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Tóm tắt
Đặt vấn đề: P97 là một protein đa chức năng có vai trò quan trọng trong quá trình sửa chữa tổn thương 

DNA và các quá trình liên quan đến chết tế bào theo chương trình. Chúng tôi sử dụng CB-5083, một chất ức 
chế đặc hiệu p97, nhằm mục tiêu đánh giá tác dụng ức chế tế bào tăng sinh theo cụm và thúc đẩy apoptosis 
trên dòng tế bào ung thư đại tràng HCT116. Đối tượng và phương pháp nghiên cứu: Phương pháp nghiên 
cứu thực nghiệm sử dụng chất ức chế p97 CB-5083 (Sellechem) và dòng tế bào ung thư đại tràng HCT116 
(mã: CCL-247, ATCC). Thử nghiệm tạo cụm tế bào và thử nghiệm chết tế bào theo chương trình được sử dụng 
trong nghiên cứu. Phân tích số liệu trên phần mềm ImageJ và GraphPad Prism 9. Kết quả: Mật độ và kích 
thước các cụm tế bào ở nhóm điều trị 0,25 µM CB5083 nhỏ hơn có ý nghĩa thống kê so với các nhóm còn lại. 
Nhóm điều trị 0,25 µM có tỉ lệ tế bào apoptosis cao hơn có ý nghĩa thống kê so với nhóm 0,125 µM và nhóm 
chứng (p < 0,0001). Tỉ lệ tế bào hoại tử ở các nhóm điều trị 0,125 µM, 0,25 µM cao hơn có ý nghĩa thống kê 
so với nhóm chứng (p < 0,0001). Kết luận: Ức chế p97 bằng CB5083 kìm hãm tế bào tăng sinh theo cụm và 
thúc đẩy apoptosis trên tế bào ung thư đại tràng dòng HCT116.

Từ khoá: p97, sửa chữa tổn thương DNA, ung thư đại tràng, chết tế bào theo chương trình.
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Abstract
Background: p97 is a multifunctional protein that plays an important role in DNA damage repair and 

processes related to programmed cell death. We used CB-5083, a specific p97 inhibitor, to evaluate the 
effect of inhibiting cluster proliferation and promoting apoptosis on HCT116 colon cancer cells. Materials 
and methods: Experimental research method used p97 inhibitor CB-5083 (Sellechem) and colon cancer cell 
line HCT116 (code: CCL-247, ATCC). Colony formation assay and apoptotic assay were used in this study. 
Data were analysed on ImageJ and GraphPad Prism 9 software. Results: The density and size of cell colonies 
in the 0.25 µM CB5083 treatment group were statistically significantly smaller than the other groups. The 
0.25 µM treatment group had a statistically significant higher percentage of apoptotic cells compared to the 
0,125µM group and the control group (p < 0.0001). The percentage of necrotic cells in the 0.125 µM and 0.25 
µM treatment groups was statistically significantly higher than the control group (p < 0.0001). Conclusion: 
Inhibiting p97 by CB5083 suppressed cell colony formation and promoted apoptosis on HCT116 colon cancer 
cell line.
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1. ĐẶT VẤN ĐỀ
Ung thư đại trực tràng là một trong những loại 

ung thư phổ biến nhất trên thế giới. Theo dữ liệu 
Globocan 2020, ung thư đại trực tràng là loại ung 
thư phổ biến thứ ba ở nam giới và phổ biến thứ hai 

ở nữ giới, đồng thời là nguyên nhân đứng thứ hai 
gây tử vong liên quan đến ung thư ở cả hai giới [1]. 
Vào năm 2020, ước tính có khoảng 1,9 triệu ca ung 
thư đại trực tràng được phát hiện trên toàn thế giới. 
Ung thư đại trực tràng ở nam giới (1.044.254 trường 
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hợp) cao hơn 1,2 lần so với nữ giới (836.471 trường 
hợp). Tỷ lệ mắc ung thư đại tràng cao nhất ở Châu 
Âu, Úc/New Zealand và Bắc Mỹ. Tỉ lệ mắc ung thư đại 
trực tràng có xu hướng thấp ở các vùng Châu Phi và 
Nam Á. Ước tính đến năm 2040, gánh nặng ung thư 
đại trực tràng sẽ tăng lên 3,2 triệu ca mắc mới (tăng 
63%) và 1,6 triệu ca tử vong mỗi năm (tăng 73%) [2]. 
Ở Việt Nam, số người mắc ung thư đại trực tràng 
khoảng 16.000 ca, đứng thứ 5 trong những loại ung 
thư phổ biến nhất ở cả hai giới, và đang có xu hướng 
trẻ hóa [3].

