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TÓM TẮT  

Viêm là một đáp ứng bảo vệ cơ thể của hệ miễn 

dịch đối với các tác nhân có hại. Quá trình viêm quá 

mức gây nên rất nhiều loại bệnh. Hiện nay, viêm 

đang được điều trị bằng thuốc kháng viêm steroid và 

các thuốc kháng viêm không steroid. Tuy nhiên cả hai 

loại thuốc trên đều có những tác dụng phụ không 

mong muốn trên nhiều cơ quan. Vì vậy, nhu cầu tìm 

kiếm những hợp chất kháng viêm mới là cấp thiết, 

đặc biệt là hợp chất có nguồn gốc từ tự nhiên.  

Nghiên cứu này nhằm xây dựng mô hình tế bào RAW 

264.7 trong nghiên cứu sàng lọc hợp chất kháng viêm 

và thử nghiệm khả năng kháng viêm của cây thuốc An 

điền mềm (Hedyotis capitellata var. Mollis). Nghiên 

cứu tiến hành khảo sát sự ảnh hưởng của việc bỏ đói 

tế bào, mật độ tế bào, nồng độ lipopolysaccharide 

(LPS), thời gian ủ LPS lên khả năng tiết nitric oxide 

của tế bào RAW 264.7. Kết quả thực nghiệm cho thấy 

mật độ tế bào tối ưu cho mô hình là 104 tế bào trên 

giếng, gây đói tế bào sử dụng huyết thanh 1 %, sử 

dụng LPS nồng độ cuối là 0.5 µg/mL trong thời gian 

24 giờ. Tiếp theo, nghiên cứu này ứng dụng mô hình 

này để đánh giá khả năng kháng viêm của cây thuốc 

An điền mềm (Hedyotis capitellata var. Mollis) là cây 

thuốc được cộng đồng người Cơ Ho, Bidoup Núi Bà, 

Lâm Đồng, Việt Nam sử dụng để điều trị vết thương 

ngoài da. Dữ liệu thực nghiệm cho thấy các cao chiết 

của cây thuốc đều có khả năng kháng viêm in vitro, 

đặc biệt phân đoạn ether dầu hỏa ở nồng độ 23,8 

µg/mL thể hiện hoạt tính ức chế tiết nitric oxide 

128,20 %, trong khi dexamethason 50 µM cho hiệu 

quả ức chế tiết nitric oxide 112 %.   

 Từ khóa: viêm; RAW 264.7, Hedyotis capitellata var. Mollis, nitric oxide, lipopolysaccharide 

MỞ ĐẦU 

Viêm quá mức là nguyên nhân của nhiều loại 

bệnh như ung thư, tim mạch, đái tháo đường, béo phì, 

loãng xương, thấp khớp, viêm ruột, hen suyễn, suy 

giảm thần kinh trung ương, bệnh Parkinson… [6]. 

Hiện nay viêm đang được điều trị bằng thuốc kháng 

viêm steroid (glucocorticoid-GC) và các thuốc kháng 

viêm không steroid (NSAIDs). Tuy nhiên, cả hai loại 

thuốc trên đều có những tác dụng phụ không mong 

muốn trên nhiều bộ phận cơ thể [9, 12]. Vì vậy, việc 

nghiên cứu, tìm kiếm thêm các hợp chất kháng viêm 

khác là nhu cầu thực tiễn, đặc biệt là nhu cầu sàng lọc 

các hợp chất tự nhiên có hoạt tính kháng viêm từ các 

cây thuốc dân gian. Nhiều mô hình sàng lọc hợp chất 

kháng viêm đã và đang được các nhà khoa học sử 

dụng. Trong đó các mô hình in vitro được thực hiện 

trên các tế bào nuôi cấy có ưu điểm thuận tiện và hiệu 

quả trong việc sàng lọc các hợp chất có hoạt tính 

kháng viêm. 

