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MỞ ĐẦU 

Ung thư là một trong những nguyên nhân hàng đầu gây tử vong trên toàn thế 

giới. Có nhiều phương pháp để điều trị ung thư như phẫu thuật, xạ trị, điều trị bằng 

thuốc, liệu pháp kích thích phản ứng miễn dịch,.. Tùy từng loại ung thư và giai đoạn 

phát triển của nó, bác sĩ có thể sử dụng đơn lẻ hay kết hợp đồng thời nhiều phương 

pháp điều trị, trong đó xạ trị hầu hết được chỉ định đối với các bệnh nhân phát hiện 

ung thư ở giai đoạn muộn. Xạ trị là một trong các phương pháp trị liệu chính được 

sử dụng trong điều trị bệnh ung thư hiện nay. Tuy nhiên, phương pháp này có ảnh 

hưởng đến tế bào thường và tác dụng phụ của chúng lên sự chết của tế bào hay sự 

tăng sinh mô là những vấn đề khó khăn trong nhiều thập kỷ. Xạ trị có thể gây ra các 

phản ứng phụ cấp tính và mạn tính ảnh hưởng lớn tới chất lượng cuộc sống và thời 

gian sống của người bệnh. 

Xạ trị thường gây ra sự phá hủy DNA và sinh ra các dạng oxy phản ứng (ROS). 

Nồng độ ROS ở mức thấp sẽ duy trì các hoạt động sinh lý bình thường của tế bào. 

Sự phát sinh đột ngột số lượng lớn các gốc ROS sau xạ trị dẫn đến sự phá hủy 

DNA, các đại phân tử và màng của tế bào. Hơn nữa, sự sinh ra ROS gây mất cân 

bằng nội mô, ảnh hưởng đến hoạt động trao đổi chất bình thường của tế bào và kích 

hoạt các con đường tín hiệu tế bào, thông qua sự hoạt hóa của các yếu tố phiên mã, 

cytokine viêm như nuclear factor kappa light chainenhancer of activated B (NF-

κB), inteleukin 1β (IL-1β), interleukin 6 (IL-6), tumor necrosis factors (TNF-α) và 

một số enzyme chống oxy hóa bao gồm superoxide dismitase (SOD), catalase 

(CAT). Sự phát sinh các cytokine tiền viêm hay các nhân tố phiên mã quá mức sau 

xạ trị có thể tác động đến sự phát triển và di căn của tế bào ung thư. 

Liệu pháp chiếu xạ sử dụng các tia xạ một cách trực tiếp trên cơ thể bệnh nhân 

và gây ra tác dụng phụ cấp tính và mãn tính. Vì vậy, làm thế nào để giảm thiểu các 

tác dụng phụ và nâng cao sức khỏe cho các bệnh nhân điều trị ung thư bằng phương 

pháp xạ trị là một vấn đề được ưu tiên nghiên cứu. Từ cơ sở sinh học của liệu pháp 

chiếu xạ, để tăng cường khả năng bảo vệ tế bào lành, có thể tác động bởi các hướng: 
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(1)  giảm thiểu tác dụng trực tiếp của tia xạ đối với các tế bào lành; (2) tiêu thụ ROS  

được sinh ra trong quá trình xạ trị.  

Melanin là sắc tố tự nhiên có độc tính thấp, được tìm thấy rộng rãi ở hầu hết sinh 

vật sống, có khả năng hấp thụ tia xạ. Vai trò bảo vệ cơ thể trước tia cực tím, ngăn 

ngừa ung thư da của melanin đã được biết đến từ trước đó, tuy nhiên, chưa có nhiều 

các nghiên cứu để ứng dụng tính chất đặc biệt này của melanin ở lĩnh vực y sinh. 

Một trong các nguyên nhân chính yếu là tính chất khó tan của melanin. Vì vậy, 

chúng tôi thực hiện nghiên cứu - “Nghiên cứu chế tạo hạt melanin kích thước 

nano và đánh giá tác dụng bảo vệ tế bào trong điều kiện chiếu xạ” nhằm mục 

tiêu chế tạo hạt melanin có kích thước nhỏ hơn 1 µm (viết tắt: NMPs) và thử 

nghiệm khả năng bảo vệ tế bào sau quá trình xạ trị của NMPs trên hai mô hình in 

vitro và in vivo. 

1. Mục tiêu của luận án 

1. 1. Mục tiêu tổng quát 

Nghiên cứu chế tạo được hạt melanin kích thước nano và đánh giá tác dụng bảo 

vệ tế bào trong điều kiện chiếu xạ 

1.2. Mục tiêu cụ thể 

- Nghiên cứu chế tạo được melanin kích thước nano 

- Đánh giá khả năng bảo vệ tế bào lành của nano melanin trong điều kiện chiếu 

xạ ở  mô hình in vitro 

- Đánh giá khả năng bảo vệ tế bào lành và mô thường của nano melanin trong 

điều kiện chiếu xạ ở mô hình in vivo 

2. Nội dung nghiên cứu 

2.1. Nghiên cứu tạo nano melanin ở kích thước phù hợp cho nghiên cứu  

2.2. Thử nghiệm khả năng bảo vệ tế bào dưới sự tác động của tia X 

2.2.1 Đánh giá sự tác động của hạt NMPs lên một số chức năng sinh lý của tế 

bào trên mô hình in vitro 
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          - Đánh giá độc tính của hạt NMPs trên các dòng tế bào cần nghiên 

cứu. Xác định ngưỡng nồng độ không gây độc tế bào để sử dụng cho các nghiên 

cứu tiếp theo. 

- Đánh giá khả năng ức chế quá trình sinh mạch của NMPs 

- Đánh giá sự tác động của NMPs lên sự di chuyển của tế bào trên mô 

hình in vitro 

- Đánh giá khả năng gây lão hóa của hạt NMPs trên mô hình in vitro 

2.2.2. Đánh giá khả năng bảo vệ tế bào dưới tác động của tia X 

- Đánh giá khả năng sống sót của các tế bào sau chiếu xạ 

- Đánh giá khả năng sống của tế bào khi được điều trị bởi NMPs dưới 

tác dụng của tia xạ 

 - Phân tích sự thay đổi dấu ấn phân tử liên quan đến quá trình 

apoptosis và kháng oxy hóa của tế bào dưới tác dụng của NMPs trong điều kiện 

chiếu xạ 

2.3. Thử nghiệm khả năng bảo vệ tế bào thường và mô lành dưới tác động của 

tia X trên mô hình chuột mang khối u được xạ trị 

2.3.1. Đánh giá độc tính cấp của NMPs trên chuột thí nghiệm. Xác định 

ngưỡng nồng độ an toàn của NMPs để sử dụng trong các nghiên cứu tiếp theo 

2.3.2. Gây khối u dưới da ở chuột bằng tế bào ung thư phổi (3LL) 

2.3.3. Điều trị chuột mang khối u bằng phương pháp chiếu xạ tia X 

2.3.4. Đánh giá khả năng bảo vệ của NMPs đối với tế bào thường và mô lành 

bằng phương pháp hóa sinh, sinh học phân tử, tế bào và mô học 

3. Những đóng góp mới của luận án 

Melanin được xem như là một hợp chất bảo vệ tránh tác hại của phóng xạ  tiềm 

năng và có khả năng hấp thụ các gốc tự do phát sinh trong quá trình xạ trị. Tuy vậy, 

hiện nay chưa có nhiều các nghiên cứu đánh giá vai trò của melanin trong xạ trị ung 

thư. Trên thế giới chưa có nghiên cứu được thực hiện nhằm đánh giá vài trò của 

melanin cũng như cơ chế sinh học phân tử trong mối tương tác giữa melanin với các 
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phân tử khác trong các con đường tín hiệu tế bào nhằm ứng dụng vào trong thực tế 

điều trị ung thư. 

Trong nghiên cứu này, chúng tôi đã đóng góp một số điểm mới như sau:  

- Chế tạo melanin kích thước nano từ melanin có nguồn gốc từ tự nhiên và khảo 

sát sự ảnh hưởng của một số điều kiện tạo hạt bao gồm nhiệt độ, tốc độ khuấy từ, 

nồng độ kiềm (NH4OH và NaOH). 

- Nghiên cứu đã cơ bản đánh giá được vai trò của NMPs tác động lên các quá 

trình sinh lý của tế bào bao gồm: độc tính tế bào, làm lành vết thương, sự sinh mạch 

và lão hóa tế bào trên mô hình in vitro. Giá trị IC50 của NMPs trên dòng tế bào NIH 

3T3 và HaCaT lần lượt là 53 và 39 (μg/mL). Đối với dòng hUVEC, kết quả cho 

thấy không xác định được giá trị IC50 của NMPs trên dòng tế bào hUVEC ở dải 

nồng độ <100 (μg/mL). NMPs có khuynh hướng làm chậm khả năng di chuyển tế 

bào trong quá trình làm lành vết thương. Ở thời điểm 72 h bổ sung NMPs ở các 

nồng độ khác nhau, khả năng làm lành vết thương ở các giếng đối chứng, giếng bổ 

sung NMPs 75 µg/mL và 50 µg/mL, 25 µg/mL lần lượt 95%, 60%, 84%, và 89%. Ở 

mức liều độ 50 µg/mL, NMPs làm ức chế quá trình tạo mạch, tuy nhiên không gây 

lão hóa tế bào nội mô so với đối chứng. 

- Nghiên cứu đã đánh giá khả năng bảo vệ tế bào lành trên mô hình in vitro bằng 

xác định tỷ lệ sống sót của tế bào và dấu ấn phân tử liên quan dưới tác dụng của tia 

xạ của NMPs. NMPs làm tăng tỷ lệ sống sót của tế bào HaCaT (10%), giảm nhẹ tỷ 

lệ sống sót ở tế bào nội mô hUVEC và không có tác dụng bảo vệ trên dòng nguyên 

bào sợi da chuột. 

- Nghiên cứu đã thử nghiệm vai trò của NMPs trong xạ trị ung thư trên mô hình 

chuột gây u được xạ trị bằng tia X. NMPs làm giảm tình trạng viêm và xơ hóa nặng 

ở mô lách của chuột gây ung thư được xạ trị. NMPs làm tăng mức độ biểu hiện IL-2 

và TNF-α ở mô lách sau xạ trị tương ứng với 1,72 và 2,14 lần so với đối chứng. 

NMPs thúc đẩy sự sản sinh quần thể tế bào tua và tế bào T lần lượt 1,9 và 1,64 lần, 

tuy nhiên không làm thay đổi quần thể tế bào B trong mô lách của chuột gây u sau 

xạ trị. 



5 
 

4. Ý nghĩa khoa học của luận án 

Xạ trị là liệu pháp điều trị ung thư có hiệu quả được sử dụng rộng rãi và phổ 

biến nhất. Tuy nhiên, các tác dụng phụ của xạ trị lên bệnh nhân ung thư là vấn đề 

khó giải quyết triệt để trong nhiều thập kỷ. Trên cơ sở những hiểu biết về cơ chế tác 

động của tia xạ, hạn chế được tác dụng phụ của liệu pháp xạ trị là mục tiêu của 

nhiều nghiên cứu. Sàng lọc, nghiên cứu các hợp chất có nguồn gốc từ tự nhiên hay 

tổng hợp có khả năng bảo vệ trước tác hại phóng xạ là vấn đề có ý nghĩa khoa học 

và thực tiễn. Luận án cung cấp những dữ liệu khoa học mới về cách chế tạo hạt 

NMPs. Các dữ liệu thực nghiệm về khả năng bảo vệ tế bào thường và mô lành trong 

xạ trị của NMPs nhằm cung cấp cơ sở khoa học về một giải pháp mới để hạn chế 

tác dụng phụ của liệu pháp xạ trị cho bệnh nhân ung thư. 
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Chương 1. TỔNG QUAN CÁC VẤN ĐỀ NGHIÊN CỨU 

1.1. GIỚI THIỆU CHUNG VỀ UNG THƯ 

Ung thư là một trong các nguyên nhân hàng đầu gây tử vong trên toàn thế giới 

ngày nay. Trong năm 2012, có khoảng 14,1 triệu trường hợp ung thư được phát hiện 

mới và 8,2 triệu ca tử vong liên quan đến ung thư [Torre L.A, 2015], [DeSantis C.E, 

2015]. Ung thư là một nhóm các bệnh liên quan đến việc phân chia tế bào một cách 

không kiểm soát và những tế bào đó có khả năng xâm lấn những mô khác bằng cách 

phát triển trực tiếp vào mô lân cận hoặc di chuyển đến các vị trí ở xa so với ban đầu 

(di căn).  

 1.1.1. Dấu hiệu đặc trưng của bệnh ung thư 

Bên trong khối u bao gồm tập hợp nhiều tế bào với sự tăng sinh bất thường và 

có khả năng xâm lấn sang các mô xung quanh. Các tế bào bị phân chia liên tục, mất 

kiểm soát, và phát triển thành một khối ung biếu rõ ràng. Theo Douglas Hanahan, 

các tế bào khối u thường có các đặc điểm chung như sau [Hanahan D, 2000]: 

 Tín hiệu tăng sinh tế bào được duy trì liên tục và không nhạy cảm với các 

tín hiệu ngừng tăng sinh từ các tế bào xung quanh 

 Có khả năng tránh quá trình chết theo chương trình (apoptosis) của tế bào 

 Tế bào có khả năng phân chia bất tử 

 Có khả năng kích thích sự hình thành mạch máu bao quanh khối u 

 Có khả năng xâm lấn mô xung quanh và di căn 

Nguyên nhân gây nên ung thư bao gồm nhiều yếu tố như các vi sinh vật gây 

bệnh, chất độc trong khói thuốc lá, môi trường bị ô nhiễm, nhiễm phóng xạ, chất 

độc hóa học, chế độ ăn uống không lành mạnh, hay do yếu tố di truyền. Các nhân tố 

này có thể cộng hưởng lẫn nhau hoặc là nguyên nhân trực tiếp gây bệnh. Các ước 

tính gần đây của tổ chức Y tế thế giới dự đoán tỷ lệ mắc bệnh ung thư toàn cầu sẽ 

tăng 65% từ 14 triệu người năm 2012 lên hơn 22 triệu người vào năm 2030, và trở 

thành một vấn đề sức khỏe cộng đồng lớn ở tất cả khu vực trên thế giới. Hơn 60% 

số các ca ung thư mới hàng năm được phát hiện ở Châu Phi, Châu Á, Trung và Nam 

Mỹ, và tỷ lệ các ca tử vong ở các khu vực này chiếm 70% trên toàn thế giới. Ung 
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thư phổi và ung thư vú là những căn bệnh ung thư phổ biến nhất và cũng là nguyên 

nhân gây tử vong hàng đầu cho cả nam và nữ ở những nước đang phát triển. Ở 

những nước phát triển, ung thư tuyến tiền liệt là căn bệnh được chẩn đoán thường 

xuyên nhất ở nam giới. Ngoài ra, các bệnh về ung thư da, ung thư dạ dày hay đại 

trực tràng đều là những căn bệnh chiếm tỷ lệ tử vong cao ở cả nam và nữ [Torre 

L.A, 2015]. 

1.1.2. Một số phương pháp điều trị bệnh ung thư 

Cùng với sự phát triển của y học ngày nay, nhiều phương pháp được sử dụng để 

điều trị bệnh ung thư. Mỗi phương pháp điều trị đều có các ưu và nhược điểm riêng. 

Tuy nhiên, có 04 phương pháp điều trị chính được sử dụng rộng rãi là phẫu thuật, 

xạ trị, hóa trị, và liệu pháp miễn dịch. 

Phẫu thuật 

Là phương pháp điều trị ung thư chính lâu đời nhất và có hiệu quả rõ rệt đối với 

hầu hết các khối u rắn, nằm ở vị trí cô lập. Phẫu thuật còn có vai trò trong việc giảm 

nhẹ các triệu chứng và kéo dài thời gian sống cho bệnh nhân. Đây cũng là một 

phương pháp quan trọng được sử dụng để chẩn đoán chính xác tình trạng và giai 

đoạn bệnh thông qua các kết quả sinh thiết từ các phần mô và cơ quan được loại bỏ. 

Phẫu thuật được sử dụng để loại bỏ các khối u và tổn thương tổng thể. Tuy nhiên, 

điều này có thể dẫn đến tỷ lệ khối u tái phát cao và tỷ lệ bệnh nhân tử vong cao sau 

đó [Lind M.J, 2008]. 

Xạ trị 

Xạ trị là phương pháp sử dụng năng lượng bức xạ chiếu trực tiếp vào khối u để 

tiêu diệt tế bào ung thư. Đây là một trong các phương pháp chính để điều trị ung thư 

hiện nay. Tuy nhiên, phương pháp này có thể tạo nên các tác dụng phụ cấp tính và 

mãn tính cho bệnh nhân [Zhang Z, 2022]. 

Hóa trị liệu 

Là phương pháp sử dụng một số hợp chất hóa học theo liệu trình để tiêu diệt tế 

bào ung thư. Đây là phương pháp thường được sử dụng sớm hơn trong điều trị để 

bổ sung chất hỗ trợ cho các biện pháp phẫu thuật hoặc xạ trị nhằm kéo dài thời gian 
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sống cho bệnh nhân, đặc biệt ở những trường hợp ung thư có khả năng tái phát và di 

căn  [Lind M.J, 2008]. 

Liệu pháp miễn dịch 

Là phương pháp tác động vào hệ thống miễn dịch để tiêu diệt tế bào ung thư. Hệ 

miễn dịch của động vật bậc cao bao gồm miễn dịch bẩm sinh và miễn dịch thích 

ứng. Ở phản ứng miễn dịch bẩm sinh, khi có các tác nhân kháng nguyên xâm nhập 

vào cơ thể, các tế bào bạch cầu đơn nhân, đại thực bào, tế bào tua và tế bào chết tự 

nhiên được sản sinh và tồn tại trong thời gian ngắn để đáp ứng lại với sự xâm nhập 

của các tác nhân gây hại. Ở miễn dịch thích ứng, sự  tác động giữa các tế bào trình 

diện kháng nguyên với tế bào T và B – lymphocytes được ghi nhận. Miễn dịch thích 

ứng tạo nên trí nhớ miễn dịch và điều hòa cân bằng nội mô miễn dịch của vật chủ 

[Bonilla F.A, 2010], [Akkın S, 2021]. Liệu pháp miễn dịch có thể tác động lên hệ 

thống miễn dịch của bệnh nhân để kích thích chúng tự sản sinh ra các tế bào miễn 

dịch thúc đẩy việc tiêu diệt tế bào ung thư. Ngoài ra, các tế bào miễn dịch có thể 

được tách và nuôi cấy trong môi trường chuyên biệt ở bên ngoài cơ thể và được 

truyền cho người bệnh để tăng cường các phản ứng kháng u. Liệu pháp miễn dịch 

đã làm thay đổi đáng kể khả năng sống sót và chất lượng cuộc sống của bệnh nhân. 

Tuy vậy, ứng dụng liệu pháp miễn dịch để điều trị ung thư vẫn còn có nhiều thách 

thức do các loại ung thư đều không giống nhau và phản ứng với các yếu tố miễn 

dịch rất khác nhau. Mặt khác, cho đến nay, có rất ít các nghiên cứu về độc tính cũng 

như các dữ liệu để dự báo về phản ứng của hệ miễn dịch của bệnh nhân khi có sự 

tác động can thiệp từ bên ngoài [Lind M.J, 2008], [Esfahani K, 2020]. 

 1.2. XẠ TRỊ UNG THƯ VÀ PHƯƠNG PHÁP XẠ TRỊ UNG THƯ 

Xạ trị là phương pháp điều trị ung thư được sử dụng phổ biến nhất hiện nay với 

giá thành rẻ. Phương pháp xạ trị sử dụng bức xạ ion hóa để tiêu diệt khối u nhằm 

chữa bệnh hoặc cải thiện triệu chứng. Trong các phương pháp chính để điều trị ung 

thư, phẫu thuật là phương pháp được sử dụng sớm nhất. Phương pháp xạ trị được ra 

đời vào đầu thế kỷ 20 và cùng với phương pháp hóa trị được sử dụng sau đó đã góp 
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phần không nhỏ vào việc tăng hiệu quả điều trị và cải thiện chất lượng cuộc sống 

của bệnh nhân ung thư trong nhiều thập kỷ qua. 

1.2.1. Phương pháp sử dụng tia xạ để điều trị ung thư và các loại tia xạ thường 

dùng trong điều trị ung thư 

 Xạ trị là phương pháp điều trị được sử dụng trong trường hợp thu nhỏ kích 

thước khối u,  giảm thiểu khả năng di căn của khối u hoặc được sử dụng để dự 

phòng ở một số mô và cơ quan có nguy cơ cao bị ung thư di căn. Những năm qua, 

cùng với sự tiến bộ về kỹ thuật của các máy gia tốc cung cấp nguồn tia xạ và tối ưu 

phác đồ xạ trị đã mang đến lợi ích to lớn cho bệnh nhân, đặc biệt là tăng khả năng 

sống sót và kéo dài tuổi thọ cho các bệnh nhân bị ung thư ở giai đoạn muộn [Shinde 

A, 2018]. Trong phương pháp xạ trị cho bệnh nhân ung thư, các tia xạ thường được 

cấp từ nguồn phát xạ ở bên ngoài cơ thể bệnh nhân hoặc nguồn phóng xạ được đưa 

xuyên qua mô, đặt gần vị trí khối u. Các loại tia xạ thường được dùng trong điều trị 

ung thư bao gồm bức xạ photon, bức xạ hạt, bức xạ ion nặng. 

 Bức xạ photon bao gồm tia X và tia gamma, là hai loại tia xạ thường gặp phổ 

biến nhất hiện nay trong điều trị ung thư. Tia X được khuyến nghị sử dụng trong 

các trường hợp khối u ở vị trí bề mặt như ung thư da và các mô mềm. Tia X có 

bước sóng từ 100 pm - 10 nm, mức năng lượng của tia X dao động trong khoảng 

200–500 Kpv. Tia X được phát xạ bởi các nguồn Cobalt 60, sesium, radium. Tia 

gamma được tạo ra bởi sự phát xạ của hạt nhân nguyên tử và có bước sóng ngắn 

hơn tia X. Nguồn phát xạ tia gamma trong tự nhiên được ứng dụng thông thường là 

potassium - 40. Đây là loại tia xạ có bước sóng nhỏ hơn 100 pm mang mức năng 

lượng lớn. Nó được sử dụng để điều trị các khối ung thư nằm sâu hơn bên trong cơ 

thể [Baskar R, 2012]. 

 Bức xạ hạt bao gồm chùm electron, neutron, proton. Chùm bức xạ được sử 

dụng trong xạ trị các khối u có vị trí gần bề mặt hay nằm sâu bên trong cơ thể. Đây 

là chùm tia có khả năng đâm xuyên tốt với gia tốc lớn và mức năng lượng cao hơn 

chùm bức xạ photon. Đồng thời, các bức xạ hạt cho phép phân bố liều chiếu tốt, khả 

năng tích lũy năng lượng ở vị trí khối u và hạn chế được tác hại lên các tế bào lành 
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và mô xung quanh. Tuy nhiên, nguồn phát xạ và thiết bị phát bức xạ hạt có giá 

thành cao, tốn kém. Do vậy, bức xạ photon vẫn được sử dụng phổ biến hiện nay và 

bức xạ hạt tiếp tục được nghiên cứu tối ưu để có thể thay thế bức xạ photon trong 

tương lai [Baskar R, 2012].  

Các nghiên cứu về hiệu quả của các tia bức xạ truyền năng lượng tuyến tính thấp 

như tia X, tia gamma, tia electron và các tia bức xạ năng lượng cao như tia neutron, 

proton, ion nặng, hạt alpha, được xem xét ở nhiều khía cạnh. Tác dụng sinh học của 

chúng phụ thuộc vào tốc độ phát xạ, liều hấp thụ, phân đoạn liều hấp thụ, thể tích 

của mô được chiếu xạ. Ngoài ra, sự phản ứng của tế bào với tia xạ còn bị ảnh hưởng 

bởi các yếu tố môi trường xung quanh mà tế bào phụ thuộc. Bên cạnh đó, nền tảng 

di truyền và tốc độ tăng sinh tế bào là các yếu tố ảnh hưởng đến sự sống sót của tế 

bào sau xạ trị [Krishnan S, 2016], [Wang C.K, 2010].  

1.2.2. Những ưu điểm của phương pháp xạ trị  

Xạ trị là phương pháp được chỉ định trong một số phác đồ điều trị bệnh ung thư. 

Nó có thể đứng độc lập hoặc kết hợp với một số phương pháp khác để tăng cường 

hiệu quả. Trong những năm gần đây, hơn một nửa bệnh nhân mắc bệnh ung thư ở 

các nước thu nhập thấp và trung bình đều sử dụng liệu pháp chiếu xạ để điều trị 

bệnh. Liệu pháp chiếu xạ thường được sử dụng ở ba mục tiêu chính với nhiều ưu 

điểm bao gồm xạ trị triệt căn, xạ trị giảm nhẹ triệu chứng và xạ trị bổ trợ [Barton 

M.B, 2006]. 

 Xạ trị triệt căn thường được dùng trong mục tiêu tiêu diệt hoàn toàn khối u để 

điều trị bệnh, được xem là một liệu pháp có chi phí thấp và hiệu quả về mặt kinh tế. 

Phương pháp này thường dùng cho các khối u mô đệm ở các vị trí cụ thể như tai, 

mũi, tứ chi, mí mắt, ung thư biểu mô, ung thư biểu mô tuyến hậu môn, ung thư 

nguyên bào tủy. Trong nhiều trường hợp, xạ trị có khả năng điều trị khỏi bệnh nhân 

ung thư ở giai đoạn sớm và ít gây ảnh hưởng tới các tổ chức lân cận [Kay Chul-

Seung, 2013]. Xạ trị có khả năng cải thiện việc kiểm soát cục bộ khối u thông qua 

kiểm soát khả năng tăng sinh khối u, giảm tái phát và cải thiện tỷ lệ sống sót ở một 

số bệnh ung thư ở giai đoạn muộn [Barton M.B, 2006], [Baskar R, 2017].  
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Xạ trị làm giảm nhẹ triệu chứng, nâng cao chất lượng sống cho bệnh nhân ung 

thư. Ở mục tiêu này, xạ trị được chỉ định để giảm đau đớn cho bệnh nhân (đặc biệt 

là đau xương khớp), kiểm soát xuất huyết, nấm và loét da do hệ miễn dịch bị suy 

giảm, tắc nghẽn nội tạng do sự co lại hoặc tăng sinh của khối u tạo nên sự thay đổi 

về không gian trong các mô thường. Ngoài ra, nó cũng có thể làm giảm nhẹ triệu 

chứng nguy kịch của bệnh nhân ung thư như tắc tĩnh mạnh chủ trên, chèn ép tủy 

sống, tăng áp lực bên trong sọ não do tình trạng ung thư di căn lên não [Rastogi M, 

2012], [Ashby M, 1991]. 

Xạ trị bổ trợ được sử dụng để mô tả phương pháp điều trị ung thư bổ trợ sau các 

phác đồ điều trị chính. Ví dụ như sau phẫu thuật, khi các khối u được loại bỏ hoàn 

toàn, xạ trị bổ trợ được chỉ định để giảm nguy cơ về mặt xác suất khi vẫn còn lại 

những tế bào ung thư chưa được phát hiện và loại bỏ. Liệu pháp bổ trợ hỗ trợ cho 

phác đồ điều trị chính để tăng hiệu quả của điều trị. Xạ trị bổ trợ thường được sử 

dụng cho các bệnh nhân sau khi phẫu thuật ung thư vú hoặc ung thư hậu môn, ung 

thư tuyến tụy. Trong một vài trường hợp, xạ trị bổ trợ được thực hiện trước khi 

phẫu thuật để thu nhỏ khối u, giúp việc phẫu thuật diễn ra dễ dàng hơn và có thể bảo 

toàn được các mô lành xung quanh khối u tốt nhất [Viani G.A, 2019]. 

 1.2.3. Cơ chế gây độc của tia xạ lên tế bào thường và mô lành và các tác dụng 

phụ do xạ trị ở bệnh nhân ung thư 

Xạ trị là phương pháp điều trị hiệu quả và ít tốn kém về kinh tế cho các bệnh 

nhân bị ung thư. Tuy nhiên, phương pháp này có nhiều tác dụng phụ, ảnh hưởng 

đến chất lượng cuộc sống của bệnh nhân. Sở dĩ như vậy vì cơ chế tác động của tia 

xạ lên tế bào ung thư cũng như tế bào thường đều có sự tương đồng. Vị trí các khối 

u ở xen kẽ trong các mô thường, và các tế bào ung thư còn nằm rải rác trong rất 

nhiều cơ quan khác nhau và có thể di căn. Khi chiếu xạ, tia xạ phá hủy tế bào theo 

một số cơ chế được mô tả ở hình 1.1. Xạ trị tác động lên tế bào thường và mô lành 

theo các hướng khác nhau. Năng lượng tia xạ phá hủy màng tế bào và các bào quan 

bên trong tế bào. Xạ trị có thể trực tiếp làm đứt gãy DNA dẫn đến chết tế bào hoặc 

gây đột biến và làm mất ổn định hệ gen. Chúng được tích lũy qua các lần phân chia  
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và có thể dẫn đến các tác dụng phụ mãn tính như xơ hóa các mô, cơ quan. Ngoài ra 

xạ trị làm phát sinh đột ngột số lượng lớn các gốc tự do tấn công và phá hủy các đại 

phân tử sinh học bên trong tế bào nhưng đường, lipit, DNA..Xạ trị còn tác động lên 

các enzyme có vai trò giữ cân bằng nội mô làm rối loạn sự chuyển hóa bên trong tế 

bào.   

Các tổn thương do tia xạ gây ra ở màng tế bào, màng nhân, lyzosome, hay sự đứt 

gãy sợi đôi, sợi đơn DNA dẫn đến sự tiêu diệt tế bào ung thư bên trong khối u một 

cách nhanh chóng và hiệu quả. Các loại bức xạ khác nhau có cơ chế tác động lên tế 

bào là khác nhau. Bức xạ hạt và bức xạ ion nặng có mức năng lượng lớn hơn bức xạ 

photon. Chúng có khả năng trực tiếp phá hủy DNA trong khi cơ chế chủ yếu của 

bức xạ photon là gián tiếp thông qua sự phát sinh số lượng lớn ROS. Tế bào bị mất 

khả năng phân chia bình thường khi bị tổn thương bởi tia xạ. Tế bào có thể kích 

hoạt  quá trình chết theo chương trình sau khi bị chiếu xạ, hoặc có thể phân chia vài 

lần trước khi chết và biến mất khỏi khối u [Hellman S, 1995]. 

Sự phát sinh ROS sau xạ trị là do sự phân giải phóng xạ của nước bên trong và 

bên ngoài tế bào. Quá trình này sản sinh ROS và diễn ra trong khoảng thời gian cực 

ngắn nano giây. Các ROS gần như ngay lập tức được tạo ra bao gồm superoxide, 

singlet oxygen, hydroxyl radical, hydrogen peroxide. Tốc độ tạo ra ROS sau quá 

trình xạ trị ở mức liều 2 Gy được Pollycove M cùng các cộng sự ước tính, có trung 

bình khoảng 109 ROS phát sinh,  dẫn đến khoảng 106 vị trí tổn thương DNA oxy 

hóa, 105 vị trí đứt gãy sợi đơn DNA và 1 đứt gãy sợi kép DNA mỗi tế bào mỗi ngày 

[Pollycove M, 2003]. 

Tác động gây chết bởi sự phát sinh ROS sau quá trị chiếu xạ có thể theo cơ chế 

trực tiếp hoặc gián tiếp. Khi ROS trực tiếp tấn công làm đứt gãy DNA, có thể dẫn 

đến chết tế bào. Ngoài ra, ROS ở trạng thái không bền, dễ dàng liên kết với các đại 

phân tử sinh học bên trong tế bào làm thay đổi cấu trúc và chức năng của chúng. 

Điều này dẫn đến kích hoạt cơ chế tự sửa chữa của tế bào. Trong một số trường 

hợp, tế bào có thể tự phục hồi hoàn toàn khi sự tổn thương gây không quá lớn. Tuy 
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nhiên, phần lớn trong số đó là các tổn thương oxy hóa không thể phục hồi dẫn đến 

sự chết tế bào (hình 1.1).  

 

Hình 1.1. Các phản ứng hóa sinh chính xảy ra bên trong tế bào dưới tác động của 

tia xạ. Hình ảnh được cải biên từ nguồn [Mishra K.N, 2018]. 

Những tổn thương ở giai đoạn sớm sau khi chiếu xạ vài giây đến vài giờ được 

ghi nhận như các hiệu ứng ngay lập tức tác động lên tế bào như sự đứt gãy của sợi 

đôi DNA, sợi đơn RNA, hiệu ứng tác động của các gốc ROS khi bị tăng số lượng 

một cách đột ngột do quá trình ion hóa phân tử nước. Sự phá hủy DNA và sự sinh 

ra ROS sẽ dẫn tới sự kích hoạt các yếu tố phiên mã, các cytokine viêm và tiền viêm 

như IL-6, IL-2, TNFα, NF-κB, enzyme SOD, CAT thông qua các con đường liền 

vết thương (wound healing) và tăng cường apoptosis [Pico J.L, 1998]. Bên cạnh đó, 

các gốc tự do cũng có thể kích hoạt các con đường truyền tín hiệu tế bào sớm, dẫn 

đến sự đáp ứng sai lệch của tín hiệu và gây rối loạn trong quá trình trao đổi chất 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Mishra+KN&cauthor_id=29990850
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bình thường của tế bào [Wei J, 2019], [Yahyapour R, 2018a], [Yahyapour, 2018b], 

[Pollycove M, 2003].  

Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate oxidases hay NADPH oxidase là các 

enzyme liên kết với màng quay về hướng không gian bên ngoài tế bào. Chúng bao gồm 

NOX1, NOX2, NOX3, NOX4  và LOX (Lysyl oxidase). Các enzyme này có vai trò 

quan trọng trong việc cân bằng nội mô. Xạ trị có thể tác động lên sự hoạt động ổn định 

của hệ thống enzyme này dẫn đến những rối loạn trong quá trình trao đổi chất của tế 

bào. Ngoài ra, năng lượng tia xạ  tác động lên hệ thống oxy hóa/khử  bên trong tế bào, 

gây căng thẳng oxy hóa, tạo oxit nitric gây độc cho tế bào [Wei J, 2019], [Yahyapour 

R, 2018b]. 

NADPH oxidase (NOXs) là một enzyme có chức năng vận chuyển electron từ  

NADPH tới các phân tử oxy hoặc H2O2. Sự chuyển hóa này được mô tả theo 

phương trình: NADPH + 2O2 = NADP+ 2O2*+ H+ 

Đây là nhóm enzyme nằm trong các cấu trúc màng như ty thể bao gồm NOX1, 

NOX2, NOX3, NOX4 (NOXs) có vai trò quan trọng nhất. Chúng tham gia vào chuỗi 

hô hấp của tế bào sau chiếu xạ [Wei J, 2019], [Yahyapour R, 2018a]. Khi tia xạ tác 

động lên tế bào, các enzyme NOXs sẽ bị hoạt hóa theo các cách khác nhau. Đồng 

thời, các cytokin và chemokin gây viêm như TGF-β (transforming growth factor 

beta), TNF-α, IL-1, và IFN-γ (interferon gamma) cũng tham gia vào quá trình hoạt 

hóa các NOXs. Các chức năng sinh lý của NADPH oxidase được biết đến liên quan 

đến việc bảo vệ tế bào, truyền tín hiệu tế bào, điều hòa biểu hiện gen và biệt hóa tế 

bào. Thời gian gần đây, việc nghiên cứu các NOXs được xem như là mục tiêu quan 

trọng trong việc tìm thuốc điều trị ung thư. Các nghiên cứu tập trung vào vai trò của 

các NOXs trong việc ức chế quá trình apoptosis của tế bào hay tăng sinh khối u, di 

căn [Gagnière J, 2017]. 

NOX1 được biểu hiện bởi ở nhiều loại tế bào gồm tế bào nội mô trong tử cung, 

tuyến tiền liệt và nhau thai, biểu mô ruột kết, tế bào hủy xương. Nó cũng có thể 

được biểu hiện trong một số khối u ác tính bao gồm ung thư ruột kết và khối u ác 

tính [Fu X.J, 2014]. Nghiên cứu trước đó đã báo cáo việc ức chế NOX1 làm giảm 
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quá trình tạo sợi xơ hóa ở phổi sau xạ trị trên mô hình chuột vì NOX1 có thể hạn chế 

sự lắng đọng colagen do bức xạ gây nên. NOX2 là một phân nhóm của NADPH 

oxidase. Nghiên cứu của Najafi M và cộng sự đã cho thấy có sự gia tăng mức độ 

biểu hiện của NOX2 và NOX4 sau chiếu xạ ở mô phổi chuột. Nghiên cứu trước đó 

cũng đã chỉ ra có mối liên hệ giữa tổn thương tuyến nước bọt và NOX2 sau xạ trị 

[Choi S.H, 2016], [Najafi M, 2018]. 

Việc nghiên cứu vai trò của NOX3 trong tổn thương do bức xạ còn nhiều hạn 

chế. ShinY.S và các cộng sự có xác nhận sự thay đổi mức độ biểu hiện của NOX3 ở 

các mô niêm mạc của chuột sau chiếu xạ. Sự biểu hiện của NOX3 có liên hệ mất 

thiết với triệu chứng loét niêm mạc miệng sau chiếu xạ [Shin Y. S, 2013]. Trong 

bệnh ung thư đại trực trạng, NOX4 tăng mức độ biểu hiện ở các mô ung thư. NOX4 

thúc đẩy quá trình chết của tế bào ung thư thông qua di cư và xâm lấn bằng cách 

điều chỉnh sự biểu hiện của các gen có liên quan [Lin X.L, 2017]. 

Lysyl oxidase (LOX) là một amine oxidase do tế bào tiết ra và có khả năng tạo 

liên kết với collagen và elastin trong không gian ngoại bào. LOX làm tăng độ bền 

và độ cứng của mô. Nó đóng vai trò quan trọng trong quá trình hình thành và sửa 

chữa các mô liên kết. Theo Shen C.J và các cộng sự, khi chiếu xạ không làm tăng 

mức độ dịch mã của LOX tuy nhiên làm tăng tiết LOX trên mô hình in vivo và in 

vitro [Shen C.J, 2014]. 

1.2.4. Các hiệu ứng bức xạ lên tế bào và cơ thể 

Ảnh hưởng của bức xạ lên cơ thể được M. I. Koukourakis và các cộng sự  có thể 

chia ra 05 cấp độ [Koukourakis M.I, 2012] bao gồm hiệu ứng bức xạ sớm cấp độ I, 

II, III, IV, V. Sự phân chia cấp độ này dựa trên sự tác động của tia xạ lên cơ thể từ 

mức độ phân tử đến tế bào, mô và cơ quan. 

Hiệu ứng bức xạ sớm mức độ I được xem xét ở khả năng suy giảm tế bào dưới 

tác động của tia xạ. Hiệu ứng bức xạ sớm loại I ở mức độ gây chết của tế bào và sự 

suy giảm tế bào của một mô và tế bào gốc. Ở mức liều cao >80 Gy có thể tiêu diệt 

được hoàn toàn các tế bào thuộc cơ quan tạo máu. Trong lâm sàng, liều dùng trong 

xạ trị thường < 80 Gy [Koukourakis M.I, 2012]. 
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Hiệu ứng bức xạ sớm mức độ II khi có sự đáp ứng kích hoạt một số gen sau xạ 

trị. Năng lượng tia xạ kích hoạt một số gen phản ứng, liên quan đến một số  rối loạn 

chức năng tế bào và mô. Trong trường hợp này, bức xạ làm tăng tính thấm thành 

mạch, gây phù nề mô. Các yếu tố tăng trưởng và các cytokine viêm bị kích thích 

sản xuất trong các nguyên bào sợi và tế bào nội mô. Đồng thời, sự tăng số lượng đại 

thực bào gây nên tình trạng viêm sau xạ trị. Đây là tổn thương phóng xạ sớm diễn ra 

bên trong tế bào và nó là kết quả của việc kích hoạt chuỗi phản ứng của các gen liên 

quan đến viêm, tính thấm thành mạch, hình thành mạch máu, ức chế apoptosis và 

một số gen khác [Tsoutsou P.G, 2006], [Koukourakis M.I, 2012].  

Hiệu ứng bức xạ muộn mức độ III khi có sự thay đổi chức năng và rối loạn trong 

tổ chức cơ quan. Năng lượng tia xạ gây rối loạn tổ chức ở mô. Ở hiệu ứng bức xạ 

sớm mức độ II, các nguyên bào sợi và thành mạch bị tổn thương. Những tổn thương 

này sẽ được tích lũy dần theo thời gian và tiến triển thành các rối loạn tổ chức mô 

và cơ quan vĩnh viễn, làm thay đổi chứ năng của chúng. Các dấu hiệu như phù nề 

hay xơ hóa là các biểu hiện lâm sàng thường thấy ở những mô bị tác động bởi tia xạ 

có cường độ mạnh. Các tổn thương nặng có thể gây hoại tử. Những rối loạn chức 

năng này được biểu hiện ở giai đoạn muộn sau 6 tháng thậm chí là 2-3 năm sau khi 

chiếu xạ [Tsoutsou P.G, 2006]. 

Hiệu ứng bức xạ mức độ IV được thể hiện ở việc tổn thương do bức xạ không 

chỉ dừng lại ở mô, cơ quan của một cá thể bị chiếu xạ mà có sự đột biến ở vật chất 

di truyền. Những thay đổi này được di truyền sang thế hệ kế tiếp và gây bệnh như 

khối u máu ác tính (nếu đột biến ở tế bào máu), hay khối u rắn (nếu đột biến ở các 

tế bào biểu mô hoặc mô liên kết). Đột biến ở tế bào gốc có thể biểu hiện ra các tính 

trạng nhiều thế hệ khác nhau [Travis L.B, 2006]. 

Hiệu ứng bức xạ ở mức độ V có ảnh hưởng sinh học lên những tế bào không 

chịu tác động trực tiếp của tia xạ và ở xa vị trí được chiếu xạ. Những tác động này 

bao gồm tổn thương DNA, mất ổn định nhiễm sắc thể, đột biến và apoptosis. Ngoài 

ra, hiệu ứng bức xạ ở mức độ V là hiệu ứng bức xạ gây ra ở các tế bào, cơ quan, 

hoặc toàn bộ cơ thể, nơi không nhận sự chiếu xạ trực tiếp. Hiệu ứng này là kết quả 
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của sự truyền tín hiệu phân tử bằng phương thức cận tiết hoặc thông qua các phân 

tử được tiết ra và tuần hoàn trong máu, gây tổn thương các cơ quan ở nơi xa vị trí 

chiếu xạ. Trong trường hợp này, tế bào mặc dù không bị chiếu xạ trực tiếp nhưng 

vẫn xảy ra tổn thương DNA tương tự như ở những tế bào bị chiếu xạ bao gồm sự 

đứt gãy sợi đơn, sợi kép dẫn đến sự bất ổn định trong hệ gen gia tăng [Baskar R, 

2010]. 

Để giảm thiểu các tác dụng phụ trong quá trình xạ trị, phát triển phương pháp 

chiếu xạ hay nghiên cứu các hợp chất có khả năng bảo vệ trước tác hại của phóng 

xạ là những mục tiêu nghiên cứu đáng chú ý. 

1.3. CÁC ĐẶC TÍNH CỦA CÁC HỢP CHẤT CÓ KHẢ NĂNG BẢO VỆ TRÁNH 

TÁC HẠI CỦA PHÓNG XẠ  

Sự phát triển các phương pháp chiếu xạ bao gồm tối ưu liều chiếu xạ, tối ưu góc 

độ tiếp xúc giữa khối u với tia xạ, và phát triển hệ thống quan sát bằng hình ảnh 

theo thời gian thực của khối u đích trong suốt thời gian trị liệu hay tìm kiếm các 

nguồn phát xạ khác nhau. Điều này sẽ làm tăng tính hướng đích và định hướng năng 

lượng tia xạ trực tiếp lên khối u đồng thời giảm thiểu tác hại của việc chiếu xạ lên 

các mô thường. Tuy nhiên, hướng tiếp cận này gặp nhiều khó khăn khi vị trí khối u 

nằm sâu và lẫn vào trong các mô và cơ quan bình thường. Mặt khác, những tế bào 

mặc dù ở xa vị trí chiếu xạ,vẫn chịu ảnh hưởng lớn bởi năng lượng của tia xạ do 

hiệu ứng bức xạ. Vì vậy, việc tối ưu phương pháp chiếu xạ chưa đủ để loại bỏ tác 

hại của tia xạ lên tế bào thường và mô lành. 

Một hướng tiếp cận khác là nghiên cứu phát triển các chất có khả năng bảo vệ 

trước tác động của tia xạ để phân bố thuốc vào vùng có các tế bào lành và mô 

thường nhằm hạn chế tác dụng phụ của tia xạ. Một số nghiên cứu theo hướng này 

đã phát triển, sàng lọc các chất gây nhạy cảm bức xạ và các chất bảo vệ bức xạ. Đây 

là các hóa chất có thể cải biến sự đáp ứng của tế bào đối với tia xạ. Các chất gây 

nhạy cảm bức xạ đã làm cho tế bào ung thư trở nên nhạy cảm hơn tới tác dụng của 

liệu pháp xạ trị. Nhiều chất đã được nghiên cứu và được ứng dụng trong lâm sàng 

như 5-fluorouracil và amifostine [Nguyen N.P, 2003], [Fernandes J.M, 2020]. 
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1.3.1. Cơ chế phân tử, tế bào của các hợp chất có tác dụng bảo vệ khỏi tác hại của bức 

xạ 

Tia xạ tác động lên tế bào theo nhiều hướng khác nhau. Các phản ứng để bảo vệ 

sự sống sót của tế bào cũng có thể được kích hoạt theo nhiều cơ chế. Hình 1.2 mô tả 

các mục tiêu phân tử và tế bào khác nhau của các hợp chất có tác dụng bảo vệ tránh 

tác hại của phóng xạ . 

 

Hình 1.2. Sơ đồ cơ chế bảo vệ tế bào của một số hợp chất có khả năng bảo vệ tránh 

tác hại của phóng xạ . Hình ảnh được cải biên từ nguồn [Mun G-I, 2018]. 

Từ các thông tin về cơ chế tác động của tia xạ lên tế bào, trên cơ sở đó, các hợp 

chất có khả năng bảo vệ tránh tác hại của phóng xạ  được nghiên cứu và sàng lọc. 

Những hợp chất này có khả năng giảm thiểu tổn thương do tia xạ gây ra và các triệu 

chứng nhiễm độc phóng xạ bằng các nhóm cơ chế khác nhau. Các hợp chất này có 

khả năng hấp thụ ROS, kích hoạt các enzyme liên quan đến việc sửa chữa đứt gãy 

DNA, kích thích tạo máu và hệ thống miễn dịch hoặc tương tác với các protein 

trong các con đường truyền tín hiệu và apoptosis  hoặc kháng viêm (hình 1.2). Các 
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hợp chất có khả năng bảo vệ tránh tác hại của phóng xạ  có thể có một hoặc một số 

cơ chế bảo vệ tế bào. 

1.3.2.  Các chỉ tiêu và đặc tính của các chất bảo vệ khỏi tác hại của bức xạ 

Một trong những nghiên cứu sớm nhất về chất bảo vệ bức xạ trên đối tượng 

động vật được dẫn đầu bởi Alexander Peter và được tài trợ bởi chính phủ Mỹ đã 

cung cấp những dữ liệu đầu tiên về tác động của bức xạ lên sự biểu hiện của các hội 

chứng liên quan đến tỷ lệ tử vong do sự ảnh hưởng phơi nhiễm bức xạ kéo dài. 

Đồng thời, nghiên cứu đã làm sáng tỏ một số cơ chế của quá trình tác động của tia 

xạ lên cơ thể sống [Peter Alexander, 1962]. 

Năm 1949, Path và cộng sự đã chứng minh rằng, khi tiêm cystein vào tĩnh mạch 

chuột trước khi chiếu xạ tia X khoảng 1h ở các liều lượng khác nhau có khả năng 

làm tăng mức độ sống sót của nhóm chuột sau 3 tuần lên 80%. Các kết quả này đã 

được chứng minh thêm sau đó bởi các công trình nghiên cứu các dẫn xuất của 

cystein như với các dẫn xuất cysteine là cysteamine (b-mercaptoethyl-amine) và 

glutathione (GSH) [Chapman W.H, 1950)], [Patt  H.M,1949], [Bacq Z.M, 1951]. 

Trong chiến tranh thế giới lần thứ 2, hơn 4400 hợp chất được tổng hợp và thử 

nghiệm khả năng bảo vệ bức xạ của chúng. Kết quả sàng lọc ở trên quy mô lớn đã 

tìm ra  amifostine có hiệu quả cao nhất trong số các hợp chất được tổng hợp đó có 

khả năng bảo vệ các cá thể bị ảnh hưởng bởi bức xạ. Đây là một aminothiol được 

phosphoryl hóa có tiềm năng chọn lọc bảo vệ các mô bình thường khỏi bị tổn 

thương bởi stress oxy hóa liên quan đến hóa trị và xạ trị ung thư. Amifostine là một 

hợp chất có công thức cấu tạo C5H15N2O3PS. Khả năng bảo vệ bức xạ của 

amifostine được chứng minh bởi nhóm hợp chất sulfhydryl có nhiều vai trò  bao 

gồm sửa chữa các tổn thương DNA do bức xạ gây ra, khả năng quét gốc tự do, làm 

ổn định hệ gen, điều chỉnh sự trao đổi chất của tế bào, điều chỉnh sự tiến triển của 

chu kỳ tế bào, tăng cường các enzym sửa chữa DNA, và hấp phụ kim loại [Weiss 

J.F, 2009], [Vijay K, 2019].  

Các hợp chất bảo vệ bức xạ là những hợp chất có khả năng bảo vệ tế bào thường 

tránh khỏi những tác dụng phá hủy của tia xạ. Các hợp chất này được phân loại dựa 
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vào đặc tính sinh học và chức năng bảo vệ tế bào trước tia xạ [Krishnan S, 2016], 

[Velpula N, 2013], [Mishra K, 2018]. Một số đặc tính sinh học của nhóm hợp chất 

bảo vệ bức xạ đã được nghiên cứu và xem xét như:  

• Loại bỏ các gốc tự do  

• Điều hòa các gen nhạy cảm với oxy hóa khử 

• Điều chỉnh các yếu tố tăng trưởng và cytokine 

• Ức chế quá trình apoptosis  

• Khả năng chọn lọc trong việc bảo vệ các mô bình thường khỏi xạ trị mà 

không bảo vệ khối u  

• Có hiệu quả đối với nhiều loại bức xạ (tia X, tia gamma, tia neutron) 

Những hợp chất này có khả năng giúp tế bào bảo vệ DNA trước tác động của tia 

xạ đồng thời thường nhanh chóng sửa chữa những hư hỏng của chúng khi tiếp xúc 

với tia xạ [Nguyen N.P, 2003]. 

1.3.3. Phân nhóm các hợp chất có khả năng bảo vệ khỏi tác hại của bức xạ 

Dựa trên cơ chế bảo vệ trước tia xạ của những chất này, có thể phân thành 03 

nhóm chính: nhóm chất bảo vệ tránh tác hại của phóng xạ , nhóm chất thích ứng và 

nhóm hấp thụ tia xạ. Ở nhóm chất đầu tiên thường là hợp chất sulfhydryl và các 

chất chống oxy hóa khác. Ở nhóm này có khả năng bảo vệ một số cơ quan quan 

trọng như não bộ, tủy xương, ruột. Nhóm chất thích nghi có vai trò giống như một 

yếu tố kích thích sự kháng lại tia xạ. Ở nhóm này thông thường là các thành phần 

được tách từ tế bào động thực vật với độc tính thấp. Chúng có khả năng kích thích 

các yếu tố nội sinh, điều hòa miễn dịch, tăng cường sức đề kháng không đặc hiệu 

của sinh vật. Nhóm chất hấp thụ tia xạ bảo vệ cơ thể từ các tia xạ. Các loại thuốc 

thuộc nhóm này có khả năng ngăn ngừa sự kết hợp của radioiodine giữa tuyến giáp 

và sự hấp thụ của các hạt nhân phóng xạ [Nair C.K, 2001]. 

Theo Velpula N và Nair C.K. cùng các cộng sự [Velpula N, 2013], [Nair C.K, 

2001], các chất bảo vệ tránh tác hại của phóng xạ  còn được phân nhóm theo cơ chế 

tác động của chúng lên khả năng bảo vệ cơ thể trước tia xạ ở mức độ cụ thể hơn. 

Với cách phân nhóm này, các hợp chất bảo vệ tránh tác hại của phóng xạ  được chia 
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thành 09 nhóm chính bao gồm: nhóm chứa gốc sulhydryl, chất kháng oxy hóa, các 

hợp chất ức chế chuyển hóa enzyme angiotensin (ACE), điều hòa miễn dịch, dịch 

chiết thực vật, phối tử kết hợp với DNA, lipopolysaccharides và prostaglandins, 

nhóm cảm ứng metallothionin. Các nhóm hợp chất này với các cơ chế bảo vệ cơ thể 

khác nhau trước tia xạ được nghiên cứu và khảo sát ở nhiều vai trò cụ thể. 

Nhóm sulhydryl với cơ chế chủ yếu dựa trên khả năng hấp thụ các gốc tự do và 

khả năng cho ion H+. Minh chứng cho nhóm hợp chất này là các cysteine, 

cysteamie, glutathione, amino-ethyl sothiourea (AET) đều tác động theo cơ chế này.  

Sự hình thành các disulfua hỗn hợp là một trong những yếu tố quan trọng để bảo vệ 

tế bào trước các tia bức xạ. Cơ chế này được tạo ra là do các hợp chất sulfhydryl 

của các aminothiols hình thành cầu nối disulfua trong protein của tế bào. Khi 

disulfua bị tấn công bởi các gốc tự do, một nguyên tử lưu huỳnh bị khử và nguyên 

tử kia bị oxy hóa. Nếu lưu huỳnh nguyên tử của protein bị khử và nguyên tử lưu 

huỳnh của chất bảo vệ bị oxy hóa, protein không bị hư hỏng. Trên cơ sở này, liên 

kết của aminothiols và disulfua vào DNA đã được coi là một yếu tố quan trọng 

trong bảo vệ phóng xạ [Velpula N, 2013], [Capizzi R.L, 1999]. 

Nhóm hợp chất có khả năng kháng oxy hóa như vitamin A, C, E, tocopherol-

monoglucoside (TMG), metolanin. Nhóm hợp chất này có hoạt tính kháng oxy hóa 

mạnh [Velpula N, 2013]. Các nghiên cứu thực nghiệm trên mô hình in vivo  của 

Kanter M et al và Seifter E et al đều chứng minh khả năng chống lại các tác động 

của tia xạ khi được bổ sung các loại vitamin tại thời điểm chiếu xạ và sau khi chiếu 

xạ [Seifter E, 1988], [Kanter M, 2008]. 

Nhóm hợp chất ức chế chuyển hóa enzyme angiotensin (ACE). Nhóm hợp chất 

này có khả năng kháng oxy hóa, ức chế tổng hợp collagen, kháng viêm, kháng sự 

xơ hóa và ức chế protease thông qua hệ thống reninangiotensin. Đại diện cho nhóm 

hợp chất này bao gồm captopril, enalapril, pencillamine, pentoxyfylline [Velpula N, 

2013], [Kharofa J, 2012]. Các bằng chứng tiền lâm sàng và lâm sàng cho thấy, 

nhóm chất ức chế chuyển hóa enzyme ACE có khả năng làm giảm tỷ lệ mắc bệnh 

viêm phổi do bức xạ ở những bệnh nhân được xạ trị lồng ngực vì ung thư phổi 
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[Kharofa J, 2012], [Van der Veen S.J, 2015]. Theo nghiên cứu của Van der Veen 

S.J,  captopril có vai trò trong việc giảm tổn thương tim cấp tính, giảm yếu tố nguy 

cơ nhiễm độc tim phổi do bức xạ. Trong một nghiên cứu khác do Molteni A và các 

cộng sự đã chứng minh enalapril, pencillamine đều có khả năng bảo vệ phổi khỏi 

tình trạng viêm phổi trên hai mô hình gây tổn thương phổi ở chuột do chiếu xạ liều 

cao. Kết quả này là bằng chứng thực nghiệm quan trọng cho vai trò nhóm hợp chất 

ức chế chuyển hóa enzyme ACE có khả năng bảo vệ cơ thể trước tác động của tia 

xạ [Molteni A, 2000]. 

Nhóm hợp chất có khả năng điều hòa miễn dịch. Nhóm hợp chất này có khả 

năng điều chỉnh các phản ứng miễn dịch và tiết các cytokine của tế bào. Trong 

nghiên cứu của Pujol và các cộng sự trên thực nghiệm lâm sàng với 100 bệnh nhân 

xạ trị ung thư phổi được uống bổ sung hợp chất gamma interferon. Kết quả cho thấy 

trong sau quá trình điều trị được theo dõi ở 4, 8, 12 tuần, có sự kích thích miễn dịch, 

hoạt hóa tế bào đơn nhân ở bệnh nhân xạ trị ung thư phổi [Pujol J.L, 1993]. Trong 

một nghiên cứu khác năm 1992, Real và các cộng sự đã kiểm tra khả năng bảo vệ 

tránh tác hại của phóng xạ  qua sự kích thích tạo máu của polysaccharides AM5. 

Đây là một polysacharide có khả năng liên kết với một protein. Trong nghiên cứu 

này, nhóm chuột được điều trị  bởi polysacharides AM5 giúp tăng cường khả năng 

sống sót của chuột  từ 10% lên 90% sau khi chiếu xạ tia X với mức liều chiếu là 7 

Gy [Real A, 1992]. Chiết xuất từ vi khuẩn Broncho-Vaxom không chứa nội độc tố 

cũng là một trong những trong những hợp chất có khả năng tăng số lượng tế bào 

gốc tạo máu nội sinh (E-CFU). Thông qua đó, làm tăng khả năng sống sót của chuột 

dưới tác động của tia xạ [Fedorocko P, 1992]. Một nghiên cứu khác được tiến hành 

trên chuột B6D2F1 khi chuột được tiêm chất tổng hợp trehalose dicorynomycolate 

(S-TDCM). Kết quả nghiên cứu cho thấy S-TDCM có khả năng điều hòa miễn dịch 

và tăng cường khả năng sống sót của chuột sau khi chiếu xạ 30 ngày [Landauer 

M.R]. Một vài hợp chất khác cũng được báo cáo có khả năng điều hòa miễn dịch 

như nhóm hợp chất Ammonium trichloro-telluride (AS101). Đây là những hợp chất 

đã được thử nghiệm lâm sàng đối với các bệnh nhân ung thư được xạ trị. Nó được 
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chứng minh có vai trò trong việc kích thích tạo máu, tiết interleukin đóng vai trò 

trung gian quan trọng như IL1, IL-6, TNF-α [Kalechman Y, 1995]. 

Nhóm hợp chất tách chiết từ thực vật như cucurmin có khả năng kháng oxy hóa, 

hấp thụ các gốc tự do, kháng viêm. Cucumin được chiết xuất từ phần rễ của 

Curcuma lona được chứng minh là có hiệu quả trong việc bảo vệ tế bào trước tác 

động của tia xạ và kháng khả năng tăng sinh của khối u. Một số nghiên cứu khác 

chứng minh tác dụng kép của việc bảo vệ tế bào thường của curcumin bằng cách 

tăng cường các con đường tín hiệu chống oxy hóa hay kháng viêm mạnh. Có nhiều 

nhóm thực vật chứa các hợp chất được tách chiết có hiệu quả trong việc bảo vệ tia 

xạ trên mô hình in vivo và in vitro. Tuy nhiên chưa thấy có các thử nghiệm lâm sàng 

của các nhóm chất này cho tới thời điểm hiện tại [Perrone D, 2015], [Verma V, 

2016]. 

Nhóm các phối tử liên kết với DNA. Các hợp chất thuộc nhóm này có khả năng 

vận chuyển electron và quét gốc tự do. Những hợp chất có khả năng liên kết ở một 

số vị trí trong sợi DNA như ở rãnh nhỏ được nghiên cứu. Các liên kết này góp phần 

làm giảm khả năng bị đứt gẫy DNA ở vị trí liên kết sau quá trình xạ trị. Đại diện 

cho nhóm hợp chất này là  Hoechst 33342. Trong một nghiên cứu được báo cáo 

năm 1991 về cơ chế bảo vệ bức xạ của Hoechst 33342 được cải thiện nhờ bổ sung 

thêm nhóm cho điện tử electron vào các phối tử với DNA. Kết quả nghiên cứu đã 

cho thấy khi Hoechst 33342 được thay thế nhóm etoxy bằng nhóm dimethylamino 

thì độc tính của thuốc giảm, đồng thời tăng khả năng sống sót trên mô hình in vitro 

với dòng nguyên bào sợi phổi chuột (V79) dưới tác động của tia xạ [Martin R.F, 

1996]. Trong một nghiên cứu khác về khả năng methylproamine và Hoechst 33342 

trong hệ thống phân giải phóng xạ. Kết quả cho thấy sự bảo vệ trước tia xạ bởi các 

phối tử liên kết với DNA được thực hiện qua sự vận chuyển điện tử trung gian 

[Martin R.F, 1998]. 

Hiện nay, một số hợp chất bảo vệ tránh tác hại của phóng xạ được sàng lọc và 

được cục dược phẩm Hoa Kỳ FDA chấp nhận để sử dụng cho một số mục đích 

trong y học nhằm bảo vệ cơ thể trước tác dụng của phóng xạ (bảng 1.1). 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Perrone+D&cauthor_id=26640527
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Verma+V&cauthor_id=27298767
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Bảng 1.1: Một số loại thuốc được FDA cho phép sử dụng ở mục đích như là chất 

bảo vệ tránh tác hại của phóng xạ , chất giảm nhẹ và thuốc điều trị khi bị nhiễm xạ 

[Mun G-I, 2018]. 

STT Nhóm hóa chất Tên thường gọi Tác dụng 

1 Nutraceuticals-

Isoflavonoids 

Genistein Bảo vệ hệ thống cơ quan bên trong 

cơ thể (tủy xương, ruột, phổi) 

2 Immunomodulator-

TLR-5 agonist 

CBLB502 Tăng cường khả năng sống sót; bảo 

vệ tủy xương và các tổn thương ruột 

ở các mô hình động vật chọn lọc 

3 Cortical steroid 

metabolite 

5-AED Tăng cường khả năng sống sót; bảo 

vệ tủy xương 

4 Free-radical 

quencher-Meso-

prophyrin mimetic 

AEOL 10150 Giảm thiểu tổn thương phổi, điều 

chỉnh hệ thống oxy hóa 

5 Recombinant 

cytokines 

Rhu IL-12 Tăng cường khả năng sống sót; bảo 

vệ tủy xương và các tổn thương ruột 

6 Binding agents Prussian Blue  Tác nhân hấp phụ của Cesium-137 

7 Blocking agent KI Tác nhân hấp thụ hoặc ngăn chặn đối 

với iot phóng xạ (Iodine-131, Iodide-

125) 

8 5-hydroxy 

tryptamine 

antagonist 

Granisetron Giảm thiểu tác động gây nôn do phơi 

nhiễm bức xạ cấp tính 

9 Chemical 

protectants 

Amifostine Bảo vệ sự sống sót của tế bào, bảo vệ 

toàn thân đặc biệt là cơ quan tủy 

xương và ruột 

10 Cytokines and 

growth factor 

Palifermin Kích thích sự biệt hóa, tăng sinh, sửa 

chữa DNA và giải độc ROS 
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1.4. MELANIN VÀ TÁC DỤNG SINH DƯỢC HỌC 

 Melanin là một nhóm sắc tố có bản chất là polymer tự nhiên và được tìm thấy 

rộng rãi ở hầu hết sinh vật sống. Các sắc tố melanin được phân loại dựa vào cấu trúc 

hóa học của chúng. Cho đến nay 04 nhóm melanin được thừa nhận rộng rãi là 

eumelanin, pheomelanin, neuromelanin và allomelanin. Các nhóm melanin này có 

nguồn gốc và thành phần hóa học khác nhau và có nhiều vai trò trong hoạt động 

sống của sinh vật. Theo các nghiên cứu trước, melanin tham gia vào cấu trúc trong 

hệ thống sinh học, có các chức năng như cảm biến sinh học, hấp phụ kim loại, bảo 

vệ cơ thể trước các tia xạ và sóng điện từ, kháng khuẩn và điều hòa thân nhiệt. 

Ngoài ra, melanin có mặt ở mọi cơ quan của cơ thể từ da, tóc, cho tới mạch máu 

hay hệ thần kinh, tuy nhiên vai trò của melanin trong các cơ quan này vẫn chưa 

được hiểu biết đầy đủ [Solano F, 2017]. 

Eumelanin là nhóm sắc tố màu đen chứa các gốc nito, còn pheomelanin là nhóm 

sắc tố màu vàng, đỏ nâu chứa lưu huỳnh. Đây là hai loại melanin thường được tìm 

thấy ở động vật. Chúng có chức năng chính bảo vệ cơ thể trước các tia xạ và tia cực 

tím. Liên quan đến chức năng ngăn ngừa tia UV, đã có một vài nghiên cứu, tập 

trung vào vai trò chính của melanin trong việc bảo vệ da khỏi sự phá hủy của tia 

UV bởi chúng có khả năng bảo vệ nhân tế bào tránh được sự phá hủy DNA [Solano 

F, 2017]. Nhóm neuromelanin có mặt trong các tế bào thần kinh. Cho đến nay, vai 

trò của neuromelanin vẫn chưa được làm rõ. Allomelanin được tổng hợp chủ yếu ở 

thực vật, vi khuẩn. Về mặt tính chất hóa học, melanin là nhóm hắc sắc tố đa dạng, 

tích điện âm, có khối lượng phân tử lớn được tổng hợp từ quá trình polymer hóa, 

oxy hóa các hợp chất phenol và indol [Manivasagan P, 2013], [Tarangini K, 2013]. 

Melanin hoàn toàn không tan trong nước, hay trong các dung môi hữu cơ, chịu được 

các loại axit mạnh, chỉ tan một ít trong dung môi kiềm. Melanin được ứng dụng 

rộng rãi ở các lĩnh vực như nông nghiệp, y học, dược phẩm, mỹ phẩm. Một số sản 

phẩm thương mại có chứa melanin được xem như là thành phần chính  có thể ngăn 

ngừa tác hại của tia UV như là kem chống nắng, kính chống nắng [Solano F, 2017], 

[Brenner M, 2008]. 
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 1.4.1. Cấu trúc, thành phần của melanin 

Cấu trúc của melanin vẫn chưa được xác định cụ thể bởi vì nó ít khả năng hòa 

tan và sự bền vững của polymer. Mặt khác, melanin không có khả năng tạo thành 

tinh thể nên khó xác định cấu trúc. Những  thông tin về cấu trúc của melanin thu 

được bắt nguồn từ các sản phẩm phân giải và phân tích hiển vi [Manivasagan P, 

2013], [Sajjan S, 2012]. Các nghiên cứu về thành phần, cấu trúc của melanin tập 

trung vào eumelanin và pheomelanin. Đây là hai nhóm melanin phổ biến nhất được 

tổng hợp bởi enzyme tyrosinase xúc tác quá trình chuyển đổi tyrosin thành 

dopaquinone. Các loại melanin từ các nguồn khác nhau không đồng nhất về kích 

thước và cấu trúc hóa học. Công thức phân tử thực nghiệm của eumelanin được 

thừa nhận rộng rãi là C18H10O4N2.  