Yassuhiko và cộng sự (2004) đã phân tích bệnh 
nhân ung thư biểu mô đại trực tràng bằng hóa mô 
miễn dịch và phát hiện ra rằng các mô có ổ di căn gan 
biểu hiện p97 ở mức cao hơn, trong khi bệnh nhân bị 
u tuyến đại trực tràng biểu hiện protein ở mức thấp 
hơn [4]. Một nhóm khác đã báo cáo vào năm 2012 
rằng nồng độ p97 trong huyết thanh đã tăng lên ở 
những bệnh nhân ung thư đại trực tràng [5]. p97 
là một protein đa chức năng có vai trò quan trọng 
trong quá trình sửa chữa tổn thương DNA, chuyển 
hóa protein và cân bằng nội môi. Nó đóng vai trò 
như một chất phân tách để chiết xuất các protein 
mục tiêu từ màng bào quan của tế bào, phức hợp 
DNA hoặc phức hợp protein và thúc đẩy quá trình 
thoái hóa, tinh chế, tái chế và tái định cư của chúng. 
p97 tham gia vào một số quá trình tế bào trong các 
điều kiện sinh lý, bao gồm kiểm soát chất lượng 
protein, tiến trình chu kỳ tế bào, các quá trình liên 
quan đến chết tế bào như chết theo chương trình 
và tự thực, thoái hoá liên quan đến chất nhiễm sắc, 
tổng hợp Golgi…[6]

Đã có rất nhiều chất ức chế của p97 được tìm 
thấy và trải qua các thử nghiệm và điều trị lâm sàng, 
được phân loại là chất ức chế cạnh tranh ATP hoặc 
allosteric. Trong đó, CB-5083 là một chất ức chế p97 
qua miền D2, cạnh tranh với ATP và khả dụng sinh 
học qua đường uống [7]. Việc điều trị các tế bào khối 
u bằng CB-5083 có thể kích hoạt nhánh apoptotic 
của hệ thống ubiquitin-proteosome (UPS), dẫn đến 
sự tích tụ các protein đa lượng và giữ lại các chất 
nền thoái hóa liên quan đến mạng lưới nội chất, gây 
ra căng thẳng ở lưới nội chất và chết tế bào theo 
chương trình [8]. Trong nghiên cứu này, chúng tôi sử 
dụng CB-5083 nhằm mục tiêu đánh giá tác dụng ức 
chế tế bào tăng sinh theo cụm và thúc đẩy apoptosis 
trên dòng tế bào ung thư đại trực tràng HCT116.

2. ĐỐI TƯỢNG VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU
2.1. Đối tượng nghiên cứu
Chất ức chế đặc hiệu p97 CB-5083 (Selleckchem) 

có công thức phân tử C24H23N5O2, có hoạt tính sinh 

học sử dụng được qua đường uống,  có nồng độ 
10mM/ml được sử dụng làm đối tượng nghiên cứu 
để đánh giá hoạt tính. CB-5083 được bảo quản -300C. 

Dòng tế bào ung thư đại trực tràng HCT116 được 
lấy từ nguồn ATCC (mã: CCL-247). Trong quá trình 
nghiên cứu, tế bào được nuôi cấy, tăng sinh trong 
môi trường nuôi cấy theo quy trình tiêu chuẩn.

2.3. Phương pháp nghiên cứu
Nghiên cứu này được thiết kế trên dòng tế bào 

ung thư đại trực tràng HCT116. Để phục vụ cho 
các thí nghiệm, chúng tôi nuôi duy trì dòng tế bào 
HCT116. Thử nghiệm tạo cụm tế bào được thực hiện 
để đánh giá khả năng chống tăng sinh tế bào ung thư 
của CB-5083. Bên cạnh đó, khả năng ảnh hưởng tới 
chết tế bào theo chương trình cũng được đánh giá 
bằng phương pháp đếm tế bào dòng chảy.