Trong nghiên cứu về hợp chất kháng viêm, nhiều 

nhà nghiên cứu sử dụng đại thực bào như một mô 

hình thử nghiệm. Có nhiều loại đại thực bào được sử 

dụng như RAW 264.7, J774, WEHI-3, P388D1 [4, 5, 

13, 14, 18]. Trong đó, mô hình tế bào RAW 264.7 

được kích thích bằng lipopolysaccharide (LPS) được 

sử dụng phổ biến trong nghiên cứu sàng lọc hợp chất 
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kháng viêm. Tuy nhiên, các công bố khoa học này 

cho thấy sự khác biệt trong các thông số của mô hình 

kích thích phản ứng viêm sưng như nồng độ LPS, mật 

độ tế bào, nồng độ FBS (Fetal Bovine Serum) sử 

dụng để gây đói tế bào, thời gian gây đói tế bào, và 

thời gian ủ với LPS [4, 5, 7, 14, 18]. Vì vậy, nghiên 

cứu này được thực hiện nhằm tối ưu hóa mô hình 

sàng lọc chất kháng viêm sử dụng tế bào RAW 264.7 

VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP  

Vật liệu 

Cây thuốc (mẫu thử) 

Cây an điền mềm được thu hái tại vườn quốc gia 

Bidoup Núi bà, tỉnh Lâm Đồng, Việt Nam. Cây thuốc 

được định danh tại Khoa Sinh học-Công nghệ sinh 

học, Trường Đại học Khoa học Tự nhiên, Đại học 

Quốc gia TP. Hồ Chí Minh. Sau đó mẫu cây được 

phơi khô, xay nhuyễn, chiết xuất cao toàn phần với 

ethanol 70 %. Các cao phân đoạn ether dầu hỏa, ethyl 

acetat nước, được ly trích từ cao tổng bằng phương 

pháp bổ sung các dung môi tương ứng. Tiếp theo cao 

chiết được cô quay, đông khô và bảo quản ở 4 oC. 

Dòng tế bào động vật 

Tế bào RAW 264.7 (ATCC TIB 71) được cung 

cấp bởi Bộ môn Công nghệ Sinh học Phân tử và Môi 

trường, Khoa Sinh học–Công nghệ Sinh Học, Trường 

Đại học Khoa học Tự nhiên, ĐHQG-HCM. 

Hóa chất 

Môi trường Dulbecco’s Modified Eagle Medium 

– Nutrient Mixture F-12 (Himedia), huyết thanh 

(Sigma), LPS (Sigma), dexamethason (Sigma), thuốc 

thử Griess (Sigma), DMSO (Merck), ethanol 

(Chemsol), ether dầu hỏa (Chemsol), ethyl acetat 

(Chemsol).  

Phương pháp nghiên cứu 

Phương pháp xây dựng mô hình tế bào RAW 

264.7 để sàng lọc chất kháng viêm. 

Tế bào RAW 264,7 được nuôi trong môi trường 

DMEM-F12, FBS 10 % đến độ phủ 70–80 %, sau đó 

tế bào được cấy chuyền qua trong đĩa 96 giếng để 

thực hiện thí nghiệm với các thay đổi về nồng độ 

LPS, mật độ tế bào, các điều kiện gây đói tế bào, thời 

gian ủ với LPS. Sau đó, 50 µL dịch nổi trong đĩa 96 

giếng nuôi tế bào (sau khi đã ủ với LPS và đạt được 

các chỉ tiêu về thời gian và thành phần thí nghiệm) 

được chuyển sang đĩa 96 giếng khác và bổ sung một 

thể tích 50µL thuốc thử Griess, ủ 10 phút. Đo OD 

bước sóng 550 nm. 

Phương pháp khảo sát khả năng ức chế nitric oxide 

của cao chiết cây thuốc an điền mềm. 

Tế bào RAW 264.7 được cấy vào đĩa 96 giếng 

với mật độ 104 tế bào/giếng, ủ trong 12 giờ ở điều 

kiện 37 °C, 5 % CO2. Hút bỏ môi trường cũ và thay 

thế bằng môi trường chứa 1 % FBS, ủ trong 6 giờ. 

