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Abstract: Cellular senescence is a state in wich cells can not longer divide. The dysregulation of 

the cell senescence signaling pathway could lead to uncontrolled cell proliferation and formation of 

malignant cells. Intervening in cell senessence signaling pathway to bring cancer cells back to cell 

senessence state is a potential way in cancertreatment. Recent studies show that tumor cells can 

undergo celluar senessencestate by using special chemotherapy. In this study, we indicatedthat All 

trans retinoic acid (ATRA) is able to influence the expression of genes involved in cell senessence 

signaling pathway in gastric cancer cells MKN45. ATRA down-regulatesthe expression of 

important genes controlling cell growth. On the other hand, ATRA up-regulate the expression of 

GADD45A, P21 and P53 genes that play an important role in the signaling pathway of cells.This 

finding suggestes that ATRA could inhibite MKN45 cells through activating cell senescence 

signaling pathway. 
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Tóm tắt: Lão hoá tế bào là trạng thái tế bào không còn khả năng tiếp tục phân chia. Sự rối loạn điều 

hòa của con đường tín hiệu lão hóa dẫn tới tế bào mất kiểm soát phân chia và hình thành lên các tế 

bào ác tính. Việc can thiệp vào con đường tín hiệu này nhằm đưa tế bào ung thư trở lại sự lão hóa là 

một hướng tiếp cận tiềm năng trong điều trị ung thư hiện nay. Các nghiên cứu gần đây chỉ ra rằng, 

các tế bào khối u có thể trải qua con đường lão hoá nhờ sử dụng hoá chất thông qua các liệu pháp 

hoá trị. Trong nghiên cứu này chúng tôi đã chỉ ra rằng, All trans retinoic acid (ATRA) có khả năng 

tác động lên sự biểu hiện của các gen liên quan tới sự lão hoá tế bào ở tế bào ung thư dạ dày MKN45. 

Đáng chú ý, ATRA điều hoà giảm mạnh các gene quan trọng kiểm soát sự tăng trưởng của tế bào. 

Mặt khác, ATRA điều hoà tăng sự biểu hiện của các gen GADD45A, P21 và P53 có vai trò rất quan 

trọng trong con đường tín hiệu lão hoá của tế bào. Kết quả này chỉ ra rằng ATRA có thể đã ức chế 

tế bào ung thư dạ dày thông qua việc hoạt hóa con đường tín hiệu lão hóa tế bào. 

Từ khóa: All trans retinoic acid, tế bào gốc ung thư dạ dày, sự lão hoá tế bào. 

 

1. Mở đầu 

Sự lão hóa tế bào được mô tả lần đầu tiên vào 

năm 1961 khi nuôi cấy các nguyên bào sợi ở 

người bởi Hayflick và Moorhead (Hayflick and 

Moorhead, 1961). Theo đó, sự lão hóa tế bào 

được định nghĩa là trạng thái tế bào không còn 

khả năng tiếp tục phân chia do sự ngắn đi các 

đoạn telomere ở đầu mút nhiễm sắc thể sau mỗi 
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chu kỳ nhân đôi DNA. Bên cạnh đó, rối loạn 

chức năng ở ty thể, tổn thương DNA và các nhân 

tố ngoại sinh đều có thể gây ra sự lão hóa tế bào 

[2]. Đặc trưng của sự lão hóa tế bào là sự sinh 

trưởng ổn định đi kèm với các thay đổi về mặt 

kiểu hình như tái cấu trúc sợi nhiễm sắc, tái thiết 

lập chương trình trao đổi chất, tăng cường sự tự 

thực bào [3]. Ở các khối u, sự lão hóa tế bào được 
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quan sát ở trạng thái tiền ác tính, tuy nhiên các tế 

bào ác tính lại không có hiện tượng bị lão hóa, 

đây là minh chứng mạnh mẽ cho thấy rối loạn sự 

lão hóa tế bào đóng vai trò quan trọng trong quá 

trình phát sinh khối u [4]. ATRA là một dẫn xuất 

của vitamin A thuộc họ retinoid, nó được sử 

dụng như một loại thuốc chống ung thư trong các 

liệu pháp hóa học. ATRA ức chế sự phát triển 

của khối u thông qua khả năng dừng chu kỳ tế 

bào, gây biệt hóa hoặc cảm ứng quá trình 

apoptosis ở các tế bào trong khối u [5]. Heo và 

cộng sự đã chỉ ra rằng, ATRA cảm ứng quá trình 

chết theo chương trình (apoptosis) ở các tế bào 

ung thư gan bằng cách hoạt hóa sự biểu hiện của 

p14 trong con đường tín hiệu p53 [6]. Bên cạnh 

đó, việc can thiệp vào con đường tín hiệu Rb để 

cải thiện hiệu quả xử lí các tế bào ung thư và phát 

triển các liệu pháp mới là một hướng đi được chú 

ý hiện nay [7]. 

