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TÓM TẮT
Sự nhiễm Helicobacter pylori gây ra viêm loét dạ dày-tá tràng do khả năng cố định của vi khuẩn này
lên niêm mạc dạ dày. Tinh dầu quả bời lời chanh (Litsea cubeba) đã được biết có hoạt tính kháng
mạnh đối với H. pylori trong điều kiện in vitro. Bài báo trình bày hoạt tính kháng H. pylori của tinh
dầu quả bời lời chanh được khảo sát trong điều kiện in vivo trên mô hình chuột Swiss albino. Đồng
thời, độc tính tế bào của tinh dầu này đối với 4 dòng tế bào người và độc tính cấp đường uống của
tinh dầu trên chuột thí nghiệm cũng được đánh giá. Kết quả cho thấy, tinh dầu quả bời lời chanh
có thể ức chế hoàn toàn sự cố định của H. pylori lên niêm mạc dạ dày chuột sau 14 ngày liên tục
cho uống 300 µL dung dịch tinh dầu ở nồng độ 0,3% (1 lần/ngày). Hơn nữa, tinh dầu quả bời lời
chanh ở liều 2000 mg/kg thể trọng không gây độc cho chuột thử nghiệm sau 14 ngày quan sát.
Tinh dầu có độc tính mạnh đối với dòng tế bào ung thư vú MCF-7, độc tính trung bình với dòng tế
bào ung thư phổi NCI-H460, dòng tế bào ung thư gan Hep G2 và dòng nguyên bào sợi fibroblast.
Các kết quả này cho thấy tinh dầu quả bời lời chanh có tiềm năng ứng dụng trong việc phòng
ngừa và hỗ trợ điều trị nhiễm H. pylori. Tuy nhiên cần có thêm các nghiên cứu sâu hơn và các khảo
sát liên quan đến nhiều dòng tế bào khác để có thể đánh giá chính xác hơn về tính an toàn của
tinh dầu này.
Từ khoá: Chuột thí nghiệm, độc tính cấp, độc tính tế bào, Helicobacter pylori, hoạt tính kháng
khuẩn in vivo, Litsea cubeba, tinh dầu quả bời lời chanh.

GIỚI THIỆU
Helicobacter pylori là một trong những tác nhân gây
bệnh phổ biến nhất trên thế giới, ước tính có khoảng
một nửa dân số toàn cầu bị nhiễm vi khuẩn này1. Ở
Việt Nam, tỷ lệ nhiễm H. pylori cao hơn với khoảng
87,7% ở trẻ em và 55,6% ở người trưởng thành 2,3. Sự
nhiễmH. pylori là nguyên nhân chính gây ra các bệnh
lý về dạ dày-tá tràng như viêm loét dạ dày, viêmdạ dày
mạn tính và thậm chí là ung thư dạ dày4. Liệu pháp sử
dụng kháng sinh để loại trừH. pylori cho thấy có hiệu
quả cao trong điều trị các bệnh lý dạ dày và góp phần
ngăn chặn sự phát triển ung thư dạ dày4 . Tuy nhiên,
những tác dụng phụ của các loại thuốc kháng sinh gây
ra cho bệnh nhân cùng với sự xuất hiện và gia tăng của
các chủng H. pylori đa kháng với kháng sinh đã ảnh
hưởng lớn đến các phác đồ điều trị ở nhiều nước trên
thế giới, trong đó có Việt Nam5,6. Thực trạng này đã
đặt ra nhu cầu cấp thiết cho việc nghiên cứu tìm kiếm
nguồn dược liệu mới an toàn và hiệu quả từ cây cỏ
thiên nhiên để hỗ trợ hoặc thay thế cho kháng sinh.
Các chế phẩm có nguồn gốc thảo dược, kể cả tinh dầu
thực vật, đã và đang được chấp nhận bởi cộng đồng
trên toàn thế giới vì tính an toàn cho người sử dụng.
Ngoài ra, các chiết xuất tự nhiên từ thực vật thường

