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ABSTRACT
Background: Helicteres hirsuta Lour. is a medicinal plant traditionally used to treat liver  
diseases.

Aim: This study aimed to evaluate the Nrf2 inhibitory activity of the n-hexane extract from H. 
hirsuta leaves (AX-He) using a zebrafish model.

Method: Wild-type (AB) and Keap1b knockout (keap1bdl40) zebrafish larvae were treated 
with AX-He at various concentrations. The nrf2dl703 knockout line was used as a negative con-
trol for Nrf2 activity. The antioxidant activity of AX-He was assessed by its ability to protect  
WT larvae against H2O2-induced oxidative stress. The expression of Nrf2 target genes,  
including gstp1, prdx1, and nrf2a, was analyzed by RT-qPCR. 

Results: AX-He suppressed the expression of prdx1 and nrf2a in keap1bdl40 larvae at  
concentrations of 50 and 75 µg/mL. At 100 µg/mL, AX-He reduced the antioxidant capacity of 
WT larvae against H2O2 exposure.

Conclusion: To sum up, this study provides evidence that AX-He can inhibit Nrf2, suggesting 
the potential use of H. hirsuta in treating diseases associated with Nrf2 dysregulation, including 
cancer.

Keywords: Helicteres hirsuta, inhibit Nrf2, Keap1, zebrafish.

Vietnam Journal of Community Medicine, Vol. 65, Special Issue 12, 26-31

*Corresponding author
Email: nmhien@uhs.edu.vn    Phone:  (+84) 908448976    Https://doi.org/10.52163/yhc.v65iCD12.1815



27

ĐÁNH GIÁ HOẠT TÍNH ỨC CHẾ NRF2 CỦA CAO CHIẾT LÁ AN XOA  
(HELICTERES HIRSUTA LOUR) TRÊN MÔ HÌNH CÁ NGỰA VẰN

Nguyễn Thành Vũ1, Lê Thị Ngọc Tâm2,3, Lê Nguyễn Thiên Hân2,3,  
Nguyễn Kim Anh2,3, Thái Khắc Minh2,3, Lê Minh Trí2,3, Nguyễn Minh Hiền2,3* 

1Phòng Công nghệ sinh học Thủy sản, Trung tâm Công nghệ sinh học TP. Hồ Chí Minh -  
2374 QL1A, Khu phố 2, Q. 12, Tp. Hồ Chí Minh, Việt Nam

2Trường Đại học Khoa học Sức khỏe, Đại học Quốc gia Thành phố Hồ Chí Minh - Đường Hải Thượng Lãn Ông, 
Khu đô thị Đại học Quốc gia Thành phố Hồ Chí Minh, P. Đông Hòa, Tp. Dĩ An, Tỉnh Bình Dương, Việt Nam

3Đại học Quốc gia Thành phố Hồ Chí Minh - Đường Hải Thượng Lãn Ông, 
Khu đô thị Đại học Quốc gia Thành phố Hồ Chí Minh, P. Đông Hòa, Tp. Dĩ An, Tỉnh Bình Dương, Việt Nam

Ngày nhận bài: 23/10/2024
Chỉnh sửa ngày: 02/11/2024; Ngày duyệt đăng: 23/11/2024

TÓM TẮT
Đặt vấn đề: Cây An Xoa (Helicteres hirsuta Lour.) được sử dụng trong y học cổ truyền để điều 
trị các bệnh lý về gan. 

Mục tiêu nghiên cứu: Nghiên cứu này nhằm đánh giá hoạt tính ức chế yếu tố phiên mã Nrf2 
của cao chiết n-hexan từ lá cây An Xoa (AX-He) trên mô hình cá ngựa vằn. 

Đối tượng và phương pháp: Ấu trùng cá ngựa vằn hoang dại (AB), và dòng knockout Keap1b 
(keap1bdl40) được xử lý với AX-He ở các nồng độ khác nhau. Dòng knockout nrf2 (nrf2dl703) 
được sử dụng làm đối chứng âm cho hoạt động của Nrf2. Hoạt tính kháng oxy hóa của AX-He 
được đánh giá thông qua khả năng bảo vệ ấu trùng WT khỏi stress oxy hóa gây ra bởi H2O2. 
Biểu hiện của các gen đích Nrf2, bao gồm gstp1, prdx1 và nrf2a, được phân tích bằng phương 
pháp RT-qPCR.

