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Tóm tắt 

Thoái hóa thần kinh là sự mất dần cấu trúc hoặc chức năng của các tế bào thần kinh, cuối cùng có thể dẫn đến chết tế bào, đặc 
biệt trong các bệnh rối loạn tâm thần như Alzheimer, Parkinson, Huntington… Nghiên cứu này được thực hiện để đánh giá và tìm 
hiểu cơ chế tác dụng liên quan đến cải thiện suy giảm trí nhớ của cao chiết lá chè đắng (Ilex kudingcha C.J. Tseng - IKE) trên mô 
hình chuột gây thoái hóa tế bào thần kinh bằng trimethyltin (TMT). Chuột nhắt trắng đực, chủng Swiss albino được uống IKE (liều 
270 và 540 mg/kg) hoặc nước cất liên tục trong 7 ngày, sau đó được tiêm một liều TMT 2,6 mg/kg và tiếp tục uống trong suốt quá 
trình thử nghiệm. Từ ngày thứ 28 sau khi điều trị, chuột sẽ được tiến hành làm các thử nghiệm hành vi để đánh giá tác dụng cải thiện 
suy giảm trí nhớ trên chuột. Sau khi kết thúc các thử nghiệm hành vi, chuột sẽ được tách hồi hải mã để tiến hành đánh giá thay đổi 
biểu hiện các gen PIK3R2, IRS1 và tyrosin hydroxylase (TH) bằng phản ứng Realtime - PCR. Kết quả cho thấy, IKE (liều 270 và 
540 mg/kg) có tác dụng cải thiện suy giảm trí nhớ tạm thời và khả năng ghi nhớ - học tập của chuột được đánh giá bằng thử nghiệm 
nhận diện đồ vật và thử nghiệm lẩn tránh thụ động. Kết quả đánh giá thay đổi biểu hiện gen cho thấy IKE có tác dụng phục hồi sự 
giảm biểu hiện của gen PIK3R2 nhưng không làm thay đổi biểu hiện gen IRS1 và gen mã hóa cho enzym TH. Những kết quả này 
cho thấy lá chè đắng có tác dụng cải thiện suy giảm trí nhớ trên chuột TMT có thể liên quan đến sự phục hồi biểu hiện của gen 
PIK3R2, đây là gen giúp tế bào thần kinh được bảo vệ bởi các tác nhân gây tổn thương như TMT. 

Từ khoá: Lá chè đắng, Trimethyltin, Thử nghiệm nhận diện đồ vật, Thử nghiệm mê lộ chữ Y cải tiến, Thử nghiệm lẩn 
tránh thụ động, PIK3R2, IRS1, Tyrosin hydroxylase.  

Summary 
Effect of Ilex kudingcha C.J. Tseng Extract on Improving Memory Deficits Associated with the Restoration of 

PIK3R2 Gene Expression in Mice Model of Trimethyltin-Induced Neurodegeneration 
Neurodegeneration is the progressive loss of structure or function of neuronal cells and ultimately loss of neurons by 

death, particularly in neuropsychiatric disorders such as Alzheimer’s, Parkinson’s, and Huntington’s diseases...This study 
was conducted to evaluate the improvement of cognitive deficit and related mechanism of the leaf extract of Ilex kudingcha 
C.J.Tseng (IKE) on a mice model of trimethyltin (TMT)-induced neurodegeneration. Male Swiss albino mice were orally 
administered IKE (at doses of 270 and 540 mg/kg) or distilled water continuously for 7 days, followed by a single injection 
of TMT (2.6 mg/kg; i.p). The IKE administration was continued throughout the experimental period. From the 28th day after 
treatment, behavioral tests were performed to assess memory improvement effects in TMT mice. After completing the 
behavioral tests, hippocampal tissues were dissected for analysis of changes in the expression of the PIK3R2, IRS1, and TH 
genes using Real-time PCR. The results showed that IKE (270 and 540 mg/kg) improved memory deficits and enhanced fear-
based learning and memory in TMT mice using novel object recognition and passive avoidance tests. Gene expression 
analysis revealed that IKE restored the downregulation of PIK3R2 but did not alter the expression of IRS1 and tyrosine 
hydroxylase (TH) genes. These findings suggest IKE improves memory deficit in TMT-induced neurodegenerative mice, 
partly via the restoration of PIK3R2, which is critical for neuronal protection against damage caused by TMT. 

Keywords: Ilex kudingcha extract, trimethyltin, Object Recognition Test, Modified Y-maze test, Passive avoidance test, 
PIK3P2, IRS1, Tyrosine hydroxylase.  
 

1. Đặt vấn đề 
Thoái hóa thần kinh là sự mất dần cấu trúc hoặc 

chức năng của các tế bào thần kinh, cuối cùng có 
thể dẫn đến chết tế bào. Nhiều bệnh rối loạn tâm 
thần như Alzheimer, Parkinson, Huntington ... xảy 
ra do quá trình thoái hóa thần kinh trong não. Ngày 
càng có nhiều bằng chứng cho thấy sự tích tụ của 
các protein bất thường hoặc sự hình thành các 
nguyên bào sợi, rối loạn chức năng hệ thống 
ubiquitin-proteasome, tổn thương kích thích sinh 
độc tố, các stress oxy hóa hoặc nitro hóa, … là các 
quá trình trong nhiều hội chứng thoái hóa thần kinh 
tiến triển chậm [1]. Mặc dù vậy, nghiên cứu y sinh 
ở cấp độ tế bào đã chứng minh liệu pháp điều trị 
chống lại thoái hóa tế bào thần kinh có thể cải thiện 
được những bệnh rối loạn tâm thần này [2]. 