có tác động đồng thời lên nhiều đích khác nhau trên
vi khuẩn7. Trong khi đó, mỗi loại kháng sinh thường
chỉ tác động lên vi khuẩn trênmột đích duy nhất (như
ức chế sự tổng hợp vách tế bào, khả năng trao đổi chất
của màng, sự tổng hợp protein hoặc ức chế tổng hợp
nucleic acid). Do vậy, các hợp chất tự nhiên có hoạt
tính sinh học từ thực vật thường ít có nguy cơ gây ra
sự kháng thuốc ở vi khuẩn8.
Trong những nămgần đây, nhiều cao chiết và tinh dầu
thực vật đã được chứng tỏ có hoạt tính khángH. pylori
và cho thấy không hoặc ít có khả năng gây ra sự phát
triển tính kháng ở vi khuẩn9,10. Bời lời chanh (Litsea
cubeba (Lour.) Pers.) là một loài thực vật có tinh dầu,
thuộc họ Long não (Lauraceae), cho quả ăn được giúp
kích thích hệ tiêu hóa và bảo vệ dạ dày11,12. Tinh dầu
từ quả bời lời chanh đã được chứng minh có tác động
kháng khuẩn đối với các loài vi khuẩn Gram âm và
vi khuẩn Gram dương13,14. Bảng 1 trình bày một số
công dụng được sử dụng trong y học cổ truyền Việt
Nam và hoạt tính kháng khuẩn của quả và tinh dầu
quả bời lời chanh (L. cubeba). Một nghiên cứu gần
đây cho thấy tinh dầu quả bời lời chanh có hoạt tính
kháng mạnh đối với chủng H. pylori ATCC 43504 và
các chủng kháng thuốc kháng sinh trong điều kiện in
vitro với giá trị nồng độ ức chế tối thiểu (MIC) = 0,08
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mg/mL và nồng độ diệt khuẩn tối thiểu (MBC) = 0,64
mg/mL15, mạnh hơn so với các tinh dầu khác như
tinh dầu gừng (Zingiber officinale), nghệ đen (Cur-
cuma zedoaria), nghệ vàng (Curcuma longa) và riềng
(Alpinia officinarum)16. Tinh dầu này còn có tác động
ức chế hoạt tính urease và sự thành lập biofilm, cũng
như gây biến đổi hình thái tế bào H. pylori 15. Ngoài
ra, hoạt tính xông hơi của tinh dầu đã được chứng
minh có thể ức chế sự tăng trưởng của H. plori in
vitro15.
Bài báo này trình bày hoạt tính kháng H. pylori của
tinh dầu quả bời lời chanh được khảo sát trong điều
kiện in vivo trên mô hình chuột thí nghiệm. Đồng
thời, độc tính tế bào in vitro và độc tính cấp đường
uống của tinh dầu trên chuột cũng được đánh giá và
thảo luận.

VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP
Vật liệu
Việc thu nhận tinh dầu từ quả bời lời chanh (L.
cubeba) đã được mô tả trong nghiên cứu trước 15.
Tóm lại, quả chín được thu hái ở Măng Đen, Kon
Plong, Kon Tum (14◦44’07.8”N 108◦16’46.9”E). Tinh
dầu từ quả tươi chín được thu nhận bằng phương
pháp chưng cất lôi cuốn với hơi nước sử dụng bộ
chưng cất Clevenger (5000 mL) ở 100◦C trong 3 giờ.
Hiệu suất thu nhận tinh dầu đạt 2,3% (w/w, dựa trên
khối lượng tươi của nguyên liệu ban đầu). Tinh dầu
được loại bỏ hoàn toàn nước bằng Na2SO4 khan và
được bảo quản ở –20◦C cho tới khi sử dụng.
Chuột nhắt trắng đực (Swiss albino, 6–8 tuần tuổi,
trọng lượng 25,43–28,07g) được cung cấp và nuôi tại
Viện Sốt rét-Ký sinh trùng-Côn trùng TP. Hồ Chí
Minh. Thực phẩmnuôi chuột được cung cấp bởi Viện
Pasteur TP. Hồ Chí Minh.
Chủng chuẩnH. pyloriATCC 43504 được cung cấp từ
PTN. Sinh học Phân tử, BộmônDi truyền, Khoa Sinh
học vàCôngnghệ Sinh học, TrườngĐại họcKhoa học
Tự nhiên, ĐHQG TP. HCM. Chủng H. pylori được
lưu trữ trong môi trường BHI được bổ sung 5% huyết
thanh bê NBS (newborn bovine serum) có chứa van-
comycin (10 mg/L), polymyxin B (5 mg/L), trimetho-
prim (5mg/L), amphotericin B (2mg/L), và 25% glyc-
erol, và được trữ trong nitrogen lỏng cho đến khi sử
dụng. H. pylori được nuôi cấy 3 ngày trênmôi trường
chọn lọc Brucella agar có chứa 5% NBS ở 37 ◦C và
được đặt trong bình vi hiếu khí 2,5 L với các túi tạo
điều kiện vi hiếu khí với 5% O2, 85% N2, 10% CO2

(Oxoid CampyGen 2,5 L Sachet, Thermo Fisher Sci-
entific, Waltham, MA, USA).
Các dòng tế bào ung thư vúMCF-7, ung thư gan Hep
G2 và ung thư phổi NCI-H460 được cung cấp bởi

ATCC (AmericanTypeCultureCollection,Manassas,
Rockville). Dòng tế bào nguyên bào sợi (fibroblast) có
nguồn gốc từ bao quy đầu người và được cung cấp từ
PTN. Sinh học Phân tử, BộmônDi truyền, Khoa Sinh
học vàCôngnghệ Sinh học, TrườngĐại họcKhoa học
Tự nhiên, ĐHQG TP. HCM.

