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TÓM TẮT 

Nghiên cứu này nhằm đánh giá vai trò của các yếu tố báo hiệu của protein chaparone ty thể dưới tác động của 

phản ứng protein mở ra ty thể. Các mô hình in vitro đã được sử dụng, trong đó mARN của các gen Hspa9, Hspd1 

and ATF5 được khảo sát dưới điều kiện stress ty thể bởi chất cảm ứng Paraquat và 2-cyano-3,12-dioxooleana-1,9-

dien-28-oic acid trên các dòng tế bào NIH3T3 và HEK293 bằng kỹ thuật qPCR. Kết quả đã chứng minh rằng dòng tế 

bào NIH3T3 không phù hợp làm chỉ số đọc cho cảm ứng phản ứng protein mở ra của ty thể in vitro. Hơn nữa, kết 

quả cũng cho thấy rằng mức độ của yếu tố phiên mã ATF5 có xu hướng giảm, trong khi đó sự tăng biểu hiện của 

Hspa9 và Hspd1 được quan sát sau khi các tế bào được xử lý bằng 50 hoặc 500m Paraquat hoặc 3m CDDO. 

Đáng lưu ý, nồng độ glucose có ảnh hưởng trực tiếp đến tín hiệu phản ứng protein mở ra của ty thể in vitro. Tóm lại, 

kết quả của nghiên cứu chỉ ra rằng dòng tế bào HEK293 nên được sử dụng để đánh giá mức độ biểu hiện của các 

gen được khảo sát dưới điều kiện stress ty thể và mở ra hướng mới để phát triển các liệu pháp điều trị các rối loạn 

ty thể và các bệnh liên quan trong tương lai. 
Từ khóa: CDDO, in vitro, Paraquat, phản ứng protein mở ra của ty thể và stress ty thể. 

In Vitro Analysis of Mitochondrial Unfolded Protein Response  
and Expression of HSPA9, HSPD1 and ATF5 using Cell Culture Models 

ABSTRACT 

This study aimed to assess the role of the mitochondrial chaperones signaling factors induced by the 

mammalian mitochondrial unfolded protein response. In vitro models were used with the mRNA of Hspa9, Hspd1 and 

ATF5 gene measured upon mitochondrial stress via Paraquat and 2-cyano-3,12-dioxooleana-1,9-dien-28-oic acid in 

NIH3T3 and HEK293 cell lines by quantitative real time Polymerase Chain Reaction. The results demonstrated that 

NIH3T3 cells were not suitable as a readout for UPRmt induction in vitro. Further, it was found that the levels of the 

transcription factor ATF5 tended to be decreased, while the upregulation of the Hspa9 and Hspd1 was observed 

upon mitochondrial stress in the context of the cells treated with 50 or 500μm Paraquat or 3μm 2-cyano-3,12-

dioxooleana-1,9-dien-28-oic acid. Notably, glucose concentration directly affected mammalian mitochondrial unfolded 

protein response signaling in vitro. Taken together, the results of the study indicates that the HEK293 cell line should 

be used to evaluate the expression levels of the genes upon mitochondrial stress conditions and might pave the way 

for the development of novel therapies for the cure of mitochondrial disorders and associated diseases in the future.. 

Keywords: CDDO, in vitro, Paraquat, UPRmt and mitochondrial stress. 

 

1. ĐẶT VẤN ĐỀ 

Phân ăng protein mĊ ra cþa ty thể (UPRmt) 

là mût phân ăng stress kích hoät quá trình 

phiên mã cþa protein chaperone ty thể, giúp loäi 

bó các protein bð gçp sai để thýc đèy cân bìng 

nûi môi (Haynes & Ron, 2010). Trong quá trình 

UPRmt, protease AAA+ ClpP phá vċ các protein 
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chāa đāČc mĊ xoín thành các peptit để có thể dễ 