Chè đắng có tên khoa học là Ilex kudingcha 
C.J. Tseng, thuộc chi Ilex, họ Trâm bùi 

(Aquifoliaceae), phân bố chủ yếu vùng núi đá vôi 
thuộc tỉnh Cao Bằng và một số địa phương khác 
như Hoà Bình, Ninh Bình. Chè đắng được sử 
dụng trong Y học cổ truyền phương đông từ 
nghìn năm với khả năng tiêu đờm, đào thải độc tố, 
tăng cường trí nhớ, kích thích tiêu hoá...[3]. Các 
nghiên cứu hiện đại trong và ngoài nước đã 
chứng minh được nhiều tác dụng của lá chè đắng, 
đặc biệt trong một nghiên cứu trước đây, cho 
thấy cao chiết lá chè đắng có tác dụng cải thiện 
suy giảm trí nhớ ngắn hạn và dài hạn trên mô 
hình chuột bị cắt bỏ thuỳ khứu giác hai bên 
(OBX) [4]. Do vậy, để tiếp tục nghiên cứu thêm 
về tác dụng cải thiện suy giảm trí nhớ của lá chè 
đắng, nghiên cứu này được thực hiện với mục 
tiêu tìm hiểu cơ chế tác dụng cải thiện suy giảm 
trí nhớ của lá chè đắng trên mô hình chuột thoái 
hóa thần kinh gây bởi TMT.  
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2. Đối tượng, phương pháp nghiên cứu 
2.1. Đối tượng nghiên cứu 
Lá chè đắng thu hái tại Cao Bằng (tháng 

6/2023), được giám định và lưu mẫu tại Trung 
tâm Tài nguyên dược liệu, Viện Dược liệu. Dược 
liệu thu hái được sấy khô ở 50oC, đóng gói bảo 
quản nơi khô ráo để phục vụ nghiên cứu. 

Mẫu cao chiết lá chè đắng (IKE) sử dụng trong 
nghiên cứu là cao tiêu chuẩn được chiết theo quy 
trình được mô tả trong tiểu dự án First: “Hợp tác 
nghiên cứu sàng lọc dược liệu có tác dụng ngăn 
ngừa/hỗ trợ điều trị bệnh suy giảm trí nhớ và cơ 
chế tác dụng”, do Ngân hàng thế giới tài trợ Viện 
Dược liệu, được nhóm nghiên cứu thuộc Khoa 
Hoá Thực vật, Viện Dược liệu điều chế. Quy trình 
chiết xuất được mô tả tóm tắt như sau: Lá chè 
đắng được sấy khô, xay thô, ngâm với cồn 80% 
theo tỷ lệ dược liệu/dung môi là 1/10 trong 48 giờ. 
Lọc rút lấy dịch trong. Bã dược liệu được ngâm 
tiếp với cồn thêm 2 lần, mỗi lần 24 giờ. Dịch chiết 
của 3 lần được cô đến cao lỏng 1:2; sau đó thêm 
nước theo tỷ lệ 4/1, để qua đêm, lọc lấy phần tủa, 
sấy chân không ở nhiệt độ 60oC cho đến đạt hàm 
ẩm < 5%. Cao tiêu chuẩn lá chè đắng (IKE) có 
hàm lượng kudinosid E và kudinosid D lần lượt là 
khoảng 4,3% và 3,0%. 

2.2. Động vật thí nghiệm 
Động vật được sử dụng trong nghiên cứu là 

chuột nhắt trắng chủng Swiss albino, giới đực, 
trọng lượng trung bình 25 - 27 g được cung cấp 
bởi Viện vệ sinh dịch tễ Trung ương. Chuột được 
chăm sóc và nuôi trong phòng thí nghiệm với 
nhiệt độ duy trì 22 ± 1oC, ăn uống đầy đủ, chu kỳ 
sáng tối là 12/12 h (chu kỳ sáng từ 7:00 - 19:00). 
Chuột được nuôi ổn định 7 ngày trước khi tiến 
hành thí nghiệm. 

2.3. Phương pháp nghiên cứu 
Để thực hiện nghiên cứu này, chuột bị gây suy 

giảm trí nhớ bằng TMT sẽ được điều trị bằng cao 
tiêu chuẩn lá chè đắng (liều 270 và 540 mg/kg) 
trong 4 tuần, sau đó tiến hành đánh giá tác dụng cải 
thiện suy giảm trí nhớ thông qua các thử nghiệm 
hành vi, bao gồm thử nghiệm nhận diện đồ vật, thử 
nghiệm mê lộ chữ Y cải tiến và thử nghiệm lẩn 
tránh thụ động. Sau khi kết thúc thử nghiệm hành vi, 
tiến hành tách hồi hải mã chuột để đánh giá cơ chế 
tác dụng của lá chè đắng thông qua thay đổi biểu 
hiện của các gen IRS1, PIK3R2, và TH bằng kỹ 
thuật Real-time PCR (RT-PCR). 

- Nhóm chứng sinh lý: chuột được tiêm bằng 
đệm Phosphat - salin 1X (PBSX1), pH=7.4 (dung 
môi pha TMT) và uống nước cất trong suốt quá 
trình thí nghiệm. 

- Nhóm chứng bệnh lý: chuột được tiêm TMT 
liều duy nhất (2,6 mg/kg, i.p) và được uống nước 
cất trong suốt quá trình thí nghiệm. 