Phương pháp khảo sát tác động của tinh
dầu lên sự cố định của H. pylori ở niêmmạc
dạ dày chuột
Thí nghiệm khảo sát tác động của tinh dầu lên sự cố
định củaH. pylori ở niêmmạc dạ dày chuột được thực
hiện tại Viện Sốt rét-Ký sinh trùng-Côn trùng TP.
Hồ Chí Minh theo phương pháp của Luong (2013) 25.
Chuột nhắt trắng đực (15 cá thể) được tiền xử lí với
streptomycin trong nước uống (5 mg/mL) trong 7
ngày liên tục26. Sau đó, 10 cá thể chuột được gây
nhiễm với H. pylori và 5 cá thể còn lại làm đối chứng
(không được gây nhiễm khuẩn). Dịch vi khuẩn (300
µL, 108 CFU/mL) được đưa vào dạ dày chuột bằng
kim cong đầu tù trong 3 ngày liên tục (1 lần/ngày,
trước khi cho ăn). Sau 2 tuần, 10 cá thể chuột nhắt
trắng đã được gây nhiễm H. pylori được chia thành
2 nhóm (5 cá thể/nhóm). Nhóm thứ nhất được cho
uống 300 µL dung dịch tinh dầu nồng độ 0,3% trong
DMSO 0,6% trong 14 ngày liên tiếp (1 lần/ngày) bằng
cách đưa vào dạ dày chuột bằng kim cong đầu tù.
Tương tự, nhóm thứ 2 được cho uống 300 µL DMSO
0,6% (không chứa tinh dầu). Sau 2 tuần, chuột được
gâymê bằng diethyl ether và toàn bộ dạ dày của chuột
được thu nhận và giữ trong 1 mL PBS ở điều kiện
lạnh 4oC. Sau đó, mẫu dạ dày được rửa sạch thức
ăn và được bảo quản trong dung dịch formaldehyde
(4%). Sự cố định của H. pylori trong niêm mạc dạ
dày chuột được xác định bằng phương pháp mô bệnh
học (nhuộm Giemsa) của Bộ Y tế (2013) 27 với một
vài thay đổi nhỏ được tóm tắt như sau: Dạ dày chuột
được khử nước lần lượt qua các nồng độ cồn 30o, 50o,
70o, 90o, cồn tuyệt đối và xylene, mỗi nồng độ 1 phút.
Mẫu dạ dày được tẩm parafin bằng cách ngâm trong
hỗn hợp xylene và parafin trong 24 giờ và được đúc
thành khối rắn bằng hỗn hợp sáp ong và parafin tỉ lệ
1:3 theo khối lượng. Sau đó, mô dạ dày được cắt lát
mỏng bằng microtome và được khử parafin lần lượt
qua xylene, cồn tuyệt đối, cồn 90o, 70o, 50o và 30o

(mỗi nồng độ 1 lần trong 1 phút) và được rửa 1 lần
qua nước cất vô trùng trong 15 phút. Các lát cắt mô
dạ dày được đặt trong dung dịch Giemsa 0,4% trong
1 giờ và được rửa với nước cất vô trùng trong 5 phút.
Các tiêu bản được thực hiện và sự cố định của H. py-
lori trên niêm mạc dạ dày chuột được ghi nhận bằng
kính hiển vi quang học.
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Bảng 1: Các công dụng và hoạt tính kháng khuẩn của quả và tinh dầu quả bời lời chanh (L. cubeba)

Công dụng và hoạt tính kháng khuẩn MIC (MBC),
mg/mL

Tài liệu
tham khảo

Giúp kích thích hệ tiêu hóa, trị đau dạ dày và đau đầu. 11,12

Được dùng làm gia vị và chữa các bệnh sốt, đau đầu, chóng mặt, chứng cuồng loạn
và tê liệt.

17

Điều trị chứng mệt mỏi, nhức đầu, ớn lạnh, đau cơ và trầm cảm. 18

Tinh dầu quả được dùng chữa bệnh viêm khí quản và bệnh tim mạch. 19

Ức chế tăng trưởng đối với Enterococcus faecalis, cầu khuẩn đường ruột gây nhiễm
trùng cơ hội ở bệnh viện và trong cộng đồng, gây viêm nội tâm mạc, mô tế bào,
đường tiết niệu và tuyến tiền liệt, nhiễm trùng vết mổ, trong ổ bụng và máu.

0,60 14

Ức chế tăng trưởng đối với Pseudomonas aeruginosa, trực khuẩn cơ hội gây ra hầu
hết các bệnh nhiễm trùng mạn tính, là tác nhân thường gặp gây viêm phổi mắc phải
tại bệnh viện.

0,62

Có hoạt tính diệt khuẩn đối với Streptococcus mutans và S. sobrinus là hai tác nhân
chính gây sâu răng, sống ở khoang miệng và có trong các mảng bám trên răng.

(0,375) và
(0,75)

23

Có hoạt tính diệt khuẩn đối với S. sanguinis, một thành viên cũng có mặt trong bựa
răng nhưng không trực tiếp gây sâu răng và viêm nướu răng, có thể gây viêm màng
tim và suy yếu chức năng tim do nhiễm trùng máu.