Kết quả: Kết quả cho thấy AX-He ức chế biểu hiện của prdx1 và nrf2a trên dòng keap1bdl40 ở 
nồng độ 50 và 75 µg/mL. Ở nồng độ 100 µg/mL, AX-He làm giảm khả năng chống oxy hóa của 
ấu trùng WT khi tiếp xúc với H2O2.

Kết luận: Nghiên cứu này cung cấp bằng chứng cho thấy AX-He có khả năng ức chế Nrf2, mở 
ra tiềm năng ứng dụng của cây An Xoa trong điều trị các bệnh lý liên quan đến hoạt động bất 
thường của Nrf2, bao gồm ung thư.

Từ khóa: Cây An Xoa, Helicteres hirsuta, Nrf2, Keap1, cá ngựa vằn, stress oxy hóa.

1. ĐẶT VẤN ĐỀ
Stress oxy hóa là tình trạng mất cân bằng oxy hóa khử, 
gây ra tổn thương oxy hóa cho các phân tử sinh học, 
góp phần vào sự phát triển của nhiều bệnh lý[1, 2]. Một 
trong những protein điều hòa kiểm soát stress oxy hóa 
quan trọng nhất là yếu tố phiên mã Nrf2 (yếu tố liên kết 
erythroid 2 loại 2). Trong điều kiện bình thường, Nrf2 
liên kết với protein ức chế Keap1 (protein liên kết Kelch 
giống với protein 1) trong tế bào chất và bị ức chế hoạt 
động[3, 4]. Khi stress oxy hóa xảy ra, Nrf2 được giải 
phóng, di chuyển vào nhân tế bào và kích hoạt phiên 
mã của các gen bảo vệ chống oxy hóa[5]. Mặc dù Nrf2 
đóng vai trò quan trọng trong việc chống oxy hóa tế 
bào nhưng hoạt động quá mức của Nrf2 có thể gây ra 

tác động bất lợi. Các nghiên cứu đã chỉ ra rằng sự hoạt 
hóa Nrf2 quá mức có thể góp phần vào sự phát triển của 
ung thư, bệnh tim mạch và các bệnh lý khác[6, 7]. Do 
đó, điều hoà hoạt động của Nrf2 là một chiến lược tiềm 
năng để phòng ngừa và điều trị các bệnh liên quan đến 
stress oxy hóa.

Cá ngựa vằn (Danio rerio) là mô hình động vật có 
xương sống được sử dụng rộng rãi do kích thước nhỏ, 
thời gian phát triển nhanh, phôi trong suốt và dễ dàng 
thao tác di truyền[8, 9]. Cá ngựa vằn có hai đồng dạng 
của Keap1, Keap1a và Keap1b, trong khi động vật có 
vú chỉ có một dạng Keap1[10, 11]. Khi knockout gen 
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Keap1 ở cá ngựa vằn sẽ làm kích hoạt liên tục hoạt động 
Nrf2[10, 12]. 

Cây An Xoa  được sử dụng trong y học cổ truyền để điều 
trị các bệnh về gan, thận và đường tiêu hóa[13, 14]. Các 
nghiên cứu trước đây của nhóm tác giả Nguyễn Minh 
Hiền đã chỉ ra rằng cao chiết lá An Xoa có khả năng ức 
chế Nrf2 trên dòng tế bào ung thư gan Huh7[15]. Trong 
nghiên cứu này, chúng tôi sử dụng mô hình cá ngựa vằn 
hoang dại và cá knockout Keap1 (keap1bdl40) xử lý với 
cao chiết cây An Xoa để đánh giá tác động của cao chiết 
lên biểu hiện của Nrf2 và các gen mục tiêu của Nrf2, 
bao gồm gstp1 và prdx1. 