Trong nghiên cứu trước, chúng tôi đã chỉ ra 

ATRA đã gây biệt hóa tế bào ung thư dạ dày 

trong cả mô hình nuôi cấy in vitro và mô hình 

chuột [8]. Đồng thời chúng tôi đã xác định được 

ATRA điều hòa sự biểu hiện của các gen tham 

gia vào quá trình apoptosis theo hướng tăng 

cường biểu hiện các gene thúc đẩy apoptosis và 

giảm biểu hiện các gene ức chế apoptosis [9]. 

Tuy nhiên, hiện chưa có một nghiên cứu nào 

đánh giá tác động của ATRA lên con đường tín 

hiệu phân tử của sự lão hóa tế bào ở ung thư dạ 

dày. Chính vì vậy, trong nghiên cứu này, chúng 

tôi tiến hành phân tích ảnh hưởng của ATRA lên 

sự biểu hiện của các gen liên quan tới sự lão hoá 

tế bào, bao gồm các gen kiểm soát quá trình phân 

bào, các yếu tố phiên mã, các cyclin và một số 

proto-oncogene trên dòng tế bào ung thư dạ dày 

MKN45. 

2. Đối tượng và phương pháp nghiên cứu 

2.1. Nuôi cấy tế bào 3D và xử lý tế bào với ATRA 

Dòng tế bào ung thư dạ dày MKN45 được 

cung cấp bởi Phòng thí nghiệm Inserm U1053 - 

Viện Sức khỏe và Nghiên cứu Y học Quốc gia 

Pháp tại Bordeaux. Quy trình nuôi cấy được tiến 

hành theo nghiên cứu trước đó [8]. Nuôi cấy các 

tế bào ung thư dạ dày MKN45 với mật độ 2000 

tế bào/giếng nuôi cấy diện tích 3,8cm2 bề mặt 

không bám dính để hình thành nên tumorsphere 

(một khối các tế bào ung thư hình cầu) trong môi 

trường DMEMF12/Glutamax (từ Invitrogen) có 

bổ sung 1% ampinicllin/streptomycin, yếu tố 

tăng trưởng biểu mô EGF 20ng/ml, yếu tố tăng 

trưởng thượng bì FGF 20ng/ml, glucose 0,3%, 

insulin 5µg/ml ở 370C, 5% CO2. Sau mỗi 2 ngày 

của quá trình nuôi cấy, loại bỏ 1 ml môi trường 

nuôi cấy cũ, đồng thời bổ sung 1 ml môi trường 

nuôi cấy mới. 

Sau 5 ngày nuôi cấy, các tế bào được xử lí 

với ATRA ở nồng độ 5µM (đây là nồng độ ức 

chế sự tăng sinh tế bào được lựa chọn từ một 

sàng lọc trong dải nồng độ từ 0 - 10µM trước khi 

tiến hành nghiên cứu này) trong 48 giờ. Mẫu đối 

chứng được xử lí bằng DMSO nồng độ  0,01% 

trong thời gian tương ứng với mẫu xử lý với 

ATRA. Thu nhận và phân tách các tumorsphere 

thành các tế bào đơn bằng enzyme trypsine nồng 

độ 0,05% trước khi tách chiết RNA tổng số (tất 

cả hoá chất được cung cấp bởi Sigma, Saint-

Quentin Fallavier, France).  

2.2. Tách chiết RNA tổng số và tổng hợp cDNA 

RNA tổng số được tách chiết bằng phương 

pháp Trizol theo hướng dẫn của nhà sản xuất 

(Invitrogen, Cergy-Pontoise, France). Nồng độ 

và chất lượng RNA được đánh giá bằng máy đo 

quang phổ NanoDrop ở bước sóng hấp thụ 

260nm. 1µg RNA được sử dụng để thực hiện 

phản ứng tạo cDNA bằng Quantitect Reverse 

Transcriptase (RT) kit (cung cấp bởi Qiagen, 

Hilden, Germany) theo hướng dẫn của nhà sản 

xuất.  