đāČc vên chuyển qua màng trong, thông qua bû 

vên chuyển bëng cassette gín ATP, Abcb10. Đò 

rçt có thể là chçt đ÷ng đîng cþa haf-1 cþa chuût 

có ngu÷n gøc tĂ giun tròn C. Elegans. Ubl5 liên 

kết vĉi vùng gen khĊi đûng cþa protein 

chaperone ty thể, Hspa9 và Hspd1, để thýc đèy 

kích hoät phiên mã. SĆ thay đùi cþa protein 

chaperone ty thể góp phæn làm giâm stress và 

giúp thiết lêp läi cân bìng nûi môi (Haynes & 

Ron, 2010). UPRmt đāČc biết là có liên quan vĉi 

mût sø røi loän não nhā liệt căng hai chi và 

bệnh Parkinson. Liệt căng hai chi dāĉi là mût 

røi loän thoái hóa thæn kinh gây ra bĊi 13 đût 

biến bao g÷m câ chaperone ty thể, Hspd1 

(Hansen & cs., 2002). Ngoài ra, các biến thể liên 

quan đến bệnh Parkinson Ċ gen Hspa9 gây suy 

giâm chăc nëng ty thể (Burbulla & cs., 2010). 

Tuy nhiên, theo hiểu biết cþa chýng töi, các cć 

chế phân tĄ cþa UPRmt in vitro và in vivo chāa 

đāČc hiểu rõ và nghiên cău đæy đþ.  

Hiện nay, các yếu tø ânh hāĊng đến sĆ síp 

xếp sai cþa các protein ty thể bao g÷m sĆ phăc 

täp trong sinh hõc ty thể, ADN và các loäi oxy 

phân ăng gây tùn thāćng protein (ROS) đāČc 

täo ra trong ty thể, cÿng nhā các yếu tø nhā 

thay đùi nhiệt đû và tiếp xúc vĉi chçt đûc 

(Pellegrino & cs., 2013). CĀ thể, nhiều chçt đûc 

làm suy giâm cân bìng nûi môi protein cþa ty 

thể nhā Paraquat, đāČc biết đến là mût loäi 

thuøc diệt có, gåy tích lÿy ROS Ċ măc đû cao 

(Castello & cs., 2007). Paraquat (PQ) là loäi 

thuøc diệt có hiệu quâ và đāČc sĄ dĀng rûng rãi 

trong nông nghiệp. Do PQ cò đûc tính cao dén 

đến tď lệ tĄ vong cao Ċ ngāĈi và đûng vêt nên 

ngû đûc PQ đã trĊ thành møi quan tâm quan 

trõng trong đûc hõc lâm sàng (Lock & Wilks, 

2010). Bên cänh đò, CDDO, mût chçt ăc chế 

protease LON, nhanh chóng gây ra sĆ sai lệch 

protein cþa ty thể và cÿng làm thay đùi biểu 

hiện Hspd1, phù hČp vĉi câm ăng UPRmt 

(Bernstein & cs., 2012).  

Trong nhąng nëm gæn đåy, nhiều tác giâ đã 

têp trung nghiên cău về mô hình hóa tín hiệu 

UPRmt Ċ giun tròn C. elegans và đã đòng gòp 

nhiều hiểu biết mĉi về quá trình cć bân này 

(Jensen & Jasper, 2014). Tuy nhiên, sø lāČng 

kết quâ nghiên cău đã đāČc chuyển sang ăng 

dĀng trên đûng vêt có vú chî Ċ măc hän chế. 

Dāĉi gòc nhìn đò, mĀc tiêu cþa nghiên cău này 

là đánh giá tiềm nëng cþa protein chaparone ty 

thể Hspa9, Hspd1 dāĉi däng các dçu hiệu 

UPRmt khi bð cëng thîng ty thể in vitro. Hćn 

nąa, vai trò cþa ATF5, mût däng đ÷ng đîng cþa 

ATFS-1, đòng vai trñ trung gian cþa tín hiệu 

UPRmt trong C. elegans đã đāČc nghiên cău in 

vitro (Nargund & cs., 2012). Chính vì vêy, trong 

nghiên cău hiện täi, để hiểu rô hćn về cć chế 

phân tĄ cþa phân ăng protein mĊ ra cþa ty thể 

cþa đûng vêt cò vý, chýng töi đã khâo sát để 

đðnh lāČng mARN các gen Hspa9, Hspd1 and 

ATF5 dāĉi điều kiện stress ty thể bĊi Paraquat 

và CDDO trên các dòng tế bào NIH3T3 và 

HEK293 bìng kĐ thuêt qPCR. 

2. PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1. Vật liệu  

Hóa chçt và nguyên liệu dùng trong cho thĄ 

đûc tính trên dòng tế bào g÷m: (i) dung dðch FBS 

(Fetal bovine serum, Gibco) 10%,  

(ii) amphotericin B 0,25 g/ml, (iii) penicillin  

100 units/ml, (iv) streptomycin 100 mg/ml 

(Nacalai Tesque Inc., Nhêt Bân), (v) dung dðch 

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium, 

Gibco), (vi) dung dðch PBS 1X, (vii) Trypsin 2X 

(Nakarai, Nhêt Bân) và (viii) dung dðch DMEM, 

Gibco bù sung n÷ng đû thçp glucose (1 g/l). 

Hóa chçt và nguyên liệu düng cho đánh giá 

khâ nëng đánh giá đûc tính tế bào gây stress ty 

thể g÷m: (i) tế bào NIH3T3 (CRL-1658), (ii) tế 

bào HEK293 (CRL-1658), (iii) Paraquat (St 

Louis, MO, MĐ), (iv) CDDO (Cayman Chemicals 

cat# 81035) và (v) đïa 12 giếng vö trüng đáy 

phîng (Sumitomo, Nhêt Bân). 

Sinh phèm, hóa chçt dùng cho phân ăng 

qPCR: HighCapacity cDNA RT kit (Applied 

Biosystems, Foster City, CA); Bû kít Thunderbird 

SYBR qPCR kit (Toyobo Life Science, Osaka, 

Nhêt Bân); Trình tĆ các cặp m÷i đánh giá đðnh 

lāČng măc đû biểu hiện mARN cþa các gen 

Hspd1, Hspa9, ATF5 và housekeeping gen 

GAPDH đāČc tham khâo theo các công bø trāĉc 

đåy và trình tĆ m÷i đặc hiệu đāČc trình bày Ċ 

bâng 1. Các cặp m÷i đāČc công ty Integrated 

DNA Technologies, Hoa Kč tùng hČp. 
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Bâng 1. Trình tự mồi đánh giá định lượng mức độ biểu hiện mARN  

của Hspa9, Hspd1 và ATF5 dưới điều kiện stress ty thể cho phân ứng qPCR 

Gen Tên mồi Trình tự (5’-3’) Nguồn 

Hspa9 F 
R 

AATGAGAGCGCTCCTTGCTG 

CTGTTCCCCAGTGCCAGAAC 

Bresciani & cs. (2022) 

Hspd1 F 
R 

TCTTCAGGTTGTGGCAGTCA 

CCCCTCTTCTCCAAACACTG 

Bresciani & cs. (2022) 

ATF5 F 
R 

GGGTGCAGTGGCTTATGC 
GCCCAGGCTGGTATTGAC 

Gaither & cs. (2020) 

GAPDH F 
R 

GAAGGTCGGTGTGAACGGAT 

CTCGCTCCTGGAAGATGGTG 

Kambe & cs. (2021) 

 

2.2. Phương pháp nghiên cứu 

2.2.1. Phương pháp nuôi cấy tế bào 

Các tế bào NIH3T3 và HEK293 (Invitrogen, 

Karsruhe, Đăc) đã đāČc sĄ dĀng trong nghiên 

cău này. Các tế bào đāČc nuöi trong đïa để đät 

mêt đû 3 × 104 tế bào/cm2 trong DMEM bù sung 

10% FBS đã đāČc bçt hoät bìng nhiệt Ċ 56C/30 

phút, penicillin (100 UI/ml) và streptomycin 

(100 g/ml).  

Các tế bào đāČc nuôi cçy trong tþ çm 5% 

CO2 Ċ 37°C. Sau khi tế bào đät mêt đû yêu cæu  

3 × 104 tế bào/cm2 và đāČc tiến hành làm thí 

nghiệm thĄ đûc tính.  

(i) Để tìm ra các yếu tø tiềm nëng điều 

chînh tëng tín hiệu UPRmt in vitro, các nghiên 

cău khác nhau về hČp chçt hóa hõc ânh hāĊng 

đến chăc nëng ty thể đã đāČc áp dĀng và sàng 

lõc cho câm ăng Hspa9, Hspd1 và ATF5 trong 

các dòng tế bào khác nhau (Yoneda & cs., 2004; 

Houtkooper & cs., 2013; Runkel & cs., 2013). 

