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Nghiên cứu tác động của chloroquine ức chế sự tự thực bào ảnh
hưởng đến quá trình hoạt hóa tế bào hình sao gan sơ cấp in vitro

Phạm Trần Huyền Trân1, Phan Trọng Nhân1, Lê Văn Trình2,3, ĐặngMinh Thành2,3, Trương Hải Nhung2,3,*

TÓM TẮT
Bài báo trình bày việc phân lập quần thể tế bào hình sao gan (HSC) sơ cấp nhằm khảo sát tác động
của chloroquine (CQ) lên hoạt động tự thực trong quá trình hoạt hóa quần thể tế bào hình sao gan
(HSC) sơ cấp in vitro. Tế bào HSC sau khi phân lập, được đánh giá hiệu suất phân lập qua số lượng
tế bào và các đặc tính đặc trưng của tế bào HSC như kích thước, khả năng dự trữ giọt lipid bằng
nhuộmOil Reo O (ORO), biểu hiện desmin qua nhuộm Immunocytochemistry (ICC), hình thái thay
đổi trong quá trình hoạt hóa khi nuôi cấy HSC in vitro. HSC sau khi được phân lập 1 ngày được
xử lý với CQ nồng độ 10 µM trong 24 giờ. Tác động của CQ lên sự tự thực bào và quá trình hoạt
hóa tế bào HSC được đánh giá thông qua hình thái, mức độ biểu hiện của protein lc3, p62, α-sma,
Collagen I (col) bằng nhuộm ICC. Kết quả cho thấy CQ ở nồng độ 10 µMđã gây ức chế tự thực bào,
làm tăng biểu hiện protein lc3 (43,31± 1,61%) và p62 (61,28± 2,64%) so với đối chứng (p < 0,05)
ở ngày 2. Đồng thời, CQ 10 µM ức chế quá trình hoạt hóa HSC thông qua hình thái chưa chuyển
dạng hoàn toàn thành các nguyên bào sợi cơ ở ngày 7 so với đối chứng; giảm biểu hiện α-sma
(24,17 ± 7,40%) và col I (18,05 ± 0,49%) ở ngày 7 so với đối chứng (p < 0,05). Kết quả nghiên cứu
bước đầu xác định mối quan hệ giữa hoạt động tự thực và quá trình hoạt hóa HSC, từ đó hướng
đến các biện pháp nhắm trúng đích trong điều trị các bệnh về gan trong tương lai.
Từ khoá: chloroquine, tự thực, quá trình hoạt hóa tế bào hình sao gan (HSC)

MỞ ĐẦU
Theo PGS.TS. Trịnh Thị Ngọc, Phó Chủ tịch Hội
Gan mật Việt Nam, tỷ lệ mắc viêm gan virus ở Việt
Nam vào khoảng 10−15% dân số. Viêm gan B là
nguyên nhân gây ra hơn 80% số ca bệnh về gan như
xơ gan, suy gan, ung thư gan. Theo số liệu thống kê
ở Việt Nam trên trang Sở Y Tế Hà Nội cập nhật ngày
20/10/2022, mỗi nămViệt Nam ghi nhận khoảng hơn
10 triệu người nhiễm virus viêm gan B và C; 8 triệu
người trong tình trạng viêm gan, xơ gan hoặc ung
thư gan. Ngoài ra, Tổ chức Y tế thế giới (WHO) ghi
nhận có 1.100.000 trường hợp tử vong mỗi năm do
viêm gan B và C. Theo nhiều nghiên cứu trước đây,
quá trình tiến triển từ gan bị tổn thương đến ung thư
gan thì giai đoạn xơ hóa là giai đoạn được quan tâm
vì ở giai đoạn này nếu được chữa trị kịp thời có thể
giúp gan khôi phục lại khỏe mạnh trước khi bệnh đi
vào giai đoạn “chai” gan và đến ung thư gan. Do đó,
việc tìm hiểu và nghiên cứu về bệnh lý, các cơ chế và
yếu tố quan trọng ảnh hưởng đến quá trình tiến triển
bệnh gan; nhất là ở giai đoạn xơ hóa khi gan còn khả
năng phục hồi đóng vai trò mấu chốt để phát triển các
phương pháp điều trị xơ gan. Các nhà khoa học hiện
nay phát hiện ra dấu hiệu đặc trưng ở gan bị xơ hóa
là sự hình thành các nguyên bào sợi cơ (MFB) được