Sau đó, thay môi trường cũ bằng môi trường có chứa 

cao chiết (hoặc dexamethason) ở các nồng độ khác 

nhau và LPS nồng độ 0,5 µg/mL, ủ 24 giờ. Hút 50 µL 

dịch nổi trong mỗi giếng sang đĩa 96 giếng khác và 

bổ sung 50 µL thuốc thử Griess, ủ 10 phút. Đo OD 

bước sóng 550 nm. Khả năng ức chế sinh nitric oxide 

được tính bằng công thức: 

 

Khả năng ức chế =
𝑂𝐷550𝑛𝑚 𝑘í𝑐ℎ 𝑡ℎí𝑐ℎ 𝐿𝑃𝑆 𝑘ℎô𝑛𝑔 𝑡𝑟ị 𝑙𝑖ệ𝑢− 𝑂𝐷550𝑛𝑚 𝑘í𝑐ℎ 𝑡ℎí𝑐ℎ đượ𝑐 𝑡𝑟ị 𝑙𝑖ệ𝑢

𝑂𝐷550𝑛𝑚 𝑘í𝑐ℎ 𝑡ℎí𝑐ℎ 𝐿𝑃𝑆 𝑘ℎô𝑛𝑔 𝑡𝑟ị 𝑙𝑖ệ𝑢−𝑂𝐷550𝑛𝑚 𝑘ℎô𝑛𝑔 𝑘í𝑐ℎ 𝑡ℎí𝑐ℎ 𝐿𝑃𝑆
 (%) 

Bố trí thí nghiệm và xử lý số liệu 

Các thí nghiệm được lặp lại ba lần và xử lý 

ANOVA bằng Tukey test, sử dụng phần mềm 

GraphPad Prism (giá trị p<0,05 được xem là có ý 

nghĩa thống kê). 

KẾT QUẢ THẢO LUẬN 

Khảo sát ảnh hưởng của nồng độ chất kích thích 

LPS lên khả năng sinh NO của tế bào RAW 264.7 

Trong mô hình khảo sát hoạt tính kháng viêm 

trên tế bào RAW 264.7, đại thực bào RAW 264.7 

được chủ động kích thích viêm bằng LPS. Tế bào 

RAW 264.7 đáp ứng sự kích thích LPS này bằng các 

điều hoà nội bào và sinh NO. Khảo nghiệm đánh giá 

hoạt tính kháng viêm trên dòng đại thực bào này được 

đánh giá thông qua khả năng làm giảm tiết NO của tế 

bào [2, 3].  
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Nhằm tạo mô hình đại thực bào ở trạng thái kích 

thích viêm, nghiên cứu này tiến hành khảo sát ảnh 

hưởng của hàm lượng LPS lên khả năng tiết NO với 4 

nồng độ 0.5, 1, 2, 4 µg/mL. Kết quả thực nghiệm 

chứng minh cả 4 nồng độ LPS đều cho thấy khả năng 

tiết NO có sự khác biệt có ý nghĩa thống kê so với 

chứng âm (Hình 1). Tuy nhiên, khi tăng nồng độ LPS 

từ 0,5 µg/mL tới 4 µg/mL không có sự gia tăng trong 

sự tiết NO, tỉ lệ tiết NO so với chứng âm không đổi 

và xấp xỉ 1,5 lần. Do vậy, LPS với nồng độ 0,5 

µg/mL được áp dụng cho các thử nghiệm tiếp theo. 

 
Hình 1. Ảnh hưởng của nồng độ chất kích thích LPS lên khả năng sinh NO của tế bào RAW 264.7 

