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Tóm t t 

Ceramide, m t phân t  trung tâm c a sphingolipid,      vai trò quan tr ng trong b nh 

      ư              ý   nh                 u hòa chuy n hóa axit béo, kháng insulin 

và c m  ng m nh quá trình apoptosis. S  chuy n hóa c a ceramide       ng tr c ti p 

  n kh        ống sót c a các t            ư       hình thành khối u trong quá trình 

hóa tr  và x  tr                z                            là m c tiêu mới trong 

nghiên c u phát tri n thuố     u tr        ư                ng thuốc. Trong nghiên c u 

này, p ư          P R  ư c s  d ng             toàn di n m      bi u hi n c a các 

  z      u ch nh tr c ti p quá trình chuy n hóa ceramide trong t  bào có ngu n gốc 

      ư     H           bào có ngu n gốc t  nguyên bào gan Huh6. K t qu  cho th y 

hai dòng t  bào này có m      khác bi t rõ r t v  m      bi u hi n c a các enzyme k  

trên. So với Huh6, t  bào Hep3B gây gi m thi u ho     ng c a enzyme t o ceramide 

chuỗi C16, trong khi l i      m c bi u hi n c a các enzyme t o ceramide chuỗi dài 

C18 - C24;      ho     ng c a enzyme phân h y ceramide hydrolase và sphingosine 

          c bi t làm gi m bi u hi n c a m t sphingomyelinase trung tính. Nhữ      m 

khác bi t này giúp Hep3B kích thích              bào và  c ch  quá trình apoptosis so 

vớ  H                         ngh  nên ch n Hep3B (và có th  các dòng t  bào ung 

  ư    u mô gan khác) thay vì Huh6 trong các nghiên c         ư                 n 

chuy n hóa ceramide. 
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1 Giới thi u 

T        u tr        ư  làm ch t t  bào        ư    

trình (apoptosis) là m t trong nhữ              ng 

chính c a các li u pháp hóa tr  và x  tr . Quá trình 

           ư      u hòa b         z                 ư 

kinase, phosphatase, p53 và c-myc [1]. Các nghiên c u 

g           ra ceramide và các sphingolipid tr c ti p 

           n các            u hòa apoptosis k  trên. 

H u h t các li u pháp hóa tr  và x  tr    u nhanh chóng 

                  ư ng ceramide trong t  bào [2, 3]. 

Vì th , ceramide và các enzyme chuy n hóa liên quan 

      ư c xem là những m c tiêu mới quan tr ng 

trong phát tri n các lo i thuốc chố         ư [4, 5]. 

V  m t ch                        ng m nh m  

apoptosis và ki                    bào thông qua  c 

ch  các protein phosphatase quan tr      ư PP     

PP2A [5, 6]. Tuy nhiên, các t  bào       ư    d ng 

nhi u cách khác nhau nh m h n ch  vi c s n sinh 

ceramide ho c lo i bỏ                             

thuốc và chống l i apoptosis. S n ph m t  phân gi i 

                             ư                     

t o thành sphingosine 1-phosphate (S1P), m t nhân tố 

kích thích phân bào m                      bào ung 

  ư             n khối u [7]. Vì th , cân b ng giữa S1P 

             ư c xem là y u tố quy t   nh số ph n 

c a t  bào. 

https://doi.org/10.55401/w10bfq61
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Lư ng ceramide trong t       ư      u hòa qua ba 

     ư ng [8]                   ư ng t ng h p mới   

m     ưới n i ch t kh     u b ng ph n  ng cô   ng 

hóa axit amin (ch  y u là L-serine) với m t chuỗi axit 

 é                                Q              ư c 

   u hòa b i enzyme SPTLC1 với s n ph m cuối cùng 

là sphinganine; ti n ch        ư               t o 

ceramide b i các enzyme ceramide synthase (CerS). 

