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MỞ ĐẦU 

1. Lý do chọn đề tài 

Trọng lực ở Trái Đất luôn giữ ở mức độ ổn định, các sinh vật tồn tại trên Trái 

Đất đã thích nghi với trọng lực nên sự thay đổi của trọng lực dẫn đến những tác 

động trên tất cả các sinh vật và con người. Trong quá trình tiến hoá, cơ thể sống đã 

phát triển các hệ thống hỗ trợ như cấu trúc vận động được hỗ trợ thích hợp, màng tế 

bào trở nên cứng chắc, điều hòa các chất lỏng di chuyển trong cơ thể. Tuy nhiên, 

trọng lực có thể ảnh hưởng sâu hơn đến cả hoạt động và cấu trúc trong tế bào. Các 

nghiên cứu về ảnh hưởng của vi trọng lực trên sinh vật được phát triển ở thế kỉ 20 

trong các chuyến bay vào không gian cùng các mô hình thí nghiệm được mang 

theo. Tuy nhiên chi phí đắt đỏ đã giới hạn rất nhiều các nghiên cứu này.  

Nhiều mô hình thí nghiệm mô phỏng điều kiện vi trọng lực đã được tạo ra 

như hệ thống 2-D clinostat, hệ thống 3-D clinostat, máy định vị vị trí ngẫu nhiên 

(RPM-Random Positioning Machine). Trong đó mô hình quay 3D (3-D clinostat) 

được sử dụng để loại bỏ yếu tố trọng lực. Mô hình này đã được sử dụng nhiều cho 

các nghiên cứu về điều kiện không trọng lực tác động lên các dòng tế bào và để 

nghiên cứu sâu hơn về cơ chế tác động của trọng lực lên hệ thống sống. 3-D 

clinostat là một thiết bị tạo ra lực g đa chiều và hủy bỏ trọng lực tích lũy, do đó mô 

phỏng hiệu quả các khía cạnh nhất định của trọng lực. Sử dụng các thiết bị như vậy, 

các thí nghiệm được thực hiện theo hướng tác động của vi trọng lực với nhiều hoạt 

động của tế bào. Các nghiên cứu từ các mô phỏng của vi trọng lực trên mặt đất đã 

chỉ ra rằng nhiều loại tế bào, từ vi khuẩn đến tế bào động vật có vú rất nhạy cảm đối 

với môi trường vi trọng lực, bao gồm tăng sinh tế bào, chu kỳ tế bào, biệt hóa tế 

bào, apoptosis, toàn vẹn bộ gene và sửa chữa tổn thương DNA. 

Các nghiên cứu trước đây cho thấy điều kiện vi trọng lực gây ra sự ức chế 

tăng sinh của một số dòng tế bào như tế bào tiền thân tạo máu của người, tế bào gốc 

trung mô tủy xương và tế bào gốc trung mô chuột. Hơn nữa, sự tái tạo tubulin đã 

xảy ra trong các tế bào nội mô dưới vi trọng lực. Sự tổ chức lại F-actin gây ra ức 

chế sự di chuyển của các tế bào gốc trung mô của chuột do vi trọng lực mô phỏng. 

Vi trọng lực mô phỏng cũng ảnh hưởng đến gan chuột bằng cách thay đổi sự trao 

đổi chất của Loureirin B và sự biểu hiện của Cytochrome P450 chính. 

Gan là một trong những cơ quan lớn nhất trong cơ thể con người. Nó đóng 

một vai trò quan trọng trong quá trình chuyển hóa carbohydrate, protein và lipid. Tế 

bào gan chiếm khoảng 80% thể tích gan. Cho đến nay đã có rất nhiều các công trình 

nghiên cứu về các hoạt động và chức năng của tế bào gan. Hầu hết các nghiên cứu 

thường được thực hiện trên tế bào gan Chang, là dòng tế bào đã được thương mại 
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hoá và đã được nghiên cứu cho thấy có các đặc điểm sinh học và chức năng tương 

tự như các tế bào gan bình thường. Tuy nhiên, các nghiên về tác động của vi trọng 

lực mô phỏng lên sự tăng sinh, sự hình thành cấu trúc khung xương của tế bào gan 

người cho đến nay vẫn chưa được đặc trưng và rõ ràng. Việc nghiên cứu sự thay đổi 

tăng sinh và cấu trúc khung xương của tế bào gan Chang trong điều kiện vi trọng 

lực mô phỏng là cần thiết trong bối cảnh ngày càng có nhiều nghiên cứu về tác động 

của vi trọng lực lên cơ thể sinh học. Với sự phát triển của công nghệ không gian, 

việc hiểu rõ tác động của vi trọng lực lên các tế bào, đặc biệt là tế bào gan, trở nên 

ngày càng quan trọng, đặc biệt trong bối cảnh chuẩn bị cho các sứ mệnh không gian 

dài ngày. Hiểu rõ cơ chế tác động của vi trọng lực lên tế bào gan có thể giúp chúng 

ta tìm ra những phương pháp điều trị hiệu quả hơn cho các bệnh liên quan đến gan, 

hoặc thậm chí phát triển các liệu pháp mới dựa trên cơ chế này. 

Do đó, chúng tôi tiến hành thực hiện đề tài: “Nghiên cứu sự thay đổi tăng 

sinh và cấu trúc khung xương tế bào gan Chang (CCL-13) trong điều kiện vi 

trọng lực mô phỏng” nhằm cung cấp dẫn chứng khoa học về mức độ ảnh hưởng 

của vi trọng lực mô phỏng lên sự thay đổi tăng sinh và cấu trúc khung xương của tế 

bào. Trên cơ sở đó các nhà khoa học có thể nghiên cứu sâu hơn để đưa ra các giải 

pháp khắc phục ảnh hưởng của vi trọng lực lên con người cũng như các loài sinh 

vật. 

2. Mục tiêu nghiên cứu 

Đánh giá ảnh hưởng của vi trọng lực mô phỏng đến sự tăng sinh và tạo 

khung xương của tế bào gan Chang (CCL-13) dựa trên các đặc điểm như khả năng 

sống, chu kỳ tế bào, sự biểu hiện các gene điều hòa chu kỳ tế bào, sự thay đổi hình 

thái nhân, quá trình apoptosis và đặc biệt là sự tổ chức các bó vi ống và vi sợi bằng 

hệ thống 3-D clinostat. 

3. Nội dung nghiên cứu 

Nội dung 1: Đánh giá khả năng tăng sinh của tế bào gan Chang (CCL-13) 

trong điều kiện vi trọng lực mô phỏng (3-D clinostat).  

Nội dung 2: Đánh giá sự chết theo chương trình (apotosis) của tế bào gan 

Chang (CCL-13) được nuôi cấy trong điều kiện vi trọng lực mô phỏng (3-D 

clinostat). 

Nội dung 3: Đánh giá sự thay đổi cấu trúc khung xương tế bào gan Chang 

(CCL-13) trong điều kiện vi trọng lực mô phỏng (3-D clinostat). 

4. Cơ sở khoa học và thực tiễn của đề tài 

Cơ sở khoa học: Việc nghiên cứu về cơ chế tác động của vi trọng lực gây ra 

các thay đổi bất thường đối với một số quá trình sinh lý của mô và cơ thể là điều 
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cần thiết và có tính thời sự trong thời đại phát triển của khoa học vũ trụ. Nghiên cứu 

này sẽ cung cấp những hiểu biết sâu sắc về sự thay đổi trong cấu trúc khung xương 

tế bào và khả năng tăng sinh của tế bào gan Chang (CCL-13) trong điều kiện vi 

trọng lực mô phỏng. Đây là một bước tiến quan trọng trong việc hiểu rõ cơ chế 

phân tử của sự thích nghi và thay đổi của tế bào trong môi trường vi trọng lực. 

Những phát hiện từ nghiên cứu này có thể mở ra những hướng nghiên cứu mới 

trong lĩnh vực y học vũ trụ và sinh học tế bào. Nghiên cứu này thực hiện góp phần 

chứng minh được sự tác động có tính bất lợi của điều kiện môi trường vi trọng lực, 

làm giảm quá trình tăng sinh và suy yếu cấu trúc khung xương tế bào gan. 

Cơ sở thực tiễn: Kết quả nghiên cứu góp phần tham gia vào Chương trình 

nghiên cứu phát triển và ứng dụng khoa học và công nghệ vũ trụ (mã 

số: KC. 13/21-30), nghiên cứu là tiền đề cơ bản cho các thử nghiệm lâm sàng, từ đó 

có thể góp phần dự đoán các rủi ro cũng như đề xuất các phương án khắc phục 

nhằm bảo vệ sức khỏe, xây dựng các biện pháp phòng ngừa và điều trị các bệnh lí 

liên quan đến tác động của vi trọng lực lên cơ thể người đối với các phi hành gia 

thực hiện công tác ngoài vũ trụ. Ngoài ra, nghiên cứu còn có thể góp phần vào việc 

phát triển các ứng dụng công nghệ sinh học trong môi trường vi trọng lực, mở ra 

các cơ hội trong sản xuất dược phẩm hoặc nuôi cấy tế bào trong không gian. 

5. Những đóng góp mới của luận án 

Điều kiện vi trọng lực mô phỏng bằng hệ thống 3-D clinostat đã ức chế khả 

năng tăng sinh tế bào gan Chang (CCl-13) thông qua giảm biểu hiện các gen kiểm 

soát chu kỳ tế bào và các gene liên quan bộ khung xương tế bào sau 72 giờ khảo sát. 

Trên cơ sở đó các nhà khoa học có thể nghiên cứu sâu hơn để đưa ra các giải pháp 

khắc phục các hạn chế và ảnh hưởng của vi trọng lực lên con người cũng như các 

loài sinh vật. Các nghiên cứu này không chỉ có giá trị trong việc bảo vệ sức khỏe 

của các phi hành gia mà còn góp phần mở ra các hướng nghiên cứu mới trong y 

học, sinh học tế bào và ứng dụng công nghệ sinh học trong môi trường vi trọng lực. 

Sự bùng nổ của các sứ mệnh không gian và kế hoạch khám phá sâu hơn vũ trụ 

khiến cho việc nghiên cứu này càng thêm thời sự và cấp bách. đóng góp vào việc 

mở rộng kiến thức về công nghệ sinh học tế bào (cấu trúc vi ống, vi sợi,...) mà còn 

có tiềm năng ứng dụng rất lớn trong nhiều lĩnh vực khác nhau, đặc biệt là y học và 

hàng không vũ trụ. 
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Chương 1. TỔNG QUAN NGHIÊN CỨU 

1.1. Tổng quan về vi trọng lực 

1.1.1.   Giới thiệu chung về vi trọng lực  

Tất cả các sinh vật trên trái đất đều chịu tác động của trọng lực. Trọng lực 

của trái đất luôn tác động đến tất cả các hoạt động vật lí và sinh học trong toàn bộ 

quá trình tăng trưởng, phát triển của mọi sinh vật sống. Trọng lực đóng vai trò quan 

trọng trong suốt quá trình tiến hóa về hình dạng của sinh vật kể từ khi sinh vật di 

chuyển từ dưới nước lên trên cạn. Ngay cả khi, trong một khoảng thời gian trọng 

lực cũng ảnh hưởng đến chọn lọc tự nhiên bằng cách giới hạn kích thước cơ thể 

sinh vật trong khoảng cho phép. Để chống lại tác động của trọng lực, cơ thể sống 

cần phải phát triển các hệ thống như cấu trúc vận động, màng tế bào trở nên bền 

chắc, điều hòa dòng chảy của chất lỏng trong cơ thể. Tuy nhiên, trọng lực có thể 

ảnh hưởng một cách sâu sắc hơn đến cả hành vi và cấu trúc trong tế bào [1, 2]. 

Trên Trái đất, các điều kiện vi trọng lực thực sự có thể được tạo ra do rơi tự 

do từ tháp thả hoặc bằng các chuyến bay parabol của máy bay. Tuy nhiên, thời gian 

quá ngắn để thực vật hoặc tế bào thể hiện rõ ràng thay đổi trong tăng trưởng và phát 

triển. Môi trường vi trọng lực mô phỏng được tạo ra trên Trái đất bằng thiết bị 

clinostat không bị hạn chế về thời gian. Clinostat có thể quay chậm hoặc quay 

nhanh với một hoặc hai trục với vận tốc góc không đổi (2 vòng/phút).  Đối với nuôi 

cấy tế bào huyền phù trong điều kiện vi trọng lực bằng cách sử dụng clinostat, xoay 

một hộp đựng mẫu chứa đầy chất lỏng với vận tốc không đổi. Sau một thời gian 

ngắn, tốc độ quay của các hộp đựng mẫu dừng lại, các hạt lơ lửng trong hộp phân 

phối ngẫu nhiên theo vòng tròn nhỏ.  

Các nghiên cứu mô phỏng về điều kiện vi trọng lực (microgravity) nhằm 

thay thế môi trường không trọng lực trong không gian (các dự án nghiên cứu về sự 

sống trên không gian), hay điều kiện siêu trọng lực (hypergravity) (ly tâm) xác định 

được mức độ ảnh hưởng của trọng lực lên các quá trình sinh học, các hoạt động và 

các cơ chế trao đổi chất của các sinh vật. Tuy nhiên, các kết quả mà chúng ta có 

được về sự tác động của môi trường không trọng lực từ các thí nghiệm trong không 

gian còn rất hạn chế, chi phí này cũng rất tốn kém. Vì thế, các nhà khoa học đã 

nghiên cứu và thiết lập ra các mô hình nuôi cấy tế bào và các sinh vật trong điều 

kiện không trọng lực mô phỏng trên trái đất đất nhằm nghiên cứu sâu hơn về các tác 

động của môi trường vi trọng lực lên các hoạt động sống của sinh vật.  

Hiện nay, nhiều trang thiết bị được thiết kế nhằm mô phỏng các trạng thái vi 

trọng lực khác nhau. Một số thiết bị được sử dụng phổ biến có thể kể đến như tháp 

rơi (drop tower), 2-D clinostat, buồng quay (RWV), máy định vị ngẫu nhiên (RPM) 
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hay 3-D clinosat,... Trong số đó, máy định vị ngẫu nhiên hay 3-D clinostat là thiết 

bị được sử dụng phổ biến để đánh giá khả năng tác động của vi trọng lực mô phỏng 

lên các tế bào trong hàng giờ.  

Thuật ngữ “vi trọng lực mô phỏng” (SMG: simulated microgravity) được áp 

dụng đối với các thí nghiệm, bao gồm các thông số tạo ra sự mô phỏng (kích thước, 

hình dạng các buồng chứa mẫu, tốc độ quay hay đường kính trục quay, chế độ hoạt 

động...). Hơn nữa, thuật ngữ “vi trọng lực” được sử dụng đối với các điều kiện vi 

trọng lực thực sự trên trạm không gian quốc tế (ISS: International Space Station) hay 

các chuyến bay parabol. Đồng thời, thuật ngữ “vi trọng lực” này còn được sử dụng để 

chỉ các mức độ g khác nhau, từ khoảng 10-6 g cho tới 1 g [3]. 

1.1.2.   Các hệ thống mô phỏng điều kiện vi trọng lực  

Nhiều mô hình thí nghiệm để nghiên cứu được thiết lập và phát triển để mô 

phỏng điều kiện vi trọng lực. Các mô hình được sử dụng để đánh giá mức độ ảnh 

hưởng của của điều kiện không trọng lực lên hệ thống sinh học của sinh vật trên trái 

đất. 3 hệ thống mô phỏng phổ biến được sử dụng là: 

- Clinostat với 1 trục hoặc 2 trục (2-D, 3-D clinostats) 

- Buồng quay (RWV: Rotating wall vessel) 

- Hệ thống máy định vị trí ngẫu nhiên (RPM: Random positioning machine)  

Hệ thống Clinostat: 

Tất cả các dạng clinostat đều có một dạng phổ biến là mẫu chứa trong hệ 

thống nằm quay vuông góc với trường trọng lực để cản trở sự việc nhận biết vector 

gia tốc trọng trường của một hệ thống sinh học (Hình 1.1). Clinostat với một trục 

quay được gọi là 2-D clinostat (Hình 1.2).  

  
Hình 1.1. Nguyên lý hoạt động của hệ thống 2-D clinostat [4] 

a: Các phần tử lắng dưới trọng lực 1g của trái đất; b: Trong điều kiện vi trọng lực 

thực, các phần tử mất quá trình lắng; c: Ở một tốc quay xác định, không có sự 

chuyển động nào của các phần tử liên quan đến vector trọng lực, các phần tử này 

chỉ chuyển động quanh bản thân chúng, do đó các phần tử này đang nằm trong 

trạng thái vi trọng lực mô phỏng. 
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Hình 1.2. Mô hình 2-D clinostat [5] 

Trong khi đó ở 3-D clinostat, có một trục thứ hai được lặp đặt vuông góc với 

trục đầu tiên, vận hành với một tốc độ và sự định hướng ổn định. Nếu tốc độ và 

hướng quay được thay đổi ngẫu nhiên trong quá trình vận hành, thì hệ thống mô 

phỏng đó được gọi là máy định vị trí ngẫu nhiên. Những clinostat đầu tiên có tốc độ 

quay chậm từ 1-10 vòng/phút. Sự quay chậm này có khả năng ngăn cản những đáp 

ứng tăng trưởng được kích hoạt bởi trọng lực [5, 6].  

Khái niệm về clinostat quay nhanh (fast rotating clinostat) được sử dụng với 

mục đích nghiên cứu tế bào [7], hay các sinh vật nhỏ và thực vật, được Wolfgang 

Briegleb giới thiệu vào những năm 1950. Sự quay nhanh và ổn định của hệ thống sẽ 

ngăn cản quá trình lắng của mẫu nghiên cứu. Việc quan sát sự chuyển động của các 

phần tử nằm ở vùng lân cận trong ống trục hay buồng quay cho thấy các phần tử 

này chịu một lực làm chúng di chuyển theo một con đường xoay vòng. Đường kính 

các vòng này càng giảm thì tốc độ quay càng tăng, cuối cùng chúng sẽ tiến tới một 

giai đoạn mà ở đó các chuyển động được cảm ứng bởi trọng lực có thể được loại bỏ. 

Do đó, một tế bào có thể quay quanh trục của nó và được bao quanh bởi một lớp 

chất lỏng [8]. Từ nguyên lý cơ bản này, nhiều hệ thống clinostat được phát triển với 

nhiều hệ thống hỗ trợ như hệ thống kính hiển vi quan sát (Clinostat Microscope), hệ 

thống hỗ trợ đo động lực trực tuyến (Photomultiplier Clinostat), hệ thống cố định 

trong quá trình quay (Pipette Clinostat), hệ thống nghiên cứu điều kiện ngập chìm 

(Submersed clinostat), hệ thống nuôi tế bào bám dính… [9]. 

Hệ thống buồng quay (RWV): 

Buồng quay hay hệ thống bioreactor quay (được phát triển bởi NASA) được 

thiết kế để nuôi cấy tế bào [10] và các sinh vật thủy sinh như trứng hay phôi cá [11, 

12]. Các đối tượng được giữ trong dịch nuôi cấy, trong khi chúng chuyển động rơi 

liên tục trong hệ thống. Hệ thống nuôi cấy ngập chìm phổ biến hiện nay được thiết 

kế bởi Trung tâm nghiên cứu không gian của Đức [13], hệ thống này được sử dụng 
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để nghiên cứu quá trình phát triển của cá trong trạng thái vi trọng lực mô phỏng. 

Hình 1.3 mô tả cấu trúc cơ bản của một buồng quay theo nghiên cứu của Becker và 

Souza năm 2013 [14]. 

a. Có trọng lực (1g)    b. Vi trọng lực (g) 

Hình 1.3. Buồng quay (RWV)  

(NASA – http://www.nasa.gov/missions/science/f_spacecells.html) 

Hệ thống máy định vị trí ngẫu nhiên (RPM): 

Có giả thiết cho rằng chất lượng của việc mô phỏng vi trọng lực đối với các 

mẫu lớn hơn có thể được tăng cường bằng việc quay mẫu quanh hai trục. Hệ thống 

này được phát triển đầu tiên ở Nhật Bản và Hà Lan [15]. Hệ thống này có hai trục 

quay độc lập nhau. Trong trường hợp cả hai trục đều quay với một tốc độ và hướng 

ổn định, chúng được gọi là clinostat 3-D. Nếu cả hai trục được vận hành với tốc độ 

và hướng ngẫu nhiên thì chúng được gọi là máy định vị trí ngẫu nhiên (random 

positioning machine-RPM) (Hình 1.4) [16].  

Hình 1.4. Máy định vị trí ngẫu nhiên (RPM) [25] 

Lúc đầu, việc sử dụng máy định vị ngẫu nhiên để tạo điều kiện vi trọng lực 

cho các tế bào động vật có vú còn bị hạn chế do các tế bào động vật có vú rất nhạy 

cảm với sự biến động nhiệt độ vì thế chúng cần phải được nuôi cấy trong các tủ 

nuôi có thể điều chỉnh nhiệt độ. Sau đó, các nhà khoa học đã dùng một cách tiếp cận 

khác nhằm làm giảm bớt các hạn chế như thu nhỏ kích thước của máy định vị ngẫu 

http://www.nasa.gov/missions/science/f_spacecells.html
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nhiên (kích thước tối đa khoảng 50 × 50 × 50 cm) giúp phù hợp hơn với tủ nuôi cấy 

tế bào thông thường [17].  

Hệ thống mô phỏng vi trọng lực 3-D clinostat: 

3-D clinostat là một mô phỏng vi trọng lực dựa trên nguyên tắc vector trọng 

lực trung bình. Trọng lực là một vector vì nó có độ lớn và hướng. Trong quá trình 

chạy thử nghiệm 3-D clinostat hai trục, vị trí mẫu có liên quan đến hướng vector 

trọng lực Trái đất và không ngừng thay đổi. Trong clinostat, mô phỏng vi trọng lực 

có được bằng cách thay đổi định hướng ngẫu nhiên liên tục để vector trọng lực 

tương đối. Vector trọng lực được tạo ra bởi sự kết hợp của hai chuyển động khác 

nhau có thể mô phỏng kết quả tương đương với tác động của trọng lực thực sự. 

Trọng lực mô phỏng trong clinostat phụ thuộc vào tốc độ và khoảng cách của mẫu 

đến tâm quay. Nuôi cấy tế bào được đặt trong một mô-đun quay của clinostat và 

quay 2-3 vòng/phút. Sau đó, clinostat chạy trong một khoảng thời gian xác định (vài 

giờ đến vài ngày). Các mẫu nuôi cấy được loại bỏ và thử nghiệm cho các đặc tính 

như sự phát triển của tế bào, kích thước và hình dạng, sự phân bố của các thụ thể, 

tính toàn vẹn của tế bào học hoặc biểu hiện gen. 

3-D clinostat được phát triển bởi Trung tâm Trọng lực/PUCRS, Brazil, có hai 

trục quay (mỗi trục dài 100mm), trong đó bốn mẫu có thể được gắn vào từng trục và 

thử nghiệm cùng lúc. Tốc độ quay của cả hai trục cố định ở 1,6 vòng/phút, tương 

đương với 0,00168 Gy/s (vận tốc góc). 3-D clinostat được cài sẵn phần mềm 

SolidWorks. Phần bên trong của 3-D clinostat là cấu trúc hình chữ nhật 288 × 209 

mm. Hai hộp đựng mẫu làm bằng nylon. Bốn giá đỡ làm bằng ống nhựa PVC 

32mm, mỗi giá đỡ đều có 4 màn hình bao quanh trục quay. Do đó, tám mẫu nuôi 

cấy tế bào đều được tiếp xúc với mô phỏng vi trọng lực cùng lúc. Cấu trúc bên 

ngoài clinostat có hình chữ V lộn ngược với kích thước 383,5 × 220mm. Khoảng 

cách giữa tâm của buồng khuếch tán vi trọng lực và tâm của trục quay là 25,5mm 

(Hình 1.5). 

Hình 1.5. Hệ thống 3-D clinostat [26] 
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Đối với các chuyển động quay, hai động cơ DC 3,8 vòng, 24V đã được sử 

dụng. Những động cơ này kết hợp với các hệ thống bánh răng. Để cung cấp một 

chuyển động quay vòng của toàn bộ cấu trúc bên trong, một hệ thống vành đai ròng 

rọc được sử dụng để chuyển chuyển động quay từ động cơ được đặt bên dưới cấu 

trúc bên ngoài. Đối với chuyển động quay của mẫu, một hệ thống vành đai ròng rọc 

khác được sử dụng với cả hai trục quay được gắn với ròng rọc và sau đó, thông qua 

hai vành đai, được quay bằng cùng một ròng rọc trên trục động cơ. 3-D clinostat sử 

dụng nguồn cung cấp năng lượng tự chuyển đổi 12V, 1,5A. Động cơ quay được kết 

nối trực tiếp với nguồn điện [18]. 

Hiện nay hệ thống này được sử dụng rộng rãi cho các thí nghiệm mô phỏng 

vi trọng lực trên mặt đất. Trong nghiên cứu này, hệ thống 3-D clinostat được sử 

dụng để mô phỏng vi trọng lực trên mặt đất (Hình 1.6). Thiết bị này được đặt trong 

tủ nuôi cấy chứa 5% CO2 và nhiệt độ được điều chỉnh 37oC để tạo điều kiện tối ưu 

cho các tế bào tăng sinh và phát triển bình thường. Hệ thống với 2 trục quay độc lập 

nhau, khi hoạt động sẽ phân tán hướng vecto trọng lực liên tục làm mất tác động 

của trọng lực lên mẫu. 

  

Hình 1.6. Thiết bị 3-D clinostat Gravity Controller Gravite 

(NASA – http://www.nasa.gov/missions/science/f_spacecells.html) 

Các mô hình 2-D clinostat, 3-D clinostat hay RPM có thể mô phỏng điều kiện 

vi trọng lực rất tốt cho việc nghiên cứu tế bào động vật ở dạng huyền phù [19]. Tuy 

nhiên một số thông số trong hệ thống này cần được điều chỉnh như sự hệ thống kết 

nối mẫu, gradient gia tốc g… [20]. 

2-D clinostat là mô hình mô phỏng vi trọng lực phù hợp với nuôi cấy tế bào 

huyền phù. Các nghiên cứu với tế bào huyền phù trong mô hình RPM vẫn đang 

được nghiên cứu. Nuôi cấy tế bào trong điều kiện 3-D có thể được thực hiện bằng 

mô hình RPM hoặc 3-D clinostat, đây là những mô hình cung cấp nhiều thông số 

cho nghiên cứu trong lĩnh vực kỹ nghệ mô. 

http://www.nasa.gov/missions/science/f_spacecells.html


 

 

10 

1.1.3. Các nghiên cứu về vi trọng lực  

Nhiều nghiên cứu của các nhà khoa học trên thế giới đã được thực hiện và 

đều cho thấy mức độ ảnh hưởng rõ rệt của điều kiện vi trọng lực đến sự tăng sinh tế 

bào, sự phân bố chu kỳ tế bào, các quá trình biệt hóa tế bào, bám dính tế bào, 

apoptosis, toàn vẹn bộ gene và sửa chữa tổn thương DNA của các tế bào, mô ở 

động vật và người.  

Điều kiện vi trọng lực (SMG) đã làm thay đổi tỉ lệ tăng sinh và tách rời tế 

bào phôi chuột (mES) [21]. Chức năng tế bào miễn dịch cũng bị ảnh hưởng nghiêm 

trọng bởi môi trường SMG, điều này cho thấy các con đường dẫn truyền tín hiệu tế 

bào trong các tế bào của hệ thống miễn dịch phụ thuộc vào sự tồn tại của trọng lực. 