(1,50)

Ức chế tăng trưởng đối với Salmonella typhimurium là một trong các tác nhân hàng
đầu gây ngộ độc thực phẩm dẫn tới viêm dạ dày ruột.

0,02 24

Ức chế tăng trưởng đối với B. cereus, một số chủng nhiễm vào thực phẩm gây ngộ
độc thực phẩm nghiêm trọng, tạo độc tố gây có thể gây hoại tử mô hoặc tổn thương
cơ quan.

0,04

Ức chế tăng trưởng đối với Bacillus subtilis, trực khuẩn được tìm thấy trong cây cỏ và
đất, có thể tăng trưởng nhiều trong ống tiêu hóa, tiết các enzyme có lợi và cạnh tranh
với các vi khuẩn có hại.

0,08

Ức chế tăng trưởng và diệt Staphylococcus aureus, tụ cầu khuẩn thường gây ra nhiễm
trùng da, đôi khi gây viêm phổi, nội tâmmạc, và tủy xương. Một số chủng tạo độc tố
gây viêm dạ dày ruột.
Phá vỡ tính toàn vẹn của màng, gây rò rỉ nội chất tế bào S. aureus ở 1

2 ×MIC vàMIC.

Ức chế con đường hexose monophophate và các enzyme quan trọng của con đường
này ở 1

2 ×MIC và MIC và gây biến đổi cấu trúc DNA của S. aureus ở MIC.

0,5(1,0) 20

Ức chế tăng trưởng và diệtEscherichia coli, vi khuẩn sống trongđường tiêu hóa, nhiễm
nặng một số chủng có thể gây tiêu chảy, đau bụng, gây viêm sốt và xuất huyết ruột.
Gây mất tính toàn vẹn của màng và há vỡ vách tế bào ở MIC và MBC.

0,1–0,5 (1,0) 21

Ức chế tăng trưởng và diệtAcinetobacter baumannii, vi khuẩn gây viêm phổi và màng
não, nhiễm trùng vết thương, đường máu và tiết niệu.
Gây tăng tính thấm màng tế bào và rò rỉ các đại phân tử nội bào, làm biến đổi hình
thái tế bào và ức chế sự biểu hiện của protein ở MIC và 2×MIC.

1,04(4,17) 22

Ức chế tăng trưởng và diệt H. pylori, xoắn khuẩn sống trong dạ dày gây viêm dạ dày
- tá tràng dẫn đến ung thư dạ dày.
Ức chế sự thành lập biofilm ở 1

2 xMIC và 3
4 xMIC. Gây biến đổi hình thái tế bào H.

pylori (từ dạng xoắn sang dạng cầu khuẩn) ở 4xMIC. Phá vở màng tế bào dẫn đến sự
chết tế bào ở MBC. Ức chế tăng trưởng do ức chế hoạt tính urease của H. pylori với
IC50 = 0,12 mg/mL.

0,08(0,64) 15
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Phương pháp đánh giá độc tính cấp đường
uống của tinh dầu trên chuột thí nghiệm
Thí nghiệm khảo sát độc tính cấp đường uống của
tinh dầu bời lòi chanh trên chuột thí nghiệm được
thực hiện tại Trung tâm Sâm và Dược liệu TP. Hồ
ChíMinh theo phương pháp củaDược điểnViệt Nam
(2018)28 và Đỗ Trung Đàm (2014)29. Dung dịch tinh
dầu (100mg/mL) được pha trong DMSO 10%. Chuột
nhắt trắng được chia đều thành 2 lô, mỗi lô 10 cá thể
(5 con đực và 5 con cái). Các cá thể chuột ở lô thứ 1
được cho uống 3 lần/ngày với liều 20 mL dung dịch
tinh dầu/kg thể trọng chuột thí nghiệm (tương ứng
với 2000 mg/kg cơ thể chuột). Tương tự, các cá thể
chuột ở lô thứ 2 được cho uống dung dịchDMSO10%
(không chứa tinh dầu). Tỷ lệ tử vong của chuột được
ghi nhận sau 72 giờ xử lý. Các dấu hiệu về sự ăn uống,
hoạt động thần kinh, đi lại, leo trèo, bài tiết được theo
dõi trong 14 ngày sau khi xử lý.