2.3. Phân tích sự biểu hiện gene bằng Realtime 

PCR 

Phân tích Real-time PCR sử dụng 20ng 

cDNA cho mỗi phản ứng với tổng thể tích là 

20µl, chất phát huỳnh quang là SYBR Green 

qPCR do Invitrogen cung cấp như đã mô tả trong 
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nghiên cứu trước đó [8]. Danh sách các gen 

nghiên cứu với mã số cặp mồi tương ứng được 

cung cấp bởi Qiagen và được trình bày trong 

bảng 1, trong đó HPRT1 là gene tham chiếu 

(reference gene). Sự thay đổi về mức độ biểu 

hiện gene được tính theo phương pháp Delta 

delta ct (ΔΔCt) [10]. Kết quả được trình bày dưới 

dạng giá trị trung bình của 3 lần lặp lại thí 

nghiệm với độ lệch chuẩn SD, cỡ mẫu cho mỗi 

lần thí nghiệm n = 3. Dữ liệu được thống kê và 

phân tích bằng phần mềm SPSS16.0F, sử dụng 

kiểm định Mann-Whitney. 

2.4. Phân tích sự biểu hiện của P21 bằng phương 

pháp miễn dịch huỳnh quang 

Phân tích sự biểu hiện P21 bằng phương 

pháp miễn dịch huỳnh quang được tóm tắt theo 

các bước sau: Các tumorsphere được cố định 

bằng parafomaldehyde sau đó rửa 2 lần bằng 

đệm PBS. Tiếp theo nhuộm tiêu bản với kháng 

thể thứ nhất là kháng thể đơn dòng (IgG) thỏ 

kháng lại p21 ở người (Abcam cung cấp) tỷ lệ 

1/100 trong 30 phút ở nhiệt độ phòng, rửa tiêu 

bản bằng PBS 2 lần. Tiếp theo, nhuộm với kháng 

thể 2 gắn AlexaFluor®488 (Abcam cung cấp) 

kháng lại kháng thể thứ 1 trong 15 phút ở 4°C. 

Sau đó, tế bào được rửa 2 lần bằng đệm PBS, và 

nhuộm với Phalodin 647, tỷ lệ 1/1000 trong thời 

gian 30 phút. Rửa tế bào 2 lần bằng PBS 1X, lần 

thứ 2 đệm rửa PBS chứa dung dịch nhuộm nhân 

tế bào DAPI (Sigma cung cấp). Tế bào được 

quan sát và chụp ảnh bằng hệ thống kính hiển vi 

huỳnh quang Nikon Eclipse Ti2.  

3. Kết quả và thảo luận 

3.1. ATRA điều hoà giảm sự phiên mã các gene 

kiểm soát sự phân chia và tăng trưởng tế bào 

trong con đường tín hiệu lão hóa 

Lão hóa tế bào là quá trình phức tạp, có sự 

tham gia của nhiều gen khác nhau trong đó có 

nhóm gen liên quan tới sự dừng chu kì phân chia, 

làm ngừng sự gia tăng số lượng tế bào. Để đánh 

giá ảnh hưởng của ATRA lên chu kì tế bào, trong 

nghiên cứu này, 18 gen khác nhau liên quan đến 

sự kiểm soát chu kì tế bào đã được phân tích. Kết 

quả ở hình 1 cho thấy, việc sử dụng ATRA đã 

làm giảm sự biểu hiện của các gen kiểm soát sự 

tăng trưởng của tế bào bao gồm các gene thuộc 

họ cyclin (CCND1, CCNE1), CDKs (CDK2, 

CDK4, CDK6), các protein kinase kiểm soát các 

vị trí chuyển pha trong chu kì tế bào (CHEK1, 

CHEK2) và các yếu tố phiên mã (E2F1, E2F3, 

ETS1, ETS2, RB1, RBL2, MDM2). Trong đó, 

các gen mã hóa cho cyclin được điều hòa giảm 

mức độ phiên mã từ 4 đến 5 lần so với mẫu đối 

chứng. Tương tự như vậy, mức độ biểu hiện của 

các gen mã hóa cho các protein ở điểm kiểm soát 

chu kì tế bào gồm CHEK1 và CHEK2 giảm từ 

2,5 đến 3 lần so với mẫu đối chứng (Hình 1). 