Ngoài ra, sự phát triển của nguyên bào xương bị giảm, khả năng được kích hoạt để 

phát triển bị thay đổi đáng kể trong điều kiện vi trọng lực [22]. Các tế bào tủy 

xương cũng được nuôi bởi vi trọng lực mô phỏng và cho thấy rõ sự thay đổi hình 

thái tế bào, quá trình trao đổi chất làm tăng các phản ứng oxy hoá và làm giảm tốc 

độ tăng sinh của tế bào [23]. 

Các nghiên cứu trên tế bào gốc dưới điều kiện vi trọng lực ngoài không gian 

và vi trọng lực mô phỏng trên mặt đất cũng đã chứng minh rằng trọng lực yếu tố vi 

trọng lực ảnh hưởng mạnh đến mor-phology, tăng sinh, phân biệt và truyền tín hiệu 

trong các tế bào [24]. Đồng thời, vi trọng lực gây ra thay đổi hình thái tế bào và 

thay đổi vi ống, thúc đẩy phản ứng apoptotic thông qua điều chế kết hợp các phản 

ứng apoptosis ở các con đường Uev1A/TICAM/TRAF/NF B và p53/PCNA‐ và 

ATM/ATR Chk1 của tế bào [25]. Vi trọng lực phá vỡ các quá trình trùng hợp và 

khử polymer của các polymer cytoskeleton chính, do đó ảnh hưởng trực tiếp đến sự 

truyền tín hiệu, tổng hợp và bài tiết các cytokine và biểu hiện gene, cuối cùng có thể 

dẫn đến quá trình apoptosis [26]. Ngoài ra, trên các tế bào thần kinh đệm, vi trọng 

lực mô phỏng cũng ảnh hưởng đến khả năng sống của tế bào và giảm sự biểu hiện 

các gene Bcl-2 và Bax trong trong quá trình apoptosis [27]. 

Các tế bào gan chuột khi được nuôi cấy trong điều kiện SMG cũng đã làm 

thay đổi sự trao đổi chất của Loureirin B và sự biểu hiện của Cytochrome P450 

chính [28]. Ngoài ra vi trọng lực còn gây ra rối loạn điều hòa lipid trong gan chuột 

[29].  

Ở Việt Nam cũng đã có các nghiên cứu về sự ảnh hưởng của môi trường vi 

trọng lực mô phỏng (SMG) 3-D clinostat đến khả năng tăng sinh, chu kỳ tế bào, quá 

trình apoptosis, bô khung xương tế bào của các loại tế bào động vật và người. Trong 

điều kiện SMG đã làm giảm diện tích tế bào nguyên bào sợi phôi chuột (MEFs); 

Cường độ hạt nhân của MEFs biểu hiện cao hơn; tỉ lệ tế bào MEFs ở pha G0/G1 
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giảm, tỉ lệ tế bào pha S và pha G2/M lại tăng; giảm đường kính của các bó sợi Actin 

của MEFs [30]. Đối với tế bào hạt của buồng trứng ở lợn (pGC), điều kiện SMG đã 

làm ức chế khả năng tăng sinh của tế bào; giảm mật độ tế bào; tỉ lệ tế bào pGC tăng 

lên trong pha G0/G1 và giảm trong pha S và G2/M; giảm sự biểu hiện phiên mã và 

dịch mã ở các gene cyclin D1, cdk4 và cdk6 điều hoà chu kỳ tế bào pGC [31]. 

Ngoài ra, dưới tác động của vi trọng lực mô phỏng cũng làm giảm khả năng tăng 

sinh của tế bào gốc trung mô dây rốn người (hucMSCs); tỉ lệ tế bào hucMSC trong 

pha G0/G1 tăng cao; giảm biểu hiện gene và các protein cyclin A1 và A2, cdk4 và 

cdk6 điều hoà chu kỳ tê bào; cường độ hạt nhân của các tế bào hucMSC giảm thấp 

hơn; giảm biểu hiện của các gene β-actin và α-tubulin tham gia hình thành cấu trúc 

khung xương của tế bào và đã tạo ra sự sắp xếp lại các vi ống và vi sợi trong tế bào 

hucMSC [32]. 

1.2. Giới thiệu chung về gan 

1.2.1. Cấu trúc của gan 

Gan là một cơ quan của các động vật có xương sống. Cơ quan này trong cơ 

thể có vai trò quan trọng trong quá trình chuyển hoá các chất và một số chức năng 

khác như dự trữ glycogen, tổng hợp protein huyết tương và thải độc. Gan là cơ quan 

lớn nhất của cơ thể người, gan sản xuất dịch mật, một dịch thể quan trọng trong quá 

trình tiêu hoá, làm tăng khả năng hoà tan mỡ. Nhiệm vụ quan trọng nhất của gan là 

giảm và loại bỏ chất độc có trong máu. Gan vừa là tuyến ngoại tiết vừa là tuyến nội 

tiết kiểu lưới. Gan là một trong những nội tạng của cơ thể có khả năng tái tạo lại 

lượng nhu mô bị mất [33].  

Gan nhận một nguồn cung cấp máu kép từ động mạch gan và tĩnh mạch cửa, 

20% lưu lượng máu giàu oxy từ động mạch gan và 80% máu giàu chất dinh dưỡng 

từ tĩnh mạch cửa. 

Về cấu trúc giải phẫu, gan có thể được chia thành 1 số tiểu thuỳ có kích 

thước và số lượng thay đổi theo các loài. Ở gan người được chia làm 4 thuỳ. Nhìn 

từ mặt trước, dây chằng kiềm của gan chia gan thành 2 phần: Thuỳ gan phải và thuỳ 

gan trái.  

Phần lớn các tế bào trong gan là tế bào gan, chiếm hai phần ba khối lượng 

của gan. Các tế bào còn lại là tế bào Kupffer, tế bào sao, tế bào nội mô, tế bào mạch 

máu, tế bào ống mật và các cấu trúc hỗ trợ. Tế bào gan có 2 cực khác nhau. Một cực 

của tế bào gan lót khoang Disse và một cực tạo thành màng của tiểu quản mật, qua 

đó các thành phần của mật được tiết ra (hình 1.7). 
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Hình 1.7. Các loại tế bào trong mô gan [34] 

1.2.2. Chức năng của gan 

Gan thực hiện nhiều chức năng quan trọng khác nhau trong cân bằng nội mô 

và sức khỏe. Các chức năng này bao gồm tổng hợp hầu hết các protein cần thiết 

trong huyết thanh (albumin, protein vận chuyển, các yếu tố đông máu, yếu tố kích 

thích tăng trưởng và nội tiết tố), sản xuất và tiết mật cũng như các chất vận chuyển 

mật (acid mật, cholesterol, lecithin, phospholipid), điều hòa các chất dinh dưỡng 

(glucose, glycogen, chất béo, cholesterol, acid amin), chuyển hóa và kết hợp các 

hợp chất tan trong mỡ (bilirubin, anion, cation, thuốc) sau đó tiết qua mật và nước 

tiểu. Một số xét nghiệm thường được sử dụng để đánh giá các chức năng này như 

nồng độ bilirubin huyết thanh (xét nghiệm phản ánh sự kết hợp và tiết ở gan), nồng 

độ albumin huyết thanh và prothrombin time phản ánh chức năng tổng hợp protein 

[34]. 

1.2.3. Tế bào gan Chang (CCL-13) 

Dòng tế bào được gọi là tế bào “Chang liver” hay còn gọi là tế bào gan 

Chang bắt nguồn từ sinh thiết của một bệnh nhân trong một cuộc phẫu thuật mở 

bụng thăm dò vào đầu những năm 1950. Thông tin về bệnh nhân cung cấp dòng tế  

bào gan Chang được lấy thì rất ít: Theo Dr. Chang “Vì mục tiêu chỉ đơn thuần là 

thu được đủ số lượng tế bào hỗ trợ sự phát triển của một số loại virus đang được 

nghiên cứu, nên không có nỗ lực nào được thực hiện để ghi lại giới tính, chủng tộc, 

tuổi tác và chẩn đoán y tế của người hiến tặng mô”. 

Dòng tế bào “Chang Liver” đã được gửi tại ATCC (American Type Culture 

Collection) vào tháng 12 năm 1962 (danh mục ATCC® # CCL-13™). “Chang 

Liver” đã được ký gửi để phân phối cho các nhà khoa học khác, những người đang 
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nghiên cứu riêng của họ, đang cần một mô hình in vitro “gan bình thường” bất tử, 

một loại hàng hóa rất hiếm trong những năm đầu tiên khi các kỹ thuật nuôi cấy tế 

bào đang được phát minh và thực hiện [35]. Dòng tế bào gan Chang có đặc điểm 

như tế bào gan bình thường.  

Trong những năm gần đây, dòng tế bào gan Chang (CCL-13 của ATCC: 

American Type Culture Collection) đã được sử dụng rộng rãi như một mô hình tế 

bào gan bình thường của con người trong nhiều nghiên cứu in vitro khác nhau, 

ATCC tiếp tục bán tế bào “gan Chang” theo số danh mục ban đầu (hình 1.8) [18].  

 

Hình 1.8. Tế bào gan Chang (JCRB9066: Changliver (08242001) 

(https://cellbank.nibiohn.go.jp/legacy/pictures/clp04574.jpg) 

https://cellbank.nibiohn.go.jp/legacy/pictures/clp04574.jpg
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Việc sử dụng các tế bào gan nguyên phát trong nghiên cứu có thể gặp vấn đề 

do tính sẵn có không thể đoán trước, nguồn cung hạn chế và khả năng tự đổi mới, 

tính biến đổi phụ thuộc vào người hiến tặng và độ nhạy cảm chung của chúng trong 

quá trình phân lập và nuôi cấy thường đòi hỏi các chất dinh dưỡng bổ sung, đôi khi 

tốn kém, không có trong môi trường cổ điển [36]. Hơn nữa, sự mong manh và tốc 

độ tăng trưởng chậm của chúng hạn chế việc vận chuyển hiệu quả các axit nucleic 

ngoại lai, do đó cản trở ứng dụng của chúng trong các nghiên cứu về chức năng 

gene và protein. Trong khi đó, tế bào gan Chang phát triển liên tục có tầm quan 

trọng cơ bản đối với các nghiên cứu về sinh học virus viêm gan, sự hấp thu và 

chuyển hóa thuốc ở gan, nghiên cứu độc tính và điều tra chức năng tế bào gan [37, 

38]. Đồng thời, trong nghiên cứu về gan, các dòng tế bào bất tử đóng một vai trò 

quan trọng trong nghiên cứu các quá trình sinh lý và bệnh lý nói chung [39]. 

1.3. Sự sinh trưởng tế bào  

1.3.1.   Sự tăng sinh của tế bào 

Tế bào là một đơn vị cơ sở của sự sống và có thể phân chia một cách độc lập. 

Mỗi tế bào là một hệ thống mở, có khả năng trao đổi chất và chuyển hóa các chất 

nhằm tổng hợp năng lượng sử dụng chó các hoạt động sống. Các tế bào có khả năng 

thực hiện các chức năng chuyên biệt và sinh sản ra các thế hệ tế bào mới. Trong quá 

trình sinh sản, phân chia tế bào, hàng loạt các quá trình sinh hoá nội bào diễn ra, 

mục đích nhằm duy trì sự tồn tại và sinh trưởng, phát triển của sinh vật. Quá trình 

sinh trưởng của tế bào diễn ra nhờ vào sự lớn lên và phân chia không ngừng của các 

tế bào trong cơ thể sống, còn gọi là sự phát triển và tăng sinh của tế bào [40].  

1.3.2.   Chu kỳ phân chia tế bào  

Trong đời sống của tất cả sinh vật, sinh sản và bảo đảm tính ổn định di 

truyền vủa giống loài là một đặc trưng quan trọng để kéo dài sự sống. vật chất di 

truyền được truyền từ đời này sang đời khác. Trong quá trình này, sự phân tách tế 

bào là điều kiện tiền đề của mọi hoạt động đời sống. 

Khái niệm chu kỳ tế bào: 

Chu kỳ tế bào, hay chu kỳ phân chia tế bào, là chuỗi các sự kiện diễn ra trong 

một tế bào khiến nó phân chia thành hai tế bào con. Những sự kiện này bao gồm sự 

tự sao chép DNA và một số bào quan, sau đó là phân vùng tế bào chất và các thành 

phần khác thành hai tế bào con trong một quá trình gọi là phân chia tế bào hay phân 

bào [41]. 

Quá trình phân chia tế bào gồm phân bào nguyên nhiễm (nguyên phân) và 

phân bào giảm nhiễm (giảm phân).  
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- Giảm phân: là quá trình phân bào xảy ra ở các tế bào sinh dục như tế bào 

trứng và tế bào tinh trùng. 

- Nguyên phân: là quá trình phân bào xảy ra ở các tế bào sinh dưỡng, tạo ra 

hai tế bào mới giống hệt nhau và giống như tế bào ban đầu. Quá trình này tham gia 

vào sự tăng trưởng và phát triển của cơ thể sinh vật, đồng thời thay thế các tế bào 

già bị chết, bệnh lý hoặc các tế bào bị lão hóa. Đặc điểm của quá trình nguyên phân 

là biến đổi hình thái nhiễm sắc thể trong chu kỳ tế bào. Quá trình nguyên phân bao 

gồm 4 kỳ: kỳ đầu, kỳ giữa, kỳ sau và kỳ cuối. Nhiễm sắc thể (NST) của tế bào có 

những biến đổi về hình thái khác nhau qua các kỳ phân chia của chu kỳ tế bào.  

Các giai đoạn trong chu kỳ tế bào: 

 Chu kỳ tế bào nhân chuẩn bao gồm bốn giai đoạn riêng biệt: pha G1, pha S 

(tổng hợp), pha G2 và pha M (bao gồm nguyên phân và phân bào) (hình 1.9).  

Pha M: gồm hai quá trình là nguyên phân và giảm phân. Trong đó, nhân của 

tế bào phân chia và cytokinesis, trong đó tế bào chất của tế bào phân chia tạo thành 

hai tế bào con. Quá trình phân chia tế bào chỉ chiếm khoảng 5% vòng đời của mỗi 

tế bào, 95% còn lại là giai đoạn trung gian (interphase), bao gồm các pha G1, pha S 

và pha G2. Ngoài ra, một số tế bào đặc thù sẽ đi vào trạng thái không hoạt động 

được gọi là pha G0, ở đó các tế bào sẽ ngừng phân chia tạm thời hoặc vĩnh viễn 

[41]. 

 

Hình 1.9. Chu kỳ tế bào [41] 

(1). Giai đoạn trung gian: 

Giai đoạn trung gian (interphase) một chuỗi các thay đổi diễn ra trong một tế 

bào mới được hình thành và nhân của nó trước khi nó có khả năng phân chia trở lại. 
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Đây cũng được gọi là giai đoạn chuẩn bị hoặc giai đoạn trước nguyên phân 

(intermitosis). Thông thường giai đoạn trung gian kéo dài khoảng 95% tổng thời 

gian cần thiết cho chu kỳ tế bào và chia thành ba quá trình nhỏ, gọi là các pha G1, 

pha S và pha G2.   

Pha G1 được biết đến như là giai đoạn tăng trưởng đầu tiên hay khoảng nghỉ 

sau nguyên phân của tế bào. Đây là pha đầu tiên của giai đoạn trung gian, kéo dài từ 

cuối pha M trước đó cho đến khi bắt đầu tổng hợp DNA. Pha G1 cũng được gọi là 

giai đoạn tăng trưởng. Trong giai đoạn này, các hoạt động sinh tổng hợp của tế bào 

được tăng tốc sau khi bị chậm lại đáng kể trong pha M. Trong giai đoạn này, tế bào 

tăng cung cấp protein, tăng số lượng bào quan (như ty thể, ribosome) và tăng kích 

thước. Trong pha G1, tế bào có ba lựa chọn: tiếp tục chu kỳ tế bào và đi vào pha S, 

ngừng chu kỳ tế bào và đi vào pha G0 để bắt đầu quá trình biệt hóa, hoặc dừng lại ở 

pha G1 và có thể đi vào G0 hoặc bắt đầu chu kỳ tế bào sau đó. Để chuyển sang pha 

S, tế bào phải đi qua một điểm kiểm tra (checkpoint). Điểm kiểm tra này còn được 

gọi là điểm hạn chế hay điểm bắt đầu, và được điều hòa bởi các protein G1/S 

cyclins. Thông tin truyền qua điểm kiểm tra G1 sẽ thúc đẩy tế bào phân chia [42].  

Quá trình tổng hợp DNA của tế bào được diễn ra ở pha S. Khi quá trình này 

hoàn thành, NST được sao chép và lượng DNA trong tế bào được nhân đôi, mặc dù 

số lượng nhiễm sắc thể không thay đổi. Tuy nhiên, trong giaia đoạn này khả năng 

phiên mã RNA và tổng hợp protein rất thấp trong giai đoạn này, ngoại trừ sản xuất 

protein histone chủ yếu xảy ra trong pha S [43, 44]. 

Pha G2 xảy ra sau khi sao chép DNA và là giai đoạn tổng hợp protein và tăng 

trưởng tế bào nhanh chóng để chuẩn bị cho nguyên phân. Trong giai đoạn này, các 

vi ống bắt đầu tổ chức lại để tạo thành thoi vô sắc. Trước khi tiến hành giai đoạn 

phân bào, các tế bào phải được kiểm tra tại điểm kiểm tra G2 xem có bất kỳ tổn 

thương DNA nào trong nhiễm sắc thể hay không. Điểm kiểm tra G2 chủ yếu được 

điều chỉnh bởi protein khối u p53. Nếu DNA bị hỏng, p53 sẽ sửa chữa DNA hoặc 

kích hoạt quá trình tự hủy của tế bào (apoptosis). Nếu p53 bị rối loạn chức năng 

hoặc bị đột biến, các tế bào có DNA bị hỏng có thể tiếp tục qua chu kỳ tế bào, dẫn 

đến sự phát triển của ung thư [41]. 

(2). Nguyên phân và phân bào: 

Bước vào quá trình nguyên phân, một tế bào phân chia các NST trong nhân 

thành hai NST giống hệt nhau [45]. Trong quá trình nguyên phân, các cặp NST 

ngưng tụ và gắn vào các thoi vô sắc. Những thoi vô sắc này kéo các NST chị em 

sang các mặt đối diện của tế bào [46]. Quá trình phân chia hạt nhân diễn ra trong 

pha M tương đối ngắn nhưng khá phức tạp và được quy định chặt chẽ. Các chuỗi sự 
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kiện diễn ra trong quá trình này được chia làm năm giai đoạn nhỏ và xảy ra tuần tự: 

prophase (kì đầu), prometaphase (kì trước giữa), metaphase (kì giữa), anaphase (kì 

sau), telophase (kì cuối).  

Quá trình phân bào xảy ra ngay sau quá trình nguyên phân. Quá trình này 

bao gồm phân chia nhân, tế bào chất, phân chia các bào quan và màng tế bào thành 

hai tế bào chứa các phần gần bằng nhau. Nguyên phân và phân bào cùng nhau xác 

định sự phân chia tế bào mẹ thành hai tế bào con, giống hệt nhau về mặt di truyền 

và với tế bào bố mẹ. Quá trình này chiếm khoảng 10% thời lượng chu kỳ tế bào. 

 (3). Pha nghỉ (G0) 

Pha G0 là giai đoạn nghỉ trong đó tế bào đã rời khỏi chu kỳ và đã ngừng phân 

chia. Chu kỳ tế bào bắt đầu với giai đoạn này. Các tế bào không tăng sinh (không 

phân chia) trong sinh vật nhân thực đa bào thường đi vào trạng thái G0 không hoạt 

động từ G1 và có thể vẫn hoạt động trong thời gian dài, có thể là vô thời hạn 

(thường là trường hợp đối với tế bào thần kinh). Điều này rất phổ biến đối với các tế 

bào được phân biệt hoàn toàn. Một số tế bào bước vào giai đoạn G0 bán vĩnh viễn 

và được coi là sau giảm phân, ví dụ, một số tế bào gan, thận và dạ dày. Nhiều tế bào 

không nhập G0 và tiếp tục phân chia trong suốt cuộc đời của sinh vật, ví dụ, các tế 

bào biểu mô. 

Từ "hậu phân bào" đôi khi được sử dụng để chỉ cả tế bào không hoạt động và 

tế bào. Lão hóa tế bào xảy ra để đáp ứng với tổn thương DNA và căng thẳng bên 

ngoài và thường tạo thành một vụ bắt giữ trong G1. Lão hóa tế bào có thể làm cho 

con cháu của tế bào không thể sống được; nó thường là một sự thay thế sinh hóa 

cho sự tự hủy của một tế bào bị hư hỏng như vậy bởi apoptosis. 

Điều hòa chu kỳ tế bào:  

Tế bào bình thường phụ thuộc vào kích thích ngoại bào (yếu tố phân chia 

hoặc nhân tố tăng trưởng) để đưa tế bào ra khỏi pha G0 vào G1 sớm. Tế bào đáp ứng 

với kích thích bên ngoài, tương tác thông qua hoạt động phosphoryl hóa thác đổ nội 

bào, bởi sự tăng điều hòa biểu hiện của kinase phụ thuộc cyclin (CDK). Chu kỳ tế 

bào bị thúc đẩy bởi một loạt các protein kinase, phức hợp CDK với cyclin tương 

ứng, lần lượt được phosphoryl hóa hoạt bởi kinase. Cyclin là đơn vị điều hòa và 

CDK là thành phần xúc tác. Cyclin liên kết với CDK thực hiện chức năng suốt các 

giai đoạn khác nhau trong chu kỳ tế bào. Để đáp ứng với các tín hiệu tăng trưởng 

hoặc phân chia, tế bào ra khỏi pha G0 và qua pha G1. Khi không có tín hiệu phân 

bào, tế bào có thể trải qua quá trình biệt hóa, apoptosis, hoặc đi vào lại pha G0. Chu 

kỳ bắt đầu ở G1 với sự tăng biểu hiện của cyclin D (D1, D2, D3). Cyclin D liên kết 

với CDK4 và CDK6, sự hình thành phức hợp cyclin / CDK dẫn đến quá trình 
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phosphoryl hóa và hoạt hóa các CDK. Sau đó, các CDK được kích hoạt sẽ 

phosphoryl hóa protein retinoblastoma (RB). Protein RB có vai trò quan trọng trong 

việc điều hòa sự tiến triển của G1 thông qua điểm giới hạn - trong trường hợp bị tổn 

thương DNA, chu kỳ tế bào có thể bị hoãn hoặc bị chặn đứng hoàn toàn. 

- Cyclin-CDKs trong điều hòa chu kỳ tế bào:  

Trong mô hình điều hòa chu kỳ tế bào hiện tại, chức năng chính của phức 

hợp Cyclin D-CDK4 và Cyclin-CDK6 là phosphoryl hóa và bất hoạt protein pocket, 

bằng cách đó cho phép phiên mã các gene cần thiết cho tiến trình chu kỳ tế bao. 

Phức hợp Cyclin D-CDK4 phosphoryl hóa SMAD3, ức chế tác dụng kháng tăng 

sinh thông qua tín hiệu TGF-β. Phức hợp Cyclin D-CDK4 và Cyclin-CDK6 hoạt 

hóa nhân tố phiên mã FOXM1 điều hòa biểu hiện nhiều chất điều hòa chu kỳ tế bào 

khác nhau, bao gồm các protein chi phối chuyển dịch pha G2-M [47]. Cyclin E và 

Cyclin A có liên quan đến thúc đẩy phiên mã thông qua quá trình phosphoryl hóa 

phụ thuộc CDK của một số nhân tố liên kết DNA, bao gồm SMAD3 và FOXM1, 

chất ức chế DNA binding 2 (ID2), nhân tố UBF và nhân tố phiên mã nhân Y 

(NFY). Phức hợp Cyclin A/E-CDK2 phosphoryl hóa nhân tố phiên mã MYC và B-

MYC, bằng cách đó tăng cường khả năng của những protein này để hoạt hóa gene 

mục tiêu trong suốt chu kỳ tế bào. Trong khối u biểu hiện quá mức MYC, hoạt động 

của CDK2 dường như là cần thiết để ngăn chặn lão hóa tế bào và cho phép sự bất tử 

hóa ở tế bào ung thư [48]. 

 

Hình 1.10. Vai trò của Cyclin và CDK trong chu kỳ tế bào [49] 
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Sự hình thành phức hợp Cyclin D-CDK4/6 trong đáp ứng với kích thích phân 

bào là điểm khởi đầu trong chu kỳ tế bào. Phức hợp này phosphoryl hóa và bất hoạt 

pRb, bằng cách này giải phóng sự ức chế của nó với các nhân tố phiên mã E2F. E2F 

kích thích sự biểu hiện của nhiều gene trong chu kỳ tế bào. 

Chức năng phiên mã trực tiếp của CDK6. Chức năng chính của CDK6 vẫn là 

hình thành phức hợp điều hòa phiên mã với Cyclin D và CDK4, một số nghiên cứu 

khác đã chỉ ra vai trò không phụ thuộc kinase của CDK6. CDK6 tương tác vật lý và 

ức chế hoạt động phiên mã của RUNX1 trong kiểu hoạt động độc lập kinase và 

bằng cách đó ngăn chặn quá trình biệt hóa. Không như CDK4, CDK6 hoạt hóa JUN 

và STAT3 cảm ứng phiên mã CDKN2a (mã hóa chất ức chế CDK4/6 p16INK4a) và 

nhân tố tăng trưởng nội mô mạch máu VEGFa. Trong khi ảnh huởng của CDK6 lên 

biểu hiện p16INK4a cần sự hiện diện của Cyclin D, thì CDK6 tác động lên sự biểu 

hiện của VEGFa không phụ thuộc vào Cyclin D. Mặc dù Cyclin D cũng góp phần 

vào phiên mã gene VEGFa, cả CKD6 và Cyclin D đều điều hòa quá trình hình 

thành mạch thông qua những con đường khác nhau. Quan sát thấy rằng CDK6 điều 

hòa tăng chất ức chế của nó là p16INK4a chứng tỏ đã có một vòng phản hồi âm tính, 

theo đó CDK6 bảo vệ tế bào khỏi tăng sinh mất kiểm soát bằng cách kích hoạt biểu 

hiện quá mức CDK6 [50].  

Cyclin A có thể kích hoạt hai CDK khác nhau và hoạt động trong cả pha S và 

nguyên phân. Sự tăng biểu hiện của cyclin A xảy ra ở giai đoạn chuyển tiếp G1 / S 

và duy trì qua pha S. Với sự liên kết của cyclin A với CDK2, quá trình tổng hợp 

DNA được tiến hành. Trong giai đoạn sau của S, cyclin A liên kết với CDK1. Một 

checkpoint trong G2 phản ứng với sự phá hủy DNA hoặc sự tổng hợp DNA không 

hoàn chỉnh: trì hoãn quá trình nguyên phân để sửa chữa DNA hoặc hủy bỏ chu kỳ. 

Cyclin A và B tăng tạo phức hợp với CDK1 thúc đẩy tế bào qua nguyên phân [51].  

