích ảnh hưởng của ATRA 
lên sự biểu hiện của một số gen mã hóa cho các protein tham gia vào quá trình ức chế hoặc thúc 
đẩy apoptosis bằng kĩ thuật Real-time RT-PCR (RT-qPCR) đồng thời chứng minh ATRA làm tăng 
cường sự biểu hiện ở mức độ protein đối với p53 bằng phương pháp miễn dịch huỳnh quang. Kết 
quả cho thấy ATRA không chỉ làm giảm mức độ biểu hiện RNA ở các gen ức chế apoptosis gồm 
AKT1, BAD, NUP62, BCL2, PIK3R2 và MAPK1 mà đồng thời làm tăng mức độ biểu hiện RNA ở 
các gen CASP9, FOXO3, IL2, TP53 có vai trò thúc đẩy quá trình này. 

Từ khóa: ATRA, apoptosis, ung thư dạ dày, RT-qPCR. 

1. Mở đầu  

Apoptosis là một sự kiện quan trọng xảy ra 
ở nhiều quá trình sinh học làm giảm số lượng tế 
bào giúp cân bằng với sự phân chia tế bào. Sự 
chết tế bào theo chu trình - apoptosis xuất hiện 
ở nhiều dạng cơ thể đa bào nhưng đều có sự 
tương đồng về các gen tham gia quá trình này 
[1]. Ở động vật có vú, đây là một quá trình 
phức tạp được điều hòa và kiểm soát nghiêm 
ngặt bởi một chuỗi các gen gây ức chế 
apoptosis như AKT1, BCL2,... và các gen thúc 
đẩy apoptosis như TP53, CASP9,... Điều quan 
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trọng là sự rối loạn quá trình điều hòa con 
đường apoptosis không chỉ thúc đẩy hình thành 
khối u mà còn làm các tế bào ung thư có khả 
năng chống lại các liệu pháp kháng ung thư [2]. 
Các hướng nghiên cứu ung thư hiện nay tập 
trung chủ yếu vào phát triển các loại thuốc có 
khả năng can thiệp vào apoptosis ở các tế bào 
ung thư với mục tiêu chính là cảm ứng chết tế 
bào theo chu trình này.  

ATRA là một dẫn xuất của vitamin A có 
khả năng gắn kết với thụ thể retinoic acid 
(RARs) của nó trong tế bào. ATRA hoạt hóa 
các RARs dẫn tới điều hòa sự biểu hiện của 
hàng loạt gen đích trong tế bào liên quan đến sự 
sinh trưởng và biệt hóa của nhiều loại tế bào 
khác nhau ở nhiều giai đoạn phát triển khác 
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nhau trong đó có apoptosis [3, 4]. Các nghiên 
cứu về ung thư máu và các khối u rắn đã chỉ ra 
rằng retinoic acid nói chung và ATRA nói riêng 
có khả năng ức chế sự hinh thành và sinh 
trưởng của khối u thông qua hoạt hóa apoptosis, 
mở ra nhiều hứa hẹn trong việc điều trị ung thư 
ngày nay. Nghiên cứu gần đây nhất của chúng 
tôi cũng đã chỉ ra rằng ATRA cảm ứng quá 
trình apoptosis trong ung thư dạ dày [5], tuy 
nhiên ảnh hưởng của ATRA lên các gen trong 
con đường tín hiệu của apoptosis vẫn chưa 
được chỉ ra.  

Ung thư dạ dày đứng thứ tư trên toàn thế 
giới về tỉ lệ tử vong với 754.000 trường hợp 
năm 2015 sau ung thư phổi, ung thư gan và ung 
thư đại trực tràng (WHO, 2015). Ung thư dạ 
dày thường được phát hiện muộn khi bệnh nhân 
đã có các triệu chứng lâm sàng rõ ràng và ung 
thư đã ở giai đoạn di căn. Năm 1991, Fujii và 
Yokomori đã lần đầu tiên sử dụng vitamin A 
phối hợp với các liệu pháp hóa học trong điều 
trị ung thư dạ dày nhằm cải thiện tỉ lệ sống sót 
và làm giảm tỉ lệ tái phát sau điều trị [6]. Trong 
điều kiện nuôi cấy một lớp ở các dòng tế bào 
ung thư dạ dày MKN45 và MKN28, ATRA đã 
được chỉ ra là có vai trò trong việc hoạt hóa 
apoptosis [7]. Việc sử dụng ATRA nhằm ức 
chế sự sinh trưởng của các tế bào ung thư dạ 
dày được coi là một hướng tiếp cận triển vọng 
trong tương lai. Trong công bố gần đây nhất 
trên tạp chí Oncogene, chúng tôi đã chỉ ra 
ATRA là một chất tiềm năng trong việc điều trị 
nhắm đích tế bào gốc ung thư, nghiên cứu này 
đã chỉ ra ATRA gây biệt hóa tế bào ung thư và 
cảm ứng apoptosis về mặt kiểu hình [5]. Trong 
nghiên cứu này, chúng tôi tiến hành phân tích 
sự ảnh hưởng của ATRA lên sự biểu hiện của 
các gen tham gia vào con đường tín hiệu 
apoptosis bao gồm các gen ức chế và các gen 
thúc đẩy quá trình này. 