     ư ng th  hai (t n d ng) x y ra t i lysosome, 

 ư c th c hi n b i các enzyme th y phân lên các 

sphingolipid ph c t p. S n ph m th y phân cuối cùng 

b                                          ư    ư  

ra ngoài t  bào ch      t ng h p l i ceramide nh  các 

   S       ư ng th  ba x y ra ch  y u   màng t  bào 

nh  các sphingomyelinase (SMase), enzyme này phân 

c         t sphingomyelin (SM) và gi i phóng 

phosphotidylcholine và ceramide. Những enzyme k  

            i m nh m   ướ        ng b i các li u pháp 

   u tr  nh m tiêu di t t            ư   ư        

 ư            u ch             ư           ư ng và 

kh                ốc. 

Các dòng t            ư v n là mô hình ph  bi n và 

hi u qu     tìm hi          phân t  c a các quá trình 

     ng với các li              ư  T                n 

      ư  có                  n nào v  m      ho t 

  ng c a các enzyme chuy n hóa ceramide n i sinh   

các dòng t  bào ung   ư      Ở nghiên c u này, chúng 

tôi ti n hành so sánh hai dòng t  bào Hep3B và Huh6 

v  m      bi u hi n c a các enzyme tham gia tr c 

ti p chuy n hóa ceramide. Các enzyme này bao g m 

CDase, SMase, CerS và SPHK. Dữ li u v  m      

bi u hi n c a các enzyme này s  giúp các nhà khoa 

h       ư c l a ch n dòng t  bào phù h p cho các 

nghiên c u in vitro v  sinh h         ư        ối liên 

h  với ceramide. 

2 V t li        ư                  u 

2.1 Dòng t            u ki n nuôi c y 

Dòng t            ư             H              ư 

nguyên bào gan Huh6 (ATCC, M    ư c nuôi c y trong 

      ư            ’  M   f         ’  M      

(DMEM) có b  sung 10 % (v/v) fetal bovine serum 

(FBS), 100 µg/mL penicillin và streptomycin trong t  

c y 5 % CO2   37 
0
C. 

2.2 Tách chi t RNA và t ng h p cDNA 

Các dòng t  bào nuôi c                ư      ph  c n 

thi    ư c x  lí tr c ti p với Trizol (Invitrogen, , M ) 

cho vi c tách chi t RNA t ng số. Thành ph n DNA 

 ư c lo i bỏ khỏi m u RNA b ng DNase I (New 

England Biolabs). Ch    ư ng và n       RN   ư c 

      nh b ng quang ph  h             n di gel 

agarose. T ng h     N   ư c ti n hành b ng cDNA 

L   S     ™ RT S    M   K    N w         

Biolabs). 

2.3 Thi t k  m i, danh sách m i 

M     c hi                ư     t t ng h p t  Công 

ty IDT với các trình t  sau, B ng 1 

  B ng 1 Danh sách trình t  oligo s  d ng trong nghiên c u này 

Gen Trình tự   ’ –  ’  Gen Trình tự   ’ –  ’  

