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Signal transducer and activator 

of transcription 3 
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MỞ ĐẦU 

Thoái hóa thần kinh đã được xác định là sự thay đổi sinh lý bệnh chủ 

yếu trong hầu hết các rối loạn liên quan đến não. Bệnh Alzheimer (AD) là 

một trong những bệnh thoái hóa thần kinh điển hình gây ra chứng mất trí nhớ 

trong xã hội già hóa của chúng ta. Stress oxy hóa, viêm, tế bào chết theo 

chương trình (apoptosis) và tăng hoạt tính của enzyme acetylcholinesterase 

(AChE)  dẫn đến sự thiếu hụt cholinergic được xem như là các con đường gây 

bệnh chính. Kích hoạt tế bào thần kinh đệm và giải phóng 

cytokine/chemokine của các con đường viêm, cũng như các gốc tự do oxy hóa 

và tổn thương ty thể trong con đường stress oxy hóa dẫn đến quá trình thoái 

hóa thần kinh và cuối cùng là gây chết tế bào.  

Mặc dù có nhiều phát triển trong lĩnh vực chăm sóc sức khỏe lâm sàng, 

các liệu pháp bảo vệ thần kinh đối với chứng thoái hóa thần kinh và các rối 

loạn liên quan đến gây chết tế bào thần kinh vẫn là những thách thức lâm sàng 

mà không có giải pháp hữu hiệu. Do đó, nhu cầu phát triển phương pháp điều 

trị đa mục tiêu liên quan đến các con đường tín hiệu đang được các nhà khoa 

học đặc biệt quan tâm nghiên cứu để cải thiện chất lượng cuộc sống của 

những người mắc bệnh thoái hóa thần kinh. 

Astaxanthin là một trong những carotenoid quan trọng, có ứng dụng 

điều trị phong phú và đa dạng đối với các bệnh về gan, tim mạch, điều trị ung 

thư, bảo vệ da và mắt chống lại bức xạ tia cực tím và tăng cường sức đề 

kháng hệ thống miễn dịch. Bên cạnh đó, các nhà nghiên cứu cũng chỉ ra rằng 

astaxanthin có tác dụng bảo vệ hệ thần kinh và như là một tác nhân bảo vệ 

thần kinh đa mục tiêu, astaxanthin tác động lên nhiều cơ chế hoạt động để giải 

quyết các cơ chế sinh lý bệnh phức tạp của bệnh thoái hóa thần kinh. Tuy 

nhiên, nhược điểm của astaxanthin là có độ tan trong nước thấp và dễ bị oxi 

hóa dẫn dẫn đến sinh khả dụng bị hạn chế. Gần đây, trong đề tài “Nghiên cứu 

chế tạo và đánh giá hoạt tính chống oxy hóa và giảm rối loạn chuyển hóa lipit 

của tổ hợp nano astaxanthin/kaempferol trên mô hình in vitro và in vivo” do 

quỹ Nafosted tài trợ năm 2019 – 2023, phòng Công nghệ tảo, Viện Công nghệ 

sinh học, Viện Hàn lâm KHCNVN kết hợp với Viện Hóa học đã chế tạo thành 

công nano astaxanthin có tính sinh khả dụng (gấp 5-6) và hoạt tính chống oxy 

hóa và giảm lipit cao hơn nhiều so với astaxanthin tự do.  

 



2 

 

Do đó, với những lợi ích và tầm quan trọng như vậy, đề tài “Đánh giá 

khả năng ức chế enzyme acetylcholinesterase và bảo vệ tế bào thần kinh 

của nano astaxanthin trên dòng tế bào thần kinh” được thực hiện. 

1. Mục tiêu của đề tài: 

Đánh giá được khả năng ức chế enzyme acetylcholinesterase (AchE); 

Khả năng bảo vệ tế bào thần kinh chống lại các tác nhân gây độc thần kinh và 

đánh giá biểu hiện một số gen liên quan đến hoạt tính bảo vệ thần kinh của 

nano-astaxanthin trên dòng tế bào C6.  

2. Nội dung nghiên cứu: 

- Nội dung 1: Xác định hoạt tính ức chế enzyme acetylcholinesterase (AchE). 

- Nội dung 2: Nghiên cứu một số đặc điểm sinh học liên quan đến khả năng 

bảo vệ tế bào thần kinh của nano astaxanthin. 

- Nội dung 3: Nghiên cứu biểu hiện một số gen liên quan đến hoạt tính bảo 

vệ thần kinh của nano astaxanthin trên dòng tế bào C6 được cảm ứng với các 

tác nhân gây độc thần kinh.  
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CHƯƠNG 1. TỔNG QUAN NGHIÊN CỨU 

1.1. TỔNG QUAN VỀ BỆNH ALZHEIMER 

1.1.1. Alzheimer  

Tế bào thần kinh là trung tâm cho hoạt động bình thường của bộ não 

con người vì chúng đóng vai trò quan trọng trong giao tiếp. Hầu hết các tế bào 

thần kinh bắt nguồn từ não, tuy nhiên, tế bào thần kinh có mặt ở mọi nơi trong 

cơ thể. Các tế bào gốc thần kinh tạo ra phần lớn tế bào thần kinh ở trẻ em và 

số lượng này giảm đáng kể khi trưởng thành. Khi các tế bào thần kinh bị chết 

hoặc mất cấu trúc hay chức năng sẽ dẫn đến hiện tượng thoái hóa thần kinh, 

nguyên nhân chính gây ra sinh lý bệnh của một số rối loạn não như bệnh 

Alzheimer. 

Chứng mất trí nhớ Alzheimer (AD) là một căn bệnh phổ biến ảnh 

hưởng đến trí nhớ và nhận thức. Sinh lý bệnh của suy giảm nhận thức liên 

quan đến AD được cho là do mất tế bào thần kinh cholinergic. Ức chế 

acetylcholinesterase (AChE) dẫn đến giảm phân hủy và tích tụ acetylcholine 

sau đó. Lượng acetylcholine dư thừa này dẫn đến tăng kích thích các thụ thể 

muscarinic và nicotinic, cung cấp một số biện pháp điều trị giảm trí nhớ trong 

AD [1].  

Các nghiên cứu gần đây về sinh lý bệnh AD đã chỉ ra rằng sự tích tụ 

amyloid-beta (Aβ) và protein Tau là trung tâm của sự tiến triển của AD (Hình 

1.1) [2]. Sự hình thành các mảng chứa Aβ trong não, được liên kết với các 

đám rối sợi thần kinh (neurofibrillary tangles - NFT) bao gồm Tau tăng 

phosphoryl hóa, đã được xác định là đặc điểm cổ điển của AD. Sự hình thành 

mảng bám làm gián đoạn mạch hồi hải mã dẫn đến việc củng cố trí nhớ ngắn 

hạn kém thành các dấu vết dài hạn. Trong AD, có sự mất mát tế bào thần kinh 

trên diện rộng, các kết nối khớp thần kinh bị lỗi và tổn thương hệ thống dẫn 

truyền thần kinh thiết yếu cần thiết cho các chức năng của não, bao gồm cả trí 

nhớ. Do đó, triệu chứng lâm sàng phổ biến nhất ở giai đoạn đầu của AD là 

suy giảm trí nhớ có chọn lọc. Ngoài ra, hồi hải mã và các chức năng phụ 

thuộc vào thùy thái dương ở giữa, chẳng hạn như trí nhớ tình tiết khai báo, 

cũng thường bị ảnh hưởng. Cuối cùng, suy giảm chức năng điều hành, phán 

đoán và giải quyết vấn đề là những biểu hiện lâm sàng bổ sung và thường 

xuất hiện sớm [3]. Bên cạnh đó, stress oxy hóa và sự hình thành các loại oxy 

phản ứng (ROS) cũng được coi là nguyên nhân chính gây ra bệnh này.  
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Hình 1.1: Con đường dẫn đến suy giảm nhận thức trong bệnh Alzheimer [4]. 

Các monome amyloid-beta (Aβ) kết tụ lại với nhau để tạo thành các 

oligome có cấu trúc biến thể. Sau đó, các oligome tập hợp lại tạo thành các 

sợi Aβ, sắp xếp tạo thành các mảng Aβ. Sự hình thành mảng bám gây ra phản 

ứng viêm bao gồm sự hình thành các tập hợp Tau dẫn đến việc chuyển đổi các 

tế bào thần kinh khỏe mạnh thành các tế bào thần kinh bị bệnh. Sự hiện diện 

của nhiều tế bào thần kinh bị bệnh hơn sẽ gây ra một phản ứng viêm khác dẫn 

đến mất nhiều tế bào thần kinh hơn và sau đó là mất chức năng não cũng như 

suy giảm nhận thức. 

 Vì AD là một bệnh đa yếu tố, nhiều phương pháp điều trị đã được đề 

xuất để điều trị nó. 

1.1.2. Các phương pháp điều trị phân tử đối với bệnh AD 

Các phương pháp điều trị AD được phân thành hai con đường điều trị 

hiệu quả chính là cholinergic và không cholinergic. Ở những bệnh nhận bị 

AD, rối loạn dẫn truyền thần kinh cholinergic gây ra sự suy giảm chất dẫn 

truyền thần kinh acetylcholine (ACh) [5].  

AchE là một enzyme cholinergic chủ yếu được tìm thấy ở các điểm nối 

thần kinh cơ sau synap, đặc biệt là ở cơ và dây thần kinh. Enzyme này thủy 

phân acetylcholine (ACh), một chất dẫn truyền thần kinh tự nhiên, thành axit 

axetic và choline. Vai trò chính của AChE là chấm dứt sự truyền dẫn và 

truyền tín hiệu thần kinh giữa các khớp thần kinh để ngăn chặn sự phân tán 

ACh và kích hoạt các thụ thể gần đó. Do đó, các chất ức chế AchE có thể tái 
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cân bằng mức acetylcholine bằng hoạt động của AChE. Acetylcholine được 

tích tụ trong khe sinap thần kinh. Con đường này được gọi là phương pháp 

tiếp cận choline và được coi là phương pháp điều trị triệu chứng chính cho 

AD.  

Một phương pháp điều trị khác phụ thuộc vào việc ngăn chặn sự tích tụ 

của amyloid-beta (A). Do đó, bất kỳ hợp chất nào, có thể làm giảm hoặc 

ngăn chặn sự kết tụ A giữa các nơron, đều có thể là một ứng cử viên tiềm 

năng của thuốc chống AD và có thể làm giảm sự tiến triển của bệnh [6].  

Bên cạnh đó, các phương pháp tiếp cận khác bao gồm nhiều hợp chất 

và đường hướng như chất chống oxy hóa, kháng viêm, ức chế Tau tạo ra quá 

trình phosphoryl hóa và NFT nội bào tích lũy, sử dụng yếu tố hướng thần 

kinh có nguồn gốc từ não, liệu pháp tế bào gốc và liệu pháp nội tiết tố [7].  