Có nhiều điểm kiểm soát điều hoà chu kỳ phân chia tế bào, trong đó có ba 

điểm kiểm soát chính là: điểm kiểm soát G1, còn gọi là điểm kiểm soát khởi đầu 

hoặc điểm kiểm soát giới hạn; điểm kiểm soát G2/M và điểm kiểm soát chuyển tiếp 

kỳ giữa – kỳ sau, còn gọi là điểm kiểm soát thoi vô sắc [50]. Hoạt động của các 

điểm kiểm soát được quyết định phần nhiều nhờ hoạt động của các kinase phụ 

thuộc cyclin điều hoà bởi các tiểu phần protein là các cyclin, mỗi dạng cyclin khác 

nhau được tạo ra ở mỗi giai đoạn khác nhau của chu kỳ tế bào và kiểm soát các hoạt 

động trong giai đoạn đó [51]. 
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Hình 1.11. Mối quan hệ của các protein họ cyclin và CDK với mỗi pha trong chu 

kỳ tế bào. Điểm kiểm soát giới hạn nằm giữa pha G1 và pha S của gian kỳ. Điểm 

kiểm soát G2-M nằm giữa pha G2 và pha M. Điểm kiểm soát thoi vô sắc xảy ra giữa 

pha M [50]. 

- p53/p21 trong điều hòa chu kỳ tế bào: 

Tính toàn vẹn của bộ gene tế bào được theo dõi bởi nhân tố phiên mã p53. 

Khi xuất hiện tổn thương trong hệ thống di truyền, p53 làm gián đoạn chu kỳ tế bào 

cho phép tế bào có thời gian kích hoạt các con đường chỉnh sửa DNA, được hoàn 

thành khi phosphoryl hóa Rb ức chế p53. Trong điều kiện bình thường, khi tế bào 

nhân đôi mức p53 trong tế bào thường thấp hoặc không phát hiện, giúp cho quá 

trình phân chia tế bào có thể tiếp tục mà không bị cản trở. P53 được điều hòa âm 

tính bởi protein MDM2 (murine double-minute 2), và MDM2 cũng bị điều hòa bởi 

p53. MDM2 có hai chức năng: bình thường MDM2 điều hòa giảm p53, MDM2 

bám lên  p53 và làm giảm hoạt tính của nó, đem p53 từ nhân ra ngoài tế bào chất, 

sau đó được ubiquitin và phân giải. Khi xuất hiện tổn thương DNA, p53 bám lên 

vùng trình tự đặc hiệu trên DNA, cảm ứng sinh tổng hợp p53. p53 sau đó kích hoạt 

protein, đồng thời giảm khả năng liên kết và bất hoạt bởi MDM2 làm kéo dài gấp 

đôi thời gian bán hủy của p53. Kết quả hoạt tính của p53 tăng lên nhiều lần (hình 

1.12). 

p53 kiểm soát hoạt động chu kỳ tế bào thông qua sự tăng điều hòa phiên mã 

của chất ức chế CDK (CKI) p21, một chất ức chế hoạt động của CDK4, CDK6 và 

CDK2. Ức chế hoạt tính kinase ngăn phosphoryl hóa Rb, do đó tế bào duy trì G1 
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cho phép tế bào có thời gian sửa chữa DNA. Khi tổn thương DNA vượt quá khả 

năng chỉnh sửa của tế bào, lúc này p53 kích hoạt tế bào chết theo chương trình bằng 

cách cảm ứng biểu hiện các gene tiền apoptosis. 

 

Hình 1.12. p53/p21 trong điều hòa chu kỳ tế bào [51] 

Hai họ protein ức chế CDK liên quan đến điều hòa chu kỳ tế bào là Cip/kip 

cảm ứng chất ức chế p21 và p27, hoạt động tại một số vị trí trong chu kỳ tế bào, 

mục tiêu vào CDK4, CDK6 và CDK2. Họ thứ hai bao gồm các gene INK4 mã hóa 

hai vùng phiên mã riêng biệt là p16INK4a và p19ARF. p16INK4a ức chế đặc hiệu 

CDK4/6 trong khi p19ARF bám lên MDM2 và ngăn nó phân giải p53. Trong đáp ứng 

điều hòa tăng của p53, p21 tăng theo bởi CDK4/6 bị ức chế. Con đường phosphoryl 

hóa Rb bị ức chế và do đó duy trì tế bào ở G1 [51]. 

1.3.3. Vi trọng lực và sự tăng sinh của tế bào  

Sự sống trên Trái Đất của chúng ta đã tồn tại cách đây hàng tỷ năm và sự 

sống vẫn tồn tại cho đến ngày nay trong sự ảnh hưởng không ngừng của trọng lực. 

Vì vậy, con người đã đặt ra câu hỏi liệu ở trong trạng thái không trọng lực hoặc vi 

trọng lực có ảnh hưởng đến quá trình phát triển cũng như các cơ chế trong hoạt 

động sống của các sinh vật trên Trái Đất hay không. Các nhà khoa học đã thực hiện 

nhiều chuyến bay đi vào không gian mang theo mô hình động vật cũng như các loại 

tế bào để trả lời cho câu hỏi này [52]. Tuy nhiên, do hạn chế về mặt chi phí và thời 

gian nên các nghiên cứu về tác động của vi trọng lực lên cơ thể và tế bào động vật 

trong không gian vẫn còn gặp nhiều giới hạn. Điều này đã thúc đẩy sự phát triển 

của các công cụ giúp mô phỏng tình trạng vi trọng lực ngay trên mặt đất.  

Một số thiết bị mô phỏng vi trọng lực được sử dụng phổ biến hiện nay có thể 
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kể đến như tháp rơi (drop tower), 2-D clinostat, buồng quay (RWV), máy định vị 

ngẫu nhiên (RPM) hay 3-D clinosat,... Trong số đó, máy định vị ngẫu nhiên hay 3-

D clinostat  là thiết bị được sử dụng phổ biến để đánh giá tác động của vi trọng lực 

mô phỏng lên các tế bào trong hàng giờ [53].  

Tế bào sinh vật cần phân chia để phát triển. Sự phân chia tế bào là cần thiết 

cho sự tăng sinh tế bào. Vi trọng lực mô phỏng có thể ảnh hưởng đến sự tăng sinh tế 

bào theo những cách khác nhau, tùy thuộc vào các hệ thống mô phỏng được sử 

dụng và dòng tế bào. Có một số nghiên cứu trên thế giới đã đánh giá đươc mức độ 

ảnh hưởng của vi trọng lực lên sự tăng sinh của các tế bào động vật như những thay 

đổi trong sự biểu hiện gene, sự chết theo chương trình, hình thái và chu kỳ tế bào 

[54].  

Chu kỳ tế bào là chuỗi sự kiện diễn ra trong vòng đời của tế bào bao gồm 

quá trình phát triển và phân chia của chúng. Tế bào dành phần lớn thời gian cho giai 

đoạn trung gian (interphase), ở đó chúng lớn lên, nhân đôi nhiễm sắc thể để chuẩn 

bị cho quá trình phân chia. Tế bào sau đó đi vào quá trình nguyên phân để phân chia 

thành hai tế bào con. Các tế bào con này lại tiếp tục bước vào giai đoạn trung gian 

và bắt đầu chu kỳ của chúng [55]. Cyclins và CDKs (Cyclin-Dependent kinases) là 

hai nhóm phân tử đóng vai trò chính trong việc điều hòa chu kỳ tế bào [56]. Cyclin 

là những protein mang chức năng điều hòa, trong khi đó CDK là những ezyme xúc 

tác. Trong các giai đoạn của chu kỳ tế bào, Cyclins kích hoạt CDKs tạo ra phản ứng 

phosphoryl hóa nhằm kích hoạt hoặc bất hoạt các protein mục tiêu để điều phối diễn 

tiến của chu kỳ tế bào [57].  

Gan là một trong những cơ quan có kích thước lớn ở người. Gan có chức 

năng quan trọng trong các quá trình chuyển hóa carbohydrate, protein và lipid. Tế 

bào gan chiếm khoảng 80% thể tích gan [58]. Cho đến nay đã có rất nhiều các công 

trình nghiên cứu về các hoạt động và chức năng của tế bào gan. Hầu hết các nghiên 

cứu thường được thực hiện trên tế bào gan Chang, là dòng tế bào đã được thương 

mại hoá và đã được nghiên cứu cho thấy có các đặc điểm sinh học và chức năng 

tương tự như các tế bào gan bình thường [59]. Tuy nhiên, Các nghiên về tác động 

của vi trọng lực mô phỏng lên của tế bào gan người đến nay vẫn chưa được đặc 

trưng và rõ ràng. Những thay đổi của tế bào gan Chang trong hệ thống 3-D clinostat  

vẫn chưa được chứng minh. Sự thay đổi mật độ, diễn tiến của chu kỳ tế bào cũng 

như các yếu tố điều hòa chu kỳ của các tế bào này vẫn chưa được làm rõ. Do đó, 

nghiên cứu này tập trung đánh giá ảnh hưởng của môi trường vi trọng lực mô phỏng 

đối với sự tăng sinh của tế bào gan Chang, đặc biệt là trong quá trình phát triển chu 

kỳ tế bào và biểu hiện của các protein điều hòa hoạt động chu kỳ tế bào. 
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1.4.   Sự chết theo chương trình của tế bào  

Sự chết của tế bào theo chương trình hay còn gọi là quá trình “Apoptosis”, 

quá trình chết của tế bào đã được lập trình sẵn (programmed cell death - PCD). Các 

quá trình phản ứng sinh hoá xảy ra làm thay đổi hình thái tế bào, làm tế bào biến 

dạng và chết. Hình dạng tế bào thay đổi như màng tế bào nhiều chỗ phồng lên, 

nhiều vùng lõm vào và bị mất làm tế bào bị bất đối xứng. Đồng thời, tế bào bị co rút 

lại, nhân tế bào bị phân chia thành từng mảnh nhỏ, NST bị co lại 

và DNA trong nhiễm sắc thể bị cắt nhỏ thành nhiều đoạn khác nhau [60]. 

Qúa trình apoptosis là một quá trình diễn ra một cách bình thường trong quá 

trình phát triển, và tăng trưởng tế bào. Apoptosis xảy ra như một cơ chế bảo vệ 

trong các phản ứng miễn dịch hoặc khi các tế bào bị tổn thương do các tác nhân độc 

hại. Quá trình apoptosis diễn ra theo trình tự và được kiểm soát một cách chặc chẽ. 

Quá trình này được đặc trưng bởi sự co rút các thành phần trong tế bào, hạt nhân bị 

phân mảnh với cô đặc nhiễm sắc chất, nén chặt bào quan, phá vỡ nhân, tế bào chất 

bị phân mảnh hoặc ngưng tụ và hình thành các thể apoptotic [61]. Số lượng tế bào 

apoptotic trong quần thể có thể được xác định hình thái tế bào bằng cách nhuộm các 

tế bào bằng thuốc nhuộm DNA huỳnh quang như Hoechst, DAPI và quan sát bằng 

kính hiển vi huỳnh quang, nhuộm annexin V, hoặc kiểm tra sự hiện diện của 

caspase (là một protease được tạo ra trong tế bào dưới tác dạng procaspase). 

Trong quá trình apoptosis hình thái nhân tế bào thay đổi bao gồm việc gãy 

vụn nhiễm sắc chất (trong nhiều trường hợp có hình lưỡi liềm hoặc hình dạng nữa 

mặt trăng), tiến tới sự cô đọng nhiễm sắc chất, sự co lại của toàn bộ hạt nhân thành 

một bóng duy nhất. Trong nhiều trường hợp khác chất nhiễm sắc nảy ra bên ngoài 

thành các bóng nhỏ, với mỗi bóng được bao quanh bởi màng hạt nhân. Những bóng 

nhỏ này gọi là các thể apoptotic, trong các thể này chỉ chứa DNA hoặc chỉ chứa 

RNA. Lớp vỏ hạt nhân vẫn còn giữ nguyên hình thái mặt dù lỗ nhân được phân 

phối lại bằng cách trượt ra khỏi bề mặt của vùng đóng xoắn nhiễm sắc chất và tích 

tụ lại. Những thay đổi hạt nhân apoptotic có thể được hình dung do cả sự phân 

mảnh DNA và sự phân giải polypeptide quan trọng của hạt nhân [62]. Do đó những 

thay đổi về mặt hình thái nhân tế bào có liên quan rõ rệt trong quá trình apoptosis.  

1.4.1. Con đường apoptosis 

Con đường apoptosis nội sinh  

Con đường apoptosis nội bào hay apoptosis thông qua ty thể là cơ chế 

apoptosis phổ biến nhất ở động vật có xương sống. Nó được kích hoạt để đáp ứng 

lại nhiều loại stress của tế bào bao gồm các tổn thương DNA, thiếu hụt tín hiệu tăng 

trưởng và phát triển,... Trong con đường này, các pro-caspase 9 sẽ tập hợp lại thành 

https://vi.wikipedia.org/w/index.php?title=Ch%E1%BB%97_ph%E1%BB%93ng_(sinh_h%E1%BB%8Dc_t%E1%BA%BF_b%C3%A0o)&action=edit&redlink=1
https://vi.wikipedia.org/wiki/Nh%C3%A2n_t%E1%BA%BF_b%C3%A0o
https://vi.wikipedia.org/wiki/DNA
https://vi.wikipedia.org/wiki/Nhi%E1%BB%85m_s%E1%BA%AFc_th%E1%BB%83
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thể apoptosome và các pro-caspase 9 trong apoptosome sẽ tự hoạt hóa chính nó và 

phân cắt để trở thành dạng hoạt động là caspase 9. Sau đó, caspase 9 sẽ kích hoạt 

một loạt caspase hành sự phía sau dẫn tới quá trình apoptosis nội sinh [63].  

Ở hình 1.13, tác nhân kích thích là các loại stress của tế bào làm cho các protein 

thuộc họ Bcl-2 cảm ứng tính thấm của màng ngoài ty thể (MOMP) và cho phép giải 

phóng các yếu tố proapoptosis bao gồm cytochrome c, Smac và Omi vào cytosol.  

Hình 1.13. Con đường apoptosis nội sinh [63]  

Smac (còn được gọi là Diablo) và Omi (còn được gọi là HtrA2) giúp tăng 

cường hoạt động của apoptosome bằng cách bất hoạt chất ức chế caspase là XIAP. 

Khi không có Smac và Omi, XIAP liên kết và ức chế hoạt động xúc tác của caspase 

9 và dẫn tới ức chế caspase 3 và caspase 7. Trong khi đó ở cytosol, cytochrome c 

liên kết với APAF1 và kích hoạt quá trình oligome hóa 7 tiểu phần APAF1–dATP– 

cytochrome c tạo thành thể apoptosome hoạt động. Tại phần lõi của apoptosome, 

caspase 9 được chiêu mộ và hoạt hóa bởi APAF1. Các caspase 9 hoạt hóa sau đó 



 

 

25 

xúc tác cho quá trình phân cắt và kích hoạt các caspase hành sự là caspase 3 và 

caspase 7 gây ra quá trình apoptosis nội sinh [63].  

Con đường apoptosis ngoại sinh  

Con đường apoptosis ngoại sinh được kích hoạt khi phối tử FasL, TRAIL, 

TNFα liên kết với các thụ thể chết DR (Fas/CD95, DR4/5, TNFR1) (hình 1.14).  

 

Hình 1.14. Con đường apoptosis ngoại sinh [64]  

Cụ thể khi FasL, TRAIL và TNFα liên kết với các thụ thể Fas/CD95, DR4/5 

và TNFR1 sẽ tạo thành phức hợp DISC. Sau đó, các adaptor protein FADD và 

TRADD đóng vai trò hỗ trợ trong việc chiêu mộ và kích hoạt caspase 8 và caspase 

10. Tới lượt mình, caspase 8 và caspase 10 sẽ phân cắt và kích hoạt các caspase 

hành sự ở phía sau là caspase 3, caspase 6 và caspase 7. Tiếp theo, caspase 6 xúc tác 

cho sự phân cắt lamin A còn caspase 3 và caspase 7 lại xúc tác cho sự phân cắt của 

poly (ADP-ribose) polymerase (PARP) dẫn tới sự co lại của tế bào, hình thành bóng 

màng, phân mảnh DNA, cô đặc nhiễm sắc chất và cuối cùng là quá trình apoptosis 
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ngoại bào. Bên cạnh đó, TNFR1 cũng có thể kích thích các con đường tiền viêm 

dẫn đến sư hoạt hóa NFκB thông qua việc chiêu mộ RIP. Khi NFκB được kích hoạt 

bằng TNFα sẽ làm cho phức hợp IκB kinase (IKK) bị phosphoryl hóa và làm cho 

các protein ức chế IκBs bị thoái hóa. Sự thoái hóa của IκBs xúc tác cho sự chuyển 

vị của NFκB đến nhân giúp tế bào tiếp tục sống sót. Như vậy, sự kết hợp của TNFα 

và TNFR1 có lợi cho cả sự sống sót của tế bào và quá trình apoptosis, tùy thuộc vào 

loại tế bào và bối cảnh sinh học [63, 64].  

1.4.2. Tác động của vi trọng lực đến quá trình apoptosis  

Vi trọng lực được biết có ảnh hưởng đáng kể đến tất cả các khía cạnh của 

chức năng sinh sản trong các mô hình động vật. Nghiên cứu của Chidananda S. 

Sharma và cộng sự đã chỉ ra rằng điều kiện vi trọng lực đã gây ra những thay đổi ở 

cấp độ tế bào bao gồm cả quá trình apoptosis. Nhóm đã nghiên cứu ảnh hưởng của 

vi trọng lực mô phỏng lên hoạt động của caspase 8 và caspase 3 và yếu tố phiên mã 

NFκB trong con đường apoptosis ở tế bào tinh hoàn chuột. Kết quả họ đã nhận thấy 

hoạt động của caspase 8 và caspase ở nhóm tế bào tinh hoàn chuột trong điều kiện 

vi trọng lực tăng lần lượt gấp 1,4 và 5,1 lần so với nhóm đối chứng. Bên cạnh đó, 

nhóm tế bào ở môi trường vi trọng lực cũng tăng hoạt động của nhân tố phiên mã 

NFκB gấp 1,33 lần so với nhóm đối chứng [65]. Trong một nghiên cứu khác của 

Chun Yan Kang và cộng sự trên dòng tế bào nội mô mạch máu phổi người 

(HPMEC) đã phát hiện mức độ biểu hiện của cả hai gene Bax và caspase 3 cao hơn 

đối với các tế bào HPME nuôi cấy trong điều kiện vi trọng lực ở 72 giờ so với các 

tế bào HPME nuôi cấy ở điều kiện bình thường. Ngược lại, mức độ biểu hiện của 

gene Bcl-2 lại thấp hơn đối với các tế bào được nuôi cấy trong điều kiện vi trọng 

lực mô phỏng so với các tế bào đối chứng. Bên cạnh đó, sự hoạt hóa của PI3K và 

pAkt đóng vai trò quan trọng trong việc duy trì khả năng tồn tại của các tế bào bằng 

cách chặn các con đường apoptosis. Chun Yan Kang và cộng sự cũng phát hiện sự 

biểu hiện của protein PI3K và pAkt đã giảm ở các tế bào được nuôi cấy trong 72 

giờ ở mô phỏng vi trọng lực so với các tế bào đối chứng. Những điều này chỉ ra 

rằng môi trường vi trọng lực mô phỏng đã ảnh hưởng đến quá trình apoptosis ở các 

tế bào HPEM [66]. Một nghiên cứu khác của Daniela Grimm và cộng sự trên dòng 

tế bào ML-1 đã cho thấy rằng ở điều kiện bình thường, chỉ có 2% tế bào ML-1 biểu 

hiện protein Fas khi phân tích flow cytometry. Sau 24 và 72 giờ tiếp xúc với môi 

trường vi trọng lực mô phỏng, lượng tế bào dương tính với Fas đã tăng lên tới 20% 

và 15%. Protein ức chế khối u p53 chỉ biểu hiện ở 1,5% tế bào ML-1 đối chứng đã 

tăng đáng kể lên đến 19% sau 24 giờ và 25% sau 72 giờ trong môi trường vi trọng 

lực. Ngoài ra, có 17,5% tế bào ML-1 đối chứng biểu hiện protein Bcl-2 trong khi 
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các tế bào ML-1 thí nghiệm đã giảm đáng kể sự biểu hiện của Bcl-2 (24 giờ: 8,1% 

và 72 giờ: 5,9%). Nhóm nghiên cứu cũng quan sát thấy việc tiếp xúc với môi 

trường vi trọng lực cảm ứng sự phân cắt của polymerase poly (ADP-ribose) 116 

kDa thành đoạn 85 kDa là một dấu hiệu sớm của apoptosis [67].  

1.5. Bộ khung xương tế bào 

1.5.1.   Khái niệm  

Bộ xương tế bào là một cấu trúc vững chắc, giúp duy trì hình dạng của tế 

bào, bảo vệ tế bào và giúp tế bào di động (các cấu trúc lông và roi). Ngoài ra, nó 

còn có vai trò quan trọng không những trong sự vận chuyển bên trong tế bào (lấy ví 

dụ như các chuyển động của các túi màng và các bào quan) mà còn trong sự phân 

chia tế bào. Đây là một cấu trúc giống như bộ xương động vật và nổi trong tế bào 

chất. 

Bộ xương tế bào, bộ khung nâng đỡ của tế bào, cũng như mọi bào quan khác, 

nó nằm trong tế bào chất. Bộ khung xương tế bào được xem là một cấu trúc vững 

chắc, giúp nâng đỡ màng nguyên sinh chất, duy trì hình dạng và bảo vệ tế bào. 

Ngoài ra, nó còn có vai trò quan trọng trong sự phân chia tế bào. Khung xương tế 

bào bao gồm ba thành phần chính là vi sợi (sợi actin), sợi trung gian và vi ống. Tất 

cả các thành phần này đều có khả năng tăng trưởng nhanh hoặc tháo gỡ phụ thuộc 

vào yêu cầu của tế bào [68].  

Hiện nay, có nhiều nghiên cứu nền tảng về bộ khung xương tế bào. Các nhà 

nghiên cứu đã sử dụng kính hiển vi với độ chính xác cao nhằm xác định vị trí và 

động năng của các protein trong khung xương tế bào ở các quá trình phân chia và di 

chuyển của tế bào. Ví dụ, hơn 150 protein đã được tìm thấy có chứa các vùng liên 

kết (binding domain) cho các protein actin được polymer hóa để tạo thành một 

trong các vi sợi chủ chốt trong khung xương tế bào [69]. Những protein điều hòa 

actin tạo thành một tổ hợp đại phân tử gọi là phức hợp WAVE thúc đẩy việc lắp ráp 

các mạng vi sợi actin ở mép dẫn hướng (leading edge) của các tế bào di động [70]. 

Năm 2007, khi quan sát các bạch cầu di động dưới kính hiển vi ánh sáng với độ 

phân giải cao, Weiner và cộng sự  đã nhận thấy các phức hợp WAVE này hình 

thành những làn sóng có tính kết hợp cao tương quan với sự co thắt di động của tế 

bào [71]. 

Những quan sát như vậy trong các tế bào sống có thể kích thích sự hình 

thành các giả thuyết chi tiết về cách các phân tử phối hợp để hình thành các cấu trúc 

khung xương tế bào, nhưng để kiểm tra giả thuyết này một cách xác đáng, các thành 

phần phải được cô lập từ các tế bào và tinh chế. Đáng chú ý, các thí nghiệm kết hợp 

một số lượng nhỏ các protein tinh chế đã chứng minh rằng nhiều cấu trúc khung 

https://vi.wikipedia.org/wiki/L%C3%B4ng
https://vi.wikipedia.org/w/index.php?title=Roi_t%E1%BA%BF_b%C3%A0o&action=edit&redlink=1
https://vi.wikipedia.org/wiki/B%E1%BB%99_x%C6%B0%C6%A1ng
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xương phức tạp quan sát thấy trong tế bào có thể được tái tạo trong môi trường in 

vitro từ các thành phần tinh chế. Ví dụ, có ba protein làm nhiệm vụ chủ động theo 

dõi và vận chuyển vật chất vào đầu phát triển của vi ống, được hình thành bởi quá 

trình polymer hóa của các tiểu đơn vị bao gồm α, β-Tubulin dị nhị phân 

(heterodimers) và một số vi sợi chủ chốt trong tế bào [72]. Mặc dù danh sách các 

protein gắn liền với bộ khung tế bào vẫn đang tiếp tục được nghiên cứu bổ sung, 

nhưng mục tiêu cuối cùng chúng ta nên hướng tới vẫn là hiểu được sự tương tác của 

các phân tử cá thể trong khung xương tế bào như thế nào dẫn đến các biểu hiện quy 

mô lớn phụ thuộc vào chúng. 

1.5.2.   Cấu trúc bộ khung xương tế bào  

Khung xương tế bào được cấu tạo bởi ba loại protein (vi sợi, sợi trung gian 

và vi ống). Mỗi loại protein có ấu trúc riêng biệt và được cấu thành từ các tiểu đơn 

vị protein khác nhau [73]. Sợi trung gian được cấu tạo từ các tiểu đơn vị protein 

dạng sợi, vi ống được cấu tạo từ các tiểu đơn vị dạng hình cầu Tubulin còn vi sợi 

được hình thành từ các tiểu đơn vị Actin hình cầu cấu (Hình 1.15).  

 

Hình 1.15. Thành phần cấu trúc khung xương tế bào [74] 

Trong mỗi loại protein của khung xương có hàng ngàn tiểu phần tập hợp lại 

thành các sợi mảnh chạy dài xuyên suốt, nằm dưới màng nguyên sinh chất và kéo 

dài vào tới nhân tế bào [74]. 

Polymer hóa và khử polymer hóa của vi sợi actin và vi ống tạo ra các lực 

định hướng làm thay đổi hình dạng tế bào, cùng với các động cơ phân tử di chuyển 

dọc theo các vi sợi actin và vi ống, hướng dẫn tổ chức các thành phần của tế bào. 

Kiến trúc của các mạng lưới được hình thành bởi polymer khung xương tế bào được 

kiểm soát bởi một số lớp protein điều hoà: nhân tố thúc đẩy nhân, khởi động sự 
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hình thành vi sợi; protein chụp đầu (capping protein), kết thúc sự phát triển của vi 

sợi; polymerase, thúc đẩy tăng trưởng vi sợi nhanh hơn hoặc lâu hơn; các yếu tố 

khử trùng hợp và các yếu tố phân cắt, dùng để tháo rời vi sợi; liên kết chéo và 

protein ổn định, có nhiệm vụ tổ chức và củng cố các cấu trúc mạng bậc cao. Các lực 

cơ học từ bên trong hay bên ngoài tế bào có thể ảnh hưởng đến hoạt động của các 

yếu tố điều hòa này và sau đó là tổ chức các vi sợi trong mạng lưới. Sự khác biệt 

quan trọng nhất giữa ba loại polymer khung xương tế bào, phân biệt cấu trúc và 

chức năng của các mạng tạo thành, đó là độ cứng cơ học, động lực lắp ráp, độ phân 

cực, và loại động cơ phân tử mà chúng liên kết [75]. 

Vi ống (microtubules) là các cấu trúc dài, hình trụ đường kính ngoài khoảng 

25 nm và đường kính trong 15 nm. Chúng được trùng hợp bởi 2 protein hình cầu là 

dimer của α-Tubulin và β-Tubulin tạo thành protofilaments. Cuối cùng các 

protofilaments tạo thành một ống bởi sự liên kết của 13 protofilaments. Các vi ống 

có liên quan đến sự vận chuyển nội bào, vận động và hình dạng tế bào [76].  

Sợi trung gian (intermediate filaments) có đường kính khoảng 10nm, là 

loại sợi cứng nhất và bền nhất trong 3 loại khung xương tế bào. Chúng không liên 

quan trực tiếp đến sự di chuyển của tế bào nhưng đóng vai trò quan trọng trong việc 

cung cấp sức mạnh cơ học cho các tế bào và mô. Các sợi trung gian bao gồm nhiều 

loại protein, có hơn 50 protein sợi trung gian khác nhau đã được xác định và phân 

loại thành bốn nhóm khác nhau: (1) Sợi keratin trong các tế bào biểu mô (epithelial 

cells); (2) Vimentin và các sợi liên quan đến vimentin trong các tế bào mô liên kết, 

tế bào cơ (desmin) và tế bào thần kinh đệm (glial cells); (3) Neurofilament trong các 

tế bào thần kinh; (4) Lamina hạt nhân, hiện diện xung quanh nhân tế bào, lớp này sẽ 

phân tách và hình thành lại ở mỗi lần phân chia tế bào [76].  