CerS1 
GCCTTCCACAACCTCCTG 

AACTGGGTAACAAGCAGAGTC 
Acer1 

GCCTAGCATCTTCGCCTATCAG 

GGAAGTTGCTCTCACACCAGT 

CerS2 
GCTCTATCCTGCCTTCTTTGG 

CACTGCGTTCATCTTCTACCA 
Acer2 

GTTGTAGTGGGAATTGGATCC 

CCGAAAGATCTTTGGTAGATACC 

CerS3 
GGCTATATGACTTATGGGAGGTT 

ACATCAAAGCCAAGTCTAAATAACAG 
Acer3 

CAATGTTCGGTGCAGTTCAGAG 

GGATCCCATTCCTACCACTGTG 

CerS4 
CTCTTCCTCATCTTCTCCTTTGTC 

ACATCAGAAGCCCGTTGAAG 
SMPD1 

CATTCCCCCAGGGCACTGT 

CGGCTCAGAGTCTCTTCATCA 

CerS5 
GCCAATTATGCCAAGTATCAGC 

CCGATTATCTCCCAACTCTCAA 
SMPD2 

TTCCCTTTGGTGTCCGCATT 

GGGCTTCATGATCAGAGAGGG 

CerS6 
CAATCAGGAGAAGCCAAGCA 

TGACTCCGTAGGTAAATACATAAAGG 
SMPD3 

CGGAAGGAGCTGCTGAAGG 

CCGGACAGCTGGGTGATAAAA 

ASAH1 
AGTCGAACCATGGTGAACTC 

GAGTGTTTACTGTCCCGTTACT 
SMPD4 

TCCGGAAGACAGATGAATACCT 

CCCAAGGCGAGTGTGAACTG 

ASAH2 
TCGTGGCAGATAGTGTGTAATG 

CTGGGCAGTGTCTGGAATATG 
GAPDH 

AGCCACATCGCTCAGACAC 

GCCCAATACGACCAAATCC 
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2.4 Ph n     P R       ư ng (qPCR) 

Ph n  ng qPCR s  d ng b  kit Luna Universal qPCR 

M      M    N w                   ư c th c hi n 

trên máy luân nhi t (Prime Pro 48 Real-Time PCR, 

Techne) với chu trình nhi     ư                     u 

  95 
0
C trong vòng 1 phút, 40 chu trình ti p theo với 

95 
0
C/ 15 giây và 60 

0
C/          S                c 

hi u c a PCR (số  ư ng s n ph   P R   ư c xác 

  nh b     ư ng cong nóng ch y (melting curve) với 

   u ki n nhi       ư           60 
0
    n 95 

0
        

0,2 
0
C trong 5 giây). 

Thi t k  thí nghi m mỗi            ư c l p l i trên 3 

m u RNA tách chi t khác nhau với 3 l n l p l      

thu t cho t ng m u. Giá tr  trung bình c a 3 l n l p l i 

           i di n cho t ng m u. K t qu  so sánh và 

phân tích thống kê d a trên giá tr       ư c t  3 m u.  

2.5 Phân tích k t qu  

P ư                              ư c s  d       

         ư     ối m      bi u hi n t             

giữa 2 dòng t  bào với GAPDH là gen n i chu n [9]. 

Số li    ư c x  lí b ng ph n m m GraphPad Prism 

7.00 phiên b n h            W    w              i 

m      bi u hi n gene   m c tối thi u 2 l    ư c xem 

      ý        K      nh t-test không b t c    ư c s  

d                  ống kê với m         ý           

tr  số p < 0,05. 

3 K t qu  và th o lu n 

3.1 M      bi u hi n c a các ceramide synthases 

(CerS) 

Ở t        ng v              ư c t ng h p b i 6 CerS 

(CerS1-6). Những enzyme này chuy n nhóm acyl ch t 

béo-coA với chi u dài khác nhau lên nhóm amin c a 

m                         hình thành ceramide. C  

th , CerS1 và CerS2 ch  y u t o ceramide C18 và 

ceramide C22-     ư     ng [10]. CerS3 t o 

ceramide C26-                     S    o ceramide 

C18-C20 [11]. Hai CerS5 và CerS6 cùng tham gia t o 

ceramide C16, là lo i chi    ư ng nhi u nh t trong t  

bào [12], [13]. V  m t ch                S     hi n 

vai trò khác nhau m t ph n do chúng bi u hi n   các 

                          sinh v t. Quan tr         

   dài c a chuỗi acyl c a các ceramide khác nhau th  

hi n ch                        ư c nhau. Ví d , 

                    c tính kích ho t apoptosis, 

             ceramide chuỗi r t dài (ceramide C20 

              c tính kháng apoptosis [14]. 

