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TOÁM TÙÆT
Muåc tiïu: xaác àõnh  hoaåt tñnh chöëng oxy hoáa, gêy àöåc doâng tïë baâo ung thû da B16F10 melanoma

cuãa cao phên àoaån ethyl acetat tûâ laá cêy Traâm böng àoã Callistemon citrinus. Phûúng phaáp: Khaão
saát khaã nùng khaáng oxy hoáa do bùçng phûúng phaáp DPPH, ABTS, khaã nùng gêy àöåc tïë baâo àûúåc
àaánh giaá trïn doâng tïë baâo ung thû  da B16F10 melanoma bùçng phûúng phaáp MTT. Kïët quaã: Cao
phên àoaån ethyl acetat tûâ laá cuãa cêy Traâm böng àoãCallistemon citrinus coá khaã nùng bùæt göëc tûå do
DPPH, ABTS vúái nöìng àöå bùæt göëc tûå do 50% lêìn lûúåt laâ 5,91 ± 0,12 vaâ 14.62 ± 0,14 µg/ml. Trïn
doâng tïë baâo ung thû da B16F10 melanoma, , cao phên àoaån ethyl acetat tûâ laá cuãa cêy Traâm böng àoã
coá khaã  nùng gêy àöåc tïë baâo cao vúái IC50 laâ 41,4 ± 2,56 µg/ml. Kïët luêån: Nhûäng kïët quaã nhêån àûúåc
àaä cho thêëy cao phên àoaån ethyl acetat tûâ laá cuãa cêy Traâm böng àoã coá rêët nhiïìu triïín voång ûáng duång
trong y hoåc nhû laâ möåt thaânh phêìn kïët húåp vúái thuöëc höî trúå vaâ àiïìu trõ ung thû.
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ABSTRACT
Objective: indentify the the antioxidant and cytotoxicity of B1610 melanoma cell line of the

ethyl acetat fraction from the leaves of Callistemon citrinus.Methods:the DPPH and ABTS assays
were applied to evaluate the antioxidant activity. The MTT assay was used to determine
cytotoxicactivity on cancer cell lines (B16F10 melanoma). Results: The ethyl acetate fraction from
the leaves of C. citrinusexhibited the high free radical scavenging activities with IC50 5,91 ± 0,12
and 14.62 ± 0,14 µg/ml, respectively for DPPH and ABTS asssay. For cytotoxic activity, this fraction
showed significantly cell toxic to B16F10 melanoma cell with IC50 41,4 ± 2,56 µg/ml.Conclusion:the
ethyl acetate fraction from the leaves of C. citrinus could be used as the functional food for cancer
treatment.
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MÚÃ ÀÊÌU
Ngaây nay ung thû laâ cùn bïånh gêy tûã vong haâng àêìu trïn toaân thïë giúái [1]. Caác phûúng phaáp

àiïìu trõ ung thû hiïån nay nhû phêîu thuêåt, hoáa trõ liïåu, liïåu phaáp miïîn dõch, liïåu phaáp nhùæm muåc tiïu
phên tûã vaâ Y hoåc cöí truyïìn àaä àûúåc chûáng minh laâ caãi thiïån khaã nùng söëng soát úã bïånh nhên ung thû,
nhûng khaáng thuöëc vaâ caác taác duång phuå nghiïm troång, chùèng haån nhû töín thûúng chûác nùng gan, ûác
chïë tuãy xûúng vaâ àöåc tñnh thêìn kinh, laâ nhûäng trúã ngaåi lúán gêy ra thêët baåi àiïìu trõ [2[, [3]. Do caác
muåc tiïu phên tûã choån loåc cuãa chuáng, caác thaânh phêìn hoaåt tñnh sinh hoåc múái tûâ caác nguöìn thûåc vêåt
àaä nöíi lïn nhû caác yïëu töë trõ liïåu múái vaâ àaáng tin cêåy àïí àiïìu trõ caác loaåi ung thû úã ngûúâi [4], [5].
Thêåt vêåy, trong nûãa thïë kyã qua, nhiïìu dêîn xuêët thûåc vêåt vaâ chêët chuyïín hoáa thûá cêëp àaä àûúåc sûã duång
trong thûåc haânh lêm saâng àïí àiïìu trõ ung thû [6], [7]. Cêy Traâm böng àoã Callistemon citrinus
(Curtis) Skeels, hoå Sim (Myrtaceae), laâ möåt loaâi thûåc vêåt nhiïåt àúái tröìng phöí biïën úã Àöng Nam AÁ
trong àoá coá Viïåt Nam. Caác nghiïn cûáu trïn thïë giúái cho thêëy cêy Traâm hoa àoã coá khaã nùng chöëng àaái
thaáo àûúâng, chöëng beáo phò, chöëng tùng lipid maáu, khaáng virus, khaáng viïm vaâ chöëng ung thû [8],
[9]. ÚÃ Viïåt Nam, cêy Traâm böng àoã chuã yïëu tröìng laâm caãnh. Caác nhaâ khoa hoåc múái chó möåt söë ñt
nghiïn cûáu vïì  thaânh phêìn húåp chêët hoáa hoåc [10]. Vò vêåy, múã röång hûúáng nghiïn vïì hoaåt tñnh sinh
hoåc cuãa Traâmböng àoã taåi Viïåt Nam nhùçm laâm tiïìn àïì cho nhûäng nghiïn cûáu chuyïn sêu àïí tûúng lai
coá thïí ûáng duång vaâo nïìn y hoåc nûúác nhaâ laâ àiïìu hïët sûác cêìn thiïët. Trong nghiïn cûáu naây, khaã nùng
chöëng oxy hoáa, gêy àöåc doâng ung thû tïë baâo da B16F10 melanoma àûúåc khaão saát.