DĆa trên nhąng quan sát đò, PQ và CDDO đã 

đāČc bù sung cho các dòng tế bào khác nhau Ċ 

các thĈi điểm khác nhau để đðnh lāČng măc đû 

mARN Hspa9, Hspd1 và ATF5 trong nghiên cău 

này. CĀ thể, các bāĉc đāČc thĆc hiện nhā sau: 

- Dòng tế bào NIH3T3 đāČc thĄ vĉi chçt 

Paraquat Ċ hai n÷ng đû 50 hoặc 500µm Ċ các 

thĈi điểm 6, 24 và 48 giĈ và đāČc lặp läi 3 læn; 

- Dòng tế bào HEK293 đāČc thĄ vĉi chçt 

Paraquat Ċ n÷ng đû 50µm Ċ thĈi điểm 48 giĈ và 

đāČc lặp läi 8 læn. 

(iii) Do CDDO nhanh chóng gây ra sĆ sai 

lệch protein ty thể và cÿng làm thay đùi biểu 

hiện gen cþa protein chaperone (Zou & cs., 

2008), nên chúng tôi tiếp tĀc tiến hành đánh giá 

đûc tính khi có mặt cþa CDDO đøi vĉi dòng tế 

bào HEK293. Dòng tế bào HEK293 đāČc thĄ vĉi 

chçt CDDO Ċ 2 n÷ng đû 1 và 3µm Ċ thĈi điểm 48 

giĈ và đāČc lặp läi 3 læn; 

(iv) Các bìng chăng trāĉc đåy đã chî ra 

UPRmt đāČc kích hoät để tëng chuyển hóa 

glucose và giâm tùng hČp protein và täo ROS 

(Fernandes & cs., 2020). Để tìm ra các yếu tø 

tiềm nëng điều chînh tëng tín hiệu UPRmt in 

vitro, nghiên cău này tiếp tĀc khâo sát ânh 

hāĊng cþa glucose đến chăc nëng ty thể và sàng 

lõc cho câm ăng Hspa9, Hspd1 và ATF5 trên 

dòng tế bào HEK293. Dòng tế bào HEK293 nuôi 

trong đïa trong dung dðch DMEM n÷ng đû 

glucose thçp 1 g/l và dung dðch DMEM n÷ng đû 

glucose cao 4 g/l Ċ thĈi điểm 48 giĈ và đāČc lặp 

läi 3 læn. 

2.2.2. Phương pháp tách chiết ARN  

ARN tùng sø đāČc tách tĂ cặn tế bào sau 

khi bù sung hóa chçt täi các thĈi điểm bĊi 

Sepasol-RNA 1 Super G kit (Nacalai Tesque, 

Kyoto, Japan), vĉi các bāĉc thĆc hiện theo 

hāĉng dén cþa nhà sân xuçt. CĀ thể, các bāĉc 

thĆc hiện nhā sau:  

(i) Ly giâi méu: Cặn tế bào đāČc trûn đều 

trong 250µl dung dðch Sepasol. Vortex trong 5 

phýt. Sau đò thêm 50µl Chloroform và þ trong 

vòng 3 phút Ċ nhiệt đû phòng. Dung dðch ly tâm 

12.000 vòng/15 phút, Ċ nhiệt đû 4C.  

(ii) Thu 150µl dðch nùi và thêm vào 2µl 

linear acrylamide và 220µl isopropanol. Vortex 
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và þ Ċ nhiệt đû phòng trong 10 phút. Ly tâm 

15.000 vòng/10 phút; 

(iii) Cặn thu đāČc thêm 250µl 75% ethanol 

và ly tâm 15.000 vòng/5 phút;  

(iv) Cặn thu đāČc tiếp tĀc đāČc bù sung 8µl 

nāĉc vĉi 1µl DNase và 1µl DNase buffer. Ủ 

37C/30 phýt. Sau đò, thêm vào 45µl vào cặn 

thu đāČc;  

(v) Tách pha ARN bìng PCI (phenol-

chloroform-isoamyl, 25:24:1): Bù sung 55µl dung 

dðch PCI vào øng méu sau khi ly giâi. Vortex 

hún hČp r÷i ly tâm 15.000 vòng/5 phút, Ċ nhiệt 

đû 4C;  

(vi) Tþa ARN: Dùng øng Eppendorf mĉi, 

trûn 5l 3M Kali acetat + 125l 100% ethanol + 

50l dðch nùi phía trên. Tþa ARN Ċ  

37C/10 phút. Ly tâm, 15.000 vòng/10 phút;  

(vii) RĄa tþa ARN: RĄa méu bìng 150l 

ethanol 75% (pha trong nāĉc cçt đã xĄ lý 

DEPC). Ly tâm, 12.000 vòng/5 phút, Ċ nhiệt đû 

4C. Loäi bó hết c÷n. Hong khô Ċ nhiệt đû phòng 

trong 15 phút;  

(viii) Hòa tan tþa ARN: Tþa ARN đāČc hòa 

tan trong 15µl nāĉc, þ Ċ 55C/10 phút;  

(ix) Đo n÷ng đû tùng sø ARN. 