K t qu  nghiên c u c a chúng tôi cho th y t  bào 

Hep3B có m      bi u hi      S        S           

g           ới t  bào Huh6 (H          c bi t là 

CerS2, enzyme t ng h p C18  C20 ceramide, bi u 

hi               n   Hep3B so với Huh6 (B ng 2). 

T            CerS5 gi m bi u hi n 2,3 l n   Hep3B 

so với t  bào Huh6 (Hình 1, B           u này cho 

th   H           ư ng t ng h p ceramide chuỗi r t 

dài C18  C24 và gi    ư ng ceramide C16 so với t  

bào Huh6. Vì v y có th  nh     nh r ng t  bào Hep3B 

có th  kháng l i       ng c a nhân tố        y 

apoptosis tố          ới t  bào Huh6. 

T     ư ng bi u hi n CerS2 g n li n vớ              

phân bào và có liên h  với ch           u hòa c a gen 

ki             ư     [15]    z       S       ng 

vớ    ư                 k t h p Gemcitabine/ 

doxorubicin t               ư ng C18 ceramide bên 

trong t  bào và th  hi n kh        c ch  tác d ng 

ki              ư ng c a li u pháp trên. Trong khi 

      S        ng apoptosis và quá trình t  th c   t  

          ư  ướ        ng c a hóa tr  và x  tr . 

Ceramide C16 có mối liên h  m t thi t với p53, gen 

 c ch  khối u quan tr ng c          [16]. Ceramide 

C16 c      S       ư c ch ng mình là phân t  tr c 

ti    ư              t hóa p53 [17]. Vì v y, k t qu  

gi m bi u hi      S             S     S    t  bào 

Hep3B so với Huh6 cho th y t  bào Hep3B th  hi n 

  c l c m            ớ  H        u này phù h p với 

quan sát th c t  Hep3B là t           c tính hình 

thành khối u, còn Huh6 không có kh            

 

Hình 1 M      c a bi u hi n c a các CerS b ng qPCR. 

K t qu   ư c chu n hóa với gen GAPDH. 

3.1 M      bi u hi n c a các ceramidase (CDase) 

Với ch                                       ư ng 

 ư c các t            ư       ư ng ho           làm 

gi        ư                  ng th         ư ng 



 

 

 
Đại học Nguyễn Tất Thành    

Tạp chí Khoa học & Công nghệ Số 13  
 

46 

cung c                   SPHK     SPHK     t o ra 

S1P nh                                            

       ư c xem là gen kích           ư [18]. Ki m 

hãm ho     ng c                      ướ       ới 

trong phát tri n thuố     u tr        ư [19]. 

CDase có 5 thành ph n  ư c chia thành 3 nhóm 

CDase axit (ASAH1), CDase trung tính (ASAH2) và 

nhóm CDase ki m (ACER1 ACER2 và ACER3) tùy 

thu             ư ng pH mà                   ng 

tố  ư  [20]. K t qu  nghiên c u cho th y, CDase ki m 

                     S H        ư ng bi u bi n   

t  bào Hep3B so với Huh6 (Hình 2). CDase axit 

ASHA1 ho     ng ch  y u   lysosome phân gi i 

                                                 

cùng c p nguyên li            ư ng t n d ng t ng 

h p ceramide. Các CDase còn l i không có s  khác 

bi t v  m      bi u hi n gen giữa 2 dòng t  bào 

nghiên c u (Hình 2). K t qu  trên cho th y ho     ng 

phân gi i ceramide   t      H                 ới 

Huh 6. 
 