VÊÅT LIÏåU VAÂ PHÛÚNG PHAÁP
Vêåt liïåu vaâ hoáa chêët
Laá cuãa cêy Traâm böng àoã thu haái taåi khu vûåc Thaânh phöë Höì Chñ Minh vaâo thaáng 1 nùm 2022,

àûúåc lûu trûä taåi thû viïån mêîu thûåc vêåt taåi Viïån Sinh hoåc nhiïåt àúái, Viïån Haân lêm Khoa hoåc vaâ Cöng
nghïå Viïåt Nam (VNM-Dung 0422). Laá àûúåc choån laâ laá giaâ, khöng sêu bïånh. DMSO (dimethyl
sulfoxide) and 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5- diphenyltetrazolium bromide (MTT), DPPH (2,2-
diphenyl-2-picrylhydrazyl hydrate), ABTS (2,2#-Azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)
diammonium salt), K2S2O8, khaáng sinh ampicillin àûúåc cung cêëp búãi Sigma Chemical Co. (St.
Louis, U.S.A). Möi trûúâng DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium), huyïët thanh bï (fetal
calf serum- FBS), trypsin EDTA, Phosphate buffered saline (PBS), Penicillin/streptomycin àûúåc
cung cêëp búãi Invitrogen Corp. (CA, U.S.A), thiïët bõ àoåc àôa Elisa Spectra Max ID3 (Molecular
Devices, Myä). Doâng tïë baâo B16F10 melanoma CRL 6475TM do ATCC cung cêëp.

Phûúng phaáp taách chiïët
Laá cêy Traâm böng àoã àûúåc sêëy khö úã nhiïåt àöå 50oC túái khöëi lûúång khöng àöíi vaâ àûúåc nghiïìn

mõn thaânh daång böåt. Böåt laá cêy Traâm böng àoã (200 g) àûúåc chiïët bùçng dung möi ethanol (99,5%) (tyã
lïå dung möi: mêîu 5:1) bùçng phûúng phaáp ngêm dêìm trong 24 giúâ úã nhiïåt àöå37oC; söë lêìn chiïët laâ 3
lêìn. Dõch chiïët ethanol sau àoá àûúåc loåc qua giêëy loåc, cö caån bùçng maáy cö quay aáp suêët thêëp úã 35oC
àïí taåo thaânh cao ethanol. Sau àoá, cao ethanol àûúåc phên àoaån bùçng caác dung möi hûäu cú bùçng
phûúng phaáp loãng – loãng àïí taåo thaânh caác phên àoaån hexane, chloroform, ethyl acetat, nûúác [11].
Cao phên àoaån ethyl acetat àûúåc thu nhêån bùçng bùçng maáy cö quay aáp suêët thêëp úã 35 oC, sêëy khö úã
nhiïåt àöå 50oC túái khöëi lûúång khöng àöíi vaâ sûã duång cho caác thñ nghiïåm xaác àõnh hoaåt tñnh.