- Nhóm điều trị bằng cao tiêu chuẩn lá chè 
đắng (IKE): Chuột được tiêm TMT liều duy nhất 
(2,6 mg/kg, i.p) và được điều trị bằng IKE (liều 
270 và 540 mg/kg) trong suốt quá trình thử 
nghiệm. Thiết kế liều thử nghiệm dựa trên các 

nghiên cứu trước [5] kết hợp với kinh nghiệm sử 
dụng dân gian. 

- Nhóm đối chứng dương: chuột được tiêm 
TMT liều duy nhất (2,6 mg/kg, i.p) và điều trị 
bằng Donepezil (1,5 mg/kg; i.p) trong suốt quá 
trình thử nghiệm. 

Sơ đồ thiết kế nghiên cứu được mô tả tóm tắt 
như trong Hình 1: 

 

Hình 1. Sơ đồ thiết kế nghiên cứu  
 

2.3.1. Thử nghiệm nhận diện đồ vật (Object 
Recognization Test - ORT): 

Chuột được tiến hành theo của tác giả De 
Rosa và cs. (2007) để đánh giá khả năng cải thiện 
trí nhớ tạm thời không phụ thuộc vào không gian 
(non-spatial short-term memory) [6]. Chuột được 
đánh giá thông qua tiêu chí thời gian chuột khám 
phá các đồ vật, và tính toán bằng phần mềm 
ANY-maze (Stoeling, Hoa Kỳ). Bài tập được 
thực hiện 1 lần duy nhất sau khi chuột được uống 
mẫu nghiên cứu 28 ngày. 

2.3.2. Thử nghiệm mê lộ chữ Y cải tiến 
(modified Y-maze): 

Mê lộ chữ Y cải tiến (modified Y-maze) được 
sử dụng rộng rãi để đánh giá trí nhớ ngắn hạn phụ 
thuộc vào không gian của động vật [7]. Phần trăm 
thời gian chuột vào khám phá cánh mới trên tổng số 
thời gian được phân tích so sánh giữa các nhóm 
chuột. Bài tập được thực hiện 1 lần duy nhất sau khi 
chuột được uống mẫu nghiên cứu 35 ngày. 

2.3.3. Thử nghiệm lẩn tránh thụ động (Passive 
avoidance test): 

 Thử nghiệm lẩn tránh thụ động là một thử 
nghiệm hành vi đánh giá trí nhớ và khả năng học 
tập về mặt cảm xúc của động vật bằng cách đo 
mức độ tránh được kích thích gây khó chịu trong 
một môi trường cụ thể. Thiết bị được sử dụng 
trong thử nghiệm bao gồm các khoang sáng và 
tối được ngăn cách bằng cửa cắt tự động. Mỗi 
khoang có một sàn lưới thông qua đó dòng điện 
được phân phối. Thử nghiệm bao gồm hai pha: 
pha tập luyện và pha kiểm tra. Pha tập luyện, 
chuột được đặt vào trong khoang sáng, quay mặt 
ra khoang tối. Chuột được tự do khám phá trong 
10 giây và sau đó cửa cắt được nhấc lên. Khi cả 
bốn chân của chuột bước vào khoang tối, cửa cắt 
đóng lại. Ba giây sau khi cánh cửa đóng lại, 
chuột nhận được những cú kích điện (0.5 mA, 
thời gian 3 giây) qua sàn lưới trong 10 giây và 
sau đó chúng được đưa trở lại chuồng. Pha kiểm 
tra được tiến hành sau pha tập luyện 24 giờ. Khi 
đó, chuột được đưa trở lại khoang sáng, quay mặt 
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ra khoang tối. Sau 10 giây, cửa cắt được nhấc lên 
và ghi nhận thời gian tiềm ẩn chuột đặt 4 chân 
vào khoang tối. Chuột được đánh giá thông qua 
thời gian tiềm ẩn chuột đi vào khoang tối được sử 
dụng để đánh giả khả năng ghi nhớ và học tập 
dựa trên nỗi sợ hãi của chuột. Bài tập được thực 
hiện 1 lần duy nhất sau khi chuột được uống mẫu 
nghiên cứu 40 ngày. 

2.3.4. Đánh giá cơ chế tác dụng cải thiện suy 
giảm trí nhớ của mẫu IKE thông qua thay đổi 
biểu hiện của một số gen liên quan bằng kỹ thuật 
RT-PCR: 

Tách chiết RNA tổng số và tổng hợp cDNA: 
Sau khi kết thúc thí nghiệm hành vi, tách 

hồi hải mã chuột, bảo quản ở -80oC cho đến khi 
tiến hành thí nghiệm. Tách ARN từ hồi hải mã 
và vỏ não bằng dung dịch TRIzol TM Kit 
(TRIzol RNA Isolation Reagents) theo hướng 
dẫn của nhà sản xuất. cDNA được tổng hợp 
bằng phản ứng phiên mã ngược theo quy trình 

của Promega Kit. Quy trình được mô tả tóm tắt 
như sau: 

Thành phần phản ứng:  
RNA tổng số: 2 µg 
10X RT buffer: 2,0 µL 
25X dNTP mix (100 mM):    0,8 µL 
 Primer oligodT:        0,5 µL 
MultiScribeTM Reverse Transcriptase: 1,0 µL 
Nuclease Free- water vừa đủ thể tích 20 µL/ 1 

phản ứng 
Chu trình nhiệt: 25oC/ 10 phút; 37oC/ 120 

phút; 85oC/ 5 phút; 70oC/ 5 phút, 4oC 
cDNA sau khi tổng hợp sẽ được bảo quản -

20oC để tiến hành các thí nghiệm tiếp theo. 
Phản ứng RT-PCR: 
Tiến hành phản ứng RT-PCR để phát hiện 

biểu hiện của 3 gen, bao gồm: IRS1, PIK3R2, và 
TH. Gen β-actin sẽ dùng để là gen nội chuẩn 
trong nghiên cứu này. 