 

Hình 2 M      bi u hi n c a các CDase giữa 2 dòng t  bào Hep3B và Huh6. A) Acer1, 2 và 3 là các thành ph n c a CDase 

ki m, B) Bi u hi n ASAH1 và 2, ASAH1 có m             i lớ          n. Các gen còn l i không có s         i ho c thay 

       ý         ư     ỏ   n 2 l      ư  S H )

3.2 M      bi u hi n c a sphingomyelinase (SMase) 

Các SMase   t        ng v         ư c phân chia 

d          u ki n pH tố  ư             ng c a t ng 

  z     T         SM    ư                   

SMPD1) ho     ng ch  y u   lysosome tham gia t o 

ceramide trong bào quan này. SMase trung tính 

(nSMase) có 4 isoform nSMase1 (SMPD2), nSMase 2 

(SMPD3), nSMase 3 (SMPD4) với mỗi nSMase có 

vai trò sinh h           nh v  t i các v  trí bên trong t  

bào khác nhau [21]      SM     ư         ư ng bi u 

hi n b i các ch      u tr  ung thư   ư                

 ư c xem là m t trong những nhân tố              y 

tác d ng di         ư   a các li u pháp hóa h c trên 

thông qua vi c s n sinh ra ceramide [22, 23]. Trong số 

     SM      SMP         z     ư c nghiên c u 

nhi u nh      t bi n ch              m m      ho t 

     SMP    ư c phát hi n   các b               ư 

máu [24]          ư     [25, 26].  

K t qu  phân tích bi u hi n các SMase cho th y Hep3B 

      ư ng bi u hi n SMase axit, SMase trung tính 1 

(SMPD2) và 3 (SMPD4) so với Huh6 (Hình 3). Tuy 

nhiên, m      bi u hi n c a nSMase l i b   c ch  m nh 

  dòng t  bào Hep3B so với Huh6 (gi m 16 l n) (Hình 

3, B ng 2).  

 

Hình 3 M      bi u hi n c a các sphingomyelinase 

 trong Huh 6 và Hep3B. 

Trong Hình 3, dữ li        ư c t  ít nh t 3 l n l p l i 

       t và 3 m u sinh h c khác nhau (n = 3). Ki m 

  nh t-      ư c s  d                       ý       

c a thống kê. Giá tr  p < 0,05     ý         ống kê. 

3.3 Bi u hi n sphingosine kinase (SPHK1 và SPHK2) 

và SPHK2 tham gia vào quá trình t o S1P t        t 

sphingosine t o ra b i quá trình phân h y ceramide. 

Vì th  c               u là nhân tố kích thích sinh 

  ư ng và phát tri n trong nhi u lo         ư      

nhau bao g m c        ư      N   u thuố     u tr  
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Hình 4 So sánh m      bi u hi n sphingosine kinase 

SPHK1 và SPHK2 b ng qPCR   Hep3B và Huh6.SPHK1 

      ư                ư c t p trung phát tri n d a 

trên ho                n ho t tính phosphoryl hóa c a 

                  c bi   SPHK         i lên   ư m t 

     tác   ng có giá tr                        u tr  ung 

  ư      H  n t i, ABC294640 (Opaganib), m t ch t 

b t ho   SPHK        ư c th  nghi m lâm sàng và 

cho hi u qu  tốt trên các b               ư     [27].  

So với Huh6, c                   u bi u hi            

  dòng Hep3B (Hình 4). Vì th , có th  suy lu n r ng, t  

bào Hep3B t o ra nhi   S P         ới t  bào Huh6. 

K t qu  trên có th  góp ph n gi i thích cho kh       

                  a t  bào Hep3B so với t  bào Huh6 

       ư            o khối u ch  x y ra   t  bào 

Hep3B trong mô hình in vivo. 

B ng 2 T ng h p k t qu  so sánh khác bi t m      

bi u hi n gen giữa dòng t            ư    u mô gan 

H              ư            H     T                  

p < 0,         nh khác bi      ý         ống kê. Các 

gen có m      bi u hi n gi m   Hep3B so với Huh6 

(chữ đậm). Các gen có m      bi u hi n  ưới 2 l n 

(chữ nghiêng)  ư                                . 
 