Trong đó, các phân tử oxy hóa (ví dụ, reactive oxygen species - ROS và 

reactive nitrogen species - RNS) được tạo ra bởi quá trình hô hấp tế bào hoặc 

dẫn truyền thần kinh sẽ kích hoạt con đường chống oxy hóa bằng cách phân 

ly phức hợp Nrf2/Keap1 (Nuclear factor-erythroid 2 p45-related factor 2/ 

Kelch-like ECH-associated protein 1). Khi được tách ra khỏi Keap1, Nrf2 sẽ 

di chuyển vào nhân tế bào, kích hoạt sự biểu hiện của một số gen cân bằng 

nội môi với trình tự AREs (antioxidant responsive elements) trong các vùng 

khởi động của chúng, bao gồm glutathione peroxidase (GPx), superoxide 

dismutase (SOD), heme oxigenase 1 (HO-1), glutathione S-transferase (GST) 

và catalase (CAT) (Hình 1.2A).  

 Khi cân bằng nội môi bị thay đổi thúc đẩy sản xuất ROS/RNS quá mức 

có thể kích hoạt các tế bào thần kinh đệm (tế bào hình sao và microglia) giải 

phóng các chất gây viêm, làm gián đoạn dẫn truyền thần kinh và rối loạn hoạt 

động thần kinh đệm, từ đó gây nên các bệnh về rối loạn thoái hóa thần kinh 

(Hình 1.2 B). 
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Hình 1.2: Cơ chế tác động của các chất chống oxy hóa trong 

thoái hóa thần kinh [8]. 

 

Hình 1.3: Cơ chế tác động của các chất gây viêm trong 

thoái hóa thần kinh [9]. 

 Các kích thích khác nhau (ví dụ: lipopolysaccharide - LPS, Aβ ...) có 

thể tác động vào microglia, đặc biệt, sự tương tác của LPS với thụ thể giống 

Toll 4/ cụm biệt hóa 14 (TLR4/CD14) có thể hoạt hóa các tín hiệu nội bào (ví 
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dụ: NF-κB, MAPK và JAK/STAT), dẫn đến hoạt hóa các tế bào thần kinh 

đệm và giải phóng các chất trung gian gây viêm như oxit nitric cảm ứng 

(inducible nitric oxidase synthase, iNOS), cyclooxygenase 2 (COX-2), các 

cytokine (ví dụ interleukin-1β (IL-1β), IL-6 và yếu tố hoại tử khối u-α (tumor 

necrosis factor α, TNF-α)), chemokine (ví dụ: protein hóa hướng động đơn 

bào 1(monocyte chemotactic protein 1, MCP-1)),… có liên quan đến tình 

trạng viêm thần kinh và dẫn đến tổn thương tế bào thần kinh (Hình 1.3). 

1.1.3. Các mô hình tế bào cho nghiên cứu bệnh AD 

Các dòng tế bào có khả năng nuôi cấy ổn định thường được sử dụng để 

nghiên cứu để nghiên cứu các bệnh thoái hóa thần kinh bao gồm PC-12, 

Luhmes, SH-SY5Y và C6 [10]. Trong đó, tế bào Luhmes là tế bào tiền thân tế 

bào thần kinh phôi, tế bào PC-12 giống như các tế bào thần kinh hạch giao 

cảm, tế bào SH-SY5Y là tế bào được nhân bản từ dòng tế bào u nguyên bào 

thần kinh và tế bào C6 là dòng tế bào thần kinh đệm được phân lập từ não của 

một con chuột bị u thần kinh đệm.  

Sau khi biệt hóa, các tác nhân gây độc thần kinh được thêm vào môi 

trường nuôi cấy tế bào để gây ra độc tính và chết tế bào. Việc bổ sung Aβ 

oligomers, chất cảm ứng stress oxy hóa vào các tế bào thần kinh sẽ tạo nên 

các kiểu hình cholinergic gây ra apoptosis. Đây là một mô hình nổi tiếng của 

AD rất hữu ích để đánh giá các tác dụng bảo vệ thần kinh tiềm năng của các 

loại thuốc mới. Trong nhóm, các dòng tế bào sử dụng để nghiên cứu vai trò 

bảo vệ thần kinh nói trên, C6 là một trong những dòng tế bào có phản ứng 

nhanh chóng với các kích thích bên ngoài, chẳng hạn như H2O2, có thể tạo ra 

stress oxy hóa.  

C6 là dòng tế bào thần kinh đệm được phân lập từ não của một con 

chuột mắc bệnh Glioma (u thần kinh đệm). Khối u thần kinh đệm được tạo ra 

bởi N-nitrosomethylurea sau một loạt quá trình nuôi cấy và chuyển động vật 

thay thế. 

1.2. TỔNG QUAN VỀ ASTAXANTHIN 

Astaxanthin là một carotenoid tự nhiên có màu đỏ, dễ hòa tan trong 

lipid với công thức phân tử C40H52O4 và khối lượng mol 596,84 

g/mol. Astaxinthin có mặt trong trong nhiều sinh vật biển như cá hồi, tôm, 

nhuyễn thể, tôm hùm, hay trong vi sinh vật và một số loài thực vật.  

 Các nghiên cứu lâm sàng và trên động vật thực nghiệm đã chứng minh 
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rằng astaxanthin có nhiều hoạt tính sinh học như tiêu diệt hiệu quả các gốc tự 

do, kháng viêm, chống lão hóa, giảm sự hình thành khối u, phòng ngừa bệnh 

tim mạch và tai biến mạch máu não, bảo vệ gan, chống tiểu đường, bảo vệ cơ 

thể khỏi bức xạ tia cực tím v.v... Bên cạnh đó, các nhà nghiên cứu cũng chỉ ra 

rằng astaxanthin có tác dụng bảo vệ hệ thần kinh và như là một tác nhân bảo 

vệ thần kinh đa mục tiêu, astaxanthin tác động lên nhiều cơ chế hoạt động để 

giải quyết các cơ chế sinh lý bệnh phức tạp của bệnh thoái hóa thần kinh. 

1.2.1. Tác dụng chống oxy hóa 

Stress oxy hóa là một chất trung gian chính trong bệnh lý của các bệnh 

thần kinh. Sự xáo trộn trạng thái cân bằng của các phản ứng tiền oxy 

hóa/chống oxy hóa trong tế bào có thể dẫn đến stress oxy hóa, gây ra sự hình 

thành ROS (reactive oxygen species) và các gốc tự do.  

         Tác dụng chống oxy hóa của astaxanthin cũng đã được nghiên cứu trong 

các mô hình thí nghiệm về tình trạng thần kinh cấp tính (hình 1.4). Lee và 

cộng sự đã báo cáo rằng astaxanthin cung cấp tác dụng bảo vệ thần kinh 

chống lại stress oxy hóa gây ra bởi sự thiếu hụt oxy-glucose trong các tế bào u 

nguyên bào thần kinh người SH-SY5Y và thiếu máu não cục bộ trong 10 phút 

ở chuột [11]. Trong một mô hình chuột bị đột quỵ do thiếu máu cục bộ, việc 

điều trị trước bằng astaxanthin làm giảm sản xuất ROS và giảm peroxid hóa 

lipid ở não cùng bên của chuột bị tắc động mạch não giữa (middle cerebral 

artery occlusion - MCAO) [12]. Đồng thời, astaxanthin làm giảm nhồi máu 

não và thúc đẩy phục hồi chức năng vận động sau MCAO [12]. Zhang và 

cộng sự đã phát hiện ra rằng sử dụng astaxanthin có khả năng làm giảm tổn 

thương não sớm (early brain injury - EBI) sau khi xuất huyết dưới nhện 

(subarachnoid hemorrhage - SAH) thông qua các đặc tính chống oxy hóa của 

nó [13]. Điều trị bằng astaxanthin được cho là mang lại tác dụng bảo vệ bằng 

cách khôi phục các enzym chống oxy hóa nội sinh glutathione (GSH) và 

superoxide dismutase (SOD) sau SAH [13]. Wu và cộng sự đã báo cáo rằng 

việc điều trị astaxanthin sau SAH đã tạo điều kiện thuận lợi cho con đường 

Nrf2-ARE và cải thiện EBI trong một mô hình bể chứa prechiasmatic của 

SAH [14]. Astaxanthin kích hoạt con đường truyền tín hiệu Nrf2-ARE làm 

tăng sự biểu hiện của các enzyme do Nrf2 điều khiển như heme oxygenase-1 

(HO-1), NAD(P)H quinine oxidoreductase-1 (NQO-1) và glutathione- S-

transferase-α1 (GST-α1) để chống lại stress oxy hóa [14] (Hình 1.4). 
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Hình 1.4: Tác dụng chống oxy hóa của astaxanthin 

trong các bệnh thần kinh [15]. 

Astaxanthin tạo điều kiện cho sự phân ly và truyền tin nội bào của yếu 

tố liên quan đến hồng cầu hạt nhân 2 (Nrf2), thông qua việc kích hoạt các con 

đường truyền tín hiệu PI3K/Akt và ERK, góp phần làm tăng biểu hiện của các 

enzyme điều hòa Nrf2 như HO-1, NQO-1, và GST-α1 chống lại stress oxy 

hóa. Ngoài ra, astaxanthin điều hòa ngược âm tính đường truyền tín hiệu 

Sp1/NR1, làm giảm việc sản xuất ROS nội bào và stress oxy hóa. 

1.2.2. Tác dụng chống viêm 

Viêm được định nghĩa là một loạt các phản ứng miễn dịch phức tạp xảy 

ra về mặt sinh học như một phản ứng đối với các vết thương của cơ thể.  