Các nghiên cứu trước đó đã chỉ ra rằng, ức 

chế sự biểu hiện của cyclin D1 bằng thuốc kháng 

ung thư đã làm tăng sự tự thực bào trong các tế 

bào biểu mô tuyến vú ở người và thúc đẩy trạng 

thái lão hoá của tế bào [11]. Bên cạnh đó, nó 

cũng được chỉ ra rằng sự điều hòa giảm sự biểu 

hiện của các kinase phụ thuộc cyclin điển hình 

như CDK2, CDK4 và CDK6 sẽ dẫn tới ức chế 

quá trình phosphorin hóa RB. RB không được 

phosphorin hóa sẽ tương tác chặt chẽ với yếu tố 

phiên mã E2F dẫn tới ức chế quá trình phiên mã 

của các gene cần thiết cho tế bào bước vào pha 

S, kết quả là thúc đẩy quá trình lão hóa tế bào 

[12, 13].Tuy nhiên, kết quả ở hình 1 cho thấy 

ATRA không làm thay đổi đáng kể mức độ biểu 

hiện của các gene TWIST, BMI1, MDM2, p19, 

CDK4 và ATM. TWIST được biết đến là protein 

tham gia trực tiếp vào sự biểu hiện của BMI1 

trong quá trình chuyển dịch biểu mô – trung mô 

(EMT), cơ chế chính của sự di căn ung thư đồng 

thời sự liên kết giữa TWIST và BMI1 còn liên 

quan đến đặc tính gốc của các tế bào ung thư 

[14]. TWIST và BMI1 cũng được biết đến như 

là hai yếu tố điều hòa âm của p19 hay Cdkn2a 

[15, 16]. 
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Bảng 1. Mã số các cặp mồi sử dụng cho Realtime - PCR (Qiagen) 

Tên gene Mã số cặp mồi Tên gene Mã số cặp mồi Tên gene Mã số cặp mồi 

ATM PPH00325C CHEK1 PPH00940C MDM2 PPH00193E 

BMI1 PPH57778A CHEK2 PPH00921B p19 PPH00210C 

CCND1 PPH00128F E2F1 PPH00136G P21 PPH00211E 

CCNE1 PPH00131A E2F3 PPH00917F P53 PPH00213F 

CDK2 PPH00117F ETS1 PPH01781C RB PPH00228F 

CDK4 PPH00118F ETS2 PPH00091C RBL2 PPH00364C 

CDK6 PPH00119C GADD45A PPH00148B TWIST PPH02132A 

HPRT1 PPH01018C  

Hình 1. ATRA điều hoà sự biểu hiện của các gene kiểm soát sự tăng trưởng tế bào so sánh  

với mẫu đối chứng (control), n = 3, *p < 0,05. 

3.2. ATRA làm tăng cường sự phiên mã các gene 

chủ chốt P53, P21 và GADD45A trong con 

đường tín hiệu lão hóa tế bào 

Trong nghiên cứu này, chúng tôi đã chỉ ra 

ATRA ảnh hưởng lên sự biểu hiện ở các gen P53, 

P21 và GADD45A (Hình 2). Kết quả ở hình 2 

cho thấy, P53 được biểu hiện tăng 1,5 lần trong 

khi mức độ biểu hiện của P21 và GADD45A 

tăng mạnh khoảng 2,5 và 4 lần so sánh với mẫu 

đối chứng. Quá trình lão hóa tế bào xảy ra không 

chỉ do sự ngắn dần các đoạn telomere sau mỗi 

chu kì tái bản DNA mà còn gây ra bởi các bất 

thường trong sự biểu hiện của các oncogene. P53 

tham gia vào nhiều quá trình khác nhau của tế 

bào bao gồm kiểm soát chu kì tế bào, sửa chữa 

DNA, khiến tế bào trải qua apoptosis đồng thời 

có thể gây nên lão hoá tế bào theo cả hai cách 

trên [17]. 

 

Hình 2. ATRA điều hoà tăng sự biểu hiện của các 

gen cảm ứng sự lão hoà tế bào so với mẫu đối chứng 

(control), n = 3, *p < 0,05. 

P21 là một trong các yếu tố phiên mã được 

điều hoà trực tiếp bởi P53 và sự biểu hiện mạnh 

của P53 dẫn tới điều hoà tăng sự biểu hiện của 

P21 trong quá trình đáp ứng với các stress từ môi 
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trường [18]. P21 là chất ức chế quá trình tái bản 

DNA và ức chế các protein cycline phụ thuộc 

kinase(CDK) từ đó khiến tế bào đi vào trạng thái 

dừng chu kì tế bào [19]. Đáng chú ý, ở nhiều 

dòng tế bào ung thư, sự biểu hiện tăng cường của 

P21 đã thúc đẩy tế bào đi vào trạng thái nghỉ vĩnh 

viễn với các đặc điểm của một tế bào đang trải 

qua quá trình lão hoá [20].  