 

Hình 1.3. Mô hình đơn vị cấu trúc của eumelanin [Solano F, 2014]. 

Khối lượng trung bình là 318.3 g/M cho đơn vị tối thiểu là 3,8-dimetyl-2,7-

dihydrobenzo [1,7] isoindole [6,5,4] indole-4,5,9,10-tetron. L-tyrosine được xem là 

tiền chất monophenol chính trong sự tạo thành melanin. Các đơn vị chính cấu thành 

melanin là hai đại phân tử 5,6-dihydroxyindole (DHI) và 5,6-dihydroxyindole-2-
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carboxylic acid (DHICA) với các tỷ lệ khác nhau phụ thuộc vào loại eumelanin và 

các con đường sinh tổng hợp (hình 1.3). Pheomelanin dễ tan hơn eumelanin trong 

môi trường kiềm. Trong quá trình pheomelanesis, các acid amin L-cysteine tự do 

hoặc trong hợp chất glutathione, được kết hợp cùng L-dopaquinone, chất oxy hoá 

trung gian xúc tác bởi tyrosinase từ L-tyrosine. Do đó, pheomelanin được hình 

thành bởi các đơn vị chứa lưu huỳnh, chủ yếu là benzothiazin và benzothiazole thay 

vì các đơn vị indole [Solano F, 2014] như ở eumelanin. Mô hình đơn vị cấu trúc của 

pheomelanin được mô tả ở hình 1.4. 

 

          Hình 1.4.  Mô hình đơn vị cấu trúc của pheomelanin [Solano F, 2014] 

 1.4.2. Nguồn gốc và các con đường sinh tổng hợp melanin. 

Melanin là tên gọi chung của một nhóm các loại sắc tố có nguồn gốc khác nhau. 

Ngày nay, nhiều nghiên cứu đã chỉ ra rằng sự có mặt của melanin ở hầu hết các sinh 

vật sống, từ vi khuẩn cho đến con người. Ở người và động vật, melanin là sắc tố 

quan trọng trong việc quyết định màu da và mắt, lông vũ. Melanin có mặt ở não bộ 

tham gia cấu trúc dây thần kinh và dẫn truyền các xung thần kinh và một số vai trò 

khác chưa được làm rõ. Ở động vật giáp xác, melanin tham gia vào cơ chế miễn 

dịch bẩm sinh của cơ thể. Quá trình melanization tạo ra melanin có khả năng tiêu 

diệt các vi khuẩn và vi sinh vật ngoại lai xâm nhập vào cơ thể. 
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Theo các nghiên cứu đã công bố trước đây, melanin có thể được phân thành các 

nhóm như eumelanin, pheumelanin, neuromelanin, catechol-melanin, DHN-

melanin, pyomelanin  và có các nguồn gốc khác nhau (bảng 1.2). Sự đa dạng về 

nguồn gốc cũng như đơn vị cấu trúc của melanin được quyết định bởi các con 

đường sinh tổng hợp khác nhau của melanin ở các loài sinh vật. 

Bảng 1.2: Nguồn gốc và đơn vị cấu trúc của melanin [Tran-Ly A.N, 2020]. 

STT Loại melanin Nguồn gốc Đơn vị cấu trúc 

1 Eumelanin Động vật, vi 

khuẩn, nấm 

L-Dopa 

2 Pheomelanin Động vật 5-S-cys-Dopa 

3 Neuromelanin Não người Dopamine và 5-S-cys-dopamine 

4 Catechol-melanin Thực vật Catechol 

5 DHN-melanin Nấm, vi khuẩn 1,8-dihydroxynaphthalene (DHN) 

6 Pyomelanin Nấm, vi khuẩn Homogentisic acid 

Trong các con đường sinh tổng hợp melanin đều có điểm chung xuất phát từ 

tyrosine, được xúc tác bởi enzyme tyrosinase. Tuy nhiên, trong quá trình trùng hợp 

có sự  kết hợp với một số thành phần khác đã tạo nên sự phong phú của các chủng 

loại melanin. Con đường sinh tổng hợp của eumelanin và pheomelanin ở động vật, 

vi khuẩn, nấm được mô tả ở hình 1.5.   

Từ hình 1.5 có thể thấy, quá trình polymerization của pheomelanin có sự có mặt 

của cystein còn ở eumelanin thì không. Eumelanin là nhóm sắc tố màu đen chứa các 

gốc nito, còn pheomelanin là nhóm sắc tố màu vàng, đỏ nâu chứa lưu huỳnh. Sự 

khác nhau giữa eumelanin và pheomelanin là sự hiện diện của thành phần lưu 

huỳnh ở tiền chất tạo ra nó. Đây là hai nhóm sắc tố chính của melanin đều được tìm 

thấy ở da, mắt, tóc, lông vũ của các nhóm động vật và thậm chí là con người [Tran-

Ly A.N, 2020]. Ở nấm và vi khuẩn, con đường sinh tổng hợp melanin đã tạo ra ba 

loại melanin khác nhau DHN-melanin, DOPA-melanin and pyomelanin  [Berthelot 

C, 2020]. Pyromelanin được vi khuẩn thuộc chi Pseudomonas sản xuất lần đầu tiên 

được công bố bởi nhóm tác giả Yabuuchi & Ohyama vào năm 1972. Từ đó đến này, 
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một số loài vi khuẩn có khả năng tạo ra pyromelanin được sàng lọc và ghi nhận đặc 

biệt ở chi proteobacteria [Yabuuchi E, 1972].  

 

Hình 1.5. Con đường sinh tổng hợp của eumelanin và pheomelanin. Hình ảnh cải 

biên từ nguồn [Schweitzer A.D, 2010] 

Các đặc tính quan trọng của pyromelanin như khả năng tan, khả năng kháng oxy 

hóa và bảo vệ vi khuẩn trước năng lượng ánh sáng mặt trời được chúng sử dụng như 

là các cơ chế thích nghi với các tác động của môi trường bên ngoài [Turick C, 

2010]. 

DHN-melanin được một số loài nấm tổng hợp nên như B.cinerea và 

Leotiomycetes. Con đường sinh tổng hợp DHN-melanin  xuất phát từ 1,3,6,8 –

tetrahydroxynaphtalene khác với các nhóm melanin còn lại là từ tyrosine. DHN-

melanin là thành phần không thể thiếu tham gia vào sự phát triển sinh dưỡng, sự 

hình thành cấu trúc sinh sản và sự xâm nhập, lây nhiễm của B. cinerea vào các mô 

vật chủ [Schumacher J, 2016]. 



30 
 

Neuromelanin có ở trong cơ quan não bộ của người, được tạo ra bởi phản ứng 

oxy hóa của dopamine và các tiền chất catecholamine. Vai trò của neuromalanin đã 

được Roberta L và các cộng sự  tham gia dẫn truyền tín hiệu ở neuron đồng thời sự 

thoái hóa  hoặc mất chức năng của neuromelanin có liên quan đến bệnh parkinson ở 

người [Roberta M.J, 2017], [Priyam A, 2018]. Neuromelanin còn được tìm thấy ở 

vùng chất đen của cuống não nhưng chưa rõ nó có tham gia vào hoạt động dẫn 

truyền tín hiệu của tế bào thần kinh hay không [Solano F, 2014]. 

Ở thực vật, các quá trình tổng hợp và trao đổi chất cần tuân theo qui luật tiết 

kiệm nito vì đây là yếu tố then chốt trong sự phát triển của cây trồng. Vì lẽ đó, việc 

tổng hợp melanin không sử dụng L-tyrosine ở thực vật để hạn chế sự mất mát 

nguyên tố nito. Thực vật sử dùng tiền chất catechol - là tiền chất có số lượng phong 

phú ở thực vật – được sử dụng thay thế cho L-tyrosine như ở động vật, nấm, vi 

khuẩn để tổng hợp nên catechol-melanin. Có rất ít thông tin nghiên cứu về thành 

phần catechol-melanin. Gần đây, có một vài nghiên cứu sử dụng phương pháp tái tổ 

hợp để tạo ra catechol-melanin từ vi khuẩn nhằm tăng hiệu quả sản xuất của thành 

phần này [Mejía-Caballero A, 2016]. 

Tóm lại melanin là nhóm sắc tố có mặt trong các dạng sinh vật sống. Các con 

đường sinh tổng hợp melanin ở các giới động, thực vật, vi khuẩn, nấm khác nhau là 

khác nhau và tạo nên sự đa dạng phong về chủng loại, cấu trúc, cũng như chức năng 

của nó trong các cơ thể sống. Cho đến nay, một số nhóm melanin vẫn chưa được 

nghiên cứu rõ ràng về vai trò và các đặc tính của nó, đặc biệt là ở nhóm 

neuromelanin. 

1.4.3. Hoạt tính sinh học và dược học của melanin 

Với sự đa dạng về mặt cấu trúc và có nhiều nhóm chức năng, melanin trong các 

cá thể sống có nhiều hoạt tính sinh dược học đa dạng. Nhìn chung, các tính chất và 

vai trò của từng loại melanin đã được khám phá. Một số hoạt tính sinh học của 

melanin thường được đánh giá như hoạt tính kháng oxy hóa, kháng khuẩn, kháng 

viêm, khả năng tăng cường và điều hòa hệ miễn dịch, khả năng hấp phụ các kim 

loại nặng, khả năng kháng ung thư và đặc biệt là khả năng hấp thụ tia uv và tia xạ ở 
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các nhóm melanin có nguồn gốc từ tự nhiên hay tổng hợp [Martínez L.M, 2019] 

(hình 1.6). 

Melanin sử dụng trong các lĩnh vực khác nhau thường có nguồn gốc từ một số 

nguồn nguyên liệu sau: 

 a/ melanin được tách chiết từ các loài động vật, thực vật có khả năng tổng hợp 

melanin với số lượng lớn như trong túi mực của các loài mực ống hoặc từ sắc tố 

melanin của thực vật. 

b/ melanin được tổng hợp nhân tạo bằng phương pháp tổng hợp hóa học. 

c/ melanin được tổng hợp từ  một số chủng vi sinh vật. 

 

Hình 1.6. Các ứng dụng chính của melanin. Hình ảnh cải biên từ nguồn 

[Martínez L.M, 2019] 

 1.4.3.1. Hoạt tính kháng oxy hóa của melanin 

Xạ trị phát sinh các dạng oxy phản ứng (ROS) bao gồm các gốc peroxides, 

superoxide, hydroxyl radical, oxy đơn nguyên tử [Hayyan M, 2016]. Ở trạng thái 

bình thường của cơ thể, nồng độ các gốc ROS ở mức thấp, và được giữ ở trạng thái 

cân bằng. Khi đó, các dạng oxy phản ứng này đóng vai trò quan trọng trong việc 

chuyển hóa các chất và xúc tác các phản ứng sinh hóa bên trong tế bào hay truyền 
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các tín hiệu tế bào. Tuy nhiên, khi nồng độ các ROS tăng lên quá mức do các yếu tố 

nội sinh hay ngoại sinh gây nên sự rối loạn quá trình trao đổi chất bình thường của 

tế bào, phá hủy cấu trúc các đại phân tử DNA, protein và sửa đổi một số thành phần 

cấu trúc bên trong tế bào và có thể dẫn đến chết tế bào [Larsson B.S, 1993]. 

Melanin từ các nguồn gốc khác nhau có hoạt tính kháng oxy hóa đáng kể. Vai 

trò kháng oxy hóa của melanin thường được đánh giá thông qua khả năng hấp thụ 

hay chuyển hóa các gốc tự do. Hoạt kháng oxy hóa của melanin được báo cáo ở hầu 

hết ở các nhóm melanin tách từ các nguồn tự nhiên như túi mực, động vật, thực vật 

hay melanin được tổng hợp bằng phương pháp hóa học [Yao Z.Y, 2016].  

1.4.3.2. Khả năng điều hòa hệ thống miễn dịch của melanin 

Nhiều nghiên cứu chứng minh melanin có vai trò điều chỉnh hệ thống miễn dịch 

của cơ thể trên cả mô hình in vitro và in vivo. Trong đó, melanin được báo cáo là có 

vai trò trong việc tăng cường khả năng miễn dịch của cơ thể. Năm 2018, Mark H T 

Stappers cùng các cộng sự đã nghiên cứu về thụ thể Lectin C có khả năng cảm nhận 

melanin (Mellec) có vai trò thiết yếu trong khả năng miễn dịch kháng nấm thông 

qua nhận dạng đơn vị naphthalene-diol của 1,8-dihydroxynaphthalene (DHN)-

melanin. Thụ thể MelLec nhận ra sắc tố melanin trong bào tử của nấm Aspergillus 

fumigatus cũng như ở các loại nấm tạo hắc tố DHN khác [Stappers M.H.T, 2018]. 

Sự sản xuất quá mức các cytokine tiền viêm trong các bệnh lý như viêm khớp 

dạng thấp hay hội chứng nhiễm trùng huyết làm tăng nặng tình trạng bệnh. 

Mohagheghpour và các cộng sự đã chứng minh melanin tổng hợp có vai trò điều 

hòa miễn dịch thông qua ức chế sản xuất các cytokine tiền viêm như TNF-alpha 

(TNF-α) bởi các bạch cầu đơn nhân và  ức chế  Interleukin 1, 6, 10 (IL-1, IL-6, IL-

11) và các đại thực bào [Mohagheghpou, 2000]. Một nghiên cứu khác của Pogh và 

cộng sự (2005) đã chứng minh melanin có tác dụng giúp các tế bào tua tăng sản 

xuất IgA và IL-1 trên mô hình chuột thí nghiệm. Ngoài ra, melanin được cho là yếu 

tố làm tăng hàm lượng (IFG ‐ ɣ) trong các tế bào mô lách do điều chỉnh sự cân bằng 

của lượng tế bào T-helper 1 và T-helper 2 [Pugh N.D, 2005]. 
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Năm 2006, một loại melanin thực vật tách từ Nigella sativa L. được chứng minh 

có khả năng ảnh hưởng tới việc sản xuất 03 cytokine (yếu tố hoại tử khối u alpha 

(TNF-α), interleukin 6 (IL-6) và yếu tố tăng trưởng nội mô mạch máu (VEGF), bởi 

bạch cầu đơn nhân, tổng số tế bào đơn nhân máu ngoại vi (PBMC) và trên dòng tế 

bào THP-1. Các tế bào được xử lý với nồng độ melanin khác nhau gây ra sự biểu 

hiện của các gen mã hóa các interleukin TNF- α, IL-6 và VEGF trong dịch ly giải tế 

bào. Ở mức độ protein, melanin kích thích sản xuất protein TNF- α và IL-6 và ức 

chế sản xuất VEGF bởi bạch cầu đơn nhân và PBMC. Trong dòng tế bào THP-1, 

melanin đã kích hoạt sản xuất cả ba loại protein cytokine TNF-α, IL-6, VEGF [El-

Obeid A, 2006]. 

Melanin được chiết xuất từ hạt họ cúc (Echinacea) có khả năng điều hòa miễn 

dịch được ghi nhận. Trong nghiên cứu này, melanin hoạt hóa NF-kappa B trong 

bạch cầu đơn nhân trên mô hình in vitro bằng liên kết với thụ thể TLR2. Melanin 

cũng được ghi nhận có tác dụng làm tăng sản xuất INF- γ trong các tế bào lá lách và 

IgA, IL-6 trên các tế bào lá lách. Trên mô hình in vivo, chuột được bổ sung melanin 

vào khẩu phần thức ăn trong bốn ngày làm tăng sản xuất INF- γ bởi các tế bào lá 

lách. Ngoài ra, melanin kích thích gia tăng sự tạo thành IgA và IL-6 ở  các tế bào  

trong các cụm nang bạch huyết dưới biểu mô được tìm thấy trong ruột của chuột thí 

nghiệm [Pugh N.D, 2005]. 

Một nghiên cứu khác về melanin tách từ Nigella sativa L cũng được chứng minh 

có khả năng ức chế sự tăng sinh của tế bào ung thư đại trực tràng bởi tăng cường 

apoptosis và điều chỉnh con đường tín hiệu MAPK. Trong nghiên cứu này, melanin 

điều hòa thụ thể TLR4 có vai trò tăng cường quá trình apoptosis và tăng khả năng 

hấp thụ các gốc ROS. TLRs là các thụ thể protein xuyên màng đóng vai trò quan 

trọng trong hệ thống miễn dịch. Tác nhân gây bệnh như vi khuẩn, nấm, vi rút được 

được cơ thể nhận diện thông qua các thụ thể TLRs được biểu hiện trên bề mặt của 

các tế bào bạch cầu, tế bào tua, Tế bào T, B, lyphocytes. Các phối tử kết hợp với 

TLRs thường là lypopolysaccharide (liên kết TLR4), peptidoglycans (liên kết 

TLR2), lipoprotein (liên kết với TLR2) [Poltorak A, 1998], [Takeuchi O, 1999]. 
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Melanin tách từ hạt Echinacea và Nigella sativa được chứng minh có khả năng kích 

hoạt bạch cầu đơn nhân bằng liên kết với các thụ thể TLR2, và TLR4 [El‐Obeid A, 

2006].  

1.4.3.3. Tính chất bảo vệ tránh tác hại của phóng xạ  và kháng ung thư của melanin 

Có nhiều đặc tính quan trọng của melanin đã được nghiên cứu và thừa nhận như 

khả năng kháng oxy hóa, tính chất hấp thụ tia uv và tia xạ. Trong nhiều trường hợp, 

melanin được sử dụng như là một chất bảo vệ tránh tác hại của phóng xạ  

[Dadachova E, 2008]. Để sử dụng những tính chất đặc biệt của melanin và tăng khả 

năng ứng dụng nó trong lĩnh vực y sinh, melanin thường được đưa về dạng hạt nano 

và được bọc polymer hoặc liposome. Khả năng kháng sự tăng sinh của tế bào ung 

thư và tiềm năng bảo vệ tế bào máu và mô lành sau quá trình xạ trị của melanin là 

một trong các hướng nghiên cứu gần đây được quan tâm rộng rãi. 

Hoạt tính kháng sự tăng sinh tế bào ung thư 

Melanin được tách và tổng hợp từ các nguồn khác nhau có các hoạt tính kháng 

ung thư đáng kể. Melanin được sản xuất từ Streptomyces glaucescens NEAE-H, 

được ghi nhận có khả năng gây độc tế bào trên dòng tế bào ung thư da HFB4 với 

IC50 16,34 ± 1,31 μg/mL [El-Naggar N.E, 2017]. Hoạt tính kháng lại sự tăng sinh 

của dòng tế bào ung thư tế bào biểu mô Hep-2 được báo cáo đặc biệt ở nồng độ cao 

từ 500-1000 μg/mL [Al-Tayib O, 2017]. 

Melanin tách từ hạt Nigella sativa L có khả năng ức chế sự tăng sinh ở dòng tế 

bào ung thư bạch cầu cấp (Th1). Trong nghiên cứu này đã chỉ ra ở nồng độ thấp (0-

500 μg/mL), melanin không gây độc tế bào. Tuy nhiên ở nồng độ cao (62.5 - 500 

μg/mL), melanin có khả năng ức chế tăng sinh ở pha G0/G1 trong chu trình tế bào, 

đồng thời làm tăng nhẹ biểu hiện của thụ thể TLR4 trên bề mặt tế bào Th1 và điều 

hòa mức độ biểu hiện gen và protein của TLR4. Ngoài ra, melanin kích hoạt cả hai 

con đường ngoại bào và nội bào gây ra quá trình apoptosis trên dòng tế bào Th1 

[El-Obeid A, 2020]. Gần đây, có nghiên cứu đã thành công trong việc tách melanin 

có nguồn gốc từ vi khuẩn để thử nghiệm một số tính chất kháng ung thư. Tuy nhiên, 
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đây mới chỉ là những nghiên cứu thử nghiệm ban đầu, và chưa thực sự có nhiều kết 

quả ấn tượng [El-Naggar N.E, 2017]. 

Khả năng hấp thụ bức xạ và bảo vệ tế bào sau xạ trị ung thư 

Cả hai loại eumelanin và pheomelanin đều có khả năng hấp thụ photon từ tia cực 

tím và các tia sáng nhìn thấy trong quang phổ mặt trời. Melanin có khả năng nhanh 

chóng chuyển đổi gần như hoàn toàn năng lượng hấp thụ photon thành nhiệt năng. 

Rất ít khi melanin ở trạng thái kích thích tham gia vào các phản ứng quang hóa. 

Melanin có dải hấp thụ các tia xạ rộng. Đặc tính này của melanin tương đồng với 

một số chất vô cơ hơn là một chất hữu cơ. Trên thực tế, melanin được cho là thích 

hợp để sử dụng trong mô hình chất bán dẫn [Liu H, 2020]. Tia UV ảnh hưởng trực 

tiếp đến chức năng và sự sinh tồn của nhiều loại tế bào, và là nguyên nhân chính 

gây ra các loại ung thư da bao gồm ung thư tế bào đáy BCC (basal cell carcinoma), 

ung thư tế bào vẩy SCC (squamous cell carcinoma) và ung thư tế bào sắc tố 

melanoma [Gloster H.M.Jr, 2006]. Bởi vì tia UV có khả năng gây ra sự phân hủy và 

đột biến DNA. Các tia UV có bước sóng càng ngắn thì mang mức năng lượng càng 

cao và có khả năng tác động trực tiếp bẻ gãy các liên kết mạch đôi của DNA gây ra 

đột biến gen hoặc tác động gián tiếp thông qua sản sinh nhiều gốc tự do. Theo một 

số nghiên cứu đã được công bố trước đó, melanin được biết đến là sắc tố có khả 

năng bảo vệ da trước sự phá hủy của tia UV. Các nghiên cứu đã chỉ ra trên 50% các 

loại ung thư tế bào đáy, ung thư tế bào vẩy và ung thư tế bào sắc tố melanoma là có 

liên quan đến những sự đột biến dưới tác động của UVB [Brash D.E, 1991]. Các 

nghiên cứu dịch tễ học đã cho thấy có mối quan hệ giữa hàm lượng sắc tố và sự 

phát sinh của các loại ung thư da. Tỷ lệ những người da trắng có nguy cơ bị ung thư 

da cao gấp 70 lần so với những người da đen. Sở dĩ như vậy vì nồng độ melanin 

dưới da của hai nhóm người này khác nhau được cho là đóng vai trò quyết định 

trong việc hấp thu và phân tán năng lượng tia UV ở vị trí biểu bì tiếp xúc với tia xạ 

[Kollias N, 1991]. Theo nghiên cứu Brenner M và các cộng sự đã chỉ ra tỷ lệ tia 

UVA và UVB đi qua lớp biểu bì ở người da đen thấp hơn khoảng 3 lần so với người 

da trắng. Điều này được quyết định bởi số lượng, mật độ, kích thước của melanin 
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trong tế bào melanocyte và keratnocyte ở người da đen nhiều hơn, giúp tế bào tránh 

khỏi sự tấn công của tia UV so với ở người da trắng [Brenner M, 2008].  

Trước đó, khả năng hấp thụ tia UV của melanin đã được biết đến và nó là đặc 

tính quan trọng nhất của melanin trong việc bảo vệ cơ thể trước tia bức xạ của mặt 

trời. Xạ trị cho bệnh nhân ung thư gây ra nhiều tác dụng phụ quan trọng phá hủy da, 

niêm mạc, ảnh hưởng lâu dài tới chất lượng sống của bệnh nhân ung thư [Pico J.L, 

1998]. Melanin còn được sử dụng làm đích nhận diện của thuốc kết hợp hóa xạ trị 

để điều trị ung thư melanoma và có khả năng hạn chế được một số tác dụng phụ sau 

quá trình xạ trị [Hutchison S, 2014]. Một nghiên cứu trước đó đã thử nghiệm khả 

năng bảo vệ mô lách của melanin dưới tác dụng của tia gamma và các dấu ấn phân 

tử liên quan trên mô hình in vivo [Kunwar A, 2012]. 

Một nghiên cứu khác về melanin có nguồn gốc từ nấm đã khám phá vai trò 

chống lại các bức xạ ion hóa của nó thông qua khả năng loại bỏ gốc tự do và sắp 

xếp không gian theo hình cầu để hạn chế tác hại của tia xạ [Dadachova E, 2008]. 

Nghiên cứu trên mô hình chuột tiếp tục khẳng định vai trò bảo vệ toàn thân của 

melanin khi chuột bị chiếu xạ. Theo A Kunwar và các cộng sự, ở mức liều 50 

mg/kg, melanin tách từ nấm có khả năng làm giảm nhẹ các triệu chứng tỷ lệ 100% ở 

nhóm chuột được tiêm melanin sau quá trình chiếu xạ [Kunwar A, 2012]. Đây là 

các cơ sở khoa học đáng chú ý cho thấy tiềm năng có thể bảo vệ các tế bào thường 

và mô lành sau quá trình xạ trị của melanin. 

1.4.4. Các ứng dụng chính của NMPs 

1.4.4.1. Một vài đặc điểm của kỹ thuật chế tạo hạt nano trong nghiên cứu và phát 

triển dược phẩm 

Hạt nano (nanoparticles) và vật liệu có cấu trúc nano (nanostructured materials) 

là lĩnh vực nghiên cứu và ứng dụng mới được phát triển trong thời gian gần đây. 

Hiện tại, không tồn tại duy nhất một định nghĩa hạt nano được quốc tế chấp nhận 

chung cho vật liệu nano, tuy nhiên, chúng đều được phân loại dựa vào kích thước. 

Một trong số các khái niệm về vật liệu kích thước nano được chấp nhận rộng rãi là 

loại vật liệu có ít nhất một kích thước nằm trong khoảng 1-1000 nm. Hạt nano 



37 
 

thường có đường kính trong khoảng 1-100 nm [Jeevanandam J, 2018], [Dilnawaz F, 

2018]. Trong quá trình nghiên cứu thuốc điều trị, có rất nhiều loại hoạt chất dược 

phẩm APIs (active pharmaceutical ingredients) có tính sinh khả dụng thấp vì có đặc 

tính khó tan.  Các công nghệ nano được sử dụng hiện nay cho phát triển dược phẩm 

góp phần tăng khả năng tan của chúng. Độ tan của một hợp chất phụ thuộc rất lớn 

vào kích thước của hạt. Các hạt có kích thước lớn có tổng điện tích bề mặt thấp dẫn 

đến diện tích bề mặt tiếp xúc của hạt và dung môi ít hơn dẫn đến độ phân tán và hòa 

tan kém hơn. Vì vậy một số kỹ thuật được sử dụng trong chế tạo và sản xuất hạt 

nano được ứng dụng trong y sinh, dược học nhằm giảm kích thước của hạt vật liệu 

của chúng [Dilnawaz F, 2018], [Verma V, 2021]. 

Các phương pháp để thay đổi kích thước của hạt rất đa dạng và phong phú. Các 

đặc tính của vật liệu và hoạt chất dược phẩm là khác nhau. Vì vậy, các phương pháp 

sử dụng phụ thuộc vào đặc tính và tính chất của từng vật liệu. Đó có thể là những 

tác động vật lý hay tác động hóa học hoặc kết hợp đồng thời nhiều phương pháp để 

kiểm soát kích thước của hạt trong giới hạn cho phép. 

Các phương pháp vật lý thường được sử dụng để đưa hạt về kích thước nano bao 

gồm mài, nghiền, ma sát, tăng áp suất, va đập hoặc cắt. Ngoài ra, có thể tăng độ hòa 

tan của hạt bằng tạo nano dưới dạng huyền phù. Đây là phương pháp phân tán dạng 

keo chứa các thành phần thuốc có kích thước nhỏ hơn micromet. Để tạo dạng huyền 

phù cho hạt nano, phương pháp nghiền ướt thường được sử dụng để tăng cường tính 

sinh khả dụng và hoạt tính sinh học của sản phẩm. Phương pháp kết tủa được sử 

dụng cho các hạt thuốc có độ hòa tan kém. Kỹ thuật này thường sử dụng bởi hai loại 

dung môi khác nhau. Dung môi đầu tiên có thể hòa tan các phân tử thuốc, sau đó 

dung dịch được trộn nhanh chóng vào một dung môi khác mà các phân tử thuốc 

không thể hòa tan được. Tốc độ khuấy trộn nhanh chóng giữa hai dung dịch dẫn đến 

sự siêu bão hòa của các phân tử thuốc và sự phát triển thuốc dưới dạng kết tinh siêu 

mịn hoặc vô định hình. Một kỹ thuật khác được sử dụng để tạo hạt nano là sử dụng 

đồng hóa áp lực cao nhằm tăng độ mịn cho sản phẩm. Trong kỹ thuật này, thuốc 

được phân tán dưới dạng huyền phù, sau đó dưới tác dụng của máy đồng hóa áp lực 
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cao để chuyển dung dịch huyền phù nano về kích thước mong muốn [Bhalani D. V, 

2022]. 

Sự thay đổi về mặt hóa học có thể làm thay đổi kích thước của hạt. Những thay 

đổi được sử dụng trong công nghệ chế tạo hạt nano bao gồm  sự thay đổi pH của 

dung dịch, hướng hydrat (hydotropic), đồng kết tinh (co-crystallization), đồng dung 

môi (co-solvency), tạo muối (salt formation). Độ pH của dung dịch ảnh hưởng lớn 

đến khả năng hòa tan và kết tủa của một chất trong dung dịch. Trạng thái điện tích 

của các phân tử bị thay đổi khi pH môi trường thay đổi. Tại pH đẳng điện, lượng kết 

tủa được tạo ra nhiều nhất và phân tử không tích điện. Đồng kết tinh là phức hệ siêu 

cấu trúc vật liệu không ion được sử dụng cho hai hay nhiều phân tử khác nhau có 

các lực liên kết hydro và liên kết π–π trong phân tử. Trong quá trình đồng kết tinh 

sẽ làm thay đổi tương tác phân tử của các hợp chất dược phẩm nhưng không làm 

thay đổi thành phần hóa học của hoạt chất dược phẩm. Việc thay đổi này giúp dược 

phẩm tăng khả năng hòa tan và tối ưu các đặc tính của thuốc [Sekhon B. S, 2012]. 

Đồng dung môi được sử dụng khi cấu trúc phân tử của thuốc phức tạp, độ hòa tan 

kém trong nước. Khi đó, có thể sử dụng thêm hỗn hợp dung môi để bổ sung thêm 

các nhóm chức hóa học không phân cực giúp các phân tử của thuốc dễ dàng hòa tan 

hơn trong nước [Millard J, 2002]. Tạo muối là một kỹ thuật để tăng độ hòa tan của 

thuốc. Các hoạt chất dược phẩm có tính acid thường có độ hòa tan trong nước kém 

hơn so với dưới dạng muối của chúng. Do đó, việc chuyển đổi những hoạt chất 

dược phẩm này dưới dạng muối góp phần tăng khả năng sinh khả dụng của chúng. 

Đặc tính khó hòa tan và tính sinh khả dụng kém của nhiều APIs là vấn đề thách 

thức trong nghiên cứu và phát triển dược phẩm ứng dụng cho điều trị, chẩn đoán. 

Các hoạt chất dược phẩm rất đang dạng và có các đặc tính riêng biệt. Các phương 

pháp sử dụng bao gồm phương pháp vật lý, hóa học riêng rẽ hay kết hợp đồng thời 

các phương pháp khác nhau để nano hóa hoạt chất được lựa chọn phụ thuộc vào  

bản chất cấu trúc và đặc điểm của từng loại hợp chất. 

Đặc tính đa chức năng và khả năng tương thích sinh học của melanin đã gợi ý 

đến việc phát triển vật liệu NMPs bằng phương pháp mô phỏng cấu trúc hóa học và 
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các đặc tính vật liệu của nó. Các nghiên cứu này phát triển vật liệu từ dopamine 

(DA) - tiền chất chính trong quá trình tổng hợp melanin in vitro  kích thước nano. 

Bên cạnh các đặc tính giống melanin tự nhiên, các đặc tính kết dính linh loạt của 

melanin có nguồn gốc là polydopamine đã mở rộng thêm khả năng ứng dụng trên 

lĩnh vực y sinh và môi trường [Park J, 2019]. 

 1.4.4.2. NMPs tổng hợp nhân tạo 

Trong tự nhiên, melanin được tổng hợp bên trong các tế bào melanocytes và 

được bắt đầu bởi sự hoạt hóa enzyme tyrosinase, laccase và các polyphenol oxidase 

do các yếu tố kích thích ngoại sinh như nồng độ ROS tăng cao, stress hóa học. Các 

enzyme này chuyển đổi các tiền chất tyrosine, dopamin (DA) thành các chất trung 

gian DHI và axit 5,6-dihydroxyindole-2-carboxylic có thể được polymer hóa và tạo 

thành melanin. Trên mô hình in vitro, các nghiên cứu mô phỏng lại quá trình hình 

thành melanin trong tự nhiên, và tối ưu các điều kiện để tổng hợp hạt NMPs mang 

các đặc tính của melanin tự nhiên và một số đặc tính quan trọng khác để tăng khả 

năng ứng dụng của chúng. Có nhiều yếu tố ảnh hưởng đến khả năng tạo hạt của 

NMPs như nhiệt độ, thành phần hệ đệm có thể làm tăng hoặc giảm kích thước của 

hạt. Trong hệ đệm photphate hoặc bicarbonat, kích thước của hạt lớn hơn trong hệ 

đệm tris buffer. 

Các ứng dụng của NMPs trong y sinh tập trung ở 03 mảng: điều trị, phân tích 

sinh học; thần kinh học; cảm biến sinh học. Các hạt NMPs được tổng hợp với kích 

thước có thể điều chỉnh từ vài chục đến hàng trăm nanomet khi điều chỉnh các giá 

trị pH khác nhau và bổ sung các thành phần NaOH và NH4OH vào các DA [Park J, 

2019]. Ngoài ra, trong quá trình tổng hợp hạt NMPs bằng phương pháp hóa học, các 

nghiên cứu còn gắn thêm một số hợp chất khác nhau để tăng cường các chức năng 

của nó. Trong một số trường hợp, NMPs được sử dụng như là chất mang, đóng gói, 

vận chuyển thuốc biệt dược để nâng cao hiệu quả điều trị. 