Phûúng phaáp xaác àõnh tñnh chöëng oxy hoáa
Thûã nghiïåm DPPH
Hoaåt tñnh chöëng oxy hoáa àûúåc xaác àõnh bùçng phûúng phaáp DPPH. Mêîu àûúåc hoâa trong dung

dõch ethanol úã caác nöìng àöå khaác nhau. Höîn húåp phaãn ûáng bao göìm 100µL mêîu, 100µL dung dich
DPPH trong àôa 96 giïëng àûúåc uã úã 37oC trong 30 phuát úã àiïìu kiïån töëi. Sau àoá mêîu àûúåc àem ài ào
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quang phöí úã bûúác soáng 517nm. Khaã nùng chöëng oxy hoáa àûúc xaác àõnh theo cöng thûác % scavenging
activity = [Acontrol-Asample]/ Acontrol*100. Vitamin C àûúåc sûã duång laâm chûáng dûúng trong
nghiïn cûáu [12].

Thûã nghiïåm ABTS
Göëc tûå do ABTS+ àûúåc hònh thaânh tûâ phaãn ûáng cuãa ABTS 7 mM vaâ kali persulfate (K2S2O8)

2,45 mM vúái tó lïå 3:1, uã trong töëi úã nhiïåt àöå phoâng tûâ 12-16 giúâ trûúác khi sûã duång. Dung dõch
ABTS+ àûúåc pha loaäng vúái nûúác cêët àïí àaåt àöå hêëp thuå 1.00 ± 0.02 taåi bûúác soáng 734 nm. Böí
sung750 µl ABTS+ vaâo 150 µl mêîu vúái caác nöìng àöå khaác nhau. Ào àöå hêëp thuå taåi 734 nm sau 5
phuát. Khaã nùng chöëng oxy hoáa àûúc xaác àõnh theo cöng thûác % scavenging activity = [Acontrol-
Asample]/ Acontrol*100. Vitamin C àûúåc sûã duång laâm chûáng dûúng trong nghiïn cûáu[12].

Phûúng phaáp nuöi cêëy tïë baâo
Tïë baâo B16F10 melanoma  àûúåc cung cêëp búãi ATCC(American Type Culture Collection). Tïë

baâo àûúåc nuöi trïn möi trûúâng DMEM böí sung 10% (v/v) huyïët thanh bï (FBS) vaâ 1% (v/v) khaáng
sinh penicillin/ streptomycine úã 37oC, 5% CO2, húi nûúác baäo hoâa. Tïë baâo àûúåc cêëy chuyïìn sau möîi
3 ngaây vaâ sûã duång cho àïën lêìn cêëy chuyïìn thûá 30.

Phûúng phaáp xaác àõnh àöåc tñnh (MTT thûã nghiïåm)
Àïí xaác àõnh àöåc tñnh cuãa cao ethyl acetat tûâ laá cêy Traâm böng àoã trïn tïë baâo B16F10 melanoma,

thûã nghiïåm dûåa trïn sûå àöíi maâu cuãa MTT (3-(4,5- dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium
bromide) àûúåc sûã duång. Tïë baâo B16F10 àûúåc nuöi trïn àôa 96 giïëng (96-well plate) úã mêåt àöå tïë baâo
3 x 105. Sau 24 giúâ, tïë baâo àûúåc uã vúái mêîu cêìn kiïím tra úã caác nöìng àöå khaác nhau vaâ àûúåc nuöi cêëy
tiïëp trong 48 giúâ. Sau àoá 100 µL dung dõch MTT nöìng àöå 5 mg/mL àûúåc böí sung vaâo caác giïëng.
Sau 4 giúâ uã úã 37oC, möi trûúâng chûáa dung dõch MTT àûúåc huát ra vaâ 100 µL DMSO àûúåc cho vaâo àïí
hoâa tan caác formazan àûúåc taåo ra. Sau àoá mêîu àûúåc àem ài ào quang phöí úã bûúác soáng 540
nm.Doxorubicin (10 mM) àûúåc sûã duång laâm chûáng dûúng trong nghiïn cûáu[13].

Phûúng phaáp xûã lyá söë liïåu
Caác thñ nghiïåm àûúåc lùåp laåi 3 lêìn. Giaá trõ söë liïåu àûúåc biïíu thõ úã giaá trõ trung bònh ± SD

(standard derivation). Söë liïåu àûúåc xûã lyá bùçng phêìn mïìm thöëng kï phêìn mïìm GraphPad prism 8,
phêìn mïìm SigmaPlot 10.0.