GADD45 là một protein giữ vai trò đặc biệt 

quan trọng trong việc dừng sự sinh trưởng tế bào 

và đưa tế bào vào trạng thái lão hoá, điều này có 

ý nghĩa quan trọng trong việc ngăn ngừa sinh sôi 

của các tế bào chứa những sai hỏng về mặt di 

truyền. Jackson và cộng sự đã chỉ ra rằng, P53 

gắn kết vào vùng promoter của gene GADD45 ở 

cả các tế bào đang được xử lý bằng thuốc điều trị 

ung thư và các tế bào lão hoá. Đồng thời, nhóm 

nghiên cứu đã chứng minh rằng ở các tế bào lão 

hóa, khi liên kết của P53 vào promoter của các 

gene đích được tăng cường chỉ có P21 và 

GADD45 được tăng cường biểu hiện [21].  

3.3. ATRA cảm ứng sự biểu hiện tăng của protein 

P21 

 

Hình 3. Ảnh hưởng của ATRA lên sự biểu hiện của protein P21: Phalodin phát hiện F-actin màu đỏ; 

 DAPI nhuộm nhân tế bào màu lam; Kháng thể kháng P21 màu lục; thang tỷ lệ (Scale bar) 20μm. 

 

Các phân tích bằng Realtime PCR trình bày 

ở trên đã chỉ ra, ATRA điều hoà tăng sự phiên 

mã của P21 lên 2,5 lần so với đối chứng. Để 

khẳng định ATRA làm tăng cường sự biểu hiện 

của P21 ở mức độ protein, phương pháp nhuộm 

miễn dịch huỳnh quang với kháng thể đơn dòng 

kháng P21 đã được thực hiện. Kết quả ở hình 3 

chỉ ra rằng P21 được biểu hiện mạnh trong nhân 

tế bào MKN45 được xử lý với ATRA so với các 

tế bào đối chứng. Kết quả này một lần nữa khẳng 

định ATRA đã điều hòa tăng sự biểu hiện của 

gen P21, một gen chủ chốt liên quan đến sự lão 

hóa tế bào. Đáng chú ý, một nghiên cứu trước đó 

của Park và cộng sự khi tiến hành nghiên cứu ảnh 

hưởng của ATRA lên các dòng tế bào gan 

HepG2, Huh7 và dòng tế bào ung thư ruột kết 

HCT116 trong điều kiện nuôi cấy 2D đã chỉ ra 

rằng, ATRA đã cảm ứng sự lão hoá của tế bào 

gan HepG2 thông qua điều hoà tăng sự biểu hiện 

của các gene P16, P21 và P27. Tuy nhiên, các 

dòng tế bào Huh7 và HTCT16 không bị cảm ứng 

sự lão hoá bởi ATRA đã không có sự điều hoà 

biểu hiện tăng của nhóm gen này, qua đó chỉ ra 

vai trò đặc biệt quan trọng của các gen P21, P27 

và P16 trong sự lão hoá của tế bào [22]. Trong 

nghiên cứu này, lần đầu tiên chúng tôi chỉ ra rằng 

ATRA đã điều hoà tăng hoạt động các gene chủ 

chốt trong con đường tín hiệu của sự lão hoá 

dòng tế bào ung thư dạ dày MKN45. 

4. Kết luận 

Trong nghiên cứu này, chúng tôi đã chỉ ra 

rằng ATRA là một hoạt chất tiềm năng trong 
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việc can thiệp vào sự biểu hiện các gen liên quan 

đến sự lão hóa tế bào bao gồm sự tăng cường 

biểu hiện các gen cảm ứng sự lão hóa tế bào và 

sự ức chế biểu hiện các gen kiểm soát sự lão hóa 

tế bào. Đặc biệt, ATRA đã tăng cường sự biểu 

hiện của P21, một protein được điều hoà bởi P53 

và giữ vai trò đặc biệt quan trọng trong quá trình 

lão hóa tế bào trong điều kiện nuôi cấy 3D. 

Nghiên cứu này chỉ ra rằng, ATRA có thể đã áp 

chế sự phát triển của tế bào ung thư dạ dày 

MKN45 thông qua điều hoà sự biểu hiện của các 

gene tham gia vào con đường tín hiệu lão hóa tế 

bào.  
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