Trình tự các cặp mồi thiết kế như sau: 

Bảng 1. Trình tự các cặp mồi 

STT Tên gen Mồi xuôi  Mồi ngược 
1 IRS1 5-TGTCACCCAGTGGTAGTTGCTC-3 5-CTCTCAACAGGAGGTTTGGCATG-3 
2 PIK3R2 5-CAGTACAACGCCAAGCTGGACA-3 5-TGCTGGTGGTAGACCTTGAGCT-3 
3 TH 5-TGCACACAGTACATCCGTCATGC-3 5-GCAAATGTGCGGTCAGCCAACA-3 
4 β-actin 5-AAC GGT CTCACG TCA GTG TA-3 5-GTG ACA GCA TTG CTT CTG TG-3 

 
- Thành phần của phản ứng (20 µL): 
Nuclease Free-water: 6,0 µL 
Mastermix (Syber green): 10,0 µL 
10 pmol mỗi mồi: 1,0 µL mồi xuôi + 1,0 µL 

mồi ngược cDNA: 2,0 µL 
Tổng thể tích mỗi phản ứng: 20,0 µL   
- Chu trình nhiệt cho gen PIK3R2 và gen TH: 
95oC/ 3 phút;   
95oC/ 5 giây, 63oC/ 10 giây, 72oC/ 10 giây (45 

chu kỳ) 
Melt Curve: 65-95oC 
4oC/ ∞ 
- Chu trình nhiệt cho gen IRS1: 
95oC/ 3 phút;   
95oC/ 5 giây, 61,5oC/ 10 giây, 72oC/ 10 giây 

(45 chu kỳ) 
Melt Curve: 65-95oC 
4oC/∞ 
- Tiêu chí đánh giá: 
Ct: chu kỳ ngưỡng của gen trong nghiên cứu 
Công thức xử lý số liệu: R = 2-ΔΔCt của Livak 
Trong đó:  
R là tỉ lệ biểu hiện của gen đích trên mẫu thử 

so với mẫu chứng 
ΔΔCt = [Ct(T/Tg) - Ct(T/Ref)] - [Ct(C/Tg) - 

Ct(C/Ref)] 
với: 
Ct(T/Tg): chu kỳ ngưỡng của gen đích trong 

mẫu thử 
Ct(T/Ref): chu kỳ ngưỡng của gen nội chuẩn 

β-actin trong mẫu thử 
Ct(C/Tg): chu kỳ ngưỡng của gen đích trong 

mẫu chứng 

Ct(C/Ref): chu kỳ ngưỡng của gen nội chuẩn 
β-actin trong mẫu chứng  

Thí nghiệm được tiến hành với cỡ mẫu 5-6 
con/lô. 

2.4. Phương pháp phân tích số liệu 
Các số liệu nghiên cứu được xử lý thống kê 

bằng phần mềm SPSS 23. Với các mẫu phân bố 
chuẩn, dữ liệu được biểu diễn dưới dạng Mean ± 
S.E.M, sử dụng kiểm định ANOVA kèm hậu 
kiểm LSD hoặc Dunnett’s T3 để so sánh sự khác 
biệt giữa các lô, sử dụng test so sánh cặp (pair 
samples T test) để so sánh sự khác nhau trong 
cùng một lô. Với các mẫu rời rạc hoặc không 
tuân theo phân bố chuẩn, dữ liệu được biểu diễn 
dưới dạng trung vị (khoảng tứ phân vị) và sử 
dụng kiểm định Kruskal- wallis để so sánh sự 
khác biệt giữa các lô, sử dụng test Wilcoxon để so 
sánh sự khác biệt trong cùng một lô. Sự khác biệt 
giữa các lô được coi là có ý nghĩa thống kê khi p 
< 0,05. 

3. Kết quả nghiên cứu 
3.1. Tác dụng cải thiện suy giảm trí nhớ của 

cao chiết IKE trên mô hình chuột bị thoái hóa 
thần kinh gây bởi TMT 

3.1.1. Trên thử nghiệm nhận diện đồ vật 
(ORT): 

Thử nghiệm nhận diện đồ vật nhằm đánh giá 
trí nhớ ngắn hạn không liên quan đến không gian 
của động vật nghiên cứu. Trong thử nghiệm ORT, 
chuột có xu hướng tìm kiếm vật thể mới. Kết quả 
đánh giá tác dụng của cao tiêu chuẩn lá chè đắng 
(IKE) trên thời gian chuột khám phá đồ vật cũ và 
mới được thể hiện trong Hình 2.  
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Hình 2. Tác dụng cải thiện trí nhớ tạm thời của cao tiêu chuẩn 

lá chè đắng (IKE) trên mô hình chuột bị thoái hóa thần kinh 
gây bởi TMT được đánh giá bằng thử nghiệm nhận diện đồ 

vật. A) Giai đoạn luyện tập; B) Giai đoạn kiểm tra 
*p < 0,05, **p < 0,01 so với đồ vật 1 ở cùng một lô thử nghiệm  

(n= 9-11 con/ lô) 
 