KÏËT QUAÃ VAÂ THAÃO LUÊÅN
Kïët quaã aãnh hûúãng cuãa dung möi chiïët àïën khöëi lûúång cao chiïët thu àûúåc tûâ laá cêy Traâm

böng àoã
Lûúång böåt dûúåc liïåu sûã duång àïí chiïët vúái ethanol laâ 200g. Sau khi bay húi dung möi àïí coá cao

àùåc, thu àûúåc 20,16 ± 0,24g cao (hiïåu suêët 10,08±0,12%). Sau àoá, àem 10g cao chiïët thu àûúåc thûåc
hiïån chiïët loãng - loãng vúái caác loaåi dung möi laâ hexane, chloroform, ethyl acetat, nûúác àïí thu nhêån
àûúåc caác cao phên àoaån lêìn lûúåt laâ hexane, chloroform, ethyl acetat vaâ nûúác. Kïët quaã cho thêëy dung
möi nûúác cho khöëi lûúång cao chiïët cao nhêët laâ 5,15 ±0,03g vúái hiïåu suêët chiïët laâ  51,50%; dung möi
ethyl acetat cho hiïåu suêët chiïët cao laâ 35,4 % (Baãng 1). Tûâ kïët quaã àoá cho thêëy dung möi coá tñnh
phên cûåc cao thò seä thu àûúåc khöëi lûúång cao chiïët cao hún. Möåt söë nghiïn cûáu cho thêëy cao phên
àoaån ethyl acetate tûâ laá cêy traâm böng àoã coá khaã nùng khaáng oxy hoáa cao [14]. Do àoá, cao phên
àoaån ethyl acetat àûúåc lûåa choån àïí tiïën haânh àaánh giaá khaã nùng khaáng oxy hoáa vaâ ûác chïë tùng sinh
doâng tïë baâo ung thû da B16F10 melanoma.
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Baãng 1. Hiïåu suêët thu cao tûâ caác loaåi dung möi chiïët

Mêîu         Khöëi lûúång mêîu 10g
Cao phên àoaån Cao phên àoaån Cao phên àoaån Cao phên àoaån

hexan chloroform ethyl acetat nûúác

Khöëi lûúång cao (g) 0,08±0,01 1,23±0,02 3,54±0,01 5,15±0,03

Hiïåu suêët (%) 0,8 12,3 35,4 51,5

Kïët quaã hoaåt tñnh khaáng oxy hoáa
Àïí kiïím tra khaã nùng khaáng oxy hoáa cuãa cao phên àoaån ethyl acetat tûâ laá cêy Traâm böng àoã, thûã

nghiïåm DPPH vaâ ABTS àûúåc thûåc hiïån. Kïët quaã cho thêëy cao phên àoaån ethyl acetat  laá cêy Traâm
böng àoã coá khaã nùng bùæt göëc tûå do cao vúái giaá trõ IC50cho thûã nghiïåm DPPH vaâ ABTS lêìn lûúåt laâ  5,9
µg/mL vaâ 14,6 µg/mL (Hònh 1, 2; Baãng 2,3). Kïët quaã nghiïn cûáu naây phuâ húåp vúái caác nghiïn cûáu
trûúác vïì hoaåt tñnh khaáng oxy hoáa  [10][14]. Kïët quaã nghiïn cûáu cuãa Rotamin vaâ cöång sûå (2019) cho
thêëy cho chiïët töíng tûâ laá cêy Traâm böng àoã úã Nam Phi coá khaã nùng bùæt göëc tûå do DPPH vúái (IC50 =
26,4 µg/ml) [10]. Kïët quaã nghiïn cûáu cuãa Park vaâ cöång sûå cho thêëy cao phên àoaån ethyl acetate coá
khaã nùng bùæt göëc tûå do DPPH vúái IC50 laâ 6,7 µg/mL. Kïët quaã cuäng cho thêëy khaã nùng bùæt göëc tûå do
cuãa cao chiïët cao phên àoaån ethyl acetat tûâ laá cêy Traâm böng àoã cao hún cao chiïët tûâ möåt söë loaâi
thaão dûúåc àûúåc thu thêåp, nghiïn cûáu úã Viïåt Nam nhû àinh lùng, sêìu àêu, ö rö, tú höìng  [15].

Baãng 2. Khaã nùng bùæt göëc tûå do DPPH cuãa cao phên àoaån ethyl acetat tûâ laá cêyTraâm böng àoã