 1.4.4.3. Tính chất kháng viêm và hấp thụ bức xạ của NMPs trong xạ trị ung thư 

NMPs và những hạt nano có cấu trúc giống melanin đã được chứng minh là có 

khả năng giảm thiểu tình trạng viêm ở mô hình in vivo. Các gốc tự do là một trong 
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những sản phẩm phát sinh trong quá trình viêm. Sự tăng nồng độ ROS khiến các đại 

phân tử như DNA, lipit, protein bị phá hủy và càng khiến tình trạng viêm tăng nặng. 

Khả năng quét gốc tự do của các hạt nano có cấu trúc giống melanin bởi các nhóm 

chức phenolic đóng vai trò quan trọng. Theo Zhao H và các cộng sự, các hạt nano 

có cấu trúc giống melanin đã làm giảm đáng kể mức ROS nội bào trong các đại 

thực bào của chuột. Khả năng chống viêm NMPs cũng được ghi nhận trên mô hình 

chuột bị viêm phúc mạc và tổn thương phổi cấp [Zhao H, 2018]. 

Giống như melanin có khả năng hấp thụ hiệu quả tia dải từ tia UV đến tia xạ 

mạnh, NMPs có khả năng hấp thụ tia xạ với các ưu điểm vượt trội. Các hạt NMPs  

được nghiên cứu khả năng bảo vệ tủy xương sau xạ trị. Trong nghiên cứu này, các 

hạt nano melanin được tạo ra kích thước 15 nm được tiêm vào tĩnh mạch và kiểm 

tra sự phân bố của NMPs trong tủy xương. Kết quả nghiên cứu cho thấy việc tiêm 

NMPs vào tủy xương làm giảm độc tính huyết học và không ghi nhận hiện tượng 

melanin có khả năng bảo vệ khối u trong quá trình xạ trị trên mô hình in vivo 

[Schweitzer A. D, 2010]. 

 1.4.4.4. NMPs là hệ thống vận chuyển thuốc hướng đích 

Sự phát triển công nghệ nano đã hỗ trợ tích cực cho việc chẩn đoán và điều trị 

một số bệnh nan y đặc biệt là ung thư. Các hạt nano tăng khả năng vận chuyển, 

mang thuốc hướng đích để nâng cao hiệu quả điều trị và giảm tác dụng phụ. Có 

nhiều phức hệ nano vận chuyển thuốc đã được nghiên cứu và phát triển. 

Hệ thống vận chuyển thuốc thường có kích thước nhỏ hơn 500 nm [Neubert 

R.H, 2011]. Nhìn chung, các phức hệ nano phân phối thuốc thường có một vài hoặc 

tất cả các yếu tố như: làm giảm độc tính, tăng độ hòa tan và độ ổn định của phức hệ, 

tính hướng đích, dễ dàng giải phóng thành phần thuốc ở các vị trí cụ thể. Những hệ 

thống phân phối mang những đặc điểm tối ưu dựa trên sự thay đổi các thành phần 

hóa học như thành phần hữu cơ, vô cơ hoặc hỗn hợp; kích thước thay đổi, hình dạng 

(hình cầu, hình que, hình khối); đặc tính bề mặt (điện tích bề mặt, nhóm chức); 

PEGyl hóa hoặc lớp phủ gắn các phần tử mục tiêu [Din F.U, 2017].  
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Melanin là một polymer sinh học với nhiều đặc tính đa chức năng có thể sử 

dụng để làm hệ thống vận chuyển phân phối thuốc. Các công trình nghiên cứu đã 

chỉ ra khả năng tương tác mạnh mẽ giữa melanin và các vòng thơm của thuốc cũng 

như khả năng tương thích sinh học và khả năng phân hủy của melanin [Park J, 

2019], [Wang D, 2017]. Mặt khác, polydopamin được chứng minh có mức độ hòa 

tan cao trong nước, khả năng tương thích sinh học và trên bề mặt của melanin có 

các cấu trúc rỗng có khả năng chứa một lượng lớn thuốc biệt dược. Chúng được 

xem là chất vận chuyển tiện lợi và có giá thành rẻ trong hệ thống phân phối thuốc. 

Nhiều loại thuốc kháng ung thư có đặc điểm là kỵ nước. Chúng có thể được vận 

chuyển ở trong khoang rỗng, được bao bọc và chuyển đổi thành các dạng cấu trúc 

tương đồng để dễ dàng vận chuyển, trước khi chúng được giải phóng ở vị trí đích 

[Mousavi S.M, 2018]. Năm 2013, Chia-Che Ho cùng cộng sự đã tổng hợp các hạt 

NMPs để vận chuyển thuốc điều trị ung thư camptothecin. Kết quả nghiên cứu cho 

thấy, các hạt NMPs không gây độc trên dòng A549 và Hela cells. Khi sử dụng 

NMPs làm chất mang thuốc điều trị ung thư như camptothecin, độc tính của nó trên 

các dòng A459 và Hela giảm đáng kể. Nghiên cứu đã chứng minh NMPs là chất 

vận chuyển thuốc tiềm năng trong việc điều trị ung thư [Ho C.C, 2013]. 

Về mặt cấu trúc hóa học, các hạt NMPs có nhiều liên kết π trên bề mặt. Vì vậy, 

các hạt nano melanin dễ dàng liên kết với các loại thuốc khác nhau có cấu trúc vòng 

thơm nhờ liên kết π–π, liên kết hydro và lực tương tác Van der Waals.  Thuốc cũng 

có thể được liên kết với NMPs thông qua tương tác hóa học hoặc bọc bên trong 

phức hợp polymer của chúng. Do vậy, NMPs được xem như một ứng cử viên tiềm 

năng để phát triển hệ thống phân phối thuốc với các thành phần đa dạng đã được 

thử nghiệm như doxorubicin (DOX), sorafenib, camptothecin, paclitaxel, cisplatin, 

chất cảm quang (chlorin e6), thuốc kháng sinh (rifampicin, tetracycline 

hydrochloride, ciprofloxacin), tác nhân tạo mạch (dimethyloxalylglycine) và thuốc 

kháng viêm (aspirin) [Liu H, 2020]. 

NMPs cũng được nghiên cứu để sử dụng làm chất vận chuyển và đóng gói 

insulin, định hướng ứng dụng cho việc đưa insulin bằng đường uống cho các bệnh 
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nhân tiểu đường thay thế cho việc tiêm insulin vào tĩnh mạch để tăng sự thuận tiện 

và độ an toàn cho bệnh nhân khi sử dụng thuốc [Li H, 2017]. 

Trong nghiên cứu của Wen-Qing Li, và cộng sự năm 2017, NMPs được gắn 

thêm doxorubicin để tăng cường chức năng phân bố của thuốc tới nhân tế bào và ty 

thể [Li W.Q, 2017].  Doxorubicin là thuốc điều trị ung thư được sử dụng nhiều 

trong lâm sàng. Tuy nhiên tình trạng kháng thuốc là một thực tế khó khăn khiến 

hiệu quả điều trị của các bệnh nhân ung thư bị giảm theo thời gian. Trong nghiên 

cứu này, NMPs được cải biến chức năng mang thuốc tới ty thể, và nó được chứng 

minh là có tiềm năng làm giảm sự kháng thuốc so với việc sử dụng thuốc đơn lẻ. 

Nghiên cứu này hướng tới mục tiêu khắc phục tình trạng kháng thuốc trong điều trị 

ung thư [Wang D, 2017]. 

Camptothecin cũng là một thành phần khác được gắn vào phức hệ NMPs để thử 

nghiệm tiềm năng phát triển thuốc điều trị ung thư trên các dòng tế bào A549 và 

Hela. Ngoài ra trong thử nghiệm của Priyam A và cộng sự, polydopamin được gắn 

với nhóm polyethylenimine làm giảm thiểu nhược điểm  có độc tính cao của 

polyethylenimine và được định hướng để trở thành một chất mang polymer phân 

phối thuốc hiệu quả [Priyam A, 2018]. 

Một nghiên cứu của Wang J.F và các cộng sự được thực hiện năm 2008 đã đưa 

ra bằng chứng melanin có khả năng tương tác với một số loại thuốc uống và được 

sử dụng như là nhân tố vận chuyển thuốc nhờ sự liên kết dễ dàng giữa một số nhóm 

chức trên bề mặt của melanin và kim loại nặng. Trong nghiên cứu này, Lei và các 

cộng sự là đã sử dụng melanin làm chất vận chuyển bổ sung sắt trên mô hình chuột 

bị bệnh thiếu máu do thiếu sắt. Hiệu quả của nghiên cứu đã được đánh giá thông 

qua việc điều trị nhóm chuột này bởi phức hệ melanin liên kết với sắt. Kết quả 

nghiên cứu cho thấy, ở nhóm chuột bị bệnh thiếu máu đã phục hồi các chỉ số sinh 

hóa bình thường của cơ thể  sau điều trị [Wang J.F, 2008]. 

Tóm lại, melanin với cấu trúc và nguồn gốc đa dạng cùng nhiều tính chất đặc 

biệt, đã và đang là đối tượng được nghiên cứu và ứng dụng ở nhiều lĩnh vực. Trong 

thời gian gần đây, có một số nghiên cứu cơ bản và nghiên cứu định hướng ứng dụng 
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đã chế tạo melanin về kích thước nano để tăng cường hoạt tính sinh học và mở ra 

các ứng dụng ở mảng y sinh với tiềm năng đặc biệt trong việc làm hệ thống vận 

chuyển thuốc biệt dược, kháng ung thư và bảo vệ tế bào lành sau xạ trị. Tuy nhiên, 

các nghiên cứu này chưa nhiều và đặc biệt chưa có nghiên cứu đánh giá về tác dụng 

bảo vệ các tế bào lành sau xạ trị  ở vùng lân cận và xa vị trí khối ung thư của nano-

melanin. 
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Chương 2. ĐỐI TƯỢNG VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1. ĐỐI TƯỢNG NGHIÊN CỨU 

2.1.1. Tế bào 

Tế bào ung thư phổi Murine Lewis 3LL (ATCC CRL-1642). Nguyên bào sợi da 

chuột (NIH 3T3), dòng tế bào có nguồn gốc từ da người keratynocyte (HaCaT) từ 

Bộ môn Sinh học tế bào, Khoa Sinh học, Trường Đại học Khoa học tự nhiên, Đại 

học Quốc Gia Hà Nội và tế bào nội mô (hUVEC) được nhận từ Viện nghiên cứu Tế 

bào gốc và Công nghệ Gen Vinmec, Tập đoàn Vingroup. 

2.2.2. Động vật nghiên cứu 

Chuột thí nghiệm (Swiss trắng, 5 tuần tuổi), được cung cấp bởi Viện Vệ sinh 

Dịch tễ Trung ương (NIHE; Hà Nội, Việt Nam). Chuột được nuôi trong lồng đặt 

trong hệ thống nuôi động vật (Viện nghiên cứu y dược học quân sự, Học viện Quân 

Y) ở nhiệt độ 24 ± 3 °C, độ ẩm 55% và được cho ăn hai lần mỗi ngày và kiểm tra 

cân nặng 3-5 ngày/lần. 

2.2. NGUYÊN LIỆU, HÓA CHẤT VÀ THIẾT BỊ 

2.2.1. Hóa chất  

Hóa chất 

Melanin (Số CAS: 8049-97-6; Sigma Aldrich, St Louis, MO, USA) sử dụng cho 

nghiên cứu in vivo, melanin tách từ túi mực (oligo chinensis Gray) theo phương 

pháp được nghiên cứu trước đó [Cuong A.M, 2018] và sử dụng cho nghiên cứu in 

vitro, NaOH, NaCl, HCL, n-hexan, methanol, ethanol, diethyl ether, H2SO4, 

NH4OH (Trung Quốc), DMSO (Gibco, USA), phosphate buffered saline (PBS), 

fetal bovine serum (FBS, Gibco, USA), môi trường DMEM 4,5 g/L glucose (Pan, 

Đức), môi trường DMEM 1,0 g/L glucose, trypsin (Pan, Đức), RPMI (Pan, Đức), 

EBM-2 (Endothelial Basal Medium, Lonza, Switzerland),  thuốc nhộm trypan blue, 

penicillin/streptomycin (Gibco, USA), đệm ly giải erythrocyte (BD Biosciences, 

USA), trichloroacetic acid (Sigma-Aldrich, USA), sunforhodamine B (Sigma-
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Aldrich, USA), DAPI staining solution (Abcam, Cambridge, UK), paclitaxel (Trung 

Quốc), hematoxylin và Eosin (Leica, Đức). 

Các kháng thể: anti-CD19-PE cho tế bào B, anti-CD11c-FITC cho tế bào tua, và 

anti-CD3-PE cho tế bào T (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA). 

Kít apoptosis (Invitrogen), kit tách RNA (Thermo Scientific, Waltham, MA, 

USA). 

Kít tổng hợp cDNA (Thermo Scientific, Singapore), kít Realtime PCR 

(Sensifast, India). 

Kít đánh giá sự lão hóa tế bào (senescence cells histochemical staining kit) 

(Sigma-Aldrich, Missouri, USA). 

Kít đánh giá khả năng tạo mạch (angiogenesis assay kit) (Abcam,  USA). 

2.2.2. Thiết bị nghiên cứu 

- Hệ thống phòng nuôi cấy tế bào động vật (Khoa sinh học, Đại học Khoa học tự 

nhiên, đại học Quốc Gia Hà Nội). 

- Hệ thống phòng nuôi động vật cho nghiên cứu (Viện nghiên cứu Y dược học, 

Học viện Quân Y). 

- Hệ thống máy chiếu xạ precise digital accelerator 152377 (ELEKTA, 

Stockholm, Sweden) của Bệnh viện Quân y 103, Hà Đông, Hà Nội. 

- Kính hiển vi điện tử quét (Scanning Electron Microscope) NANOSEM 450 

(SEM) (FEI, Hillsboro, OR, USA), máy đo phổ hồng ngoại FTIR (IRAffinity-1S, 

SHIMADZU, Kyoto, Nhật Bản). Thiết bị thuộc ĐHKHTN, ĐHQG Hà Nội. 

- Hệ thống máy phân tích tế bào theo dòng chảy (Fact Canto II), thiết bị thuộc 

ĐHKHTN, ĐHQG Hà Nội và hệ thống máy phân tích tế bào theo dòng chảy (Fact 

lysic, BD Biosciences, USA), thiết bị thuộc Học viện Quân Y, Hà Đông, Hà Nội. 

- Hệ thống máy Realtime PCR LightCycler® 96 (Roche Diagnostics GmbH, 

Mannheim, Đức), Hệ thống máy Realtime PCR 7500 (Applied Biosystems, USA), 

thiết bị thuộc ĐHKHTN, ĐHQG Hà Nội, Vinmec và Học viện Quân Y. 
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- Một số thiết bị khác: máy khuấy từ, máy siêu âm, máy đo pH (Hanna, Ý), máy 

ly tâm lạnh (Sigma, USA), hệ thống điện di ngang, điện di đứng (Thermo, USA), 

máy PCR (Thermo, USA), máy phân tích thành phần của máu (Synmex, Japan), 

máy đo quang phổ UV-vis (Thermo, USA), máy đo kích thước hạt và phân tán xạ 

nanosize (Malvern Instruments, UK), kính hiển vi điện tử phát huỳnh quang, kính 

hiển vi quang học (Olimpus, Trung Quốc), pipet man, pipet đa kênh (Eppendoft, 

Đức), máy soi gel (Trung Quốc). 

2.3. CÁC PHƯƠNG PHÁP, KĨ THUẬT ĐƯỢC SỬ DỤNG TRONG NGHIÊN 

CỨU 

2.3.1. Nhóm phương pháp chế tạo hạt NMPs và xác định đặc tính của vật liệu 

2.3.1.1. Chế tạo hạt NMPs 

+ Bột melanin (Số CAS: 8049-97-6; Sigma Aldrich, St Louis, MO, USA) và 

melanin tách từ mực được sử dụng để chế tạo melanin kích thước nano. Bột 

melanin được khảo sát khả năng tan trong một số dung môi như H20, methanol, 

ethanol, HCl 3M, H2SO4 3M, n-hexan, ethyl acetate, DMSO, NaOH, NH4OH, H2O2
. 

Lựa chọn môi trường alkaline có khả năng hòa tan melanin nhiều nhất là NH4OH và 

NaOH ở các nồng độ 0,1 N, 0,2 N, 0,5 N, 1 N và 3 N để chế tạo hạt melanin kích 

thước nano trong các điều kiện nhiệt độ (0 0C, 37 0C, 60 0C, 100 0C), tốc độ khuấy 

từ (0 rpm , 100 rpm, 200 rpm, 400 rpm)  và thời gian (0 phút, 10 phút, 15 phút, 30 

phút, 60 phút, 180 phút, 300 phút, 360 phút). 

Sau đó, pH của dung dịch NMPs được điều chỉnh đến giá trị pH trong khoảng 7 

- 7,2 bởi dung dịch axit hydrochloride (HCl). Hàm lượng melanin được xác định 

theo phương pháp được công bố trước đây với một vài sửa đổi [Hu D.N, 2008]. 

Hàm lượng của NMPs được xác định bằng máy quang phổ ở bước sóng 475 nm. 

2.3.1.2. Phương pháp xác định đặc tính của vật liệu 

+ Phương pháp sử dụng kính hiển vi điện tử NANOSEM 450 (SEM) (FEI, 

Hillsboro, OR, USA) để xác định hình thái và kích thước của vật liệu. Kính hiển vi 
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điện tử quét NANOSEM sử dụng chùm điện tử electron hội tụ để quét trên bề mặt 

vật liệu để tạo nên hình ảnh bề mặt cấu trúc vi mô của vật liệu. 

+ Phương pháp đo phổ hồng ngoại FTIR 

Phổ hồng ngoại FTIR được sử dụng để xác định các nhóm chức năng hóa học 

của phân tử của một hợp chất thông qua tần số giao động đặc trưng trên phổ đồ. Các 

nhóm chức năng hóa học của melanin và NMPs được xác định bằng phương pháp 

đo quang phổ hồng ngoại Fourier-Transform (FTIR) (IRAffinity-1S, Shimadzu, 

Kyoto, Japan).  

+ Phương pháp tán xạ laser động đã được áp dụng để đo kích thước và độ phân 

tán của hạt nano bằng Zetasizer (phần mềm v7.11, Malvern Instruments, 

Worcestershire, UK). 

Các phương pháp trên được thực hiện tại Trường Đại học Khoa học Tự nhiên, 

ĐHQG Hà Nội. 

2.3.2. Nhóm phương pháp nghiên cứu sử dụng trên mô hình in vitro 

2.3.2.1. Nuôi cấy tế bào. 

Dòng tế bào nguyên bào sợi của da chuột NIH 3T3, tế bào có nguồn gốc từ da 

người HaCaT được hoạt hóa trong môi trường DMEM có bổ sung glucose ở mức 

4,5 g/L và 1 (g/L). Tế bào nội mô hUVEC được nuôi trong môi trường EBM-2. Tế 

bào ung thư phổi chuột 3LL (ATCC) được nuôi trong môi trường RPMI. Các dòng 

tế bào phát triển trong các môi trường có bổ sung thêm 10% FBS (Fetal Bovine 

Serum), 1% penicillin/streptomycin, và ủ ở nhiệt độ 37 °C trong tủ ổn nhiệt có cung 

cấp 5% CO2. 

2.3.2.2. Phương pháp đánh giá độc tính của thuốc trên tế bào 

Độc tính tế bào của NMPs trên tế bào được xác định bằng phương pháp SRB 

(Sigma-Aldrich) và đã được mô tả trước đây [Orellana E.A, 2016]. Tế bào HaCaT 

được gieo trên đĩa 96 giếng ở mật độ 4 × 103 tế bào mỗi giếng (tế bào NIH 3T3 và 

hUVEC được gieo ở mật độ 3 x 103 tế bào/giếng) và được ủ ở 37 °C trong 24 giờ 

với 5% CO2. Sau đó, các giếng tế bào được xử lý bằng NMPs ở các nồng độ khác 
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nhau 3, 6, 12, 25, 50, và 100 (μg/mL) và được ủ liên tục trong 48 giờ. Paclitaxel 

được sử dụng làm đối chứng dương. Sau đó, TCA 10% được sử dụng để cố định tế 

bào trong 1 h trên đĩa giếng trước khi nhuộm với dung dịch SRB 0,04% trong 15 

phút. Axit axetic (1%) được sử dụng để để rửa các phần hóa chất, dung môi còn dư 

ở các đĩa tế bào. Cuối cùng, các tinh thể SRB được hòa tan trong 10% Tris-HCL và 

độ hấp thụ ở bước sóng 510 nm được tính toán bằng máy đo ELISA (BioTech 

Power Wave XS, Winooski, VT, USA). 

2.3.2.3. Phương pháp chiếu xạ trên tế bào  

Phương pháp chiếu xạ trên tế bào được thực hiện theo phương pháp đã được mô 

tả trong nghiên cứu trước đây [Nikzad S, 2013]. 

Tế bào sau khi nuôi cấy được đếm và cấy chuyển sang các đĩa 96 giếng với mật 

độ 1000 tế bào/giếng hoặc đĩa 6 giếng với mật độ 30.000 tế bào/giếng. Một ngày 

sau khi cấy chuyển, tế bào sẽ được chia làm 04 nhóm thí nghiệm, bao gồm nhóm (I) 

đối chứng sinh học, không chiếu xạ (NIL); nhóm (II) - có bổ sung hạt nano (10 

µg/mL) và không chiếu xạ (Mel); nhóm III - có bổ sung hạt nano cùng nồng độ và 

được chiếu xạ (IR+Mel); nhóm IV- không được bổ sung NMPs, chỉ chiếu xạ (IR). 

Sau khi tế bào đơn lớp đạt đến mật độ khoảng 60 – 70% sẽ được chiếu xạ tia X. 

Toàn bộ các giếng nuôi cấy sẽ được tiếp xúc tia xạ trong cùng điều kiện và cùng 

thời gian. Tia xạ được cung cấp dưới dạng liều đơn trong khoảng 0 - 10 Gy, tốc độ 

chiếu xạ là 0,6 Gy/min. Toàn bộ tia xạ được chiếu với khoảng cách 20 cm tới đĩa tế 

bào nuôi cấy. Sau đó, tế bào được thu và kiểm tra tỷ lệ tế bào sống và chết  so với 

đối chứng ở thời điểm 2 ngày sau chiếu xạ. 

2.3.2.4. Phương pháp đánh giá tế bào sống sót sau chiếu xạ 

Xác định tỷ lệ tế bào sống bằng phương pháp nhuộm tím tinh thể được mô tả 

theo nghiên cứu trước đây [Feoktistova M., 2016]. Tế bào được gieo trong đĩa 6 

giếng và nuôi trong 24h. Tế bào được bổ sung NMPs hoặc không được bổ sung bởi 

NMPs và được nuôi cấy thêm 24h. Các tế bào sống có khả năng bám dính được cố 

định bằng formalin 10% và nhuộm bằng tím tinh thể nồng độ 0,1%. Hòa tan dung 
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dịch nhuộm với SDS 0,1% và đo độ hấp thụ ở bước sóng 595 nm bằng máy đo Elisa 

(BioTech Power Wave XS, Winooski, VT, USA). 

2.3.2.5. Phương pháp đánh giá sự tác động của NMPs lên quá trình di chuyển của 

tế bào (wound healing) 

Phương pháp đánh giá quá trình di chuyển của tế bào nội mô được thực hiện 

theo công bố trước đó [Martinotti S, 2019]. Tế bào nội mô được hoạt hóa trong môi 

trường EBM-2 (Endothelial Basal Medium) trên đĩa 24 giếng ở mật độ 8000 tế 

bào/cm2. Khi tế bào tăng sinh che phủ đĩa nuôi cấy ở mật độ >80%, tế bào được ức 

chế quá trình tăng sinh bởi bổ sung chất ức chế mitomixin (10 µg/mL). Ở thời điểm 

0 h, các giếng được tạo vết thương bằng bộ dụng cụ tạo vết thương (SPL, Hàn 

Quốc). Sau đó, các giếng được bổ sung NMPs ở các nồng độ 0 (negative control), 

25 và 50 (µg/mL). Sự di chuyển của tế bào ở các giếng được theo dõi và chụp ảnh 

bởi kính hiển vi quang học. Kết quả hình ảnh được phân tích bởi phần mềm Image J 

(phiên bản 1.46r). 

2.3.2.6. Phương pháp đánh giá sự tác động của NMPs lên khả năng lão hóa tế bào 

(senescence cells) 

Tỉ lệ tế bào lão hóa trong quần thể tế bào hUVECs ở được đánh giá theo chỉ dẫn 

của hãng sản xuất kít đánh giá tỷ lệ lão hóa tế bào Senescence Cells Histochemical 

Staining Kit (Sigma-Aldrich, Missouri, USA). Các bước tiến hành được thực hiện 

theo chỉ dẫn của nhà sản xuất. Các tế bào được gieo lên đĩa 6 giếng với mật độ 

20.000 tế bào/cm2 và được ủ với hạt NMPs ở các nồng độ 50 μg/mL và 25 ug/mL 

trong điều kiện nhiệt độ 37℃, 5% CO2  trong 48 h. Sau đó, môi trường nuôi cấy 

được loại bỏ, tế bào được rửa 1 lần với PBS 1X trước khi cố định tế bào với 1X 

Fixation buffer trong 7 phút. Tế bào được rửa 2 lần với PBS 1X và ủ với Staining 

Mixture qua đêm trong điều kiện nhiệt độ 37℃ có cung cấp 5% CO2. Tế bào được 

nhuộm với DAPI Staining solution (Abcam, Cambridge, UK) trong 15 phút sau khi 

loại bỏ dung dịch Staining Mixture và rửa 1 lần với PBS 1X. Tế bào được rửa 1 lần 
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với PBS và quan sát dưới kính hiển vi huỳnh quang soi ngược (Olympus, Tokyo, 

Japan). Hình ảnh được phân tích với phần mềm Image J (bản 1.46r). 

2.3.2.7. Phương pháp đánh giá sự tác động của NMPs lên quá trình hình thành 

mạch máu 

Phương pháp đánh giá quá trình hình thành mạch được thực hiện theo công bố 

trước đó [Arnaoutova I, 2010]. Tế bào nội mô được nuôi cấy trong môi trường 

EBM-2, khi tế bào đạt 80% độ che phủ thi thu tế bào. Gieo tế bào lên đĩa 96 giếng ở 

mật độ 1,5 x 104 tế bào/giếng, và các giếng đã được phủ bởi dung dịch Extracellular 

Matrix Solution. Bổ sung NMPs nồng độ 50 μg/mL và 25 μg/mL ở các giếng thử 

nghiệm. Ở giếng đối chứng âm, bổ sung suramin (50 μg/mL) có vai trò ức chế khả 

năng tạo mạch. Ủ tế bào ở điều kiện 37 oC, 5% CO2. Theo dõi sự hình thành mạch 

ở các giếng bằng kính hiển vi điện tử. Nhuộm huỳnh quang và kiểm tra sự tạo mạch 

bằng kính hiển vi phát huỳnh quang ở kính lọc có biên độ bước sóng 490/540 nm. 

Xử lý kết quả thu được bằng phần mềm Image J (bản 1.46r). 

2.3.2.8. Phương pháp xác định tỷ lệ tế bào chết theo chương trình trên hệ thống 

phân tích tế bào theo dòng chảy 

Phương pháp xác định tỷ lệ tế bào chết theo chương trình được thực hiện theo 

phương pháp đã được mô tả trong nghiên cứu trước đây [Schutte B, 1998].  

Tế bào HaCat được gieo vào đĩa 6 giếng với mật độ 3x104/giếng. Trước khi 

được chiếu xạ tia X ở các liều chiếu khác nhau (0 Gy, 3 Gy, 5 Gy). Các giếng được 

bổ sung NMPs với nồng độ 10 μg/mL hoặc không được bổ sung thuốc. Sau đó, tế 

bào được thu và đánh giá tỷ lệ apoptosis bởi Annexin V-FITC/PI Apoptosis 

Detection Kit (Invitrogen). 106  tế bào được ủ trong tối vởi 5 µL V-FITC và 10 µL 

PI trong 15 phút theo chỉ dẫn của hãng sản xuất. Tỷ lệ tế bào apoptosis được xác 

định bằng máy FACT Canto II. Dữ liệu được phân tích bởi phần mềm Flowjo. 
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2.3.2.9. Phương pháp định lượng mức độ biểu hiện của các gen liên quan đến con 

đường apoptosis và chống oxy hóa của tế bào và đánh giá mức độ biểu hiện gen 

VEGF-A liên quan đến khả năng ức chế tạo mạch 

Tế bào sau khi chiếu xạ được thu mẫu và sử dụng kit tách RNA tổng số theo chỉ 

dẫn của hãng sản xuất (Thermor Scientific, Waltham, MA, USA). Sau đó cDNA 

được tổng hợp từ RNA tổng số nhờ phản ứng phiên mã ngược theo phương pháp 

được cung cấp bởi kit tổng hợp cDNA của hãng Thermo Scientific, Singapore. Tiếp 

theo, số lượng bản sao của các gen liên quan đến các con đường apoptosis  hay 

kháng oxy hóa của tế bào (TNF-α/BAX/Caspase-3/SOD1/VEGF-A) được định lượng 

tương đối bởi kỹ thuật Real-time PCR với gen nội chứng là β-actin và tính toán theo 

phương pháp Livak [Livak K.J]. Các trình tự cặp mồi của các gen ở bảng 2.1. 

Bảng 2.1: Trình tự của các cặp mồi của các gen của người được sử dụng 

Tên các cặp mồi Trình tự  (5’- 3’) Nguồn gốc 

Human-β-Actin (F) GAGTACAGAGCCTCGCCTAT thiết kế  

Human-β-Actin (R)  TTAAGCCGGCCTTGCACATG thiết kế  

Human-BAX-F TTTGCTTCAGGGTTTCATCCA [Di Meo F, 2019] 

Human-BAX-R CTCCATGTTACTGTCCAGTTCGT [Di Meo F, 2019] 

Human-Caspase-3-F AGGCCGACTTCTTGTATGCA [Valle-Casuso J.C, 2019] 

Human-Caspase-3-R TTCTGTTGCCACCTTTCGGT Tự thiết kế 

Human-TNF-α-F GCTGCACTTTGGAGTGATCG [Wang J. W, 2020] 

Human-TNF-α-R CCACCAGCTGGTTATCTCTC Tự thiết kế 

Human-SOD1-F ACAAAG ATG GTGTGGCCGAT [Toshikawa H, 2021] 

Human-SOD1-R AACGACTTCCAGCGTTTCCT [Toshikawa H, 2021] 

Human-VEGF-A- F AGGAGGAGGGCAGAATCATCAC [Schlegel C, 2012] 

Human- VEGF-A-R ATGTCCACCAGGGTCTCGATTG [Schlegel C, 2012] 

2.3.3. Nhóm phương pháp nghiên cứu  sử dụng trên mô hình in vivo 

Sơ đồ chung của thử nghiệm trên mô hình in vivo được mô tả dưới đây. 
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Hình 2.1. Sơ đồ thử nghiệm trên mô hình  in vivo 

D1, 3, 7, 10, 12, 15, 18, 21, 25 – ngày thử nghiệm thứ 1, 3, 7, 10, 12, 15, 18, 21, 25 

2.3.3.1. Phương pháp đánh giá độc tính cấp của NMPs trên chuột nghiên cứu. 

Độc tính cấp của NMPs trên chuột thí nghiệm được thực hiện theo hướng dẫn 

thử nghiệm tiền lâm sàng và lâm sàng thuốc đông y, thuốc từ dược liệu (ban hành 

kèm theo Quyết định số 141/QĐ-K2ĐT ngày 27/10/2015), Bộ Y tế. 

Chuột khỏe mạnh được cung cấp bởi viện Vệ sinh dịch tễ Trung ương và được nuôi 

ổn định 03 ngày trong hệ thống phòng nuôi động vật (Viện nghiên cứu Y dược học 

Quân sự) trước khi triển khai các thí nghiệm. Dung dịch NMPs ở các mức liều khác 

nhau được tiêm theo đường phúc mạc để thử nghiệm độc tính cấp trên các nhóm 

chuột nghiên cứu. Mỗi nhóm chuột 3 con, được tiêm 02 liều NMPs cách nhau 2 

ngày với dải nồng độ 5, 10, 20, 40, 60 và 80 mg/kg. Chuột được theo dõi tình trạng 
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sức khỏe toàn thân, khả năng vận động, chế độ ăn trong 1 tuần sau điều trị. 

2.3.3.2.  Phương pháp tạo khối u rắn trên chuột thí nghiệm 

Tế bào ung thư phổi Murine lewis (3LL) được sử dụng ở nồng độ 5 × 105 tế 

bào/200 μL trong đệm photphat (PBS), và được tiêm dưới da lưng của chuột để tạo 

khối u. Khi các khối u đã hình thành, được quan sát và đo kích thước 3 ngày 1 lần. 

Kích thước khối u được xác định bởi công thức V=D*R2 trong đó (D – chiều dài 

khối u rắn, R- chiều rộng khối u rắn). Mười ngày sau khi tiêm các tế bào ung thư 

dưới da, các khối u được hình thành đạt kích thước thích hợp khoảng 500 mm3 (10 

× 10 × 5 mm3). Tiếp theo, chuột được điều trị bằng NMPs và chiếu xạ bằng tia X. 