biệt hóa đa phần từ tế bào hình sao gan (HSC hepatic
stellate cell) được kích hoạt.
HSC là một loại tế bào chiếm 5−8% số lượng trong
gan, với hình dạng nhiều nhánh nhô ra từ tế bào chất
giống như “hình sao”, có protein desmin cấu tạo nên
khung xương đặc trưng cho HSC. Ở điều kiện gan
khỏe mạnh, HSC ở trạng thái “im lặng” và có khả
năng dự trữ giọt lipid. Nhưng khi gan bị tổn thương,
HSC được kích hoạt có khả năng tăng sinhmạnh, mất
dần các giọt lipid, chuyển sang kiểu hình nguyên bào
sợi cơ và tiết ra các chất gây tích lũy collagen1–3. Quá
trình này gọi là quá trình hoạt hóa HSC.
Gần đây, nhiều nghiên cứu cho thấy tác động vào con
đường tự thực ảnh hưởng tới sự hoạt hóa HSC. Thử
nghiệm loại bỏ phân tử liên quan tới quá trình tự
thực như ATG5 hoặc ATG7 (autophagy related gene)
trongHSC làm giảm sự hoạt hóaHSC và xơ hóa gan4.
Ngược lại, cảm ứng tự thực bào bởi điều kiện môi
trường như stress lưới nội chất hay stress oxy hóa dẫn
đến thúc đẩy HSC hoạt hóa, tăng cường xơ hóa5,6.
Hơn thế nữa, sự tự thực lipid (lipophagy) được chứng
minh là con đường tiêu hủy giọt lipid trong quá trình
hoạt hóa HSC7.
Vai trò của tự thực bào trong sự hoạt hóa HSC được
chỉ ra là con đường nội bào giúp cung cấp năng lượng
cho quá trình chuyển dạng của tế bào8. Thật vậy, sự tự

Trích dẫn bài báo này: Trân P T H, Nhân P T, Trình L V, Thành D M, Nhung T H. Nghiên cứu tác động của 
chloroquine ức chế sự tự thực bào ảnh hưởng đến quá trình hoạt hóa tế bào hình sao gan sơ cấp in 
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thực là một quá trình tái sử dụng các acid amine, car-
bohydrate và acid béo thông qua sự hình thành thể tự
thực để phân giải vật chất đáp ứng nhu cầu cần thiết
của tế bào trong điều kiện thiếu dinh dưỡng. Hoạt
động tự thực được thực hiện với sự tham gia của các
gene và protein liên quan, thí dụ như: LC3, Beclin,
ATG5, ATG7, ATG12, v.v.9. Giả thuyết đặt ra là nếu
sử dụng các phương pháp dược lý để ức chế các gene
và protein liên quan đến con đường tự thực thì có
thể ảnh hưởng như thế nào đến quá trình hoạt hóa
HSC. Một số hóa chất được sử dụng rộng rãi để ức
chế giai đoạn cuối của quá trình tự thực như chloro-
quine (CQ), bafilomycin A1 (BafA1) và một số loại
chất ức chế protease của lysosome. Trong đó, CQ là
thuốc được FDA chấp thuận sử dụng trong điều trị
lâm sàng nhằm điều trị ung thư thông qua ức chế tự
thực 10.
Tuy nhiên, nghiên cứu in vitro đa phần sử dụng các
dòng tế bào HSC bất tử được thương mại hóa trên
thị trường như: LX-2, HSC-T6, JS1. Do đó, nghiên
cứu không thể theo dõi được diễn biến quá trình hoạt
hóa của dòng tế bào HSC từ lúc chúng còn im lặng
cũng như không phản ánh được hiệu quả của việc sử
dụng các thuốc điều trị ức chế quá trình hoạt hóa ở
giai đoạn đầu. Vì vậy, nghiên cứu việc sử dụng các tác
nhân ức chế sự tự thực như CQ nhằm khảo sát ảnh
hưởng lên quá trình hoạt hóa HSC sơ cấp là cần thiết.
Bài báo trình bày việc khảo sát tác động của CQ 10
µM trên HSC để đánh giá mối liên hệ giữa tự thực và
sự hoạt hóa trên HSC.

PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU
Đối tượng nghiên cứu
Chuột BALB/c Albino, khỏe mạnh trên 4 tháng tuổi,
khối lượng từ 20-30 gram. Chuột được nuôi tại Phòng
thí nghiệm chăm sóc và sử dụng động vật, ViệnTếBào
Gốc, Trường Đại Học Khoa Học Tự Nhiên, Đại học
Quốc gia TP.HCM, trong hệ thống chuồng sạch, cho
ăn cám viên và nước uống tự do với chu kỳ 12 giờ sáng
– 12 giờ tối. Việc sử dụng động vật trong nghiên cứu
được sự cho phép củaHội đồngĐạo đức trong nghiên
cứu trên động vật, Viện Tế Bào Gốc, Trường Đại học
Khoa học Tự nhiên, Đại học Quốc gia TP.HCM (mã
số 200501/SCI-AEC).

