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1. Đặt vấn đề

Thiết đinh Cà Ná thuộc chi Makhamia, họ Quao (Bignoniaceae) 
là loài thực vật mới được phát hiện tại xã Cà Ná, huyện Thuận Nam, 
tỉnh Ninh Thuận bởi V.S. Dang (2015) [1]. 

Theo thống kê hiện có khoảng 7 loài thuộc chi Markhamia đã 
được nghiên cứu về thành phần hóa học, chủ yếu là các dẫn xuất 
phenol, flavonoid, triterpenoid, anthraquinone, naphthoquinone... 
Trong một nghiên cứu trước đây, chúng tôi đã phân lập và đánh giá 
hoạt tính trên các dòng tế bào ung thư (HeLa, HepG2, MCF-7, Jurkat, 
NCI-H460) của 2 hợp chất là 1α,3β,7β-trihydroxycycloart-24-en-
28-oic acid (MA) và 1α,3β,22-trihydroxycycloart-24-en-28-oic acid 
(Markhacanasin B) từ cao chiết ethyl acetate lá cây Thiết đinh Cà Ná. 
Thông qua phương pháp nhuộm Sulforhodamine B cho thấy, hợp chất 
MA gây độc đối với tất cả các dòng tế bào thử nghiệm. Trong số đó, 
MA thể hiện độc tính mạnh trên dòng tế bào MCF-7 với giá trị IC50 
là 16,51±0,22 μM [2]. Một số nghiên cứu khác về dược lý của chi 
Makhamia cho thấy, các hợp chất cycloartane là musambin A, B, C và 
dẫn xuất musambioside A, B, C từ lá cây M. lutea được cô lập bởi D. 
Lacroix và cs (2009) [3] có khả năng ức chế dòng tế bào ung thư biểu 
mô. Nghiên cứu của D.M. El-Kersh và cs (2016) [4] cho thấy, dịch 
chiết cồn từ lá của M. zanzibarica có khả năng ức chế tế bào ung thư 
cổ tử cung với giá trị IC50

 là 9,68 μg/ml. Ngoài ra, kết quả nghiên cứu 
của M.B. Ibrahim và cs (2018) [5] cho thấy, mollic acid cô lập từ lá M. 
tomentosa có khả năng ức chế dòng ung thư cổ tử cung [5].

Apoptosis là một kiểu chết tế bào theo chương trình thông qua sự 
kích hoạt các protease tế bào là các caspase có vai trò phân cắt protein 
làm mất cấu trúc và chức năng của tế bào [6, 7]. Caspase-3 là protease 

liên quan đến giai đoạn đầu của quá trình chết theo chương trình. Cụ 
thể, caspase này xúc tác cho sự phân cắt nhiều protein quan trọng của 
tế bào, đóng vai trò quan trọng trong quá trình ngưng tụ chất nhiễm 
sắc apoptotic và phân mảnh DNA [8-10]. Do đó, caspase-3 được xem 
là enzyme chủ chốt gây ra quá trình chết theo chương trình.

Các caspase liên quan đến quá trình apoptosis được chia thành 2 
nhóm chính là caspase khơi mào (caspase-8, caspase-9) và caspase 
tác động (caspase-3 hoặc caspase-7) [11]. Do đó, quá trình kích hoạt 
caspase-8, caspase-9 hay kích hoạt trực tiếp caspase-3 sẽ ảnh hưởng 
trực tiếp đến quá trình apoptosis của tế bào. Trong các nghiên cứu gần 
đây, quá trình kích hoạt caspase-3 thông qua caspase-9 có thể được 
thực hiện thông qua quá trình ức chế survivin, một protein thuộc họ 
IAPs, có tác dụng chống lại quá trình chết tế bào thông qua liên kết 
với procaspase-9, cyctochrome C, Apaf-1 và ngăn chặn sự hình thành 
caspase-3 [12-14]. Survivin chỉ được biểu hiện quá mức đối với tế bào 
ung thư mà không được phát hiện ở tế bào thường [15, 16], cụ thể với 
dòng tế bào ung thư vú, survivin biểu hiện protein ở mức 70,7-90,2%. 
Trong nghiên cứu của S.I. Wanandi và cs (2020) [17], việc ức chế 
survivin đã được chứng minh là có liên quan đến quá trình kích hoạt 
caspase-3. Chính vì vậy, trong nghiên cứu này, chúng tôi tiến hành 
xây dựng mô hình docking phân tử của hợp chất MA với caspase-3, 
caspase-8, caspase-9, Apaf-1 và survivin để chứng minh hoạt tính 
kháng ung thư mạnh trên dòng tế bào MCF-7 của MA thông qua cơ 
chế kích hoạt caspase-3.