Trong hệ thống thần kinh trung ương (CNS), tình trạng viêm đóng vai trò 

quan trọng trong cả tình trạng cấp tính (đột quỵ và chấn thương) và tình trạng 

thoái hóa thần kinh mãn tính (ví dụ: AD, PD). Đặc biệt, astaxanthin thể hiện 

tác dụng kháng viêm trong viêm màng bồ đào do lipopolysacarit gây ra bằng 

cách trực tiếp ngăn chặn hoạt động của enzym tổng hợp oxit nitric (nitric 

oxide synthase - NOS) (Hình 1.5). Ngoài ra, astaxanthin ức chế biểu hiện gen 

của các chất trung gian gây viêm (TNF-α và IL-1β) và làm giảm viêm màng 

bồ đào do nội độc tố gây ra bằng cách ngăn chặn con đường truyền tín hiệu 

phụ thuộc NF-κB [16]. Trong điều kiện bình thường, NF-κB, một phân tử 



10 

 

dimer bao gồm các tiểu đơn vị p50 và p65, tương tác với chất ức chế NF-κB 

(IκB) và duy trì chúng ở trạng thái bất hoạt trong bào tương [17]. Khi được 

kích thích, IκB trải qua quá trình phosphoryl hóa bởi IκB kinase β (IKKβ) và 

bị phân hủy thông qua con đường proteasome ubiquitin [18, 19]. Sự phân ly 

của IκB từ phân tử dimer p50/p65 đã tạo ra tín hiệu chuyển phân tử NF-κB tới 

nhân, dẫn đến sự chuyển vị trí của NF-κB (p65) vào nhân để điều chỉnh quá 

trình phiên mã của các gen gây viêm [20]. Điều trị bằng astaxanthin làm giảm 

hiệu quả tình trạng viêm liên quan đến NF-κB ở gan của chuột được ăn chế độ 

nhiều đường và chất béo cao bằng cách ức chế quá trình phosphoryl hóa 

IKKβ và truyền tin nội bào của tiểu đơn vị NF-κB (p65) [21]. Astaxanthin 

cũng ức chế biểu hiện gen do ROS gây ra bởi NF-κB (p65) và giảm sản xuất 

các cytokine tiền viêm (IL-1β, IL-6 và TNF-α) trong các tế bào đơn nhân 

U937 bằng cách khôi phục mức độ sinh lý của protein tyrosine phosphatase-1 

(SHP-1) [22]. Trong một mô hình chuột thí nghiệm về tăng sinh mạch màng 

đệm, Izumi-Nagai đã chứng minh rằng điều trị bằng astaxanthin dẫn đến sự 

ức chế đáng kể sự xâm nhập của đại thực bào vào quá trình tăng sinh mạch 

màng đệm [23]. Hơn nữa, astaxanthin ngăn chặn sự phân hủy IκB-α và truyền 

tin nội bào NF-κB, dẫn đến giảm các yếu tố gây viêm (IL-6, yếu tố tăng 

trưởng nội mô mạch máu (vascular endothelial growth factor - VEGF), phân 

tử bám dính giữa các tế bào-1 (intercellular adhesion molecule-1 - ICAM-1), 

và protein hóa hướng động đơn bào 1 (monocyte chemotactic protein 1 - 

MCP1) [23]. Astaxanthin cũng làm giảm viêm dạ dày ở chuột bị 

nhiễm Helicobacter pylori, cảm nhiễm tế bào lympho T từ Th1 sang Th1/Th2 

[24]. Ngoài ra, astaxanthin làm giảm sản xuất oxit nitric (NO) và hoạt động 

tổng hợp oxit nitric cảm ứng (inducible nitric oxide synthase - iNOS) trong 

đại thực bào, dẫn đến ức chế cyclooxygenase và điều hòa giảm prostaglandin 

E2 (PGE2) và TNF-α ở chuột [25]. Sử dụng astaxanthin trong chế độ ăn kiêng 

đã ức chế đáng kể sự hoạt hóa NF-κB bất thường ở niêm mạc đại tràng, làm 

giảm biểu hiện gen của IL-1β, IL-6 và COX-2, góp phần làm suy giảm viêm 

đại tràng do dextran natri sulfat (dextran sulfate sodium - DSS) [26]. Lee và 

các đồng nghiệp đã phát hiện ra rằng astaxanthin ngăn ngừa quá trình viêm 

bằng cách ngăn chặn sự hoạt hóa tín hiệu NF-κB và sản xuất các cytokine gây 

viêm (ví dụ: TNF-α và IL-1β) bằng cách sử dụng cả mô hình in vitro và in 

vivo [27]. Trong tế bào sừng của con người, Terazawa và cộng sự đã chứng 
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minh rằng astaxanthin làm gián đoạn quá trình tự phosphoryl hóa và tự hoạt 

hóa protein kinase-1 (MSK1), dẫn đến giảm quá trình phosphoryl hóa NF-κB 

(p65) và thiếu hoạt động liên kết DNA của NF-κB [28]. Kết quả là, sự biểu 

hiện và bài tiết PGE2, IL-8 do UVB gây ra được điều chỉnh giảm trong các tế 

bào sừng này của con người [28]. 

 

Hình 1.5: Tác dụng chống viêm của astaxanthin  

trong các bệnh thần kinh [15]. 

Thông qua việc ngăn chặn sự thoái hóa IκB-α và ức chế truyền tin nội 

bào NF-κB, astaxanthin ức chế các yếu tố gây viêm IL-6, ICAM-1 và 

MCP1. Astaxanthin cũng ức chế truyền tin nội bào NF-κB và làm giảm việc 

sản xuất các cytokine gây viêm ở hạ bì bằng cách khôi phục mức sinh lý của 

SHP-1. 

1.3. NANO ASTAXANTHIN VÀ TÁC DỤNG SINH HỌC CỦA NÓ  

Mặc dù có nhiều hoạt tính sinh học quý nhưng astaxanthin lại được xếp 

vào nhóm hoạt chất có độ tan trong nước rất thấp. Do đó, nhiều phương pháp 

đã được áp dụng để cải thiện khả năng hấp thụ cũng như bảo vệ hoạt tính đầy 

tiềm năng của astaxanthin như là công nghệ nano, biến đổi cấu trúc, tạo phức 

chất vùi… Trong đó, công nghệ nano mang lại hiệu quả vượt trội hơn cả trong 

việc nâng cao độ phân tán và cải thiện sự hấp thu vào trong tế bào. Được thiết 

kế phù hợp với đường đi của thuốc bên trong cơ thể, tiểu phân nano có khả 

năng giúp vận chuyển thuốc đến đúng vị trí cần giải phóng hoạt chất hoặc 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/core/lw/2.0/html/tileshop_pmc/tileshop_pmc_inline.html?title=Click%20on%20image%20to%20zoom&p=PMC3&id=4584352_marinedrugs-13-05750-g002.jpg
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đích sinh học như tế bào bệnh, mô bệnh hoặc bào quan bên trong tế bào bệnh. 

Trên đường vận chuyển đến đích có nhiều tác nhân phân hủy như: nhiệt độ, 

độ ẩm, oxy, không khí và ánh sáng, pH, dịch sinh lý, enzyme. Do đó, các hoạt 

chất kém bền như astaxanthin được bao bọc bên trong tiểu phân nano sẽ tránh 

được các tác động trên và đưa thuốc đến đích an toàn. Đồng thời, việc đó sẽ 

tránh được sự phân bố thuốc đến các mô lành và tế bào lành. 

Năm 2011, Meor Mohd Affandi và nhóm nghiên cứu đã chế tạo thành 

công nano nhũ tương bằng phương pháp ly tâm tốc độ cao 9000 vòng/phút ở 

áp suất 800 bars. Nhũ tương nano astaxanthin bao gồm các thành phần: 4% 

w/w chất hoạt động bề mặt, 2% w/w astaxanthin, 14% w/w dầu và 80% w/w 

nước. Sản phẩm nano thu được có kích thước là 150-160 nm, dễ hòa tan trong 

nước và có khả năng tăng hoạt tính sinh học mà không thay đổi cấu trúc hóa 

học của astaxanthin [29]. 

Trong thí nghiệm nghiên cứu tác dụng bảo vệ da do tia cực tím của 

nano astaxanthin, astaxanthin tan trong dầu và lutein của Harada và cộng sự 

đã cho thấy, chuột được uống nano astaxanthin có tác dụng giảm viêm, giảm 

số lượng tế bào niêm mạc bị chết cùng với giảm mức độ biểu hiện của các gen 

COX-2, p-IkB-a, TNFa và CD45 cao nhất khi so sánh với các nhóm chuột 

được uống astaxanthin pha trong dầu và lutein [30]. Nghiên cứu chứng minh 

rằng nano astaxanthin có hiệu quả trong việc bảo vệ bề mặt mắt chống lại các 

tác động có hại của việc tiếp xúc với tia UVB cấp tính, mà không có tác dụng 

phụ bất lợi rõ ràng nào được quan sát thấy. Nano astaxanthin tạo ra một chất 

hòa tan trong nước có nguồn gốc tự nhiên đầy hứa hẹn để bảo vệ chống lại 

tổn thương bề mặt mắt trong điều kiện căng thẳng oxy hóa cao khi sử dụng 

theo đường uống. 

Liu và cộng sự đã nghiên cứu chế tạo astaxanthin bao bọc trong các hạt 

nano poly (axit lactic-co-glycolic) (PLGA) và chitosan oligosaccharide 

(COS). Sự bao bọc tốt của các hạt nano PLGA và COS đã cho kết quả sản 

phẩm nano chứa astaxanthin có dạng hình cầu, kích thước hạt trung bình 

khoảng 150 nm. Hiệu suất bao bọc (> 85%) và khả năng tải (> 15%) của 

astaxanthin trong các hạt nano là tương đối cao. Phân tích tia X cho thấy rằng 

astaxanthin được bao bọc ở dạng vô định hình. Các hạt nano có khả năng 

phân tán tốt và ổn định trong dung dịch nước và có khả năng tương thích tế 

bào cao [31]. 
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Bên cạnh đó, Guan và cộng sự cũng đã chế tạo thành công sản phẩm 

nano chứa astaxanthin bằng phương pháp đông khô. Bột nano cho khả năng 

phân tán rất tốt trong nước. Tuy nhiên hàm lượng astaxanthin có trong sản 

phẩm tương đối thấp chỉ 2,9%. Kết quả thử nghiệm trên chuột cho thấy với 

liều uống là 2,4 mg/kg, sau 28 ngày sử dụng liên tiếp không có độc tính [32]. 

Trong nghiên cứu của Sun và cộng sự, nhũ tương nano astaxanthin 

không chứa nước (ASX-NANE) được chế tạo bằng phương pháp đồng nhất 

áp suất cao [33]. Sản phẩm kết hợp các ưu điểm của chất mang nano và nhũ 

tương không chứa nước. ASX-NANE thu được có dạng hình cầu với sự phân 

bố kích thước đồng đều và hiệu suất bám cao (98,4 ± 0,3%). Phân tích FTIR 

chỉ ra rằng astaxanthin đã được bao bọc thành công vào lõi lipit của ASX-

NANE. Hệ nano nhũ tương này có tính ổn định trong khoảng thời gian 4 tuần 

ở 25°C và có thể bảo vệ astaxanthin chống lại sự oxy hóa. Nghiên cứu tế bào 

in vitro cho thấy ASX-NANE có độc tính thấp và có thể bảo vệ tế bào chống 

lại stress oxy hóa. Nghiên cứu thẩm thấu trong ống nghiệm và các phần mô 

học da cho thấy sự thẩm thấu tăng cường của astaxanthin và sự biến đổi của 

lớp sừng với sự hấp thụ toàn thân thấp và biểu bì không thay đổi. Do đó, nhũ 

tương nano không chứa nước có thể là một chiến lược thích hợp để sản xuất 

chế phẩm astaxanthin bôi tại chỗ. 