Thử nghiệm tạo cụm tế bào: Tế bào ung thư được 
nuôi cấy trong đĩa 12 giếng, mỗi giếng gieo 300 tế 
bào, nuôi trong 1ml môi trường. Sau 24 giờ, tế bào 
được tiếp xúc với CB-5083 được chuẩn bị ở các nồng 
độ khác nhau (0,125 µM; 0,25 µM) và nhóm đối 
chứng là tế bào được nuôi cấy bình thường, không 
tiếp xúc với CB-5083. Kiểm tra đĩa 2 - 3 ngày/lần và 
chụp ảnh tế bào dưới kính hiển vi mỗi tuần 1 lần. Sau 
2 tuần, tế bào được nhuộm với dung dịch tinh thể 
tím 1%. Sau đó đĩa tế bào được rửa và sấy khô. Hình 
ảnh các cụm tế bào đã nhuộm được quét bằng máy 
scan và phân tích hình ảnh trên phần mềm ImageJ. 

Thử nghiệm chết tế bào theo chương trình: Tế bào 
được nuôi cấy trong đĩa 6 giếng, mỗi giếng 3 x 105 
tế bào. Sau 24 giờ, tế bào được tiếp xúc với CB-5083 
được chuẩn bị ở các nồng độ khác nhau (0,125 µM; 
0,25 µM) và nhóm đối chứng là tế bào được nuôi cấy 
trong môi trường bình thường, không tiếp xúc với CB-
5083. Tế bào được chụp lại ở các mốc thời gian 0, 24, 
48 giờ sau khi cho thuốc thử. Sau 48 giờ, tế bào được 
xử lý và nhuộm theo quy trình với bộ kit Annexin 
V-FITC/PI Cell Apoptosis Detection Kit (BD) và phân 
tích trên hệ thống đếm tế bào dòng chảy BD Lyric.

Phân tích và xử lý số liệu: Để phân tích số liệu, 
chúng tôi dùng các thuật toán xử lý hình ảnh trên 
phần mềm ImageJ; thống kê, vẽ đồ thị bằng phần 
mềm GraphPad Prism 9. Sử dụng phép kiểm định 
One-Way ANOVA để kiểm định sự khác nhau của giá 
trị trung bình khi so sánh nhiều hơn 2 nhóm.

3. KẾT QUẢ
3.1. Kết quả tăng sinh dòng tế bào HCT116
Tế bào HCT116 được nuôi trong môi trường 

tương ứng và duy trì trong tủ nuôi cấy tế bào. 
HCT116 phát triển tốt, tốc độ mọc nhanh, tăng sinh 
gấp đôi sau khoảng 24 giờ (Hình 1).
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               	       (A)                                          (B)                                           (C)
Hình 1. Ảnh tế bào sau 24 giờ (A), 48 giờ (B), 72 giờ (C) gieo trên đĩa nuôi cấy

3.2. Kết quả đánh giá khả năng ức chế tạo cụm tế bào bằng thuốc nhuộm tinh thể tím (Crystal Violet)
Theo dõi tế bào sau 5 ngày điều trị thấy sự khác nhau tương đối giữa các giếng với các nồng độ chất ức 

chế khác nhau. Ở hình ảnh chụp dưới kính hiển vi có thể thấy rõ các cụm tế bào ở nồng độ điều trị 0,25 µM 
mọc rất thưa và nhỏ hơn hẳn so với nồng độ điều trị 0,125 µM và nhóm chứng (Hình 2). 