Phân lập tế bào HSC từ gan chuột
Quy trình gồm 3 giai đoạn chính: (i) Truyền EGTA
(Sigma,Mỹ) và dịch enzyme (pronase E (Merck, Đức),
collagenaseD (RocheDiagnostics, Đức) vào cácmạch
của gan giúp loại bỏmáu và phân tách tế bào; (ii) Phân
tách mô gan thành các tế bào đơn bằng cách xé gan,
thêm enzyme (pronase, collagenase và dnase I, Roche,

Đức) lắc đều và ủ trong 20 phút, 37oC. Lọc gan qua
màng 70 µm, ly tâm rửa bằng GBSS/B 700g/8 phút
và ly tâm 50g/3 phút để loại bỏ nhu mô gan (hepato-
cyte); (iii) Làm giàu quần thể tế bào HSC bằng ly tâm
đẳng tỷ trọng Nycodenz 9,6% (Axis-shield, Scotland)
với tốc độ 1400 g/17 phút. Thu nhận lớp chứa tế bào
mục tiêu giữa 2 phân lớp và ly tâm rửa bằng GBSS/B
700g/8 phút. Quy trình được tham khảo từ Meder-
acke và cộng sự 201511 và đã được chỉnh sửa để phù
hợp với điều kiện thực tế trong phòng thí nghiệm.

Nuôi cấy tế bào HSC in vitro và xử lý CQ trên
tế bào

HSC phân lập được nuôi cấy trong DMEM (Sigma,
Mỹ) với 10% FBS (Sigma, Mỹ), 1% kháng sinh peni-
cillin/streptomycin (Gibco, Mỹ) để tế bào bám lên đĩa
trong 24 giờ. Sau 24 giờ, cho CQ (Sigma, Mỹ) với
nồng độ 10 µM12–15 vào giếng nuôi cấy tế bào. Sau
24 giờ xử lý CQ, loại bỏ môi trường cũ chứa CQ thay
bằng môi trường nuôi cấy và đánh giá ở các mốc nuôi
cấy 2, 7 ngày tương đương sau xử lý CQ 1, 6 ngày
(Hình 1).

Đánh giá mức độ dự trữ giọt lipid bằng Oil
Red O

Tế bào được cố định bằng paraformaldehyde 1%
(Merck, Đức) ít nhất 15 phút. Sau đó, tế bào được
rửa lại với isopropanol (Merck, Đức) trong 10 phút.
Nhuộm tế bào với Oil RedO [dung dịchORO (Sigma,
Mỹ) 0,5% pha loãng với nước cất tỷ lệ (3:2) trong 20
phút, rửa lại tế bào với PBS và quan sát dưới kính hiển
vi. Diện tích bắt màu với ORO được định lượng bằng
cách dùng phần mềm Image J (NIH, Mỹ).

Đánh giá mức độ biểu hiện protein bằng
nhuộm hóa tế bàomiễn dịch (ICC)

Tế bào được cố định bằng paraformaldehyde 1% và
rửa lại bằng PBS. Sau đó, tế bào được ủ với dung dịch
đục lỗmàng trong 10 phút, nhiệt độ phòng. Tiếp theo,
tế bào được ủ với dung dịch khóa các vị trí không đặc
hiệu trong 30 phút (PBS, 1% BSA và 4% huyết thanh
dê), nhiệt độ phòng. Tiếp tục đưa tế bào ủ với kháng
thể sơ cấp như: Desmin (ab8592, Abcam,HoaKỳ), lc3
(ab128025, Abcam, Mỹ), p62 (ab91526, Abcam, Mỹ),
α-sma (ab15734, Abcam, Hoa Kỳ), col ở 4oC qua đêm
và tránh sáng, rửa lại bằng PBS.Nhuộmkháng thể thứ
cấp gắn huỳnh quang Alexa Fluor 488 (ab150077, Ab-
cam, HoaKỳ) trong 1 giờ tránh sáng, rửa lại bằng PBS.
Cuối cùng, tế bào được nhuộm DAPI trong 15 phút.
Hình ảnhhuỳnhquang được chụpbằng hệ thống kính
hiển vi huỳnh quang (Zeiss, Đức).
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Tổng lượng huỳnh quang tế bào đã hiệu chỉnh (CTCF
- corrected total cell fluorescence) được tính theo
công thức:

CTCF = ID− (AOSC×MFOBR)

Trong đó, ID (Integrated Density): Độ phát huỳnh
quang của từng vùng tế bào đã chọn AOSC (Area of
selected cell): Diện tích vùng đã chọnMFOBR (Mean
fluorescence of background readings): Độ phát huỳnh
quang trung bình của nền ảnh.
Phần trăm tổng lượng huỳnh quang tế bào đã hiệu
chỉnh của các lô thử nghiệm tăng so với đối chứng
(% CTCF) được tính theo công thức:

%CTCF =
(CTCF1 −CTCF0)

CTCF0
×100

Trong đó, CTCF1: Số lượng tế bào trong các lô xử lý
CQCTCF0: Số lượng tế bào trong lô đối chứng không
xử lý CQ.
Các lô thí nghiệm được lặp lại 3 lần, mỗi lần lặp lại
gồm 3 thị trường khác nhau với CTCF là tổng 30 tế
bào được định lượng.