Bằng phương pháp nhũ hóa - bay hơi, Oh và cộng sự đã chế tạo 

astaxanthin lecithin nano-liposol (ASTA @ Lec NS) có kích thước 169-187 

nm và chỉ số đa phân tán <0.3 [34] ASTA @ Lec NS ổn định trong một thời 

gian đủ dài và dễ dàng đông khô thành bột khi thêm một lượng sucrose thích 

hợp. Ngoài ra, khả năng hòa tan trong nước tốt của ASTA @ Lec NS đã cải 

thiện đáng kể sinh khả dụng của astaxanthin. Sản phẩm ASTA @ Lec NS có 

thể loại bỏ các gốc tự do (ROS) và thúc đẩy quá trình chữa lành vết thương 

của các tế bào NIH 3T3 (nguyên bào sợi) hiệu quả hơn mà không gây ra bất 

kỳ độc tính tế bào nào. Kết quả nghiên cứu đã khẳng định khả năng chống 

oxy hóa tại chỗ và in vitro của ASTA@Lec NS đều cao hơn so với 

astaxanthin tinh khiết và lecithin. 

Ở nước ta, các nghiên cứu về bào chế dạng nano của các hoạt chất có 

hoạt tính sinh học đang được quan tâm và phát triển trong những năm gần 

đây. Tuy nhiên, việc nghiên cứu chế tạo dạng nano astaxanthin nói riêng cho 

tới thời điểm hiện tại là rất ít. Liên quan tới hoạt chất này, tại Việt Nam mới 
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chỉ triển khai nghiên cứu chiết tách astaxanthin từ các nguồn nguyên liệu khác 

nhau, trong đó các nghiên cứu đều đưa ra kết luận: Vi tảo Haematococcus 

pluvialis là nguồn nguyên liệu cho hàm lượng tích lũy astaxanthin cao nhất và 

sản phẩm astaxanthin thu được có khả năng ứng dụng sử dụng được cho con 

người [35].  

Trong đề tài “Nghiên cứu chế tạo và đánh giá hoạt tính chống oxy hóa 

và giảm rối loạn chuyển hóa lipit của tổ hợp nano astaxanthin/kaempferol trên 

mô hình in vitro và in vivo” do quỹ Nafosted tài trợ năm 2019 – 2023, nhóm 

nghiên cứu phòng Công nghệ tảo, Viện Công nghệ sinh học đã kết hợp với 

Viện Hóa học đã chế tạo thành công nano astaxanthin có tính sinh khả dụng 

(gấp 5-20 lần) và hoạt tính chống oxy hóa và giảm lipit cao hơn so với 

astaxanthin tự do. Chính vì vậy, “Đánh giá khả năng ức chế enzyme 

acetylcholinesterase và bảo vệ tế bào thần kinh của nano astaxanthin trên 

dòng tế bào thần kinh” được tiến hành để làm rõ hơn về vai trò của nano 

astaxanthin, đồng thời góp phần định hướng cho các nghiên cứu sau này. 
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CHƯƠNG 2. ĐỐI TƯỢNG VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1. ĐỐI TƯỢNG NGHIÊN CỨU 

2.1.1. Đối tượng nghiên cứu 

Nano astaxanthin có nguồn gốc từ astaxanthin tách chiết từ vi tảo lục 

Haematococcus pluvialis do TS. Hoàng Mai Hà, phòng Vật liệu tiên tiến, 

Viện Hoá học, Viện Hàn lâm cung cấp với kích thước hạt là 98 ± 2 nm, hình 

cầu, chỉ số PDI là 0,184 ± 0,003 và giá trị tuyệt đối của thế zeta là 36,8 mV. 

Nano astaxanthin phân bố đồng đều và phân tán tốt trong nước. 

Tế bào thần kinh đệm C6 (ATCC, CCL-107™) do TS. Nguyễn Văn 

Trữ, Viện Công nghệ sinh học, Viện Hàn lâm KHCNVN cung cấp. 

2.1.2. Hóa chất và thiết bị 

Hóa chất: Môi trường nuôi cấy tế bào dulbecco's modified eagle 

medium (DMEM)/high glucose (Gibco™, Thermo Fisher, Singapore), fetal 

bovine serum (FBS; Sigma), penicillin, và streptomycin (Invitrogen, Mỹ), 

ascobic acid (Trung Quốc), galantamine hydrobromide (Sopharma AD, 

Bulgaria), H2O2 (Trung Quốc), Aβ25-35 (purity ≥ 97%, No. A.4559; Sigma, 

USA), acetylcholinesterase inhibitor screening Kit (MAK 119; Sigma, USA), 

3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT, 

Invitrogen, USA), TRIzol™ (Invitrogen, Singapore), Luna® Universal One-

Step RT-qPCR Kit (New England BioLabs Inc., UK), Mồi (Công ty Phù Sa, 

Việt Nam). 

Thiết bị: Dùng cho nghiên cứu gồm Cân kỹ thuật Precisa XB 1200C 

(Switzerland), Cân phân tích Shimadzu AY 120 (Nhật Bản); Máy ly tâm 

Sorvall® LEGEND RT (Đức), Máy khuấy từ Kika Labortechnik (Đức), Máy 

ly tâm Sorvall Legen RT 1900W (Kendro, Germany), Nồi khử trùng (ALP, 

Nhật Bản), Tủ lạnh thường, Pipetteman các loại (Gilson, France) và các dụng 

cụ thông thường của phòng thí nghiệm. 

2.2. PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

 Khả năng bảo vệ tế bào thần kinh của nano astaxanthin được tiến hành 

tại Phòng Công nghệ tảo, Viện Công nghệ sinh học, Viện Hàn lâm KHCNVN 

từ tháng 2-9/2023 như được trình bày trong hình 2.1. 
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Hình 2.1: Sơ đồ nghiên cứu khả năng bảo vệ tế bào thần kinh của  

nano astaxanthin. 

2.2.1. Xác định hoạt tính ức chế enzyme acetylcholinesterase (AchE) 

  Tác dụng ức chế enzym AChE (Sigma Aldrich, Singapore) của mẫu thử 

được tiến hành bằng kit Acetylcholinesterase Inhibitor Screening Kit 

(MAK324, Sigma, Mỹ) theo hướng dẫn của nhà sản xuất. Phương pháp này 

dựa trên nguyên tắc sau: Cơ chất acetylthiocholin iodid (ACTI) bị thủy phân 

nhờ xúc tác của AChE tạo thiocholin. Thiocholin sau đó phản ứng với axit 5-

5’-dithiobis-2-nitrobenzoic DTNB tạo thành sản phẩm acid 5-thio-2-nitro 

benzoic có màu vàng và so màu ở bước sóng 412 nm. Lượng sản phẩm được 

tạo thành tỷ lệ thuận với hoạt độ của AChE. Galantamine (ở nồng độ 4, 20, 

100 và 500 µg/mL) được sử dụng làm đối chứng dương tính. Hoạt tính AChE 

được đánh giá dựa trên độ hấp thụ của nano astaxanthin hoặc galantamine đo 

được ở bước sóng 412 nm bằng máy microplate reader (Thermo Fisher 

Scientific, Inc., Waltham, MA, USA). Đánh giá kết quả thông qua phần trăm 

ức chế hoạt độ enzym AChE (I%) theo công thức: 

I% = (1-∆ODtest/∆ODNo inhibitor) × 100%. 

 Trong đó: I%: phần trăm hoạt tính AChE bị ức chế; ΔODtest: Sự thay 

đổi giá trị OD412 của giếng chứa nano astaxanthin hoặc chất chuẩn ở thời 

điểm 0 phút và 10 phút ΔODNo inhibitor: Sự thay đổi giá trị OD412 của giếng đối 

chứng không ức chế. 
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2.2.2. Phương pháp nuôi cấy tế bào 

         Tế bào C6 được nuôi cấy trên môi trường DMEM có chứa 10% FBS, 

100 U/mL penicillin, và 0,1 mg/mL streptomycin trong tủ nuôi cấy vô trùng ở 

37 °C, 5% CO2. 

2.2.3. Phương pháp đánh giá độc tính của nano astaxanthin  

    Độc tính của nano astaxanthin ở các nồng độ khác nhau (10, 50, 100, 

200 và 500 µg/mL) trên dòng tế bào C6 được phân tích theo phương pháp so 

màu MTT ((3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) 

theo công bố của Hien và cộng sự (2023) [36] cụ thể là tế bào C6 được nuôi 

cấy vào trong đĩa 96 giếng với mật độ 2 x 104 tế bào/giếng/100 μL môi trường 

đầy đủ. Ủ qua 24 giờ cho tế bào phát triển ổn định. Sau đó, tế bào được ủ với 

nano astaxanthin hoặc nước cất khử trùng (0,01%) trong 24 giờ tiếp theo. Sau 

24h, bổ sung 5 µL của dung dịch MTT (5 mg/mL) vào từng giếng và tiếp tục 

ủ trong 4 giờ. Môi trường được loại bỏ sau 4h và bổ sung 100 µL DMSO hòa 

tan các tinh thể được tạo thành với MTT. Màu của dung dịch được đọc ở 

bước sóng 570nm bằng bằng máy microplate reader (Thermo Fisher 

Scientific, Inc., Waltham, MA, USA). Tỷ lệ sống sót của tế bào được tính 

bằng cách so sánh độ hấp thụ của mẫu với mẫu đối chứng. Trong đó phần 

trăm sống sót của tế bào được xác định như sau:  

Tỷ lệ tế bào sống (%) = (Số tế bào sống/Tổng số tế bào) x 100%. 

Thí nghiệm được lặp lại ít nhất ba lần.   

2.2.4. Phương pháp đánh giá khả năng hấp thu tế bào 

     Khả năng hấp thu của nano astaxanthin so với astaxanthin tự do trong tế 

bào C6 được tiến hành theo phương pháp được mô tả bởi Hien và cộng sự 

[36]. Cụ thể là, các tế bào C6 được nuôi cấy trước trong 24 giờ với mật độ 

1×106 tế bào trên mỗi đĩa và sau đó được xử lý bằng 5 µg/mL astaxanthin tự 

do hoặc 50 µg/mL nano astaxanthin (chứa một lượng tương đương 5 µg/mL 

astaxanthin) trong 4 giờ. Sau thời gian ủ, các tế bào được rửa ba lần bằng 

dung dịch muối đệm phốt phát (PBS), ly giải và ly tâm ở 2000 vòng/phút 

trong 3 phút. Nồng độ của astaxanthin trong các tế bào được xác định bằng 

phương pháp sắc ký lỏng hiệu năng cao (HPLC), theo báo cáo trước đây của 

Hien và cộng sự [36]. 