Kết quả ở Hình 2 cho thấy: 
Ở giai đoạn luyện tập: Không có sự khác biệt 

về thời gian khám phá 2 đồ vật trong cùng một lô. 
Ở giai đoạn kiểm tra: Thời gian khám phá vật 

mới và vật tương tự có sự khác biệt đáng kể đạt ý 
nghĩa thống kê của nhóm chuột sinh lý (p < 
0,01); trong khi ở nhóm chuột bệnh lý không có 
sự khác biệt giữa thời gian khám phá vật mới và 
vật tương tự, cho thấy thử nghiệm ORT phù hợp 
để đánh giá tác dụng cải thiện suy giảm trí nhớ 
ngắn hạn trên mô hình chuột TMT. Chuột TMT 
được điều trị bằng cao tiêu chuẩn chè đắng (liều 
270 và 540 mg/kg) đều có thời gian khám phá đồ 
vật mới tăng đáng kể so với đồ vật tương tự (p < 
0,05). Chuột điều trị bằng Donepezil 1,5 mg/kg 
thể trọng có thời gian khám phá đồ vật mới tăng 
đáng kể so với đồ vật tương tự, với sự khác biệt 
có ý nghĩa thống kê (p < 0,01). Như vậy cao tiêu 
chuẩn lá chè đắng (270 và 540 mg/kg) có tác 
dụng cải thiện suy giảm trí nhớ tạm thời không 
phụ thuộc vào không gian, được đánh giá bằng 
thử nghiệm nhận diện đồ vật trên chuột TMT. 

3.1.2. Trên thử nghiệm mê lộ chữ Y cải tiến:  
Thử nghiệm mê lộ chữ Y cải tiến nhằm đánh 

giá trí nhớ làm việc phụ thuộc vào không gian. 
Trong thử nghiệm này, khả năng ghi nhớ của 
động vật được đánh giá thông qua % thời gian 
chuột khám phá cánh mới so với thời gian khám 
phá các cánh còn lại. Kết quả đánh giá tác dụng 
của cao tiêu chuẩn lá chè đắng trên tỷ lệ thời gian 
chuột khám phá cánh mở được thể hiện trong 
Hình 3. 

 
Hình 3. Tác dụng cải thiện suy giảm trí nhớ ngắn hạn phụ 
thuộc vào không gian của cao tiêu chuẩn lá chè đắng (IKE) 

trên mô hình chuột bị thoái hóa thần kinh gây bởi TMT 
được đánh giá bằng thử nghiệm mê lộ chữ Y cải tiến 

(n = 9 - 11); *p < 0,05 so với lô bệnh lý 

Kết quả ở Hình 3 cho thấy:  
Chuột bệnh lý TMT có tỷ lệ thời gian khám 

phá cánh mới thấp hơn so với chuột sinh lý, với 
sự khác biệt có ý nghĩa thống kê (p < 0,05). Kết 
quả này cho thấy thử nghiệm mê lộ chữ Y cải 
tiến phù hợp để đánh giá tác dụng cải thiện suy 
giảm trí nhớ ngắn hạn phụ thuộc vào không gian 
trên mô hình chuột TMT. Chuột được điều trị 
bằng IKE (liều 270 và 540 mg/kg) có tỷ lệ thời 
gian khám phá cánh mới không khác biệt đạt ý 
nghĩa thống kê so với lô chuột bệnh lý (p > 0,05). 
Chuột được điều trị bằng Donepezil 1,5 mg/kg có 
tỷ lệ thời gian khám phá cánh mới nhiều hơn 
đáng kể (p < 0,05) so với nhóm chuột bệnh lý. 
Như vậy cao tiêu chuẩn lá chè đắng (270 và 540 
mg/kg) chưa có tác dụng cải thiện suy giảm trí 
nhớ ngắn hạn phụ thuộc vào không gian, được 
đánh giá bằng thử nghiệm mê lộ chữ Y cải tiến 
trên chuột TMT. 

3.1.3. Trên thử nghiệm lẩn tránh thụ động: 
Thử nghiệm lẩn tránh thụ động được sử dụng 

để đánh giá khả năng ghi nhớ và học tập dựa trên 
nỗi sợ hãi của chuột. Kết quả đánh giá tác dụng 
của cao tiêu chuẩn chè đắng (IKE) trên tỷ lệ thời 
gian chuột khám phá cánh mở được thể hiện 
trong Hình 4. 

 
Hình 4. Tác dụng cải thiện suy giảm khả năng ghi nhớ và 
học tập dựa trên nỗi sợ hãi của cao IKE trên chuột TMT 

được đánh giá bằng thử nghiệm lẩn tránh thụ động 
*p < 0,05 so với nhóm bệnh lý (n = 8 - 10 con/lô) 

 
Kết quả ở Hình 4 cho thấy: 
Chuột bệnh lý TMT có thời gian tiềm ẩn vào 

khoang tối giảm đáng kể so với lô sinh lý, với sự 
khác biệt có ý nghĩa thống kê (p < 0,05). Kết quả 
này cho thấy thử nghiệm lẩn tránh thụ động là 
phù hợp để đánh giá tác dụng cải thiện suy giảm 
khả năng ghi nhớ và học tập dựa trên nỗi sợ hãi 
trên mô hình chuột TMT. Chuột điều trị bằng 
IKE ở cả 2 mức liều thử nghiệm đều có thời gian 
tiềm ẩn để vào khoảng tối tăng hơn so với lô 
bệnh lý, tuy nhiên chỉ có liều 270 mg/kg cho thấy 
sự khác biệt đạt ý nghĩa thống kê (p < 0,05). 
Chuột TMT được điều trị bằng Donepezil liều 
1,5 mg/kg có thời gian tiềm ẩn để vào khoang tối 
tăng đáng kể so với lô bệnh lý, với sự khác biệt 
có ý nghĩa (p < 0,05). Như vậy, cao tiêu chuẩn 
chè đắng với mức liều 270 mg/kg có tác dụng cải 
thiện trí nhớ và học tập dựa trên nỗi sợ hãi trên 
mô hình chuột TMT. 
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3.2. Kết quả đánh giá thay đổi biểu hiện một 
số gen liên quan bằng kỹ thuật RT-PCR 