Xử lý thống kê
Tất cả số liệu được trình bày dưới dạng Mean ± SD
(Mean: giá trị trung bình, SD: độ lệch chuẩn). Phân
tích thống kê được thực hiện bằng phần mềmGraph-
pad Prism. Sự khác biệt có ý nghĩa được kiểm tra bằng
t- tests với giá trị p < 0,05.

KẾT QUẢ
Hiệu quả phân lập và nuôi cấy HSC từ chuột
Dựa vào sự khác biệt về kích thước tế bào HSC và
các quần thể tế bào khác trong gan, đếm và ghi nhận
số lượng tế bào HSC sống sót ở các lần phân lập dựa
trên quan sát kính hiển vi và nhuộm trypan blue. Ở
Hình 2A,B những tế bào tròn sáng không bị nhuộm
màu và đạt kích thước từ 12−20 µm là những tế bào
mục tiêu trong quần thể phân lập16. Kết quả số lượng
HSC thu được trong mỗi lần phân lập bằng ly tâm
đẳng tỷ trọng Nycodenz 9,6% với hiệu suất phân lập
là (0,48 ± 0,04) × 106 tế bào/ gram. Kết quả nhuộm
tế bào với Oil Red O cho thấy HSC dự trữ nhiều
giọt lipid với kích thước khác nhau trong tế bào chất
(Hình 2C). Lượng giọt lipid giữa các tế bào cũng có sự
khác nhau. Kết quả nhuộm ICC bằngmarker Desmin
cho thấy số tế bào dương tính vớiDesmin chiếm97,03
± 1,30%, trong đó có 11 ± 1,84% dương tính mạnh
trong % dương tính. Có thể thấy sự biểu hiện marker
desmin ở quần thể tế bào HSC là không đồng nhất
(Hình 2D). Đa số các tế bào có biểu hiện dương tính
mạnh (chiếm 11± 1,84%) biểu hiện tín hiệu dạng sợi

và phủ từ tế bào chất kéo dài đến các nhánh tế bào.
Số tế bào dương tính còn lại biểu hiện dương tính yếu
hơn và phát quang tại tế bào chất ở một số vị trí. Các
kết quả trên giúp xác định quy trình phân lập quần
thể tế bào HSC từ mô gan chuột đã thành công, phân
lập HSC có độ tinh sạch cao.
Về hình thái, quần thể tế bàoHSCphân lập được quan
sát có sự thay đổi rõ rệt về hình dạng trong 7 ngày nuôi
cấy. Sau một ngày nuôi cấy, một số tế bào bắt đầu có
sự bám trải, có các nhánh nhỏ ngắn và kéo dài ra xung
quanh, tế bào có hình dạng như “hình sao” và các tế
bào còn lại ở dạng tròn do chưa khôi phục sau quá
trình phân lập. Và đến ngày 7, các tế bào HSC đa số
có hình dạng dẹt, trải rộng, nhân to, giống hình dạng
của các tế bào nguyên bào sợi chiếm đa số trong quần
thể tế bào (Hình 2E-I).

CQ ức chế sự tự thực bào ở quần thể tế bào
HSC sơ cấp in vitro.
CQ làm tăng biểu hiện lc3 ở mức độ protein
(Hình 3A-C). Ở ngày 2 nuôi cấy sau khi xử lý với CQ
24 giờ, lc3 trong quần thể tế bào xử lý CQ 10 µM tăng
biểu hiện so với đối chứng (43,31 ± 1,61%). CQ làm
tăng biểu hiện p62 ở mức độ protein (Hình 3D-F). Ở
ngày thứ 2 nuôi cấy sau khi xử lý với CQ 24 giờ, p62
trong quần thể tế bào xử lý CQ 10 µM tăng biểu hiện
so với đối chứng (61,28± 2,64%).