Vi sợi (microfilaments) hay sợi actin là những sợi mỏng nhất của khung 

xương tế bào, vi sợi có mặt ở hầu hết các tế bào cơ thể động vật có vú. Monomer 

của actin là protein hình cầu gọi là G–Actin có khối lượng phân tử 41800 Dal. G-

Actin có thể trùng hợp một cách vô điều kiện tạo các actin hình sợi gọi là F–Actin. 

Các sợi actin gồm 2 chuỗi phân tử hình cầu được xoắn thành chuỗi xoắn với khoảng 

cách lặp lại khoảng 36 nm. Sợi Actin không đối xứng nhau với đầu cộng (đầu tăng 

trưởng) và một đầu trừ. Mỗi sợi Actin có đường kính 3,5 nm do đó F–Actin có 

đường kính khoảng 7 nm. Vi sợi Actin tham gia vào nhiều hoạt động quan trọng 

trong tế bào như co cơ, vận động tế bào, phân chia nhân và tế bào chất trong nguyên 

phân, vận chuyển nội bào và các bào quan, tham gia vào con đường truyền tín hiệu 

và thiết lập duy trì hình dạng và chức năng tế bào. Một trong số các quá trình này 

được trung gian bởi sự tương tác mật thiết giữa actin với màng tế bào [76].   
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Tóm lại, bộ khung xương tế bào đóng vai trò rất quan trọng trong kết dính tế 

bào, quy định hình dạng tế bào, và di chuyển của tế bào cũng như các chức năng 

khác như tổ chức phân bố bào quan trong tế bào, vận chuyển nội bào và phân chia 

tế bào [77]. Khung xương tế bào là mạng lưới các vi sợi và vi ống kéo dài khắp tế 

bào. Khung xương tế bào hỗ trợ tế bào, tạo cho nó hình dạng, tổ chức và sắp xếp 

các bào quan và có vai trò trong vận chuyển phân tử, phân chia tế bào và tín hiệu tế 

bào [78]. Hơn nữa, một số báo cáo cũng cho thấy rằng, các protein của khung 

xương tế bào trực tiếp hoặc gián tiếp tham gia vào con đường truyền tín hiệu liên 

quan đến sự tăng trưởng tế bào, chuyển hóa vật chất, chuyển đổi tín hiệu và 

apoptosis [78].   

Hình 1.16. a) Ba thành phần chính của bộ xương tế bào. b) tế bào được nhuộm 

huỳnh quang (sợi actin: đỏ, DNA: xanh dương và Keratin: xanh lá) [79] 

1.5.3.   Các tác động của vi trọng lực lên cấu trúc khung xương tế bào  

Khi vi ống và các protein khác của khung xương tế bào có các hoạt động bất 

có thể gây ảnh hưởng bất lợi đến sự tồn tại cũng như các biểu hiện đặc điểm sống 

của mỗi tế bào. Bộ khung xương tế bào giúp hình thành cấu trúc, hình dáng của 

chính tế bào đó và bao gồm sự tương tác chặt chẽ giữa các cấu trúc của vi sợi, vi 

ống, sợi trung gian và cả với các protein ngoại vi [80]. Do đó, khi khung xương tế 

bào không bình thường sẽ ảnh hưởng rất lớn đến hình dạng tế bào [81]. 

Hình dạng tế bào và khung xương tế bào thay đổi trong điều kiện vi trọng 

lực. Hoạt động của nhân và tế bào là những quá trình diễn ra phụ thuộc vào các vi 

ống. Vi ống tạo thành một phần của tâm động, liên quan đến sự hình thành thoi vô 

sắc và co thắt màng tế bào trong quá trình phân chia tế bào [82]. Hơn nữa, các vi 
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ống dường như có vai trò di chuyển các cơ quan tế bào như ty thể, vận chuyển các 

túi nội bào và các thành phần tế bào khác bên trong tế bào [83]. 

Tất cả các thành phần khung xương tế bào bao gồm các vi ống (MT), vi sợi 

trung gian (IF) và vi sợi (MF), trở nên vô tổ chức. Khung xương tế bào được tổ 

chức lại sau một thời gian trong điều kiện vi trọng lực từ 20 đến 72 giờ, nhưng 

không phải lúc nào cũng có cùng cấu hình giống như trước đây [84]. Trong tế bào 

ung thư vú, mạng lưới khung keratin quanh nhân (perinuclear cytokeratin network) 

và cấu trúc nhiễm sắc thể trở nên lỏng lẻo hơn dưới điều kiện vi trọng lực [85]. 

Năm 1999, một thí nghiệm trên tế bào thận người trong môi trường vi trọng lực 

được thực hiện để theo dõi biểu hiện gene. Người ta phát hiện ra rằng hơn 1.632 

gene đã thay đổi biểu hiện bao gồm những thay đổi lớn trong các yếu tố phiên mã 

[86]. 

Một số nghiên cứu ảnh hưởng của điều kiện clinostat cũng đã thấy sử ảnh 

hưởng trên tế bào người như thay đổi cấu trúc khung xương, dẫn đến sự chết của tế 

bào ở tế bào nguyên bào xương ROS 17/2.8; Giảm sự di cư định hướng, giảm F-

acin và thay đổi cấu trúc khung xương tế bào ở tế bào tiền thân tạo máu từ tủy 

xương BM CD344 sau 14 ngày nuôi cấy; Tổ chức vi ống bị rồi loạn, tăng gấp đôi 

sự chết theo chu trình (apoptosis) trong tế bào T (T lymphocyte) sau 2 giờ nuôi 

cấy…[83].  

Một số thí nghiệm dựa trên ảnh hưởng của vi trọng lực lên các vi ống cho 

thấy sự khác biệt đáng chú ý trong tổ chức trọng lực thực 1 g của Trái Đất và vi 

trọng lực. Trong môi trường vi trọng lực in vitro, các vi ống có thể phát triển và tổ 

chức trong một mô hình đồng nhất hoặc ngẫu nhiên. Trong khi đó, trong điều kiện 

trọng lực thực, chúng phát triển và tự tổ chức theo dạng sọc [87].  

Những thay đổi về hình thái và sinh lý của các tế bào phát triển kết dính sau 

khi tiếp xúc với vi trọng lực. Các thành phần bộ xương tế bào của actin, vi ống và 

sợi trung gian được hiển thị trong các vòng tròn trong. Trong tế bào kết dính, các vi 

ống hình thành sự sắp xếp bức xạ gần nhân. Sợi actin neo vào màng tế bào. Sợi 

trung gian tạo thành mạng lưới lỏng lẻo xung quanh hạt nhân. Trong số các tế bào 

chịu ảnh hưởng của vi trọng lực, các vi ống ngắn lại và cong. Ít sợi actin hơn nhưng 

quan sát thấy nhiều sợi trung gian ngưng tụ hơn như hình 1.17 khi nuôi cấy tế bào 

tuyến giáp trong môi trường mô phỏng vi trọng lực [88]. 

Vi ống thường phát triển (polymer hóa) thành các polymer hình ống dài bao 

gồm các nhị phân alpha và beta-tubulin gắn với nhau theo một hướng cụ thể. Quá 

trình tổng hợp tạo ra vi ống bị ảnh hưởng bởi lực hấp dẫn bởi vì chúng có xu hướng 

trôi theo hướng thẳng đứng hơn là ở hướng bên [89].  
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Vi sợi liên kết với mạng lưới vi tế bào trong cơ thể để tạo thành một cấu trúc 

vững bền [89]. Theo nhiều nghiên cứu, cũng như vi ống, vi sợi có thể thay đổi trong 

môi trường vi trọng lực [90]. Vi ống có khả năng co cứng để chống lại sự đứt gãy 

do gắn kết với vi sợi trung gian trong cơ thể [91]. Vi sợi trung gian cũng có thể bị 

ảnh hưởng tương tự vi ống do sự thay đổi trọng lực.  

 

Hình 1.17. Sự thay đổi của tổ chức khung xương tế bào khi nuôi cấy trong điều 

kiện vi trọng lực [88] 

Trong các nghiên cứu về vi trọng lực cho thấy phần lớn các tế bào có xu 

hướng tròn lại trong điều kiện vi trọng lực. Hơn nữa, việc làm tròn tế bào phần lớn 

được xác định bởi hệ thống vi sợi actin. Nghiên cứu cho thấy, các tín hiệu cascade 

dễ thay đổi trong điều kiện vi trọng lực, sự truyển tín hiệu qua trung gian PKC 

(Protein kinase C) được chứng minh là có liên quan đến actin. Đó là lý do tại sao 

khung xương actin có thể là thành phần trong tế bào rất nhạy cảm với vi trọng lực. 

Vi trọng lực có thể tác động đến hành vi của actin một cách trực tiếp hoặc gián tiếp 

thông qua các protein liên kết với actin. Đến lượt mình actin có thể tác động đến 

dòng tín hiệu qua trung gian PKC [92]. 

Nhiều protein tương tác với actin và xác định hành vi của actin. Các protein 

này được mô tả dựa trên chức năng của chúng bao gồm các protein liên kết chéo 

như α-actinin và filamin, protein cắt như nhân tố khử sợi actin (Actin-

depolymerization factor ADF) và cofilin, protein gắn mủ như gelsolin, protein liên 

kết monomer như profilin và protein liên kết màng như thụ thể EGF. Các protein 

liên kết Actin này cùng nhau điều chỉnh động lực học khung xương actin trong tế 

bào (Hình 1.18). Vì vậy, các protein liên kết với actin và actin tạo thành một mạng 
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lưới phức tạp và rất quan trọng đối với nhiều quá trình trong tế bào như tăng sinh, 

apoptosis, vận động [92]. 

 

Hình 1.18. Các protein liên kết với actin ảnh hưởng đến hoạt động của Actin theo 

nhiều cách khác nhau [92].  

A: Protein liên kết với monomer giữ cho số lượng tiểu đơn vị actin ở trạng thái 

polymer hóa thấp, để ngăn chặn sự hình thành các sợi F-Actin; B: Khi một sợi 

Actin được hình thành, nó có thể được giới hạn bởi một  protein khác để ngăn chặn 

kéo dài sợi tạo thành sợi ngắn có gắn mũ; C: Gia tăng protein phân cắt quá trình 

khử polymer hóa sợi Actin; D: Các protein liên kết ngang có thể tổ chức các sợi 

actin thành mạng lưới giống như gel hoặc bó sợi như hình E;  F: Protein phân 

nhánh khởi đầu sự tăng trưởng của sợi mới  dẫn đến việc phân nhánh mạng lưới 

Actin. 

Các protein liên kết với actin cũng được điều hòa theo nhiều cách khác nhau 

(hình 1.19). Các tầng tín hiệu khác nhau có nguồn gốc từ cả hai integrins và các thụ 

thể của yếu tố tăng trưởng đều kích thích hoặc kìm hãm protein liên kết với actin 

dẫn đến việc tu sửa lại các khung xương actin. Integrin liên kết khung xương actin 

với chất nền ngoại bào và bằng cách đó đóng một vai trò trong việc gắn tế bào. Các 

thụ thể của nhân tố tăng trưởng cảm nhận môi trường tế bào bằng cách liên kết với 

nhân tố tăng trưởng từ bên ngoài. Cả integrins và các thụ thể của nhân tố tăng 

trưởng đều chuyển đổi tín hiệu ngoại bào này qua màng vào tế bào. Các tế bào phản 
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ứng bằng cách định hình lại khung xương của nó và cuối cùng làm thay đổi biểu 

hiện gene [93]. 

 

Hình 1.19. Tổng quan về tương tác chuyển đổi tín hiệu và tu sửa actin [93] 

Nghiên cứu hình ảnh trên các tế bào bám dính cho thấy rằng sự phân bố vi 

sợi bị thay đổi do gia tăng hoặc giảm trọng lực. Những thí nghiệm trên các trạm 

không gian ISS và vi trọng lực mô phỏng cho thấy mật độ vi sợi F – actin trong tế 

bào chất giảm mạnh và gia tăng mạng lưới vi sợi trong các tế bào [94]. Chứng tỏ hệ 

thống khung xương tế bào rất nhạy cảm với vi trọng lực, có thể tác động đến nhiều 

quá trình khác như sự tăng sinh, tăng trưởng tế bào, apotosis…   

Hình dạng tế bào và bộ xương tế bào bị thay đổi trong điều kiện vi trọng lực, 

karyokinesis và cytokinesis là các quá trình tế bào phụ thuộc vào vi ống. Các vi ống 

tạo thành một phần của tâm động và tham gia vào quá trình hình thành trục chính và 

màng tế bào co thắt trong quá trình phân chia tế bào [95]. Hơn nữa, các vi ống 

dường như có một có vai trò vận động các bào quan của tế bào như ti thể, vận 

chuyển túi nội bào và các thành phần tế bào khác bên trong tế bào [96]. 

Nhiều nghiên cứu cho thấy vi trọng lực có thể gây ra các rối loạn trong quá 

trình chuyển hóa các cơ quan và các loại tế bào khác nhau [97]. Đồng thời làm phát 

sinh những tác động tiêu cực đến cơ thể con người như loãng xương, thay đổi cấu 

trúc tim mạch và các cơ quan thần kinh [98]. Thay đổi cấu trúc và chức năng của 

các tế bào động vật có vú đã được nghiên cứu trên các hệ thống mô phỏng khác 

nhau như 2-D clinostat  [99], 3-D clinostat  [100] hoặc máy định vị ngẫu nhiên 

(RPM) [101]. Điều kiện vi trọng lực gây ra sự sắp xếp lại tế bào của các tế bào nội 

mô bằng cách sửa đổi biểu hiện gelsolin và α-tubulin [102].  
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Chương 2. ĐỐI TƯỢNG VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1.   Đối tượng và phạm vi nghiên cứu 

Tế bào gan Chang (CCL-13) được cung cấp bởi công ty ACCT (American 

Type Culture Collection) và được nuôi cấy trong điều kiện vi trọng lực 3-D 

clinostat.  

Đề tài được thực hiện tại Viện Sinh học Nhiệt đới Thành phố Hồ Chí Minh 

từ 10/12/2020 đến 10/12/2023. 

2.2. Vật liệu  

2.2.1.  Thiết bị và dụng cụ  

Các thiết bị và dụng cụ được sử dụng trong đề tài được liệt kê ở Bảng 2.1 và 

Bảng 2.2.  

Bảng 2.1. Một số thiết bị chính sử dụng trong đề tài 

Bảng 2.2. Một số dụng cụ chính sử dụng trong đề tài 

STT Tên thiết bị Hãng sản xuất Nước sản xuất 

1 Kính hiển vi quang học Meiji Nhật 

2 Máy ly tâm Hettich Đức 

3 Tủ ấm 37oC nuôi tế bào Sanyo Nhật 

4 Máy Vortex VX100 Labnet Đức 

5 Máy PCR Agilent Mỹ 

6 Máy Realtime PCR Piko Thermo Thermo Scientific Mỹ 

7 Tủ lạnh Sanyo Nhật 

8 Nanovue GE Healthcare Mỹ 

9 Máy chụp hình tế bào Cytell™ GE Healthcare Mỹ 

10 Hệ thống điện di Western blot GE Healthcare Mỹ 

11 Flow cytometer BD Bioscience Mỹ 

12 Tủ -80oC Panasonic Nhật 

13 Tủ -30oC Panasonic Nhật 

14 Bể ổn nhiệt Memmert Đức 

15 
Máy quang phổ GloMax® Explorer 

Multimode Microplate Reader 
Promega Mỹ 

16 Máy BD Accuri C6 flow cytometer BD Biosciences Mỹ 

STT Tên dụng cụ Hãng sản xuất Nước sản xuất 

1 Beaker (50 ml, 100 ml) Schott Đức 

2 Erlen (100 ml, 250 ml)  Schott  Đức  

3 Ống ly tâm 15 ml  Corning  Hoa Kỳ  
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2.2.2.  Môi trường và hóa chất sử dụng 

Môi trường và hóa chất được sử dụng trong đề tài được liệt kê ở Bảng 2.3. 

Bảng 2.3. Môi trường, hóa chất sử dụng trong đề tài 

4 
Micropipette (100-1000 μl,  

10-100 μl, 5-50 μl)  

Nychiro  Nhật  

5 Eppendorf (1500 và 2000 μl)  Eppendorf Đức 

6 Đầu tip 20 μl, 100 μl, 1000 μl Eppendorf Đức 

7 Bình nuôi T25 Thermo Scientific Mỹ 

8 Đĩa 96 giếng  Thermo Scientific Mỹ 

9 Ống đông lạnh Corning Mỹ 

STT Tên dụng hóa chất Hãng sản xuất Nước sản xuất 

1 Kháng sinh (penicillin/ streptomycin) Gibco BRL  Mỹ 

2 
DMEM/Ham’s F-12 with L-

Glutamine 

Capricorn 

Scientific 

Đức 

3 
Phalloidin CruzFluor™ 488 

Conjugate 

Santa Cruz 

Biotechnology 

Mỹ 

4 Fetal bovine serum (FBS) 
Capricorn 

Scientific 

Đức 

5 Trypsin EDTA 
Capricorn 

Scientific 

Đức 

6 Phosphate buffered saline (PBS) 
Capricorn 

Scientific 

Đức 

7 Hoechst 33342 Sigma-Aldric  Đức 

8 
4% Paraformaldehyde Phosphate 

Buffer Solution 

Nacalai Tesque Nhật Bản 

9 
ReliaPrepTM RNA Cell Miniprep 

System 

Promega Mỹ 

10 Cồn Merk  Đức 

11 
FITC Annexin V Apoptosis 

Detection Kit I 

BD Biosciences Mỹ 

12 PCRBIO 1-Step RT-PCR Kit PCR Biosystems Mỹ 

13 
Môi trường đông lạnh HyCryo-

STEM 

GE Healthcare 

Life Sciences 

Mỹ 

14 Human MSC analysis kit BD Biosciences Mỹ 

15 WST-1 Roche Thụy Sĩ 
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2.2.3.  Tế bào gan Chang (CCL-13) 

Tế bào gan Chang (CCL-13) được cung cấp bởi Công ty ATCC (American 

Type Culture Collection). Dòng này ban đầu được cho là có nguồn gốc từ mô gan 

bình thường, nhưng sau đó dựa trên phân tích isoenzyme, nhiễm sắc thể đánh dấu 

HeLa và dấu vân tay DNA, người ta phát hiện ra rằng nó có thể được thiết lập thông 

qua sự lây nhiễm tế bào HeLa. 

2.2.4.  Hệ thống vi trọng lực mô phỏng (clinostat 3D) 

Hệ thống máy 3-D clinostat  sử dụng trong nghiên cứu để tạo môi trường vi 

trọng lực mô phỏng đã được thiết kế và chế tạo trong đề tài: “Nghiên cứu đánh giá 

sự thay đổi trong cấu trúc bộ khung tế bào cơ thể sống trong điều kiện mô phỏng 

trạng thái vi trọng lực (simulated microgravity)”. Đề tài này thuộc “Chương trình 

Khoa học công nghệ vũ trụ” với mã số là: VT-CB.15/18-20 (Hình 2.1).   

Hệ thống 3-D clinostat có các khung được làm bằng hợp kim nhôm và được 

anode hóa. Cấu trúc máy bao gồm khung bên ngoài và khung bên trong có thể xoay 

độc lập. Hai động cơ được sử dụng để điều khiển hai khung. Tốc độ của hai động 

cơ được điều khiển bởi bộ điều khiển tốc độ. Vòng tiếp điện được sử dụng để cho 

phép kết nối tín hiệu giữa bộ điều khiển tốc độ 2 và động cơ 2 bên trong (Hình 2.1). 

Trong nghiên cứu này, hệ thống 3-D clinostat  tạo ra một môi trường tương 

tự như môi trường bên ngoài không gian với gia tốc trọng trường 1,3 × 10-3 g bằng 

cách quay hai khung trong vào ngoài với vận tốc 1 vòng/phút. Điều này dẫn đến sự 

phân tán đồng đều của vector trọng lực trong một thể tích hình cầu với vận tốc góc 

không đổi. Các điều kiện này đã tạo ra một môi trường vi trọng lực với gia tốc 1,3 × 

16 
2x qPCR SyGreen 1-Step Go Hi-

ROX kit 

PCRBiosystem Anh 

17 Optiblot LDS Sample Buffer Abcam Mỹ 

18 Precast Gel SDS-PAGE 4-12 % Abcam Mỹ 

19 Optiblot SDS Run Buffer Abcam Mỹ 

20 Màng PVDF Abcam Mỹ 

21 Giấy lọc Extra Thick Blot Paper Bio-Rad Mỹ 

22 Blocking Buffer Abcam Mỹ 

23 Kháng thể Western Blot Abcam Mỹ 

24 ECL Western Blotting Substrate Kit Abcam Mỹ 

25 AUTOMATIC X-RAY kit Fujifilm Nhật Bản 

26 CL-XPosure Film Thermo Scientific Mỹ 

27 Triton Sigma-Aldrich Mỹ 

28 SiR-Tubulin Kit Cytoskeleton Mỹ 
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10-3 g và nó được định nghĩa là môi trường vi trọng lực mô phỏng. Máy 3-D 

clinostat  có thể được đặt trong tủ nuôi tế bào động vật có dung tích từ 160 lít trở 

lên. 

  

Hình 2.1. Cấu trúc máy 3-D clinostat 

A: Mẫu tế bào lắp đặt trên hệ thống 3-D clinostat; B: Hệ thống 3-D clinostat trong 

tủ nuôi tế bào động vật (Viện Sinh học nhiệt đới, Mã đề tài: VT-CB.15/18-20) 

2.3. Nội dung nghiên cứu 

Đề tài tập trung vào việc đánh giá sự cảm ứng của tế bào gan Chang (CCL-

13) trong điều kiện vi trọng lực mô phỏng (3-D clinostat) với các nội dung sau. 

2.3.1. Nội dung nghiên cứu 1 

Đánh giá khả năng tăng sinh của tế bào gan Chang (CCL-13) trong hệ thống 

vi trọng lực mô phỏng (3-D clinostat). 

Mục đích: Xác định được sự thay đổi trong quá trình tăng trưởng và phát 

triển của tế bào được nuôi cấy trong 2 điều kiện khác nhau (SMG và đối chứng). 

Chỉ tiêu đánh giá: 

- Sự thay đổi mật độ tế bào CCL-13 trong điều kiện vi trọng lực; 

- Ảnh hưởng của điều kiện vi trọng lực lên chu kỳ tế bào CCL-13. 

2.3.2. Nội dung nghiên cứu 2 

Đánh giá sự chết theo chương trình (apotosis) của tế bào gan Chang (CCL-

13) trong hệ thống vi trọng lực mô phỏng (3-D clinostat). 

Mục đích: Xác định được qúa trình chết theo chương trình (apoptosis) của tế 

bào gan Chang (CCL-13) trong hệ thống 3-D clinostat. 

Chỉ tiêu đánh giá: 

- Sự thay đổi hình thái nhân và tế bào chất; 

- Tỉ lệ tế bào apoptosis; 
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- Sự thay đổi biểu hiện các gene họ BCL2 (Bax, Bcl-2). 

2.3.3. Nội dung nghiên cứu 3 

Đánh giá sự thay đổi cấu trúc khung xương tế bào gan Chang (CCL-13) 

trong hệ thống vi trọng lực mô phỏng (3-D clinostat). 

Mục đích: Đánh giá được sự thay đổi biểu hiện các gene mã hóa cho protein 

cấu tạo bộ xương tế bào và sự thay đổi cấu trúc thành phần của khung xương tế bào 

gan Chang (CCL-13) khi phân bào trong hệ thống 3-D clinostat. 

Chỉ tiêu đánh giá: 

- Thay đổi ở mức phiên mã và dịch mã của các gene mã hóa cho protein hình 

thành cấu trúc bộ khung xương tế bào CCL-13: 

+ Sự thay đổi biểu hiện gene cấu trúc vi ống (microtubule). 

+ Sự thay đổi biểu hiện gene cấu trúc vi sợi (microfilament). 

- Thay đổi cấu trúc thành phần của khung xương tế bào CCL-13 khi phân 

bào:  

+ Sự thay đổi hình thái cấu trúc vi ống (microtubule). 

+ Sự thay đổi hình thái cấu trúc vi sợi (microfilament). 

2.4. Phương pháp nghiên cứu  

Các nội dung nghiên cứu của đề tài được thực hiện với sơ đồ chung như sau: 

 

Hình 2.2. Sơ đồ nghiên cứu chung 

2.4.1. Nuôi cấy tế bào và thử nghiệm vi trọng lực mô phỏng 

Tế bào gan Chang (CCL-13) được nuôi cấy với 2 loại dụng cụ là đĩa 96 

giếng và bình flask T-25 nhằm phù hợp với các phương pháp nghiên cứu khác nhau 

như sau: 

- Tế bào CCL-13 được nuôi cấy trong đĩa 96 giếng (161093, Thermo 

Scientific, Hoa Kỳ) với mật độ 2 × 103 tế bào / giếng. Mỗi giếng được lấp đầy với 

395 µl môi trường nuôi cấy DMEM/Ham’s F-12 with L-Glutamine được bổ sung 
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15% FBS (FBS-HI-22B, Capricorn Scientific, Đức)  và 1% Pen/ Strep (15140-122, 

Gibco, Mỹ). Băng parafilm đã được sử dụng để che các giếng. Kết quả nuôi cấy này 

được sử dụng đối với các phương pháp sử dụng kính hiển vi Cytell để đánh giá. 

- Tế bào CCL-13 được nuôi trong flask T-25 (160430, Thermo Scientific, 

Mỹ) với mật độ 1 x 105 tế bào/flask ở 37ºC, 5% CO2. Môi trường sử dụng để nuôi tế 

bào là DMEM/Ham’s F-12 with L-Glutamine bổ sung 15% FBS và 1% Pen/Strep. 

Flask chứa tế bào được đổ đầy môi trường nuôi cấy. Sau 72 giờ, các flask Tế bào 

CCL-13 được hút bỏ môi trường và rửa 3 lần với 5 ml PBS 1X (PBS-10XA, 

Capricorn Scientific, Đức) cho mỗi lần. Mỗi flask tế bào được ủ với 1 ml dung dịch 

Trypsin 0.25% (TRY-2B, Capricorn Scientific, Đức) trong 5 phút ở 37ºC. Sau đó, 1 

ml môi trường được cho thêm vào flask tế bào để bất hoạt Trypsin. Tế bào được thu 

hoạch và ly tâm với tốc độ 1.500 vòng/phút trong 5 phút ở nhiệt độ thường để thu 

tủa tế bào. Kết quả nuôi cấy tế bào này được sử dụng đối với hệ thống Flow 

cytometry, phân tích Real time – PCR và phân tích Western blot. Mốc 72 giờ nuôi 

cấy tế bào được chọn để thực hiện trong nghiên cứu. Theo nghiên cứu của giáo sư 

Theodore và cộng sự tại NASA, thời gian xảy ra những biến đổi về mặt sinh lý cơ 

thể diễn ra mạnh nhất từ ngày thứ nhất đến ngày thứ 3 khi phi hành gia đi vào trong 

không gian và chịu tác động của điều kiện vi trọng lực. Do đó, nghiên cứu này chọn 

mốc thời gian 72 giờ nhằm khảo sát những tác động của vi trọng lực lên một số đặc 

điểm sinh lý tế bào như sự tăng sinh, sức sống và cấu trúc.  