2. ĐỐI TƯỢNG VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU

2.1. Hóa chất và thiết bị

- Hóa chất: Methanol, n-hexan, cloroform, ethyl  
acetat, n-butanol (Xilong, Trung Quốc). Dimethyl  
sulfoxid (Sigma, Mỹ), 35% hydroperoxid (Xilong, 
Trung Quốc), Luteolin (Ark Pharm, Trung Quốc); 
nước diethylpyrocarbonat (DEPC), Trisure (Bioline, 
Mỹ) Se,nsiFAST cDNA Synthesis Kit (Bioline, Mỹ),  
Maxima SYBR Green qPCR Master Mix (Thermo 
Fischer, Mỹ).

- Thiết bị: Máy ly tâm eppendorf 5425R (Eppendorf, 
Đức); Máy ủ gia nhiệt Stuart SBH200D (Stuart, Anh); 
Nanodrop 2000 (Thermo Fischer Scientific, Mỹ),  
Eppendorf MasterCycler (Eppendorf, Đức), Máy cô 
đặc chân không có ly tâm (Eppendorf, Đức); Máy  
Real-time PCR LightCycler® 96 (Roche, Mỹ).

2.2. Chuẩn bị cao chiết lá An Xoa (Helicteres hirsuta)

Lá cây An Xoa (Helicteres hirsuta Lour.) được thu hái 
tại tỉnh An Giang, Việt Nam vào tháng 12 năm 2022. 
Mẫu lá được xử lý theo quy trình sau: rửa sạch, sấy khô 
ở 60°C, nghiền thành bột mịn và rây qua rây có kích 
thước 0,5 mm. 25 g bột lá An Xoa được chiết xuất bằng 
phương pháp ngâm chiết với 400 mL methanol (MeOH) 
trong 3 ngày ở nhiệt độ phòng. Dịch chiết thu được 
cô quay chân không ở 50°C để loại bỏ dung môi, thu 
được cao khô. Cao khô được hòa tan lại trong dung môi 
n-hexan để phân đoạn. Cuối cùng, dịch chiết n-hexan 
được cô quay chân không ở nhiệt độ 50°C để thu được 
cao chiết n-hexan. Cao chiết được bảo quản ở -20°C cho 
đến khi sử dụng.

2.3. Dòng cá ngựa vằn và điều kiện nuôi

Dòng cá ngựa vằn hoang dại (wild-type, AB) được cung 
cấp bởi Giáo sư Makoto Kobayashi, Đại học Tsukuba  
(Nhật Bản). Dòng cá ngựa vằn keap1b knockout 
(keap1bdl40) được tạo ra bằng kỹ thuật CRISPR/Cas9. 
Cả hai dòng cá được nuôi và lưu giữ tại Trung tâm Công 
nghệ Sinh học Thành phố Hồ Chí Minh. Cá ngựa vằn 

được nuôi trong hệ thống tuần hoàn nước ngọt ở điều 
kiện tiêu chuẩn: nhiệt độ 28-30°C, pH 7-7,5, độ cứng 
6-8 dH và chu kỳ sáng/tối 14/10 giờ. Cá bố mẹ được 
nuôi trong hệ thống hai tầng. Trứng được thu thập và 
phân loại, loại bỏ trứng chưa được thụ tinh. Thí nghiệm 
được thực hiện trên ấu trùng cá 3,5 và 4 ngày sau thụ 
tinh (dpf).

2.4. Khảo sát nồng độ an toàn của cao chiết lá An Xoa

Để xác định nồng độ an toàn của cao chiết cây An Xoa 
trên ấu trùng cá ngựa vằn, chúng tôi tiến hành khảo sát 
độc tính cấp tính. Ấu trùng cá ngựa vằn AB ở giai đoạn 
3,5 dpf được xử lý với các nồng độ cao chiết 250-1750 
µg/mL) trong 72 giờ. Quy trình xử lý dược liệu và đánh 
giá tỷ lệ sống của cá ngựa vằn được mô tả bởi nhóm 
tác giả Nguyễn Thành Vũ và cộng sự 2022[16]. Tỷ lệ 
sống của ấu trùng được ghi nhận sau mỗi 12 giờ xử lý. 
Nồng độ cao chiết không gây chết hoặc gây dị tật hình 
thái trên ấu trùng được lựa chọn cho các thí nghiệm 
tiếp theo.