Hình 2. Ảnh chụp các giếng ở các nồng độ khác nhau sau 5 ngày (trên) và 9 ngày (dưới) được điều trị với 
CB-5083

A: Nhóm chứng; B: Nhóm 0,125µM; C: Nhóm 0,25µM

Hình 3. Điều trị CB-5083 ức chế sự tăng sinh theo cụm của tế bào HCT116
Tế bào được gieo ở mật độ 300 tế bào/giếng trong đĩa 12 giếng. Sau 24 giờ, tế bào được tiếp xúc với CB-

5083 với các nồng độ 0 µM, 0,125 µM, 0,25 µM. Sau 2 tuần, tế bào được nhuộm tím tinh thể (1% trong 20% 
methanol pha trong nước cất) và chụp hình
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Hình 4. Phần trăm diện tích các cụm tế bào trong mỗi giếng với các nồng độ điều trị khác nhau
Các cụm tế bào được nhuộm với Crystal violet, kết quả cho thấy ở nhóm điều trị 0,25 µM CB5083, mật 

độ và kích thước các cụm tế bào nhỏ hơn so với các nhóm còn lại (Hình 3). Hình ảnh sau đó được xử lý bằng 
phần mềm ImageJ để xác định mật độ cụm tế bào trên mỗi giếng, kết quả chỉ ra rằng ở nhóm điều trị 0,25 
µM CB5083 có sự giảm có ý nghĩa thống kê về mật độ và kích thước của các cụm tế bào so với các nhóm còn 
lại (p < 0,0001, Hình 4).

3.3. Kết quả đánh giá ảnh hưởng của CB-5083 đối với chết tế bào theo chương trình 

Hình 5. Hình ảnh tế bào HCT116 trong thử nghiệm tế bào chết theo chương trình
Tế bào được gieo ở mật độ 300.000 tế bào/giếng trong đĩa 6 giếng. Sau 24 giờ, tế bào được tiếp xúc 

với CB-5083 ở các nồng độ điều trị 0 µM, 0,125 µM, 0,25 µM. Tế bào sau đó được chụp hình 
ở các thời điểm 0 giờ và 24 giờ. 

Tại thời điểm 24h đã có sự khác biệt tương đối rõ 
ở nhóm điều trị 0,25 µM so với hai nhóm còn lại khi 
quan sát trên kính hiển vi. Lượng tế bào còn sống ở 
nồng độ 0,25 µM thưa hơn, hầu như không thể mọc 
thành cụm; trong khi đó nhóm điều trị 0,125µM ít 

hơn nhóm chứng (Hình 5). Sau 48 giờ, tế bào được 
thu lại và đưa vào phân tích trên máy đếm tế bào 
dòng chảy với chất chỉ thị AnnexinV/PI, mỗi lần phân 
tích 104 tế bào. Kết quả phân tích được thể hiện ở 
Hình 6.
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Hình 6. Biểu đồ kết quả thừ nghiệm apoptosis trên dòng tế bào HCT116
Kết quả ở các nhóm điều trị 0,25 µM có tỉ lệ tế bào apoptosis cao hơn có ý nghĩa thống kê so với nhóm 

0,125µM và nhóm chứng (p < 0,0001). Không có khác biệt thống kê giữa nhóm 0,125 µM và  nhóm chứng về 
tỉ lệ tế bào apoptosis (p = 0,0754). Tỉ lệ tế bào hoại tử ở các nhóm điều trị 0,125 µM, 0,25 µM cao hơn có ý 
nghĩa thống kê so với nhóm chứng (p < 0,0001). 

4. BÀN LUẬN
Thử nghiệm tạo cụm tế bào là một trong những 

thử nghiệm đặc trưng cho khả năng ức chế sự tăng 
sinh của tế bào ung thư. Thử nghiệm này sử dụng 
thuốc nhuộm tinh thể tím để xác định số lượng tế 
bào còn sống sau khi tiếp xúc với thuốc. Nhuộm tinh 
thể tím có thể xác nhận rằng CB-5083 làm giảm đáng 
kể khả năng tồn tại của tế bào HCT116 thông qua 
hiện màu các cụm tế bào. Có nhiều nghiên cứu đã 
sử dụng thử nghiệm nhuộm tím tinh thể để đánh giá 
hoạt tính chống ung thư trên dòng tế bào HCT116. Li 
H và cộng sự (2021), đã sử dụng thử nghiệm nhuộm 
tinh thể tím để đánh giá khả năng chống tăng sinh tế 
bào SW480 và HCT116 của Tetramethylpyrazine, kết 
quả nhuộm màu cho thấy sự tăng sinh và khả năng 
tồn tại của cả hai loại tế bào đều giảm dần khi tăng 
nồng độ điều trị và kéo dài thời gian tiếp xúc [9]. 
Như vậy, thử nghiệm tạo cụm tế bào tinh thể tím có 
thể coi là một trong những cách tiếp cận có giá trị 
trong nghiên cứu tiềm năng chống ung thư in vitro. 
Kết quả đánh giá khả năng ức chế tạo cụm tế bào 
của chúng tôi đã khẳng định khả năng ức chế tế bào 
HCT116 in vitro của CB-5083. Tỉ lệ cụm tế bào sống ở 
nhóm nồng độ thuốc 0,25 µM thể hiện rõ sự ức chế 
tăng sinh HCT116 của CB-5083 với các cụm tế bào 
nhỏ lẻ, thưa thớt.