Hiện chưa có nghiên cứu nào đánh giá cơ chế cảm ứng quá trình 
apoptosis lên tế bào ung thư vú MCF-7 của MA. Chính vì thế, nghiên 
cứu này được tiến hành nhằm xác định phần trăm tế bào ung thư vú 
MCF-7 dương tính caspase-3 sau khi xử lý với hoạt chất trên. Ngoài 

Nghiên cứu in silico và in vitro về tác động lên quá trình chết theo chương trình 
của Markhacanasin A trên dòng tế bào ung thư vú MCF-7 thông qua cơ chế kích hoạt caspase-3
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Tóm tắt:

Markhacanasin A (MA) là một cycloartane triterpenoid được phân lập từ lá cây Thiết đinh Cà Ná (Markhamia stipulata 
var. canaense V.S. Dang) thu thập tại tỉnh Ninh Thuận, Việt Nam. Nghiên cứu cho thấy, MA thể hiện hoạt tính gây độc 
mạnh trên dòng tế bào ung thư vú MCF-7 với IC50=16,51±0,22 μM. Tuy nhiên, cơ chế MA kích hoạt quá trình chết của tế 
bào theo chương trình (apoptosis) trong tế bào ung thư vú MCF-7 vẫn chưa được khám phá. Trong nghiên cứu này, các 
tác giả đánh giá tác động của MA lên quá trình apoptosis trên dòng tế bào ung thư vú MCF-7 bằng phương pháp phân 
tích tế bào theo dòng chảy, kết hợp phân tích mô hình docking phân tử trên caspase-3, caspase-8, caspase-9, Apaf-1 và 
survivin. Kết quả cho thấy, MA có tác dụng hoạt hoá quá trình chết của tế bào ung thư vú MCF-7 theo chương trình, 
thông qua cảm ứng caspase-3 in vitro và in silico, qua đó chứng minh tính kháng tế bào ung thư vú MCF-7 của phân tử 
này. Nghiên cứu cũng cung cấp những hiểu biết mới về cơ chế hoạt động của MA, đồng thời cho thấy tiềm năng của MA 
như một lựa chọn điều trị đầy hứa hẹn cho bệnh ung thư vú.
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ra, mô hình docking phân tử của các protein liên quan đến con đường 
cascade như caspase-3, caspase-8, caspase-9, Apaf-1 và survivin cũng 
được xây dựng nhằm đánh giá khả năng liên kết của MA với các 
protein để xác nhận khả năng cảm ứng kích hoạt caspase-3. 

2. Vật liệu và phương pháp nghiên cứu

2.1. Vật liệu

Dòng tế bào ung thư vú (MCF-7) sử dụng trong nghiên cứu này 
được cung cấp bởi Viện Tế bào gốc, Trường Đại học Khoa học Tự 
nhiên, Đại học Quốc gia TP Hồ Chí Minh.

MA được phân lập từ cao ethyl acetate của lá cây Thiết đinh Cà Ná 
với độ tinh khiết >99%. Cấu trúc hóa học của hợp chất (hình 1) được 
xác định dựa trên dữ liệu phổ IR, UV, HR-ESI-MS, 1D, 2D-NMR [2].
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Hình 1. Cấu trúc của MA.