2.2.5. Phương pháp đánh giá khả năng bảo vệ tế bào của nano 

astaxanthin chống lại stress oxy hóa trong tế bào C6 được cảm ứng H2O2 
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    Tế bào C6 được cấy vào các đĩa 96 giếng với mật độ 2 x 104 tế 

bào/giếng/100 µL môi trường đầy đủ. Ủ qua 24 giờ cho tế bào phát triển ổn 

định. Sau đó, tế bào được ủ với nano astaxanthin ở các dải nồng độ khác 

nhau. Mỗi nồng độ được lặp lại 3-5 lần. Sau 24 giờ nuôi cấy ở 37 °C bổ sung 

vào mỗi giếng 1 μL H2O2 (10mM). Tế bào tiếp tục được nuôi cấy ở 37 °C, 5% 

CO2 trong thời gian 1h. Sau 1 giờ đánh giá khả năng sống sót của tế bào bằng 

phương pháp MTT. 

2.2.6. Phương pháp đánh giá khả năng bảo vệ tế bào thần kinh C6 của 

nano astaxanthin chống lại tác hại gây độc thần kinh gây ra bởi Aβ25-35 

    Tế bào C6 được cấy vào các đĩa 96 giếng với mật độ 2 x 104 tế 

bào/giếng/100 μL môi trường đầy đủ. Ủ qua 24 giờ cho tế bào phát triển ổn 

định. Sau đó, tế bào được ủ với nano astaxanthin ở các dải nồng độ khác 

nhau. Mỗi nồng độ được lặp lại 3-5 lần. Sau 24 giờ nuôi cấy ở 37 °C tiếp tục 

thêm vào mỗi giếng 1μL protein Aβ25-35 (2mM). Tế bào tiếp tục được nuôi 

cấy ở 37 °C không khí chứa 5% CO2. Sau 24 giờ đánh giá khả năng sống sót 

của tế bào bằng phương pháp định lượng MTT. 

2.2.7. Phân tích biểu hiện gen liên quan đến khả năng bảo vệ thần kinh 

của nano astaxanthin bằng phương pháp quantitative Real-Time PCR 

(qPCR) 

    Tế bào C6 được nuôi cấy trong đĩa 6 giếng với mật độ ban đầu 1x106 tế 

bào/giếng trong 24 giờ, sau đó ủ với nano astaxanthin ở các nồng độ khác 

nhau (50 và 100 µg/mL) hoặc galantamine (0,1 µg/mL) trong 24 giờ, và tiếp 

tục xử lý với H2O2 (10 mM) trong 24 giờ nữa. Nước cất được sử dụng làm đối 

chứng. Khi kết thúc quá trình nuôi cấy, tế bào được rửa 3 lần bằng dung dịch 

muối đệm phốt phát (PBS), ly giải và ly tâm ở 2000 vòng/phút trong 3 phút. 

Tổng số RNA từ tế bào được tách chiết bằng thuốc thử TRIzol™ (Invitrogen, 

Singapore) theo hướng dẫn của nhà sản xuất. PCR thời gian thực định lượng 

được thực hiện bằng cách sử dụng kit RT-qPCR một bước Luna®Universal 

(New England BioLabs Inc., UK) trong thiết bị MyGo Pro real-time PCR (IT-

IS Life Science Ltd., Dublin, Republic of Ireland). Trình tự các cặp mồi sử 

dụng được trình bày trong bảng 2.1. Phản ứng qPCR được thực hiện trong 

điều kiện phản ứng là: 95°C trong 10 phút tiếp theo là 45 chu kỳ của 95°C 

trong 20 giây, 58°C trong 10 giây và 72°C trong 20 giây. Tính đặc hiệu của 

mồi được xác định ở 58-95 °C với tốc độ làm nóng 0,1°C/s và kết thúc bằng 



19 

 

cách hạ nhiệt độ xuống 40°C trong 30 giây. β-actin được sử dụng để chuẩn 

hóa số liệu.  

Bảng 2.1: Bảng trình tự các mồi được sử dụng trong qPCR 

Mồi 
Trình tự (5’-3’) 

TLTK 
Mồi xuôi Mồi ngược 

CHAT AGCCCTGCTGTGATCTTTGCTCG CCTTGGCCCAGTCAGTGGGAA [37] 

VAChT CCCTTAAGCGGGCCTTTCATTGAT AAAGGCAAACATGACTGTGGAGGC [37] 

Keap1 GGCCCTCTCTAGTTCCCAG CAGCATAGATACAGTTGTGCAG [38] 

Nrf2 GCGTGTAGCCGATTACCGAGTG CATGATGAGCTGTGGACCGTGTG [38] 

SOD GCCTGGATGGCTACGTACA GGTCCAGCGGATGAAGAG [39] 

CAT AATGAAGACAACGTCACTCAGG TGTTCTCACACAGGCGTTTC [39] 

GPX GCAATCAGTTCGGACATCAG CACCGGGTCGGACATACTT [39] 

β–actin CTAAGGCCAACCGTGAAAAG GCCTGGATGGCTACGTACA [39] 

iNOS AGAAGGAAATGGCTGCAGAA GCTCGGCTTCCAGTATTGAG [39] 

COX TTCTGCCCTCTGTACCCAAA AAGGATGAGGCGAGTGGTCT [40] 

TNF-α CCCAGATAGATGGGCTCAT CAGGGACCTCTCTCTAATCA [40] 

IL-6 TGAACTCCTTCTCCACAAGCG GCTCTTCTGGGAAGTAGACAG [40] 

 

2.2.8. Phương pháp xử lý số liệu 

           Số liệu được biểu thị dưới dạng trung bình ± (SD) và được xử lý thống 

kê theo phương pháp Student’s t-test bằng phần mềm E-xcel hoặc ANOVA 

một chiều và phân tích Tukey-Kramer post-hoc để xác định sự khác biệt đáng 

kể  giữa các nhóm ở mức P <0,05. 
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CHƯƠNG 3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

3.1. NGHIÊN CỨU ĐÁNH GIÁ KHẢ NĂNG ỨC CHẾ ENZYME 

ACETYLCHOLINESTERASE (ACHE) CỦA NANO ASTAXANTHIN 

    Với các triệu chứng lâm sàng như suy giảm nhận thức, bệnh Alzheimer 

(AD) là chứng rối loạn thoái hóa thần kinh phổ biến nhất và là nguyên nhân 

thường gặp nhất của chứng mất trí. Nó ảnh hưởng đến các hoạt động của cuộc 

sống hàng ngày và rối loạn hành vi tiến triển trong suốt quá trình bệnh. Theo 

giả thuyết cholinergic, việc phát sinh AD có liên quan đến sự thiếu hụt chất 

dẫn truyền thần kinh acetylcholine (ACh) trong não tới gần 90% bệnh nhân 

mắc AD là sự suy giảm nồng độ ACh trong vùng dưới đồi và vỏ não [41].  

    Là chất dẫn truyền thần kinh tại khe synapse, acetylcholine có vai trò 

quan trọng trong hoạt động của hệ thần kinh và nồng độ acetylcholine được 

duy trì ổn định bởi enzyme acetylcholinesterase (AChE). AChE là một 

enzyme có chức năng làm ngưng lại hoạt động của chất dẫn truyền thần kinh 

acetylcholine tại các synapse thần kinh cholinergic thông qua việc thủy phân 

acetylcholine tạo thành cholin và axit axetic. Ở các bệnh nhân mắc AD, do có 

sự tích tụ các mảng amyloid và các đám rối thần kinh, khiến cho nồng độ 

acetylcholine bị suy giảm đáng kể. Do vậy, các thuốc ức chế AChE nhằm duy 

trì nồng độ acetylcholine đóng một vai trò quan trọng trong việc ngăn chặn sự 

tiến triển của bệnh AD. Trong nghiên cứu này, việc xác địnhhoạt tính ức chế 

AChE của nano astaxanthin đã được tiến hành và thể hiện trong hình 3.1.  

   Kết quả trong hình 3.1 cho thấy nano astaxanthin có tác dụng ức chế 

enzyme AChE phụ thuộc vào nồng độ. Phần trăm ức chế enzyme AchE của 

nano astaxanthin ở các nồng độ 10, 50 và 100 μg/mL đạt tương ứng là 86,8%, 

96,6% và 98,6% (Hình 3.1). Khả năng ức chế của nano astaxanthin có thể so 

sánh ngang bằng hoặc thậm chí là cao hơn so với chất chuẩn galatamine.   

         Wang và cộng sự (2022) chỉ ra rằng all-trans astaxanthin ức chế AchE 

theo cách phụ thuộc vào liều với giá trị IC50 là 8,64 μmol/L [42], trong khi giá 

trị đó của nano astaxanthin tương đương là 1,66 μmol/L. Rõ ràng, 

acetylcholinesterase nhạy cảm hơn nhiều với astaxanthin ở dạng nano hoá so 

với dạng tự do.  
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Hình 3.1: Kết quả thử hoạt tính ức chế enzyme AchE của nano astaxanthin. 

Dữ liệu được biểu thị bằng trung bình ± SD (n=3). Sự khác biệt đáng kể được 

so sánh với nhóm đối chứng, * P <0,001. 

3.2. NGHIÊN CỨU ĐÁNH GIÁ MỘT SỐ ĐẶC ĐIỂM SINH HỌC LIÊN 

QUAN ĐẾN KHẢ NĂNG BẢO VỆ TẾ BÀO THẦN KINH CỦA NANO 

ASTAXANTHIN 

3.2.1. Nghiên cứu đánh giá khả năng gây độc tế bào C6 của nano 

astaxanthin  

    Trước khi đánh giá khả năng hấp thu nội bào và hoạt động bảo vệ thần 

kinh của nano astaxanthin trên dòng tế bào C6, độc tính tế bào của nó đã được 

kiểm tra để loại trừ tác động thứ cấp của độc tính đối với hoạt tính sinh học 

của nano astaxanthin. Kết quả thử độc tính tế bào của nano astaxanthin ở các 

nồng độ khác nhau trên dòng tế bào C6 được trình bày trong hình 3.2.  

   Kết quả trong hình 3.2 cho thấy, tế bào C6 được ủ với các nồng độ 

astaxanthin (10, 20, 50, 100 và 500 µg/mL) vẫn phát triển bình thường với tỷ 

lệ sống sót đạt trên 98%. Điều này cho thấy rằng nano astaxanthin không gây 

ra độc tế bào ở các nồng độ astaxanthin thử nghiệm. 
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Hình 3.2: Ảnh hưởng của nano astaxanthin lên khả năng sống sót  

của tế bào C6.  

Số liệu được đưa ra dưới dạng giá trị trung bình ± SD (n = 3). 