2.2.3. Phương pháp real-time qPCR định 

lượng mức độ biểu hiện mARN của gen 

Hspd1, Hspa9, ATF5 

Complementary DNA (cDNA) đāČc tùng hČp 

bìng HighCapacity cDNA RT kit (Applied 

Biosystems, Foster City, CA). qPCR đāČc thĆc 

hiện bìng bû kít Thunderbird SYBR qPCR 

(Toyobo Life Science, Osaka, Nhêt Bân) trong 

máy chu trình nhiệt Thermal Cycler Dice (Real 

Time System TP800, Takara Bio Inc., Shiga, 

Nhêt Bân). Thành phæn phân ăng qPCR đāČc 

phøi trûn theo hāĉng dén cþa nhà sân xuçt, 

trong đò: 1µl m÷i xuôi (5pmol) múi loäi + 1µl m÷i 

ngāČc múi loäi (5pmol) + 5µl cDNA méu tách 

chiết + 10µl master mix + và cho nāĉc để tùng 

thể tích cuøi là 20µl. Măc đû biểu hiện cþa múi 

gen đã đāČc chuèn hóa bĊi housekeeping gen 

GAPDH và đāČc biểu thð dāĉi däng đćn vð biểu 

hiện tāćng đøi (%).  

2.2.4. Xử lý số liệu 

Sø liệu đāČc phân tích bìng phæn mềm 

PrismGraph 4.0 (GraphPad, La Jolla, CA, MĐ). 

Việc xĄ lý măc đû biểu hiện cþa các gen sau khi 

chäy qPCR theo phāćng pháp đðnh lāČng tāćng 

đøi 2-Ct cþa Livak (Livak & Schmittgen, 2001). 

So sánh sĆ khác biệt giąa hai nhòm đāČc đánh 

giá bìng student’s t test. Phån tích phāćng sai 

(ANOVA) và kiểm đðnh Bonferroni đāČc thĆc 

hiện để so sánh các giá trð trung bình giąa ba 

nhóm. SĆ khác biệt vĉi P <0,05 đāČc coi là có ý 

nghïa thøng kê. 

3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

3.1. Biểu hiện mARN của các gen Hsp9, 

Hspd1 và ATF5 dưới điều kiện stress ty thể 

in vitro của Paraquat trên tế bào NIH3T3 

và HEK293  

Kết quâ biểu hiện mARN cþa các gen Hspa9, 

Hspd1 và ATF5 in vitro trên tế bào NIH3T3 vĉi 

chçt gây câm ăng là Paraquat đāČc thể hiện Ċ 

hình 1. Kết quâ cho thçy, việc bù sung PQ làm 

tëng măc đû biểu hiện mARN cþa Hspd1 và 

Hspa9 và làm giâm măc đû biểu hiện cþa ATF5 Ċ 

n÷ng đû 50µm sau 48 giĈ. Tuy nhiên, khi PQ 

đāČc sĄ dĀng Ċ n÷ng đû 500µm thì măc đû biểu 

hiện cþa ATF5 giâm đáng kể, trong khi đò sĆ 

thay đùi biểu hiện cþa Hspa9, Hspd1 không có ý 

nghïa thøng kê sau 48 giĈ bù sung. 