2.2. Phương pháp nghiên cứu

2.2.1. Nghiên cứu khả năng cảm ứng quá trình apoptosis của 
MA in vitro

Nuôi cấy tế bào và xử lý tế bào với MA: Phân tích apoptosis 
của tế bào ung thư vú MCF-7 được thực hiện theo phương pháp của 
H.S. Bagheri và cs (2020) [18] có hiệu chỉnh. Theo đó, tế bào được 
cấy vào đĩa 6 giếng với mật độ 100.000 tế bào trên 1 giếng. Tế bào 
sau đó được nuôi cấy trong môi trường DMEM-F12 bổ sung huyết 
thanh bò (FBS) ở nồng độ 10%, nhiệt độ 37oC, CO2 5% (v/v) trong 
24 giờ. Sau 24 giờ nuôi cấy, tế bào được xử lý với MA ở các nồng 
độ 5, 10, 20 và 40 µM trong 24 giờ tiếp theo. Đối chứng âm được 
xử lý với DMSO ở nồng độ 0,1%. Sau khi hoàn thành xử lý MA 
trong 24 giờ.

Nhuộm kháng thể: Sau 24 giờ xử lý MA ở các nồng độ nêu 
trên, tế bào được tách lên khỏi bề mặt nuôi cấy bằng dung dịch 
tách tế bào Detachment (Viện Tế bào gốc, Trường Đại học Khoa 
học Tự nhiên, Đại học Quốc gia TP Hồ Chí Minh). Nồng độ tế bào 
trong mỗi mẫu khoảng 2x105 và 1x107 tế bào/ml. Mẫu tế bào sau 
đó được đem đi nhuộm kháng thể để phát hiện sự hoạt động của 
caspase-3 bằng bộ kít PE Active Caspase-3 Apoptosis (Cat 550914, 
BD Bioscience, Úc) theo hướng dẫn của nhà sản xuất.

Rửa tế bào 2 lần bằng dung dịch PBS 1X, sau đó tái huyền phù 
tế bào trong dung dịch BD Cytofix/Cytoperm ở nồng độ 1x106 tế 
bào/0,5 ml. Ủ dung dịch chứa tế bào trong 20 phút ở nhiệt độ 4oC. 
Sau đó, ly tâm để tách bỏ dung dịch BD Cytofix/Cytoperm, thu cặn 
tế bào, rửa tế bào 2 lần trong dung dịch BD Perm/Wash 1X ở nhiệt 
độ phòng. Tái huyền phù tế bào trong dung dịch BD Perm/Wash 1X 
cùng với 10 µl kháng thể và ủ ở nhiệt độ phòng trong 30 phút. Sau 
đó rửa mẫu trong 1 ml dung dịch BD Perm/Wash 1X và tái huyền 
phù trong 0,5 ml dung dịch BD Perm/Wash 1X rồi đem đi phân tích 
bằng máy FCM FACSJazz (BD Bioscience, Úc).

Xử lý số liệu: Phân tích kết quả được thực hiện bằng phần mềm 
FlowJo (ver.10.5.3). Các thí nghiệm được thực hiện 3 lần và kết quả 
được biểu thị bằng trung bình ±SD.

2.2.2. Nghiên cứu docking phân tử

Chuẩn bị ligand: Hợp chất MA được phác thảo bằng phần mềm 
Chemdraw Professional 16.0, sau đó được tối ưu hóa cấu trúc 3 
chiều trên phần mềm MOE.2022 và năng lượng được giảm thiểu tối 
đa 0,0001 gradient.
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Abstract:

Markhacanasin A (MA), a cycloartane-type triterpenoid was 
isolated from the leaves of Markhamia stipulata var. canaense V.S. 
Dang, collected in Ninh Thuan province, Vietnam. In our previous 
study, it was found that MA possessed potential cytotoxicity against 
MCF-7 human breast cancer cell lines, with an IC50=16.51±0.22 
μM. However, the mechanism by which MA triggers apoptosis in 
the MCF-7 cells has not been explored yet. Therefore, this study 
has been conducted to investigate the mechanism of apoptosis 
induction in the MCF-7 cell lines by MA. The study utilised 
the flow cytometry method and molecular docking patterns 
analysis of caspase-3, caspase-8, caspase-9, Apaf-1, and survivin. 
Interestingly, the results have demonstrated that MA induces 
apoptosis in the MCF-7 cell line by activating the caspase-3 
enzyme, both in vitro and in silico, which suggests that MA may 
have therapeutic potential as a breast cancer treatment agent. 
This study provides new insights into the mechanism of action of 
MA and highlights its potential as a promising therapeutic option 
for breast cancer.