CQ có tác động ức chế quá trình hoạt hóa
HSC sơ cấp in vitro.
Ở Hình 4A-D, hình thái tế bào HSC có sự thay đổi
theo thời gian. Ở ngày 2 nuôi cấy sau khi xử lý với
CQ 24 giờ, những tế bào không xử lý với CQ có các
nhánh kéo dài hơn và đa số các tế bào đều bám trải tốt.
Một số các tế bào xử lý với CQ 10 µM cũng có sự kéo
dài của các nhánh nhưng ngắn và mảnh hơn; các tế
bào còn lại thì vẫn bám trải yếu và vẫn còn các tế bào
co tròn. Ở ngày 7 nuôi cấy, các tế bào không xử lý với
CQđa phần đã chuyển sang hình dạng nguyên bào sợi
cơ: có tế bào lớn, dẹt và trải rộng; có tế bào hình thoi
dài. Các tế bào xử lý với CQ 10 µMthì hầu như không
thấy rõ sự chuyển dạng của tế bào; đa phần là các tế
bào có hình dạng HSC kích hoạt phân nhánh, nhỏ
hoặc vẫn còn hình dạng co tròn. Từ các kết quả trên
có thể thấy, CQ trì hoãn quá trình chuyển dạng của
HSC. CQ làm giảm biểu hiện α-sma và col I ở mức
độ protein. Ở ngày 7 nuôi cấy, α-sma trong quần thể
tế bào xử lý CQ 10 µM giảm so với tế bào đối chứng
không xử lý tương ứng là 24,17 ± 7,40%. Ở lô đối
chứng, nhiều tế bào biểu hiện α-sma thành các cụm
sợi đan xen nhau, là bằng chứng thể hiện HSC kích
hoạt và đang trong quá trình chuyển dạng. Ở các lô
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Hình 1: Sơ đồ thí nghiệm

Hình 2: Xác định quần thể tế bào HSC phân lập từ gan chuột và hình thái nuôi cấy trong 7 ngày. A: Hình ảnh
nhuộm trypan blue với các tế bào tròn sáng nhỏ là những tế bào sống (mũi tên cam), chết (mũi tên đen); B: Kích
thước tế bào HSC; C: Quần thể tế bào HSC nuôi cấy sau 48 giờ được nhuộm Oil Red O; D: huộm hóa tế bào miễn
dịch với desmin; E-I: Sự thay đổi hình thái của quần thể tế bào HSC được quan sát ở các thời điểm trong 7 ngày
nuôi cấy quan sát dưới kính hiển vi.
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Hình 3: Sự thay đổi biểu hiện lc3 (A-C) và p62 (D-F) ở quần thể tế bào HSC do tác động của CQ 10 µM trong 24 giờ
được quan sát các thời điểm 2 ngày nuôi cấy. Student t- tests; * -value < 0,05.

có xử lý CQ, các tế bào biểu hiện α-sma yếu, ít tạo
thành các cụm sợi thậm chí là không hình thành cụm
sợi mà chỉ bắt theo khung xương tế bào (Hình 4E-G).
Bên cạnh đó, ở ngày 7 nuôi cấy, col I trong quần thể
tế bào xử lý CQ ở các nồng độ 10 µM có sự giảm biểu
hiện so với tế bào đối chứng không xử lý tương ứng
là 18,05 ± 0,49%. Trên Hình 4 có thể thấy, col I biểu
hiện thành các đốm sángmạnh với diện tích lớn xung
quanh rìa tế bào ở lô đối chứng trong khi lô xử lý CQ
10 µM có các đốm sáng ít và diện tích phát sáng nhỏ

(Hình 4H-J).