2.3.3.3. Phương pháp xạ trị toàn thân điều trị chuột mang khối u 

Phương pháp xạ trị toàn thân chuột thí nghiệm được thực hiện theo công bố 

trước đây với một vài sửa đổi nhỏ [Khayyal M.T, 2014]. Chuột được phân bổ thành 

bốn nhóm (n = 5, mỗi nhóm) như sau: nhóm 1 (NIL), là nhóm đối chứng sinh học, 

không gây khối u và không điều trị bằng NMPs hoặc bức xạ tia X; nhóm 2 (NC), 

nhóm chuột mang khối u không được điều trị bằng NMPs và bức xạ tia X; nhóm 3 

(IR), Nhóm chuột mang khối u chỉ được điều trị bằng tia X; nhóm 4 (IR+Mel), 

nhóm chuột mang khối u được điều trị kết hợp giữa NMPs và tia X. Các nhóm 

chuột mang khối u được điều trị với một liều duy nhất 6,0 Gy với tốc độ phát xạ 

(HDR) 1,0 Gy/phút sử dụng máy phát xạ gia tốc 152377 (ELEKTA, Stockholm, 

Thụy Điển) tại Bệnh viện Quân y 103. Chuột được tiêm theo đường phúc mạc với 

nồng độ NMPs (40 mg/kg) 4 giờ trước khi chiếu tia X và 48 giờ sau chiếu xạ  được 

tiêm bổ sung 01 liều NMPs. Chuột được thu mẫu sau 15 ngày chiếu xạ. 

2.3.3.4. Phân tích mức độ biểu hiện gen trong mô khối u và mô lách bằng realtime 

pcr 

RNA tổng số được tách từ các mô cơ quan của chuột bằng cách sử dụng kít tách 

RNA GeneJET RNA Purification (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) theo 

hướng dẫn của nhà sản xuất. Sau đó, cDNA được tổng hợp từ RNA tổng số bằng 

phản ứng sao chép ngược, theo quy trình được cung cấp với kit tổng hợp cDNA 

RevertAid First Strand (Thermo Scientific, Singapore). Phản ứng chuỗi polymerase 
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phiên mã ngược định lượng theo thời gian thực (RT-PCR) được thực hiện trên máy 

Realtime PCR LightCycler® 96 (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Đức). Mức 

độ biểu hiện của bản sao TNF-α, IL-2, Bax và Caspase-3 của các mô được xác định 

thông qua mối tương quan với  mức độ biểu hiện  bản sao của các gen nội chứng β-

actin (đối với các mẫu khối u) hoặc Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase 

(GAPDH) (đối với mẫu lá lách) và tính toán theo phương pháp Livak [Livak K.J]. 

Các phản ứng realtime PCR được thực hiện bằng cách sử dụng hỗn hợp tổng thể 

tích 20 μL chứa  10 μL mastermix (bao gồm SYBR1 Green và các enzymes, dNTP 

cần thiết cho phản ứng tổng hợp chuỗi), 2 μL các cặp mồi, 1 μL cDNA và nước. 

Trình tự  của các cặp mồi của các gen khảo sát được trình bày trong bảng 2.2. 

Bảng 2.2 Trình tự của các cặp mồi của các gen của chuột nghiên cứu 

Tên các cặp mồi Trình tự (5′ - 3′) Nguồn gốc 

mouse TNF-α (F) ATGAGCACAGAAAGCATGA [Liu T, 2016] 

mouse TNF-α (R) AGTAGACAGAAGAGCGTGGT [Liu T, 2016] 

mouse IL-2 (F) TTGTGCTCCTTGTCAACAGC [Gemechu Y, 2018] 

mouse IL-2 (R) CTGGGGAGTTTCAGGTTCCT [Gemechu Y, 2018] 

mouse Caspase-3 (F) CCTCAGAGAGACATTCATGG 
[Mukhopadhyay R, 

2018] 

mouse Caspase-3 (R) GCAGTAGTCGCCTCTGAAGA 
[Mukhopadhyay R, 

2018] 

mouse Bax (F) AGCAAACTGGTGCTCAAGGC 
[Mukhopadhyay R, 

2018] 

mouse Bax (R) CCACAAAGATGGTCACTGTC 
[Mukhopadhyay R, 

2018] 

mouse GAPDH (F) CCCATCACCATCTTCCAGGAGC [Guha P, 2018] 

mouse GAPDH (R) CCAGTGAGCTTCCCGTTCAGC [Guha P, 2018] 
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Tên các cặp mồi Trình tự (5′ - 3′) Nguồn gốc 

mouse β-actin (F) 
CGGTTCCGATGCCCTGAGGCTC

TT 

[Itou D, 2015] 

mouse β-actin (R) 
CGTCACACTTCATGATGGAATT

GA 

[Itou D, 2015] 

2.3.3.5. Phân tích tế bào lách của chuột bằng kỹ thuật phân tích tế bào theo dòng 

chảy (flow cytometry) 

Các lá lách được thu thập ngay lập tức sau khi giết chuột và rửa bằng PBS 1X ba 

lần. Các mẫu lách (50 mg) được cho vào 2 mL PBS và dùng đũa thủy tinh nghiền 

nhẹ để tạo ra dung dịch đồng nhất, sau đó mẫu được lọc qua màng có kích thước lỗ 

70 μm. Dịch lọc sau đó được ly tâm ở 1500 vòng/phút trong 5 phút ở 4 °C. Tủa 

được thu lại và hòa lẫn trong trong 1,5 mL đệm ly giải Erythrocyte (ELB) (BD 

Biosciences, USA) và giữ ở nhiệt độ phòng trong 10 phút. Hỗn dịch được ly tâm 

một lần nữa trong cùng điều kiện, và tế bào thu được được rửa bằng PBS ba lần. 

Sau đó, tế bào lách chuột được hòa lẫn  trong 3 mL đệm FACS và giữ ở 4 °C. Sau 

đó, 106 tế bào trong dung dịch này được thêm vào 100 µL kháng thể pha loãng trong 

dung dịch đệm FACS và ủ trong 1 giờ (anti-CD19-PE) cho tế bào B, anti-CD11c-

FITC cho tế bào tua, và anti-CD3-PE cho tế bào T (BD Biosciences, Franklin 

Lakes, NJ, USA). Tiếp theo, hỗn hợp được rửa nhẹ bằng đệm FACS ba lần trước 

khi đo trên máy đo tế bào theo dòng chảy FACS Lysis (BD). Dữ liệu phân tích bằng 

phần mềm flowjo. 

2.3.2.6. Phương pháp phân tích mô học 

Phương pháp được thực hiện theo hướng dẫn cách nhuộm mẫu mô bằng 

hematoxylin and eosin của nhà sản xuất (Leica, Đức). Các mô lách, mô hạch và 

khối u được thu thập và giữ trong formalin (10%). Sau đó, phần mô ở vị trí trung 

tâm của mẫu được sử dụng để tiến hành phân tích.  Các mô được loại bỏ canxi bằng 

cách sử dụng axit formic (5%) và cố định trong parafin. Tiếp theo, các mô nhúng 

parafin được cắt lát dày 4 µm bằng máy cắt Leica microtome và cố định trên các 
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lam kính. Tiêu bản sau đó khử nước bằng cồn trước khi nhuộm bằng hematoxylin 

và eosin trong thời gian 6-15 phút. Ngâm lát cắt trong nước chứa amonia đến khi 

tiêu bản có màu xanh nhẹ. Rửa bằng nước trong vòng 10 phút, sau đó rửa qua cồn 

70O trong 30 giây. Tiêu bản tiếp tục được nhuộm trong dung dịch eosin 1%  trong 

1-2 phút và  loại nước bằng cồn 95o và xylen.  Hình ảnh mô học được chụp và quan 

sát bằng kính hiển vi quang học. 

2.3.2.7. Phân tích thành phần tế bào máu tổng số và thành phần sinh hóa của máu 

Được thực hiện bằng máy đo chỉ số máu tổng số và thành phần sinh hóa của 

máu của chuột (Sysmex, Japan) tại Trung tâm nghiên cứu động vật, Học viện Quân 

y. 

2.4. PHÂN TÍCH THỐNG KÊ VÀ GIẤY PHÉP THỰC HIỆN NGHIÊN CỨU 

TRÊN ĐỘNG VẬT  

Số liệu được thu thập và xử lý bằng phần mềm Excel, Grap Path, các kết quả 

nghiên cứu được lặp lại 03 lần. Sự khác biệt giữa các nhóm nghiên cứu được xem 

xét có ý nghĩa thống kê khi giá trị p<0,05 được xác định bằng Student T-test  và 

Anova. Tất cả các quy trình liên quan đến động vật được tiến hành theo Nguyên tắc 

Chăm sóc Động vật trong Phòng thí nghiệm (NIH). Các thí nghiệm trên động vật 

trong nghiên cứu này đã được hội đồng đạo đức trong nghiên cứu Y sinh của Học 

viện Quân y phê duyệt cho Dự án có mã số 108.02-2017.07 do Quỹ Phát triển Khoa 

học và Công nghệ Quốc gia (NAFOSTED) tài trợ. Mã số phê duyệt: IACUC-

025/18.  
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Chương 3. KẾT QUẢ NGHIÊN CỨU 

3.1. TẠO HẠT NMPS 

 3.1.1. Đánh giá cấu trúc bề mặt và thành phần các nhóm chức hóa học của 

melanin 

Melanin là nhóm sắc tố có cấu trúc phân tử dưới dạng polymer sinh học. Cấu 

trúc bề mặt của melanin được quan sát bằng kính hiển vi điện tử quét NanoSEM 

450. 

 

Hình 3.1. Bột melanin dưới độ phóng đại 30.000 lần (A) và 50.000 lần (B) dưới 

kính hiển vi điện tử SEM và các nhóm chức hóa học trên bề mặt của melanin được 

xác định bởi phép đo hồng ngoại xa FTIR (C).  
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Hình ảnh phóng đại 30.000 lần cho thấy, bề mặt của melanin được tạo thành từ 

tiểu cấu trúc nhỏ hình tròn, kích thước nano và gần như đồng nhất (hình 3.1A). Các 

tiểu cấu trúc hình cầu này tạo nên bề mặt melanin xù xì với các khoảng không gian 

được tạo thành bởi các tiểu cấu trúc nano trên bề mặt nằm xen kẽ nhau. Các cấu trúc 

rỗng bên trong bề mặt vật liệu là một trong các đặc tính quan trọng giúp chúng có 

thể thực hiện một số chức năng đặc biệt ví dụ như chứa đựng các hợp chất khác 

kích thước nano trong không gian rỗng của mình. Các tiểu cấu trúc nano này của 

melanin được quan sát rõ hơn ở độ phóng đại 50.000 lần (hình 3.1B). 

Các nhóm chức năng hóa học của melanin được xác định bằng phương pháp đo 

phổ hồng ngoại xa FTIR. Với phương pháp này, phổ của các nhóm chức được xác 

định trong vùng dao động 400 - 4000 cm-1 . Hình 3.1C, phổ FTIR của melanin xuất 

hiện các tần số dao động với đỉnh phổ rõ nét ở 3356 cm-1, 1612 cm-1, 1029 cm-1, 

tương ứng với sự dao động của các liên kết –OH, -C=O, -COO. Từ đó có thể xác 

định được các nhóm chức năng hóa học như  hydroxyl, cacbonyl, cacboxyl (–OH, -

C=O, -COO) ở bề mặt của melanin.  

Melanin là vật liệu hoàn toàn không tan trong nước và có cấu trúc khá bền vững. 

Trước khi thực hiện các nghiên cứu tiếp theo, một số dung môi khác nhau được sử 

dụng để khảo sát khả năng hòa tan của melanin nhằm tìm kiếm môi trường phù hợp 

cho việc tạo hạt NMPs. 

 3.1.2. Khảo sát khả năng hòa tan của melanin trong một số dung môi 

Melanin được khảo sát khả năng hòa tan trong một số loại dung môi như nước, 

methanol, n-hexan, H2SO4 đặc, HCL đặc, DMSO, NaOH, NH4OH, H2O2. Kết quả 

bước đầu được thể hiện ở bảng 3.1. Melanin bột được bổ sung vào các dung môi và 

được lắc ở tốc độ 200 rpm/phút. Khả năng hòa tan của melanin được kiểm tra bằng 

phương pháp đo mật độ quang ở bước sóng 475 nm. Giá trị OD càng lớn thì hàm 

lượng melanin càng cao. 
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Kết quả nghiên cứu chỉ ra melanin rất ít tan hoặc hoàn toàn không tan trong 

nhiều dung môi hữu cơ thông thường như methanol, ethanol, n-hexan, ethyl acetate, 

DMSO và cả acid đặc (HCl, H2SO4, chỉ tan một phần nhỏ trong môi trường kiềm và 

H2O2).  

Bảng 3.1 Khả năng tan của melanin trong một số dung môi. 

STT Tên môi trường Khả năng hòa tan 

1 H2O - 

2 Methanol 99,9% - 

3 Ethanol 99,9% - 

4 HCl 3M - 

5 H2S04 3M - 

6 n-hexan - 

7 Ethyl acetate - 

8 DMSO 50% - 

9 NaOH 1N ++++ 

10 NH4OH 1N ++ 

11 H2O2 10% + 

(+): có khả năng hòa tan; (-): hoàn toàn không tan hoặc tan rất ít 

Bảng 3.1 chỉ ra khả năng hòa tan của melanin trong NaOH và NH4OH là lớn nhất so 

với các dung môi được khảo sát. Nghiên cứu lựa chọn môi trường kiềm để tối ưu 

các điều kiện tạo hạt NMPs. Các yếu tố để khảo sát khả năng tạo hạt NMPs bao 

gồm: nhiệt độ, thời gian tạo hạt, tốc độ khuấy từ, nồng độ kiềm được sử dụng cho 

nghiên cứu. 
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 3.1.3. Khảo sát sự ảnh hưởng của nồng độ alkaline (NaOH và NH4OH) lên 

hàm lượng hạt NMPs trong dung dịch 

Nghiên cứu sử dụng NaOH và NH4OH ở dải các nồng độ khác nhau (0,1N - 1N) 

để tạo hạt NMPs. Hàm lượng NMPs trong các môi trường kiềm được thể hiện ở 

hình 3.2 A,B,C. 

 

Hình 3.2. Sự ảnh hưởng của nồng độ kiềm tới khả năng tạo hàm lượng NMPs trong 

dung dịch. NMPs trong dung dịch NaOH ở các nồng độ 0,1; 0,2; 0,5; 1(N) (A). 

NMPs trong dung dịch NH4OH ở các nồng độ 0,1; 0,2; 0,5; 1(N) (B). Hàm lượng 

NMPs trong dung dịch NH4OH và NaOH (C). 

Ở hình 3.2C, hàm lượng NMPs được tăng lên khi sử dụng nồng độ kiềm (NaOH, 

NH4OH) ở các nồng độ cao. Trong dung dịch NaOH, hàm lượng NMPs nhiều đang 

kể so với trong dung dịch NH4OH ở cùng một nồng độ. Hàm lượng NMPs ở trong 

dung dịch NaOH ở nồng độ 0,1; 0,2; 0,3; 0,4 gấp 1,1; 2; 3; 5 lần tương ứng so với 

trong dung dịch NH4OH. 

3.1.4. Khảo sát sự ảnh hưởng của nhiệt độ đến mức độ tạo thành hạt NMPs 

Nhiệt độ là một trong những yếu tố ảnh hưởng đến khả năng tạo hạt của NMPs. 

Hình 3.3 chỉ ra sự phụ thuộc vào nhiệt độ đến khả năng tạo thành hạt NMPs khi sử 
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dụng NH4OH để phân cắt NMPs. Khảo sát khả năng tạo hạt NMPs ở nhiều mức 

nhiệt độ khác nhau bao gồm 4 OC, 37 OC, 60 OC, 100 OC.  

 

Hình 3.3. Sự ảnh hưởng của nhiệt độ đến mức độ tạo hạt NMPs trong môi 

trường NH40H 0,5N. 

 

Hình 3.4. Sự ảnh hưởng của nhiệt độ đến mức độ tạo hạt NMPs trong môi 

trường NaOH 0,5N. 

0 15 30 60 120 180 300 360

0.0

0.5

1.0

1.5
Đ

ộ
 h

ấ
p

 t
h

ụ
 q

u
a
n

g
 (

=

4
7

5
 n

m
)

4
o
C

37
 o

C

60
o
C

100
o
C

Phút

0 15 30 60 120 180 300 360

0

1

2

3

Đ
ộ
 h

ấ
p

 t
h

ụ
 q

u
a
n

g
 (

=

4
7

5
 n

m
)

4
o
C

37
 o

C

60
o
C

100
o
C

Phút



62 
 

Trong cả hai môi trường NH4OH và NaOH (0,5 N), hàm lượng hạt NMPs được 

tạo ra phụ thuộc vào nhiệt độ môi trường (hình 3.3 và 3.4). Khi nhiệt độ tăng lên, 

lượng hạt NMPs được tạo ra nhiều hơn và mức độ tạo hạt cực đại của NMPs phụ 

thuộc vào nhiệt độ. Số lượng hạt NMPs được tạo ra nhiều nhất ở 100 OC và đạt mức 

cao nhất sau hai giờ. Ở các nhiệt độ còn lại, tỷ lệ NMPs được tạo thành đạt cực đại 

sau năm giờ (hình 3.3, 3.4). 

3.1.5. Khảo sát sự ảnh hưởng của tốc độ khuấy từ đối với khả năng hình thành 

hạt NMPs 

Tốc độ khuấy từ trong quá trình tạo hạt NMPs là một trong các điều kiện ảnh 

hưởng đến hàm lượng NMPs được tạo ra.  

 

Hình 3.5. Sự ảnh hưởng của tốc độ khuấy từ và khả năng tạo hạt NMPs trong các 

môi trường NaOH (0,5N) (A) và NH4OH (0,5N)(B). 

Ở hai môi trường NH4OH và NaOH, tốc độ khấy từ có ảnh hưởng rõ rệt đến thời 

gian đạt hàm lượng cực đại và mức độ tạo hạt  melanin. Khả năng tạo hạt NMPs 

được khảo sát ở 04 tốc độ khuấy từ khác nhau bao gồm 0, 100, 200, 400 (rpm/phút).  

Hình 3.5 cho thấy hàm lượng NMPs phụ thuộc vào tốc tốc độ khuấy từ trong quá 

trình tạo hạt. Sau 3 giờ, hàm lượng NMPs được tạo ra ở tốc độ 400 rpm/phút đạt 
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cực đại gấp 7 lần so với đối chứng. Đồng thời, hàm lượng NMPs được tạo ra tăng 

lên theo thời gian. Hàm lượng NMPs được tạo ra đạt cực đại sau thời gian 5 giờ. 

3.1.6. Khảo sát kích thước  hạt NMPs được tạo nên trong môi trường NaOH và 

NH4OH 

Ở tốc độ khuấy từ 400 rpm/phút và nhiệt độ 37oC, kích thước trung bình của hạt 

NMPs trong các môi trường NH4OH và NaOH với các nồng độ thử nghiệm khác 

nhau được xác định bằng máy đo kích thước hạt nanosize. Kích thước trung bình 

của hạt NMPs trong NH4OH và NaOH ở dải nồng độ 0,1 N; 0,5 N; 1 N và 3 N được 

thể hiện ở bảng 3.2 và hình 3.6. Độ phân tán của hạt và mức độ đồng đều của hạt 

trong dung dịch được mô tả bởi hình dạng phổ của đồ thị (hình 3.6).  

Bảng 3.2 Kích thước trung bình của các hạt melanin được tạo ra trong dung dịch. 

Nồng độ NaOH NH4OH 

0.1 N 204 nm 625 nm 

0.5 N 160 nm 260 nm 

1 N 4006 và 340 nm 294 và 112 nm 

3 N 681, 9073, và 5580 nm 2685 và 354 nm 

Trong các môi trường khác nhau đã tạo ra các hạt NMPs ở các kích thước khác 

nhau. Khi nồng độ kiềm sử dụng có nồng độ lớn (≥1N), melanin được phân cắt 

thành nhiều mảnh có kích thước ở nhiều phân đoạn khác nhau. Kích thước hạt nano 

là một trong những đặc trưng quan trọng để quyết định việc hạt nano có khả năng 

vận chuyển an toàn trong hệ thống tuần hoàn mà không gây tắc mạch và dễ dàng đi 

vào trong tế bào để thực hiện các chức năng dược lý của nó. Môi trường NaOH (0,5 

N) tạo hạt nanomelanin có kích thước trung bình nhỏ nhất (160 nm) (bảng 3.2). 
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Hình 3.6. Sự phân tán của các hạt NMPs và kích thước của hạt NMPs trong dung 

dịch NH4OH và NaOH được xác đinh bởi máy đo tán xạ ánh sáng Zetasizer. 

- Sự phân bố của các hạt NMPs trong dung dịch NaOH ở nồng độ 0,1 N (A); 

0,5 N (B); 1 N (C) và 3 N (D), tương ứng 

- Sự phân bố của các hạt NMPs trong dung dịch NH4OH ở nồng độ 0,1 N (E); 

0,5 N ( F); 1 N (G) và 3 N (H), tương ứng. 

Do đó, một số đặc trưng của hạt NMPs trong môi trường NaOH tiếp tục được khảo 

sát. 
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3.1.7. Khảo sát những đặc điểm của hạt NMPs trong môi trường NaOH 0,5N 

Từ các khảo sát trước đó đã chỉ ra, trong môi trường NaOH, NMPs được tạo ra 

nhiều hơn về mặt hàm lượng và thời gian để đạt mức độ bão hòa so với trong môi 

trường NH4OH ngắn hơn. Do đó NaOH được lựa chọn làm môi trường phân cắt 

NMPs và tiếp tục khảo sát các đặc trưng của NMPs được tạo nên trong môi trường 

này. Các đặc điểm của NMPs được xác định bao gồm hình thái của hạt dưới quan 

sát của kính hiện vi điện tử quyét, phổ các nhóm chức năng hóa học FTIR, phổ hấp 

thụ ánh sáng UV-vis. 

Các đặc trưng về hình thái và các nhóm chức hóa học trên bề mặt của NMPs. 

Dung dịch NMPs được phân tích và đánh giá bởi phương pháp đo phổ hồng 

ngoài FTIR và quan sát hình thái của hạt bằng kính hiển vi điện tử SEM ở độ phóng 

đại 25.000 lần và 50.000 lần (hình 3.7 A,B). Đồng thời, các nhóm chức hóa học của 

dung dịch NMPs được xác định bởi phổ hồng ngoại xa FTIR (hình 3.7C). 

 

Hình 3.7. NMPs dưới độ phóng đại 25.000X (A); 50.000X (B) của kính hiển vi điện 

tử quét SEM; phổ FTIR của NMPs (C). 
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Ở các độ phóng đại cực lớn 25.000 và 50.000 lần, hình ảnh SEM đã chỉ ra 

NMPs trong dung dịch tồn tại ở dạng hạt riêng biệt. Trong khi đó, hình ảnh ở độ 

phóng đại tương tự (hình 3.1 A,B) của kính hiển vi điện tử SEM cho thấy, melanin 

tự nhiên có bề mặt phức tạp với các cấu trúc dạng hình cầu tụ thành khối, xếp cạnh 

nhau với các khoảng rỗng xen kẽ. Hình 3.7C mô tả phổ FTIR của NMPs. Có thể 

nhận thấy, trên bề mặt NMPs, các dao động phổ nhóm chức năng được xác định 

trong khoảng 400 - 4000 cm-1. Các đỉnh phổ rõ nét của các nhóm chức năng hóa học 

bao gồm hydroxyl (3356 cm-1), cacboxyl (1612 cm-1), cabonyl (1029 cm-1). Các 

nhóm chức năng hóa học trên bề mặt của NMPs được xác định bởi phổ FTIR có sự 

tương đồng với các nhóm chức trên bề mặt của melanin từ túi mực (hình 3.1C). 

 

Hình 3.8. Sơ đồ tạo hạt melanin kích thước nano 

Từ các kết quả nghiên cứu ở trên, dung môi kiềm được sử dụng để tạo hạt 

NMPs. Hạt melanin được tạo ra trong môi trường NaOH 0,5 N, tốc độ khuất từ 400 

rpm/phút, ở 37 oC (gần với nhiệt độ cơ thể) được sử dụng cho các nghiên cứu tiếp 

theo. Hạt nano được tạo ra theo sơ đồ qui trình (hình 3.8) được sử dụng cho thử 

nghiệm trên mô hình tế bào và mô hình chuột thí nghiệm. 
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3.2 KHẢO SÁT KHẢ NĂNG BẢO VỆ TẾ BÀO DƯỚI TÁC ĐỘNG CỦA TIA X 

3.2.1. Sự tác động của NMPs lên chức năng sinh lý của tế bào  

3.2.1. Độc tính của NMPs trên dòng tế bào NIH 3T3, HaCaT và hUVEC 

Sau khi hoạt hóa thành công dòng tế bào NIH 3T3 và HaCaT, và hUVEC, các tế 

bào được gieo vào đĩa 96 giếng với mật độ lần lượt 3000, 4000, 3000 tế bào/giếng  

để tiến hành nghiên cứu thử nghiệm độc tính tế bào bởi NMPs. Tiến hành bổ sung 

NMPs ở các nồng độ khác nhau 0, 3, 6, 12, 25, 50, 100 μg/mL vào các giếng tế bào. 

Đối chứng dương được sử dụng là paclitaxel.  

 

Hình 3.9. Độc tính tế bào của NMPs đối với tế bào HaCaT, NIH 3T3 và hUVEC 

Kết quả nghiên cứu cho thấy sự phụ thuộc giữa tỷ lệ sống sót của tế bào với 

nồng độ thuốc thử (hình 3.9). Ở nồng độ thuốc thử 100 μg/mL, số lượng lớn tế bào 

NIH 3T3 và HaCaT bị mất khả năng bám dính vào đáy đĩa và bị chết. Tỷ lệ tế bào 

sống sót của tế bào HaCaT và NIH 3T3 ở nồng độ thuốc thử 100 μg/mL lần lượt là 

36% và 27% so với đối chứng. Ở các nồng độ thuốc thử thấp từ 0 - 12 μg/mL, chỉ 

có khoảng 10-12% tế bào bị chết so với đối chứng. Giá trị IC50 của NMPs trên dòng 

tế bào NIH 3T3 và HaCaT lần lượt là 53 và 39 μg/mL. 
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Đối với dòng tế bào hUVEC, ở nồng độ thuốc 100 μg/mL và 50 μg/mL, tỷ lệ tế bào 

sống sót lần lượt là 73% và 82% so với đối chứng. Do đó, không xác định được giá 

trị IC50 của NMPs trên dòng tế bào hUVEC ở dải nồng độ nhỏ hơn 100 μg/mL (hình 

3.9). 

3.2.1.3. Khảo sát sự ảnh hưởng của NMPs lên khả năng hình thành mạch ở tế bào 

nội mô 

Tế bào nội mô được sử dụng làm mô hình để thử nghiệm sự ảnh hưởng của 

NMPs lên khả năng tạo mạch máu.  

 

Hình 3.10. Sự ảnh hưởng của NMPs lên hình thành mạch bởi tế bào nội mô 

(hUVEC) theo thời gian.  

- Sự hình thành mạch sau 6h (A). Sự hình thành mạch sau 10h (B).  

Bar: 100 nm. Dẫu mũi tên - Vị trí của mạch được tạo thành. 

Khi tăng sinh tế bào đạt đến mật độ che phủ 80% đáy đĩa, thu tế bào để tiến 

hành các thử nghiệm tiếp theo. Các giếng thử nghiệm được bổ sung NMPs ở nồng 

độ 25 và 50 (µg/mL) và đối chứng âm suramin nồng độ 10 µM (negative control), 

đối chứng dương sử dụng Extracellular Matrix Solution để tạo thành mạch và để 
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quan sát  khả năng hình thành mạch theo thời gian. Sau 6h, các tế bào nội mô di 

chuyển, kết dính và hình thành các sợi mạch trong môi trường nuôi cấy ở các giếng 

được bổ sung NMPs và đối chứng dương được quan sát dưới kính hiển vi (hình 3.10 

A, B,C,D). 

 

Hình 3.11. Sự ức chế quá trình hình thành mạch máu trên tế bào hUVEC của NMPs 

(E) ở nồng độ 25 và 50 (μg/mL) sau 10h.  

Hình ảnh mạch được nhuộm huỳnh quang (A, B,C,D), bar = 100 nm. **, ****, 

khác biệt  có ý nghĩa thống kê (Student T-test) giữa các nhóm( p<0,01 và 

p<0,0001) tương ứng giữa nhóm được bổ sung NMPs 25 và 50 (μg/mL) và giữa 

nhóm ĐC và nhóm bổ sung 50 (μg/mL) NMPs.   

Sau 10h, các mạch máu đã được hình thành rõ nét. Để đánh giá mức độ hình 

thành mạch dưới sự được điều trị và không được điều trị bởi NMPs, chúng tôi bổ 

sung thuốc nhuộm huỳnh quang DAPI (4',6-Diamidino-2-Phenylindole, 

Dihydrochloride) vào các giếng tế bào để quan sát bằng kính hiển vi điện tử (hình 
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3.11). Các hình ảnh được chụp lại và đo chiều dài các mạch được hình thành bởi 

phần mềm xử lý hình ảnh Image J. 

Hình 3.11A cho thấy không quan sát thấy sự hình thành mạch theo thời gian ở 

giếng đối chứng âm mặc dù tế bào vẫn phát triển bình thường. Ở các giếng được bổ 

sung bởi NMPs với các nồng độ khác nhau, và đối chứng dương, các mạch được 

hình thành và dễ dàng quan sát thấy dưới kình hiển vi điện tử quét phát huỳnh 

quang (hình 3.11 B,C,D). Ở giếng được bổ sung NMPs nồng độ 50 (µg/mL), tổng 

chiều dài của mạch được tạo bằng 0,47 lần so với đối chứng (p<0,001) và bằng 0,52 

lần so với tổng chiều dài của mạch được bổ sung NMPs với nồng độ 25 (µg/mL) ( 

p<0,01) ( hình 3.11 E).  

Dữ liệu nghiên cứu đã chỉ ra khả năng ức chế quá trình tạo mạch trên dòng tế 

bào nội mô của NMPs khi được sử dụng ở nồng độ 50 µg/mL. 

3.2.1.4. Sự tác động của NMPs lên mức độ biểu hiện của gen VEGF-A ở tế bào nội 

mô 

Vascular endothelial growth factor A (VEGF-A) là một protein được mã hóa bởi 

gen VEGF-A và có nhiều vai trò trong hoạt động sống của tế bào. Trong quá trình 

tạo mạch, VEGF-A là một protein đóng vai trò then chốt quyết định sự hình thành 

mạch.  

 

Hình 3.12. Mức độ biểu hiện gen VEGF-A sau 2 ngày chiếu xạ ở các mức liều 0 Gy, 

3 Gy và 5 Gy. **, khác biệt có ý nghĩa thống kê với p<0,01 giữa nhóm IR và 

IR+Mel khi không chiếu xạ. 
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Hình 3.12 cho thấy, khi không chiếu xạ, mức độ biểu hiện của gen mã hóa 

VEGF-A bị giảm xuống gần 3 lần so với đối chứng (p<0,01) ở giếng được bổ sung 

NMPs (25 μg/mL). Mặt khác, khi chiếu xạ ở liều cao (3 Gy, 5 Gy), mức độ biểu 

hiện của gen mã hóa VEGF-A ở các giếng được bổ sung NMPs và không được bổ 

sung NMPs đều rất thấp và không có sự khác biệt có ý nghĩa thống kê giữa hai 

nhóm này. 

3.2.1.5. Nghiên cứu khả năng tác động của NMPs lên sự di chuyển của tế bào 

(wound healing) 

Sự ảnh hưởng của NMPs lên khả năng di chuyển của tế bào lên sự di chuyển của 

tế bào nội mô được khảo sát. Tế bào hUVEC sau khi được tăng sinh trong môi 

trường EBM-2 và đạt đến độ che phủ 90% của đĩa nuôi cấy, vết thương được tạo ra 

ở thời điểm 0 h và bổ sung mitomixin 10 μg/ml để ngừng quá trình phân chia tế 

bào. Sự liền thương diễn ra là do sự di chuyển của tế bào theo thời gian được quan 

sát thấy dưới độ phóng đại 10X của kính hiển vi (hình 13 A,B,C,D). 

 

Hình 3.13. Khả năng làm lành vết thương trên dòng tế bào nội mô dưới tác động 

của NMPs. Hình ảnh vết thương được tạo nên ở thời điểm 0h (A). Hình ảnh về sự 

liền vết thương lần lượt ở các giếng đối chứng (E), các giếng bổ sung NMPs ở nồng 
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độ 75 (µg/mL) (D), 50 (µg/mL) (C) và  25 (µg/mL) (B) sau 72h. Biểu đồ sự liền vết 

thương ở các giếng được bổ sung NMPs ((75, 50 và 25 (µg/mL)) theo thời gian (F). 

Phần được khoanh vùng-khoảng không gian vết thương chưa lành. **, khác biệt có 

ý nghĩa thống kê (p<0,01) giữa nhóm đối chứng và các nhóm được bổ sung NMPs. 

Biểu đồ hình hình 3.13 F cho thấy khả năng ức chế sự di chuyển của các tế bào 

nội mô khi được bổ sung NMPs ở nồng độ cao trong quá trình làm lành vết thương. 

Sau 72h, hiệu quả làm lành vết thương ở các giếng đối chứng, và giếng bổ sung 

NMPs 75 µg/mL và 50 µg/mL, 25 µg/mL chiếm lần lượt 95%, 60%, 84%, và 89%. 

Sự khác biệt giữa khả năng di chuyển của tế bào ở giếng đối chứng và giếng được 

bổ sung NMPs có ý nghĩa thống kê (p<0,01). 

3.2.1.6. Nghiên cứu khả năng ảnh hưởng của NMPs lên sự lão hóa của tế bào nội 

mô 

Khả năng gây lão hóa tế bào nội mô của NMPs được khảo sát. Các giếng tế bào 

được ủ với NMPs ở nồng độ 25 và 50 (µg/mL).  

 

Hình 3.14. Các tế bào có dấu hiệu lão hóa trong quần thể hUVECs, Đối chứng sinh 

học (ĐCSH) (A), Đối chứng dung môi (ĐCDM)(B), 25 µg/mL (C) và 50 µg/mL (D). 