Keywords: apoptosis, caspase-3, Markhacanasin A, Markhamia 
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Chuẩn bị protein: Cấu trúc tinh thể của các protein caspase-3 
(PDB ID: 2XYG), caspase-8 (PDB ID: 2C2Z), caspase-9 (PDB ID: 
1NW9), survivin (PDB ID: 2RAW) và Apaf-1 (PDB ID: 1Z6T) thu 
được từ ngân hàng cơ sở dữ liệu protein RCSB (http://www.rcsb.org). 
Tất cả các phân tử nhỏ, nước và các phối tử đồng kết tinh được loại bỏ, 
chỉ giữ lại phân tử chất ức chế. Cấu trúc protein sau đó được cố định 
điện tích, hydrogen và được solvate trong pha khí sử dụng trường lực 
AMBER10:EHT. Cấu trúc protein sau đó được tối ưu hóa và xác định 
vùng tâm hoạt tính bằng công cụ Site Finder trên phần mềm MOE.

Quy trình docking phân tử: Quá trình docking phân tử được thực 
hiện trên phần mềm MOE.2022. Các thông số docking đã được điều 
chỉnh để các vùng dummy được chọn làm vùng docking. Phương 
pháp sắp xếp là triangle matcher, phương pháp tính điểm là London 
dG. Ngoài ra, phương pháp sàng lọc được chọn là induced receptors 
và GBVI/WSA, đây là phương pháp chấm điểm để lựa chọn 5 trong 
số 30 cấu trúc docking tốt nhất của ligand. Các cấu trúc thu được phải 
có điểm docking tốt nhất (docking score, DS) và giá trị rmsd_refined 
không cao hơn 3Å.

3. Kết quả và bản luận

3.1. Khả năng cảm ứng quá trình apoptosis in vitro 

Tác động của MA từ cây Thiết đinh Cà Ná lên quá trình apoptosis 
của tế bào ung thư vú MCF-7 được phân tích bằng kỹ thuật đếm tế bào 
dòng chảy ở các nồng độ MA trong môi trường nuôi cấy là 5, 10, 20 
và 40 µM. Kết quả xác định tỷ lệ tế bào dương tính caspase-3 sau khi 
xử lý mẫu thử được trình bày ở hình 2.

6 
 

 
Hình 2. Ảnh hưởng của hoạt chất MA lên apoptosis của tế bào ung thư vú 
MCF-7. 
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MA. Sau 24 giờ, tỷ lệ tế bào dương tính caspase-3 tăng lên 4,5±0,6% ở nồng độ 
5 µM MA, 6,6±0,4% ở nồng độ 10 µM MA, 6,9±0,6% ở nồng độ 20 µM MA và 
tăng đáng kể lên 19,4±0,9% khi ở nồng độ 40 µM MA so với đối chứng khoảng 
4,0±0,2%. Ở nồng độ xử lý 5 µM, không có sự khác biệt về tỷ lệ tế bào dương 
tính caspase-3 so với đối chứng. Có thể kết luận rằng, MA là một hợp chất có 
khả năng cảm ứng sự chết tế bào theo chương trình. Nghiên cứu trước đây của 
B. Ibrahim và cs (2013) [19] đã cho thấy dịch chiết ethanol của M. tomentosa có 
khả năng gây apoptosis trên tế bào ung thư cổ tử cung. Cụ thể, ở nồng độ 189 
µg/ml, dịch chiết đã làm tăng tỷ lệ tế bào apoptosis sớm lên 25,9% so với đối 
chứng là 0,4% sau 24 giờ xử lý. 