2. Đối tượng và phương pháp nghiên cứu 

2.1. Nuôi cấy tế bào và xử lý ATRA 

Các tumorsphere được hình thành trong 
điều kiện nuôi cấy 3D như mô tả trong công bố 

trước đây [5] được xử lý với ATRA 5 µM trong 
48 giờ. ATRA được cung cấp bởi Sigma 
Aldrich với mã số sản phẩm R2625. Tế bào đối 
chứng được xử lý với DMSO. Thu nhận 
tumorsphere và phân tách thành các tế bào đơn 
bằng enzyme trypsin trước khi tiến hành thí 
nghiệm tách chiết RNA tổng số. 

2.2. Tách chiết RNA và RT-qPCR 

RNA tổng số được tách chiết bằng phương 
pháp Trizol theo hướng dẫn của nhà sản xuất 
(Invitrogen). Nồng độ và chất lượng RNA được 
đánh giá bằng máy đo quang phổ NanoDrop ở 
bước sóng hấp thụ 260 nm. 

RNA được sử dụng để thực hiện phản ứng 
tạo cDNA bằng Quantitect Reverse 
Transcriptase (RT) kit (cung cấp bởi Qiagen) 
theo hướng dẫn của nhà sản xuất. Phân tích 
real-time PCR sử dụng 20 ng cDNA cho mỗi 
phản ứng PCR với tổng thể tích là 20 µl với 
chất phát huỳnh quang SYBR Green qPCR do 
Invitrogen cung cấp. Các cặp mồi đặc hiệu cho 
các gen sử dụng trong nghiên cứu này được 
cung cấp bởi Qiagen với các mã số được trình 
bày trong Bảng 1. Dữ liệu được thống kê và 
phân tích bằng phần mềm SPSS16.0F, sử dụng 
kiểm định Mann-Whitney. 

Bảng 1. Tên gen và mã số cặp mồi tương ứng 
(Qiagen) 

 Gen Mã số cặp mồi 

Gen ức chế 
apoptosis 

AKT1 
BAD 
NUP62 
BCL2 
PIK3R2 
MAPK1 

PPH00088B-200 
PPH00075C 
PPH23942A 
PPH00079B 
PPH00709A 
PPH00715B 

Gen thúc đẩy 
apoptosis 

CASP9 
FOXO3 
IL2 
TP53 

PPH00353B 
PPH00807A 
PPH00172C 
PPH00213F 

2.3. Phân tích miễn dịch huỳnh quang 

Các tumorsphere sau 7 ngày nuôi cấy được 
thu nhận bằng ly tâm 1300 vòng trong 3 phút và 
rửa 2 lần với đệm PBS 1X. Nhuộm tế bào lần 
lượt với kháng thể 1 là kháng thể đơn dòng 
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chuột kháng protein p53 của người được cung 
cấp bởi Santa Cruz ở 37ºC trong 45 phút và 
kháng thể 2 kháng IgG của chuột gắn chất phát 
quang Alexa Fluor 488 do Thermo Scientific 
cung cấp, nồng độ 1:2000 ở 37ºC trong 20 phút. 
Rửa tế bào 2 lần với PBS 1X bằng phương pháp 
li tâm, ở lần rửa thứ 2 tế bào được rửa trong 
đệm PBS chứa chất nhuộm nhân tế bào DAPI 
(4,6-Diamidino-2-phenylindole do Sigma cung 
cấp) nồng độ 10µg/ml. Các tế bào sau khi được 
ủ với kháng thể sẽ được đặt trên lamen và được 
quan sát, chụp ảnh dưới kính hiển vi huỳnh 
quang NIKON ở độ phóng đại 200 lần và 400 
lần với phần mềm chuyện dụng.  