Đồ thị biểu diễn tỉ lệ trung bình của tế bào thoái hóa trong quần thể hUVECs (E). 

Khác biệt không có ý nghĩa thống kê (p = 0,2418 >0,05). bar = 100 um.  
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Dung dịch nhuộm DAPI được sử dụng để đánh dấu DNA của nhân tế bào. Hình 

3.14 đã chỉ ra những tế bào biểu hiện bởi β - galactosidase được xác định thông qua 

nhuộm huỳnh quang màu xanh lá cây và được quan sát thấy dưới kính hiển vi điện 

tử (hình 3.14 A,B,C,D). Tỷ lệ tế bào bị lão hóa được thể hiện qua số lượng tế bào bị 

nhộm màu xanh lá cây và nhân được nhuộm bởi DAPI màu xanh nước biển so sánh 

với số lượng tế bào ban đầu. Tỷ lệ trung bình các của các tế bào thoái hóa trong 

quần thể tế bào hUVEC ở các giếng đối chứng sinh học, đối chứng dung môi, bổ 

sung NMPs ở nồng độ 25 µg/mL và 50 µg/mL lần lượt là 0,510 ± 0,051%, 0,522 ± 

0,094%, 0,541 ± 0,068%, 0,512 ± 0,038%. So sánh sự khác biệt giữa các nhóm  

(p=0,2418) đã chỉ ra không có sự khác biệt về tỷ lệ tế bào bị lão hóa giữa nhóm 

được bổ sung NMPs và đối chứng. Dữ liệu nghiên cứu này đã cho thấy khi bổ sung 

NMPs ở mức liều ≤ 50 µg/mL, không gây lão hóa lên các tế bào nội mô. 

3.2.2. Khảo sát hiệu quả bảo vệ  tế bào trước sự ảnh hưởng bởi tia X của NMPs 

trên mô hình in vitro 

Tế bào keratinocytes (HaCaT), nguyên bào sợi da chuột (NIH 3T3) và nội mô 

(hUVEC) được hoạt hóa và sử dụng làm mô hình in vitro cho thí nghiệm khảo sát 

khả năng bảo vệ tia xạ (X-ray) của NMPs. 

3.2.2.1. Ảnh hưởng của liều chiếu xạ lên khả năng sống sót của các tế bào 

Tế bào NIH 3T3, HaCaT và và hUVEC được gieo vào đĩa 6 giếng ở mật độ lần 

lượt là 30.000, 40.000, 30.000 (tế bào/1 giếng). Khi đĩa nuôi cấy đạt mật độ che phủ 

bởi tế bào ở mức 50 - 70% diện tích đáy đĩa, tiến hành chiếu xạ ở các liều chiếu xạ 

khác nhau 2, 3, 5, 7, 10 Gy. Quan sát sự thay đổi hình thái và sự phát triển của tế 

bào dưới tác động của tia xạ. Ở thời điểm 3 ngày sau khi chiếu xạ, tế bào được thu 

và xác định số lượng tỷ lệ tế bào còn sống. 

Ở mức liều chiếu xạ nhỏ hơn 3 Gy, hình thái tế bào không có nhiều khác biệt với 

đối chứng. Mặt khác, không nhận thấy sự khác biệt rõ rệt về sự phát triển và sinh 

trưởng của NIH 3T3 ở mức liều chiếu này so với đối chứng bằng quan sát dưới kính 

hiển vi thông thường. Đồ thị hình 3.15 cho thấy, ở mức liều chiếu xạ ≤ 2Gy, tỷ lệ tế 

bào còn sống sót chiếm khoảng 90%, và không có nhiều sự khác biệt so với đối 



74 
 

chứng. Tuy nhiên, khi tăng mức liều chiếu xạ, tỷ lệ tế bào sống giảm đi nhanh 

chóng và gần như chết hoàn toàn ở mức chiếu xạ 10 Gy. Ở mức liều chiếu xạ 3, 5, 7 

(Gy), tỷ lệ tế bào sống sót so với đối chứng ở tế bào HaCaT lần lượt là  80, 20, 8 

(%). Đối với tế bào NIH 3T3, tỷ lệ tế bào sống sót so với đối chứng tương ứng 62, 

21, 10 (%) (hình 3.15). 

 

Hình 3.15. Tỷ lệ số tế bào sống sót sau chiếu xạ ở các mức liều chiếu xạ từ 0-10 Gy. 

Ở tế bào hUVEC, tỷ lệ này lần lượt là 88, 57, 46 (%). Khi tăng liều chiếu xạ lên 10 

Gy, tỷ lệ tế bào sống sót ở cả 3 dòng tế bào là không đáng kể. Do vậy, chúng tôi tiếp 

tục khảo sát khả năng bảo vệ tế bào của NMPs ở dải liều chiếu xạ 0-7 Gy sau 02 

ngày chiếu xạ. 

3.2.2.2. Tác dụng bảo vệ tế bào của NMPs dưới điều kiện chiếu xạ 

Khảo sát tỷ lệ sống sót của tế bào sau chiếu xạ dưới sự có bổ sung và không có 

bổ sung NMPs trước khi chiếu xạ. Hình 3.16 cho thấy, đối với tế bào NIH 3T3, khi 

bổ sung NMPs (10 μg/mL), tỷ lệ tế bào sống sót sau chiếu xạ không có sự khác biệt 

có ý nghĩa thống kê dưới tác dụng của NMPs ở tất cả liều chiếu xạ thử nghiệm. 

Ngược lại, ở dòng tế bào HaCaT, có sự khác biệt giữ tỷ lệ tế bào sống sót sau chiếu 

xạ khi được bổ sung melanin ở mức liều chiếu xạ không lớn hơn 5 Gy. NMPs (10 

μg/mL) giúp tăng nhẹ tỷ lệ sống sót của tế bào sau chiếu xạ so với đối chứng 

(p<0,05) ở mức liều 3 Gy và 5 Gy lần lượt là 10% và 7%. Khi ở mức liều chiếu xạ 

cao hơn 5 Gy, không thấy sự khác biệt về tỷ lệ sống sót ở nhóm được bổ sung 
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NMPs so với đối chứng. Ở dòng tế bào hUVEC, có thể thấy sự giảm nhẹ tỷ lệ tế 

bào sống sót ở nhóm được bổ sung NMPs so với đối chứng. 

 

 

Hình 3.16. Tỷ lệ tế bào tế bào HaCaT và NIH 3T3 và hUVEC sống sót dưới tác 

dụng của NMPs trong điều kiện chiếu xạ. 

Từ hình 3.16 cho thấy, NMPs có khả năng tăng khả năng sống sót của tế bào 

HaCaT và giảm nhẹ tỷ lệ tế bào hUVEC sống sót sau chiếu xạ. Chúng tôi phân tích 

các dấu ấn phân tử của xác định được các dấu ấn phân tử liên quan đến tác dụng này 

của các hạt NMPs trên dòng tế bào HaCaT ở dải liều chiếu xạ 0-5 Gy. 

3.2.2.3. Phân tích sự thay đổi dấu ấn phân tử liên quan đến quá trình apoptosis và kháng 

oxy hóa của tế bào dưới tác dụng của NMPs trong điều kiện chiếu xạ 

Năng lượng của tia xạ tác động lên tế bào và giết tế bào theo các cơ chế khác 

nhau. Khi chiếu xạ ở liều cao, quá trình chết tế bào diễn ra nhanh chóng. Trong 

trường hợp đó, tia xạ mang năng lượng lớn, tác động trực tiếp lên tế bào gây đứt 

gãy DNA và không thể phục hồi. Khi đó, các tế bào chết theo cơ chế chết hoại tử 

(necrosis). Ngoài ra, năng lượng tia xạ có khả năng kích hoạt chuỗi tín hiệu tế bào, 

khởi đầu từ thụ thể TNF-α trên bề mặt tế bào, kích hoạt các caspase và các yếu tố 
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khác bên trong nội bào như BAX, TNF-α, Caspase-3. Ngoài ra, SOD1 là enzyme 

đóng vai trò quan trọng giúp tế bào chống lại stress oxi hóa khi xạ trị tạo ra số 

lượng lớn các dạng oxi phản ứng (ROS). 

a. Phân tích sự thay đổi mức độ biểu hiện của gen BAX dưới tác dụng của tia xạ 

Tia xạ gây chết tế bào bởi nhiều yếu tố. Trong nghiên cứu này, mức độ biểu hiện 

của gen mã hóa BAX ở các nhóm tế bào được chiếu xạ có bổ sung và không có bổ 

sung NMPs (10 µg/mL) được khảo sát. 

 

Hình 3.17. Mức độ biểu hiện gen BAX sau 2 ngày chiếu xạ ở các mức liều 0 Gy, 3 

Gy và 5 Gy. ***, khác biệt có ý nghĩa thống kê (Student T-test ) với p<0,001 tương 

ứng giữa nhóm IR và IR+Mel. 

Hình 3.17 chỉ ra xu hướng tăng mức độ biểu hiện của gen BAX khi tăng mức độ 

chiếu xạ ở nhóm không được điều trị (IR) và cả ở nhóm được điều trị bởi NMPs 

(IR+Mel). Ở tế bào HaCaT, kết quả nghiên cứu cho thấy có sự giảm mức độ biểu 

hiện gen BAX ở nhóm IR+Mel bởi NMPs so vởi nhóm IR ở mức liều chiếu xạ 3 Gy 

và 5 Gy lần lượt là 1,1 và 1,2 lần (p<0,001). 
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b. Phân tích sự thay đổi mức độ biểu hiện của gen  TNF-α dưới sự tác động của 

chiếu xạ và NMPs 

Hình 3.18 cho thấy khuynh hướng tăng lên mức độ biểu hiện của gen mã hóa 

TNF-α dưới tác động của năng lượng xạ trị ở mức liều chiếu xạ khác nhau (3 Gy và 

5 Gy). Ở nhóm IR, khi xạ trị mức liều chiếu xạ 3 Gy và 5 Gy, mức độ biểu hiện gen 

TNF-α lần lượt tăng lên 2,4 và 2,5 lần so với nhóm đối chứng (p<0,01). 

 Nhóm được điều trị bởi NMPs, mức độ biểu hiện của gen mã hóa TNF-α bị 

giảm rõ rệt ở mức liều chiếu xạ 3 Gy, 5 Gy lần lượt là 1,9 (p<0,01) và 1,1 (p<0,05)  

so với nhóm IR.  

 

Hình 3.18. Mức độ biểu hiện gen TNF-α sau 2 ngày chiếu xạ ở các mức liều 0 Gy, 3 

Gy và 5 Gy. *, **, khác biệt có ý nghĩa thống kê (Student T-test) với p<0,05 và 

p<0,01, tương ứng, giữa nhóm IR và IR+Mel. 

c. Phân tích sự thay đổi mức độ biểu hiện của gen Caspase-3 dưới sự tác động của 

chiếu xạ và NMPs 

Chiếu xạ gây ra hoạt hóa gen mã hóa Caspase-3 và tăng mức độ biểu hiện khi tăng 

liều chiếu xạ. Mức độ biểu hiện Caspase-3 ở nhóm không bổ sung NMPs (IR) ở 

mức liều chiếu xạ 3 Gy là 1.9 lần và 5 Gy  là 3,1 lần so với nhóm chứng ko chiếu xạ 

(hình 3.19). Khi được bổ sung NMPs (IR+Mel), mức độ biểu hiện tăng 1,05 ở 3 Gy 
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và 2,07 lần ở 5 Gy so với nhóm chứng không chiếu xạ. Đồng thời, ở nhóm không 

được bổ sung melanin và có chiếu xạ, mức độ biểu hiện gen Caspase-3 có xu hướng 

tăng với sự khác biệt có ý nghĩa thống kê (p<0,05 và p<0,01) so với nhóm được bổ 

sung NMPs.  

 

Hình 3.19. Mức độ biểu hiện gen Caspase-3 sau 2 ngày chiếu xạ ở các mức liều 0 

Gy, 3 Gy và 5 Gy. **,  khác biệt có ý nghĩa thống kê (Student T-test) với  p<0,01 

của nhóm IR+Mel và IR ở mức liều chiếu xạ 3 Gy. 

d. Phân tích sự thay đổi mức độ biểu hiện của gen SOD1 dưới sự tác động của 

chiếu xạ và NMPs 

Quá trình chiếu xạ làm phát sinh số lượng đáng kể gốc tự do. Các gốc tự do này 

có mức năng lượng cao, kém bền, dễ dàng liên kết với các phần tử bên trong tế bào 

như DNA, các protein, chất béo, màng tế bào và các bào quan làm thay đổi cấu trúc, 

đứt gãy và thậm chí làm rối loạn quá trình chuyển hóa bình thường bên trong tế bào. 

Hình 3.20 chỉ ra năng lượng của tia xạ làm tăng mức độ biểu hiện gen mã hóa 

enzyme SOD1 ở mức liều chiếu xạ 3 Gy. SOD1 là enzyme có vai trò quan trọng 

trong quá trình kháng lại quá trình stress oxy hóa xảy ra bên trong tế bào. Ở nhóm 
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được điều trị bởi NMPs, mức độ tăng biểu hiện của gen mã hóa enzyme SOD1 có ý 

nghĩa thống kê (p<0,05) so với nhóm không được điều trị.   

 

Hình 3.20.  Mức độ biểu hiện gen SOD1 sau 2 ngày chiếu xạ ở các mức liều 0 Gy, 3 

Gy và 5 Gy. *, khác biệt có ý nghĩa thống kê (Student T-test) với p<0,05  của nhóm 

IR +Mel so với nhóm IR. 

Kết quả này có thể gợi ý đến việc NMPs có vai trò thúc đẩy mức độ biểu hiện gen 

mã hóa enzyme có chức năng làm hàng rào bảo vệ tế bào trước sự phát sinh số 

lượng lớn gốc tự do trong quá trình xạ trị. 

e. Sự tác động của NMPs với quá trình chết theo chương trình (apoptosis) của tế 

bào HaCaT sau xạ trị 

Sau khi xạ trị, tế bào HaCaT được phân tích tỷ lệ tế bào chết apoptosis (hình 

3.21). Kết quả phân tích tế bào dòng chảy (flow cytometry) của tế bào HaCaT sau 2 

ngày chiếu xạ được thể hiện ở hình 3.21 trong đó, tỷ lệ tế bào chết hoại tử tăng đáng 

kể theo cường độ của liều chiếu xạ. Tỷ lệ tế bào chết hoại tử ở liều chiếu xạ 3 Gy và 

5 Gy (hình 3.21.I) lần lượt là 6,42% và 11,03% và gấp 4.06 và 6.98 lần so với đối 

chứng (p<0,05, p<0,001). Ở nhóm được điều trị bởi NMPs, tỷ lệ tế bào chết giảm đi 

đáng kể so với nhóm không được điều trị. Đặc biệt ở liều chiếu xạ 3 Gy, tỷ lệ tế bào 

chết hoạt tử đã giảm xuống 0,53% (p<0,0001) so với nhóm IR. Tương tự, tỷ lệ tế 
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bào chết theo chương trình (hình 3.21H) của nhóm được chiếu xạ ở 3 Gy ít hơn so 

với nhóm không được chiếu xạ với sự khác biệt có ý nghĩa thống kê p<0,01. Tuy 

nhiên, ở khi tế bào được chiếu xạ ở mức liều chiếu 5 Gy, tỷ lệ này không có sự khác 

biệt nào đáng kể.  

 

Hình 3.21. Phân tích tế bào theo dòng chảy của tế bào HaCaT dưới tác động của X-

ray và NMPs. *, **, ***, ****, sự khác biệt (p<0,05 và p<0,01, p<0,001, p<0,001 

tương ứng) giữa các nhóm IR và IR +Mel được xác định bởi  Student T-test. 

- Hình ảnh phân tích tế bào theo dòng chảy ở nhóm không bổ sung NMPs (10 

μg/mL) tương ứng với các liều chiếu xạ 0 Gy (A), 3 Gy (C), 5 Gy (E) tương ứng. 
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- Hình ảnh phân tích tế bào theo dòng chảy ở nhóm không được bổ sung NMPs ở 

các liều chiếu xạ tương ứng với các liều chiếu xạ 0 Gy (B), 3 Gy (D), 5 Gy (F). 

- Tỷ lệ tế bào chết apoptosis (%) (H), tỷ lệ tế bào chết sớm (%) (K), Tỷ lệ tế bào 

chết hoại tử (%) (I) sau hai ngày xạ trị. 

Ở hình 3.21K, tỷ lệ tế bào apoptosis sớm giữa hai nhóm được bổ sung NMPs và 

không bổ sung NMPs chỉ có ý nghĩa thống kê ở mức liều chiếu xạ 3 Gy (p<0,001) 

với tỷ lệ tế bào apoptosis sớm khoảng 2% ở nhóm IR và 0,34% ở nhóm IR+Mel. 

3.3. KHẢO SÁT KHẢ NĂNG BẢO VỆ CỦA NMPS ĐỐI VỚI CHUỘT MANG 

KHỐI UNG THƯ TRƯỚC TÁC ĐỘNG CỦA TIA X 

3.3.1. Thử nghiệm độc tính cấp của hạt NMPs và khảo sát liều chiếu xạ gây 

chết trên chuột khỏe mạnh. 

Độc tính cấp được thử nghiệm ở dải liều từ 5-80 mg/kg của NMPs. Kết quả 

nghiên cứu cho thấy ở mức liều ≤60 mg/kg không gây chết ở các nhóm chuột 

nghiên cứu. Ở mức liều 40 mg/kg, chuột vận động nhanh nhẹn, tình trạng sức khỏe 

bình thường trong suốt quá trình thử nghiệm. Ở mức liều cao hơn 80 mg/kg, nhóm 

chuột được tiêm có sự suy giảm về mức độ vận động. Chuột ăn uống kém. Vì vậy, 

chúng tôi lựa chon mức liều 40 mg/kg để tiến hành các nghiên cứu tiếp theo. Chúng 

tôi cũng đồng thời khảo sát mức liều chiếu xạ gây chết trên chuột nhắt trắng. Các 

nhóm chuột được chiếu xạ tia X ở mức liều 4, 5, 6, 7 Gy với tốc độ phát xạ ở mức 

cao 1 Gy/phút. Các nhóm chuột được theo dõi 20 ngày sau khi chiếu liều duy nhất 

với dải liều trên. Ở mức 4, 5, 6 Gy không gây chết ở các nhóm chuột sau 20 ngày 

chiếu xạ. 7 ngày sau chiếu xạ ở mức liều cao nhất 7 Gy có khoảng 30% số chuột 

trong nhóm bị chết.  Do đó, chúng tôi lựa chọn liều chiếu 6 Gy cho các nghiên cứu 

tiếp theo. 

3.3.2. Tạo khối u ở chuột nhắt trắng bằng tế bào ung thư phổi chuột (3LL) 

Chuột được gây u ở vị trí lưng khi tiêm trực tiếp dung dịch tế bào ung thư phổi 

chuột với nồng độ 106 tế bào/1 mL. Sau 3 ngày xuất hiện khối u và kiểm tra kết quả 

số lượng chuột gây u thành công. Khối u dần phát triển theo thời gian và được xác 
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định kích thước bởi thước kẹp (hình 3.22). Sau chu kỳ từ 3 đến 5 ngày, kích thước 

khối u được kiểm tra lại. Sau 3 ngày, có 16/40 (chiếm tỷ lệ 40%) con chuột có xuất 

hiện khối u. 

 

Hình 3.22. Khối u ở lưng chuột sau khi ghép tế bào ung thư phổi (3LL). 

Ngày thứ 3 sau khi tiêm tế bào 3LL (A); ngày thứ 5 sau khi tiêm tế bào 3LL (B); 

ngày thứ 7 sau khi tiêm tế bào 3LL (C); ngày thứ 10 sau khi tiêm tế bào 3LL (D). 

Sau 7 ngày, có 36/40 (chiếm 90%) con chuột xuất hiện khối u (hình 3.22). Ở vị trí 

tiêm không xuất hiện vết loét hay hoại tử, sức khỏe và phản xạ của các nhóm chuột 

tốt. Chúng tôi lựa chọn 20 con chuột có kích thước khối u đạt khoảng 500 cm3 để 

tiến hành thử nghiệm tiếp theo. Khi khối u đạt đến kích thước xác định, khối u được 

lấy ra để phân tích mô học để kiểm tra khả năng tạo khối u thành công ở các nhóm 

chuột. Khối u bao gồm các tế bào ung thư phổi biểu mô với các nhân không đều, 

tăng sắc tố và nhiều nhân. Có các hạch hoại tử nằm trong các khối u (hình 3.23). 
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Điều này chứng tỏ đã thành công trong việc gây u bằng tế bào ung thư phổi (3LL) 

trên mô hình chuột nhắt trắng.  

 

Hình 3.23.  Giải phẫu bệnh mô khối bởi tế bào ung thư phổi 3LL sau 10 ngày gây u 

dưới kính hiển vi 4X (A) và 10X (B). 

3.3.3. Tình trạng sức khỏe toàn thân của chuột trong quá trình nghiên cứu 

Chuột được theo dõi tình trạng sức khỏe toàn thân trong quá trình tiến hành thí 

nghiệm. Các tiêu chí được theo dõi bao gồm tình trạng sức khỏe tổng thể, chuột có 

thể ăn uống, tiêu hóa thức ăn, hậu môn khô, trọng lượng, phản xạ của các nhóm 

chuột làm thí nghiệm. 

Kết quả theo dõi các nhóm chuột như sau: 

- Tiêu chí vận động: 100% chuột được chọn lựa làm nghiên cứu vận động 

nhanh nhẹn, bình thường, không có biểu hiện uể oải, liệt chi. 

- Tiêu chí đáp ứng với kích thích: 100% chuột có phản xạ tốt khi đáp ứng lại 

với các yếu tố kích thích như ánh sáng, âm thanh, phản xạ với tác nhân gây nguy 

hiểm. 

- Tiêu chí phân chuột: 100% chuột  không đi lỏng, phân chuột khô có kích 

thước và màu sắc nâu đen đặc trưng. 

- Tiêu chí da và lông chuột: 100% chuột có da không có màu bất thường, lông 

chuột mượt, không xù. 
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Chúng tôi lựa chọn 20 cá thể chuột trong đó có 15 con có kích thước khối u 500 

cm3 ở ngày thứ 10 và có tình trạng sức khỏe toàn thân tốt và 05 con chuột không 

được gây u để làm đối chứng sinh học cho các thí nghiệm tiếp theo. 

3.3.4.  Trọng lượng cơ thể của các nhóm chuột được nghiên cứu 

Những cá thể chuột từ viện vệ sinh dịch tế trung ương có khối lượng  trung bình 

20 g/con. Sau khi được chia thành các nhóm (NIL, NC, IR, IR+Mel), chuột tiếp tục 

được nuôi ở cùng một điều kiện thức ăn, nước uống, nhiệt độ và diễn biến trọng 

lượng trung bình của các cá thể chuột được theo dõi với chu kỳ 2-3 ngày một lần 

trong 25 ngày.  

Ban đầu, khối lượng chuột giữa các nhóm tương đương nhau. Sự phát triển khối 

lượng trung bình của chuột theo thời gian trong quá trình triển khai nghiên cứu có 

sự khác biệt (p<0,05) ở các nhóm chuột được chiếu xạ và không được chiếu xạ. 

Hình 3.24 cho thấy, khối lượng chuột ở nhóm đối chứng sinh học (NIL) tăng nhanh 

nhất và đạt giá trị trung bình 53 ± 0,7 (g). Ở nhóm chuột được gây u (NC), khối 

lượng trung bình của chuột  đạt 44 ± 0,5 (g) thấp hơn so với nhóm NIL (p<0,05) có 

ý nghĩa thống kê sau 25 ngày nuôi. 

 

Hình 3.24. Khối lượng các nhóm chuột nghiên cứu theo thời gian. *, khác biệt có ý 

nghĩa thống kê với p<0,05 (Student T-test) giữa nhóm NC và NIL; NC và các nhóm 

được chiếu xạ (IR, IR+Mel) . 
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Ở hai nhóm chuột còn lại, nhóm được gây u và chiếu xạ (IR), nhóm được gây u, 

chiếu xạ và được tiêm NMPs (IR+Mel) khối lượng trung bình của các nhóm chuột 

lần lượt là 37 g và 33 g thấp hơn hai nhóm NIL và NC có ý nghĩa thống kê. Sở dĩ 

như vậy vì ở hai nhóm này được chiếu xạ tia X ở liều cao (6 Gy). Đây là mức liều 

chiếu xạ không gây chết, tuy nhiên ảnh hưởng lớn đến quá trình sinh trưởng và phát 

triển của chuột. Trong đó, nhóm được điều trị bởi NMPs (IR+Mel) có sự phục hồi 

về mặt khối lượng có ý nghĩa thống kê (p<0,05) so với nhóm không được điều trị 

bởi NMPs (IR). 

3.3.5. Thể tích trung bình khối u ở các nhóm chuột được nghiên cứu 

Chuột được tạo khối u rắn ở vị trí lưng chuột bởi tế bào ung thư phổi (3LL). Các 

nhóm chuột nghiên cứu được theo dõi kích thước khối u trong quá trình nghiên cứu. 

Kích thước khối u ở nhóm NC tăng lên theo thời gian và có sự giảm kích thước khối 

u ở các nhóm được điều trị bởi tia xạ và NMPs (hình 3.25). Sau 25 ngày thí nghiệm, 

kích thước khối u ở nhóm NC đạt 1337 cm3. 

 

Hình 3.25. Kích thước khối u của các nhóm chuột trong quá trình nghiên cứu. **, 

khác biệt có ý nghĩa thống kê p<0,01 (Student T-test)  giữa nhóm NC và các nhóm 

được chiếu xạ (IR, IR+Mel). 
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Ở hai nhóm chuột IR và IR+Mel, thể tích của khối u giảm so với nhóm NC sau 

khi chiếu xạ 5 ngày. Thể tích khối u đạt cực đại ở ngày 15, sau đó kích thước khối u 

ở các nhóm chuột IR và IR+Mel được thu nhỏ dần. Sau 25 ngày làm thí nghiệm với 

kích thước khối u trung bình đạt khoảng 200 cm3 ở nhóm IR và IR+Mel giảm 6,7 

lần so với nhóm NC không được điều trị. Điều này cho thấy, dưới tác dụng tác động 

cộng gộp giữa chiếu xạ liều cao và bổ sung NMPs làm giảm sự phát triển kích 

thước khối u một cách rõ rệt có ý nghĩa thống kê (p<0,01). Mặc dù, khối lượng 

trung bình của nhóm chuột IR và IR+Mel trong quá trình nghiên cứu (hình 3.24) có 

sự khác biệt có ý nghĩa thống kê p<0,05, tuy nhiên không có nhiều sự khác biệt về 

kích thước khối u giữa hai nhóm chuột này sau 25 ngày điều trị (hình 3.25).  

3.3.6. Phân tích các chỉ số huyết học ở các nhóm chuột nghiên cứu 

Sau chiếu xạ 15 ngày, các nhóm chuột được thu mẫu để phân tích một số chỉ 

tiêu nghiên cứu. Chỉ tiêu huyết học của các nhóm chuột được nêu ở bảng 3.3.  

Có thể thấy, 15 ngày sau chiếu xạ, các chỉ số huyết học như bạch cầu, hồng cầu, 

tiểu cầu, đều có sự thay đổi đáng kể giữa các nhóm (bảng 3.3). Quá trình xạ trị đã 

có sự tác động đáng kể lên các chỉ số huyết học giữa các nhóm chuột được chiếu xạ 

và không chiếu xạ. Trong đó, ở nhóm được chiểu xạ, các chỉ số bạch cầu (WBC), 

hồng cầu (RBC), tiểu cầu (PLT), hemoglobin, hemocratit, lym (%) đều có sự giảm 

đáng kể so với nhóm chứng đặc biệt là tỷ lệ tế bào bạch cầu sau xạ trị bị giảm 

khoảng 10 lần. Đây là một trong các thành phần tế bào máu nhạy cảm với  tia xạ 

trong quá trình xạ trị khối u. 

Bảng 3.3: Các chỉ tiêu huyết học của các nhóm chuột ở thời điểm 15 ngày sau chiếu 

xạ 

STT Thông số Unit NIL NC IR IR+Mel 

1 Bạch cầu 

(WBC) 

[10^9/L] 4,15 ± 0,98 3,8 ± 0,94 0,45 ±0,10 0,7 ± 0,22 

2 Hồng cầu [10^12/L] 7,7 ± 0,52 6,68 ± 0,19 5,48 ± 1,09 5,21 ± 0,68 
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(RBC) 

3 Hemoglobin [g/dL] 

 

11 ± 0,61 10,63 ±0,93 8,34 ± 0,65 7,77 ± 0,69 

4 Hemocratit [g/dL] 34,4 ± 2,69 33,1 ± 2,30 24,94±2,05 23,1 ± 1,21 

5 Tiểu cầu 

(PLT) 

[pg] 763,5±27,4 801,6 ±52,8 178,14±65 218,7 ±23,0 

6 Lym (%) [%] 72,22±1,52 37,83 ±2,80 55,96±3,82 60,9 ± 3,15 

3.3.7. Phân tích một số chỉ tiêu chức năng thận của các nhóm chuột nghiên cứu 

Kết quả ở bảng 3.4 chỉ ra, hai chỉ số này ở các nhóm chuột nghiên cứu, đều có 

xu hướng giảm ở các nhóm bị chiếu xạ (IR và IR+Mel) so với đối chứng với 

p<0,05.  

Bảng 3.4 Chỉ số chức năng thận của các nhóm chuột nghiên cứu 

Chỉ số chức năng thận Unit NIL NC IR IR+Mel 

Ure mmol/L 9,5 ± 1,3 7,9 ± 2,6 5,5 ±0,5 5,5 ± 1,5 

Creatinin mmol/L 50,3 ± 1,6 43,5 ± 1,8 36  ± 4,5 50  ± 3,5 

Ở nhóm được điều trị bởi NMPs, không có sự thay đổi về chỉ số ure, tuy nhiên 

có sự phục hồi mạnh mẽ chỉ số creatinin so với nhóm đối chứng (NIL) (p<0,05). 

Ure và creatinine đều được bài tiết qua thận. Chính vì vậy, đây cũng là các chỉ số 

thể hiện chức năng hoạt động của  thận. 

3.3.8. Phân tích sự thay đổi khối lượng của lá lách và hạch bạch huyết ở các 

nhóm chuột nghiên cứu 

Trong quá trình chiếu xạ toàn thân ở các nhóm chuột được nghiên cứu, lá lách là 

một trong các cơ quan chịu tác động mạnh nhất của tia xạ. Trong nghiên cứu này, 

sự thay đổi khối lượng và hình thái của lá lách sau chiếu xạ được ghi nhận rõ nét. 

Lá lách ở các nhóm chuột bị chiếu xạ bị thu nhỏ đáng kể sau khi bị chiếu xạ (hình 

3.26). Khối lượng lá lách ở nhóm bị chiếu xạ bị giảm từ 4-6 lần so với nhóm không 

chiếu xạ (p<0,01). Điều này được giải thích bởi năng lượng tia xạ đã tiêu diệt số 
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lượng lớn bạch cầu bạch cầu trong máu và tủy xương. Điều này được thể hiện ở  tỷ 

lệ % tế bào lympho đều bị giảm mạnh gần 10 lần như kết quả đã phân tích ở bảng 

3.3. Hình 3.26 cho thấy khối lượng lá lách ở nhóm IR+Mel gần gấp 2 lần khối 

lượng lá lách của nhóm chuột chỉ được chiếu xạ (IR) (p<0,05). Điều này chỉ ra 

NMPs đã có vai trò trong việc giúp lá lách được phục hồi phần nào, dưới sự tác 

động nghiêm trọng của việc chiếu xạ tia X liều cao. 

 

Hình 3.26. Khối lượng lách của các nhóm chuột nghiên cứu (NIL, NC, IR, IR+Mel) 

sau 15 ngày chiếu xạ. *, **, khác biệt có ý nghĩa thống kê (Student T-test) và 

(p<0,05 và p< 0,01) tương ứng giữa nhóm IR và IR+Mel hay giữa nhóm NC và IR. 

Hạch lympho là một cơ quan nằm trong hệ thống bạch huyết và miễn dịch thích 

ứng. Các tế bào lympho như tế bào T và tế bào B ở hạch bạch huyết có vai trò giúp 

cơ thể chống lại sự xâm nhập của các tác nhân gây bệnh bao gồm các tác nhân nội 

sinh hay ngoại sinh. Tương tự như lá lách, hạch lympho là một trong những cơ quan 

bị tác động trực tiếp do chiếu xạ liều cao. Khối lượng hạch bạch huyết ở nhóm 

chuột được chiếu xạ có sự giảm rõ nét so với nhóm NC có ý nghĩa thống kê với 

p<0,01 (hình 3.27). Ở nhóm được điều trị bổ sung bởi NMPs có khối lượng hạch 

bạch huyết nhiều cao hơn so với nhóm IR (p<0,05). Kết quả này cũng phù hợp vởi 
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tỷ lệ % tế bào Lym bị giảm đáng kể sau khi chiếu xạ ở bảng 3.3. Ở nhóm NC, các 

cá thể chuột đều bị gây u mà không được điều trị, quan sát thấy tình trạng viêm tăng 

nặng theo thời gian ở nhóm này. Đồng thời, các hạch lympho xuất hiện nhiều và có 

khối lượng lớn hơn so với các nhóm còn lại. 

 

Hình 3.27.  Khối lượng của hạch bạch huyết ở các nhóm chuột nghiên cứu sau xạ 

trị. NIL - nhóm đối chứng sinh học, NC - Đối chứng gây u, IR- chiếu xạ, không điều 

trị bởi NMPs, IR+Mel: Chiếu xạ, có điều trị NMPs ở mức liều 40 mg/kg. *, **, khác 

biệt có ý nghĩa thống kê (Student T-test) và (p<0,05 và p<0,01) tương ứng của 

nhóm IR và IR+Mel hay của các nhóm NC và IR. 