THẢO LUẬN
Việc tạo mô hình nuôi cấy tế bào HSC sơ cấp phân
lập từ gan chuột là điều cần thiết để mô phỏng lại quá
trình gan bị tổn thương dẫn đến xơ gan. Kết quả đã
thành công phân lậpHSC sơ cấp với hiệu suất, độ tinh
sạch cao; và nuôi cấy HSC sơ cấp in vitro tạo mô hình
thử thuốc hoặc các tác nhân điều trị xơ hóa gan. Kết
quả phân lập này có sự tương đồng với các công trình
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Hình 4: Sự thay đổi hình thái (A-D) ở mốc 2, 7 ngày và biểu hiện α-sma (E-G) và col I (H-J) ở quần thể tế bào HSC
do tác động của CQ 10 µM xử lý 24 giờ được quan sát ở thời điểm 7 ngày. * t- tests; p < 0,05.
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nghiên cứu khác, thí dụ như: ở chủng chuột C57BL/6,
Patrick Maschmeyer và cộng sự (2011) khi sử dụng
Nycodenz, phân lập tế bào HSC đạt hiệu suất là 2 ×
105 tế bào/ gan chuột trong khi Alexandre Balaphas
và cộng sự (2022) thực hiện phân lập đạt hiệu suất
350.595 ± 100.773 tế bào HSC trên gan chuột17,18.
Ngoài ra, theo Ingmar Mederacke và cộng sự (2015),
quy trình phân lập từ chuột BALB/c cho hiệu suất
phân lập cao hơn chuột C57BL/6J do các yếu tố di
truyền bên cạnh các yếu tố ảnh hưởng khác như tuổi
tác chuột, enzyme sử dụng phân tách gan, hóa chất
ly tâm đẳng tỷ trọng. Tác giả cho rằng quy trình phân
lập từ chuột BALB/c khỏemạnh 12 tuần tuổi cho hiệu
suất phân lập là 2−3 triệu tế bào/ chuột và độ tinh sạch
từ 90−98%11.
Như đã đề cập; quần thể tế bào HSC có khả năng dự
trữ giọt lipid, có desmin là protein cấu tạo nên khung
xương tế bào, là những đặc điểm của tế bào HSC. Do
đó, nhuộmOil RedO và nhuộm ICCDesmin giúp xác
định tế bào mục tiêu trong quần thể tế bào phân lập
và xác định độ tinh sạch của quần thể tế bào này18–21.
Kết quả cho thấy có tế bào dự trữ nhiều giọt lipid tập
trung quanh nhân trong khi có tế bào chỉ rải rác các
giọt lipid nhỏ hơn trong tế bào chất hoặc tế bào chưa
bám trải nhiều sẽ dự trữ giọt lipid gom thành một
cụm lớn16. Bên cạnh đó, sự khác biệt trong dự trữ
giọt lipid cũng như biểu hiệnmarkerDesmin cho thấy
quần thể tế bàoHSC phân lập được là một quần thể tế
bào không đồng nhất. Những kết quả này cũng phù
hợp với những nghiên cứu trước đây của nhóm cũng
như các nghiên cứu khác trong và ngoài nước16,17.
Theo họ, khả năng dự trữ giọt lipid hay hàm lượng
Desmin trong các tế bào HSC có sự khác biệt do phụ
thuộc vào vị trí của các tế bào trong thùy gan, tuổi của
tế bào và trạng thái chức năng của tế bào. Thí dụ như;
các tế bào HSC quanh tĩnh mạch cửa ở vùng ngoại
vi tiểu thùy chứa nhiều vitamin A hơn, và biểu hiện
desmin nhiều hơn các tế bào HSC vùng tĩnh mạch
trung tâm tiểu thùy22,23.
Thứ hai, CQ gây ức chế quá trình tự thực bào thông
qua biểu hiện tăng LC3, P62 khi nhuộm ICC. Lc3 và
p62 là hai phân tử được lựa chọn để đánh giá do vai
trò quan trọng của nó liên quan tới tiến trình tự thực
bào. Cụ thể, lc3 là phân tử thamgia vào quá trình hình
thànhmàng của thể tự thực, qua đó kéo dài và trưởng
thành cấu trúc thể tự thực. lc3 trong tế bào chất tồn tại
ở dạng lc3-1, khi quá trình tự thực diễn ra, lc3-1 được
phân cắt thành lc3-2 và gắn đuôi lipid tạo màng trên
thể tự thực. P62 là protein đánh dấu các phân tử/bào
quan của tế bào cần được phân hủy để đưa các phân tử
này vào thể tự thực thông qua phức hợp. Sự biểu hiện
tăng của lc3 là một dấu hiệu đặc trưng của sự tự thực
bào. Tuy nhiên, CQ có khả năng gây ức chế phản ứng