3. Kết quả và thảo luận 

3.1. ATRA làm giảm sự biểu hiện của các gen 
ức chế apoptosis 

Để đánh giá mức độ biểu hiện của một số 
gen ức chế apoptosis, phản ứng RT-qPCR được 
thực hiện với các cặp mồi đặc hiệu cho 6 gen 
được lựa chọn. Kết quả so sánh giữa các mẫu 
xử lý ATRA với mẫu đối chứng được xử lý với 
DMSO được chỉ ra trong Hình 2. 

Kết quả cho thấy ATRA làm giảm sự biểu 
hiện mRNA của các gen nghiên cứu bao gồm 
AKT1, BAD, NUP62, BCL2, PIK3R2 và 
MAPK1 một cách rõ rệt khi so sánh với mẫu 
đối chứng. 

Các tế bào ung thư tồn tại và sinh trưởng 
mạnh so với các tế bảo thông thường vì chúng 
có khả năng kháng lại apoptosis thông qua sự 
hoạt hóa các oncogene. BCL2 là một trong số 
đó, chúng ảnh hưởng tới con đường p53, BCL2 
mã hóa cho protein Bcl-2, một chất ức chế 
apoptosis. Mặc dù Bcl-2 và Bad cùng thuộc họ 
protein Bcl-2 nhưng Bad (được mã hóa bởi gen 
BAD) lại được coi là một yếu tố thúc đẩy 
apoptosis hay protein pro-apoptotic, nó tham 
gia vào con đường PI3K/Akt [8]. Các nghiên 
cứu gần đây nhất cũng cho thấy ATRA đã cảm 
ứng apoptosis ở tế bào ung thư thông qua việc 
điều hòa giảm mạnh marker kháng apoptosis 
Bcl-2 [9]. PIK3R2 cũng là một yếu tố tham gia 
vào quá trình điều hòa con đường tín hiệu 
PI3K/Akt trong việc ức chế apoptosis. Mức độ 

biểu hiện giảm của gen PIK3R2 đã được chứng 
minh là làm tăng cường hoạt hóa con đường 
PIK3/Akt [10]. 

MAPK1 được biết đến là một enzyme thuộc 
họ MAP kinase có vai trò trong nhiều quá trình 
của tế bào đặc biệt là điều hòa phiên mã, việc 
bất hoạt MAPK dẫn đến tế bào trải qua 
apoptosis [11]. NUP62 là một trong số các 
protein cấu thành nên phức hệ lỗ màng nhân 
(NPCs). NPCs tham gia điều hòa sự vận chuyển 
các protein và các loại RNA tham gia vào quá 
trình phiên mã và dịch mã. Chức năng của 
NUP62 trong tế bào còn nhiều điều chưa rõ 
ràng nhưng vai trò của NUP62 trong việc bảo 
vệ tế bào khỏi tác động của liệu pháp kháng 
ung thư đã được chỉ ra thông qua cơ chế kháng 
apoptosis [12]. Thêm vào đó, sai sót trong vận 
chuyển các chất qua nhân có thể dẫn tới 
apoptosis [13].  
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Hình 2. Mức độ biểu hiện mRNA của các gen ức chế 

apoptosis được xử lý với ATRA bao gồm AKT1, 
BAD, NUP62, BCL2, PIK3R2, MAPK1 khi so sánh 

với mẫu đối chứng (DC) (n = 3, *p < 0.05). 

3.2. ATRA làm tăng sự biểu hiện của các gen 
thúc đẩy apoptosis 

Retinoic acid đã được chỉ ra là có khả năng 
hoạt hóa apoptosis ở các tế bào ung thư. Trong 
nghiên cứu này, chúng tôi tiến hành đánh giá 
ảnh hưởng của ATRA lên sự biểu hiện của một 
số gen thúc đẩy apoptosis bao gồm CASP9, 
FOXO3, IL2, P53. Kết quả được chỉ ra ở Hình 
3 cho thấy ở các gen nghiên cứu đều có mức 
độ biểu hiện tăng cường mRNA so với mẫu 
đối chứng. 



    N.T. Hà và nnk. / Tạp chí Khoa học ĐHQGHN: Khoa học Tự nhiên và Công nghệ, Tập 33, Số 1S (2017) 138-143 141