3.3.9.  Phân tích cấu trúc mô của một số mô ở các nhóm chuột nghiên cứu có 

khả năng chịu ảnh hưởng mạnh trong quá trình chiếu xạ 

Kết quả giải bệnh mô cho thấy sự tác động mạnh mẽ của tia X lên cấu trúc mô 

lách của các nhóm chuột. Hình ảnh phân tích mô lá lách ở các nhóm chuột khác 

nhau có tình trạng viêm và xơ hóa mô lách ở mức độ khác nhau (hình 3.28). Ở 

nhóm chuột IR, 100% mẫu mô lách phân tích đều cho thấy tình trạng xơ hóa nặng 

(5/5 mẫu). Ở nhóm chuột bị chiếu xạ và được điều trị bởi NMPs (IR+Mel), tình 

trạng xơ hóa ở mô lách được giảm nhẹ ở một số cá thể. Ở nhóm IR+Mel, có 40% 
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(2/5) cá thể chuột bị xơ hóa nặng và 60% cá thể chuột có tình trạng xơ hóa mô lá 

lách ở mức độ vừa và nhẹ.  

3.5.9.1. Phân tích mô lách của các nhóm chuột nghiên cứu 

 

Hình 3.28. Hình ảnh mô lá lách ở các nhóm chuột nghiên cứu ở độ phóng đại 4X 

(A,C,E,G) và 10X (B,D,F,H).  
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      - Mẫu lá lách chuột nhóm NIL (A,B); mẫu lá lách chuột nhóm NC (C,D). 

      - Mẫu lá lách chuột nhóm IR (E,F);mẫu lá lách chuột nhóm IR+Mel (G,H). 

       - Đánh dấu bằng ô vuông và mũi tên màu đỏ - phần mô lách chuột bị xơ hóa. 

3.5.9.2. Phân tích mô hạch bạch huyết của các nhóm chuột 

Mỗi hạch bạch huyết được bao quanh bởi bao sợi. Trong đó bên trong mỗi hạch 

bạch huyết, các nhóm tế bào được chia thành 03 lớp vỏ ngoài và tủy trong. Các 

hạch bạch huyết bao gồm nhiều tiểu thùy bạch huyết. Các tiểu thùy có cấu trúc 3 

chiều phức tạp. Trên bề mặt hạch bạch huyết có hệ thống mao mạch hướng tâm, 

chảy vào các xoang bạch huyết và hệ thống cấu trúc mao mạch bạch huyết để vận 

chuyển các tế bào lympho từ các hạch bạch huyết đi vào hệ thống tuần hoàn. 

Dưới sự quan sát của kính hiểu vi ở các độ phóng đại 4X và 10X, cho thấy, cấu 

trúc các tế bào lympho có kích thước nhỏ và phân bố đều. Các xoang nang lympho 

giãn rộng và chứa nhiều tế bào đại thực bào (hình 3.29). Do vậy, có thể thấy, các 

nhóm chuột gây u được điều trị chiếu xạ tia X ở mức liều chiếu 6 Gy và kết hợp 

cùng NMPs không quan sát thấy tác động đáng kể lên hình thái của các tế bào của 

hạch bạch huyết. 

Mặc dù khối lượng của các hạch bạch huyết ở các nhóm chuột có sự khác biệt 

có ý nghĩa thống kê giữa các nhóm chuột được nghiên cứu (hình 3.27), tuy nhiên 

hình ảnh giải phẫu bệnh mô ở các nhóm chuột không có sự khác biệt. Hình ảnh mô 

giữa các nhóm chuột được chiếu xạ và không chiếu xạ không xuất hiện tình trạng 

viêm hay có sự khác biệt rõ rệt về hình thái tế bào.  
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Hình 3.29. Hình ảnh giải phẫu bệnh của mô hạch lympho của các nhóm chuột ở độ 

phóng đại 10X (A,B,E,F) và 4X (C,D,G,H). 

- Mẫu hạch lympho nhóm NIL (A,C); Mẫu hạch lympho nhóm NC (B,D). 

- Mẫu hạch lympho nhóm IR (E,G); mẫu hạch lympho nhóm IR+Mel (F,H). 
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3.5.10. Phân tích dấu ấn phân tử của dưới tác dụng của NMPs trong quá trình 

xạ trị trên mô lách 

3.5.10.1. Sự ảnh hưởng của NMPs lên mức độ biểu hiện của IL-2 và TNF-α trong 

mô lách sau xạ trị. 

 Các cytokine IL-2 và TNF-α có liên quan đến một số quá trình sinh lý bên trong 

tế bào như apoptosis, quá trình viêm hay các phản ứng miễn dịch. Từ các kết quả 

phân tích giải phẫu bệnh của mô lá lách (hình 3.28), có thể nhận thấy, ở các nhóm 

chuột được chiếu xạ và được điều trị bởi NMPs, mức độ xơ hóa của lá lách được 

giảm nhẹ. Ở nhóm chuột chỉ được chiếu xạ, 100% các cá thể chuột trong nhóm đều 

bị tình trạng xơ hóa ở mức độ vừa và nặng. Mức độ xơ hóa mô lách được giảm rõ 

rệt ở nhóm IR+Mel so với nhóm IR như đã nêu trên.  

 

Hình 3.30. Mức độ biểu hiện  của IL-2 (A) và TNF-α (B) trong mô lách sau xạ trị 

của các nhóm chuột. *, khác biệt có ý nghĩa thống kê (Student T-test) với p<0,05 

giữa nhóm IR và IR+Mel hay nhóm giữa các nhóm IR và NC. 

Để kiểm tra sự thay đổi của các mục tiêu phân tử, mức độ biểu hiện của IL-2 và 

TNF-α ở mô lách được tính toán bởi phương pháp real-time PCR. Hình 3.30 chỉ ra 

rằng, ở các nhóm chuột được chiếu xạ, mức độ biểu hiện của IL-2 và TNF- α bị ức 

chế so với các nhóm không chiếu xạ. Tuy nhiên, ở nhóm chuột được điều trị bởi 

NMPs có sự phục hồi mức độ biểu hiện các gen IL-2 và TNF- α tương ứng với 1,72 

và 2,14 lần so với nhóm IR (p<0,05). 
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3.5.10.2. NMPs làm tăng tỷ lệ các tế bào miễn dịch ở mô lách chuột sau khi chiếu 

xạ tia X ở mức liều cao.  

 

Hình 3.31. Quần thể tế bào B trong lá lách ở các nhóm chuột, NIL (A), NC (B), IR 

(C) và IR+Mel (D) được xác định bằng phương pháp đo tế bào dòng dòng chảy. Tỷ 

lệ % tế bào B trong mỗi nhóm chuột được thể hiện ở biểu đồ (E), *, **, Khác biệt 

có ý nghĩa thống kê (Student T-test) với p<0,01; p<0,05, tương ứng giữa các nhóm 

NIL và NC hay giữa các nhóm NC và IR hoặc IR+Mel. 

Có thể nhận thấy ở hình 3.31, chiếu xạ làm giảm mạnh số lượng tế bào B dưới 

10%, trong khi đó, số lượng tế bào B ở nhóm NIL và NC lần ượt 35% và 53%.   

Hình 3.31 cho thấy, tế bào B rất nhạy cảm với xạ trị liều cao, tuy nhiên, giữa hai 

nhóm IR và IR+Mel số lượng tế bào B không có nhiều sự khác biệt có ý nghĩa 

thống kê. Mặt khác, số lượng tế bào B ở nhóm chuột bị gây u nhưng không được 

điều trị (NC) thấp hơn có ý nghĩa thống kê so với nhóm NIL (p<0,05). Tế bào T 

trong lá lách là một trong những quần thể tế bào miễn dịch có vai trò qua trọng 

trong lá lách. Từ hình 3.32, nhóm chuột NC có số lượng các tế bào T thấp nhất và 

thấp hơn khoảng 7% so với nhóm chứng (p<0,05).  
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Hình 3.32. Quần thể tế bào T trong lá lách ở các nhóm chuột NIL (F), NC (G), IR 

(H) và IR + Mel (I) được xác định bằng phương pháp đo tế bào dòng dòng chảy. Tỷ 

lệ % tế bào T trong mỗi nhóm chuột được thể hiện ở biểu đồ (E), *, khác biệt có ý 

nghĩa thống kê (Student T-test)  (p<0,05) giữa các nhóm NIL và NC hay giữa các 

nhóm IR và IR+Mel. 

 

Hình 3.33. Quần thể tế bào tua trong lá lách ở các nhóm chuột, NIL (K), NC (L), IR 

(M) và IR + Mel (N) được xác định bằng phương pháp đo tế bào dòng chảy. Tỷ lệ 

% tế bào tua trong mỗi nhóm chuột được thể hiện ở biểu đồ (E),*, khác biệt có ý 
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nghĩa thống kê (Student T-test) (p<0,05) giữa nhóm IR+Mel và các nhóm còn lại 

(NIL, NC, IR). 

Đây là nhóm chuột bị ung thư nhưng không được điều trị. Ở hai nhóm chuột 

được chiều xạ, số các tế bào T trong lách được phục hồi.  

Đặc biệt ở nhóm được điều trị bởi NMPs (IR+Mel) có sự tăng số lượng tế bào T 

lớn nhất, gấp khoảng 1,91 lần so với số lượng tế bào T ở nhóm IR. Sự khác nhau ở 

hai nhóm này có ý nghĩa thống kê với p<0,05. Tương tự, số lượng tế bào tua (DC) 

trong lá lách được xác định bằng phương pháp đếm tế bào dòng chảy. Trong lá lách, 

quần thể tế bào T ở nhóm NIL và nhóm NC có số lượng tương đương nhau và 

chiếm khoảng 5%.  

Chiếu xạ tia X có làm tăng số lượng tế bào T ở nhóm IR, tuy nhiên sự khác biệt 

không có ý nghĩa thống kê so với nhóm đối chứng. Bên cạnh đó, ở nhóm vừa được 

điều trị đồng thời bằng tia xạ và NMPs, số lượng tế bào tua có sự tăng vượt trội gấp 

1,86 lần so với nhóm IR. Sự khác nhau giữa hai nhóm có ý nghĩa thống kê (p<0,05). 

3.5.10.3. NMPs  gián tiếp kích hoạt tín hiệu apoptosis trong mô khối u của chuột 

 

Hình 3.34. Mức độ biểu hiện của các gen Bax (A), TNF-α (B), Caspase-3 (C) trong 

mô khối u của các nhóm chuột nghiên cứu. *, khác biệt có ý nghĩa thống kê (Student 

T-test)  (p<0,05) giữa nhóm IR và IR+Mel. 

Mặc dù tác dụng giảm kích thước khối u của NMPs (hình 3.25) không thực sự ấn 

tượng so với nhóm chứng. Tuy nhiên, chúng tôi tiếp tục khảo sát mức độ biểu hiện 

một số gen đóng vai trò quan trọng trong việc truyền tín hiệu  trong con đường 

apoptosis trong mô khối u như TNF-α, Bax, Caspase-3. Mức độ biểu hiện gen  
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TNF- α trong mô khối u được chiếu xạ bị ức chế đáng kể so với nhóm chứng không 

chiếu xạ.Việc giảm mức độ biểu hiện của nó có thể liên quan đến sự tổn thương lá 

lách sau xạ trị và đây cũng nơi TNF- α được sản xuất. Mặt khác, biểu hiện TNF-α ở 

nhóm IR+Mel cao hơn đáng kể (1,84 lần) so với ở nhóm IR (p<0,05). Tương tự, 

mức độ biểu hiện của Bax và Caspage-3 ở nhóm chuột IR+Mel đều cao hơn có ý 

nghĩa thống kê so với nhóm IR ở trong mô khối u lần lượt là 1,62 và 1,41 lần 

(p<0,05) ở  hình 3.34.  
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Chương 4. BÀN LUẬN 

4.1. TẠO HẠT NMPS 

Melanin là nhóm sắc tố phổ biến trong giới động thực vật, qui định màu sắc của 

da, tóc, lông vũ, và cả màu mắt ở người với nhiều đặc tính sinh học đặc biệt. Ngày 

nay, melanin được biết đến là một nhóm sắc tố với cấu trúc đa dạng và vô định 

hình. Melanin là polymer không đồng nhất được tạo ra bởi quá trình oxy hóa các 

phenol và sự trùng hợp liên tiếp của các phenol trung gian và các quinon tạo nên 

[Solano F, 2014]. Melanin là một vật liệu  đa tác dụng đã được ứng dụng rộng rãi ở 

nhiều lĩnh vực như y học, dược phẩm, làm đẹp..Tuy nhiên, đặc tính khó tan vẫn là 

một thách thức đáng kể để ứng dụng các hoạt tính sinh học của nó. Kết quả khảo sát 

ở bảng 3.1 đã chỉ ra melanin không tan trong rất nhiều dung môi thông thường 

(nước, methanol, ethanol, diethyl ether, n-hexan), acid đặc (HCl, H2SO4). Kết quả 

này cũng phù hợp với khảo sát về khả năng tan của melanin được Xin Guo và các 

cộng sự được thực hiện năm 2014 [Guo X, 2014]. 

Theo các nghiên cứu trước đó, khả năng tan của một hợp chất là khả năng phân 

tán của chất đó trong dung môi để tạo thành một dung dịch đồng nhất. Tính tan là 

một trong những đặc tính quan trọng của một hợp chất có hoạt tính sinh dược để 

ứng dụng làm thuốc điều trị. Bởi vì chỉ khi ở trạng thái được hòa tan, thuốc mới 

được vận chuyển an toàn trong hệ thống tuần hoàn và đạt được nồng độ cho phép. 

Hơn nữa, chỉ khi ở trạng thái tan ở vị trí đích, thuốc mới được hấp thu và thể hiện 

các hoạt tính sinh dược của nó [Savjani K.T, 2012]. Hơn 40% các hợp chất hóa học 

trong dược phẩm đều không tan trong nước. Chính vì vậy, tăng cường khả năng hòa 

tan của hợp chất là một mục tiêu nhiều thách thức cho các nhà nghiên cứu để điều 

chế sản phẩm. Các qui trình công nghệ được nghiên cứu và phát triển nhằm tăng 

mức độ hòa tan của hợp chất. Đối với melanin, các nghiên cứu trước đó thường sử 

dụng lyzosome hoặc polymer để bao bọc, đóng gói melanin để tăng khả năng phân 

tán và tính tan trong dung dịch đệm [Rageh M.M, 2015], [Schweitzer A.D, 2010]. 

Cách bọc vật liệu trong lớp vỏ để vận chuyển an toàn trong hệ thống tuần hoàn có 

nhiều ưu điểm, tuy nhiên, nó có nhiều thách thức ở tính bền vững và độ an toàn của 
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lớp vỏ bọc, đồng thời tỷ lệ vật liệu được bao bọc và không được bao bọc khó kiểm 

soát dẫn đến có nhiều hạn chế.  

Cùng với sự phát triển của công nghệ sinh học, xu hướng tạo vật liệu kích thước 

nano là mục tiêu ưu tiên của các nhà nghiên cứu. Melanin ở kích thước rất nhỏ 

(nanomet) đã cho thấy ưu thế vượt trội trong việc tăng khả năng tan của sản phẩm. 

Cho đến nay, hầu hết NMPs được ứng dụng ở các lĩnh vực khác nhau đều được tạo 

nên bằng các con đường tổng hợp hóa học. Quá trình tổng hợp NMPs từ thành phần 

chính là pDA với enzyme tổng hợp tyrosinase tạo ra các hạt có kích thước nano và 

các tính chất và đặc tính tương tự như melanin tự nhiên. Tùy thuộc vào mục đích 

ứng dụng của NMPs, các hạt nano được chế tạo với sự kiểm soát chặt chẽ về mặt 

kích thước và hình dạng bao gồm các cấu trúc nang rỗng, cấu trúc lõi [Park J, 

2019]. Bên cạnh sự tổng hợp các hạt NMPs đơn lẻ, các nghiên cứu còn kết hợp 

melanin và các phân tử mục tiêu để vận chuyển dễ dàng trong hệ thống tuần hoàn 

hoặc cải biến cấu trúc, tăng cường chức năng của chúng. Ví dụ như trong nghiên 

cứu trước đó của Abdelhalim M.A.K và cộng sự, được thực hiện năm 2018, 

melanin được kết hợp với hạt nano vàng để giảm thiểu quá trình viêm và bị tổn 

thương oxy hóa ở gan trên mô hình chuột thí nghiệm [Abdelhalim M.A.K, 2018]. 

Trong quá trình xạ trị ung thư, hạt nano vàng hấp thụ tia xạ cùng với melain để 

chuyển hóa thành nguồn nhiệt năng lớn để tiêu diệt tế bào ung thư trong khối u.  

Trong nghiên cứu này, các hạt NMPs được chế tạo ở kích thước 80-200 nm. 

Melanin được tách từ dịch mực của túi mực bị phá vỡ cấu trúc polymer bền vững 

của nó bằng các dung môi kiềm để chuyển về kích thước 80–200 nm, mà không cần 

sự hỗ trợ của vỏ bọc polymer và hoặc liposome (hình 3.6). Đây là kích thước hạt 

phù hợp cho mục tiêu ứng dụng tính chất hấp thụ quang nhiệt của NMPs, tương tự 

với các nghiên cứu báo cáo trước đó [Park J, 2019]. Hơn nữa, theo nghiên cứu trước 

đây, kích thước hạt NMPs nhỏ hơn 200 nm là phù hợp với các thí nghiệm trên mô 

hình tế bào và mô hình chuột thí nghiệm [Kiran G.S, 2017]. Vì vậy, sự hình thành 

các hạt NMPs có thể làm tăng các đặc tính có lợi bao gồm khả năng hòa tan, sự 

phân bố hiệu quả bên trong hệ thống tế bào và cơ thể để tăng hiệu quả trong việc 
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hấp thụ tia bức xạ. Mặc dù melanin có mặt hầu hết trong các sinh vật sống, túi mực 

là một trong những nguồn melanin tự nhiên cơ bản nhất được tìm thấy cho các mục 

tiêu nghiên cứu và ứng dụng. Túi mực là rác thải sinh học từ các nhà máy chế biến 

thủy hải sản. Trong dịch mực chứa khoảng 17-20% sắc tố melanin tùy thuộc vào 

phương pháp tách chiết hiện nay. Melanin được tách ra từ túi mực có thành phần 

chủ yếu  eumelanin chiếm 98% ở spea officinalis [Guo X, 2014], [Magarelli M, 

2010]. 

Phân tích hình thái bề mặt ở mức độ vi mô của melanin bằng kính hiển vi điện 

tử SEM ở độ phóng đại 25.000 lần và 50.000 lần (hình 3.1A, B) cho thấy, cấu trúc 

bề mặt phức tạp của melanin. Bề mặt melanin được cấu tạo từ những hình khối cầu, 

có kích thước khá tương đồng xếp gần nhau. Chúng tạo nên bề mặt có những 

khoảng trống về mặt không gian. Những khoảng không này có thể có vai trò trong 

việc tạo nên tính chất hấp thụ của melanin được nghiên cứu trước đó [Cuong A.M, 

2018]. Đây là một trong những đặc trưng quan trọng của vật liệu. Melanin được 

tách từ các nguồn tự nhiên thường có cấu trúc hoàn chỉnh và hoạt tính sinh học cao. 

Tuy nhiên, melanin thường được hình thành trong các tế bào melanosome, bao 

quanh bởi các cấu trúc màng bền vững, các protein, chất béo và nhiều thành phần 

khác. Việc tách chiết, tinh sạch tương đối khó khăn và qua nhiều giai đoạn trung 

gian, dễ dẫn đến ảnh hưởng đến hoạt tính sinh học của sản phẩm cuối cùng. 

Melanin được tổng hợp bằng phương pháp hóa học được sử dụng rộng rãi trong 

những năm gần đây. So sánh với việc tách chiết từ các nguồn tự nhiên có sẵn, tổng 

hợp melanin từ các hợp chất hóa học diễn ra dễ dàng, nhanh chóng hơn và có thể 

đáp ứng được số lượng lớn. Trong tổng hợp hóa học, thành phần chính của nó là 

polydopamine và được tổng hợp thông qua quá trình trùng hợp oxy hóa dopamine. 

Dopamine có chung một số đặc tính tương tự melanin tự nhiên do chúng có các 

nhóm chức năng tương đồng [Solano F, 2017]. Ba phương pháp thường dùng để 

tổng hợp polydopamine: sử dụng dung dịch oxy hóa, enzyme oxy hóa và trùng hợp 

điện. Quá trình sử dụng dung dịch oxy hóa thường được sử dụng trong điều kiện pH 

kiềm và tự trùng hợp các monomer thành polymer. Enzym xúc tác quá trình trùng 
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hợp tạo polydopamine là L-tyrosinase. Quá trình trùng hợp điện sử dụng dòng điện 

electron  để tạo nên sự trùng hợp polymer từ các monomer trên điện cực. Mặc dù có 

sự nỗ lực để mô phỏng các cấu trúc tự nhiên của melanin, tuy nhiên, phương pháp 

tổng hợp hóa học thường tạo nên sự thay đổi cấu trúc và chức năng sinh học của 

melanin tổng hợp. Sự nghiên cứu các đặc tính sinh học của melanin có nguồn gốc từ 

vi sinh vật đã được công bố bởi nhiều nhà khoa học. Tuy nhiên, việc sử dụng các vi 

sinh vật để sản xuất melanin chỉ được chú ý trong thời gian gần đây. Đây là một 

trong những hướng nghiên cứu hứa hẹn nhiều tiềm năng với giá thành rẻ, thân thiện 

với môi trường và có thể tạo ra melanin số lượng lớn và giữ được những đặc tính 

sinh học của nó như là melanin tự nhiên [Tran-Ly A.N, 2020]. 

Hình 3.2, 3.3, 3.4 chỉ ra rằng, có nhiều yếu tố ảnh hưởng đến khả năng tạo hạt 

NMPs từ melanin, trong đó, các điều kiện như nồng độ alkaline, pH, nhiệt độ, tốc 

độ khuấy từ ảnh hưởng trực tiếp đến hàm lượng của NMPs được hòa tan. Kích 

thước của hạt, độ phân tán trong dung dịch và hàm lượng NMPs tạo ra còn phụ 

thuộc rất lớn vào nồng độ và bản chất của dung môi alkaline sử dụng (hình 3.2 

A,B). Ở trong môi trường kiềm có nồng độ thấp (≤1N), các hạt NMPs được tạo ra 

có kích thước nhỏ và độ phân tán tốt hơn so với trong môi trường kiềm ở nồng độ 

cao (>1N). Kết quả khảo sát đã chỉ ra trong dung dịch NaOH ở nồng độ 0,5N, lượng 

NMPs được tạo ra lớn nhất. Hơn nữa, kích thước và độ phân tán  của NMPs trong 

môi trường NaOH ở các nồng độ 0,1N; 0,5N; 1N, 3N tốt hơn trong môi trường 

NH4OH có cùng các nồng độ tương ứng (hình 3.2.B). 

Phương pháp đo hồng ngoại xa FTIR là phương pháp để xác định đặc trưng liên 

kết vô cơ-hữu cơ của vật liệu. Hình ảnh phổ của các nhóm chức năng trên bề mặt 

của melanin được phân tích bởi phổ hồng ngoại xa FTIR, được mô tả ở hình 3.1C. 

Trong đó, phổ giao động của các vùng chứa các nhóm chức năng cacboxyl (COO-), 

hydroxyl (OH), cacbonyl (C=O) được thể hiện rõ nét. Các kết quả này tương tự với 

nghiên cứu trước đó về đặc trưng của vật liệu eumelanin có nguồn gốc từ túi mực 

[Liu H, 2020], [Solano F, 2014]. Phổ FTIR của NMPs (hình 3.7C) đã khẳng định sự 

có mặt của các nhóm chức năng tương tự như đối với melanin ở hình 3.1C. Sự có 
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mặt của các nhóm chức hóa học bao gồm cacboxyl (-COO-), hydroxyl (-OH), 

cacbonyl (-C=O), có khả năng cho electron là một trong các yếu tố quyết định hoạt 

tính kháng oxy hóa của melanin và NMPs như nhiều công bố đã khảo sát trước đó. 

Có thể nhận thấy, trên bề mặt của melanin và NMPs có nhiều liên kết π-π. Đây là 

nhóm liên kết gợi ý đến khả năng của melanin có thể tương tác với nhiều loại thuốc 

và hợp chất hóa học có đặc tính khó tan để tạo thành phức hợp vận chuyển trong hệ 

thống tuần hoàn. Do vậy, NMPs còn được nghiên cứu để phát triển phức hệ vận 

chuyển một số thuốc điều trị ung thư hướng đích như camptothecin, doxorubicin, 

hydroxycamptothecin để tăng cường hiệu quả điều trị [Liu H, 2020]. 

Xạ trị được sử dụng rộng rãi cho các bệnh nhân ung thư, tuy nhiên các tác dụng 

phụ nghiêm trọng cấp tính và mãn tính là vấn đề khó giải quyết triệt để trong nhiều 

thập kỷ. Phát triển, nghiên cứu các hợp chất có khả năng bảo vệ tránh tác hại của 

phóng xạ  là một trong những mục tiêu nghiên cứu, nhằm bảo vệ các tế bào lành 

trước tác hại của xạ trị. Các loại thuốc bảo vệ bức xạ được phân thành 03 nhóm: 

nhóm chất bảo vệ bức xạ, nhóm chất giảm nhẹ bức xạ và nhóm chất điều trị. Chất 

bảo vệ bức xạ bảo vệ tế bào khỏi bị hư hại trong quá trình chiếu xạ bằng cách tăng 

cường hoạt động chống oxy hóa để loại bỏ các dạng oxy phản ứng được sinh ra sau 

xạ trị [Singh V.K, 2016]. Các chất giảm thiểu bức xạ thường được sử dụng sau khi 

chiếu xạ, nhưng trước khi xuất hiện các triệu chứng tác dụng phụ, để thúc đẩy quá 

trình sửa chữa DNA và kích hoạt các hệ thống oxy hóa khử. Thuốc điều trị bức xạ 

được sử dụng trong trường hợp sau khi xuất hiện các triệu chứng tác dụng phụ 

[Citrin. D, 2010]. Cho đến nay, một số hợp chất được được FDA chấp thuận để sử 

dụng trong lâm sàng, như amifostine, filgrauality, pegfilgrastim và sargramostim 

[Mishra K.N, 2017] cho mục tiêu bảo vệ tránh tác hại của phóng xạ .  

Trong nghiên cứu được công bố trước đó của  Rageh M.M và các công sự, đặc 

tính bảo vệ các tế bào máu sau chiếu xạ tia gamma của NMPs được thử nghiệm trên 

mô hình chuột. Ngoài ra, Schweitzer D.A  cùng các cộng sự đã thử nghiệm khả 

năng bảo vệ tủy xương của NMPs sau xạ trị ung thư trên mô hình in vivo. NMPs 

được xem là một hợp chất có tiềm năng bảo vệ tránh tác hại của phóng xạ  được ghi 
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nhận bởi nhiều nghiên cứu. Hoạt tính chống oxy hóa của melanin và NMPs cùng 

được báo cáo ở nhiều nghiên cứu trước đó. Hoạt tính kháng oxy hóa của melanin 

được xác định bằng phương pháp sử dụng DPPH (1.1-diphenyl-2-picryl-hydrazyl) 

được ghi nhận trong nhiều nghiên cứu. Theo báo cáo Kumar C. G năm 2011, IC50 

của melanin được tách từ Aspergillus bridgeri ICTF-201 khoảng 54,12 µg/mL. 

Ngoài ra, một nghiên cứu khác đã tính toán giá trị IC50 của melanin tách từ túi mực 

trong khoảng 60-80 µg/mL [Kumar C.G, 2011], [Rageh M.M, 2015], [Kunwar A, 

2012], [Schweitzer D.A, 2010]. 

Như đã phân tích ở trên, melanin được nghiên cứu trên thực nghiệm về khả năng 

bảo vệ tránh tác hại của phóng xạ  cùng với hoạt tính chống oxy hóa của nó. Tuy 

nhiên, vai trò sinh học của melanin trong xạ trị ung thư chưa được công bố nhiều 

trong các nghiên cứu cơ bản và nghiên cứu định hướng ứng dụng. Đặc biệt là chưa 

có nghiên cứu nào về khả năng bảo vệ của melanin kích thước nano đối với tế bào 

thường và mô lành ở các vùng lân cận khối u cũng như các vùng khác xa hơn trong 

toàn bộ cơ thể trong quá trình xạ trị tia X. Khi chiếu xạ, khối u sẽ được nhận phần 

lớn năng lượng của tia xạ một cách trực tiếp, tuy nhiên những vùng mô lân cận mô 

khối u và những vùng khác xa hơn cũng sẽ bị ảnh hưởng vì các tế bào ung thư 

thường phát triển xâm lấn vào vào mô thường và di căn. Đồng thời, các hiệu ứng tác 

động gián tiếp của bức xạ (bystander effect) khiến cho các tế bào, cơ quan nằm ở vị 

trí xa mục tiêu chiếu xạ đều bị ảnh hưởng. Do đó việc tăng cường và phân bố các 

hạt NMPs ở các vùng lân cận mô khối u cũng như ở những vùng khác xa hơn trong 

cơ thể sẽ giúp bảo vệ tế bào thường và mô lành của cơ thể một cách hiệu quả thông 

qua khả năng hấp thụ tia xạ của nó và sẽ góp phần làm giảm tác dụng phụ của tia xạ 

trong quá trình xạ trị ung thư.  

Trong nghiên cứu này, khả năng tác động lên chức năng sinh lý của tế bảo  của 

NMPs được xem xét. Các nghiên cứu về khả năng bảo vệ trước tia X đối với các tế 

bào thường và mô lành trên mô hình in vitro và in vivo khi được bổ sung NMPs 

được khảo sát. 
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4.2. KHẢO SÁT KHẢ NĂNG BẢO VỆ TẾ BÀO DƯỚI TÁC ĐỘNG CỦA TIA X 

4.2.1 Khảo sát một số tác động của NMPs lên chức năng sinh lý của tế bào trên 

mô hình in vitro 

4.2.1.1. Độc tính của NMPs trên mô hình in vitro và khả năng gây lão hóa tế bào 

nội mô của NMPs. 

Hạt NMPs được thử nghiệm khả năng bảo vệ tế bào thường trên mô hình in 

vitro. Trong nghiên cứu này, chúng tôi thử nghiệm độc tính trên 03 dòng tế bào 

thường HaCaT, NIH 3T3, hUVEC. Kết quả thử nghiệm cho thấy ở dải nồng độ 

NMPs ≤100 μg/mL, giá trị IC50 của NMPs tế bào HaCaT và NIH 3T3 lần lượt là 53 

và 39 μg/mL (hình 3.9) và không xác định được giá trị IC50 trên dòng nội mô với 

dải liều ≤100 μg/mL. Theo các báo cáo trước đó, một hợp chất có giá trị IC50 nằm 

trong khoảng 10 - 100 µg/mL được đánh giá có mức độ độc tính ở mức trung bình 

[Phongpaichit S, 2007]. 

Sự lão hóa là một quá trình sinh lý bình thường xảy ra bên trong tế bào động vật. 

Có nhiều yếu tố tác động có thể thúc đẩy nhanh quá trình này bao gồm nồng độ các 

dạng oxy phản ứng (ROS), các tác nhân hóa học, vật lý. Khả năng gây lão hóa của 

tế bào là một trong các chỉ số để xác định sự tương tác và tác dụng phụ của một số 

loại dược phẩm. Trong nghiên cứu này, NMPs được sử dụng ở mức liều 25 và 50 

μg/mL để đánh giá khả năng gây lão hóa lên tế bào nội mô. Kết quả nghiên cứu cho 

thấy, NMPs không gây lão hóa tế bào ở các nồng độ thuốc thử nghiệm.  

4.2.1.2. Khả năng ức chế sự làm lành vết thương của tế bào nội mô và hình thành 

mạch ở nhóm tế bào được điểu trị bởi NMPs 

Sự làm lành vết thương là một quá trình sinh học phức tạp bao gồm nhiều nhân 

tố tham gia vào quá trình này như cầm máu, kháng viêm, tăng sinh và tái tạo [Guo. 

S, 2010]. Tế bào nội mô có nguồn gốc từ trung bì. Tế bào nội mô tham gia vào cấu 

trúc thành mạch máu và hình thành một lớp màng lót bên trong thành mạch. Tế bào 

nội mô có nhiều vai trò trong hệ thống tuần hoàn của cơ thể. Bên cạnh chức năng 

như là một màng bán thấm chọn lọc, tế bào nội mô còn tham gia vào các quá trình 

phản ứng miễn dịch, đông máu, điều hòa tăng trưởng, sản xuất các thành phần chất 
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nền ngoại bào, và điều chỉnh lưu lượng máu và trương lực mạch máu [Sumpio B.E]. 

Hơn nữa, tế bào nội mô còn là thành phần chính trong quá trình hình thành mạch 

máu. Ngoài ra, yếu tố tăng trưởng nội mô (VEGF-A) được xem là yếu tố quan trọng 

then chốt có vai trò điều hòa quá trình hình thành mạch máu.  