            B ng 2 T ng h p k t qu  so sánh khác bi t m      bi u hi n gen giữa dòng t            ư    u mô gan  

            H              ư nguyên bào Huh6 

Gene 
Th y đổi biểu hiện 

gen (Hep3B/Huh6) 
p-value Gene 

Th y đổi biểu hiện 

gen (Hep3B/Huh6) 
p-value 

CerS1 T    2.46 0.0188 ASAH1 T    3.88 0.0043 

CerS2 T    3.22 0.0013 ASAH2 ns 1.92 0.0074 

CerS3 ns 1.79 0.0948 SPHK1 T    7.12 < 0.0001 

CerS4 ns 1.20 0.2261 SPHK2 T    4.72 0.0055 

CerS5 Gi m 2.31 0.0050 SMPD1 T    4.50 < 0.0001 

CerS6 ns 1.78 0.0140 SMPD2 T    4.25 0.0003 

Acer1 T    2.10 0.0091 SMPD3 Gi m 16.19 0.0001 

Acer2 ns 1.97 0.1157 SMPD4 T    2.47 0.0073 

ACer3 ns 1.18 0.5024 
 

4 K t lu n và ki n ngh  

Nghiên c u cho th y t  bào Hep3B và Huh6 có s  khác 

bi t lớn v  m      bi u hi n gen c a các enzyme 

chuy n hóa ceramide. C  th , t      H            c 

   bi u hi n h u h t các   z          ướng có l i cho 

s               bào và chống l               ư    S   

CerS2, Acer1, ASHA1, SPHK1 và SPHK2. Thêm vào 

       bào Hep3B gi m m      ho     ng c a CerS5 và 

 SM        h n ch  vi c s n sinh ra các lo i ceramide 

có tác d ng kích  ng apoptosis. 

H n ch  c a nghiên c u là ch                  bi u 

hi n c         z             RN       ư     c 

ti         ư ng các protein b          ư           ư 

Western Blot..  T                 ư ng c a 

                ư   ư                 ư         

  nh  ư      ư s c kí khối ph ,…    có th  ph n ánh 

chính xác h  qu  tr c ti p c a nhữ          i   m c 

   bi u hi n gen mã hóa lên s         i c a các 

ceramide khác nhau trong t  bào. Dù v y, k t qu  

nghiên c u cung c p thông tin c n thi t    có th  xem 

xét l a ch n dòng t  bào thích h p cho các nghiên c u 

 ướ     n chuy                         u tr        ư 

gan. 
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Abstract  Ceramide, a central molecule of sphingolipids, plays an important role in liver cancer and 

pathophysiology because this lipid regulates fatty acid metabolism, insulin resistance, and potently induces 

apoptosis. The metabolism of ceramide directly affects the viability of cancer cells and tumor formation during 

chemotherapy and radiation therapy. Therefore, ceramide-metabolizing enzymes are a new target in the research 

and development of cancer drugs and drug response mechanisms. In this study, qPCR method was used to 

comprehensively evaluate the expression level of enzymes that directly regulate ceramide metabolism in Hep3B 

hepatocellular carcinoma and hepatoblastoma cells. hepatocytes Huh6. The results showed that these two cell 

lines had markedly different expression levels of these enzymes. Compared with Huh6, Hep3B cells reduced the 

activity of C16-chain ceramide-producing enzymes, while increasing the expression levels of long-chain 

ceramide-producing enzymes C18 - C24; increased activity of the degrading enzymes ceramide hydrolase and 

sphingosine kinase, especially decreased expression of a neutral sphingomyelinase. These differences provide 

Hep3B stimulate cell proliferation and inhibit apoptosis compared to Huh6. Therefore, we suggest that Hep3B 

(and possibly other hepatocarcinoma cell lines) should be chosen over Huh6 in liver cancer studies involving 

ceramide metabolism. 

Keywords  Ceramide metabolism, apoptosis, liver cancer cells, qPCR. 
 