Để tìm hiểu cơ chế tác dụng cải thiện suy 
giảm trí nhớ/nhận thức của cao chiết lá chè đắng 
trên mô hình chuột TMT, chúng tôi tiến thành 
đánh giá thay đổi biểu hiện các gen PIK3R2, 
IRS1 và TH. Những gen này đã được ghi nhận có 
sự thay đổi biểu hiện qua sàng lọc bằng kỹ thuật 
RNAseq. Kỹ thuật phân tích biểu hiện gen định 
lượng RT-PCR được sử dụng để đánh giá cụ thể 
mức độ thay đổi biểu hiện của các gen trên. Kết 
quả sự thay đổi biểu hiện các gen của chuột TMT 
bằng kỹ thuật RT-PCR được biểu hiện ở Hình 5. 

 

Hình 5. Mức độ thay đổi biểu hiện gen trên chuột TMT 
bằng kỹ thuật RT-PCR 

A) Gen PIK3R2, B) Gen IRS1, C) Gen TH 
*p < 0,05; ***p < 0,001 so với nhóm bệnh lý (n = 5-6 con/lô) 

 

 
Kết quả ở Hình 5 cho thấy: 
Gen PIK3R2: Chuột bệnh lý TMT có mức độ 

biểu hiện gen PIK3R2 giảm mạnh so với lô sinh 
lý, với sự khác biệt có ý nghĩa thống kê (p < 
0,001). Chuột TMT được điều trị bằng IKE ở các 
mức liều nghiên cứu có mức độ biểu hiện gen 
PIK3R2 cao hơn so với lô bệnh lý, nhưng chỉ có 
mức liều 270 mg/kg có sự khác biệt đạt ý nghĩa 
thống kê (p < 0,05). Chuột TMT được điều trị 
bằng Donepezil với liều 1,5 mg/kg có mức độ 
biểu hiện gen PIK3R2 cao hơn so với lô bệnh lý, 
đạt ý nghĩa thống kê (p < 0,05). 

Gen IRS1: Chuột bệnh lý TMT có mức độ biểu 
hiện gen IRS1 giảm so với lô sinh lý, đạt ý nghĩa 
thống kê (p < 0,05). Tuy nhiên, chuột TMT được 
điều trị bằng IKE với các liều 270, 540 mg/kg và 
được điều trị bằng Donepezil 1,5 mg/kg không phát 
hiện thấy sự khác biệt đạt ý nghiã thống kê về mức 
độ biểu hiện gen IRS1 so với lô chuột bệnh lý. 

Gen TH: Chuột bệnh lý TMT có mức độ biểu 
hiện gen TH không có sự khác biệt đạt ý nghĩa 
thống kê so với lô sinh lý. Chuột TMT được điều 
trị bằng IKE và Donepezil đều có xu hướng tăng 
cường mức độ biểu hiện gen TH cao hơn so với 
lô bệnh lý, tuy nhiên sự khác biệt chưa đạt ý 
nghĩa thống kê. Như vậy, cao tiêu chuẩn lá chè 
đắng có tác dụng tăng cường mức độ biểu hiện 
gen PIK3R2 trên chuột bị suy giảm trí nhớ do 
thoái hóa thần kinh gây bởi TMT. 

4. Bàn luận 
TMT là hợp chất hữu cơ, có tác dụng gây độc 

thần kinh mạnh, gây suy giảm trí nhớ; hoặc có thể 
gây co giật và tử vong. Nhiều nghiên cứu trên thế 
giới đã sử dụng TMT làm mô hình gây thoái hóa tế 
bào thần kinh, hướng đến việc tìm kiếm thuốc mới 
điều trị các bệnh liên quan đến thoái hóa tế bào thần 

kinh và suy giảm trí nhớ. Trong nghiên cứu này, 
chúng tôi đã sử dụng TMT làm chất độc để gây suy 
giảm trí nhớ nhằm đánh giá tác dụng của lá chè 
đắng và chứng minh cơ chế tác dụng bảo vệ thần 
kinh thông qua thay đổi biểu hiện của một số gen 
liên quan, bao gồm gen PIK3R2, IRS1 và TH.  