2.5. Đánh giá hoạt tính kháng oxy hóa in vivo

Hoạt tính kháng oxy hóa của cao chiết n-hexan lá cây 
An Xoa được đánh giá thông qua khả năng bảo vệ ấu 
trùng cá ngựa vằn AB khỏi stress oxy hóa gây ra bởi 
H2O2. Phương pháp đánh giá hoạt tính kháng oxy hóa 
được mô tả bởi Nguyễn Thành Vũ và cộng sự 2022[16]. 
Cụ thể, ấu trùng cá ngựa vằn 3,5 ngày tuổi được chia 
thành ba nhóm: nhóm được xử lý với cao chiết n-hexan 
lá cây An Xoa ở nồng độ an toàn trong 12 giờ, sau đó 
tiếp xúc với H2O2 3 mM (nhóm 1); nhóm chỉ tiếp xúc 
với H2O2 3 mM (nhóm 2); và nhóm đối chứng không 
được xử lý với cao chiết hay H2O2 (nhóm 3). Tỷ lệ sống 
của ấu trùng được theo dõi và ghi nhận mỗi 12 giờ trong 
vòng 48 giờ sau khi tiếp xúc với H2O2.

2.6. Xử lý cá ngựa vằn với cao chiết lá An Xoa

Dựa trên kết quả khảo sát nồng độ an toàn, ấu trùng 
cá ngựa vằn AB; nrf2dl703 và  keap1bdl40 ở giai đoạn 3,5 
dpf được chia ngẫu nhiên thành các nhóm thí nghiệm 
và được xử lý với cao chiết cây An Xoa trong 12 giờ. 
Sau 24 giờ xử lý, RNA được chiết xuất từ toàn bộ ấu 
trùng cá ngựa vằn bằng bộ kit Trisure. Quy trình thực 
hiện RT-qPCR được mô tả chi tiết bởi Nguyễn Thành 
Vũ và cộng sự 2022[17]. Cụ thể, cDNA được tổng hợp 
từ RNA bằng bộ kit SensiFAST cDNA Synthesis Kit. 
Biểu hiện của các gen đích gstp1, prdx1 và nrf2a được 
định lượng bằng phương pháp PCR định lượng thời 
gian thực (RT-qPCR) trên hệ thống LightCycler® 96 
với các primer đặc hiệu (Bảng 1). Gen ef1α được sử 
dụng làm gen tham chiếu nội bộ. Mức độ biểu hiện gen 
tương đối được phân tích bằng phương pháp 2-ΔΔCt.
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Bảng 1. Trình tự các cặp mồi được  
sử dụng trong nghiên cứu

Gen Primer Trình tự (5’-3’) Trích 
dẫn

ef1α
Forward CGTGGTAATGTG-

GCTGGAGA

[15,16]

Reverse CTGAGCGTT-
GAAGTTGGCAG

gstp1
Forward CAACGCCATGCT-

GAGACATC

Reverse GAAGATCTTCAACG-
CCGTCG

prdx1

Forward GTCCCACTGAGAT-
CATCGCC

Reverse
AAC-

CACCTTGTTTTCGG-
GGT

nrf2a
Forward ATGTCTAAAATG-

CAGCCAAGCC
[5]

Reverse CGGTAGCTGAAGTC-
GAACAC

 

2.7. Phân tích thống kê

Các thí nghiệm được thực hiện ít nhất ba lần độc lập với 
ba lần lặp kỹ thuật cho mỗi lần thí nghiệm. Dữ liệu được 
trình bày dưới dạng trung bình ± độ lệch chuẩn (SD). 
Sự khác biệt có ý nghĩa thống kê giữa các nhóm được 
phân tích bằng phần mềm GraphPad Prism 10 sử dụng 
ANOVA một chiều, tiếp theo là kiểm định hậu nghiệm 
Tukey. Giá trị p < 0,05 được coi là có ý nghĩa thống kê.