3.2.2. Nghiên cứu đánh giá khả năng hấp thu nano astaxanthin của  

tế bào C6 

         Mặc dù có nhiều hoạt tính sinh học quý giá nhưng việc sử dụng 

astaxanthin bị hạn chế trong công nghiệp dược phẩm và thực phẩm do khả 

năng hòa tan kém trong nước dẫn đến sinh khả dụng thấp. Do đó, trước tiên, 

các hạt nano astaxanthin được đánh giá về khả năng hấp thu tế bào của nó 

(Hình 3.3 và 3.4). 
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Hình 3.3: Hiệu suất hấp thu astaxanthin ở dạng tự do và nano hóa của 

tế bào C6.  

Các giá trị a, b, c có ý nghĩa sai khác nhau với P<0.001. 

 

Hình 3.4: Sắc ký đồ HPLC của astaxanthin được tách chiết từ tế bào C6 được 

ủ với astaxanthin dạng tự do (A) và dạng nano hóa (B). 

Hình 3.3 và 3.4 cho thấy rằng sự hấp thu astaxanthin dạng nano hóa 

trong tế bào C6 lớn hơn nhiều so với astaxanthin dạng tự do. Hiệu suất hấp 

thu tế bào của nano astaxanthin cao hơn gấp 35 lần so với astaxanthin dạng tự 

do, điều này cho thấy rằng các hạt nano được nạp astaxanthin với chất hoạt 

động bề mặt (Tween® 80 và lecithin) và tác nhân bao bọc (β-cyclodextrin) đã 

tăng cường sự hấp thu astaxanthin trong các tế bào C6. 
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3.2.3. Đánh giá khả năng bảo vệ tế bào của nano astaxanthin chống lại 

stress oxy hóa trong tế bào C6 được cảm ứng bởi H2O2 

    Căng thẳng oxy hóa được cho là nguyên nhân bệnh lý chính gây ra một 

số bệnh thần kinh bao gồm Bệnh Parkinson (PD), AD và đột quỵ. Hơn nữa, 

do sự mất cân bằng giữa sản xuất ROS và hệ thống phòng thủ chống oxy hóa, 

stress oxy hóa có thể gây tổn thương tế bào thần kinh do H2O2 gây ra. Bên 

cạnh đó, các nghiên cứu cũng chỉ ra rằng việc bổ sung trực tiếp H2O2 vào môi 

trường nuôi cấy có thể dẫn đến stress oxy hóa và giết chết tế bào [43]. Trong 

nghiên cứu trước đây, nano astaxanthin đã được chỉ ra là có hoạt tính chống 

oxy hóa cao và khả năng bảo vệ tế bào gan HepG2 khỏi tác động gây hại của 

stress oxy hóa [44]. Do đó, trong nghiên cứu này, khả năng bảo vệ thần kinh 

của nano astaxanthin được đánh giá chống lại các tổn thương oxy hóa do 

H2O2 gây ra trong tế bào thần kinh C6 (Hình 3.5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

           

  

 

Hình 3.5: Khả năng bảo vệ tế bào chống khỏi stress oxy hóa trong tế bào C6 

cảm ứng H2O2 của nano astaxanthin.  

Dữ liệu được biểu thị bằng trung bình ± SD (n=3). Sự khác biệt đáng kể được 

so sánh với nhóm cảm ứng duy nhất H2O2, * P <0,05, ** P <0,001. 

    Kết quả trong hình 3.5 cho thấy, xử lý với 10mM H2O2 làm giảm đáng 

kể khả năng sống của tế bào xuống 56,4% trong khi tỷ lệ này đạt 100% khi tế 

bào được nuôi cấy trong môi trường không bổ sung H2O2 (đối chứng). Ủ tế 
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bào với nano astaxanthin trước khi bổ sung H2O2 đã ức chế đáng kể tác động 

gây hại của H2O2 đối với tế bào, khả năng sống của tế bào tăng từ 56,4% ở tế 

bào được xử lý H2O2 lên 64,2% và 71,7% ở tế bào được xử lý trước nano 

astaxanthin ở nồng độ lần lượt là 50 và 100 μg/mL. So với nhóm tế bào được 

xử lý trước bằng nano astaxanthin, nhóm axit ascorbic cũng đạt tỷ lệ sống là 

71,9%. 

    Lu và cộng sự (2010) cho thấy tỷ lệ sống sót của tế bào tăng đáng kể từ 

63,9% lên 73,9% khi các tế bào này được xử lý trước với 316 nM astaxanthin 

tự do trước khi tiếp xúc với H2O2 [45]. Wang và cộng sự (2017) và Oh và 

cộng sự (2020) không tìm thấy bất kỳ tác dụng bảo vệ tế bào nào của 

astaxanthin tự do ở nồng độ từ 10 đến 40 µM đối với stress oxy hóa gây chết 

tế bào trong tế bào Caco-2 và ARPE-19 được cảm ứng H2O2 [46, 43]. Trong 

luận văn này, một lượng nhỏ astaxanthin (4,2 - 8,3 nM) ở dạng hạt nano của 

nó có thể bảo vệ tế bào khỏi stress oxy hóa do H2O2 gây ra. Giảm kích thước 

hạt và tăng khả năng hòa tan và sự hấp thu của tế bào đối với astaxanthin ở 

dạng nano hóa đã cải thiện khả năng chống oxy hóa dẫn đến bảo vệ tế bào 

thần kinh khỏi các tổn thương do stress oxy hóa gây ra. 

3.2.4. Đánh giá khả năng bảo vệ tế bào thần kinh C6 khỏi tác hại gây độc 

của Aβ25-35 của nano astaxanthin 

    Bệnh Alzheimer (AD) là chứng rối loạn thoái hóa thần kinh phổ biến 

nhất dẫn đến suy giảm nhận thức tiến triển với các dấu hiệu bệnh lý của mảng 

bám tuổi già và sự hình thành đám rối sợi thần kinh trong não. Năm 1984, 

Glenner & Wong phát hiện ra rằng protein amyloid β (Aβ) là thành phần 

trung tâm của các mảng amyloid ngoại bào trong AD [47]. Kể từ đó, Aβ đã 

được coi là yếu tố thúc đẩy các quá trình bệnh lý của bệnh Alzheimer.  

    Trong điều kiện bình thường, sự phân cắt APP bởi α-secretase dẫn đến 

sự hình thành tiền chất amyloid protein-s alpha (APPs-α) và carboxy-terminal 

fragment-alpha (CTF-α), tiếp theo là sự phân cắt bởi phức hợp γ-secretase để 

tạo ra p3 và đoạn nội bào có tên là miền nội bào của protein tiền chất amyloid 

(AICD) [48, 49]. APPs-α có thể điều chỉnh quá trình truyền qua khớp thần 

kinh thông qua thụ thể GABA. Trong điều kiện bệnh lý, Aβ là sản phẩm phân 

giải protein của APP bởi enzyme cắt APP tại vị trí β I (BACE-1) [50], trong 

đó APP phân tách thành APP-β và CTF-β, sau đó là phân tách γ-secretase, tạo 

ra Aβ và AICD. Aβ được tạo ra sẽ được tiết vào không gian ngoại bào dưới 
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dạng monome [51]. Các monome Aβ (đặc biệt là Aβ42) dễ dàng tập hợp 

thành các oligome có trọng lượng phân tử thấp, thành các protofibril và cuối 

cùng thành các fibrils chứa các tấm β độc hại. Ngoài ra, Aβ dường như cũng 

gây ra những thay đổi bệnh lý ở gai đuôi gai và hiệu suất synap. Aβ tổng hợp 

này là tổn thương rõ ràng có thể gây nhiễm độc thần kinh [51]. 

    Sato và cộng sự đã đề xuất rằng Aβ25-35 đại diện cho vùng hoạt động 

sinh học của Aβ vì đây là đoạn ngắn nhất thể hiện cấu trúc tổng hợp tấm β lớn 

và giữ lại độc tính của peptide có chiều dài đầy đủ [52]. Dạng đơn phân của 

Aβ25-35 có thể gây độc tế bào [53]. Theo đó, Aβ25-35 thường được chọn làm mô 

hình cho Aβ có độ dài đầy đủ trong các nghiên cứu về cấu trúc và chức năng.  

    Trong nghiên cứu này, Aβ25-35 ở nồng độ 20 μM đã gây chết tế bào thần 

kinh đến 59% khi so sánh với các tế bào đối chứng (hình 3.6). Ủ tế bào C6 

với nano astaxanthin hoặc galantamine (0,1 mg/mL) trước khi bổ sung Aβ25-35 

đã làm giảm đáng kể tác hại gây độc thần kinh của Aβ25-35. Ở nồng độ 50 và 

100 μg/mL, nano astaxanthin có tác dụng tăng tỷ lệ sống sót của tế bào ủ 

Aβ25-35 từ 59% lên tương ứng 79% và 85% (Hình 3.6).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hình 3.6: Khả năng bảo vệ tế bào chống khỏi sự gây độc thần kinh trong tế 

bào C6 cảm ứng Aβ25-35 của nano astaxanthin.  

Dữ liệu được biểu thị bằng trung bình ± SD (n = 3). Sự khác biệt đáng kể 

được so sánh với nhóm cảm ứng duy nhất Aβ25-35, * P <0,05, ** P <0,001. 
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 Các kết quả thu được cũng phù hợp với các nghiên cứu trước đây [54, 55, 

56]. Theo đó, astaxanthin ở nồng độ 0,1 µM có thể làm giảm độc tính của 

Aβ25-35 trong tế bào PC-12 khi được xử lý trong 48 giờ [55], nồng độ từ 0,1 

cho đến 50 µM trong tế bào PC-12 khi được xử lý trong 24 giờ [54] và việc 

xử lý tế bào SH-SY5Y bằng astaxanthin ở mức 10 μM trong 24 giờ giúp tế 

bào phục hồi khỏi tác hại gây độc của Aβ25-35 [56]. Trong nghiên cứu này, ở 

dạng nano hoá, astaxanthin ở nồng độ 4,2 - 8,3 nM đã có tác dụng bảo vệ tế 

bào khỏi tác hại gây độc tế bào của Aβ25-35. Như vậy, việc nano hoá 

astaxanthin giúp tăng khả năng hoà tan và hấp thu vào trong tế bào dẫn đến 

tăng hoạt tính của astaxanthin lên rất nhiều lần so với bình thường.  