Kết quả nghiên cứu đã cho thấy cao IKE ở mức 
liều 270 và 540 mg/kg dựa trên các công bố trước 
đây của chúng tôi đã chứng minh cao chiết lá chè 
đắng có tác dụng cải thiện trí nhớ tạm thời không 
phụ thuộc vào không gian và khả năng ghi nhớ - 
học tập dựa trên sự sợ hãi được đánh giá bằng thử 
nghiệm nhận diện đồ vật (ORT) và lẩn tránh thụ 
động, tuy nhiên không phát hiện thấy có sự cải 
thiện trí nhớ ngắn hạn phụ thuộc vào không gian 
được đánh giá bằng thử nghiệm mê lộ chữ Y cải 
tiến. Những nghiên cứu trước đây cũng chỉ sự liên 
quan giữa acetylcholin (ACh) tới rất nhiều quá 
trình hoạt động của thần kinh như nhận thức, ghi 
nhớ, giải phóng chất dẫn truyền thần kinh 
[8],[9],[10], tuy nhiên trong rất nhiều trường hợp 
rối loạn phổ tự kỷ (Autism spectrum disorder - 
ASD), người ta thấy mất sự điều hoà ACh trong 
quá trình dẫn truyền thần kinh và phát triển não bộ, 
hình thành các hành vi bệnh lý tự kỷ [9],[10],[11]. 
Donepezil là một chất ức chế enzym 
cholinesterase (ChE-I) làm tăng nồng độ ACh 
trong não thông qua ức chế thuận nghịch enzym dị 
hóa chất dẫn truyền thần kinh ACh [12] kết hợp với 
kết quả của chúng tôi trong thử nghiệm ORT có thể 
giúp đưa ra một giả thuyết rằng cao tiêu chuẩn lá 
chè đắng có thể giúp cải thiện trí nhớ trên chuột gây 
mô hình bằng TMT thông qua tăng cường hệ 
cholinergic. Những nghiên cứu tổn thương làm ảnh 
hưởng tới khả năng ghi nhớ, nhận diện đồ vật trên 
chuột liên quan tập trung tới thùy hải mã, không 
phải ở vùng vỏ não hoặc vỏ não trước trán 
[13],[14,[15],[16]. Thùy hải mã  có vai trò trong 
nhận thức môi trường xung quanh, một phần của hệ 
thống ghi nhớ như ghi nhớ thông tin về môi trường, 
không gian, các vị trí, đồ vật đặc hữu [17].  

Thêm vào đó, thử nghiệm lẩn tránh thụ động 
là một trong những thử nghiệm dùng để đánh giá 
khả năng học tập và trí nhớ ngắn hạn dựa trên nỗi 
sợ hãi. Chuột bình thường ở lô sinh lý có thời 
gian tiềm ẩn để bước vào khoang tối cao hơn so 
với chuột ở lô bệnh lý. Điều này cho thấy các tế 
bào não bị tổn thương bởi TMT dẫn đến suy 
giảm khả năng học tập và trí nhớ ngắn hạn. Kết 
quả này tương đồng với những nghiên cứu trước 
đây trên chuột TMT [18],[19]. Từ đó, ta có thể 
thấy rằng TMT gây mất khả năng học tập và trí 
nhớ ngắn hạn dựa trên nỗi sợ hãi do hợp chất này 
gây tổn thương đến các tế bào thần kinh ở hạch 
hạnh nhân, khu vực điều khiển cảm xúc trong 
não [20],[21]. Kết quả của nghiên cứu này cũng 
cho thấy cao chiết tiêu chuẩn lá chè đắng có tác 
dụng cải thiện suy giảm khả năng học tập và trí 
nhớ ngắn hạn phụ thuộc nỗi sợ. Cơ chế của tác 
dụng này có thể do cao IKE giúp bảo vệ các tế 
bào thần kinh ở hạch hạnh nhân trong não, giúp 
bảo tồn chức năng của khu vực này. 
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Để đánh giá cơ chế tác dụng cải thiện suy giảm 
trí nhớ của cao chiết lá chè đắng, chúng tôi tiến 
hành đánh giá sự thay đổi mức độ biểu hiện của các 
gen PIK3P2, IRS1 và TH. Kết quả cho thấy cao 
IKE có tác dụng phục hồi sự giảm biểu hiện của 
gen PIK3R2 (gen mã hóa cho tiểu phần điều hòa 
hoạt động PI3K) đạt ý nghĩa thống kê. Đây là gen 
đóng vai trò quan trọng đối với sự bảo vệ tổn 
thương thần kinh hồi hải mã. Mặc dù cao tiêu chuẩn 
lá chè đắng có xu hướng làm tăng cường sự biểu 
hiện gen IRS1 và gen TH, tuy nhiên mức độ tăng 
này không đạt ý nghĩa thống kê.  

PIK3R2 là gen mã hóa tiểu phần p85β trong 
phức hợp của protein PI3K để điều hòa hoạt tính 
của enzym này [22],[23]. PI3K là enzym sinh tổng 
hợp chất truyền tin PIP3, đóng vai trò quan trọng 
trong con đường tín hiệu PI3K/AKT/mTOR. 
Protein cơ chất của thụ thể insulin (IRS1) là một 
protein chủ chốt trong việc truyền tín hiệu từ thụ thể 
insulin trên bề mặt tế bào đến các đường truyền tín 
hiệu phía dưới. Cả thụ thể insulin và IRS1 đều được 
biểu hiện phổ biến ở các loại tế bào khác nhau, bao 
gồm cả tế bào thần kinh và tế bào nội mô [24],[25]. 
IRS1 và dạng phosphoryl hóa của nó trong hệ thần 
kinh trung ương điều hòa sự biệt hóa của tế bào 
thần kinh và phản ứng với các yếu tố dinh dưỡng 
[26]. Tiểu phần p85β cũng tạo phức hợp với IRS1 
đã được phosphoryl hóa và PI3K, giúp hoạt hóa con 
đường tín hiệu PI3K/AKT [27]. PI3K và con đường 
điều hòa âm tính AKT qua trung gian IRS1 đóng 
vai trò quan trọng trong sự sống chết của tế bào 
thông qua sự điều chỉnh p53, protein đại diện cho 
apoptosis [28],[29]. Trong một nghiên cứu trên các 
tế bào thần kinh bị gây tổn thương bằng ethanol cho 
thấy rằng các tế bào bị tổn thương bởi ethanol có 
hoạt tính của PI3K giảm so với các tế bào bình 
thường. Thêm vào đó, khi có mặt của các yếu tố 
phát triển, hoạt tính của PI3K lại tăng trở lại mức 
bình thường và giúp tế bào thoát khỏi tổn thương 
[30]. Một nghiên cứu khác trên mô hình tế bào thần 
kinh chuột gây độc bởi trimethyltin (TMT) đã cho 
thấy chất này tạo ra stress oxy hóa cho tế bào thần 
kinh. Stress oxy hóa gây ức chế con đường tín hiệu 
PI3K/AKT, dẫn đến thoái hóa tế bào thần kinh [31]. 
Nếu được kích hoạt lại bằng yếu tố phát triển, con 
đường tín hiệu PI3K/AKT sẽ giúp tế bào hồi phục 
khỏi ảnh hưởng của TMT [32]. Sự ức chế con 