Phương pháp đánh giá độc tính tế bào của
tinh dầu
Thí nghiệm đánh giá độc tính của tinh dầu đối với
các dòng tế bào ung thư vú MCF-7, ung thư gan
Hep G2, ung thư phổi NCI-H460 và nguyên bào
sợi (fibroblast) được thực hiện tại PTN. Sinh học
hân tử, Bộ môn Di truyền, Khoa Sinh học và Công
nghệ sinh học, Trường Đại học Khoa học Tự nhiên,
ĐHQGTP. HCM bằng phương pháp sulforhodamine
B (SRB)30,31. Các tế bào được nuôi cấy trên đĩa 96
giếng với mật độ 104 tế bào/giếng đối với các dòng
tế bào MCF-7, Hep G2 và fibroblast và 7,5×103 tế
bào/giếng đối với dòng tế bàoNCI-H460 trong 24 giờ.
Sau đó, môi trường nuôi cấy được thay thế bằng môi
trường có chứa tinh dầu với các nồng độ khác nhau
(0–100 mg/L) trong DMSO 0,25%. Sau 48 giờ ủ, các
tế bào được rửa 1 lần với PBS, được cố định bằng dung
dịch trichloroacetic acid lạnh (50%w/v) trong 20 phút
và được nhuộm với SRD 0,2% trong 20 phút. Sau khi
rửa nhẹ 5 lần với dung dịch acetic acid (1%), thuốc
nhuộmbám trên protein được hòa tan bằng dungdịch
Tris base 10 mM. Tiến hành đo độ hấp thụ của dung
dịch màu tại bước sóng 492 nm. Camptothecin được
sử dụng làm chất đối chứng dương.

Xử lí số liệu
Thí nghiệm được lặp lại 3 lần và giá trị trung bình
± sai số chuẩn (SE) được trình bày. Giá trị IC50
được tính bằng phần mềm GraphPad Prism 5 soft-
ware program (La Jolla, CA, USA). Sự khác biệt giữa
các nghiệm thức được xác định bằng phương pháp
so sánh nhiều cặp Bonferroni (Bonferroni multiple-
comparison method) sử dụng phần mềm GraphPad
Prism 5.

KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN
Tác động của tinh dầu quả bời lời chanh lên
sự cố định của H. pylori ở niêm mạc dạ dày
chuột
Các tiêu bảnmô bệnh học được thực hiện để đánh giá
tác động ức chế của tinh dầu quả bời lời chanh lên sự
cố định của H. pylori ở niêm mạc dạ dày chuột thí
nghiệm. Các tiêu bản mô dạ dày chuột thuộc nhóm
không bị gây nhiễm H. pylori cho thấy không có sự
hiện diện của các tế bào H. pylori trên lớp tế bào
biểu mô của niêm mạc dạ dày chuột (Hình 1A) và
màng các tế bào biểu mô dạ dày vẫn còn nguyên vẹn
(Hình 2A).
Ở nhóm chuột bị nhiễm H. pylori và không được
điều trị bằng tinh dầu (chỉ uống 300 µLDMSO0,6%),
nhiều tế bào H. pylori được tìm thấy trên lớp tế bào
biểumô của niêmmạc (mũi tên đen chỉ các khu vực có
H. pylori) (Hình 1B). Bề mặt lớpmàng tế bào biểumô
cho thấy có nhiều tế bàoH. pylori dạng xoắn (spiral),
cong (curve) và dạng que (bacilli) đang xâm nhiễm
với mật độ cao (Hình 2B). Các tế bàoH. pylori tồn tại
riêng lẻ hoặc có xu hướng kết tụ thành đám biofilm
cố định ở màng tế bào biểu mô (mũi tên đen) và gây
tổn thương, làm phá vỡ màng tế bào biểu mô dạ dày
(mũi tên đỏ) (Hình 2B).
Wang et al. (2022) 32 đã chia quá trình xâmnhiễm của
H. pylori ở dạ dày thành 5 giai đoạn, trong đó Giai
đoạn I: H. pylori xâm nhiễm vào lớp dịch nhầy (mu-
cous membrane); Giai đoạn II: H. pylori xâm nhiễm
các tế bào biểu mô; Giai đoạn III: Gây tổn thương lớp
mô liên kết dưới biểu mô (lamina propria); Giai đoạn
IV: Gây teo niêm mạc; Giai đoạn V: Gây tăng sinh tế
bào nội biểumô. Như vậy, mẫu dạ dày chuột bị nhiễm
H. pylori và không được điều trị tinh dầu cho thấy ít
nhất đang ở giai đoạn II với sự hiện diện củaH. pylori
trên bề mặt của các tế bào biểu mô dạ dày.
Ởnhómchuột nhiễmH. pylori được điều trị bằng 300
µL dung dịch tinh dầu 0,3% (trong DMSO 0,6%) qua
đường uống mỗi ngày 1 lần trong 14 ngày liên tục đã
cho thấy không có H. pylori trong lớp niêm mạc của
mô dạ dày ở 5 cá thể chuột thử nghiệm (Hình 1C). Bề
mặt lớp biểumô cho thấymàng tế bào vẫn còn nguyên
vẹn (Hình 2C) tương tự như ở lớp tế bào biểu mô của
nhóm chuột không nhiễm H. pylori (Hình 2A).
Một số nghiên cứu trước đây đã chỉ ra rằng các tinh
dầu thực vật có hoạt tính bảo vệ dạ dày giúp tránh
khỏi sự nhiễmH. pylori 9,25,33. Chuột bị nhiễmH. py-
lori được điều trị bằng 500 mL dung dịch chứa 0,3%
tinh dầu câymẫu đơn (Paeonia lactiflora) đã cho thấy
không có sự hiện diện của H. pylori trong dạ dày sau
10 ngày điều trị qua đường uống. Chỉ 3 trong số 15
chuột được điều trị với 500 mL dung dịch 0,2% tinh
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Hình 1: Tiêu bản lát cắt ngang mô dạ dày chuột (400X). (A): Nhóm không bị nhiễm H.pylori; (B): Nhóm bị nhiễm
H.pylori không được điều trị với tinh dầu; (C): Nhómbị nhiễmH.pylori và được điều trị với tinh dầu; (1): Lớp cơ niêm
mạc; (2): Lớp biểu mô; (3): Chi tiết một phần lớp biểu mô. Mũi tên màu đen chỉ vị trí có H. pylori.