3. KẾT QUẢ 

3.1. Độc tính của các cao chiết từ cây An Xoa

Đối với cao chiết methanol tổng lá An xoa (AX-Me), tất 
cả ấu trùng cá ngựa vằn đều sống sót ở nồng độ ≤ 800 
µg/mL sau 12 giờ, và tỷ lệ sống này được duy trì trong 
suốt 72 giờ thử nghiệm (Hình 1A). Đối với cao chiết 
phân đoạn n-hexan lá An xoa (AX-He), ấu trùng chết 
ở nồng độ từ 1300 đến 1750 µg/mL của AX-He trong 
vòng 12 giờ đầu tiên (Hình 1B). Tuy nhiên, ở nồng độ 
≤ 250 µg/mL, tỷ lệ sống của ấu trùng đạt 100%.  

Hình 1. Tỷ lệ sống của ấu trùng khi phơi nhiễm  
AX-Me (A) và AX-He (B) nồng độ 250 – 1750 µg/mL

3.2. Hoạt tính kháng oxy hóa của cao chiết lá An Xoa

Kiểm định log-rank cho thấy không có mối tương quan 
rõ ràng giữa nồng độ AX-Me (100-750 µg/mL) và khả 
năng bảo vệ ấu trùng cá ngựa vằn khỏi stress oxy hóa 
(Hình 2). Tuy nhiên, ở tất cả các nồng độ thử nghiệm, 
tỷ lệ sống của ấu trùng sau 48 giờ tiếp xúc với H2O2 đều 
cao hơn nhóm đối chứng chỉ xử lý với H2O2 (Hình 2A). 
Đối với cao chiết AX-He, nồng độ 100 µg/mL thể hiện 
khả năng bảo vệ ấu trùng cá ngựa vằn thấp nhất sau 12 
giờ tiếp xúc với H2O2, với tỷ lệ sống chỉ 50%, thấp hơn 
nhóm đối chứng không xử lý với dược liệu (55,56%) 
(Hình 2B).  

 

Hình 2.  Tỷ lệ sống của ấu trùng được xử lý AX-Me (A) 
và AX-He (B) sau khi phơi nhiễm với H2O2 3 mM 

3.3. Khả năng ức chế Nrf2 của lá An Xoa trên mô 
hình cá ngựa vằn

Kết quả ở Hình 3A cho thấy AX-He làm tăng biểu hiện 
của các gen đích Nrf2, đặc biệt là gen gstp1 ở dòng cá 
ngựa vằn AB. Trong khi đó, ở dòng cá keap1bdl40, AX-
He ở nồng độ 50 và 75 µg/mL làm giảm đáng kể biểu 
hiện của gen prdx1 (Hình 3B), và gen nrf2a (Hình 3C). 
Điều này cho thấy AX-He có khả năng ức chế Nrf2, đặc 
biệt là trong điều kiện Nrf2 được kích hoạt liên tục do 
thiếu hụt Keap1b. 

 

Hình 3. Biểu hiện gen mục tiêu Nrf2 với AX-He 
50, 75 µg/mL. AB: cá ngựa vằn hoang dại; K1b: cá 
ngựa vằn knockout gen Keap1 (keap1bdl40); Nrf2: 

cá ngựa vằn knockout gen nrf2a

4. THẢO LUẬN

Kết quả nghiên cứu đã chỉ ra rằng cao chiết AX-He có 
tiềm năng ức chế Nrf2 trên mô hình cá ngựa vằn. Điều 
này được thể hiện qua việc giảm biểu hiện của các gen 
mục tiêu Nrf2 như prdx1 và nrf2a trên dòng cá knock-
out keap1b (keap1bdl40) khi xử lý với AX-He ở nồng 
độ 50 và 75 µg/mL. Keap1b là một protein ức chế hoạt 
động của Nrf2, do đó, việc loại bỏ Keap1b dẫn đến sự 
hoạt hóa liên tục của Nrf2 và tăng cường biểu hiện của 
các gen mục tiêu Nrf2[10, 12]. Việc bất hoạt Keap1b 
trên cá ngựa vằn mô phỏng tình trạng đột biến Keap1 
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thường xuất hiện ở các tế bào ung thư hiện [18, 19], làm 
tăng cường sự tích lũy của Nrf2 trong nhân, dẫn đến 
tăng các enzyme chống oxy hóa[20]. Đối với gen nrf2a 
quy định trình tự chức năng gắn mục tiêu vùng ARE 
trên Nrf2, việc giảm mức độ biểu hiện gen trước phiên 
mã làm giảm tín hiệu đến các gen mục tiêu[21]. Sự giảm 
biểu hiện của prdx1 và nrf2a trên dòng cá keap1bdl40 cho 
thấy AX-He có khả năng ức chế Nrf2 ngay cả khi không 
có sự kiểm soát của Keap1b.