đường tín hiệu PI3K/AKT cũng có thể điều hòa âm 
tính hoạt động của IRS1 [24]. Do đó, thoái hóa thần 
kinh gây ra bởi TMT cũng có khả năng ảnh hưởng 
đến biểu hiện của IRS1 và PIK3R2. 

Tyrosin hydroxylase là một enzym đóng vai trò 
then chốt trong quá trình sinh tổng hợp các 
catecholamin. Một nghiên cứu cho thấy rằng việc 
gia tăng hoạt tính của tyrosin hydroxylase gây tăng 
nồng độ dopamin trong não. Nồng độ dopamin 
trong tế bào tăng sẽ kích hoạt con đường thoái hóa 
dopamin bằng enzym MAO. Con đường thoái biến 
này tạo ra nhiều gốc tự do và gốc oxy hóa như 
hydroxy peroxid, nguyên nhân gây stress oxy hóa 
[33],[34]. Việc tăng nồng độ dopamin cũng khiến 
các tế bào thần kinh nhạy cảm hơn với các chất gây 
độc thần kinh như amphetamin hoặc 
methamphetamin [33]. Hoạt động của enzym này 
được điều hòa bởi một số tín hiệu như PI3K/AKT 
và MAPK/ERK. Các con đường tín hiệu này giúp 
tăng cường biểu hiện gen TH giúp tế bào được bảo 
vệ khỏi các tổn thương [35]. Do đó, nếu có các thay 
đổi liên quan đến các con đường tín hiệu như 
PI3K/AKT sẽ gây ảnh hưởng đến biểu hiện của TH. 

Kết quả phân tích biểu hiện gen bằng kỹ thuật 
RT-PCR trên mô hình chuột suy giảm trí nhớ gây 
bởi TMT cho thấy mức độ biểu hiện gen PIK3R2 
và IRS1 giảm đáng kể ở lô bệnh lý. Như vậy, tác 
động của TMT lên gen PIK3R2 gây ức chế con 
đường tín hiệu PI3K/AKT, từ đó làm tế bào không 
thể hồi phục lại sau tổn thương và thoái hóa tế bào 
thần kinh. Điều trị bằng cao chiết IKE có tác dụng 
phục hồi sự giảm biểu hiện PIK3R2 do TMT gây ra.  

5. Kết luận 
Từ những kết quả trên, có thể kết luận như sau: 

Cao tiêu chuẩn lá chè đắng có tác dụng cải thiện 
suy giảm trí nhớ ngắn hạn không phụ thuộc vào 
không gian và trí nhớ liên quan đến nỗi sợ hãi trên 
mô hình chuột bị thoái hóa tế bào thần kinh gây bởi 
trimethyltin liên quan đến phục hồi sự giảm biểu 
hiện của gen PIK3R2.  

Lời cảm ơn: Kết quả thu được trong nghiên cứu này 
là sản phẩm của đề tài cấp Viện Dược liệu (2023-2024): 
“Nghiên cứu cơ chế tác dụng cải thiện suy giảm trí nhớ 
liên quan đến bảo vệ tế bào thần kinh của cao tiêu chuẩn 
lá chè đắng (Ilex kudingcha C.J.Tseng) trên mô hình 
chuột thực nghiệm” 
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Tóm tắt 
Nghiên cứu này đánh giá tác dụng chống lão hóa da của mỹ phẩm đắp mặt chứa cao dương xỉ Dryopteris crassirhizoma 

Nakai và astaxanthin (gọi tắt là mặt nạ) trên mô hình lão hóa da trên chuột gây bởi D-galactose liều 1000 mg/kg tiêm dưới da. 
Tác dụng chống lão hóa da của mặt nạ trên chuột ở hai mức liều là 0,2 mL/lần, 01 lần/ngày và liều 0,2 mL/lần, 02 lần/ngày; 
chứng dương sử dụng là vitamin E 1% liều 0,2 mL/ngày, cùng bôi trong 42 ngày. Kết quả cho thấy ở cả hai mức liều nghiên 
cứu mặt nạ đều cải thiện đại thể và vi thể da chuột, tăng độ ẩm da, tăng nồng độ hydroxyprolin và giảm nồng độ 
malondialdehyd da chuột, làm tăng độ dày lớp thượng bì và trung bì da chuột, so với lô mô hình (p < 0,05); tương đương với 
chứng dương vitamin E 1% liều 0,2 mL/ngày. Kết quả đã ghi nhận mặt nạ chứa cao dương xỉ có tác dụng chống lão hóa da 
trên mô hình chuột bị gây lão hóa bởi D-galactose. 

Từ khóa: Cao dương xỉ (Dryopteris crassirhizoma Nakai), Astaxanthin, Mỹ phẩm đắp mặt (mặt nạ), Chống lão hóa da. 