Hình 2: Tiêu bản lớp bềmặt biểumô dạ dày chuột (400X). (A): Nhóm không bị nhiễm H.pylori; (B): Nhóm bị nhiễm
H.pylori không được điều trị với tinh dầu; (C): Nhóm bị nhiễm H.pylori và được điều trị với tinh dầu. Các mũi tên
màu đen chỉ vị trí có H.pylori, các mũi tên màu đỏ chỉ vị trí màng tế bào biểu mô dạ dày bị thủng.

dầu mẫu đơn có sự giảm đáng kể mật độ tế bàoH. py-
lori trong dạ dày so với nhóm chuột không được điều
trị 25. Tinh dầu cây quế Cinnamomum osmophloeum
cũng có hiệu quả làm giảm mật độ H. pylori trong
dạ dày chuột34. Hỗn hợp tinh dầu (50 mL) từ cây
húng quế (Satureja hortensis L.) và cây kinh giới Hy
lạp (Origanum vulgare subsp. Hirtum)với tỷ lệ 2:1
(v/v) cũng giúp diệt trừH. pylori, nhưng có 30% được
điều trị vẫn còn dương tính vớiH. pylori khi kiểm tra
bằng phương pháp mô bệnh học và PCR 35. Ngoài ra,

tinh dầu được chiết xuất từ nón cây thông Triều Tiên
(P. koraiensis) ở nồng độ 10 và 25mg/mL đã được báo
cáo có tác động rõ rệt lên sự tồn tại củaH. pylori trong
đường tiêu hóa của chuột C57BL/636.
Trong nghiên cứu này, chuột nhiễm H. pylori được
điều trị với 300 mL dung dịch tinh dầu quả bời lời
chanh ở nồng độ 0,3% không còn sự hiện diện của
H. pylori ở mô dạ dày sau 28 ngày. Các thành phần
hóa học chính của tinh dầu này gồm geranial (32,0%),
neral (24,3%), citronellal (14,2%), limonene (10,1%),
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linalool (2,2%), 1,8-cineole (1,5%), sabinene (1,4%) và
citronellol (1,2%)15 có thể liên quan đến hoạt tính ức
chế H. pylori của tinh dầu. Tinh dầu sả chanh (C.
citratus) với thành phần chủ yếu là citral (74,88%),
hỗn hợp của hai đồng phân geranial và neral, đã được
báo cáo có tác động diệt trừ H. pylori hoàn toàn ở
10% chuột được gây nhiễmH. pylori và làm giảmmật
độ H. pylori ở dạ dày của 90% chuột còn lại (2,45 x
104 CFU/dạ dày) so với chuột không được điều trị
(1,82 x 105 CFU/dạ dày)9. Theo Huang và công sự
(2008)37, citronellol được áp dụng qua đường uống
với liều lượng 12,5–50 mg/kg đã làm giảm 53–87% sự
nhiễm H. pylori ở dạ dày chuột thí nghiệm.
Hình thái tế bào dạng xoắn (spiral), hoạt động của các
roi (flagella), sự kết tập tế bào tạo biofilm và hoạt tính
urease là những yếu tố có vai trò quan trọng cho sự
cố định thành công của H. pylori ở niêm mạc của dạ
dày38. Tinh dầu quả bời lời chanh có hoạt tính ức
chế tăng trưởng, gây biến đổi hình thái tế bào từ dạng
xoắn (piral) sang dạng hình cầu (coccoid) và ức chế
hoạt tính urease của H. pylori in vitro15. Kết quả của
nghiên cứu này đã chứngminh được tinh dầu quả bời
lời chanh đã duy trì được hoạt tính kháng khuẩn trong
điều kiện pH acid của dạ dày chuột thí nghiệm, do đó
góp phần loại bỏ sự nhiễm, ức chế được khả năng kết
tập tạo biofilm và cố đinh của H. pylori lên các tế bào
biểu bì của niêm mạc dạ dày. Tuy nhiên, trong phạm
vi quan sát sự cố định của H. pylori qua kính hiển vi,
nghiên cứu chưa làm sáng tỏ được cơ chế tác động
của tinh dầu trong điều kiện in vivo. Các kỹ thuật liên
quan đến việc đánh giá hình thái, sinh lý và sự biển
hiện gene củaH. pylori cần được thực hiện để làm rõ
cơ chế tác động của tinh dầu quả bời lời chanh lên khả
năng cố định của H. pylori ở niêm mạc dạ dày chuột.