Khảo sát ảnh hưởng của mật độ tế bào lên khả 

năng tiết NO của tế bào RAW  264.7 

Mật độ tế bào trong đĩa nuôi cấy là một yếu tố 

quan trọng tác động lên sinh lý tế bào, đây cũng là 

một yếu tố ảnh hưởng lên khả năng đáp ứng viêm của 

đại thực bào trong môi trường thử nghiệm.  Vì vậy, 

nghiên cứu này tiến hành khảo sát các mật độ tế bào 

khác nhau từ 5x103 tế bào/giếng, 104 tế bào/giếng, 

5x104 tế bào/giếng và 105 tế bào/giếng. Kết quả thực 

nghiệm cho thấy khi tăng mật độ tế bào, lượng NO 

tiết ra tăng. Tuy nhiên, khi mật độ tế bào tăng, tỉ lệ 

tăng so với chứng âm giảm dần. Tỉ lệ tiết NO so với 

chứng âm cao nhất ở mật độ tế bào 104 tế bào/giếng 

đạt 1,5 lần sau đó tỉ lệ này giảm xuống còn 1,18 lần ở 

mật độ 5x104 tế bào/giếng và 1,07 lần ở mật độ 105 tế 

bào/giếng (Hình 2). Mật độ tế bào cao làm môi 

trường bị cạn kiệt dinh dưỡng có thể ảnh hưởng tới 

hoạt động phiên mã của các gene iNOS, làm lượng 

NO sinh ra so với chứng âm bị chậm lại, ngoài ra khi 

mật độ cao, tế bào bị kìm hãm và cảm ứng tự chết 

theo cơ chế apoptosis [11]. Do đó mật độ tế bào 104 

tế bào/giếng là tối ưu cho mô hình của nghiên cứu 

này. 

 
Hình 2. Ảnh hưởng của mật độ tế bào lên khả năng tiết NO của tế bào RAW 264.7 
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Khảo sát ảnh hưởng của các phương pháp gây đói 

tế bào lên khả năng sinh NO của tế bào RAW 

264.7 

Khảo sát sự ảnh hưởng của nồng độ huyết thanh lên 

khả năng sinh NO của tế bào RAW 264.7 

Khi được nuôi cấy ở điều kiện huyết thanh thấp 

(gây đói), tế bào sẽ bước vào giai đoạn G0/G1 và 

không tăng sinh. Hơn nữa sự làm đói toàn bộ huyết 

thanh kích thích đại thực bào sản xuất và tiết IFN-α, 

IFN-β dẫn tới quá trình apoptosis [8, 10, 16]. Vì nồng 

độ FBS gây đói có ảnh hưởng tới khả năng đồng nhất 

tế bào, cảm ứng apoptosis, tiến hành khảo sát ba nồng 

độ FBS làm đói là 2 % 1 % và 0 %. Kết quả cho thấy 

ảnh hưởng của nồng độ FBS tới tỉ lệ NO tiết ra, khi 

nồng độ FBS giảm lượng NO tiết ra cũng giảm. Cả ba 

nồng độ FBS là 2 %, 1 % và 0 % đều cho sự khác biệt 

có ý nghĩa thống kê so với chứng âm. Trong đó, nồng 

độ FBS 1% cho tỉ lệ chênh lệch so với chứng âm cao 

nhất, gấp khoảng 2,6 lần (Hình 3). Như vậy, FBS 1 % 

được sử dụng cho các khảo sát tiếp theo. 

 
Hình 3. Ảnh hưởng của nồng độ huyết thanh lên khả năng sinh NO của tế bào RAW 264.7 

 

Khảo sát ảnh hưởng của thời gian làm đói lên khả 

năng sinh NO của tế bào RAW 264.7 

Bên cạnh nồng độ FBS làm đói tế bào, thời gian 

gây đói tế bào cũng ảnh hưởng đến sự đồng nhất của 

tế bào, thời gian gây đói có thể từ 15–30 phút tới 

nhiều tuần tùy từng loại tế bào [10]. Chu kỳ tế bào 

RAW 264.7 khoảng 12 giờ, do đó nghiên cứu này 

tiến hành khảo sát các khoảng thời gian làm đói 6 giờ 

(khoảng 0,5 chu kỳ), 12 giờ (khoảng 1 chu kỳ) và 18 

giờ (khoảng 1,5 chu kỳ). 

 Khi tăng thời gian làm đói, mặc dù lượng NO 

tiết ra tăng nhưng tỉ lệ NO so với chứng âm giảm dần. 