Các nghiên cứu trước đây đã chỉ ra rằng lá An Xoa 
chứa nhiều flavonoid, sterol, phenolic và saponin, có 
khả năng kháng viêm, bảo vệ tế bào gan và chống ung 
thư[22, 23]. Đặc biệt, một số hợp chất trong cây An Xoa 
có khả năng ức chế yếu tố phiên mã Nrf2[24], đóng vai 
trò quan trọng trong việc điều hòa phản ứng chống oxy 
hóa của tế bào, đồng thời liên quan đến quá trình tự thực 
bào và con đường tín hiệu PI3K/AKT[24]. Kết quả sắc 
ký lớp mỏng cho thấy sự hiện diện của các sterol thực 
vật như stigmasterol và β-sitosterol trong cao chiết lá 
cây An Xoa [25]. Các sterol này có khả năng điều hòa 
Nrf2, làm tăng độ nhạy cảm của tế bào ung thư với  
cisplatin, gợi ý rằng chúng có thể đóng vai trò quan 
trọng trong việc ức chế Nrf2 và hỗ trợ điều trị ung thư 
kháng thuốc. Khả năng ức chế Nrf2 của cao chiết lá cây 
An Xoa mở ra tiềm năng ứng dụng trong điều trị ung 
thư bằng cách làm giảm mức độ biểu hiện Nrf2 trong tế 
bào ung thư, ức chế sự phát triển của khối u và có khả 
năng hiệp đồng tác dụng với các con đường gây tự thực 
bào hoặc tăng độ nhạy cảm của tế bào ung thư với các 
thuốc điều trị ung thư khác[26]. 

Kết quả nghiên cứu cho thấy phân đoạn n-hexan của 
lá An Xoa (AX-He) có khả năng ức chế hoạt động của 
Nrf2, tương tự như một số hợp chất tự nhiên khác như 
brusatol từ cây xoan rừng[27-29]. Các nghiên cứu trước 
đây đã chỉ ra rằng việc ức chế Nrf2 có thể thông qua 
nhiều cơ chế khác nhau, bao gồm ức chế sự liên kết 
của Nrf2 với DNA, ức chế sự ổn định của Nrf2, hoặc 
kích hoạt các con đường tín hiệu ức chế hoạt động của 
Nrf2[30]. Mặc dù ức chế Nrf2 là một chiến lược tiềm 
năng để điều trị ung thư, nhưng cần lưu ý rằng Nrf2 
cũng đóng vai trò quan trọng trong việc bảo vệ tế bào 
khỏi stress oxy hóa. Do đó, việc ức chế Nrf2 cần được 
thực hiện một cách chọn lọc và cân nhắc để tránh các 
tác dụng phụ không mong muốn. 

5. KẾT LUẬN

Nghiên cứu này đã đánh giá khả năng ức chế Nrf2 
của cao chiết n-hexan từ lá An Xoa trên mô hình cá 
ngựa vằn. Kết quả cho thấy AX-He có khả năng ức chế 
Nrf2, thể hiện qua việc giảm biểu hiện của các gen đích 
Nrf2 (prdx1 và nrf2a) trên dòng cá ngựa vằn knockout 
Keap1b (keap1bdl40). Mặc dù cơ chế ức chế Nrf2 của 
AX-He còn cần được nghiên cứu thêm, nhưng những 
phát hiện này cho thấy tiềm năng của AX-He trong việc 
điều hòa hoạt động của Nrf2 và ứng dụng trong hỗ trợ 
điều trị kháng thuốc ung thư. 
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