Đồng thời các nội dung nghiên cứu được khảo sát, đánh giá và so sánh 

trên 2 nhóm tế bào CCL-13 nuôi cấy trong hai điều kiện môi trường về trọng 

lực khác nhau: 

- Nhóm vi trọng lực mô phỏng (SMG): nhóm tế bào được nuôi cấy trong 

điều kiện vi trọng lực (hệ thống máy 3-D clinostat và quay ở chế độ 10-3 g, được đặt 

trong tủ ấm CO2, vận tốc góc của khung ngoài và khung trong là 1 vòng/phút. Vận 

tốc góc nhỏ hơn 5,5 °/s và điều kiện cơ học bên trong bình quay có thể gần đúng với 

trạng thái gần như tĩnh [103].  

- Nhóm điều kiện trọng lực 1 g (đối chứng: control): nhóm đối chứng, tế 

bào được nuôi ở điều kiện trọng lực bình thường (1g) trong cùng một tủ ấm CO2.  

Thử nghiệm vi trọng lực được tiến hành trong vòng 72 giờ (Theo nghiên cứu 

của Theodore ở trung tâm NASA thì sự thích nghi của sinh lý cơ thể con người khi 

đi vào không gian bắt đầu thay đổi và thích nghi sau 1 – 3 ngày). Các thí nghiệm 

được lặp lại ít nhất ba lần [30]. 

2.4.2. Thử nghiệm WST-1 
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Nguyên tắc của thử nghiệm WST1: Xét nghiệm này dựa trên sự phân cắt 

muối tetrazolium hơi đỏ WST-1 để tạo thành thuốc nhuộm formazan màu đỏ sẫm 

bởi các tế bào hoạt động trao đổi chất (Hình 2.3). Do đó, quá trình chuyển đổi này 

chỉ xảy ra ở các tế bào sống. Thuốc nhuộm formazan được tạo thành hòa tan trong 

dung dịch nước và được định lượng trực tiếp bằng máy quang phổ kế.  

 

Hình 2.3: Phân cắt muối tetrazolium WST-1 (4-[3-(4-iodophenyl)-2-(4-

nitrophenyl)-2H-5-tetrazolio]-1,3-benzene disulfonate) thành formazan. EC = thuốc 

thử ghép electron; RS = hệ thống succinate-tetrazolium-reductase ty thể. 

Thử nghiệm WST-1 được dùng để đánh giá mức độ tăng sinh của tế bào gan 

Chang (CCL-13) khi nuôi cấy trong môi trường vi trọng lực. Phương pháp dựa trên 

phản ứng đổi màu của muối tetrazolium trong dung dịch WST-1 với các enzyme 

dehydrogenase trong ti thể. Khi tế bào tăng sinh mạnh, mức độ hô hấp càng nhiều 

dẫn đến lượng enzyme tiết ra môi trường càng lớn, môi trường nuôi chứa WST-1 sẽ 

chuyển màu càng đậm. Sau thử nghiệm vi trọng lực, các giếng nuôi tế bào được rút 

bỏ môi trường và rửa với 200 µl PBS 1X mỗi giếng (PBS-10XA, Capricorn 

Scientific, Đức). 100 µl môi trường nuôi cấy và 10 µl dung dịch WST-1 

(11644807001, Roche, Thụy Sĩ) được cho vào mỗi giếng nuôi của mỗi nhóm và ủ 

trong 3,5 giờ ở 37ºC, 5% CO2. Lắc 1 phút trên máy lắc. Đo giá trị OD ở bước sóng 

450 nm bằng máy quang phổ GloMax® Explorer Multimode Microplate Reader 

(Promega, Mỹ) [30]. 

2.4.3. Phân tích bằng kính hiển vi Cytell 

Hệ thống kính hiển vi Cytell (GE Healthcare, Hoa Kỳ) là hệ thống hình ảnh 

tế bào Cytell kết hợp các chức năng của kính hiển vi kỹ thuật số, máy đo tế bào 

hình ảnh và bộ đếm tế bào trong một thiết bị để bàn. Hệ thống tạo cơ hội cho phòng 

thí nghiệm thu giữ, phân tích các hình ảnh tế bào, cấu trúc bên trong tế bào, đánh 

giá khả năng sống, số lượng tế bào và chu kỳ tế bào một cách dễ dàng. 
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Trong nghiên cứu này hệ thống kính hiển vi Cytell được sử dụng để phân 

tích các nội dung nghiên cứu sau: 

- Đánh giá mật độ tế bào CCL-13: Sau 72 giờ, môi trường nuôi cấy được lấy 

ra. Các hạt nhân được nhuộm bằng Hoechst 33342 (14533, Sigma-Aldrich, Hoa Kỳ) 

trong 15 phút. Tế bào được rửa ba lần bằng nước muối đệm phosphat (Gibco, Đức). 

Số lượng tế bào CCL-13 đã được đếm bằng Ứng dụng Chu kỳ tế bào của Kính hiển 

vi Cytell. 

- Đánh giá hình thái, diện tích và cường độ nhân của tế bào CCL-13: 

Trước tiên tế bào được rửa 3 lần bằng dung dịch PBS, mỗi lần 5 phút. Sau đó 

tế bào được cố định trong 4% paraformaldehyde trong 30 phút. Tế bào được rửa 3 

lần bằng dung dịch PBS, mỗi lần 5 phút. Tế bào được xử lý với Triton X-100 0,1% 

(thể tích/thể tích) qua đêm ở 4oC. Tế bào được rửa 3 lần bằng dung dịch PBS, mỗi 

lần 5 phút. Nhân được nhuộm bằng Hoechst 33342 (14533, Sigma-Aldrich, Hoa 

Kỳ) trong 15 phút. Tế bào được rửa ba lần bằng nước muối đệm phosphat (Gibco, 

Đức), mỗi lần 10 phút. Ứng dụng Cell Cycle của kính hiển vi Cytell để đánh giá 

diện tích hạt nhân, cường độ hạt nhân và hình dạng hạt nhân [104].  

Sau khi nhuộm nhân, đặc điểm hình thái nhân và tế bào chất sẽ được xác 

định bằng phần mềm của hệ thống kính hiển vi huỳnh quang Cytell. Đặc điểm hình 

thái nhân như: diện tích nhân, cường độ biểu hiện, giá trị hình dạng nhân (nuclear 

shape value) được đánh giá bằng ứng dụng Cell Cycle App. Còn diện tích tế bào 

được đánh giá bằng Phần mềm ImageJ (National Institutes of Health, Bethesda, 

Mỹ). Ảnh chụp tế bào được chuyển đổi sang dạng 8-bit và thiết lập các thông số 

theo một ngưỡng chung để loại bỏ độ sáng nền trước khi tính toán [104].  

- Xác định sự thay đổi về cấu trúc, khả năng hoạt động của vi sợi và vi 

ống: 

Vi ống và vi sợi được nhuộm bằng phương pháp hoá tế bào miễn dịch (ICC). 

Tế bào gan Chang (CCL-13) được nuôi cấy trong đĩa 96 giếng với mật độ 2 × 103 tế 

bào/giếng. Môi trường nuôi cấy được thêm vào 395 µl/giếng. Vi ống được nhuộm 

bằng 2 µl SiR-Tubulin (CY-SC002, Cytoskeleton, Inc., Denver, CO, USA) với 

nồng độ 50 nM cho mỗi giếng. Phủ parafilm lên các giếng. Đối với nhuộm vi sợi 

actin, phủ parafilm lên các giếng, tế bào CCL-13 được cố định bằng 

paraformaldehyde 4% (Nacalai, Nhật Bản) trong 30 phút, sau đó được ngâm với 

Triton X-100 0,1% (Merck, Đức) qua đêm ở 4oC. Phalloidin CruzFluor ™ 488 

Conjugate (sc-363791, Santa Cruz Biotechnology, United States) được sử dụng để 

nhuộm sợi actin trong 1 giờ. Cấu trúc của các bó vi ống và vi sợi được đánh giá 

dưới kính hiển vi Cytell. 
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2.4.4. Phương pháp flow cytometry 

Flow Cytometry hay còn gọi là kỹ thuật phân tích tế bào theo dòng chảy, đo 

đặc tính huỳnh quang và quang học của tế bào đơn, nhân và nhiễm sắc thể… thông 

qua chùm tia sáng laser. Nguyên lý hoạt động: các hạt/tế bào (kích thước từ 0,2 - 

150 µm) được đưa vào trong dòng chảy chất lỏng và đi qua chùm tia sáng laser, gây 

tán xạ ánh sáng và ánh sáng huỳnh quang sẽ được thu tại thấu kính rồi hướng tới 

cảm biến (detector). Cuối cùng, các cảm biến sẽ tạo ra tín hiệu điện tỉ lệ thuận với 

tín hiệu quang học. Flow cytometry được ứng dụng trong đếm và phân loại tế bào, 

xác định đặc điểm và chức năng của tế bào, đo kích thước bộ gene, nhận diện chỉ thị 

sinh học và kỹ thuật protein, ứng dụng trong chẩn đoán các loại bệnh lý khác nhau 

như ung thư, bất thường về biến đổi gene.  

Hệ thống máy BD Accuri C6 flow cytometer được sử dụng để phân tích 

những thay đổi của tế bào Gan Chang (CCL-13) khi nuôi trong môi trường mô 

phỏng vi trọng lực mô phỏng sau: 

- Đánh giá chu kỳ tế bào bằng hệ thống Flow cytometry 

Tế bào CCL-13 sau khi thu hoạch được xử lý với FITC Annexin V 

Apoptosis Detection Kit I (BD Biosciences, Mỹ) để kết hợp đánh giá tỉ lệ apoptosis 

và chu kỳ tế bào. Eppendorf chứa tế bào được ủ với dung dịch chứa 100 ml Binding 

Buffer 1X, 5 μl PI và 5 μl FITC trong 25 phút ở nhiệt độ phòng, tránh ánh sáng. Sau 

đó, mẫu tế bào được bổ sung thêm 400 μl Binding Buffer 1X và được phân tích bởi 

hệ thống máy BD Accuri C6 flow cytometer. 

- Hình thái nhân tế bào CCL-13: Các thay đổi về mặt hình thái nhân của tế 

bào CCL-13 trong điều kiện vi trọng lực mô phỏng cũng được đánh giá thông qua 

kết quả đo chỉ số FSC (Forward Scatter) bằng phương pháp flow cytometry. Chỉ số 

này cho phép đo lượng tia laser đi qua tế bào, từ đó có thể tính toán được kích thước 

tương đối của tế bào so với nhóm đối chứng.  

- Đánh giá tỉ lệ apoptosis của tế bào: Tế bào được thu và ủ trong Binding 

Buffer có chứa Annexin-V-FITC và PI ở nhiệt độ phòng trong bóng tối 30 phút. 

Sau khi ly tâm loại dịch nổi, PBS sẽ được bổ sung vào tube chứa tế bào trước khi 

cho chạy qua hệ thống flow cytometry BD Accuri TM C6 Flow Cytometer. Những 

tế bào đang trong quá trình apoptosis sẽ được thể hiện bằng tỉ lệ các tế bào dương 

tính với Annexin-V-FITC và các tế bào dương tính với PI [30]. 

2.4.5. Tách chiết RNA tổng 

Tế bào CCL-13 được tách bằng trypsin-EDTA(Ethylene diamine tetraacetic 

Acid) 0,25% và chuyển vào eppendorf 1,5 ml. Tế bào được ly giải bằng 250µl dung 

dịch ly giải RLT và được vortex trong 30 giây. 350 µl Ethanol 70% được cho vào 
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eppendorf chứa mẫu và dung dịch được huyền phù hoá. Toàn bộ 700 µl mẫu trên 

được chuyển vào cột RNeasy và đặt cột vào eppendorf 2 ml. Mẫu được ly tâm 

11.000 vòng/phút, trong 1 phút 30 giây ở 4oC. Dịch ly tâm được loại bỏ và 700 µl 

dung dịch RW1 được cho vào cột RNeasy. Mẫu được ly tâm 11.000 vòng/phút, 

trong 1 phút ở 4oC. Dịch ly tâm được loại bỏ và 500 µl dung dịch RPE được cho 

vào cột RNeasy. Mẫu được ly tâm 11.000 vòng/phút, trong 1 phút 30 giây ở 4oC. 

Cột RNeasy đuợc chuyển sang eppendorf mới. 50 µl nước không chứa RNase được 

chuyển vào cột RNeasy. Mẫu được ly tâm 11.000 vòng/phút, trong 1 phút 30 giây ở 

4oC. Cột RNeasy được loại bỏ, thu mẫu RNA tổng được và bảo quản ở -80oC. RNA 

tổng được sử dụng trong phân tích sự biểu hiện ở mức phiên mã của các gene liên 

quan đến chu kỳ tế bào, quá trình apoptosis và các gene tham gia hình thành cấu tạo 

bộ khung xương của tế bào CCL-13. 

2.4.6. Phương pháp Real time PCR 

Phương pháp Real time qRT-PCR được sử dụng nhằm phân tích, đánh giá 

mức độ biểu hiện phiên mã của gene điều hoà chu kỳ tế bào, quá trình apoptosis và 

các gene điều hoá quá trình tổng hợp các protein (vi tống tubulin, vi sợi actin) tham 

gia hình thành cấu trúc khung xương tế bào CCL-13. Phương pháp 2-∆∆Ct (Livak) 

được sử dụng để định lượng tương đối sự biểu hiện của các gene. Sau đó chuẩn hóa 

giá trị Ct nhằm xác định sự biểu hiện của gene mục tiêu trong nhóm vi trọng lực và  

nhóm đối chứng. 

Trong phương pháp 2-∆∆Ct cả gene đích và gene tham chiếu đều được giả định 

mức khuếch đại có hiệu quả tương đương 100% và trong phạm vi 5% của mỗi gene. 

Để xác định sự khác biệt tương đối trong mức độ biểu hiện của gene đích ở các mẫu 

khác nhau, phương pháp 2-∆∆Ct được thực hiện theo các bước sau: 

+ Chuẩn hóa giá trị CT của gene mục tiêu với gene tham khảo cho cả mẫu thí 

nghiệm và mẫu hiệu chỉnh: 

∆CT(mẫu) = CT(mục tiêu, mẫu)
 - CT(tham chiếu, mẫu) 

∆CT(chuẩn) = CT(mục tiêu, chuẩn)
 - CT(tham chiếu, chuẩn) 

+ Chuẩn hóa giá trị ∆CT của mẫu thí nghiệm với ∆CT của mẫu chuẩn 

∆∆CT = ∆CT(mẫu) - ∆CT(chuẩn) 

+ Cuối cùng, tỉ lệ biểu hiện được tính theo công thức 

Tỉ lệ biểu hiện = 2-∆∆Ct 

Kết quả thu được là sự tăng (hay giảm) theo tỉ lệ của gene đích trong mẫu thí 

nghiệm tương quan với mẫu chuẩn và được chuẩn hóa theo sự biểu hiện của gene 

tham chiếu. Sự chuẩn hóa sự biểu hiện của các gene đích theo gene tham chiếu giúp 

loại những khác biệt về lượng tế bào mẫu [105]. 
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Sự biểu hiện các gene ở mức phiên mã được định lượng bằng phương pháp 

Real time qRT-PCR với kit PCRBIO 1-Step RT-PCR Kit (PCR Biosystems). Mỗi 

phản ứng PCR chứa 1 µl RNA mẫu, 2 µl mồi, 10 µl Mix Ro-Lox và 1 µl RTAse 

trong tổng thể tích 20 µl. Chu trình nhiệt của phản ứng Real-time qRT-PCR: 1 chu 

kỳ ở 45oC (15 phút) nhằm huyển hóa RNA thành DNA, Tách mạch trong 95oC (2 

phút); 40 chu kì ở 95oC (10 giây) và 62oC (15 giây), trữ mẫu ở 4°C (30 phút). 

Đường cong tan chảy được phân tích dựa trên bước tiến hành 60oC đến 95oC với 

mỗi bước đọc là 0,5oC (30 giây). Với các đánh giá sự điều hoà biểu hiện của các 

gene khác nhau trong điều kiện vi trọng lực mô phỏng sẽ tương ứng với các trình tự 

mồi khác nhau được sử dụng như sau: 

- Các gene điều hoà chu kỳ tế bào CCL-13: Gồm các gene thuộc 2 nhóm 

CDK (2, 4, 6) và Cyclin (A, B1, D1), gene GAPDH được sử dụng làm gene tham 

chiếu [106]. Các cặp mồi đặc trưng cho các gene khảo sát được thể hiện trong Bảng 

2.4. 

Bảng 2.4. Trình tự mồi các gene liên quan đến chu kỳ tế bào  

Gene Trình tự mồi Tài liệu tham khảo 

CDK4 
F: 5’-ATGGACGTCTGTGCCACATC-3’ 

R: 5’-GTGCCTTGTCCAGATATGTCC-3’ 
[106] 

CDK6 
F: 5’-TCTTCATTCACACCGAGTAGTGC-3’ 

R: 5’-TGAGGTTAGAGCCATCTGGAAA-3’ 
[107] 

Cyclin A 
F: 5’-GCCATTAGTTTACCTGGACCCAGA-3’ 

R: 5’-CACTGACATGGAAGACAGGAACCT-3’ 
[108] 

CDK2 
F: 5’-CAGGAGTTACTTCTATGCCTGA-3’  

R: 5’-TTCATCCAGGGGAGGTACAAC-3’ 
[107] 

Cyclin B1 
F: 5’-AATGAAATTCAGGTTGTTGCAGGAG-3’ 

R: 5’-CATGGCAGTGACACCAACCAG-3’ 
[107] 

Cyclin D1 
F: 5’-ATGTTCGTGGCCTCTAAGATG A-3’  

R: 5’-CAGGTTCCACTTGAGCTTGTT C-3’ 
[106] 

GAPDH 
F: 5’-CATGAGAAGTATGACAACAGCCT-3’ 

R: 5’-AGTCCTTTCCACGATACCAAAGT-3’ 
[107] 

- Các gene liên quan đến quá trình apoptosis của tế bào CCL-13: Các gene 

được đánh giá bao gồm Bax và Bcl-2 và gene GAPDH được sử dụng để làm đối 

chứng. Các cặp mồi đặc trưng cho các gene mục tiêu cần khảo sát được thể hiện 

trong Bảng 2.5. 

Bảng 2.5. Trình tự mồi các gene liên quan đến quá trình apoptosis 
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Gene Trình tự mồi (5’–3’) Tài liệu tham khảo 

GAPDH 
F: 5’-CATGAGAAGTATGACAACAGCCT-3’ 

R: 5’-AGTCCTTTCCACGATACCAAAGT-3’ 
[107] 

Bcl-2 
F: 5’-TCTTCATTCACACCGAGTAGTGC-3’ 

R: 5’-TGAGGTTAGAGCCATCTGGAAA-3’ 
[109] 

Bax 
F: 5’-CCAGGAGTTACTTCTATGCCTGA-3’ 

R: 5’-TTCATCCAGGGGAGGTACAAC-3’ 
[109] 

- Các gene mã hóa cho bộ khung xương tế bào: Các gene được đánh giá 

bao gồm α-Tubulin 3, β-Actin và gene GAPDH được sử dụng để làm gene tham 

chiếi, đối chứng với gene mục tiêu. Các cặp mồi đặc trưng cho các gene mục tiêu 

cần khảo sát được thể hiện trong Bảng 2.6. 

Bảng 2.6. Trình tự mồi các gene mã hóa vi ống, vi sợi 

Gene Trình tự mồi (5’–3’) 
Tài liệu tham 

khảo 

α-Tubulin 3 
F: 5′-CATTGAAAAGTTGTGGTCTGATCA-3′ 

[110] 
R: 5′-GCTTGGGTCTGTAACAAAGCAT-3′ 

β-Actin 
F 5’-GAGCACAGAGCCTCGCCTTT-3’  

[110] 
R 5’-AGAGGCGTACAGGGATAGCA-3’ 

GAPDH 
F: 5′-TTAGCACCCCTGGCCAAGG-3’ 

[110] 
R: 5′-CTTACTCCTTGGAGGCCATG-3’ 

2.4.7. Phân tích Western blot 

Kỹ thuật Western Blot là kỹ thuật lai phân tử, giữa protein mục tiêu (Kháng 

nguyên) với protein (Kháng thể). Dựa vào phản ứng tạo màu hoặc phát huỳnh 

quang của phức hợp kháng nguyên-kháng thể để phát hiện sự biểu hiện của các 

protein chuyên biệt cần phân tích trên các mẫu mô, dịch chiết. Kỹ thuật này sử dụng 

phương pháp điện di trên gel nhằm phân tách các protein còn nguyên vẹn hoặc các 

chuỗi polypeptide. Sau đó chúng được chuyển lên màng (màng nitrocellulose hoặc 

màng PVDF) và được gắn lên các kháng thể đặc hiệu. Bảng điện di trên gel sẽ được 

đưa vào hệ thống phân tích Western Blot để phân tích. 

Trong nghiên cứu này, kỹ thuật Western Blot được sử dụng để đánh giá mức 

độ biểu hiện protein của các gene liên quan đến các quá trình hoạt động, hình thái 

cấu trúc tế bào trong điều kiện vi trọng lực mô phỏng. Các protein được đánh giá 

bao gồm cyclin A1, cyclin A2, cdk4, cdk6, cdk2, cyclin D1 liên quan đến chu kỳ tế 

bào;  protein bax, bcl-2 điều hoà quá trình apoptosis; các protein α-tubulin 3 và β-
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actin tham gia cấu trúc bộ khung xương của tế bào CCL-13 được đánh giá bằng 

phương pháp Western Blot. Đồng thời sử dụng protein GAPDH làm đối chứng. Các 

bước thực hiện bao gồm: ly giải protein, điện di SDS-PAGE, chuyển màng PVDF, 

khóa màng, ủ kháng thể sơ cấp, ủ kháng thể thứ cấp, hiện phim. 

Tế bào gan Chang (CCL-13) được thu thập từ bình T-25 và và xử lý với LDS 

Sample Buffer 4X (ab119196, Abcam, Hoa Kỳ) ở 700C trong 10 phút để thu nhận 

protein tổng số. Protein thu được từ các mẫu được chuyển với lượng bằng nhau vào 

các giếng của Precast Gel SDS-PAGE 4-12% (ab139596, Abcam, Hoa Kỳ) để phân 

tách các protein với hiệu điện thế không đổi 50V trong 2 giờ (ab119197, Abcam, 

United States). Protein được chuyển sang màng PVDF (ab133411, Abcam, Hoa 

Kỳ), được kẹp bởi một lớp giấy lọc Extra Thick Blot Paper (1703966, Bio-Rad, 

Mỹ) và một lớp bọt biển ở mỗi bên và đặt cố định vào cassette (Hình 2.3). Cassette 

này được đặt vào bể điện di chứa buffer TBST sao cho mặt gel nằm ở phía cực âm 

(cathode) và màng PVDF nằm phía cực dương (anode), và được điện di trong 2 giờ 

ở 50 V.   

Màng PVDF sau đó được khóa màng qua đêm ở 4ºC trong Blocking Buffer 

(ab126587, Abcam, Mỹ). Màng được ủ với kháng thể chính trong đệm kẹp qua đêm 

ở 4°C. Các kháng thể (đặc trưng cho từng loại protein) được sử dụng ở độ pha loãng 

1:5000. Kháng thể kháng GAPDH (ab181602, Abcam, Hoa Kỳ) được sử dụng làm 

đối chứng ở độ pha loãng 1:10000. Màng được rửa ba lần bằng TBST, mỗi lần 10 

phút. Tiếp tục ủ màng lai với kháng thể thứ cấp có gắn enzyme horseradish 

peroxidase trong 1 giờ ở nhiệt độ phòng. Sau đó, rửa màng lai với TBST 1X 3 lần, 

mỗi lần 5 phút để loại bỏ kháng thể thứ cấp dư thừa. Xử lý màng lai đã được cố 

định trên cassette với hỗn hợp Reagent 1 và Reagent 2 (ECL Western Blotting 

Substrate Kit) (ab65623, Abcam, Hoa Kỳ) theo tỉ lệ 1:1 trong 1 phút.  Đặt 1 tấm 

phim CL-XPosure Film lên màng lai và ủ trong 1 phút. Sau đó, phim được nhúng 

vào dung dịch Develope trong 15 giây và chuyển qua dung dịch Fixing trong 15 

giây. Cuối cùng, phim được rửa bằng nước cất trong 30 giây. Các vạch protein phát 

huỳnh quang trên màng lai do sự phân giải cơ chất của enzyme horseradish 

peroxidase sẽ được hiển thị âm bản trên phim. Hình ảnh được thực hiện bằng phim 

X-quang [32]. 

Các kháng thể được sử dụng bao gồm: 

- Các protein liên quan đến chu kỳ tế bào: gồm các kháng Anti-Cyclin A1 + 

Cyclin A2 (ab185619, Abcam, Hoa Kỳ), kháng thể Anti-Cdk4 (ab137675, Abcam, 

Hoa Kỳ), kháng thể Anti-Cyclin D1 (ab40754, Abcam, Cambridge, MA, USA), và 

kháng thể Anti-Cdk6 (ab124821, Abcam, Hoa Kỳ).   
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- Các protein điều hoà quá trình apoptosis: các kháng thể Anti-Bax 

(ab53154, Abcam, Cambridge, MA, USA) và kháng thể Anti-Bcl-2 (ab196495, 

Abcam, Cambridge, MA, USA). 

- Các protein tham gia cấu trúc bộ khung xương của tế bào: Kháng thể 

Anti- β-Actin (ab8226, Abcam, Mỹ) và kháng thể Anti-α-Tubulin 3 (ab52866, 

Abcam, Mỹ). 

 

Hình 2.4.  Phương pháp chuyển màng PVDF [32] 

2.4.8. Phương pháp thống kê 

Các số liệu kết quả nghiên cứu được phân tích bằng phần mềm Sigma Plot 

(SYSTAT Software, Mỹ). Kết quả đánh giá sự khác biệt giữa các nhóm thí nghiệm 

được thực hiện bằng phân tích One-way ANOVA (One–way analysis of variance) 

với Holm Sidak test, trong đó p ≤ 0,05 được xem là khác biệt có ý nghĩa thống kê.  
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Chương 3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

3.1. Khả năng tăng sinh của tế bào gan Chang (CCL-13) trong điều kiện vi 

trọng lực mô phỏng 

 3.1.1. Sự thay đổi mật độ tế bào CCL-13 

Hình 3.1 thể hiện hình thái giống như biểu mô bình thường của các tế bào 

CCL-13 từ nhóm đối chứng và nhóm SMG. Hình thái tế bào CCL-13 được nuôi cấy 

trong điều kiện bình thường (1 g) thì tế bào gan vẫn giữ được đặc điểm giống tế bào 

biểu mô, tế bào gan có hình thái giống hình đa giác nhỏ, bám trải trên bề mặt dụng 

cụ nuôi cấy (đĩa 96 giếng). Tế bào gan nuôi cấy trong điều kiện vi trọng lực không 

thấy rõ được sự khác biệt về đặc điểm hình thái, vẫn gần giống tế bào biểu mô gan 

bình thường với hình đa giác nhỏ và giống như tế bào trong nhóm đối chứng. Tuy 

nhiên mật độ tế bào thì ít hơn thấy rõ. 