3.2. Khả năng liên kết với caspase của MA in silico 
Mô hình docking phân tử của MA với các protein liên quan đến quá trình 

apoptosis trên dòng tế bào ung thư vú MCF-7 cho thấy phân tử MA tương tác 
với nhiều amino acid tại trung tâm hoạt động của protein thông qua các liên kết 
hydrogen mạnh. Dựa trên con đường cascade kích hoạt caspase-3 để quá trình 
apoptosis diễn ra mạnh mẽ hơn, việc kích hoạt tốt hay khả năng tạo phức hợp 
caspase - hợp chất đích càng tốt và survivin bị ức chế càng mạnh, thì hoạt tính 
gây chết tế bào ung thư càng cao [20]. Dựa trên kết quả thu được ở bảng 1 và 
mô hình tương tác 2D, 3D của MA với các protein, chúng tôi có thể chứng minh 
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vú MCF-7.
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so với đối chứng. Có thể kết luận rằng, MA là một hợp chất có khả 
năng cảm ứng sự chết tế bào theo chương trình. Nghiên cứu trước 
đây của B. Ibrahim và cs (2013) [19] đã cho thấy dịch chiết ethanol 
của M. tomentosa có khả năng gây apoptosis trên tế bào ung thư cổ tử 
cung. Cụ thể, ở nồng độ 189 µg/ml, dịch chiết đã làm tăng tỷ lệ tế bào 
apoptosis sớm lên 25,9% so với đối chứng là 0,4% sau 24 giờ xử lý.

3.2. Khả năng liên kết với caspase của MA in silico

Mô hình docking phân tử của MA với các protein liên quan đến 
quá trình apoptosis trên dòng tế bào ung thư vú MCF-7 cho thấy, phân 
tử MA tương tác với nhiều amino acid tại trung tâm hoạt động của 
protein thông qua các liên kết hydrogen mạnh. Dựa trên con đường 
cascade kích hoạt caspase-3 để quá trình apoptosis diễn ra mạnh mẽ 
hơn, việc kích hoạt tốt hay khả năng tạo phức hợp caspase - hợp chất 
đích càng tốt và survivin bị ức chế càng mạnh thì hoạt tính gây chết 
tế bào ung thư càng cao [20]. Dựa trên kết quả thu được ở bảng 1 và 
mô hình tương tác 2D, 3D của MA với các protein, chúng tôi có thể 
chứng minh được khả năng kích hoạt caspase-3 của MA thông qua 
cơ chế kích hoạt trực tiếp caspase-3 hoặc gián tiếp dựa trên kích hoạt 
caspase-8, caspase-9 hay Apaf-1. MA có thể tạo liên kết hydrogen 
mạnh với Ser209 và Phe250 với giá trị năng lượng liên kết cao là 
6,9606 Kcal/mol, giá trị này chỉ thấp hơn chất ức chế TQ8 (N-[(2S)-
4-chloro-3-oxo-1-phenyl-butan-2-yl]-4-methyl-benzenesulfonamide) 
của caspase-3 và gần như tương đồng với 2 loại thuốc đang được 
sử dụng để điều trị ung thư vú ở người là Doxorubicin (IC50=4,39 
µM) [21] và Rafloxifene (IC50=10 µM) [22]. Trong nghiên cứu của 
X. Ma và cs (2017) [23], một triterpenoid có khung tương tự với 
MA là ursolic acid (UA), nhóm carboxylic của UA hình thành liên 
kết hydrogen với Ser và Agr trên protein caspase-3 (PDB ID: 5I4C). 
Quá trình tương tác này cũng được quan sát trên mô hình 2D nhóm 
carboxylic của MA, có hình thành liên kết hydrogen với Phe và tương 
tác với Arg, ngoài ra còn có liên kết hydrogen với Ser (hình 3). Với 
những bằng chứng thu được từ mô hình docking phân tử, MA hình 
thành phức hợp tốt với caspase-3 và kích hoạt quá trình apoptosis, 
chứng minh tính kháng tế bào ung thư vú MCF-7 của phân tử này.
Bảng 1. Kết quả docking phân tử của MA, Native ligand (NL), chất đối 
chứng (Doxorubicin, Rafloxifene) với protein kích hoạt caspase.