Kết quâ khâo sát tiếp dòng tế bào nào phù 

hČp sĆ biểu hiện cþa các dçu hiệu UPRmt in 

vitro dāĉi điều kiện stress ty thể vĉi tế bào 

HEK293 đāČc thể hiện Ċ hình 2. Kết quâ cho 

thçy, việc bù sung PQ Ċ n÷ng đû 50µm làm giâm 

măc đû biểu hiện Hspa9, Hspd1 và tëng măc đû 

biểu hiện ATF5. Đáng lāu Ď, chýng töi cÿng 

quan sát hiện tāČng tāćng tĆ và xây ra rõ rệt 

hćn Ċ dòng tế bào HEK293 khi so sánh vĉi dòng 

tế bào NIH3T3 mặc dù n÷ng đû PQ bù sung thçp 

hćn. Mặc dü cć chế chính xác gåy đûc tế bào cþa 

PQ vén chāa rô ràng, nhāng ngāĈi ta đã nhên 

ra rìng PQ gây ra tác dĀng đûc häi thông qua 

việc can thiệp vào hệ thøng chuyển điện tĄ nûi 

bào và sau đò täo ra các loäi oxy phân ăng 

(ROS) dén đến stress oxy hóa (Dinis-Oliveira & 

cs., 2008). 
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Ghi chú: *: P <0,05. 

Hình 1. Kết quâ định lượng mARN của Hspa9, Hspd1 và ATF5 khi có mặt của Paraquat  

ở các nồng độ khác nhau sau 6, 24 và 48 giờ trên tế bào NIH3T3 (n = 3) 

PQ đāČc biết đến là mût chçt tiền oxy hóa 

mänh täo ra các loäi oxy phân ăng ty thể täi chú 

Ċ chuúi hô hçp (Bus & cs., 1976; Cocheme & 

Murphy, 2008). Ở ngāĈi, việc tiếp xúc môi 

trāĈng lâu dài vĉi dā lāČng PQ đāČc sĄ dĀng 

làm thuøc trĂ såu cò liên quan đến sĆ phát triển 

cþa bệnh Parkinson (Berry & cs., 2010), trong 

khi trong mût sø ít trāĈng hČp ngû đûc PQ cçp 

tính Ċ liều cao hćn cÿng đã đāČc báo cáo về tính 

chçt gåy đûc Ċ đa cć quan và thêm chí có thể gây 

tĄ vong (Yu & cs., 2014). CĀ thể, đûc tính là do 

tùn thāćng phùi cçp tính hoặc xć phùi tiến triển 

Ċ ngāĈi vì PQ chþ yếu tích tĀ trong mô phùi sau 

khi ngû đûc (Dinis-Oliveira & cs., 2008). Hiện 

nay, tď lệ tĄ vong do ngû đûc PQ sau khi uøng là 

khoâng 90% do thiếu các biện pháp điều trð y tế 

đặc hiệu (Sun & Chen, 2016). Trong các thí 

nghiệm in vitro, PQ liều cao (∼ 20-80 mg/kg) đã 

đāČc sĄ dĀng rûng rãi Ċ loài gặm nhçm để gây 

ra stress oxy hóa cçp tính Ċ tim (Wang & cs., 

2016) và Ċ phùi (Liu & cs., 2018). Do đò, cæn 

nhiều nghiên cău tiếp theo để có thể mĊ ra 

hāĉng mĉi về sĆ phát triển cþa các tác nhân trð 

liệu để có thể ăng dĀng trong việc giâm bĉt tùn 

thāćng Ċ phùi hoặc tim do PQ gây ra. 

Đáng lāu Ď, dñng tế bào NIH3T3 là dòng tế 

bào nguyên bào sČi đāČc phân lêp tĂ phôi cþa 

chuût nhít tríng, trong khi đò dñng tế bào 

HEK293 có ngu÷n gøc tĂ tế bào thên phöi ngāĈi. 

Trong nghiên cău này, sĆ biểu hiện cþa các gen 

Hspd1, Hspa9, ATF5 chî đāČc quan sát rõ rệt Ċ 

n÷ng đû 50µm sau 48 giĈ bù sung Paraquat. Vì 

vêy, dą liệu cho thçy rìng kết quâ cþa nghiên 

cău này tāćng đ÷ng vĉi các nghiên cău trên và 

chî ra rìng dòng tế bào NIH3T3 không phù hČp 

để có thể đánh giá sĆ biểu hiện cþa các dçu hiệu 

UPRmt đã biết in vitro dāĉi điều kiện stress ty 

thể. TĆu chung läi, nhąng dą liệu này đề xuçt 

mût cć chế tāćng tĆ cþa ATF5 Ċ đûng vêt có vú 

vĉi ATFS-1 Ċ giun tròn C. elegans, nći stress 

cþa ty thể đāČc câm nhên thông qua hiệu quâ 

nhêp bào cþa ATFS-1 (Nargund & cs., 2012) và 

có sĆ biểu hiện nghðch chiều nhau vĉi sĆ biểu 

hiện cþa các dçu hiệu UPRmt đã biết nhā 

Hspd1, Hspa9 và ATF5 in vitro dāĉi điều kiện 

stress ty thể. Vì vêy, thông qua kết quâ trên, 

chúng tôi khuyến cáo nên sĄ dĀng dòng tế bào 

HEK293 thay vì dòng tế bào NIH3T3 để đánh 

giá măc đû biểu hiện cþa các gen đāČc khâo sát 

dāĉi điều kiện stress ty thể. 
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Ghi chú: *: P <0,05. 