Nöìng àöå mêîu (µg/ml) Khaã nùng bùæt göëc tûå do (%)
125 87,05±0,1

62,5 88,57±0,05

31,25 88,03±0,12

15,625 87,74±1,89

7,8125 66,12±1,00

3,90625 31,75±1,75

1,953125 12,45±1,94

0,976563 1,90±1,86

Vitamin C (10µg/ml) 78,23 ± 1,95

Àöëi chûáng êm 0,0

Kïët quaã taác duång cuãa laá cêy Traâm böng àoã lïn àöåc tñnh cuãa tïë baâo B16F10 melanoma
Àïí khaão saát àöåc tñnh cuãa cao phên àoaån ethyl acetat tûâ laá cêy Traâm böng àoã, tïë baâo B16F10

melanoma àûúåc xûã lyá vúái caác cao phên àoaån laá cêy Traâm böng àoã úã caác nöìng àöå khaác nhau tûâ 0 µg/
mL àïën 200 µg/mL trong 48 giúâ. Sau àoá, àöåc tñnh àûúåc xaác àõnh bùçng thûã nghiïåm MTT. Kïët quaã
cho thêëy, cao phên àoaån ethyl acetat tûâ laá cêy Traâmböng àoã coá khaã nùng ûác chïë tùng sinh tïë baâo
B16F10 tûâ nöìng àöå 12,5 µg/mL(Baãng 4). Giaá trõ gêy chïët 50% IC50 cuãa cao àûúåc xaác àõnh laâ 41,45
µg/mL. Hiïån nay, àaä coá möåt söë nghiïn cûáu vïì àaánh giaá khaã nùng gêy àöåc cuãa laá cêy Traâm böng àoã
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trïn möåt söë doâng tïë baâo ung thû nhû ung thû gan HepG2, ung thû tuyïën tuåy [9][10]. Tuy nhiïn,
nghiïn cûáu vïì àöåc tñnh cuãa cao chiïët laá Traâm böng àoã trïn doâng tïë baâo ung thû da B16F10 melanoma
vêîn chûa coá. Àêy laâ nghiïn cûáu àêìu tiïn cho thêëy hiïåu quaã cuãa laá cêy traâm böng àoã trïn doâng tïë baâo
ung thû da B1610.  Caác nghiïn cûáu trïn doâng tïë baâo da tïë baâo da bònh thûúâng cêìn àûúåc tiïën haânh àïí
laâm roä hún hiïåu quaã an toaân cuãa cao phên àoaån ethyl acetate tûâ cêy Traâm böng àoã cuäng nhû caác àún
chêët coá hoaåt tñnh ûác chïë doâng tïë baâo ung thu da B1610 àang àûúåc thûåc hiïån.

Hònh 1. Khaã nùng bùæt göëc tûå do DPPH
cuãa cao phên àoaån ethyl acetat tûâ laá cêyTraâm böng àoã

Baãng 3. Khaã nùng bùæt göëc tûå do ABTS cuãa cao phên àoaån ethyl acetat tûâ laá cêëy Traâm böng àoã

Nöìng àöå mêîu (µg/ml) Khaã nùng bùæt göëc tûå do (%)
125 86,07±0,10

62,5 85,82±0,06

31,25 83,16±1,47

15,625 63,56±1,08

7,8125 26,59±1,89

3,90625 5,20±1,00

1,953125 0,00±2,00

Vitamin C (10 µg/ml) 75,23 ± 1,34

Àöëi chûáng êm 0,00
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KÏËT LUÊÅN
Hiïån nay, caác nghiïn cûáu vïì hoaåt tñnh sinh hoåc cuãa cêy Traâm böng àoã úã Viïåt Nam vêîn chûa

nhiïìu. Kïët quaã nghiïn cûáu cho thêëy, cao phên àoaån ethyl acetat cuãa loaâi thûåc vêåt naây coá khaã nùng
khaáng oxy hoáa cao vúái giaá trõ IC50 cho thûã nghiïåm DPPH vaâ ABTS lêìn lûúåt laâ 5,9 vaâ 14,6 mg/ml.
Thöng qua thûã nghiïåm MTT, cao phên àoaån ethyl acetat cho thêëy khaã nùng ûác chïë doâng tïë baâo
B16F10 melanoma vúái liïìu gêy chïët 50% laâ 41,45 µg/mL. Caác kïët quaã trïn cho thêëy cao phên
àoaån ethyl acetat tûâ laá cêy Traâm böng àoã coá tiïìm nùng ûáng duång trong laâm thûåc phêím höî trúå sûác
khoãe trong phoâng vaâ höî trúå àiïìu trõ bïånh ung thû. Caác àún chêët coá hoaåt tñnh chöëng oxy hoáa,
khaáng ung thû tûâ cao phên àoaån ethyl acetat àang àûúåc thûåc hiïån nhùçm tòm ra thaânh phêìn àún
chêët coá hoaåt tñnh trong.

Nöìng àöå mêîu (mg/ml) Tó lïå tïë baâo chïët (%)
Àöëi chûáng êm 0

Doxorubicin (10 µM)12,5 48,56 ± 1,616,20± 3,20

25 12,91± 3,54

50 65,47± 2,28

100 87,46± 1,88

200 93,86± 1,11
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