Protein
Docking score (Kcal/mol)

Loại liên kết AAs liên kết
MA NL Doxorubicin Rafloxifene

Apaf-1
(PDB ID: 1Z6T) -8,4969 -9,0508 - -

H-donor Asp32

H-acceptor Arg111

Caspase-3
(PDB ID: 2XYG ) -6,9606 -7,1375 -7,0313 -7,1838

H-acceptor Ser209

H-acceptor Phe250

Caspase-8
(PDB ID: 2C2Z) -6,8253 -8,4308

H-donor Lys253

-7,5334 -7,6949 H-acceptor Ser256

H-pi His317

Caspase-9
(PDB ID: 1NW9) -6,4453 -

H-donor Thr254

-7,3119 -7,9543 H-donor Gln240

H-acceptor Gln240

Survivin
(PDB ID: 2RAW) -6,5513 -

H-donor Leu87

-6,8293 -7,6180 H-acceptor Lys78
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Hình 3. Mô hình docking phân tử 2D và 3D của MA với caspase-3 (A), 
caspase-8 (B), caspase-9 (C), Apaf-1 (D) và Survivin (E). 

Bên cạnh đó, MA cũng cho thấy kết quả tương tác tốt với Apaf-1, một 
protein khi kết hợp với cyctochrome C sẽ tạo thành phức hợp apotosome, tiền 
chất trong tổng hợp caspase-3; tương tác khá tốt với caspase-8 và caspase-9, các 
protein khơi mào cho quá trình apoptosis [24]. Đáng chú ý, trong quá trình 
nghiên cứu quá trình docking phân tử, MA cũng cho thấy khả năng ức chế khi 
tạo thành phức hợp với survivin, một protein ức chế quá trình apoptosis [20]. 
Nhìn chung, với kết quả thu được từ thử nghiệm in silico, MA cho thấy khả 
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Hình 3. Mô hình docking phân tử 2D và 3D của MA với caspase-3 (A), caspase-8 (B), caspase-9 (C), Apaf-1 (D) và survivin (E).
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Bên cạnh đó, MA cũng cho thấy kết quả tương tác tốt với Apaf-
1, một protein khi kết hợp với cyctochrome C sẽ tạo thành phức hợp 
apotosome, tiền chất trong tổng hợp caspase-3; tương tác khá tốt với 
caspase-8 và caspase-9, các protein khơi mào cho quá trình apoptosis 
[24]. Đáng chú ý, trong quá trình nghiên cứu quá trình docking phân 
tử, MA cũng cho thấy khả năng ức chế khi tạo thành phức hợp với 
survivin, một protein ức chế quá trình apoptosis [20]. Nhìn chung, 
với kết quả thu được từ thử nghiệm in silico, MA cho thấy khả năng 
tương tác tốt với protein caspase, kích hoạt quá trình apoptosis thông 
qua cảm ứng caspase-3. 

Kết luận

Trong nghiên cứu này, chúng tôi nhận thấy hoạt chất MA có hoạt 
tính gây độc tế bào ung thư vú MCF-7 bằng cách gây ra quá trình chết 
tế bào theo chương trình. Phân tích docking phân tử đã cho thấy, MA 
có khả năng tương tác tốt với các protein caspase, kích hoạt quá trình 
apoptosis thông qua cảm ứng caspase-3. Kết quả của nghiên cứu này 
đã cho thấy MA được phân lập từ cây Thiết đinh Cà Ná tại tỉnh Ninh 
Thuận có tiềm năng phát triển như một loại thuốc chống ung thư. Tuy 
nhiên, để có kết luận chính xác hơn về con đường ức chế, cũng như 
vị trí cảm ứng của MA, các thử nghiệm về biểu hiện protein cần được 
thực hiện nhiều hơn, cũng như các nghiên cứu docking về tương tác 
của protein-protein, protein-protein-ligand cần được thực hiện thêm.
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