Hình 2. Kết quâ định lượng mARN của Hspa9, Hspd1  

và ATF5 khi có mặt của Paraquat ở các nồng độ 50 µM sau 48 giờ trên tế bào HEK293 (n = 8) 

 

Ghi chú: *: P <0,05; ** P <0,01. 

Hình 3. Kết quâ định lượng mARN của Hspa9, Hspd1 và ATF5  

khi bổ sung CDDO ở các nồng độ khác nhau sau 48 giờ trên dòng tế bào HEK293 (n = 3) 

3.2. Định lượng mARN các gen Hspa9, 

Hspd1 và ATF5 dưới điều kiện stress ty thể 

in vitro của CDDO trên tế bào HEK293 

Kết quâ Ċ hình 3 cho thçy, măc đû biểu hiện 

mARN thay đùi phĀ thuûc vào n÷ng đû CDDO. Có 

sĆ tëng măc đû biểu hiện cþa Hspa9, Hspd1 täi 

n÷ng đû 3µm. Tuy nhiên, măc đû mARN ATF5 có 

sĆ giâm đáng kể vĉi cùng n÷ng đû CDDO. 

Theo hiểu biết cþa chúng tôi, vén chāa cò 

nhiều nghiên cău về vai trò cþa UPRmt. Hiện 

nay, protein chaperone ty thể Hspa9, Hspd1 

đāČc báo cáo là có sĆ biểu hiện cao dāĉi điều 

kiện nuôi cçy tế bào thöng thāĈng trong các loäi 
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tế bào khác nhau (Stetler & cs., 2010). Nhiều 

lêp luên cho rìng các tế bào tëng sinh cao liên 

tĀc và có sĆ biểu hiện protein chaparone ty thể 

Ċ măc đû cao khi chýng tham gia để thýc đèy sĆ 

chết tế bào theo chāćng trình trên phäm vi rûng 

(Havalova & cs., 2021). 

Các nghiên cău trāĉc đåy đã chî ra rìng 

CDDO triterpenoid tùng hČp và các dén xuçt 

cþa nò thýc đèy quá trình chết theo chāćng 

trình cþa tế bào bäch huyết lympho B thông qua 

mût con đāĈng mĉi qua trung gian ty thể liên 

quan đến sĆ tùng hČp protein cþa ty thể 

(Brookes & cs., 2007). Cùng vĉi đò, dą liệu cho 

thçy LON là mĀc tiêu sinh lý cþa CDDO và là 

mĀc tiêu protein ty thể cĀ thể đæu tiên cþa hČp 

chçt này đāČc xác đðnh. Các kết quâ chăng 

minh rìng CDDO và các dén xuçt cþa nò ngën 

chặn mût cách có chõn lõc và trĆc tiếp hoät đûng 

protease cþa LON (Bernstein & cs., 2012). Bên 

cänh đò, CDDO và các dén xuçt cþa nó ăc chế 

trĆc tiếp và có chõn lõc quá trình phân giâi 

protein qua trung gian LON. Mặc dù các hČp 

chçt này ngën chặn LON ty thể, nhāng chýng 

thể hiện rçt ít tác dĀng ăc chế đøi vĉi enzyme 

proteasome 20S. Hćn nąa, kết quâ cþa nghiên 

cău đò cho thçy rìng cć chế cć bân cþa sĆ ăc chế 

LON là do sĆ hình thành các chçt cûng hČp giąa 

CDDO và LON. Các dą liệu cÿng chî ra rìng các 

tế bào ung thā häch tế bào lĉp phþ Granta biểu 

hiện các thể dày đặc điện tĄ đặc biệt trong ty thể 

nhāng khöng cò trong các ngën tế bào khác khi 

tiếp xúc vĉi liều CDDO dén đến phân ăng cûng 

LON-CDDO và gây chết tế bào ung thā häch. 