FOXO3, caspase-9 (được mã hóa bởi gen 
CASP9) và p53 (hay tp53) là các protein tham 
gia hoạt hóa apoptosis thông qua con đường nội 
tại ở ti thể nhờ các yếu tố tồn tại (survival 
factors) [14, 15]. FOXO3A được coi là phân tử 
đóng vai trò quyết định trong apoptosis ở các tế 
bào ung thư máu dòng tủy cấp tính khi các tế 
bào này được xử lý với ATRA [16]. Nhiều 
nghiên cứu đã chỉ ra rằng ATRA làm tăng 
cường sự biểu hiện của gen p53 ở các tế bào 
thuộc ung thư tụy, ung thư máu và ung thư hắc 
sắc tố [17-19]. Ở ung thư da, các tế bào ung thư 
trong điều kiện nuôi cấy một lớp được xử lý với 
ATRA cho thấy chúng nhạy cảm với apoptosis 
khi tiếp xúc với tia UVB, báo cáo này cũng chỉ 
ra các tế bào này có sự biểu hiện tăng cường 
của cả p53 và các protein pro-apoptotic thuộc 
họ caspase trong đó có caspase-9 [20]. IL2 
được biết đến như một protein đóng vai trò 
quan trọng trong điều hòa tăng sự biểu hiện của 
các phân tử tiền apoptotic trong tế bào T [21]. 
Tuy nhiên, vai trò của IL2 nội tại trong tế bào ung 
thư thuộc khối u rắn còn ít được nghiên cứu. 
Trong nghiên cứu này, có thể sự tăng cường biểu 
hiện của IL2 cảm ứng bởi ATRA đã góp phần 
thúc đẩy quá trình apoptosis của tế bào. 
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Hình 3. Mức độ biểu hiện mRNA của các gen thúc 
đẩy apoptosis được xử lý với ATRA bao gồm 

CASP9, FOXO3, IL2, P53 khi so sánh với mẫu đối 
chứng (DC) (n = 3, *p < 0.05). 

Để khẳng định ATRA làm tăng cường sự 
biểu hiện của gen P53, chúng tôi tiến hành phân 

tích mức độ biểu hiện protein p53 ở các tế bào 
được xử lý với ATRA và so sánh với các mẫu 
không được xử lý với ATRA bằng phương pháp 
miễn dịch huỳnh quang. Kết quả được chỉ ra ở 
Hình 4a cho thấy các tế bào biểu hiện p53 với 
nhân tế bào có màu lục chiếm khoảng 33% ± 
3% khi so sánh với mẫu đối chứng. Điều này 
chứng minh ATRA làm tăng cường sự biểu 
hiện của p53 ở mức độ protein. Đây là một 
protein đóng vai trò quan trọng trong quá trình 
thúc đẩy apoptosis thông qua các cơ chế độc lập 
hoặc phụ thuộc phiên mã từ đó đảm bảo chương 
trình chết tế bào được diễn ra một cách hiệu quả. 

 

Hình 4. Kết quả phân tích miễn dịch huỳnh quang 
đối với protein p53 trên các tumorsphere: 

(a) Mẫu tế bào được xử lý với ATRA;  
(b) Mẫu đối chứng. 

4. Kết luận 

Trong lĩnh vực nghiên cứu ung thư ngày 
nay, mục tiêu chính của các nhà khoa học là tìm 
ra các liệu pháp nhắm đích tiêu diệt một cách 
chọn lọc tới các tế bào thuộc khối u trong đó 
việc can thiệp vào các gen tham gia vào quá 
trình apoptosis là một hướng tiếp cận triển 
vọng. Trong nghiên cứu này, chúng tôi đã chỉ ra 
rằng ATRA là một chất tiềm năng trong việc 
phối hợp với các liệu pháp chữa trị ung thư bởi 
nó không chỉ có khả năng làm giảm sự biểu 
hiện của các gen ức chế apoptosis mà đồng thời 
làm tăng cường sự biểu hiện của các gen thúc 
đẩy apoptosis, từ đó có thể tiêu diệt các tế bào 
ung thư bằng cách cảm ứng con đường 
apoptosis ở tế bào được xử lý. 
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Abstract: Apoptosis occurs in multicellular organisms to control the number of cells. Apoptosis is 
tightly controlled by a set of protein and aberrant regulation of apoptosis may promote the formation 
of cancer cells. All-trans retinoic acid (ATRA) is considered to be a potent agent in the treatment of 
solid tumors, including gastric cancer, because of its ability to activate apoptosis. In this study, we 
analysed the effect of ATRA to the expression of gene encoding apoptosis suppressing or apoptosis 
promoting proteins by Real-time RT-PCR (RT-qPCR) method and demonstrated that ATRA promotes 
p53 expression at protein level using immun of luorescence concurrently. The results showed ATRA 
not only down-regulated apoptosis suppressing genes including AKT1, BAD, NUP62, BCL2, PIK3R2 
and MAPK1 but also up-regulated apoptosis promoting genes including CASP9, FOXO3, IL2  
and TP53. 

Keywords: ATRA, apoptosis, gastric cancer, RT-qPCR. 
 

 
 

 
 