Độc tính cấp đường uống của tinh dầu quả
bời lời chanh trên chuột thí nghiệm
Kết quả đánh giá độc tính cấp đường uống của tinh
dầu quả bời lời chanh trên chuột nhắt trắng cho thấy
sau 72 giờ được cho uống dung dịch tinh dầu với liều
2000mg/kg thể trọng, tất cả các cá thể chuột đều bình
thường và tỷ lệ tử vong là 0% (Bảng 2). Các cá thể
chuột ở lô thử nghiệm và đối chứng đều có những
biểu hiện bình thường về sự ăn uống, hoạt động thần
kinh, đi lại, leo trèo và bài tiết sau 14ngày quan sát. Do
đó, tinh dầu quả bời lời chanh ở liều 2000 mg/kg thể
trọng không gây độc tính trên chuột nhắt thử nghiệm,
hoặc có độc tính cấp độ 5, là cấp độc tính thấp nhất
theo thang phân loại cấp độc tính cấp qua đường uống
của GHS39. Tinh dầu quả bời lời chanh cũng đã được
báo cáo không có độc tính cấp đường uống trên chuột
cống (rat) với LD50 khoảng 4000 mg/kg thể trọng40.

Độc tính tế bào của tinh dầu quả bời lời
chanh
Bảng 3 trình bày kết quả khảo sát độc tính của tinh
dầu bời lời chanh trên một số dòng tế bào. Tinh
dầu có tác động gây độc khác nhau với các giá trị
IC50 là 38,39 mg/L đối với dòng tế bào ung thư vú
(MCF-7), 53,37 mg/L đối với dòng tế bào ung thư
phổi (NCI H460), 82,17 mg/L đối với dòng tế bào
ung thư gan (Hep G2), 64,77 mg/L đối với dòng
nguyên bào sợi (Fibroblast) so với đối chứng dương
là camptothecin (IC50 0,003–1,57 mg/L). Theo Döll-
Boscardin và cộng sự41, độc tính tế bào của tinh dầu
được xem là mạnh, trung bình, yếu, rất yếu và không
có độc tính khi giá trị IC50 tuần tự tương ứng là 10
-50 µg/mL, 50-100 µg/mL, 100-200 µg/mL, 200-300
µg/mL, và > 300 µg/mL.Như vậy có thể cho rằng tinh
dầu quả bời lời chanh có độc tính mạnh đối với dòng
tế bào ung thư vú (MCF-7) và có độc tính trung bình
đối với dòng tế bào ung thư phổi (NCI H460), dòng
tế bào ung thư gan (Hep G2) và dòng tế bào nguyên
bào sợi (fibroblast). Kết quả nghiên cứu của Pante và
cộng sự cho thấy tinh dầu quả bời lời chanh có độc
tính mạnh đối với tế bào ung thư tuyến đại trực tràng
(HT-29) với IC50 = 42,3, trong khi có độc tính trung
bình đối với tế bào ung thư cổ tử cung (Hela) với IC50

= 67,7 mg/L và tế bào bình thường Vero (tế bào biểu
mô thận khỉ xanh châu Phi) với IC50 = 72 mg/L42.
Theo Võ Văn Chi (2012) 11 và Đỗ Tất Lợi (2004) 12,
quả bời lời chanh có thể ăn được, giúp kích thích hệ
tiêu hóa và trị đau dạ dày.

KẾT LUẬN
Tinh dầu quả bời lời chanh (L. cubeba) có thể ức chế
hoàn toàn sự cố định của H. pylori lên niêm mạc dạ
dày chuột thí nghiệm và không gây độc trên chuột
nhắt thử nghiệm. Tính an toàn và hoạt tính khángH.
pylori in vivo của tinh dầu quả bời lời chanh cho thấy
tinh dầu này có tiềm năng ứng dụng trong việc phòng
ngừa và hỗ trợ điều trị nhiễmH. pylori. Kết quả bước
đầu cho thấy tinh dầu này có độc tính lênmột số dòng
tế bào ung thư và dòng nguyên bào sợi (fibroblast).
Cần thêm nghiên cứu sâu hơn và trên nhiều dòng tế
bào khác để có thể nhận định chính xác hơn về tính
an toàn của tinh dầu quả bời lời chanh.