Kiểu hình tāćng tĆ này đāČc quan sát thçy trong 

mût dòng tế bào ung thā biểu mô ruût kết bð 

knock-down gen đøi vĉi LON (Bernstein & cs., 

2012). TĆu chung läi, dą liệu trên đề xuçt rìng 

sĆ ăc chế LON góp phæn gây ra sĆ chết cþa tế 

bào ung thā häch do CDDO và LON ty thể là mût 

mĀc tiêu tiềm nëng mĉi cho phāćng pháp điều trð 

chøng ung thā trong tāćng lai. 

3.3. Định lượng mARN các gen Hspa9, 

Hspd1 và ATF5 dưới điều kiện stress ty thể 

in vitro trên tế bào HEK293 khi bổ sung 

nồng độ thấp glucose (1 g/l) và nồng độ cao 

glucose (4 g/l) 

Hình 4 cho thçy, măc đû biểu hiện mARN 

thay đùi cÿng phĀ thuûc vào n÷ng đû glucose. 

Kết quâ thể hiện rõ sĆ tëng măc đû biểu hiện 

cþa Hspa9 và ATF5 täi n÷ng đû 4 g/l glucose. 

Tuy nhiên, măc đû biểu hiện cþa Hspd1 không 

có sĆ thay đùi đáng kể. Kết quâ cho thçy, n÷ng 

đû glucose có ânh hāĊng trĆc tiếp đến tín hiệu 

UPRmt in vitro. 

 

Ghi chú: *: P <0,05. 

Hình 4. Kết quâ định lượng mARN của Hspa9, Hspd1 và ATF5 khi sử dụng  

ở nồng độ glucose thấp (1 g/l) và glucose cao (4 g/l) sau 48 giờ trên tế bào HEK293 (n = 3) 
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Nhiều nghiên cău chî ra rìng, não bû đûng 

vêt có vú sĄ dĀng nhiều glucose để tiêu thĀ 

nëng lāČng. Røi loän chuyển hóa Ċ não bû đã 

đāČc quan sát thçy Ċ nhąng bệnh nhân bð suy 

giâm nhên thăc nhẹ vĉi tác đûng cþa sĆ tham 

gia vên chuyển glucose bð suy yếu, røi loän chăc 

nëng ty thể và phân ăng stress UPR (Croteau & 

cs., 2018; Weise & cs., 2018). Kết quâ tĂ nghiên 

cău này chî ra rìng, n÷ng đû glucose có ânh 

hāĊng rõ rệt đến UPRmt. Do vêy, việc bù sung 

glucose Ċ n÷ng đû thçp có thể giúp giâm thiểu 

măc đû stress ty thể. Tuy nhiên, do sø lāČng 

méu lặp läi trong nghiên cău này còn thçp nên 

cæn có nhiều nghiên cău tiếp theo để làm sáng 

tó ânh hāĊng cþa glucose đøi vĉi stress ty thể. 

4. KẾT LUẬN 

Các kết quâ nghiên cău trên đã chăng minh 

rìng dòng tế bào NIH3T3 không phù hČp làm 

chî sø đõc cho câm ăng UPRmt in vitro. Hćn 

nąa, nghiên cău này cung cçp bìng chăng rìng 

măc đû cþa yếu tø phiên mã ATF5 biểu hiện 

nghðch chiều vĉi sĆ biểu hiện cþa các dçu hiệu 

UPRmt Hspa9, Hspd1 in vitro dāĉi điều kiện 

stress ty thể khi sĄ dĀng PQ và CDDO. Bên 

cänh đò, n÷ng đû glucose có ânh hāĊng trĆc tiếp 

đến tín hiệu phân ăng protein mĊ ra cþa ty thể 

in vitro. Dòng tế bào HEK293 đāČc khuyến cáo 

sĄ dĀng để đánh giá măc đû biểu hiện cþa các 

gen đāČc khâo sát dāĉi điều kiện stress ty thể. 

Kết quâ cþa nghiên cău này sẽ là cć sĊ để hiểu 

rô hćn về cć chế phân tĄ cþa phân ăng protein 

mĊ ra cþa ty thể Ċ đûng vêt có vú và có thể là 

hāĉng mĉi để phát triển các liệu pháp để chąa 

các røi loän ty thể trong tāćng lai. 
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