 

Hình 3.1. Hình thái tế bào sau nuôi cấy khi nuôi cấy 72 h trong đĩa 96 giếng 

(Control: hình thái tế bào trong điều kiện trọng lực 1 g làm đối chứng, SMG: hình 

thái tế bào trong điều kiện vi trọng lực mô phỏng) 

Tế bào gan Chang (CCL-13) được nuôi cấy với mật độ 2 x103 tế bào/giếng 

trong đĩa 96 giếng. Mật độ tế bào được xác định bằng chương trình Cell Cycle App 

của hệ thống kính hiển vi huỳnh quang Cytell. Kết quả phân tích cho thấy số lượng 

tế bào CCL-13 trung bình mỗi giếng ở môi trường vi trọng lực là 7.092  ± 432 tế 

bào/giếng trong khi ở môi trường đối chứng là 10.101 ± 171 tế bào/giếng (p ≤ 

0,005). Hình 3.2  cho thấy sự khác biệt có ý nghĩa thống kê trong mật độ tế bào 

CCL-13 giữa hai nhóm đối chứng và cảm ứng vi trọng lực mô phỏng. Kết quả này 

SMG 
Control 

200 µm 200 µm 
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cho thấy rằng điều kiện vi trọng lực mô phỏng cảm ứng sự giảm mật độ tế bào, hay 

nói cách khác là ức chế khả năng tăng sinh của tế bào CCL-13. 

 

Hình 3.2. Mật độ tế bào CCL-13 trung bình khi nuôi cấy (theo Phụ lục 3). Control: 

nhóm đối chứng, môi trường 1 g có mật độ tế bào cao hơn nhiều so với nhóm tế bào 

được nuôi cấy trong môi trường vi trọng lực mô phỏng (SMG). *** Biểu thị sự 

khác biệt đáng kể giữa nhóm SMG so với nhóm đối chứng (P < 0.001). 

Ngoài ra, sự tăng trưởng và khả năng sống của tế bào CCL-13 được đánh giá 

bằng thử nghiệm với kit WST-1 (Hình 3.3). Thuốc thử tăng sinh tế bào WST-1 

được sử dụng để định lượng tế bào (không dùng chất đánh dấu phóng xạ), định 

lượng quang phổ của sự tăng sinh tế bào và khả năng tồn tại trong quần thể tế bào 

sử dụng đĩa 96 giếng. Kết quả phân tích giá trị độ hấp thụ của tế bào CCL-13 cho 

thấy giá trị OD của nhóm đối chứng là 0,76  ± 0,01, cao hơn so với nhóm tế bào gan 

CCL-13 được cảm ứng điều kiện vi trọng lực mô phỏng là 0,62 ± 0,03 (p < 0,001). 

Kết quả này cho thấy sự tăng sinh của tế bào gan Chang (CCL-13) từ nhóm SMG 

thấp hơn nhóm đối chứng.  

Các nghiên cứu trước đây đã báo cáo rằng SMG gây ra tỉ lệ tăng sinh thấp ở 

các loại tế bào khác nhau, chẳng hạn như tế bào tiền thân tạo máu ở người [111], tế 

bào gốc trung mô tủy xương [112], tế bào gốc trung mô chuột [113] và tế bào hắc tố 

BL6-10 [114]. Trong nghiên cứu hiện tại, mật độ tế bào gan Chang (CCL-13) trong 

nhóm đối chứng và SMG cao hơn 5 lần và 3,5 lần so với mật độ cấy ban đầu. Ngoài 

ra, thử nghiệm WST-1 cho thấy tỉ lệ tăng sinh thấp hơn ở các tế bào CCL-13 trong 

điều kiện SMG so với các tế bào đối chứng.  
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Hình 3.3. Giá trị O.D của các tế bào CCL-13 sau khi nuôi cấy 72h và phân tích 

WST-1 (theo phụ lục 4). Sức sống của tế bào của nhóm đối chứng (Control) cao 

hơn rất nhiều sức sống của các tế bào được nuôi cấy trong điềi kiện vi trọng lực mô 

phỏng (SMG). *** Biểu thị sự khác biệt đáng kể giữa nhóm SMG so với nhóm đối 

chứng (P < 0.001). 

 Các tế bào gan Chang (CCL-13) trong nhóm SMG có diện tích lớn hơn các 

tế bào trong nhóm đối chứng (lần lượt là 1.209,00 ± 81,12 µm2 so với  µm2) (Hình 

3.4). 

 

Hình 3.4. Diện tích trung bình của các tế bào CCL-13 được đánh giá sau 72h nuôi 

cấy ở cả trong 2 điều kiện (theo Phụ lục 5). Control: kết quả trong điều kiện đối 

chứng 1 g; SMG: kết quả trong điều kiện vi trọng lực mô phỏng. * Biểu thị sự khác 

biệt đáng kể giữa nhóm SMG so với nhóm đối chứng (p <0,05). 
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Những kết quả này cho thấy trong điều kiện SMG hình dạng tế bào CCL-

không có sự thay đổi rõ rệt khi quan sát hình ảnh, đặc điểm hình dạng tế bào. Tuy 

nhiên, số lượng tế bào và giá trị O.D đều giảm hơn so với nhóm đối chứng, chứng 

tỏ khả năng tăng sinh, sức sống của tế bào CCL-13 trong điều kiện SMG đã giảm 

hơn rất rõ. Ngược lại, có sự hơi bất thường về diện tích, tế bào CCL-13 có diện tích 

lớn trong điều kiện SMG so với nhóm đối chứng trong điều kiện 1 g. 

3.1.2. Ảnh hưởng vi trong lực đến chu kỳ tế bào CCL-13 

3.1.2.1. Kết quả phân tích flow cytometry 

Chu kỳ tế bào gan Chang (CCL-13) được đánh giá bằng phương pháp flow 

cytometry (Hình 3.5). Kết quả phân tích cho thấy: Đối với tế bào CCL-13 nhóm đối 

chứng: Tỉ lệ pha G0/G1 là 86,93 ± 0,23%, pha S là 11,30 ± 0,23 %, pha G2/M là 

0,98 ± 0,03%. Đối với tế bào CCL-13 nhóm cảm ứng vi trọng lực mô phỏng: Tỉ lệ 

pha G0/G1 là 90,60 ± 0,40%, pha S là 7,18 ± 0,34 %, pha G2/M là 0,68 ± 0,05%. Tế 

bào ở nhóm cảm ứng vi trọng lực mô phỏng có xu hướng tăng tỉ lệ tế bào trong pha 

G0/G1 và giảm tỉ lệ tế bào trong pha S và G2/M. 

 

Hình 3.5. Chu kỳ tế bào CCL-13 được phân tích bằng flow cytometry, đối sánh các 

pha trong chu kỳ phân bào giữa 2 nhóm tế bào trong điều kiện SMG và nhóm đối 

chứng (control), tế bào đã rơi vào pha G0/G1 rất cao và càng cao hơn trong điều kiện 

SMG (theo Phụ lục 6).  

Kết quả trên cho thấy tỉ lệ tế bào CCL-13 trong pha G0/G1 của nhóm đối 

chứng thấp hơn so với nhóm cảm ứng vi trọng lực mô phỏng. Trong khi đó tỉ  lệ tế 

bào CCL-13 trong pha S và pha G2/GM của nhóm đối chứng lại cao hơn so với 

nhóm cảm ứng vi trọng lực mô phỏng. Điều này chứng tỏ khả năng phân chia của tế 

bào CCL-13 trong nhóm SMG thấp hơn so với nhóm đối chứng, dẫn đến điều kiện 
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vi trọng lực mô phỏng cảm ứng sự đi vào pha nghỉ trong chu kỳ tế bào của tế bào 

CCL-13. 

3.1.2.2.  Biểu hiện phiên mã các gene điều hòa chính chu kỳ tế bào  

Kết quả phân tích Realtime PCR cho thấy sự biểu hiện mức phiên mã các 

gene chính điều hòa chu kỳ tế bào gan Chang (CCL-13) có xu hướng giảm trong 

điều kiện vi trọng lực mô phỏng. Tế bào CCL-13 trong nhóm SMG giảm biểu hiện 

mRNA của gene Cyclin A (Hình 3.6A). Sự giảm biểu hiện này còn được nhận thấy 

ở gene Cyclin D trong tế bào CCL-13 dưới điều kiện SMG (Hình 3.6B). Tế bào 

CCL-13 giảm sự biểu hiện mRNA gene CDK6 khi được cảm ứng SMG (Hình 

3.6D). Tuy nhiên sự biểu hiện mRNA gene CDK4 lại không có sự khác biệt về mặt 

thống kê giữa hai nhóm thí nghiệm (Hình 3.6C).  

 

Hình 3.6. Kết quả phân tích Realtime RT-PCR đối với các gene điều hòa chính chu 

kỳ tế bào trong điểu kiện SMG và trọng lực 1 g (theo Phụ lục 7). A: sự biểu hiện 

Cyclin A. B: sự biểu hiện Cyclin D. C: sự biểu hiện của CDK4. D: sự biểu hiện 

CDK6. * biểu thị sự khác biệt đáng kể giữa nhóm SMG so với nhóm đối chứng 

(p<0,05), ** biểu thị sự khác biệt đáng kể giữa nhóm SMG so với nhóm đối chứng 

(p <0,01). 

So với các tế bào của nhóm đối chứng, các tế bào CCL-13 của nhóm SMG 

đã giảm mức biểu hiện phiên mã của các gene Cyclin B1 và Cyclin D1, theo phân 
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tích RT-PCR (Hình 3.7). Biểu hiện của cyclin B1 và cyclin D1 trong các tế bào 

CCL-13 được xử lý bằng SMG thấp hơn so với nhóm đối chứng. Ngoài ra, sự giảm 

biểu hiện bản phiên mã gene CDK2 và CDK6 cũng được thấy rõ ở CCL-13 từ 

nhóm SMG. Biểu hiện của gene CDK2 và CDK6 trong các tế bào CCL-13 ở điều 

kiện SMG thấp hơn so với nhóm đối chứng. Những kết quả này cho thấy trong điều 

kiện SMG gây ra sự điều hòa giảm phiên mã của các gene chính liên quan đến chu 

kỳ tế bào trong các tế bào CCL-13. 

 

Hình 3.7. So sánh biểu hiện gene phiên mã liên quan đến chu kỳ tế bào trong nhóm 

SMG và nhóm đối chứng sử dụng Realtime RT-PCR (theo Phụ lục 8). ** biểu thị 

sự khác biệt đáng kể giữa nhóm SMG so với nhóm đối chứng (p <0,01); * biểu thị 

sự khác biệt đáng kể giữa nhóm SMG so với nhóm đối chứng (p <0,05). 

3.1.2.3.  Biểu hiện dịch mã các gene điều hòa chính chu kỳ tế bào  

Phân tích Western blot cho thấy các sự biểu hiện của protein CDK4 trong tế 

bào CCL-13 ở nhóm đối chứng cao hơn so với tế bào CCL-13 trong nhóm cảm ứng 

vi trọng lực mô phỏng (Hình 3.8). Tế bào CCL-13 trong nhóm đối chứng cũng cho 

thấy mức độ biểu hiện CDK6 cao hơn so với nhóm cảm ứng vi trọng lực mô phỏng. 
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Ngoài ra, sự biểu hiện của protein Cyclin D1 cũng giảm mạnh ở nhóm tế bào CCL-

13 thuộc nhóm SMG so với nhóm đối chứng. Quá trình giảm mạnh này cũng được 

nhận thấy trong sự biểu hiện của protein Cyclin A1 và A2 ở nhóm tế bào CCL-13 

được cảm ứng vi trọng lực mô phỏng trong so với nhóm đối chứng. 

 

Hình 3.8. Phân tích western blot các protein liên quan đến chu kỳ tế bào. Sự biểu 

hiện protein họ Cdks như cdk4 và cdk6 giảm ở nhóm cảm ứng vi trong lực mô 

phỏng. Sự giảm biểu hiện này cũng được nhận thấy ở protein họ cyclin như cyclin 

A và cyclin D trong nhóm này (theo Phụ lục 9). * biểu thị sự khác biệt đáng kể giữa 

nhóm SMG so với nhóm đối chứng (p <0,05), *** biểu thị sự khác biệt đáng kể 

giữa nhóm SMG so với nhóm đối chứng (P < 0.001). 

Thực hiên thêm các phân tích Western blot cũng cho thấy tế bào CCL-13 từ 

nhóm SMG thể hiện biểu hiện thấp hơn của Cyclin A, CDK2 và CDK6 so với nhóm 

đối chứng (phụ lục 10). Trong khi đó, Cyclin A có thể kích hoạt hai CDK khác 

nhau và hoạt động trong cả pha S và nguyên phân [51]. Sự giảm biểu hiện của 

cyclin A xảy ra làm giảm sự chuyển tiếp G1 / S và giảm duy trì qua pha S. Với sự 

liên kết của cyclin A với CDK2, quá trình tổng hợp DNA được tiến hành, nên khi 

cả 2 protein này đều giảm biểu hiện dẫn đến quá trình tổng hợp DNA bị chậm lại. 

Cyclin A và Cyclin B tăng tạo phức hợp với CDK1 thúc đẩy tế bào qua nguyên 
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phân [51], khi 2 protein giảm biểu hiện trong điều kiện SMG dẫn đến quá trình 

nguyên phân bị chậm lại, tế bào rời vào pha G0 kéo dài hơn.  

Sự tăng sinh tế bào đòi hỏi sự gia tăng phân chia tế bào, được kiểm soát bởi 

các protein điều hòa chu kỳ tế bào như cyclin và Cdks [93]. Cyclin A1 và A2 đóng 

vai trò quan trọng trong giai đoạn S và chuyển tiếp G2/M trong tất cả các tế bào tăng 

sinh [115 - 118]. Trong giai đoạn G1, sự tổng hợp Cyclin D tăng cường thúc đẩy sự 

liên kết của phức hợp Cdk 4/6 và Cyclin D kiểm soát sự chuyển tiếp G1 và G1/S 

[119 - 121]. Do đó, những thay đổi trong biểu hiện của CDK 4, CDK 6 và cyclin D 

dẫn đến những thay đổi trong chu kỳ tế bào. Trong nghiên cứu hiện tại, sự giảm 

biểu hiện của cyclin D tương quan với sự giảm biểu hiện của Cdk6 trong các tế bào 

CCL-13 nhóm SMG, dẫn đến độ trễ ở pha G1 được quan sát trong các tế CCL-13 

nhóm SMG. Biểu hiện điều hòa giảm của Cyclin A1 và Cyclin A2 cũng được quan 

sát thấy trong các tế bào CCL-13 nhóm SMG, dẫn đến các tế bào CCL-13 nhóm 

SMG trong pha S có tỉ lệ thấp. 

Ngoài ra, Cyclin hoạt động với họ kinase phụ thuộc cyclin để điều chỉnh các 

hoạt động của chu kỳ tế bào, bao gồm chuyển từ trạng thái không hoạt động sang 

chu kỳ của tế bào, chuyển pha G1/S, sao chép DNA, ngưng tụ và phân tách nhiễm 

sắc thể và phân bào [122 - 124]. Việc kích hoạt cdk4 và cdk6 bằng liên kết Cyclin 

D là cần thiết cho lối vào chu trình tế bào ở giai đoạn đầu G1, trong khi kích hoạt 

cdk2 bằng liên kết Cyclin E là cần thiết để tiến qua G1 và lối vào pha S [125]. Hơn 

nữa, quá trình chuyển đổi qua pha S cũng được điều chỉnh bởi cyclin A/cdk2 [126]. 

Cyclin B1 là một yếu tố quan trọng trong việc điều chỉnh quá trình chuyển đổi từ 

pha G2 sang pha M [127, 128]. Nghiên cứu này cho thấy rằng sự biểu hiện của các 

gene liên quan đến chu kỳ tế bào đã được điều chỉnh giảm đối với các tế bào CCL-

13 trong điều kiện SMG. Điều này gây cản trở các tế bào đi đến pha S và pha G2/M 

và giữ cho các tế bào ở pha G0, pha nghỉ. 

3.2. Ảnh hưởng của điều kiện vi trọng lực lên sự chết theo chương trình 

(apoptosis) của tế bào gan Chang (CCL-13) 

3.2.1. Sự thay đổi hình dạng nhân và cường độ hạt nhân của tế bào CCL-13 

Hình 3.9 mô tả hình thái nhân tế bào CCL-13 ở nhóm đối chứng và nhóm 

cảm ứng vi trọng lực mô phỏng. Kết quả này cho thấy kích thước nhân của tế bào 

CCL-13 thuộc nhóm đối chứng cao hơn so với nhóm cảm ứng vi trọng lực mô 

phỏng. Nhân tế bào CCL-13 thuộc 2 nhóm này đều có hình thái bình thường, không 

có sự cô đặc nhiễm sắc chất, phân mảnh nhân. Hình thái nhân chịu ảnh hưởng bởi 

khá nhiều yếu tố, bao gồm màng ngoại biên nhân, màng lưới nội chất, nhiễm sắc thể 
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và sự tổng hợp lipid. Điều này chứng tỏ quá trình apoptosis không diễn ra ở các tế 

bào được phân tích, tế bào CCL-13 vẫn duy trì hình thái bình thường trong quá 

trình phát triển của tế bào. 

 

Hình 3.9. Hình thái nhân của tế bào CCL-13 nuôi cấy sau 72h, trong điều kiện vi 

trọng lực mô phỏng (SMG) so với nhóm đối chứng nuôi cấy trong điều kiện 1 g 

(control). Mũi tên trắng chỉ kết quả hình thái nhân sau khi được nhuộm bằng 

Hoechst 33342 và đánh giá bằng kính hiển vi Cytell cho thấy không có sự cô đặc 

nhiễm sắc chất và không thấy rõ sự khác biệt về hình thái nhân ở cả 2 điều kiện. 

Kết quả phân tích cho thấy, giá trị FSC của các tế bào CCL-13 trong nhóm 

SMG cao hơn các tế bào trong nhóm đối chứng (lần lượt là 9,80 × 106 so với 8,78 × 

106) (p <0,001) (Hình 3.10A), điều này chứng tỏ rằng kích thước tế bào CCL-13 

trong nhóm SMG lớn hơn các tế bào trong nhóm đối chứng. Kết quả này phù hợp 

với kết quả ở hình 3.4 về diện tích tế bào. Nhưng ngược lại, ở hình 3.10B, diện tích 

nhân của tế bào CCL-13 thuộc nhóm cảm ứng vi trọng lực mô phỏng là 244,50 ± 

2,79 µm2 lại nhỏ hơn diện tích nhân của tế bào thuộc nhóm đối chứng là 254,75 ± 

1,41 µm2. Điều này chứng tỏ điều kiện vi trọng lực mô phỏng cảm ứng làm giảm 

diện tích nhân tế  bào CCL-13. 

Kết quả phân tích trong hình 3.10C cho thấy giá trị hình dạng nhân (nuclear 

shape value) đặc trưng cho mức độ tròn và toàn vẹn của nhân. Khi giá trị này bằng 

1, nhân có hình dạng dạng tròn và mức độ toàn vẹn lớn nhất, khi giá trị này càng 

nhỏ hơn 1 thì mức độ tròn và toàn vẹn của nhân giảm dần. Kết quả phân tích bằng 

kính hiển vi Cytell cho thầy giá trị hình dạng nhân của tế bào CCL-13 thuộc nhóm 

đối chứng là 0,873 ± 0,003. Giá trị này của tế bào CCL-13 thuộc nhóm cảm ứng vi 

trọng lực mô phỏng giảm còn 0,872 ± 0,005. Tuy nhiên không có sự khác biệt về 

mặt thống kê giữa hai giá trị này, kết quả này phù hợp với kết quả hình ảnh về hình 

thái nhân của tế bào CCL-13 nuôi cấy trong cả 2 điều kiện (SMG và trọng lực 1g) ở 
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hình 3.9. Điều đó chứng tỏ điều kiện vi trọng lực mô phỏng không ảnh hưởng tới 

giá trị hình dạng nhân cũng như mức độ toàn vẹn của nhân tế bào CCL-13.  

 

Hình 3.10. Kết quả phân tích tế bào và hình thái nhân tế bào CCL-13.  

A: Giá trị FCS của tế bào trong nhóm SMG lớn hơn so với nhóm đối chứng (theo 

Phụ lục 11), B: Diện tích nhân tế bào trong nhóm SMG nhỏ hơn so với tế bào nuôi 

trong điều kiện 1 g ở nhóm control (theo Phụ lục 12), C: Giá trị hình thái nhân tế 

bào trong 2 điều kiện nuôi cấy có sự khác biệt rất nhỏ, không có ý nghĩa phân biệt 

(theo Phụ lục 13). 
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Tỷ lệ diện tích nhân/diện tích tế bào giảm đi nhiều trong các tế bào CCL-13 

trong điều kiện SMG so với các tế bào đối chứng (lần lượt là 23,29 ± 1,46% so với 

29,15 ± 1,80%) (Hình 3.11).  

 

Hình 3.11. Tỷ lệ diện tích nhân/diện tích tế bào (N/C) của các tế bào CCL-13 sau 

nuôi cấy 72h (theo Phụ lục 14). * Biểu thị sự khác biệt đáng kể giữa nhóm SMG so 

với nhóm đối chứng (p <0,05). 

Sự ngưng tụ chất nhiễm sắc, một sự kiện phân bào quan trọng, cần thiết cho 

quá trình phân chia tế bào. Một trong những đặc điểm của nhân quan trọng trong 

quá trình phân chia tế bào là cường độ nhân, cũng được đánh giá trong CCL-13 

trong điều kiện SMG. Nhuộm Hoechst 33342 cho nhân, tạo ra cường độ nhân, được 

sử dụng để phát hiện sự ngưng tụ của chất nhiễm sắc. Như đã thấy trong Hình 

3.12A và Hình 3.12B, các kết quả trong điều kiện SMG có cường độ thấp hơn các 

kết quả trong nhóm đối chứng (lần lượt là 37766 ± 458 so với 39985 ± 366). Kết 

quả là sự ngưng tụ chất nhiễm sắc ít hơn đã làm giảm sự phân chia của các tế bào 

CCL-13. 

Các nghiên cứu trước đây đã khám phá được điều kiện vi trọng lực mô 

phỏng có thể tạo ra sự thay đổi hình thái của tế bào động vật có vú bằng nhiều cơ 

chế khác nhau. Dinarelli và cộng sự đã chứng minh rằng môi trường vi trọng lực mô 

phỏng gây ra những thay đổi về hình dạng tế bào và độ nhám màng trên hồng cầu ở 

người [129]. Nghiên cứu trên nguyên bào xương nguyên phát ở người của Gioia và 

cộng sự thì cho thấy các tế bào này thay đổi hình thái từ dạng phẳng sang dạng hình 

thoi khi được nuôi trong môi trường vi trọng lực mô phỏng [130]. Một nghiên cứu 

khác báo cáo rằng môi trường vi trọng lực mô phỏng tạo ra những thay đổi mạnh 

mẽ về kích thước và hình dạng của các tế bào và sự chuyên môn hóa bề mặt của 

chúng [131].  
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Hình 3.12. Cường độ nhân (A); Phân bố cường độ nhân CCL-13 giữa nhóm đối 

chứng và nhóm SMG (B). Màu xám biểu thị phần trăm cường độ nhân < 2n, màu 

xanh biểu thị phần trăm cường độ nhân trong pha G0/G1, màu đỏ biểu thị phần trăm 

cường độ nhân trong pha S, màu lục biểu thị phần trăm cường đô nhân trong pha 

G2/M và màu vàng biểu thị phần trăm cường độ nhân> 4n (theo Phụ lục 15). ** 

biểu thị sự khác biệt đáng kể giữa nhóm SMG so với nhóm đối chứng (p <0,01). 

Trong quá trình nguyên phân, các tế bào biểu hiện những thay đổi về hình 

thái trong tế bào chất và nhân [132, 133]. Nghiên cứu trước đó đã báo cáo rằng tỉ lệ 

hạt nhân/tế bào chất cao bắt đầu các quá trình nội bào giúp tế bào sẵn sàng phân 

chia và sự mở rộng tế bào chất tiếp tục cho đến thời điểm phân chia [134]. Trong 

nghiên cứu này, các tế bào CCL-13 do SMG gây ra cho thấy sự mở rộng diện tích tế 

bào và giảm diện tích nhân, dẫn đến giảm tỉ lệ nhân/tế bào chất. Kết quả này cho 

thấy rằng tỉ lệ hạt nhân/tế bào chất thấp có liên quan đến sự chậm trễ trong giai 

đoạn phân chia của các tế bào CCL-13 trong điều kiện SMG. Đối với quá trình phân 

chia tế bào, việc tái tạo nhân là cần thiết, vì điều này làm tăng tốc độ sao chép DNA 

và sản xuất các thành phần tế bào khác. Ngưng tụ chất nhiễm sắc, một quá trình làm 
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tăng cường độ hạt nhân, là cần thiết để quá trình nguyên phân xảy ra [135]. Nghiên 

cứu này cho thấy cường độ hạt nhân của các tế bào SMG thấp hơn so với đối 

chứng, cho thấy rằng những thay đổi trong quá trình tái tạo hạt nhân hoặc/và sao 

chép DNA được bắt đầu bởi điều kiện SMG. 

3.2.2. Ảnh hưởng của vi trọng lực lên sự chết theo chương trình (apoptosis) 

3.2.2.1. Tỉ lệ tế bào đi vào con đường apoptosis 

Khả năng sống đóng vai trò quan trọng trong sự tăng sinh quần thể tế bào. Tỉ 

lệ sống của tế bào được đánh giá bằng phương pháp phân tích dòng chảy tế bào 

flow cytometry. Phospholipids của màng tế bào được phân phối không đối xứng 

giữa các mặt bên trong và bên ngoài của màng. Phosphatidylcholine và 

sphingomyelin được phơi bày trên mặt bên ngoài của lớp lipid kép, trong khi 

phosphatidylserine nằm ở bề mặt bên trong. Trong quá trình apoptosis, sự bất đối 

xứng này bị phá vỡ và phosphatidylserine bị lộ ra ở bề mặt bên ngoài của màng 

plasma. Do Anenxin V liên kết với ái lực cao với phosphatidylserine, nên Annexin 

V liên kết với fluorochrom có thể được sử dụng để phát hiện tế bào apoptosis bằng 

phương pháp tế bào học dòng chảy.  

Kết quả phân tích cho thấy tỉ lệ tế bào CCL-13 sống trong nhóm đối chứng là 

98,83 ± 0,05 %. Trong khi đó tỉ lệ tế bào CCL-13 sống trong nhóm cảm ứng vi 

trọng lực mô phỏng là 99,07 ± 0,05 %. Tuy nhiên không có sự khác biệt về mặt 

thống kê trong tỉ lệ tế bào sống giữa hai nhóm này. Điều đó cho thấy điều kiện vi 

trọng lực mô phỏng không tác động lên sức sống của tế bào CCL-13 (Hình 3.13).  

 

Hình 3.13. Kết quả phân tích flow cytometry. Tỉ lệ tế bào sống giữa nhóm đối 

chứng và nhóm cảm ứng vi trọng lực mô phỏng không có sự khác biệt về mặt thống 

kê. Ngoài ra tỉ lệ apoptosis giữa 2 nhóm thí nghiệm là tương đương nhau và không 

có sự khác biệt về mặt thống kê (theo Phụ lục 16). 
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Ngoài ra, kết quả phân tích cho thấy tỉ lệ tế bào CCL-13 bị apoptosis trong 

nhóm đối chứng là 0.73 ± 0.05%. Trong khi đó tỉ lệ tế bào CCL-13bị apoptosis 

trong nhóm cảm ứng vi trọng lực mô phỏng là 0.70 ± 0.07%. Tuy nhiên cũng không 

có sự khác biệt về mặt thống kê trong tỉ lệ tế bào bị apoptosis giữa hai nhóm này. 

Điều đó cho thấy điều kiện vi trọng lực mô phỏng không tác động lên sự chết theo 

chương trình của tế bào CCL-13.  