3.3. NGHIÊN CỨU ẢNH HƯỞNG CỦA NANO ASTAXANTHIN ĐÉN 

SỰ BIỂU HIỆN MỘT SỐ GEN LIÊN QUAN ĐẾN HOẠT TÍNH BẢO 

VỆ THẦN KINH TRÊN DÒNG TẾ BÀO C6 ĐƯỢC CẢM ỨNG VỚI 

CÁC TÁC NHẬN GÂY ĐỘC THẦN KINH 

3.3.1. Nghiên cứu ảnh hưởng của nano astaxanthin đến sự biểu hiện gen 

của các enzyme chống oxy hóa trong tế bào C6 

    Stress oxy hóa được biết đến như là một trong những yếu tố quan trọng 

nhất liên quan đến việc kích hoạt stress ty thể và mạng lưới nội chất dẫn đến 

đến một loạt các bất thường như chết theo chương trình, hoại tử và các hậu 

quả nghiêm trọng khác. Catalase (CAT), superoxide dismutases (SOD) và 

glutathione peroxidase (GPx) là các enzym chống oxy hóa quan trọng giúp 

duy trì sự cân bằng động của stress oxy hóa. Khi stress oxy hóa xảy ra, các 

enzym này hoạt động như chất chống oxy hóa nội sinh chống lại các gốc tự 

do và loại bỏ các gốc tự do quá mức sinh ra trong tế bào bằng cách xúc tác 

trực tiếp trong quá trình phân hủy H2O2 thành O2 [57]. 

    Superoxide dismutase (SOD) là chất chống oxy hóa mạnh nhất trong tế 

bào và là enzyme giải độc đầu tiên. Nó là một thành phần của hệ thống phòng 

thủ tuyến đầu chống lại các loại oxy phản ứng (ROS) hoạt động dưới dạng là 

một enzyme chống oxy hóa nội sinh quan trọng. Nó xúc tác quá trình phân 

hủy hai phân tử anion superoxide (O-
2) thành hydrogen peroxide (H2O2) và 

oxy phân tử (O2), do đó làm cho anion superoxide có khả năng gây hại ít nguy 

hiểm hơn. 

    Tình trạng thiếu enzym SOD là phổ biến. Do đó, enzyme này không thể 

thiếu đối với sức khỏe của tế bào, bảo vệ các tế bào cơ thể khỏi các gốc oxy 
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quá mức, các gốc tự do và các tác nhân gây hại khác thúc đẩy quá trình lão 

hóa hoặc chết tế bào. Mức độ SODs giảm theo tuổi tác, trong khi sự hình 

thành gốc tự do tăng lên. Người ta cho rằng việc bổ sung SOD hàng ngày 

thích hợp sẽ bảo vệ hệ thống miễn dịch và giảm đáng kể khả năng mắc bệnh 

của một người và cuối cùng là làm chậm quá trình lão hóa [58]. 

    Catalase (CAT) là một enzym chống oxy hóa phổ biến hiện diện hầu hết 

trong tất cả các mô sống sử dụng oxy. Enzyme này sử dụng sắt hoặc mangan 

làm đồng yếu tố và xúc tác quá trình phân hủy hoặc khử hydro peroxide 

(H2O2) thành nước và oxy phân tử, do đó hoàn thành quá trình khử độc được 

mô phỏng bởi SOD [59]. Nó có nhiều trong các tế bào, nơi nó liên tục tìm 

kiếm các phân tử hydro peroxide. CAT có hiệu quả cao; nó có thể phá vỡ 

hàng triệu phân tử hydrogen peroxide trong một giây. 

    Zámocký và Koller đã nghiên cứu đến tổn thương DNA và nguy cơ dễ 

bị ung thư ở những người có đa hình di truyền và biểu hiện/hoạt động gen bị 

thay đổi trong CAT [60]. Sự phát triển của chứng rối loạn tâm thần cũng là 

kết quả của tính đa hình trong gen mã hóa CAT.  

    Glutathione Peroxidase (GPx) là một enzym nội bào quan trọng giúp 

phân hủy hydrogen peroxide (H2O2) thành nước; và peroxit lipid thành rượu 

tương ứng của chúng chủ yếu ở ty thể và đôi khi ở tế bào chất. Hầu hết, hoạt 

động của nó phụ thuộc vào một đồng yếu tố vi chất dinh dưỡng được gọi là 

selen. Vì lý do này, GPX thường được gọi là selenocystein 

peroxidase. Enzyme đóng vai trò quan trọng hơn trong việc ức chế quá trình 

peroxy hóa lipid, và do đó bảo vệ tế bào khỏi stress oxy hóa.  

    Tầm quan trọng lâm sàng của GPx đã được nhấn mạnh bởi một số 

nghiên cứu. Chabory và cộng sự. giả định rằng những cá nhân có hoạt động 

GPx thấp hơn dễ bị suy giảm khả năng bảo vệ chống oxy hóa, dẫn đến tổn 

thương oxy hóa đối với các axit béo màng và protein chức năng, và theo suy 

luận, tổn thương do nhiễm độc thần kinh [61]. Forgione và các đồng nghiệp 

trước đây đã đưa ra giả thuyết rằng sự thiếu hụt GPX1 trực tiếp gây ra sự gia 

tăng căng thẳng oxy hóa mạch máu, kèm theo rối loạn chức năng nội mô 

[62]. Glutathione peroxidase, đặc biệt là GPx1 cũng có liên quan đến sự phát 

triển và ngăn ngừa nhiều bệnh phổ biến và phức tạp, bao gồm ung thư và 

bệnh tim mạch.  
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    Trong luận văn này, có thể thấy rằng so với nhóm đối chứng, chất chuẩn 

axit ascorbic có tác dụng tăng mức độ biểu hiện của gen mã hóa cho các 

enzyme CAT, SOD và GPX lần lượt là +61, +50 và +51% (P<0.05) (Hình 3.7 

– 3.9). Tương tự như đối với chất chuẩn, tế bào được ủ với nano astaxanthin 

có tác dụng tăng mức độ biểu hiện của các enzyme chống oxy hóa CAT, SOD 

và GPX phụ thuộc vào nồng độ. Mức độ biểu hiện của gen mã hóa cho CAT 

có ý nghĩa tăng +46 và +75% trong tế bào được ủ với 50 và 100 μg/mL nano 

astaxanthin (hình 3.7). Ở nồng độ 100 μg/mL, nano astaxanthin có ý nghĩa 

tăng mức độ biểu hiện của các gen SOD và GPX lên tương ứng +52 và +45% 

so với đối chứng (hình 3.8 và 3.9).  

                             

Hình 3.7:  Ảnh hưởng của nano astaxanthin đến sự biểu hiện của gen mã hóa 

cho enzyme CAT tham gia vào quá trình chống oxy hóa trong tế bào C6. 

Dữ liệu được biểu thị bằng trung bình ± SD (n = 3). Sự khác biệt đáng khi so 

sánh với nhóm đối chứng, * P <0,05, ** P <0,001. 
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Hình 3.8: Ảnh hưởng của nano astaxanthin đến sự biểu hiện của gen mã hóa 

cho enzyme SOD tham gia vào quá trình chống oxy hóa trong tế bào C6. 

Dữ liệu được biểu thị bằng trung bình ± SD (n = 3). Sự khác biệt đáng khi so 

sánh với nhóm đối chứng, * P <0,05, ** P <0,001. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hình 3.9: Ảnh hưởng của nano astaxanthin đến sự biểu hiện của gen mã hóa 

cho enzyme GPx tham gia vào quá trình chống oxy hóa trong tế bào C6. 

 Dữ liệu được biểu thị bằng trung bình ± SD (n = 3). Sự khác biệt đáng khi so 

sánh với nhóm đối chứng, * P <0,05, ** P <0,001. 

    Các heme chống oxy hóa như Nrf2 (nuclear factor erythroid 2-related 

factor 2) được sử dụng để duy trì sự cân bằng trong quá trình khử - oxy hóa. 

Khi tế bào cân bằng trong quá trình khử - oxy hóa, Nrf2 kết hợp với Keap1 

trong tế bào chất và không hoạt động. Khi bị tổn thương do stress oxy hóa, 
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Nrf2 tự tách khỏi Keap1, di chuyển vào bên trong nhân và phản ứng với ARE, 

dẫn đến điều hòa các enzyme chống oxy hóa HO-1 (mã hóa heme oxygenase 

1) và NQO-1 (mã hóa NAD(P)H quinone dehydrogenase), dẫn đến các tế bào 

được bảo vệ chống lại stress oxy hóa [63]. Nhiều nghiên cứu đã chỉ ra rằng 

biểu hiện nhân Nrf2 có ý nghĩa giảm trong bệnh nhân AD và kết quả phân 

tích meta microarray gần đây đã đã xác định được sự giảm của 31 gen ARE 

trong các bệnh nhân AD [64-66]. Tương tự như vậy, trong các mô hình chuột 

biến đổi gen của AD, việc mất Nrf2 đã được chứng minh là làm tăng mức độ 

Aβ và Tau phosphoryl hóa [67, 68]; tăng kích hoạt thần kinh đệm, các dấu 

hiệu của stress oxy hóa và thoái hóa thần kinh; và làm trầm trọng  hem tình 

trạng suy giảm nhận thức [68, 69]. Trong nghiên cứu này, mức độ mRNA của 

Nrf2 có ý nghĩa tăng phụ thuộc vào nồng độ trong tế bào được ủ với nano 

astaxanthin (hình 3.10). Ở nồng độ 50 và 100 μg/mL, nano astaxanthin có ý 

nghĩa tăng mức độ biểu hiện gen của Nrf2 lên +31 và +57% khi so với đối 

chứng. Tác dụng điều hòa biểu hiện của nano astaxanthin có thể so sánh được 

so với chất chuẩn axit ascorbic (hình 3.10). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hình 3.10: Ảnh hưởng của nano astaxanthin đến sự biểu hiện của gen mã hóa 

cho enzyme Nrf2 tham gia vào quá trình chống oxy hóa trong tế bào C6. 

Dữ liệu được biểu thị bằng trung bình ± SD (n = 3). Sự khác biệt đáng khi so 

sánh với nhóm đối chứng, * P <0,05, ** P <0,001. 

    Từ các kết quả thu được ở trên, có thể thấy rằng tác dụng bảo vệ tế bào 

thần kinh của nano astaxanthin khỏi stress oxy hóa gây ra bởi H2O2 trong tế 

bào C6 là do nano astaxanthin tăng cường mức độ biểu hiện của các enzyme 

chống oxy hóa CAT, SOD, GPX và Nrf2.  
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3.3.2. Nghiên cứu ảnh hưởng của nano astaxanthin đến sự biểu hiện gen 

của các enzyme gây viêm trong tế bào C6 của nano astaxanthin 

    Viêm thần kinh là một cơ chế quan trọng trong phản ứng phòng vệ trước 

các sự kiện gây bệnh, chấn thương và độc tố môi trường, nhưng nó cũng được 

công nhận là tác nhân chính gây ra các bệnh thoái hóa thần kinh và thần kinh 

khác nhau bao gồm bệnh Alzheimer (AD), bệnh Parkinson (PD), bệnh xơ 

cứng teo cơ một bên (ALS), bệnh đa xơ cứng (MS), chấn thương sọ não 

(TBI), chứng mất trí nhớ do HIV và các bệnh prion. Các tế bào thần kinh đệm 

cư trú trong não, chủ yếu là microglia, làm trung gian cho phản ứng miễn dịch 

bẩm sinh và góp phần vào sự tiến triển của bệnh. Microglia được kích hoạt 

tạo ra một số chất trung gian gây viêm và gây độc thần kinh bao gồm bổ thể, 

cytokine, chemokine, axit arachidonic (AA) và các chất chuyển hóa lipid của 

nó cũng như các loại oxy và nitơ phản ứng, một số trong đó góp phần trực 

tiếp gây tổn thương tế bào thần kinh [70]. 