Khi tăng thời gian làm đói lên 18 giờ, kết quả cho 

thấy không còn sự khác biệt có ý nghĩa thống kê so 

với chứng âm. Tỉ lệ NO sinh ra so với chứng âm đạt 

cao nhất khi làm đói với thời gian là 6 giờ, đạt 2 lần 

và sau khoảng thời gian 12 giờ tỉ lệ này giảm xuống 

và đạt 1,6 lần và cuối cùng sau 18 giờ tỉ lệ này chỉ 

còn 1,2 lần (Hình 4). Điều này gợi ý rằng thời gian 

làm đói quá lâu (lớn hơn 1 chu kỳ tế bào) có tác động 

gây tăng tiết NO quá mức ở cả chứng âm và chứng 

dương. Do đó thời gian làm đói tối ưu chọn được là 6 

giờ. 
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Hình 4. Ảnh hưởng của thời gian làm đói lên khả năng sinh NO của tế bào RAW 264.7 

Khảo sát ảnh hưởng của thời gian ủ với chất kích 

thích LPS lên khả năng sinh NO của tế bào RAW 

264.7 

Thời gian ủ với LPS là một trong những yếu tố 

ảnh hưởng tới lượng NO tiết ra [17]. Vì vậy, tiến 

hành khảo sát thời gian ủ với LPS ở các thời điểm là 

24 giờ, 36 giờ và 48 giờ. Thực nghiệm cho thấy, theo 

thời gian khảo sát, lượng NO tiết ra khi tế bào được 

kích thích tăng dần, cụ thể sau 36 giờ lượng NO tiết 

ra ở chứng dương tăng gấp 2 lần so với chứng dương 

ở 24 giờ, và sau 48 giờ lượng NO tiết ra khi được 

kích thích tăng 4,4 lần so với 24 giờ. Mặc dù lượng 

tiết tăng nhưng tỉ lệ NO bị ảnh hưởng bởi thời gian ủ 

với LPS. Tỉ lệ này đạt cao nhất đạt 2 lần với thời gian 

ủ với LPS là 24 giờ và giảm dần khi tăng thời gian ủ 

với LPS lên 36 giờ và 48 giờ (Hình 5). Kết quả này 

phù hợp với thời gian ủ với LPS của mô hình tế bào 

RAW 264.7 trong các công bố trước đó [4, 5, 15] 

 
Hình 5. Ảnh hưởng của thời gian ủ với chất kích thích LPS lên khả năng sinh NO của tế bào RAW 264.7 
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Hình 6. Quy trình thử nghiệm hoạt tính kháng viêm trên mô hình tế bào RAW 264.7 

 

Các kết quả khảo sát thu được gợi ý quy trình thử 

nghiệm hoạt tính kháng viêm trên mô hình tế bào 

RAW 264.7 (Hình 6). 

Khảo sát khả năng ức chế sinh NO của cao tổng và 

cao phân đoạn cây An điền mềm. 

Tiến hành ứng dụng mô hình đã xây dựng nhằm 

đánh giá khả năng ức chế sinh NO của cao chiết của 

cây thuốc an điền mềm, cây thuốc được đồng bào dân 

tộc K’Ho, tỉnh Lâm Đồng, sử dụng để điều trị vết 

thương ngoài da. Kết quả cho thấy, khi tế bào RAW 

264.7 được kích thích bởi tác nhân LPS, tỉ lệ NO sinh 

ra cao gấp 3 lần. Trong thí nghiệm này, chất kháng 

viêm dexamethason được sử dụng làm chướng 

dương, dexamethason giúp tế bào RAW 264.7 giảm 

tiết hoàn toàn lượng NO. Đối với cây thuốc an điền 

mềm, khả năng ức chế viêm được tìm thấy trong cả 

cao tổng lẫn cao phân đoạn. Ở các cao tổng nồng độ 

62,5 µg/mL ức chế 109,26 % NO sinh ra, cao nước 

nồng độ 24,38 µg/mL ức chế 97,9 % NO sinh ra, cao 

ete dầu hỏa các nồng độ 23,8 µg/mL và 11,9 µg/mL 

cho khả năng ức chế NO hoàn toàn và mạnh hơn 

dexamethason (ức chế 112 %) lần lượt là 128 % và 

118 %. Cao ethyl acetate có khả năng ức chế viêm 

kém hơn so với cao tổng vào cao phân đoạn, chỉ ức 

chế cao nhất 53 % ở nồng độ 5,07 µg/mL. Kết quả 

thu được đã xác định phân đoạn cao chứa các hợp 

chất có hoạt tính cao trong kháng tiết NO là phân 

đoạn nước và phân đoạn ether dầu hỏa (Hình 7). 