3.2.2.2. Biểu hiện mức phiên mã các gene liên quan đến apoptosis 

Bcl-2 và Bax đóng vai trò quan trọng trong việc cân bằng tỉ lệ apoptosis của 

tế bào. Sự biểu hiện của 2 gene này ảnh hưởng tới khả năng cân bằng trên, khi tế 

bào tăng sinh, Bcl-2 biểu hiện mạnh. Khi tế bào đi vào sự chết theo chương trình, 

mức độ biểu hiện của Bax tăng lên. Trong thí nghiệm này, sự biểu hiện của Bcl-2 và 

Bax được đánh giá bằng phương pháp real time RT-PCR. Đây là phương pháp định 

lượng sự biểu hiện gene ở mức phiên mã.  

Kết quả phân tích cho thấy không có sự khác biệt trong biểu hiện của gene 

Bax ở mức phiên mã của tế bào CCL-13 giữa hai nhóm đối chứng và nhóm cảm 

ứng vi trọng lực mô phỏng (hình 3.14).  

Gene Bax đóng một vai trò trong quá trình apoptotic ty thể. Trong điều kiện 

bình thường, gene Bax phần lớn là cytosolic thông qua quá trình tái vận chuyển liên 

tục từ ty thể sang cytosol qua trung gian BCL2L1/Bcl-xL, giúp tránh sự tích tụ nồng 

độ Bax độc hại ở màng ngoài ty thể (MOM). Trong điều kiện stress, tế bào trải qua 

một sự thay đổi về hình dạng gây ra sự chuyển vị sang màng ty thể, dẫn đến việc 

giải phóng cytochrom c sau đó gây ra apoptosis. Thúc đẩy kích hoạt CASP3, và do 

đó apoptosis. Kết quả phân tích này cho thấy điều kiện vi trọng lực mô phỏng chưa 

ảnh hưởng tới sự biểu hiện của gene Bax, chứng tỏ quá trình apoptosis chưa diễn ra 

mạnh ở các nhóm tế bào này. 

 

Hình 3.14. Sự biểu hiện của gene Bax được đánh giá bằng RT-PCR. 

Sự biểu hiện các gene Bax ở tế bào ở nhóm đối chứng và nhóm cảm ứng vi trong 

lực mô phỏng không có sự khác biệt về mặt thống kê (theo Phụ lục 17). 
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Ngoài ra, Kết quả phân tích RT-PCR cũng cho thấy không có sự khác biệt 

trong biểu hiện của gene Bcl-2 ở mức phiên mã của tế bào CCL-13 giữa hai nhóm 

đối chứng và nhóm cảm ứng vi trọng lực mô phỏng (hình 3.15). Gene Bcl-2 điều 

hòa chặt chẽ sự kích hoạt con đường nội bào. Các protein thuộc họ này như Bid, 

Bad, Bim, Bmf, Puma và Noxa có chứa một vùng Bcl-2 homology 3 (protein BH3-

only) và có hoạt động theo hướng kích thích quá trình apoptosis (pro-apoptotic 

activity). Cũng có hai nhóm nhỏ khác của họ Bcl-2 chứa nhiều vùng BH. Nhóm thứ 

nhất với Bax, Bak và Bok, có khả năng kích thích quá trình apoptosis; nhóm còn lại 

có Bcl-2, Bcl-XL và Mcl-1 lại hoạt động chống lại sự chết theo chương trình của tế 

bào (anti-apoptotic activity). Các protein BH3-only sẽ điều khiển quá trình 

apoptosis bằng cách điều hòa tương tác giữa hai nhóm protein này. Trong phân tích 

này cho thấy không có sự khác biệt trong biểu hiện của gene Bcl-2 ở mức phiên mã 

của tế bào CCL-13 giữa hai nhóm đối chứng và nhóm cảm ứng vi trọng lực mô 

phỏng. 

 

Hình 3.15. Sự biểu hiện của Bcl-2 được đánh giá bằng RT-PCR. Sự biểu hiện các 

gene Bax ở tế bào ở nhóm đối chứng và nhóm cảm ứng vi trong lực mô phỏng 

không có sự khác biệt về mặt thống kê (theo Phụ lục 17). 

Kết quả nghiên cứu này trên gene Bax tương tự với kết của nghiên cứu của 

Chun Yan Kang và cộng sự trên dòng tế bào nội mô mạch máu phổi người 

(HPMEC) đã phát hiện mức độ biểu hiện của gene Bax cao hơn đối với các tế bào 

HPME nuôi cấy trong điều kiện vi trọng lực ở 72 giờ so với các tế bào HPME nuôi 

cấy ở điều kiện bình thường. Ngược lại, kết quả nghiên cứu về sự biểu hiện của 

gene Bcl-2 lại khác với nghiên cứu của Chun Yan Kang và cộng sự, mức độ biểu 

hiện của gene Bcl-2 của các tế bào HPME được nuôi cấy trong điều kiện vi trọng 

lực mô phỏng lại thấp hơn so với các tế bào đối chứng [66].  

3.2.2.3. Biểu hiện mức độ dịch mã của các gene Bcl-2 và Bax 
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Trong nghiên cứu này, sự biểu hiện của protein Bcl-2 và Bax được đánh giá 

bằng phương pháp Western blot. Kết quả phân tích cho thấy, không có sự khác biệt 

trong biểu hiện của protein Bcl-2 và Bax ở tế bào CCL-13 giữa hai nhóm đối chứng 

và nhóm cảm ứng điều kiện vi trọng lực mô phỏng. Kết quả này cho thấy, điều kiện 

vi trọng lực mô phỏng không ảnh hưởng tới sự biểu hiện của 2 protein này ở tế bào 

CCL-13, tức là không ảnh hưởng tới sự cân bằng giửa tỉ lệ sống và chết theo 

chương trình của tế bào CCL-13 (hình 3.16).  

 

Hình 3.16. Kết quả phân tích protein Bax và Bcl-2 bằng Western blot. Sự biểu hiện 

của protein Bax và Bcl-2 ở tế bào thuộc nhóm đối chứng và nhóm cảm ứng vi trong 

lực mô phỏng không có sự khác biệt về mặt thống kê. 

Ngoài ra, các nghiên cứu trước đây về tác động của vi trọng lực mô phỏng 

lên các tế bào nguyên bào xương bình thường của con người cho thấy không có sự 

khác biệt nhiều về số lượng tế bào và khả năng sống của tế bào đối với các tế bào 

được nuôi cấy trong điều kiện 1g. Sự phân mảnh DNA được phân tích trên điện di 

agarose-gel. Mức phiên mã mRNA cho các gene Bax, Bcl-2, XIAP và caspase-3 

được phân tích bằng RT-PCR, kết quả cho thấy tỉ lệ mức phiên mã mRNA của gene 

Bax/Bcl-2 đã tăng đáng kể lên 136% so với các đối chứng tĩnh 1g. Tuy nhiên, mức 

phiên mã mRNA của gene XIAP (phân tử chống apoptotic) đã đồng thời tăng lên 

138% trong số các đối chứng tĩnh 1g. Do đó, sự tăng sinh tế bào hoặc khả năng tồn 

tại của tế bào không bị ảnh hưởng bởi điều kiện vi trọng lực mô phỏng. Không quan 

sát thấy sự phân mảnh DNA ở nhóm tế bào nuôi cấy trong điều kiện vi trọng lực mô 

phỏng cũng như ở nhóm chứng. Đồng thời, mức phiên mã mRNA của gene 

caspase-3 không bị ảnh hưởng bởi vi trọng lực mô phỏng [136, 137]. Nghiên cứu 

gần đây của Tan và cộng sự năm 2018 đã chứng minh môi trường vi trọng lực mô 

phỏng ức chế sự phát triển của tế bào ung thư bằng cách đảo ngược quá trình bộ 

máy trao đổi chất dị hóa của một số chức năng cố định (housekeeping functions) 

[112]. Trong nghiên cứu hiện tại, tỉ lệ sống và tỉ lệ apoptosis của tế bào CCL-13 ở 

điều kiện vi trọng lực mô phỏng không có sự khác biệt so với điều kiện bình 

thường, cho thấy sự chết của tế bào không dẫn đến sự giảm tăng sinh của các tế bào 

CCL-13. 
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3.3. Thay đổi cấu trúc khung xương tế bào gan Chang (CCL-13) trong điều 

kiện vi trọng lực  

3.3.1. Biểu hiện các gene mã hóa protein hình thành cấu trúc bộ khung xương tế 

bào 

3.3.1.1. Kết quả Real time qRT-PCR của gene α-tubulin 3  

Tubulin là một protein hình cầu cấu thành nên khối vi ống, một thành phần 

chính của tế bào học. Các dị vòng tubulin bao gồm hai lớp chính là alpha-tubulin và 

beta-tubulin. Sự đa dạng giữa các kiểu hình tubulin chủ yếu phát sinh từ trình tự đầu 

C, nó cho phép phân loại thành các isotypes và khả năng nhiều sửa đổi sau dịch mã. 

Trong nghiên cứu này, những thay đổi trong sự biểu hiện mRNA tubulin được mô 

tả bằng phương pháp RT-PCR (Hình 3.17). Kết quả cho thấy, trong điều kiện vi 

trọng lực mô phỏng, tế bào CCL-13 giảm biểu hiện tubulin sau 3 ngày nuôi cấy. 

Mức độ giảm biểu hiện của gene tubulin của nhóm cảm ứng điều kiện vi trọng lực 

mô phỏng là 18% so với nhóm đối chứng. Điều này chứng tỏ điều kiện vi trọng lực 

mô phỏng cảm ứng sự giảm biểu hiện gene α-Tubulin 3 ở mức phiên mã. 

 

Hình 3.17. Kết quả biểu hiện mức phiên mã của gene α-Tubulin 3 bằng RT-PCR 

(Phụ lục 18). **Biểu thị sự khác biệt đáng kể giữa nhóm SMG so với nhóm đối 

chứng (P<0.01). 

3.3.1.2. Kết quả Real time qRT-PCR của gene β-actin 

Trong phân tích này, phương pháp RT-PCR được áp dụng để đánh giá sự 

biểu hiện của gene β-Actin ở mức phiên mã. Sự thay đổi biểu hiện của β-Actin mức 

phiên mã được mô tả trong Hình 3.18. Kết quả phân tích real time RT-PCR cho 

thấy tế bào gan Chang (CCL-13) giảm biểu hiện β-actin trong điều kiện vi trọng lực 

mô phỏng. Mức độ giảm β-Actin diễn ra mạnh, tế bào CCL-13 giảm biểu hiện β-

Actin tới 80%. Điều này cho thấy sự thay đổi cấu trúc rõ rệt của tế bào gan CLL-13 

trong điều kiện vi trọng lực mô phỏng. 
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Hình 3.18. Kết quả biểu hiện mức phiên mã của gene β-actin bằng RT-PCR (Phụ 

lục 18). ** biểu thị sự khác biệt đáng kể giữa nhóm SMG so với nhóm đối chứng 

(P<0.01). 

3.3.1.3.   Biểu hiện các protein tham gia hình thành cấu trúc khung xương tế bào  

Kết quả Western Blot đánh giá biểu hiện protein của β-Actin và α-Tubulin 3 

được thể hiện ở Hình 3.19. Theo đó, Kết quả phân tích western blot củng cố cho kết 

quả phân tích real time RT-PCR. Sự biểu hiện của α-Tubulin 3 và β-Actin giảm ở 

cả mức phiên mã và dịch mã trong tế bào CCL-13 khi được cảm ứng điều kiên vi 

trọng lực mô phỏng. Điều đó cho thấy điều kiện vi trong lực mô phỏng không chỉ 

ảnh hưởng đến sự biểu hiện gene β-Actin và α-Tubulin 3, ảnh hưởng tới thành phần, 

hàm lượng tubulin actin có trong tế bào, từ đó làm thay đổi cấu trúc vi ống, vi sợi 

cũng như sự phân bố của các vi ống, vi sợi trong tế bào CCL-13. 

Khung xương tế bào là một cấu trúc đặc biệt đóng góp vào ba chức năng, đó 

là tổ chức cấu trúc tế bào, hỗ trợ sự di chuyển và thay đổi hình dạng của tế bào, và 

điều chỉnh các tương tác giữa tế bào và môi trường tế bào [76]. Các tế bào bao gồm 

các vi ống, các sợi trung gian và các vi sợi, trong đó các vi ống và vi sợi rất cần 

thiết cho quá trình phân chia tế bào [138]. Các vi ống được hình thành do sự trùng 

hợp của tubulin. Trong quá trình phân chia tế bào, các vi ống hình thành các trục 

phân tách các chromatid chị em về hai tế bào [139]. Actin là một thành phần của vi 

sợi góp phần hình thành rãnh phân cắt trong quá trình phân chia tế bào [140]. 

Những thay đổi trong tổng hợp actin và tubulin có thể làm thay đổi quá trình trùng 

hợp và hình thành các vi sợi và vi ống. Trong nghiên cứu này, sự tổng hợp β-Actin 

và α-Tubulin 3 bị giảm trong các tế bào CCL-13 nhóm SMG, cho thấy sự giảm hình 

thành các cấu trúc hỗ trợ cho quá trình phân chia tế bào. Do đó, sự điều hòa giảm 

của β-actin và α-tubulin có thể dẫn đến sự ức chế sự tăng sinh của tế bào. 
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Hình 3.19. Phân tích sự biểu hiện các protein α –Tubulin và β-actin bằng kỹ thuật 

western blot, cả 2 protein đều . **biểu thị sự khác biệt đáng kể giữa nhóm SMG so 

với nhóm đối chứng (P<0.01). 

3.3.2. Thay đổi cấu trúc khung xương tế bào CCL-13 trong điều kiện vi trọng lực  

3.3.2.1. Sự thay đổi cấu trúc vi ống và vi sợi của tế bào CCL-13 

Vi ống là các protein có hình dạng ống và là một thành phần của bộ xương tế 

bào. Chúng tham gia vào việc duy trì hình dạng của tế bào; nếu không có chúng, tế 

bào sẽ bị chén ép bởi các tế bào lân cận của nó. Chúng cũng chịu trách nhiệm tổ 

chức bên trong tế bào và các chuyển động khác nhau trong tế bào, đặc biệt là sự 

chuyển động của các bào quan và thành phần nhỏ khác di chuyển từ vị trí này sang 

vị trí khác trong tế bào chất. Chức năng này làm cho các vi ống quan trọng đối với 

quá trình phân chia tế bào. Các vi ống hình thành bộ máy thoi vô sắc, giúp phân 

chia nhiễm sắc thể trực tiếp trong quá trình phân bào. Trong khi đó, vi sợi, một 

thành phần khác của bộ khung xương tế bào, là các protein dạng sợi được trải rộng 

khắp tế bào. Chúng có một vai trò nhỏ trong việc hỗ trợ hình dạng của tế bào và tổ 

chức bên trong của nó. Vi sợi đóng vai trò quan trọng trong các chuyển động của tế 

bào. Các vi sợi chịu trách nhiệm cho bất kỳ chuyển động nào mà tế bào tạo ra, 

chẳng hạn như hình dạng thay đổi, tế bào co lại hay tế bào di chuyển trên bề mặt. 

Ngoài ra trong quá trình phân chia tế bào, hệ thống vi sợi tham giá cấu trúc nên rãnh 

phân tách hỗ trợ phân chia tế bào, cũng như tham gia vận chuyển bào quan bằng các 

protein vận động dọc theo các bó vi sợi. 
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Chúng tôi đã tiến hành đánh giá sự phân bố của vi ống và vi sợi trong tế bào 

CCL-13 được nuôi cấy ở môi trường vi trọng lực so với điều kiện bình thường 1 g 

bằng phương pháp nhuộm huỳnh quang protein vi ống Tubulin và vi sợi actin. Như 

đã thấy trong Hình 3.20, các sợi vi ống phân bố với mật độ dày hơn trong nhóm đối 

chứng so với ở nhóm vi trọng lực.  

Các tế bào CCL-13 ở nhóm đối chứng có hình thái giống như tế bào biểu mô 

và các bó vi ống của chúng phân bố song song dọc theo chiều dài của tế bào. Sự 

phân phối này đã không được quan sát thấy trong các tế bào CCL-13 ở nhóm vi 

trọng lực, thay vào đó là sự phân bố đan xen của các bó vi ống trong tế bào chất. 

Kết quả nhuộm protein Tubulin vi ống cho thấy trong điều kiện vi trọng lực, các tế 

bào CCL-13 mở rộng ra thành hình tròn thay vì kéo dài. Ngoài ra, các bó vi ống 

phân bố tập trung lệch nhân ở tế bào CCL-13  trong nhóm đối chứng, trong khi đó 

hệ thống vi ống được phân bố đều ở tế bào CCL-13 trong nhóm cảm ứng vi trọng 

lực mô phỏng.  

Kết quả nhuộm vi sợi actin ở Hình 3.21 cho thấy tế bào CCL-13 ở nhóm đối 

chứng có sự phân bố song song các bó vi sợi và kéo dài qua chiều dài tế bào. Trong 

nhóm vi trọng lực, vi sợi actin hiển thị với mật độ thấp hơn. Kết quả này cũng cho 

thấy các tế bào CCL-13 trong môi trường vi trọng lực có xu hướng mở rộng ra hình 

dạng tròn thay vì kéo dài. 

Vi sợi Actin tham gia vào nhiều hoạt động quan trọng trong tế bào như vận 

động tế bào, phân chia nhân và tế bào chất trong nguyên phân, vận chuyển nội bào 

và các bào quan, tham gia vào con đường truyền tín hiệu và thiết lập duy trì hình 

dạng và chức năng tế bào. Các vi ống có liên quan đến sự vận chuyển nội bào, vận 

động và hình dạng tế bào [76]. Hình dạng tế bào và khung xương tế bào thay đổi 

trong điều kiện vi trọng lực. Hoạt động của nhân và tế bào là những quá trình diễn 

ra phụ thuộc vào các vi ống. Vi ống tạo thành một phần của tâm động, liên quan đến 

sự hình thành thoi vô sắc và co thắt màng tế bào trong quá trình phân chia tế bào 

[82]. 
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Hình 3.20. Kết quả nhuộm protein Tubulin cấu thành nên vi ống của tế bào gan 

Chang (CCL-13). Hệ thống vi ống trong tế bào Chang có sự phân bố lệch nhân ở 

nhóm đối chứng (mũi tên trắng), trong khi đó hệ thống này có sự phân bố sung 

quanh nhân ở nhóm SMG (Mũi tên màu xanh). Thước đo = 223.64 µm. 
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Hình 3.21. Kết quả nhuộm protein Actin cấu thành nên vi sợi actin của tế bào gan 

Chang (CCL-13) và mũi tên trắng chỉ các bó vi sợi kéo dài qua chiều dài tế bào ở 

nhóm đối chứng, trong khi nhóm SMG có sự phân bố thấp hơn nhiều. Thước đo = 

223.64 µm. 
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3.3.2.2. Sự thay đổi cấu trúc khung xương của tế bào CCL-13 trong quá trình 

phân bào 

Khung xương tế bào đóng vai trò quan trọng trong việc xây dựng hình dạng 

và cấu trúc tế bào, hỗ trợ các chuyển động và góp phần vào sự tương tác của tế bào. 

Vi sợi và vi ống là hai thành phần cấu trúc chính của khung xương tế bào, rất cần 

thiết cho sự phân chia tế bào. Trong nguyên phân, vi ống kéo dài từ trung tử đến rìa 

tế bào, hình thành các thoi vô sắc phân tách nhiễm sắc thể trong tế bào con. Bên 

cạnh đó, vi sợi góp phần vào việc xây dựng rãnh phân tách trong quá trình nguyên 

phân. Trong nghiên cứu này, nhuộm vi sợi và vi ống được áp dụng để đánh giá tác 

động của tình trạng SMG đối với hai cấu trúc liên quan đến sự phân chia tế bào, bao 

gồm vòng co thắt và trục chính.  

Kết quả nhuộm vi sợi như được hiển thị trong hình 3.22 cho thấy các tế bào 

CCL-13 từ nhóm đối chứng được làm tròn với hình dạng đỉnh trong quá trình 

nguyên phân và để lộ sự xuất hiện phong phú của các vi nhung mao (3.22A). Trong 

bước cuối cùng của quá trình phân chia tế bào, các tế bào CCL-13 thể hiện sự hình 

thành vòng co bóp, tạo ra lực co thắt để tách một tế bào thành hai tế bào chị em 

(Hình 3.22B). Sự xuất hiện của vi nhung mao cũng được phát hiện trong các tế bào 

CCL-13 từ nhóm SMG trong quá trình nguyên phân (Hình 3.22C) cũng như sự hình 

thành vòng hợp đồng trong các tế bào này trong quá trình phân bào (Hình 3.22D). 

Tuy nhiên, các tế bào CCL-13 được xử lý bằng SMG có cường độ vi sợi trong các 

cấu trúc này thấp hơn so với các tế bào đối chứng. Các tế bào CCL-13 từ cả hai 

nhóm cho thấy hình thái bình thường tương tự nhau mà không bị phân mảnh và 

ngưng tụ, đó là những đặc điểm của quá trình chết theo chương trình.  

Kết quả nhuộm vi ống cũng chỉ ra rằng các tế bào CCL-13 trong nhóm đối 

chứng và nhóm SMG đều có sự hình thành trục chính bình thường trong quá trình 

nguyên phân (Hình 3.23A-B-C, Hình 3.23G-H-I). Tuy nhiên, khi quá trình phân 

bào diễn ra tiếp tục, các tế bào CCL-13 đối chứng hiển thị cấu trúc bình thường của 

các vi ống trục chính cực (Hình 3.23D-E-F) trong khi dạng bất thường của cấu trúc 

này được phát hiện trong các tế bào SMG CCL-13 (Hình 3.23J-K-M). Kết quả này 

cho thấy SMG đã ảnh hưởng đến sự hình thành cấu trúc của các vi ống trục chính 

cực trong quá trình phân chia tế bào. 

Sự giảm biểu hiện của các protein cấu trúc khung xương tế bào là nguyên 

nhân dẫn đến sự giảm phân chia tế bào, đây cũng là nguyên nhân dẫn đến việc giảm 

tăng sinh của tế bào CCL-13 và làm thay đổi bất thường về cấu trúc tế bào CCL-13 

khi quá trình phân chia tế bào diễn ra trong điều kiện vi trọng lực mô phỏng. 
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Hình 3.22. Nhuộm vi sợi của các tế bào CCL-13. A: Sự xuất hiện của vòng và vi 

nhung mao trong các tế bào CCL-13 đối chứng; B: Sự hình thành vòng co bóp để 

tách một tế bào thành hai trong các tế bào CCL-13 đối chứng; C: Sự xuất hiện của 

vòng và vi nhung mao trong các tế bào CCL-13 trong điều kiện SMG; D: Sự hình 

thành vòng co bóp để tách một tế bào thành hai trong các tế bào CCL-13 trong điều 

kiện SMG. Các vi chất và hạt nhân lần lượt được thay thế bằng Phalloidin (màu 

xanh lá cây) và H33342. Mũi tên trắng mô tả sự hiện diện của vi nhung mao và hình 

ảnh vòng thắt giữa hai tế bào. 
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Hình 3.23. Nhuộm vi ống của các tế bào CCL-13: A-B-C: Quá trình nguyên phân 

bắt đầu và D-E-F là sự xuất hiện của trục xoay trong các tế bào CCL-13 đối chứng; 

G-H-I: Quá trình nguyên phân bắt đầu và J-K-M là sự xuất hiện của trục chính 

trong các ô CCL-13 trong nhóm SMG. Mũi tên trắng mô tả sự hiện diện của thoi vô 

sắc (spindle) trong tế bào, mũi tên trắng đứt đoạn mô tả hình ảnh thoi vô sắc đầu 

cực (polar spindle) giữa hai tế bào. 
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Vi sợi và vi ống giảm biểu hiện cũng là nguyên nhân gây ức chế tăng sinh tế 

bào. Các gene điều hoà chu kỳ phân chia tế bào như Cyclin D1 và Cdk 4/6 góp 

phần vào việc tổ chức các sợi actin và vi ống [141, 142]. Một nghiên cứu gần đây 

đã chứng minh rằng tổ chức bộ xương tế bào được điều chỉnh bởi sự tương tác của 

Cdk6 với một số protein liên quan đến bộ xương tế bào [143]. Cdk6 góp phần điều 

hòa một nhóm gene liên quan đến quá trình trùng hợp (khử) actin [143]. Các tế bào 

thiếu Cdk6 đã được chứng minh là làm giảm sự hình thành F-actin, được polymer 

hóa để cấu tạo các vi sợi [143]. Trong nghiên cứu này, các tế bào CCL-13 do SMG 

gây ra cho thấy sự biểu hiện điều hòa của Cdk6, tương quan với sự giảm biểu hiện 

của β-actin và suy giảm sự hình thành vi sợi trong tế bào chất. Điều này làm giảm 

khả năng phân chia và chuyển động của tế bào. 

Các tế bào động vật tròn lại và trở thành hình cầu khi chúng trải qua quá 

trình nguyên phân. Các tế bào xuất hiện các chóp trong suốt kỳ sau của qúa trình 

phân bào và số lượng vi nhung mao được tăng lên rõ rệt [144]. Sự xuất hiện của các 

vi nhung mao và vòng co thắt lại cho thấy quá trình phân chia tế bào thường xảy ra 

ở các tế bào CCL-13 trong điều kiện SMG. Tuy nhiên, sự xuất hiện nhỏ này cho 

thấy rằng SMG gây ra sự thay đổi của các cấu trúc này trong các tế bào CCL-13. 

Hơn nữa, dạng bất thường của các vi ống trục chính của 2 cực đã được xác định ở 

các tế bào CCL-13 trong điều kiện SMG. Kết quả nghiên cứu này cho thấy rằng 

điều kiện SMG dẫn đến những thay đổi trong cấu trúc của vòng co thắt và các vi 

ống trục chính của 2 cực, góp phần vào quá trình phân bào. 

Những kết quả nghiên cứu trên cho thấy sự ảnh hưởng nhất định của điều 

kiện vi trong lực lên sự tăng sinh và sự hình thành cấu trúc bộ khung xương của tế 

bào gan Chang (CCL-13). Các kết quả này cũng tương tự như kết quả nghiên cứu 

trên gan của động vật thí nghiệm trong các chuyến bay vũ trụ thực tế năm 2022 

ngoài không gian. Nghiên cứu cho thấy điều kiện vi trọng lực đã gây tổn thương 

gan và viêm liên quan đến apoptosis và stress oxy hóa, làm thay đổi chuyển hóa 

carbohydrate ở gan dẫn đến khởi phát kiểu hình gây bệnh tiểu đường, làm thay đổi 

chuyển hóa lipid ở gan dẫn đến béo phì không do uống rượu hay bệnh gan [145]. 
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KẾT LUẬN VÀ KIẾN NGHỊ 

KẾT LUẬN 

Từ các kết quả của nghiên cứu cho thấy rằng các tế bào gan Chang (CCL-13) 

sau khi nuôi cấy 72h trong điều kiện vi trọng lực mô phỏng (3-D clinostat), đã ảnh 

hưởng rõ đến khả năng tăng sinh của tế bào gan Chang (CCL-13). Mặc dù hình thái 

tế bào có hình dạng tương đối bình thường, không thay đổi rõ rệt, nhưng mật độ và 

sức sống của tế bào CCL-13 giảm hơn nhiều, kích thước tế bào cũng cao hơn. Đồng 

thời, trong điều kiện vi trong lực mô phỏng đã làm giảm biểu hiện của các gene 

kiểm soát chu kỳ tế bào (Cyclin (A, B1, D1), CDK (2, 6)) làm cho các tế bào CCL-

13 tăng cường đi vào pha nghỉ G0/G1 và giảm tỉ lệ đi vào pha phân chia G2/M, điều 

này chứng tỏ cơ chế tăng sinh của tế bào bị ức chế.  