Bên cạnh đó, apoptosis đóng vai trò quan trọng 
trong các quá trình sinh học và bệnh lý. Đối với ung 
thư, thúc đẩy con đường tế bào chết theo chương 
trình đã được coi là một chiến lược phát triển thuốc 
chống ung thư [10]. Trong nghiên cứu này, khi quan 

sát tế bào HCT116 tiếp xúc với CB-5083, tế bào 
HCT116 chết theo chương trình có hình ảnh co tròn, 
tách rời nhau, tế bào kết đặc lại. Điều này phù hợp 
với các nghiên cứu về apoptosis trước đây. Các dấu 
hiệu hình thái học của quá trình chết theo chương 
trình bao gồm nhân kết đặc và phân mảnh, tế bào 
co lại, bào quan tập trung. Các mảnh vỡ tế bào teo 
lại, bào quan tự tiêu hủy và được thực bào hoặc 
thoái biến. Chết tế bào theo chương trình và tăng 
sinh tế bào luôn liên quan chặt chẽ với nhau. Chúng 
tôi đã sử dụng phương pháp đếm tế bào dòng chảy 
để kiểm tra tác động của CB-5083 đối với quá trình 
chết theo chương trình và phát hiện ra rằng các tế 
bào HCT116 được điều trị bằng CB-5083 cho thấy 
nồng độ chất ức chế càng cao, tỉ lệ tế bào chết theo 
chương trình càng tăng. Tuy nhiên, ngoài cơ chế kích 
hoạt con đường tế bào chết apoptosis, tế bào còn 
có thể chết theo nhiều cơ chế khác, như là gây hoại 
tử tế bào [11]. Trong nghiên cứu của chúng tôi, tỉ lệ 
tế bào hoại tử tăng ở các nhóm điều trị so với nhóm 
chứng. Do đó, cần có nhiều nghiên cứu hơn để đánh 
giá tế bào chết theo chương trình cũng như các cơ 
chế giết chết tế bào ung thư ngoài con đường kích 
hoạt tế bào chết theo chương trình. Một nghiên cứu 
đã chỉ ra rằng quá trình tự thực diễn ra để hạn chế 
các tác động có hại của sự ức chế p97 với CB-5083, 
và hiệu ứng này đặc biệt đáng chú ý trong các tế 
bào đã cạn kiệt GCN2 [12]except for younger adults 
(younger than 50 years. Anderson DJ và cộng sự đã 
chỉ ra rằng quá trình tự thực có khả năng được kích 
hoạt bởi CB-5083, phù hợp với các nghiên cứu báo 
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cáo việc gây ra căng thẳng ở lưới nội chất dẫn đến 
kích hoạt quá trình tự thực mạnh mẽ [1]. Vì thế, 
cũng có thể nghiên cứu rộng hơn về các con đường 
gây chết tế bào khác của CB-5083.

5. KẾT LUẬN
Ức chế p97 bằng CB5083 kìm hãm tế bào tăng 

sinh theo cụm và thúc đẩy apoptosis trên tế bào ung 
thư đại tràng dòng HCT116. 

Tuyên bố về xung đột lợi ích: Các tác giả tuyên bố không có xung đột lợi ích trong nghiên cứu này.
Lời cảm ơn: Nghiên cứu này được tài trợ bởi Quỹ Phát triển khoa học và công nghệ Quốc gia (NAFOSTED) 

trong đề tài mã số 108.02-2019.324.
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