LỜI CẢMƠN
Nghiên cứu này được tài trợ bởi Quỹ Phát triển Khoa
học và Công nghệ Quốc gia (NAFOSTED) trong đề
tài mã số 106-YS.06-2015.17. Đề tài được chấp thuận
bởi Hội đồng đạo đức trong nghiên cứu Y sinh học-
ĐHQG HCM thông qua Giấy phép số 702/ĐHQG-
KHCN (ngày 24/04/2017). Nhóm tác giả trân trọng
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Bảng 2: Kết quả thử nghiệm độc tính cấp đường uống của tinh dầu quả bời lời chanh trên chuột nhắt trắng

Liều lượng
(mg/kg thể trọng)

Số cá thể
thử nghiệm

Số cá thể tử vong
sau 72 giờ

Các hoạt động sinh hoạt của
chuột trong 14 ngày

0 10 0 Bình thường

2000 10 0 Bình thường

Bảng 3: Giá trị IC50 của tinh dầu bời lời chanh trên các dòng tế bào được xác định bằng phương pháp SRB

Dòng tế bào

Camptothecin

MCF-7 0,007± 0,002***

NCI H460 0,003± 0,000***

Fibroblast 1,57± 0,84***

Hep G2 0,079± 0,023***

Giá trị trung bình ± sai số chuẩn trong mỗi cột được theo sau bởi các chữ cái khác nhau có sự khác biệt có ý nghĩa thống kê (P <0,05); 
***sự khác biệt có ý nghĩa (P < 0,001) được xác định bằng phương pháp Bonferroni giữa tinh dầu và camptothecin.

cảm ơn Viện Sốt rét-Ký sinh trùng-Côn trùng TP. Hồ
Chí Minh đã cho phép thực hiện thí nghiệm trên mô
hình chuột tại đơn vị.

DANHMỤC TỪ VIẾT TẮT
MBC: Nồng độ diệt khuẩn tối thiểu (Minimum bac-
tericidal concentration)
MIC: Nồng độ ức chế tối thiểu (Minimum inhibitory
concentration)
IC50: Nồng độ ức chế 50% hoạt tính (Half maximal
inhibitory concentration)
MCF-7: Dòng tế bào ung thư vú (Breast cancer cell
line)
NCI H460: Dòng tế bào ung thư phổi (Large cell lung
cancer cell line)
HepG2: Dòng tế bào ung thư gan (Human liver cancer
cell line)

XUNGĐỘT LỢI ÍCH
Nhóm nghiên cứu cam kết bài báo trên không sao
chép, không đăng ở bất kỳ nơi nào và chịu mọi trách
nhiệm về nội dung bài báo, tính chính xác trong các
trích dẫn, đảm bảo tính hợp pháp. Nhóm nghiên cứu
cam kết không mâu thuẫn quyền lợi và nghĩa vụ của
các thành viên trong nhóm tác giả từ lúc gửi bài báo
Tạp chí đến thời gian về sau.

ĐÓNGGÓP CỦA TÁC GIẢ
TrầnThanh Hùng: Thu nhận tinh dầu, thực hiện các
thí nghiệm và viết phần giới thiệu, phương pháp, và
kết quả cho các Hình 1, 2 và Bảng 2, 3.
Đinh Ngọc Phương Thanh: Hỗ trợ thực hiện thí
nghiệm khảo sát tác động của tinh dầu quả bời lời

chanh lên sự cố định củaH. pylori ở niêmmạc dạ dày
chuột.
Lê Thị Thanh Loan: Hỗ trợ thực hiện thí nghiệm
khảo sát tác động của tinh dầu quả bời lời chanh lên
sự cố định của H. pylori ở niêm mạc dạ dày chuột.
Lương Thị Mỹ Ngân: Thiết kế và sắp xếp các thí
nghiệm cho bài báo, chỉnh sửa các Bảng và Hình cho
từng thí nghiệm. Phân tích kết quả và viết phần thảo
luận cho Bảng 3.
Trần Trung Hiếu: Thiết kế và sắp xếp các thí nghiệm
cho bài báo. Cho ý tưởng thiết kế các Bảng và Hình
của bài báo. Viết phần tóm tắt, thảo luận và kết luận,
và chỉnh sửa các phần mở đầu, phương pháp và kết
quả bài báo.
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ABSTRACT
Helicobacter pylori infection is a major cause of gastric and duodenal ulcers due to its ability to
colonize the gastric mucosa. Essential oil (EO) extracted from fresh Litsea cubeba fruit had potent in
vitro antibacterial activity againstH. pylori. This paper presents the evaluation of in vivo anti-H. pylori
activity of the Litsea cubeba essential oil using a mouse model. Additionally, its cytotoxicity in vitro
against four different human cell lines and its acute oral toxicity in Swiss albinomice were assessed.
Oral administration of 300 µL/day of the EO solution at 0.3% for 14 consecutive days resulted in the
complete inhibition of H. pylori colonization in the gastric mucosa of treatedmice. Furthermore, no
signs of toxicity were observed at a dose of 2000 mg/kg body weight of the treated mice during
a 14-day observation period. In vitro cytotoxicity assays, the EO exhibited strong toxicity against
MCF-7 cell line, medium toxicity against NCI-H460, HepG2 and fibroblast cell lines. These results
indicated that the Litsea cubeba essential oil holds promise for the prevention and treatment of
H. pylori infections. Additional studies involving a broader range of cell lines are required to more
accurately evaluate the safety of the Litsea cubeba essential oil.
Keywords: Acute oral toxicity, cytotoxicity, Helicobacter pylori, in vivo antibacterial activity, Litsea
cubeba fresh fruit essential oil, mouse model.
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