Sự ảnh hưởng của điều kiện vi trọng lực mô phỏng (3-D clinostat) lên sự 

chết theo chương trình (apotosis) của tế bào gan Chang (CCL-13) chưa thể hiện rõ 

ràng. Tuy kích thước nhân tế bào của tế bào CCL-13 có giảm, nhưng hình thái nhân 

tế bào thì vẫn bình thường, không có sự cô đặc nhiễm sắc chất và phân mảnh nhân. 

Đồng thời, tỉ lệ tế bào bị apoptosis lẫn sự biểu hiện của các gene Bcl-2 và Bax ở 

mức độ phiên mã, dịch mã của tế bào CCL-13 được nuôi trong điều kiện 3-D 

clinostat không có sự khác biệt về mặt thống kê so với các tế bào được nuôi cấy 

trong điều kiện 1g.  

Kết quả đánh giá sự thay đổi cấu trúc khung xương tế bào gan Chang (CCL-

13) trong hệ thống vi trọng lực mô phỏng (3-D clinostat) lại biểu hiện rất rõ. Trong 

môi trường vi trọng lực, sự biểu hiện ở mức phiên mã và dịch mã của các gene β-

actin và α-tubulin đã giảm rõ rệt, vi sợi actin và vi ống hiển thị với mật độ thấp hơn, 

cường độ giảm và tế bào có xu hướng mở rộng ra hình dạng tròn. Hơn nữa, những 

thay đổi trong cấu trúc của vòng co bóp và các vi ống trục chính cực do điều kiện 

môi trường vi trọng lực  gây ra đã ảnh hưởng quan trọng đến quá trình phân chia tế 

bào. 

KIẾN NGHỊ 

Cần đánh giá thêm sự ảnh hưởng của SMG lên tế bào CCL-13 ở nhiều mốc 

thời gan nuôi cấy hơn và nghiên cứu sâu hơn về các quá trình chuyển hoá, các chức 

năng sinh lý của tế bào gan khi được nuôi cấy trong điều kiện vi trọng lực. Đồng 

thời, nghiên cứu sâu hơn về ảnh hưởng của điều kiện vi trọng lực đến chức năng 

của các cơ quan và đến toàn bộ cơ thể. 

Cần nghiên thêm trên nhiều dòng tế bào hơn để làm rõ cơ chế tác động của 

điều kiện vi trọng lực mô phỏng lên sự sinh trưởng của tế bào.   
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Nghiên cứu tiếp tục về các giải pháp và các loại thuốc giúp cải thiện các 

stress lên tế bào và sinh lý con người cũng như các sinh vật khác khi sống ngoài 

không gian. 
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PHỤ LỤC 

1. Phụ lục 1: TBS 10X (Tris-buffered saline) 

Công thức cho 1 lít dung dịch 10X: 

‒ 24 g Tris base (khối lượng riêng: 121.1 g) 

‒ 88 g NaCl (khối lượng riêng: 58.4 g) 

‒ Hòa tan vào 900 ml nước cất  

‒ Điều chỉnh pH đến 7,6 bằng HCl  

‒ Bổ sung nước cất đến 1 l 

Đối với dung dịch 1X, pha loãng 1 phần thể tích dung dịch 10X với 9 phần thể 

tích nước cất và điều chỉnh pH đến 7,6. Nồng độ các chất trong dung dịch TBS 1X 

là 20 mM Tris và150 mM NaCl. 

2. Phụ lục 2: TBST (Tris-buffered saline, 0.1% Tween 20) 

Công thức cho 1 lít dung dịch: 

‒ 100 ml TBS 10x 

‒ 900 mLl nước cất 

‒ 1 ml Tween 20 

3. Phụ lục 3: Mật độ tế bào 
 

Cell number/well 

Well Control SMG 

1 8664 6615 

2 10565 6981 

3 9906 6034 

4 9947 6333 

5 9988 8445 

6 10378 3340 

7 9598 6634 

8 9791 8382 

9 10600 7310 

10 10308 8310 

11 10652 8600 

12 10810 8117 

 

One Way Analysis of Variance  

Data source: Data 1 in Notebook1 

Normality Test: Failed (P < 0.050) 

Equal Variance Test: Failed (P < 0.050) 
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Group Name  N  Missing Mean Std Dev SEM  

Col 1 12 0 10100.583 593.812 171.419  

Col 2 12 0 7091.750 1494.627 431.462  

Source of Variation DF   SS   MS    F    P   

Between Groups 1 54318468.167 54318468.167 42.001 <0.001  

Residual 22 28451751.167 1293261.417    

Total 23 82770219.333     

The differences in the mean values among the treatment groups are greater than 

would be expected by chance; there is a statistically significant difference  (P = 

<0.001). 

Power of performed test with alpha = 0.050: 1.000 

All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Holm-Sidak method): 

Overall significance level = 0.05 

Comparisons for factor:  

Comparison Diff of Means t Unadjusted P Critical Level Significant?  

Col 1 vs. Col 2 3008.833 6.481 <0.001 0.050 Yes  

4. Phụ lục 4: WST1 

O.D. value measurement  

Control SMG 

7.72E-01 6.37E-01 

7.48E-01 7.88E-01 

7.62E-01 7.41E-01 

7.58E-01 6.05E-01 

7.78E-01 5.71E-01 

7.46E-01 6.09E-01 

7.80E-01 5.83E-01 

7.41E-01 6.73E-01 

7.42E-01 5.70E-01 

7.50E-01 6.50E-01 

7.41E-01 5.65E-01 

8.11E-01 4.37E-01 

 

One Way Analysis of Variance  

Data source: Data 1 in Notebook1 

Normality Test: Failed (P < 0.050) 

Equal Variance Test: Failed (P < 0.050) 
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Group Name  N  Missing Mean Std Dev SEM  

Col 1 12 0 0.761 0.0214 0.00617  

Col 2 12 0 0.619 0.0905 0.0261  

 

Source of Variation DF   SS   MS    F    P   

Between Groups 1 0.120 0.120 27.838 <0.001  

Residual 22 0.0951 0.00432    

Total 23 0.215     

The differences in the mean values among the treatment groups are greater than 

would be expected by chance; there is a statistically significant difference  (P = 

<0.001). 

Power of performed test with alpha = 0.050: 1.000 

All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Holm-Sidak method): 

Overall significance level = 0.05 

Comparisons for factor:  

Comparison Diff of Means t Unadjusted P Critical Level Significant?  

Col 1 vs. Col 2 0.142 5.276 <0.001 0.050 Yes  

5. Phụ lục 5: Diện tích tế bào 

 Control SMG 

1 1785 1489.293 

2 1460.15 676.443 

3 649.7 575.815 

4 1204.512 930.249 

5 666.445 896.706 

6 763.565 3235.745 

7 1118.555 637.31 

8 1425.544 1804.593 

9 2539.634 1186.291 

10 857.336 1303.69 

11 1184.418 1927.583 

12 492.298 733.465 

13 814.915 1047.648 

14 2747.27 832.975 

15 1104.043 1362.949 

16 899.756 563.516 

17 1145.347 2052.809 

18 947.758 991.744 

19 1482.476 1113.615 

20 760.216 919.068 

21 1138.649 709.986 

22 670.91 2392.707 

23 1565.084 2123.248 



 

 

93 

24 1038.18 1188.527 

25 329.315 1137.095 

26 1789.465 1298.1 

27 707.749 692.096 

28 1712.439 1168.401 

29 830.544 2043.864 

30 1725.835 4860.326 

31 907.57 1304.808 

32 947.758 1115.851 

33 1049.343 764.772 

34 708.865 1479.23 

35 581.604 556.808 

36 833.893 636.192 

37 920.966 598.177 

38 917.617 504.257 

39 813.799 996.216 

40 750.169 875.463 

41 718.912 843.038 

42 517.974 1758.752 

43 794.822 504.257 

44 1442.289 632.838 

AVERAGE 1078.697477 1237.875364 

6. Phụ lục 6: Kết quả phân tích chu kỳ tế bào bằng hệ thống Flow cytometry 

6.1. Pha G0/G1 

One Way Analysis of Variance  

Data source: Data 1 in Notebook1 

Normality Test: Passed (P = 0.293) 

Equal Variance Test: Passed (P = 0.377) 

Group Name  N  Missing Mean Std Dev SEM  

Col 1 4 0 86.925 0.465 0.232  

Col 2 4 0 90.600 0.804 0.402  

Source of Variation DF   SS   MS    F    P   

Between Groups 1 27.011 27.011 62.635 <0.001  

Residual 6 2.588 0.431    

Total 7 29.599     

The differences in the mean values among the treatment groups are greater than 

would be expected by chance; there is a statistically significant difference  (P = 

<0.001). 

Power of performed test with alpha = 0.050: 1.000 

All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Holm-Sidak method): 

Overall significance level = 0.05 

Comparisons for factor:  
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Comparison Diff of Means t Unadjusted P Critical Level Significant?  

Col 2 vs. Col 1 3.675 7.914 <0.001 0.050 Yes  

6.2. Pha S 

One Way Analysis of Variance  

Data source: Data 1 in Notebook1 

Normality Test: Passed (P = 0.903) 

Equal Variance Test: Passed (P = 0.436) 

Group Name  N  Missing Mean Std Dev SEM  

Col 1 4 0 11.300 0.469 0.235  

Col 2 4 0 7.175 0.690 0.345  

Source of Variation DF   SS   MS    F    P   

Between Groups 1 34.031 34.031 97.814 <0.001  

Residual 6 2.088 0.348    

Total 7 36.119     

The differences in the mean values among the treatment groups are greater than 

would be expected by chance; there is a statistically significant difference  (P = 

<0.001). 

Power of performed test with alpha = 0.050: 1.000 

All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Holm-Sidak method): 

Overall significance level = 0.05 

Comparisons for factor:  

Comparison Diff of Means t Unadjusted P Critical Level Significant?  

Col 1 vs. Col 2 4.125 9.890 <0.001 0.050 Yes  

6.3. Pha G2/M 

One Way Analysis of Variance  

Data source: Data 1 in Notebook1 

Normality Test: Passed (P = 0.056) 

Equal Variance Test: Passed (P = 0.207) 

Group Name  N  Missing Mean Std Dev SEM  

Col 1 4 0 0.975 0.0500 0.0250  

Col 2 4 0 0.675 0.0957 0.0479  

Source of Variation DF   SS   MS    F    P   

Between Groups 1 0.180 0.180 30.857 0.001  

Residual 6 0.0350 0.00583    

Total 7 0.215     
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The differences in the mean values among the treatment groups are greater than 

would be expected by chance; there is a statistically significant difference  (P = 

0.001). 

Power of performed test with alpha = 0.050: 0.996 

All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Holm-Sidak method): 

Overall significance level = 0.05 

Comparisons for factor:  

Comparison Diff of Means t Unadjusted P Critical Level Significant?  

Col 1 vs. Col 2 0.300 5.555 0.001 0.050 Yes  

7. Phụ lục 7: Sự biểu hiện mức phiên mã các gene điều hoà chu kỳ tế bào 

7.1. mRNA cyclin A 

One Way Analysis of Variance Wednesday, December 01, 2021, 10:06:26 PM 

Data source: Data 1 in Notebook1 

Normality Test: Passed (P = 0.924) 

Equal Variance Test: Passed (P = 0.144) 

Group Name  N  Missing Mean Std Dev SEM  

Col 1 3 0 1.001 0.0509 0.0294  

Col 2 3 0 0.666 0.137 0.0789  

Source of Variation DF   SS   MS    F    P   

Between Groups 1 0.168 0.168 15.814 0.016  

Residual 4 0.0425 0.0106    

Total 5 0.210     

The differences in the mean values among the treatment groups are greater than 

would be expected by chance; there is a statistically significant difference  (P = 

0.016). 

Power of performed test with alpha = 0.050: 0.822 

All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Duncan's Method) : 

Comparisons for factor:  

Comparison Diff of Means p q P P<0.050  

Col 1 vs. Col 2 0.335 2 5.624 -- Yes  

Note: The P values for Dunnett's and Duncan's tests are currently unavailable 

except for reporting that the P's are greater or less than the critical values of .05 and 

.01. 

7.2. mRNA cyclin D 

One Way Analysis of Variance Wednesday, December 01, 2021, 10:07:16 PM 

Data source: Data 1 in Notebook1 
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Normality Test: Passed (P = 0.560) 

Equal Variance Test: Passed (P = 0.428) 

Group Name  N  Missing Mean Std Dev SEM  

Col 1 3 0 1.004 0.101 0.0583  

Col 2 3 0 0.667 0.0362 0.0209  

Source of Variation DF   SS   MS    F    P   

Between Groups 1 0.170 0.170 29.601 0.006  

Residual 4 0.0230 0.00575    

Total 5 0.193     

The differences in the mean values among the treatment groups are greater than 

would be expected by chance; there is a statistically significant difference  (P = 

0.006). 

Power of performed test with alpha = 0.050: 0.976 

All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Duncan's Method) : 

Comparisons for factor:  

Comparison Diff of Means p q P P<0.050  

Col 1 vs. Col 2 0.337 2 7.694 -- Yes  

Note: The P values for Dunnett's and Duncan's tests are currently unavailable 

except for reporting that the P's are greater or less than the critical values of .05 and 

.01. 

7.3. mRNA cdk4 

One Way Analysis of Variance Wednesday, December 01, 2021, 10:08:08 PM 

Data source: Data 1 in Notebook1 

Normality Test: Passed (P = 0.385) 

Equal Variance Test: Passed (P = 0.537) 

Group Name  N  Missing Mean Std Dev SEM  

Col 1 3 0 1.002 0.0764 0.0441  

Col 2 3 0 1.113 0.0231 0.0134  

Source of Variation DF   SS   MS    F    P   

Between Groups 1 0.0184 0.0184 5.774 0.074  

Residual 4 0.0128 0.00319    

Total 5 0.0312     

The differences in the mean values among the treatment groups are not great 

enough to exclude the possibility that the difference is due to random sampling 

variability; there is not a statistically significant difference  (P = 0.074). 

Power of performed test with alpha = 0.050: 0.383 
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The power of the performed test (0.383) is below the desired power of 0.800. 

Less than desired power indicates you are less likely to detect a difference when one 

actually exists. Negative results should be interpreted cautiously. 

7.4. mRNA cdk6 

One Way Analysis of Variance Wednesday, December 01, 2021, 10:08:27 PM 

Data source: Data 1 in Notebook1 

Normality Test: Passed (P = 0.556) 

Equal Variance Test: Passed (P = 0.646) 

Group Name  N  Missing Mean Std Dev SEM  

Col 1 3 0 1.004 0.104 0.0603  

Col 2 3 0 0.631 0.0757 0.0437  

Source of Variation DF   SS   MS    F    P   

Between Groups 1 0.208 0.208 25.025 0.007  

Residual 4 0.0332 0.00831    

Total 5 0.241     

The differences in the mean values among the treatment groups are greater than 

would be expected by chance; there is a statistically significant difference  (P = 

0.007). 

Power of performed test with alpha = 0.050: 0.952 

All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Duncan's Method) : 

Comparisons for factor:  

Comparison Diff of Means p q P P<0.050  

Col 1 vs. Col 2 0.372 2 7.075 -- Yes  

Note: The P values for Dunnett's and Duncan's tests are currently unavailable 

except for reporting that the P's are greater or less than the critical values of .05 and 

.01. 

8. Phụ lục 8: Sự biểu hiện mức phiên mã các gene điều hoà chu kỳ tế bào 

 

Gapdh cyclin B cyclin D1 cdk2 cdk6 

control smg control smg control smg control smg control smg 

16.79 18.26 17.1 19.8 15.66 18.13 16.66 18.84 16.08 18.56 

 Gapdh cyclin B cyclin D1 cdk2 cdk6 

 control smg control smg control smg control smg control smg 

1 16.79 18.26 17.1 19.8 15.66 18.13 16.66 18.84 16.08 18.56 

2 16.72 18.04 17.49 19.44 15.38 17.99 16.46 18.66 15.86 18.36 

3 16.52 18 17.28 19.2 15.79 18.33 16.26 18.69 15.56 18.52 

Sum 50.03 54.3 51.87 58.44 46.83 54.45 49.38 56.19 47.5 55.44 

Average 16.677 18.100 17.290 19.480 15.610 18.150 16.460 18.730 15.833 18.480 

Stdeva 0.001 0.001 0.002 0.003 0.002 0.002 0.002 0.001 0.003 0.001 
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16.72 18.04 17.49 19.44 15.38 17.99 16.46 18.66 15.86 18.36 

16.52 18 17.28 19.2 15.79 18.33 16.26 18.69 15.56 18.52 

16.677 18.1         
          
∆Ct  0.423 1.7 -1.017 0.03 -0.017 0.74 -0.597 0.46 

  0.813 1.34 -1.297 -0.11 -0.217 0.56 -0.817 0.26 

  0.603 1.1 -0.887 0.23 -0.417 0.59 -1.117 0.42 

  0.613  -1.067  -0.217  -0.843  

  

Contro

l SMG 

Contro

l SMG 

Contro

l SMG 

Contro

l SMG 

∆∆Ct  1.1408 0.413 0.966 0.484 0.871 0.592 0.843 0.481 

  0.870 0.694 1.173 0.439 1 0.584 0.982 0.474 

  1.007 0.709 0.883 0.461 1.149 0.498 1.209 0.345 

   0.605  0.462  0.558  0.433 

 

9. Phụ lục 9: Kết quả Western blot  

Điều 

kiện 
Intensity of Bands (analyzed by ImageJ) 

 
No. CDK4 CDK6 Cyclin A Cyclin D1 GAPDH 

Control 
 

1 7982.276 5509.79 5269.154 2443.497 22345.58 

2 7454.912 5476.083 5072.326 2675.619 22951.82 

3 7581.74 5428.376 5064.033 2786.033 23664.43 

Average 7672.976 5471.416 5135.171 2635.050 
22987.27

7 

Stdeva 275.266 40.907 116.107 174.835 660.139 

Confidence

.norm 
311.487 46.289 131.3845 197.840 747.004 

SMG 

1 7981.104 4955.619 1984.912 2281.669 21765.19 

2 7428.619 4823.205 1570.305 2081.426 21893.31 

3 7677.861 4921.619 1610.719 2228.548 22705.67 

Average 7695.861 4900.148 1721.978 2635.050 22121.39 

Stdeva 276.682 68.769 228.602 174.835 510.040 

Confidence

.norm 
313.089 77.818 258.683 197.840 577.154 

 

10. Phụ lục 10: Western blot Cdk2 
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11. Phụ lục 11: FSC value  

Control SMG 

8.98 9.99 

8.83 9.91 

8.78 9.81 

8.66 9.71 

8.66 9.58 

 

One Way Analysis of Variance  

Data source: Data 1 in Notebook1 

Normality Test: Passed (P = 0.702) 

Equal Variance Test: Passed (P = 0.524) 

Group Name  N  Missing Mean Std Dev SEM  

Col 1 5 0 8.782 0.133 0.0597  

Col 2 5 0 9.800 0.162 0.0724  

Source of Variation DF   SS   MS    F    P   

Between Groups 1 2.591 2.591 117.711 <0.001  

Residual 8 0.176 0.0220    

Total 9 2.767     

The differences in the mean values among the treatment groups are greater than 

would be expected by chance; there is a statistically significant difference  (P = 

<0.001). 

Power of performed test with alpha = 0.050: 1.000 

All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Holm-Sidak method): 

Overall significance level = 0.05 

Comparisons for factor:  

Comparison Diff of Means t Unadjusted P Critical Level Significant?  
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Col 2 vs. Col 1 1.018 10.849 <0.001 0.050 Yes  

12. Phụ lục 12: Diện tích nhân 

Nuclear area (µm2) 

Control SMG 

246 231 

253 234 

252 234 

253 239 

258 242 

263 254 

253 254 

253 248 

255 257 

254 251 

264 255 

253 235 

 

One Way Analysis of Variance  

Data source: Data 1 in Notebook1 

Normality Test: Passed (P = 0.208) 

Equal Variance Test: Failed (P < 0.050) 

Group Name  N  Missing Mean Std Dev SEM  

Col 1 12 0 254.750 4.901 1.415  

Col 2 12 0 244.500 9.681 2.795  

Source of Variation DF   SS   MS    F    P   

Between Groups 1 630.375 630.375 10.707 0.003  

Residual 22 1295.250 58.875    

Total 23 1925.625     

The differences in the mean values among the treatment groups are greater than 

would be expected by chance; there is a statistically significant difference  (P = 

0.003). 

Power of performed test with alpha = 0.050: 0.861 

All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Holm-Sidak method): 

Overall significance level = 0.05 

Comparisons for factor:  

Comparison Diff of Means t Unadjusted P Critical Level Significant?  
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Col 1 vs. Col 2 10.250 3.272 0.003 0.050 Yes  

13. phụ lục 13: Giá trị hình dạng nhân 

Nulear shape 

value 

Control SMG 

0.87 0.89 

0.86 0.88 

0.89 0.87 

0.88 0.86 

0.88 0.88 

0.86 0.83 

0.88 0.87 

0.87 0.87 

0.88 0.88 

0.87 0.86 

0.86 0.88 

0.88 0.89 

 

One Way Analysis of Variance  

Data source: Data 1 in Notebook1 

Normality Test: Failed (P < 0.050) 

Equal Variance Test: Passed (P = 0.368) 

Group Name  N  Missing Mean Std Dev SEM  

Col 1 12 0 0.873 0.00985 0.00284  

Col 2 12 0 0.872 0.0164 0.00474  

Source of Variation DF   SS   MS    F    P   

Between Groups 1 0.0000167 0.0000167 0.0909 0.766  

Residual 22 0.00403 0.000183    

Total 23 0.00405     

The differences in the mean values among the treatment groups are not great 

enough to exclude the possibility that the difference is due to random sampling 

variability; there is not a statistically significant difference  (P = 0.766). 

Power of performed test with alpha = 0.050: 0.048 

The power of the performed test (0.048) is below the desired power of 0.800. 

Less than desired power indicates you are less likely to detect a difference when one 

actually exists. Negative results should be interpreted cautiously. 
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14. Phụ lục 14: tỷ lệ hạt nhân/tế bào chất 

STT Tỷ lệ N/C 

 Control SMG 

1 0.142718263 0.164141374 

2 0.174469815 0.26278405 

3 0.39210728 0.272613989 

4 0.211498183 0.383572516 

5 0.38225525 0.135462456 

6 0.333635119 0.206066302 

7 0.227751072 0.187509761 

8 0.178705182 0.126819234 

9 0.297143827 0.333287342 

10 0.215086312 0.233336579 

11 0.517475391 0.293471713 

12 0.312611867 0.179357115 

13 0.230744726 0.119082974 

14 0.28313465 0.246489618 

15 0.22242351 0.219514464 

16 0.26879446 0.265980972 

17 0.17184231 0.344309043 

18 0.335104891 0.102166542 

19 0.223731896 0.115132382 

20 0.379711288 0.205678626 

21 0.162772158 0.214981686 

22 0.245383363 0.188317233 

23 0.773581829 0.353209092 

24 0.142362159 0.209221492 

25 0.359946959 0.119604142 

26 0.148765649 0.187349097 

27 0.306729204 0.21907459 

28 0.147610925 0.319643763 

29 0.280696916 0.165258006 

30 0.26879446 0.439028534 

31 0.242772954 0.38424658 

32 0.359380277 0.24538313 

33 0.438016417 0.279228934 

34 0.305497348 0.289968661 

35 0.276614012 0.138993218 

36 0.277623562  
37 0.313040567  
38 0.339592945  
39 0.354357835  
40 0.491824107  
41 0.320514656  
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42 0.176630412  
43 0.302534775  

AVERAGE 0.29153 0.23287 

STDEVA 0.11794 0.08624 

CONFIDENCE.NORM 0.03525 0.02857 

 

15. Phụ lục 15: Nuclear intensity measurment 

No. Control SMG 

1 39529 36787 

2 39087 36731 

3 41644 38569 

4 41177 35717 

5 39135 39224 

6 39733 36714 

7 38979 38124 

8 39173 39944 

9 41405 38088 

AVERAGE 39984.667 37766.4447 

16. Phụ lục 16: Apoptosis analysis (by Flow cytometry) 

Group No. 
 

Necrosis Viability Early apoptosis Late apoptosis 

Control 

1 0.4 98.8 0.4 0.4 

2 0.4 98.9 0.4 0.4 

3 0.3 98.9 0.3 0.4 

4 0.4 98.7 0.3 0.3 

SMG 

1 0.1 99.1 0.5 0.3 

2 0.2 99.0 0.4 0.4 

3 0.2 99.0 0.4 0.3 

4 0.2 99.2 0.3 0.2 

 

17. Phụ lục 17: Kết quả phân tích real time – PCR các gene Bax, bcl-2 

a. Biểu đồ khuếch đại 

  

b. Biểu đồ đường cong tan chảy 
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18. Phụ lục 18: Kết quả Western blot, biểu hiện mức độ dịch mã của các 

protein điều hoà cấu trúc khung xương tế bào:  

Stt 

Beta-Actin alpha-Tubulin 3 GAPDH 

Control SMG Control SMG Control SMG 

1 8818.782 5740.882 21115.702 15274.782 22345.58 21765.19 

2 8765.489 5500.882 19678.974 15006.832 22951.82 21893.31 

3 7875.175 5058.69 20249.752 13846.296 23664.43 22705.67 

Average 8486.482 5433.487 20348.143 14709.303 22987.277 22121.39 

 

18.1. Beta-Actin 

One Way Analysis of Variance  

Data source: Data 1 in Notebook1 

Normality Test: Passed (P = 0.113) 

Equal Variance Test: Passed (P = 0.790) 

Group Name  N  Missing Mean Std Dev SEM  

Col 1 3 0 8486.482 530.078 306.040  

Col 2 3 0 5433.485 346.054 199.794  

Source of Variation DF   SS   MS    F    P   

Between Groups 1 13981189.076 13981189.076 69.778 0.001  

Residual 4 801471.008 200367.752    

Total 5 14782660.084     

The differences in the mean values among the treatment groups are greater than 

would be expected by chance; there is a statistically significant difference  (P = 

0.001). 

Power of performed test with alpha = 0.050: 1.000 

All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Holm-Sidak method): 

Overall significance level = 0.05 

Comparisons for factor:  

Comparison Diff of Means t Unadjusted P Critical Level Significant?  

Col 1 vs. Col 2 3052.997 8.353 0.001 0.050 Yes  
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18.2. Alpha-Tubulin 

One Way Analysis of Variance  

Data source: Data 1 in Notebook1 

Normality Test: Passed (P = 0.577) 

Equal Variance Test: Passed (P = 0.994) 

Group Name  N  Missing Mean Std Dev SEM  

Col 1 3 0 20348.143 723.400 417.655  

Col 2 3 0 14709.303 759.299 438.382  

Source of Variation DF   SS   MS    F    P   

Between Groups 1 47694763.541 47694763.541 86.730 <0.001  

Residual 4 2199685.845 549921.461    

Total 5 49894449.386     

The differences in the mean values among the treatment groups are greater than 

would be expected by chance; there is a statistically significant difference  (P = 

<0.001). 

Power of performed test with alpha = 0.050: 1.000 

All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Holm-Sidak method): 

Overall significance level = 0.05 

Comparisons for factor:  

Comparison Diff of Means t Unadjusted P Critical Level Significant?  

Col 1 vs. Col 2 5638.839 9.313 <0.001 0.050 Yes 

 

 
 