dung hợp lysosome-autophagosome, ngăn chặn quá
trình autophagy ở giai đoạn cuối10. Do đó, CQ sẽ làm
tăng thêm biểu hiện lc3 do bị tích trữ không thể phân
hủy được. P62 là protein kết hợp vào autophagosome
thông qua liên kết trực tiếp với lc3 và bị phân hủy bởi
quá trình autophagy. Do đó, quá trình tự thực xảy ra
sẽ làm lc3 tăng, P62 giảm24. Vì vậy, p62 tăng là một
biểu hiện của quá trình tự thực không xảy ra. Đúng
như dự kiến CQ sẽ làm tăng thêm biểu hiện lc3 và
p62 do bị tích trữ không thể phân hủy được 24–27, lc3
và p62 trong quần thể tế bào HSC sau 1 ngày phân lập
xử lý CQ 10 µM trong 24 giờ đều có sự tăng biểu hiện
so với tế bào đối chứng không xử lý; cho thấy tác động
ức chế quá trình tự thực bào do sự tích tụ của lc3 và
p62 ở mốc thời gian ngày 2. Kết quả trên tương đồng
với nghiên cứu của Virginia Hernandez Gea và cộng
sự (2012) cho rằng CQ làm tăng lc3 II, p62 do sự tích
tụ không thoái hóa được của các thể autophagosome
qua việc đánh giá biểu hiện lc3, p62 bằngWestern Blot
(WB) nhưng được thực hiện và quan sát ở dòng tế bào
HSC hoạt hóa bất tử JS1 với CQ nồng độ 10 mM/L
trong 12 giờ4. Yuepeng Jin và cộng sự (2016) cũng sử
dụng CQ 5 µM trong 12 giờ gây ức chế tự thực qua
biểu hiện tăng tích tụ lc3 24. Tương tự, Hye-Young
Seo và cộng sự (2020) dùng CQ 10 µM trong 24 giờ
làm tăng biểu hiện lc3, gây ức chế tự thực trên dòng
tế bào gan từ chuột AML12 13.
Thứ ba, CQ gây ức chế quá trình hoạt hóa tế bào HSC
sơ cấp nuôi cấy in vitro. Sự thay đổi hình dạng tế
bào HSC trong quá trình nuôi cấy in vitro cho thấy
tế bào HSC sơ cấp trên có sự biệt hóa thành các tế
bào hình dạng như nguyên bào sợi trong thời gian
nuôi cấy 7 ngày tương tự như mô tả ở các nghiên cứu
trước13,18,28. Và tại mốc thời gian này, tế bào biểu
hiện mạnh protein α-sma, một dấu hiệu đặc trưng
của nguyên bào sợi trưởng thành. Ngoài ra, HSC hoạt
hóa tiết ra collagen (hơn 80% là collagen loại I), đồng
nghĩa việc HSC ở ngày thứ bảy biểu hiện mạnh pro-
tein col I. Vì vậy, α-sma và col I là 2 dấu hiệu được
nhiều nghiên cứu sử dụng để xác định sự hoạt hóa
của HSC 20,24,27,29. Theo nghiên cứu của chúng tôi,
HSC biểu hiện mạnh α-sma và col I khi nuôi cấy 7
ngày tương đồng với các nghiên cứu trước 13,16,18,28.
Trong khi, quần thể tế bào HSC sau 1 ngày phân lập
xử lý CQ10 µMtrong 24 giờ giảmbiểu hiệnα-sma và
col I so với tế bào đối chứng không xử lý ở mốc ngày
7. Đồng thời, khi phân tích về hình thái, các tế bào xử
lý với CQ ở nồng độ 10 µM thì hầu như không thấy
rõ sự chuyển dạng của tế bào so với mẫu đối chứng
nuôi cấy bình thường. Các tế bào xử lý CQ giữ hình
dạng hơi co lại, hoặc bám trải trên bề mặt đĩa với các
tua nhánh dài và nhỏ trong khi tế bào nuôi cấy bình
thường có hình dạng dẹt, trải rộng, nhân to hoặc hình
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dạng thon dài, gần giống hình dạng nguyên bào sợi 16.
Kết quả trên tương đồng với nghiên cứu của Virginia
Hernandez Gea và cộng sự (2012) cho rằng CQ làm
giảm các dấu hiệu đặc trưng cho sự hoạt hóa dòng tế
bào HSC bất tử JS1 như: α-sma, col1, ß-pdgfr, mmp-
2 qua đánh giá WB4. Tương tự, Jing Deng và cộng sự
(2014) sử dụng CQ 50 µM trong 3 giờ gây ức chế tăng
biểu hiệnα-sma trong 15 phút và 1 giờ trong điều kiện
thiếu oxy gây cảm ứng tự thực ở dòng tế bào LX-2 30.
Theo một số nghiên cứu; quá trình hoạt hóa HSC
thông qua biểu hiện thay đổi hình dạng, mất dự trữ
giọt lipid, tăng sinh và tăng sản xuất các chất nềnngoại
bào; xảy ra nhanh chóng trong nuôi cấy in vitro ở mô
hình 2D trên đĩa nhựa. Các nghiên cứu sử dụng mô
hình 3D, hay tạo ra các giá thể (như: gel giàu laminin)
tráng trên bề mặt đĩa nhựa giúp duy trì kiểu hình tĩnh
lặng của HSC cho thấy rằng độ cứng của bề mặt chất
nền có thể là yếu tố quyết định trong sự hoạt hóa
của tế bào HSC. Đồng thời, thành phần các chất nền
ngoại bào có thể điều chỉnh tăng hoặc giảm quá trình
hoạt hóa này (thí dụ: môi trường nuôi cấy có thành
phần chất nền collagen I giúp tế bào HSC hoạt hóa
thành nguyên bào sợi tốt hơn)22. Những nỗ lực để
tinh chỉnh các yếu tố lý hóa trên hay hiểu thêm về các
con đường truyền tín hiệu nội bào và ngoại bào với
tế bào HSC ở trung tâm khi gan bị tổn thương cũng
như chữa lành là rất quan trọng để biết thêm các chức
năng của dòng tế bào HSC này. Từ đó, kết quả nghiên
cứu này giúp hỗ trợ tìm ra các phương pháp điều trị
trúngmục tiêu các thể loại bệnh về gan cũng như phát
triển hệ thống nuôi cấy mô gan nhân tạo.
Bài báo trình bày kết quả là CQ làm giảm số lượng tế
bào HSC hoạt hóa, từ đó ức chế quá trình hoạt hóa tế
bào HSC, làm tăng thêm thời gian cần để quần thể tế
bào HSC chuyển dạng hoàn toàn. Đặc biệt, khi quần
thể tế bào được xử lý CQ ở nồng độ 10 µM nhiều tế
bào HSC trong quần thể vẫn giữ trạng thái co tròn.
Dựa vào kết quả này, một giả thuyết đặt ra là liệu đây
có phải là những tế bào HSC im lặng và bất hoạt lâu
dài, hay là những tế bào không thể kích hoạt và đang
dần đi vào con đường apoptosis. Và nếu kéo dài thời
gian nuôi cấy hơn 7 ngày thì những tế bào trên có thể
bắt đầu hoạt hóa, trải các nhánh dài, tăng sinh và biệt
hóa thành nguyên bào sợi không.
Bên cạnh đó, việc sử dụng CQ trong quá trình điều
trị bệnh xơ hóa gan cần phải cẩn trọng về liều lượng,
thời gian, thời điểm tác động do CQ gây ra rất nhiều
tác động phản ứng từ tế bào. Thí dụ như ở các dòng
tế bào ung thư, CQ có tác động gây ức chế tự thực,
cảm ứng tăng apoptosis, loại bỏ tế bào gốc ung thư
hay tăng cường sự phát triển của tế bào ung thư, bình
thường hóa hệ mạch của khối u, lưu trữ thuốc trị liệu
trong các tế bào/ khối u, đáp ứng miễn dịch và tăng