Nghiên cứu trước đây của R.Amad và cộng sự 

(2005) trên cao methanol cho thấy cây An điềm mềm 

có khả năng ức chế tiết NO khoảng 40 % ở nồng độ 

cao tổng là 100 µg/mL [1]. Sự khác biệt trong khả 

năng ức chế NO giữa nghiên cứu của đề tài này và 

nhóm tác giả R.Amad có thể do sự phân bố và thời 

gian thu hái, loại cao chiết khác nhau của cây thuốc 

khi tiến hành thí nghiệm. Các kết quả thực nghiệm 

cho thấy mô hình tế bào RAW 264.7 của nghiên cứu 

xây dựng được hoạt động hiệu quả trong việc sàng 

lọc cây thuốc có hoạt tính kháng viêm. 

Ủ 24 giờ 

DMEM/F12 + FBS 10% + 10
4

 tb/giếng 

DMEM/F12 + FBS 10% + LPS 0,5µg/ml + tác nhân kháng 

viêm 

Kiểm tra lượng tiết NO 

Ủ 12 giờ 

DMEM/F12 + FBS 1% 

Ủ 6 giờ 
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Hình 7. Khả năng ức chế sinh NO của cao tổng và cao phân đoạn cây an điền mềm 

KẾT LUẬN 

Nghiên cứu đã thành công trong việc xây dựng 

mô hình tế bào RAW 264.7 nhằm sàng lọc chất 

kháng viêm với các thông số : nồng độ LPS 0,5 

µg/mL, mật độ tế bào 104 tế bào/giếng, nồng độ huyết 

thanh gây đói 1 %, thời gian gây đói 6 giờ, và thời 

gian ủ với LPS là 24 giờ.  

Lời cảm ơn : Công trình này được thực hiện với kinh 

phí từ đề tài mã số B2014-18-04 được cấp bởi Đại 

học Quốc gia Thành phố Hồ Chí Minh (ĐHQG-

HCM) và sự hỗ trợ của Vườn Quốc Gia Bidoup - Núi 

Bà, Lâm Đồng, Việt Nam. 
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Optimization of an anti-inflammatory 

screening model on the RAW 264.7 

macrophage cell  
 Le Dinh To 

  Nguyen Trung Kien 

 Tran Linh Thuoc 

  Dang Thi Phuong Thao 

University of Science, VNU-HCM 

 ABSTRACT 

Inflammation is the response of living tissues to 

the injury. Prolonged or inappropriate inflammation 

has been involved with many diseases such as, 

cancer, diabetes, heart disease… These days, 

inflammation has been treated by nonsteroidal and 

steroidal anti-inflammatory drugs, which have a lot 

of side effects. It opens the need and interest of new 

drugs discovery. Particularly, scientific and 

pharmaceutical communities show great interest in 

finding new anti-inflammatory compounds in 

traditional medicinal plants. This study aimed to 

optimize an in vitro anti-inflammatory model. Cell 

heterogeneity, cell density, LPS concentration and 

LPS incubation time were chosen to optimize the 

production of nitric oxide (NO) in RAW 264.7 

macrophage cells. Our results show that 104 

cells/well, FBS 1 %, starvation for 6 h, LPS 0.5 

µg/mL in 24 h were optimized parameters in the 

model. Then, extracts from Hedyotis capitellata, a 

traditional medicinal plant used by K’ho minority, 

Bidoup Nuiba national park, Lam Dong province, 

Vietnam, was chosen to evaluate the in vitro anti-

inflammatory model. The anti-inflammatory activity 

was tested by measuring the production of NO in 

lipopolysaccharide-activated RAW 264.7 

macrophage cells. The experimental data indicate 

that the extracts of this plant decreased NO 

production in LPS-stimulated RAW 264.7, 

particularly, the petroleum ether fraction at the 

concentration of 23.8 µg/mL inhibited NO production 

by 128.20 %; whereas dexamethasone 50 µM 

inhibited NO accumulation to 112 %.   

 

Keywords: inflammation, RAW 264.7; Hedyotis capitellata var. Mollis; nitric oxide; lipopolysaccharide. 
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