    Tích lũy Aβ là một trong những đặc điểm nổi bật của AD. Aβ có thể 

thúc đẩy bệnh lý bằng cách kích thích viêm thần kinh và giải phóng các 

cytokinase gây viêm, chẳng hạn như yếu tố hoại tử khối u-α (TNF-α), 

interleukin-6 (IL-6), nitric oxide synthase (iNOS) và cyclooxygenase (COX), 

chúng được biết là nguyên nhân gây độc tế bào thần kinh và tử vong [71]. Do 

đó, vai trò của nano astaxanthin trong việc điều hòa biểu hiện của các gen liên 

quan đến quá trình viêm trong tế bào C6 đã được nghiên cứu (hình 3.11- 

3.14). 
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Hình 3.11: Ảnh hưởng của nano astaxanthin đến sự biểu hiện của gen iNOS 

liên quan đến tình trạng viêm ở tế bào C6. 

Dữ liệu được biểu thị dưới dạng trung bình ± SD (n = 3). Sự khác biệt đáng 

kể về mức độ tổn thương tế bào do Aβ25-35 gây ra được ký hiệu là: 

* P<0,05; ** P<0,001. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hình 3.12: Ảnh hưởng của nano astaxanthin đến sự biểu hiện của gen COX 

liên quan đến tình trạng viêm ở tế bào C6.  

Dữ liệu được biểu thị dưới dạng trung bình ± SD (n = 3). Sự khác biệt đáng 

kể về mức độ tổn thương tế bào do Aβ25-35 gây ra được ký hiệu là: 

* P<0,05; ** P<0,001. 



34 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hình 3.13: Ảnh hưởng của nano astaxanthin đến sự biểu hiện của gen TNF-α 

liên quan đến tình trạng viêm ở tế bào C6. 

Dữ liệu được biểu thị dưới dạng trung bình ± SD (n = 3). Sự khác biệt đáng 

kể về mức độ tổn thương tế bào do Aβ25-35 gây ra được ký hiệu là: 

 * P<0,05; ** P<0,001. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hình 3.14: Ảnh hưởng của nano astaxanthin đến sự biểu hiện của gen IL-6 

liên quan đến tình trạng viêm ở tế bào C6.  

Dữ liệu được biểu thị dưới dạng trung bình ± SD (n = 3). Sự khác biệt đáng 

kể về mức độ tổn thương tế bào do Aβ25-35 gây ra được ký hiệu là: 

* P<0,05; ** P<0,001. 
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    Kết quả qPCR cho thấy rằng các tế bào được xử lý với 20 mM Aβ25-35 

dẫn đến tăng đáng kể mức độ mRNA của iNOS, COX, TNF-α và IL-6, trong 

khi tiền xử lý nano astaxanthin ức chế rõ rệt các gen đó theo hướng phụ thuộc 

nồng độ (hình 3.11 - 3.14). Các tế bào được xử lý trước với 100 µg/mL nano 

astaxanthin làm giảm đáng kể mức độ mRNA của iNOS, COX, TNF-α và IL-

6 tương ứng là -37,3%, -48,4%, -55,2% và -52,4% so với nhóm được ủ với 

Aβ25 -35 đơn lẻ. Vì vậy, nano astaxanthin bảo vệ tế bào khỏi quá trình gây độc 

thần kinh thông qua điều hòa biểu hiện các gen tham gia vào quá trình tích lũy 

viêm như iNOS, COX, TNF-α và IL-6. 

3.3.3. Nghiên cứu ảnh hưởng của nano astaxanthin đến sự biểu hiện gen 

mã hóa cho các protein tham gia vào quá trình sinh tổng hợp 

acetylcholine trong tế bào C6 

   Acetylcholine có nguồn gốc từ hai thành phần, choline và một nhóm 

acetyl, nhóm sau có nguồn gốc từ coenzym acetyl-CoA [72]. Choline hiện 

diện tự nhiên trong các loại thực phẩm như lòng đỏ trứng, gan, hạt của nhiều 

loại rau và cây họ đậu. Choline cũng được gan sản xuất tự nhiên. Một khi 

choline lưu thông trong huyết tương, nó có thể dễ dàng vượt qua hàng rào 

máu não và được các đầu dây thần kinh cholinergic hấp thụ thông qua các 

kênh hấp thu phụ thuộc vào natri.  Bước giới hạn tốc độ trong sản xuất 

acetylcholine là sự sẵn có của acetate có nguồn gốc từ acetyl-CoA ty thể và 

choline có nguồn gốc trực tiếp từ huyết tương và từ sự tái hấp thu từ khe hở 

tiếp hợp.  

   Sự tổng hợp acetylcholine xảy ra ở đầu cuối của sợi trục. Choline 

acetyltransferase (ChAT) là enzyme xúc tác phản ứng của choline với acetyl-

CoA để tạo ra phân tử acetylcholine mới. ChAT được tạo ra trong tế bào thần 

kinh (cơ thể) và sau đó được vận chuyển đến đầu sợi trục thông qua vận 

chuyển axoplasmic trong đó các túi chứa đầy các loại protein khác nhau được 

“kết nối” với các sợi Actin trải dài theo chiều dài của tế bào thần kinh để vận 

chuyển. Mặc dù khu trú chủ yếu ở đầu sợi trục, ChAT hiện diện khắp tế bào 

thần kinh [73].  

   Ở đầu sợi trục, acetylcholine mới được hình thành sẽ được đặt trong các 

túi với số lượng rất nhỏ các phân tử tự do vẫn còn tự do trong bào tương. Các 

túi được axit hóa thông qua một bơm phụ thuộc năng lượng (H-ATPase), 

được sử dụng để tạo ra một gradient cho acetylcholine đi vào thông qua chất 
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vận chuyển acetylcholine dạng mụn nước (VAChT), chất này trao đổi một 

proton trong túi cho một phân tử acetylcholine [74].  

    Quá trình tổng hợp, lưu trữ và giải phóng acetylcholine đòi hỏi phải có 

sự biểu hiện của một số protein chuyên biệt, bao gồm choline 

acetyltransferase (ChAT) và chất vận chuyển ACh dạng túi (VAChT). Gen 

VAChT nằm trong intron đầu tiên của gen ChAT. Tổ chức bộ gen độc đáo 

này cho phép kích hoạt phối hợp biểu hiện của hai gen bằng các yếu tố ngoại 

bào. Người ta biết rất ít về các yếu tố làm giảm sự biểu hiện của kiểu hình 

cholinergic. Sự thiếu hụt cholinergic là một trong những đặc điểm chính của 

AD và não AD được đặc trưng bởi sự lắng đọng amyloid bao gồm chủ yếu là 

Aβ peptide. Mặc dù peptide Aβ gây độc thần kinh, nhưng một phần của sự 

thiếu hụt cholinergic trong AD có thể là do sự ức chế các dấu hiệu cholinergic 

trong trường hợp không có tế bào chết.  

    Ở đây, tế bào được xử lý với thuốc galantamine có tác dụng tăng mức 

biểu hiện gen của cả hai gen mã hóa cho ChAT và VAChT khi so sánh với 

đối chứng (hình 3.15, hình 3.16). Nano astaxanthin cũng có tác dụng tương 

tự. Tế bào được ủ với nano astaxanthin ở nồng độ 100 μg/mL có tác dụng 

tăng mức độ mRNA của ChAT và VAChT lên 18 và 39% khi so sánh với đối 

chứng (hình 3.15, 3.16). Kết quả của nghiên cứu này tương tự như các nghiên 

cứu trước đây trong đó fucoxanthin đảo ngược Aβ oligomer gây ra giảm 

ChAT ở vùng hồi hải mã và có thể làm giảm Aβ oligomer gây ra mất tế bào 

thần kinh cholinergic [75]. 
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Hình 3.15: Ảnh hưởng của nano astaxanthin đến sự biểu hiện của gen mã hóa 

cho ChAT tham gia vào quá trình giải phóng acetylcholine trong 

 tế bào C6. 

Dữ liệu được biểu thị bằng trung bình ± SD (n = 3). Sự khác biệt đáng khi so 

sánh với nhóm đối chứng, * P <0,05, ** P <0,001. 

                        

                             

Hình 3.16: Ảnh hưởng của nano astaxanthin đến sự biểu hiện của gen mã hóa 

cho VAChT tham gia vào quá trình giải phóng acetylcholine trong  

tế bào C6. 

Dữ liệu được biểu thị bằng trung bình ± SD (n = 3). Sự khác biệt đáng khi so 

sánh với nhóm đối chứng, * P <0,05, ** P <0,001. 



38 

 

CHƯƠNG 4. KẾT LUẬN VÀ KIẾN NGHỊ 

KẾT LUẬN 

Qua kết quả nghiên cứu được trình bày ở trên, một số kết luận được rút 

ra như sau: 

- Nano astaxanthin không gây độc tế bào u thần kinh đệm của chuột dòng C6 ở 

nồng độ 10-500 µg/mL, giúp làm tăng khả năng hấp thu vào tế bào gấp 35 lần 

so với astaxanthin ở dạng tự nhiên, và ức chế enzyme acetylcholinesterase 

(AChE) với IC50 = 1,66 μmol/L; 

- Nano astaxanthin có khả năng bảo vệ tế bào thần kinh: bảo vệ tế bào C6 khỏi 

tác động độc của yếu tố stress oxy hóa H2O2, và protein Aβ25-35; 

- Dưới tác dụng của nano astaxanthin, các gen mã hóa enzyme liên quan đến 

chống oxy hóa trong tế bào C6 bao gồm CAT, SOD, GPx, Nrf2, chống viêm 

bao gồm iNOS, COX, TNF-α, IL-6 tăng. Đồng thời, nó tăng cường tổng hợp 

acetylcholine thông qua CHAT và VAchT. 

 

KIẾN NGHỊ 

Cần tiếp tục nghiên cứu khả năng bảo vệ thần kinh nano astaxanthin 

trên mô hình in vivo để khẳng định sử dụng chúng làm nguyên liệu cho sản 

xuất thực phẩm bảo vệ sức khỏe (có tác dụng sinh dược bảo vệ thần kinh) cho 

con người. 
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