cường trình bày chéo, ức chế miễn dịch, v.v.31. Theo
hiểu biết của chúng tôi, các tác động của CQ lên HSC
nói riêng, và của gan nói chung, vẫn còn nhiều mối
quan hệ và tương tác chưa được làm rõ.

KẾT LUẬN
Bài báo này trình bày việc phân lập quần thể tế bào sao
gan từ chuột và nuôi cấy HSC in vitro. Bên cạnh đó,
CQ ở nồng độ 10 µM có tác động gây ức chế tự thực
bào, đồng thời gây ức chế quá trình hoạt hóa HSC in
vitro. Kết quả này cung cấp thêm bằng chứng về mối
liên hệ giữa tự thực và quá trình hoạt hóa HSC sơ cấp
in vitro, thúc đẩy nghiên cứu sâu hơn về cơ chế phân
tử tác động qua lại giữa hai hoạt động này, từ đó ứng
dụng vào điều trị các bệnh lý về gan.
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VẤNĐỀ ĐẠOĐỨC TRONGNGHIÊN
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DANHMỤC CÁC TỪ VIẾT TẮT
COL I: Collagen I
CQ: Chloroquine
CTCF: Cường độ huỳnh quang tế bào (Corrected To-
tal Cell Fluorescence )
DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle Medium
EDTA: Ethylenediaminetetraacetic Acid
EGTA Ethylene Glycol-Bis(ß-Aminoethyl Ether)-
N,N,N’,N’-Tetraacetic Acid
FBS: Huyết thanh bào thai bò (Fetal Bovine Serum)
GBSS/B: Gey’s Balanced Salt Solution B
HSC: Tế bào hình sao gan (Hepatic Stellate Cell)
ICC: Nhuộm hoá tế bào miễn dịch (Immunocyto-
chemistry)
LDL: Giọt lipid (Lipid Droplet)
ORO: Oil Red O
PBS: Dung dịch muối đệm Phosphate (Phosphate
Buffered Saline Dung)
WB: Western Blot

XUNGĐỘT LỢI ÍCH
Các tác giả đồng ý không có bất kỳ xung đột lợi ích
nào liên quan đến các kết quả đã công bố.
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Studying the impact of autophagy inhibition by chloroquine to
primary hepatic stellate cell activation in vitro

Pham Tran Huyen Tran1, Phan Trong Nhan1, Le Van Trinh2,3, DangMinh Thanh2,3, Truong Hai Nhung2,3,*

ABSTRACT
This paper presented the isolation of primary hepatic stellate cell (HSC) to investigate the effects
of chloroquine (CQ) on autophagy during the primary hepatic stellate cell activation in vitro. After
isolation, HSC cells were evaluated for the isolation efficiency through the cell number and spe-
cific characteristics of HSC cells, such as cell size, lipid droplet storage capacity by Oil Reo O (ORO)
staining, Desmin expression by Immunocytochemistry (ICC) staining, and morphological changes
during HSC culture in vitro. The HSC after being isolated for 1 day were treated with CQ 10 µM for
24 h. The ability of CQ to inhibit the autophagy and prevent HSC activation in vitro was assessed
through their morphology and the expression levels of LC3, P62, α-SMA, Collagen I (COL I) by ICC
staining. The results showed that CQ 10 µM inhibited the autophagy via increasing the expression
of LC3 (43.31± 1.61%) and P62 (61.28± 2.64%) compared with the control at day 2. CQ 10 µMalso
prevented HSC the activation in vitro through the incomplete transformation of myofibroblast-like
cells and decreased expression of α-SMA (24.17± 7.40%) and COL I (18.05± 0.49%) at day 7 com-
pared with the control. This result could be one step in determining the relationship between the
autophagy and HSC activation, aiming to develop therapy targeting autophagy in the treatment
of liver fibrosis.
Key words: chloroquine, autophagy, hepatic stellate cell (HSC) activation
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