Trong nghiên cứu này, ở hình 3.10 cho thấy, NMPs không có khả năng gây ức 

chế sự di chuyển của tế bào nội mô sau 72 h trong quá trình lành vết thương ở các 

mức liều 25 và 50 µg/mL. Tuy nhiên NMPs có khả năng ức chế nhẹ quá trình liền 

thương ở tế bào nội mô ở mức liều cao là 75 µg/mL.  Bên cạch đó, NMPs còn có 

vai trò làm giảm số lượng mạch máu được hình thành so với đối chứng (hình 3.11 

E). Mặt khác, mức độ biểu hiện gen VEGF-A - một trong những nhân tố cảm ứng 

chính có vai trò điều hòa quá trình hình thành mạch máu - ở những giếng được bổ 

sung bởi NMPs được cho là có thể liên quan đến quá trình ức chế hình thành mạch 

máu (hình hình 3.13).  Khối ung thư được hình thành và phát triển xâm lấn vào các 

mô lân cận cần có hệ thống mạch máu cung cấp chất dinh dưỡng nuôi khối u. Mặc 

dù, hoạt tính kháng ung thư của melanin được ghi nhận bởi một số nghiên cứu trước 

đó, tuy nhiên, mức độ độc tính của melanin tổng hợp và cả melanin tách từ thực vật 

đối với các tế bào ung thư là không đáng kể với giá trị IC50 thường lớn hơn 50 

µg/mL [Gabriele V.R, 2021], [El-Obeid A, 2020]. Trong nghiên cứu này, sự ức chế 

sự di chuyển của tế bào và hình thành mạch máu ở tế bào nội mô gợi ý đến khả 

năng của NMPs có thể ức chế sự phát triển khối u thông qua ngăn cản hình thành 

mạng lưới  mạch máu nuôi khối u. 

 Ngoài ra, các tác động cộng gộp của của melanin và các bức xạ ở vùng ánh 

sáng khả kiến (visible light) làm tăng khả năng tiêu diệt tế bào ung thư được khảo 

sát trên các dòng tế bào như Hela cells, A375 đã được báo cáo bởi Gabriele V.R và 

các cộng sự [Gabriele V.R, 2021].  

4.2.2 Đánh giá khả năng bảo vệ tế bào của NMPs dưới tác động của tia X 

4.2.2.1. Khả năng bảo vệ tế bào lành của NMPs sau chiếu xạ tia X 

Chúng tôi thử nghiệm khả năng bảo vệ tế bào của NMPs dưới tác dụng của tia 

xạ. Ở hình 3.15, các tế bào hUVEC, NIH 3T3, HaCaT đều nhạy cảm với tia X ở 
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cường độ chiếu xạ liều cao. Ở hình 3.16 cho thấy NMPs có khả năng bảo vệ tế bào 

chọn lọc đối với các tế bào khác nhau sau xạ trị. Khi chiếu xạ ở mức liều 5-10 Gy, 

tỷ lệ các tế bào bị chết sau 72h giao động trong khoảng 75-92%. Do đó chúng tôi 

lựa chọn dải nồng độ liều chiếu xạ từ 0-5 Gy để phân tích các dấu ấn phân tử của tế 

bào xảy ra sau quá trình xạ trị. Mặt khác, tế bào keratinocyte được phân lập từ da 

người, là dòng tế bào thường được sử dụng để làm mô hình in vitro để thử nghiệm 

một số loại dược liệu có tiềm năng bảo vệ tránh tác hại của phóng xạ  như fucoidan 

[Fernando I.P.S, 2020]. Bởi vì, da là cơ quan đầu tiên tiếp xúc với tia xạ và bị ảnh 

hưởng trực tiếp bởi quá trình chiếu xạ. Chúng tôi tiếp tục phân tích các dấu ấn sinh 

học phân tử, tế bào trên dòng tế bào HaCaT. Hơn nữa, NMPs ở mức liều 0-12 

µg/mL không gây chết tế bào trên dòng HaCaT, do đó, chúng tôi lựa chọn liều điều 

trị ở nồng độ 10 µg/mL để phân tích những thay đổi của mức độ biểu hiện gen mã 

hóa một số protein quan trọng liên quan đến quá trình apoptosis và gen mã hóa 

enzyme có hoạt tính chống oxy hóa. 

4.2.2.2. Những dấu ấn phân tử thay đổi của tế bào dưới tác động của tia xạ trên mô 

hình in vitro 

Mặc dù nhiều tính chất khác nhau của melanin đã được biết đến, tuy nhiên, tiềm 

năng bảo vệ tránh tác hại của phóng xạ  của melanin là một trong những đặc điểm 

chính đang được nhiều nhà nghiên cứu quan tâm. Cho đến nay, hầu hết các ứng 

dụng của hạt NMPs ở các mảng điều trị, mô phỏng sinh học, thần kinh học và cảm 

biến sinh học đều được tổng hợp nhân tạo bằng enzyme tyrosinase. Trong nghiên 

cứu này, NMPs được tạo nên từ nguồn nguyên liệu có nguồn gốc từ túi mực và 

được đưa về kích thước hạt nano từ khoảng 80-200 nm (hình 3.7C). Melanin kích 

thước nano đã làm tăng mức độ tan và phân tán của hạt trong hệ đệm. Tế bào 

keratinocytes (HaCaT) được biệt hóa từ các tế bào da người thường được sử dụng 

làm mô hình nghiên cứu hiệu quả của các hợp chất có khả năng bảo vệ tránh tác hại 

của phóng xạ . Bởi vì, da là cơ quan đầu tiên tiếp nhận và chịu ảnh hưởng trực tiếp 

trong quá trình xạ trị mà nguồn phát xạ được để ở bên ngoài cơ thể. Nghiên cứu này 

sử dụng tế bào HaCaT để khảo sát sự thay đổi của các dấu ấn phân tử dưới sự bổ 
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sung hoặc không bổ sung NMPs sau quá trình xạ trị bằng tia X. Năng lượng tia xạ 

phá hủy tế bào. Tuy nhiên trong trường hợp liều lượng được kiểm soát ở mức độ 

nhất định, xạ trị có khả năng thúc đẩy quá trình chết theo chương trình (apoptosis) 

của tế bào [Li M.Y, 2017]. Apoptosis là một quá trình thiết yếu của tế bào trong cơ 

thể sống. Trong quá trình này, các tế bào già, rối loạn chức năng hay bị tổn thương 

sẽ được phân mảnh và tiêu hóa bởi quá trình thực bào để giảm thiểu tình trạng gây 

viêm cho các tế bào lân cận trước khi các thành phần bên trong tế bào bị vỡ tràn ra 

môi trường xung quanh. Do đó, quá trình chết rụng giúp cơ thể thay thế một tế bào 

hư hỏng bởi một tế bào khác khỏe mạnh mà không gây tổn thương cho các cấu trúc 

lân cận. Quá trình chết rụng này được kiểm soát bởi các con đường tín hiệu tế bào 

khác nhau và được điều hòa bởi các họ protein như Bcl-protein, Bax protein và các 

caspase. Theo các nghiên cứu trước đây đã báo cáo, xạ trị thúc đẩy quá trình chết 

rụng của tế bào tùy thuộc vào liều lượng và sự nhạy cảm của bức xạ đối với các loại 

tế bào. TNF-α khởi đầu kích hoạt con đường apoptosis ở thụ thể TNF-α, sau đó hoạt 

hóa chuỗi các Caspase trung gian như Caspase-7, Caspase-3 để kích hoạt quá trình 

apoptosis. Trong trường hợp này, các gen mã hóa các protein quan trọng đóng vai 

trò then chốt kích hoạt quá trình apoptosis của tế bào như Bax, Caspase-3 sẽ tăng 

cường sao mã và dịch mã [Verheij, 2000]. 

Kết quả nghiên cứu ở hình 3.17, 3.19, 3.20 cho thấy, sau khi chiếu xạ, có sự tăng 

cường mức độ biểu hiện của các gen mã hóa protein Bax, Caspase-3, TNF-α khi tế 

bào tiếp xúc với tia X ở mức liều chiếu xạ 3 Gy và 5 Gy so với các đối chứng không 

chiếu xạ. Ở nhóm được điều trị bởi NMPs, mức độ phiên mã của các gen này thấp 

hơn so với nhóm không bổ sung thuốc (IR). Sự phiên mã thấp của các gen quan 

trọng có thể liên quan đến tỷ lệ tế bào chết apoptosis của nhóm được điều trị 

(IR+mel) so với đối chứng (IR). Sự khác biệt về mức độ biểu hiện của các gen này 

đều có ý nghĩa thống kê p<0,01. Kết quả này phù hợp với kết quả phân tích tỷ lệ tế 

bào apoptosis bằng phương pháp phân tích tế bào theo dòng chảy. Trong đó, có thể 

nhận thấy tỷ lệ tế bào apoptosis ở nhóm IR+Mel ít hơn so với nhóm IR (hình 

3.21H). Kết quả ở hình 3.21I cho thấy, một số lượng tế bào lớn đã bị chết hoại tử 
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(necrosis). Ở nhóm tế bào IR+Mel, tỷ lệ tế bào chết hoại tử có giảm đáng kể so với 

nhóm IR. Điều này cho thấy, NMPs đã có hiệu quả trong việc bảo vệ tế bào HaCaT 

sống sót dưới tác dụng chiếu xạ liều cao bởi tia X. 

Ngoài ra, quá trình chiếu xạ sản sinh một số lượng lớn các dạng oxy phản ứng 

bên trong tế bào. ROS là những phân tử có trạng thái không ổn định gây ra stress 

oxy hóa và có khả năng tấn công các thành phần khác tế bào. Các ROS tấn công 

DNA, protein và làm rối loạn trong quá trình trao đổi chất của tế bào [Su L.J, 2019]. 

SOD1 là một enzyme có khả năng xúc tác chuyển hóa superoxide thành hydro 

peroxide và oxy phân tử.  Đây là enzyme chống oxy hóa thiết yếu bên trong tế bào 

để giữ cân bằng nội mô [Bunton-Stasyshyn R.K, 2015] . Kết quả nghiên cứu ở hình 

3.20 cho thấy, chiếu xạ ở mức liều 3 Gy có thể kích hoạt gen mã hóa cho các enzym 

SOD1, có vai trò quan trọng trong việc bảo vệ chống lại stress oxy hóa. Mức độ 

phiên mã của SOD1 ở nhóm IR thấp hơn đáng kể so với nhóm IR+Mel, với sự khác 

biệt có ý nghĩa (p <0,05). Mức độ biểu hiện cao hơn của các gen mã hóa enzym 

chống oxy hóa ở nhóm IR+Mel có thể liên quan đến hoạt tính kháng oxy hóa của 

NMPs. Hơn nữa, khả năng hấp thụ bức xạ và các đặc tính chống oxy hóa của NMPs 

giúp tăng cường khả năng sống sót của tế bào khi phơi nhiễm bức xạ ở liều 3 Gy và 

giảm tỷ lệ tế bào hoại tử, chết apoptosis đáng kể như kết quả ở hình 3.21 I,H,K. 

4.3. KHẢ NĂNG BẢO VỆ CHUỘT MANG KHỐI UNG THƯ TRƯỚC TÁC 

ĐỘNG CỦA TIA X CỦA NMPS 

4.3.1. Sự ảnh hưởng của một số mô cơ quan dưới tác động của tia xạ. 

Lá lách là cơ quan của hệ thống miễn dịch đóng vai trò quan trọng trong phản 

ứng miễn dịch bẩm sinh và thích ứng của cơ thể. Lá lách được bao bọc trong nang 

mô liên kết dày. Phía trong lá lách gồm hai loại mô có màu trắng và màu đỏ, không 

phân tách thành từng vùng và nằm xen kẽ lẫn nhau và có chức năng riêng biệt. Phần 

mô trắng có liên quan đến quá trình trưởng thành của bạch cầu, đặc biệt là các tế 

bào lympho (B và T) và sản xuất kháng thể. Tủy đỏ chứa các mạch máu rộng và các 

sợi mô liên kết. Các mô ở tủy đó thực hiện các chức năng loại bỏ hồng cầu già hoặc 

mảnh vỡ tế bào. Bên trong tủy đỏ có chứa các đại thực bào để tiêu dệt vi khuẩn hay 
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vi rút xâm nhập vào cơ thể [Chaudhry S.R, 2021]. Trong xạ trị toàn thân trên chuột, 

tất cả các mô cơ quan của cơ thể chịu ảnh hưởng trực tiếp và gián tiếp của năng 

lượng tia xạ. Lá lách là một trong các cơ quan chịu tác động nặng nề nhất bởi tia xạ, 

dẫn đến  sự giảm kích thước, khối lượng, cũng như số lượng các tế bào miễn dịch 

được tạo ra bởi mô lá lách [Zhao L, 2015], [Rageh M.M, 2015], [Kunwar A, 2012]. 

Trong thời gian gần đây, liệu pháp miễn dịch là một trong những phương pháp điều 

trị ung thư tiềm năng được nhiều nhà nghiên cứu quan tâm. Trong đó, việc tăng 

cường các quần thể tế bào miễn dịch như tế bào lympho T và tế bào tua (DC) đóng 

vai trò quan trọng trong việc ức chế sự phát triển của tế bào ung thư [Shang N, 

2017]. 

Bên cạnh lá lách, hạch bạch huyết cũng là cơ quan chịu ảnh hưởng trực tiếp của 

chiếu xạ. Trong nghiên cứu này, tuy số lượng hạch bạch huyết giảm ở các nhóm 

chuột sau xạ trị, tuy nhiên cấu trúc mô của hạch bạch huyết không có sự thay dổi 

giữa các nhóm chuột được chiếu xạ và không chiếu xạ. 

Ure và creatinin là hai chỉ số thường được sử dụng để kiểm tra khả năng hoạt 

động bình thường của thận. Trong quá trình trao đổi chất ở cơ thể, ure và creatinin 

là các sản phẩm cuối cùng của quá trình trao đổi chất có nito. Ure là chất chuyển 

hóa chính xuất phát từ các protein có trong chế độ ăn và sự luân chuyển protein 

trong mô. Creatinin là sản phẩm dị hóa creatinine ở cơ. Hai phân tử ure và cretianin 

đều là những phân tử có kích thước nhỏ khoảng 60 và 113 dalton và phân bố trong 

toàn bộ lượng nước ở trong cơ thể [Cabaniss C.D, 1990]. Xu hướng giảm các chỉ số 

chức năng thận khi bị chiếu xạ (bảng 3.4) cho thấy sự ảnh hưởng mạnh mẽ của tia X 

tới hoạt động sống chung của toàn bộ cơ thể của các nhóm chuột được xạ trị. 

4.3.2. Dấu ấn phân tử và miễn dịch ở mô lách của chuột thí nghiệm được điều 

trị bởi  NMPs sau xạ trị.  

Trong nghiên cứu này, NMPs được sử dụng trước khi chiếu xạ bởi tia X. Chuột 

được tiêm NMPs (40 mg/kg) vào trước thời điểm chiếu xạ  và liều bổ sung cách 

nhau 2 ngày sau chiếu xạ để tăng cường khả năng bảo vệ tế bào bình thường và mô 
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lành. Đây là mức liều NMPs được sử dụng tương tự với các nghiên cứu của Rageh 

M.M và các cộng sự; Kunwar và các cộng sự, đã công bố trước đó đối với thử 

nghiệm bảo vệ tránh tác hại của phóng xạ  trên mô hình chuột nghiên cứu [Rageh 

M.M, 2015], [Kunwar, 2012]. Các nghiên cứu trước đây đã cho thấy, melanin ở 

dạng hạt nano chứ không phải ở dạng hòa tan có hiệu quả cao trong việc bảo vệ 

DNA khỏi sự tấn công của bức xạ UV [Brenner. M, 2008]. Theo nghiên cứu của 

nhóm tác giả Rageh M. M và các cộng sự và Kunwar. A  đã ghi nhận tác dụng bảo 

vệ tủy xương và mô lá lách chống tại tia gamma trong quá trình xạ trị trên mô hình 

chuột thí nghiệm của các hạt NMPs được bọc bởi liposome [Rageh M.M, 2015], 

[Kunwar A, 2012]. Trong nghiên cứu của chúng tôi, các hạt NMPs được tạo nên 

bằng phương pháp mới với việc sử dụng alkaline để phân cắt cấu trúc polymer của 

melanin để tạo thành dạng hạt có kích thước từ 80-200 nm mà không được bao bọc 

trong lớp vỏ polymer hay lyzosome (hình 3.6). Melanin kích thước nano đã làm 

tăng cường khả năng tan của melanin và dễ dàng phân bố hiệu quả hơn trong các 

mô và cơ quan, đưa đến hiệu quả tốt hơn khi hấp thụ các bức xạ trong quá trình xạ 

trị ở vị trí mô lành. ROS là một trong các tác nhân chính gây ảnh hưởng lên tế bào 

được tạo ra với số lượng lớn trong quá trình xạ trị. Khả năng loại bỏ ROS của 

NMPs được ghi nhận với sự có mặt của các nhóm chức năng hydroxyl, cacbonyl và 

cacboxyl ở hình 3.7C. Các đặc điểm trên đã góp phần hạn chế tác dụng phụ của tia 

xạ trên mô lách và bảo vệ lá lách sau xạ trị. 

Mặt khác, các kết quả nghiên cứu ở mức độ tế bào và phân tử đã chỉ ra, NMPs 

đã bảo vệ lá lách, một cơ quan quan trọng trong cả hệ thống miễn dịch bẩm sinh và 

miễn dịch thích ứng tránh khỏi sự tấn công của tia xạ. Hình 3.26 cho thấy, nhóm 

được tiêm NMPs, có sự phục hồi đáng kể khối lượng lá lách và giảm thiểu tỷ lệ  các 

con chuột bị xơ hóa của mô lách ở tình trạng nặng trong nhóm IR+Mel (hình 3.28). 

Ở nhóm chuột không được tiêm NMPs và xạ trị liệu cao, 100% tỷ lệ cá thể chuột bị 

xơ hóa mô lách ở tình trạng nặng, trong khi đó, ở nhóm, tỷ lệ này chiếm 40%, còn 

lại ở mức độ vừa và nhẹ. Ở mức độ phân tử, nhóm chuột IR+Mel có sự thay đổi 

mức độ biểu hiện của các gen mã hóa IL -2 và TNF-α (hình 3.30) trong tế bào lá 
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lách sau xạ trị. Tình trạng  xơ hóa, giảm kích thước mô lách, và giảm cân cũng được 

ghi nhận ở các trường hợp chiếu xạ toàn thân trên mô hình chuột [Kunwar A., 

2012].  

Lá lách là một cơ quan có mặt ở các động vật có xương sống đóng vai trò quan 

trọng trong hệ thống miễn dịch ở cả hai quá trình miễn dịch thích ứng và miễn dịch 

bẩm sinh của cơ thể [Zhao L, 2015]. Một số chức năng của lá lách được biết đến 

như sản xuất tế bào lympho; tham gia loại bỏ các tế bào hồng cầu già, mảnh vụn tế 

bào cùng các tác nhân gây bệnh; giữ lại sắt cho sự tái tạo lại tế bào hồng cầu mới; 

dự trữ và điều hòa khối lượng máu cho cơ thể [Mebius R.E, 2005]. Sau khi chiếu xạ 

tia X liều cao, đã có những sự thay đổi đáng kể ở các chỉ tiêu của lá lách như khối 

lượng, cấu trúc mô học và dấu ấn phân tử trong lá lách ở các nhóm chuột  IR và 

IR+Mel so với đối chứng (NIL, NC). Trong thí nghiệm này, chúng tôi sử dụng một 

số maker để xác định số lượng tế bào trong các quần thể tế bào B, tế bào T, tế bào 

tua ở lá lách của chuột. Các quần thể tế bào miễn dịch bao gồm tế bào B (CD19 

maker); tế bào T (CD3 maker), tế bào tua (CD 11c maker), được khảo sát bằng phân 

tích tế bào theo dòng chảy FACS Lysis. Theo các nghiên cứu trước đó, các maker 

CD19, CD3 đặc hiệu cho các tế bào B và T. Thụ thể CD11 chủ yếu xuất hiện trên 

bề mặt tế bào tua, được xem xét là một maker tương đối đặc hiệu đối với loại tế bào 

này [Hey Y.Y, 2012]. Ở lá lách, ngoài các tế bào B, T, tế bào tua, còn có một số loại 

tế bào khác như bạch cầu đơn nhân, đại thực bào và bạch cầu trung tính - là các loại 

tế bào có phản ứng âm tính với CD11c [Hey Y.Y, 2012], [Griffiths K.L, 2014] ở 

trong điều kiện chuột khỏe mạnh. Tuy nhiên, một lượng nhỏ tế bào đơn nhân, đại 

thực bào, và tế bào lympho sẽ dương tính với CD11c [Mildner A, 2014], [Griffiths 

K.L, 2014], [Arnold I.C, 2016] khi lá lách nhiễm vi khuẩn. Trong thí nghiệm này, 

chuột được sử dụng không bị nhiễm khuẩn, do đó các tế bào dương tính với CD11c 

đều là tế bào tua trong lá lách. 

Các tế bào miễn dịch được tạo ra ở mô lách như tế bào T, tế bào tua thường rất 

nhạy cảm với phóng xạ, và gần như bị triệt tiêu hoàn toàn khi xạ trị liều cao (bảng 

3.3).  Dữ liệu nghiên cứu của Pozniak M. A và các cộng sự chỉ ra sự phục hồi mức 



112 
 

độ biểu hiện của IL-2 có thể có vai trò trong việc gia tăng khối lượng lá lách 

[Pozniak M. A, 1995]. Hơn nữa, có nhiều quá trình diễn ra trong tế bào như tăng 

sinh và biệt hóa tế bào, khởi động tín hiệu chết theo chương trình hay hoại tử và các 

phản ứng miễn dịch của tế bào có liên quan đến cytokine tiền viêm TNF-α [Van 

Horssen R, 2017]. Kết quả nghiên cứu cho thấy, xạ trị đã có tác động ức chế  đáng 

kể lên mức độ biểu hiện của IL-2 và TNF-α  lần lượt là 4 và 3 lần so với nhóm NC 

không được chiếu xạ. Ngoài ra, có sự gia tăng mức độ phiên mã TNF-α ở nhóm 

IR+Mel so với nhóm IR có thể có mối liên hệ với tỷ lệ tế bào lách được phục hồi 

nhanh hơn về mặt khối lượng ở nhóm này (hình 3.26). Tế bào B, T, và tế bào tua là 

một trong các yếu tố quan trọng của quá trình miễn dịch thích ứng của cơ thể. Thêm 

vào đó, kết quả nghiên cứu đã chỉ ra rằng, khi chiếu xạ gây ra giảm đáng kể số 

lượng tế bào B (hình 3.31) và gia tăng nhẹ số lượng tế bào T (hình 3.32) và tế bào 

tua trong lá lách của chuột thí nghiệm (hình 3.33). Ở nhóm chuột được điều trị bởi 

NMPs (IR+Mel) đã cho thấy sự thúc đẩy sản sinh làm gia tăng quần thể tế bào T và 

tế bào tua trong lá lách của chuột được chiếu xạ. Kết quả này phù hợp với dữ liệu về 

nồng độ tế bào lympho trong máu (bảng 3.3). Theo nghiên cứu của Park B cùng cộng sự 

công bố năm 2014, trong điều kiện nhất định, chiếu xạ có thể làm tăng cường phản ứng 

miễn dịch ở sinh vật [Park B, 2014]. Các nghiên cứu khác báo cáo trong quá trình xạ trị 

ung thư, sự tiếp xúc với bức xạ có thể cung cấp một nguồn kháng nguyên thích hợp để tế 

bào tua và tế bào T trình diện chéo và kích hoạt sự tăng sinh của tế bào T bởi tế bào tua 

[Chang L, 2017]. Ngoài ra, vai trò IL-2 trong việc thúc đẩy sự sản sinh quần thể tế bào T 

và tế bào NK (natural killer cell) đã được báo cáo bởi Jiang T và các cộng sự năm 2016 

[Jiang T, 2016]. Ở nghiên cứu này, đã chỉ ra vai trò tương tác của  của NMPs và tia X 

trong việc thúc đẩy sự gia tăng quần thể tế bào tua và tế bào T ở lá lách của chuột nghiên 

cứu. 

Theo nghiên cứu trước đó, melanin thường được sử dụng như một phân tử đích để 

điều trị ung thư da bằng quang nhiệt hoặc liệu pháp đồng vị phóng xạ hơn là sử dụng cho 

mục đích điều trị cho các loại ung thư khác [Jiang Q, 2019]. Ở nghiên cứu này, các tế 
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bào ung thư phổi đã được sử dụng để gây u trên mô hình chuột thí nghiệm, do đó chưa 

thấy rõ tác dụng ấn tượng của NMPs như là một chất chống ung thư hiệu quả.  

Ngoài ra, nghiên cứu cũng chỉ ra có sự gia tăng mức độ biểu hiện của một số gen 

đóng vai trò quan trọng (TNF-α, Bax, Caspase-3) trong quá trình chết theo chương trình 

của tế bào ung thư ở các nhóm chuột IR+Mel so với nhóm IR (hình 3.34) ở mô khối u. 

Kết quả nghiên cứu phù hợp với báo cáo trước đó về việc thúc đẩy các tế bào miễn dịch 

tiêu diệt tế bào ung thư lưu thông trong máu thông qua quá trình chết theo chương 

trình hoặc hoại tử [Ewald J.A, 2010]. 

Tóm lại, các dữ liệu nghiên cứu thử nghiệm khả năng bảo vệ tế bào lách trên mô 

hình chuột thí nghiệm của NMPs ở mức độ tế bào và phân tử đã chỉ ra rằng NMPs 

có khả năng bảo vệ tế bào lách dưới tác động của tia xạ. Hơn nữa, việc điều trị bởi 

NMPs đã thúc đẩy mạnh mẽ sản sinh quần thể tế bào T và tế bào tua trong mô lách 

của chuột thí nghiệm sau xạ trị. 
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Chương 5: KẾT LUẬN VÀ KIẾN NGHỊ 

5.1. KẾT LUẬN 

Theo dữ liệu nghiên cứu, một số kết luận được đưa ra như sau: 

1. Đã chế tạo được NMPs từ melanin ở kích thước 80-200 nm phù hợp cho nghiên 

cứu và khảo sát sự ảnh hưởng đến khả năng tạo hạt NMPs bởi các yếu tố nhiệt độ 

(37oC), thời gian, tốc độ khấy từ (400 rpm/phút) và nồng độ alkaline (0,5N). 

2. NMPs có độc tính ở mức trung bình trên dòng HaCaT và NIH 3T3 với giá trị IC50 

lần lượt là 53 và 39 μg/mL và không xác định được giá trị IC50 trên dòng hUVEC ở 

dải nồi độ ≤100 μg/mL. NMPs ở mức liều 75 μg/mL có khả năng ức chế sự di 

chuyển của tế bào (p<0,01). NMPs ở mức liều 50 μg/mL ức chế sự hình thành mạch 

(p<0,01), đồng thời ức chế mức độ biểu hiện của gen mã hóa VEGF-A. NMPs 

không gây lão hóa tế bào nội mô (p>0,05) ở mức liều từ 25-50 μg/mL. NMPs có 

khả năng bảo vệ tế bào chọn lọc trong điều kiện chiếu xạ tia X trên mô hình in vitro. 

Sau xạ trị, NMPs có khả năng bảo vệ tế bào HaCaT lên đến 10%  và giảm nhẹ tỷ lệ 

sống sót của tế bào hUVEC sau xạ trị, đồng thời không thấy rõ hiệu quả bảo vệ trên 

dòng tế bào NIH 3T3. 

3. Ở mức liều 40 mg/kg, NMPs không gây độc lên chuột thí nghiệm. Trên mô hình 

in vivo, cho thấy NMPs góp phần phục hồi khối lượng chuột nghiên cứu (p<0,05), 

khối lượng mô lách, khối lượng mô hạch và giảm tình trạng viêm và xơ hóa nặng 

của mô lách ở chuột mang khối ung thư sau xạ trị tuy nhiên không có sự thay đổi về 

mặt mô học giữa nhóm chuột được điều trị và đối chứng ở mô hạch. NMPs có khả 

năng bảo vệ tế bào lách chuột thí nghiệm ở mức độ phân tử, tế bào dưới tác động 

của tia X, và tăng mức độ biểu hiện của IL-2 và TNF-α trong mô lách sau xạ trị. 

Hơn nữa, việc điều trị bởi NMPs đã thúc đẩy mạnh mẽ sản sinh quần thể tế bào T 

và tế bào tua lần lượt là 1,91 và 1,64 lần trong mô lách so với đối chứng và phục hồi 

một phần chỉ số huyết học, hóa sinh của chuột mang khối u sau khi bị xạ trị tia X 

liều cao. 
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5.2. KIẾN NGHỊ 

- Tiếp tục nghiên cứu khả năng bảo vệ tế bào thường và mô lành của NMPs ở các 

loại tế bào và mô khác nhau trước tác hại của tia xạ. 

- Nghiên cứu khả năng kết hợp giữa NMPs và một số hoạt chất dược phẩm điều trị 

ung thư như paclitaxel, doxorubicin,.. để kiểm tra khả năng tương tác giữa hạt 

NMPs và những hoạt chất này. 

- Kiểm tra khả năng đào thải của NMPs khỏi cơ thể. 

- Thử nghiệm độc tính bán trường diễn của NMPs. 
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PHỤ LỤC 
 

Bảng 1: Giá trị chu kỳ ngưỡng trung bình của các gen khảo sát trên mô hình in vitro 

Genes β-

actin 

(Ct) 

H.Caspase 

3 (Ct) 

H.TNF-

α 

(Ct) 

H.BAX 

(Ct) 

H.SOD1 

(Ct) 

H.VEGFA 

 

 

 

Các 

Nhóm 

thử 

nghiệm 

 

Nhóm 

không 

chiếu 

xạ 

NIL TB 20.7 30.6 31.7 26.7 26.8 30.3 

SD 0.1 0.1 0.1 0.1 0.5 0.4 

Mel TB 20.6 30.1 31.4 26.7 26.7 32.1 

SD 0.4 0.03 0.03 0.1 0.4 0.6 

 

 

 

Nhóm 

chiếu 

xạ 

3Gy TB 20.4 29.4 30.3 25.9 25.2 30.0 

SD 0.6 0.6 0.6 0.6 0.5 0.5 

3GyM TB 20.4 29.7 31.2 26.1 23.9 30.2 

SD 0.2 0.4 0.36 0.27 0.1 0.5 

5Gy TB 22.1 30.3 31.7 27.4 25.9 28.5 

SD 0.1 0.04 0.1 0.2 0.6 0.1 

5GyM TB 20.5 28.9 30.4 26.3 26.9 28.0 

SD 0.2 0.03 0.3 0.2 0.1 0.6 

 

 

                Hình 1: Biểu đồ đỉnh chảy của gene β-actin của các mẫu nghiên cứu. 
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Hình 2: Biểu đồ đỉnh chảy của gene BAX của các mẫu nghiên cứu. 

 

 

Hình 3: Biểu đồ đỉnh chảy của gene Caspase 3 của các mẫu nghiên cứu. 
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Hình 4: Biểu đồ đỉnh chảy của gene TNF-α của các mẫu nghiên cứu. 

 

Hình 5: Biểu đồ đỉnh chảy của gene SOD 1 của các mẫu nghiên cứu. 
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Hình 6: Biểu đồ đỉnh chảy của gene VEGFA của các mẫu nghiên cứu. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



140 
 

Bảng 2: Giá trị chu kỳ ngưỡng trung bình của các gen ở mô lách và mô khối u 

Genes GAPDH TNF-α IL-2 Caspase3 β-actin TNF-α β -actin BAX β -actin 

Nhóm 

chiếu 

xạ 

IR1 19.2 30.8 28.8 35.3 25.7 25.4 20.5 26.2 21.2 

SD 0.06 0.5 0.03 0.3 0.2 0.1 0.2 2.7 3.0 

IR2 18.5 31.2 27.5 30.8 20.4 24.6 20.4 24.6 19.6 

SD 0.07 0.6 0.2 0.08 0.1 0.08 0.1 0.05 0.5 

IR3 19.83 31.2 28.8 30.5 22.6 24.7 20.2 24.7 20.2 

SD 0.02 0.5 0.03 0.4 0.3 0.03 0.06 0.03 0.03 

IR+Mel 1 19.6 30.3 28.3 31.8 21.4 24.6 20.2 28.7 24.2 

SD 0.2 0.2 0.2 0.05 0.2 0.1 0.04 0.1 0.04 

IR+Mel 2 18.91 29.8 27.5 30.7 20.9 24.2 20.5 26.8 21.7 

SD 0.01 0.3 0.06 0.3 0.03 0.1 0.08 1.5 2.1 

IR+Mel 3 18.1 28.5 26.2 30.8 23.3 25 21.3 27.3 22.05 

SD 0.2 0.4 0.1 0.1 0.4 0.3 0.2 2.4 2.5 

Nhóm 

không 

chiếu 

xạ 

NC1 18.6 29.2 26.4 36.1 22.9 29.1 24.8 30.2 25.4 

SD 0.1 0.1 0.2 0.2 0.03 0.1 0.03 0.1 0.1 

NC2 20.3 30.9 28.1 33.4 22.8 27.5 23.1 29.1 24.9 

SD 0.1 0.04 0.1 0.08 0.03 0.2 0.08 0.1 0.03 

NC3 20.0 30.0 27.9 32.6 22.4 27.5 23.3 27.8 23.7 

SD 0.2 0.3 0.2 0.2 0.06 0.2 0.03 1.1 0.9 

Nil 1 20.6 30.7 27.8 - - - - - - 
SD 0.04 0.2 0.3 - - - - - - 
Nil 2 20.3 30.1 27.5 - - - - - - 
SD 0.1 0.2 0.3 - - - - - - 
Nil 3 20.6 29.1 28.0 - - - - - - 
SD 0.2 0.4 0.2 - - - - - - 

 

Ghi chú: “-“: Không thử nghiệm 
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Hình 7: Biểu đồ đỉnh chảy của gen TNF-α ở mô khối u. 

 

Hình 8: Biểu đồ đỉnh chảy của gen Caspase 3 ở mô khối u. 
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Hình 9: Biểu đồ đỉnh chảy của  gene  Mouse.Bax  ở mô khối u. 

 

Hình 10: Biểu đồ đỉnh chảy của gene  Mouse.β-actin ở mô khối u. 
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Hình 11: Biểu đồ đỉnh chảy của  gene GAPDH ở mô khối lách. 

 

Hình 12: Biểu đồ đỉnh chảy của gene TNF-α ở mô lách. 
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Hình 13: Biểu đồ đỉnh chảy của các gen IL-2 ở mô lách. 
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