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SUMMARY 

 

ANTIOXIDANT ACTIVITY AND THE EFFECT ON MELANIN 

FORMATION IN MOUSE B16 MELANOMA CELL OF  

VERNONIA CINEREA EXTRACTS 

 

The effect of Vernonia cinerea extracts on cell viability and melanogenesis was 

investigated by using mouse B16 melanoma cell model. The results showed all 

extracts reduced the viability of B16 cell in dose-dependent manner and enhanced 

the melanogenesis in which ethanol extract at 200 g/mL exhibited 2.5 folds 

increase in melanin content in comparision to untreated cell. DPPH and ABTS
+ 

methods were used to assess the antioxidant activities and the data were 

correlated in both methods in which indicated antioxidant activities of the 

extracts. The antioxidant activity decreased in manner, the ethanol 70%, ethanol, 

water and ethanol 50% extract. 
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1. MỞ ĐẦU 

B ch đầu ông Vernonia cinerea (L.) 

Less., họ Cúc – Asteraceae là m t 

loài cây thân thảo nhiệt đới mọc 

hoang d i khắp nước ta. Theo y học 

cổ truyền, B ch đầu ông thường dùng 

trị sổ mũi, sốt, ho (lá); tiêu chảy, đau 

d  dày (rễ); viêm gan, m n nhọt, 

viêm tuyến sữa, rắn cắn [1]. Các công 

trình nghiên cứu cho thấy các cao 

chiết B ch đầu ông có ho t tính 

kháng khuẩn [2, 3], giảm đau v  

kháng viêm [4, 5]. Nghiên cứu còn 

cho thấy cao chiết methanol không 

g y đ c tính trên mô hình chu t và 

brine shrimp thử nghiệm [6]. Từ đó 

cho thấy tiềm năng sử d ng B ch đầu 

ông như l  m t lo i dược liệu m t 

cách khoa học. 

Tế bào biểu bì t o hắc tố ở đ ng vật 

có vú đóng vai tr  sản sinh ra melanin 

ở da, nang tóc và mắt. Ở người bị 
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b ch t ng là do thiếu tế bào biểu bì 

t o hắc tố hoặc do chúng không thực 

hiện được chứng năng vốn có của 

chúng [7]. Hiện tượng tóc b c sớm là 

do quá trình lão hóa nên làm mất khả 

năng sinh melanin ở tóc [8]. Tế bào 

B16 ở chu t được sử d ng r ng rãi 

như m t mô hình để đánh giá khả 

năng ức chế hay kích thích quá trình 

sản sinh melanin [9,10]. Chính về thế, 

tế b o B16 được chọn l m mô hình để 

đánh giá ảnh hưởng của các cao chiết 

B ch đầu ông lên khả năng sản sinh 

melanin. Bên c nh đó, ho t tính 

kháng oxi hóa cũng được đánh giá 

nhằm l m rõ h n tiềm năng ứng d ng 

của các cao chiết B ch đầu ông trong 

các sản phẩm chăm sóc da   

2. THỰC NGHIỆM 

2.1. Hóa chất và thiết bị 

Hóa chất: DMEM high glucose with 

phenol red (Wako), trypsin/EDTA 

(Lonza), FBS (Lonza), 

penicillin/streptomycin 100X (Wako), 

WST-8 (Dojindo), Arbutin (Wako), 

DPPH (Wako), ABTS (Sigma), 

K2S2O8 (Merck). Các dung môi: 

Ethanol, DMSO (Wako). Thiết bị: B  

đếm hồng cầu 1 mm
2
, máy đo quang 

phổ microplate spectrophotometer. 

2.2. Nguyên liệu thực vật 

Cây B ch đầu ông được thu hái trên 

địa bàn thành phố Cần Th  trong thời 

kỳ c y đang ra hoa v  được định danh 

bởi TS  Đặng Minh Quân – B  môn 

Sư ph m Sinh học, mẫu được lưu giữ 

t i phòng thí nghiệm Hợp chất thiên 

nhiên – Khoa Khoa học Tự nhiên – 

Trường Đ i học Cần Th   Kết quả 

định danh mẫu cây có tên khoa học là 

Vernonia cinerea (L.) Less. Mẫu 

được thu hái toàn thân rồi rửa s ch, 

lo i bỏ t p bẩn, cắt nhỏ và sấy ở nhiệt 

đ  60ºC đến khối lượng không đổi, 

rồi nghiền mịn thu được b t khô. 

2.3. Chuẩn bị cao chiết 

B t cây B ch đầu ông khô 5 g được 

ngâm trong 40 mL dung môi (ethanol 

tuyệt đối, ethanol 70%, ethanol 50%) 

ở nhiệt đ  phòng, m i lần ngâm trong 

24h và thực hiện lặp l i 3 lần. Dịch 

lọc được gom l i v  cô đuổi bớt dung 

môi rồi tiến h nh đông khô được cao 

chiết tư ng ứng  Đối với cao chiết 

bằng nước được thực hiện tư ng tự 

nhưng mẫu chiết được khuấy giữ liên 

t c ở 60C trong 2h (40 mL x 3 lần), 

dịch chiết nước được lọc và gom 

chung rồi tiến h nh đông khô thu 

được cao chiết nước.  

2.4. Nuôi cấy tế bào 

Tế bào B16 chu t (mouse B16 

melanoma cell line, JCRB0202) được 

cung cấp bởi Health Science Research 

Resources Bank, Tokyo, Nhật Bản. 

Tế b o được nuôi cấy trong môi 

trường DMEM được bổ sung 10% 

FBS và 1% streptomycin/penicillin. 

Sau m i 72h, khi tế b o đ t đến log 

phase thì được xử lý với 0.25% 

trypsin. M t phần tế b o được tiếp t c 

sử d ng để nuôi cấy nhân lên, phần 

còn l i được sử d ng cho thí nghiệm. 

Tất cả các thí nghiệm được lặp l i 3 

lần trên cùng m t đĩa, v  được thực 

hiện 3 lần khác nhau để đảm bảo đ  

lặp l i. Kết quả được xử lý bằng phần 

mềm SPSS 12.0.  
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2.5. Khả năng sống sót của tế bào 

Tế b o B16 được nuôi cấy trong đĩa 

96 giếng với mật đ  ban đầu là 4x10
4
 

tế bào/100 L/giếng ở 37C trong 

môi trường 5% CO2. Sau 24h, môi 

trường nuôi cấy được rút bỏ và tế bào 

được xử lý bằng 100 L hóa chất thử 

nghiệm với nhiều nồng đ  khác nhau 

được hòa tan trong DMEM có chứa 

0.5% DMSO. Sau 48h tiếp theo, tế 

b o được rửa s ch bằng 100 L PBS 

rồi thêm vào 10 L WTS-8 trong 100 

L DMEM. Mật đ  quang được ghi 

nhận t i bước sóng 450 nm sau 2h. 

Mẫu đối chứng là tế b o không được 

xử lý. Phần trăm tế bào sống sót được 

tính theo công thức: 

% sống sót = 
ODmẫu thử  ODWST-8 

ODđối chứng  ODWST-8 

Trong đó:  

- WST-8: DMEM + WST-8  

- Đối chứng : tế bào + DMEM + 

WST-8 

- Mẫu thử: tế bào + DMEM + WST-8 

+ chất thử 

2.6. Khả năng hình thành melanin 

Thí nghiệm đánh giá ảnh hưởng của 

các cao chiết lên khả năng hình th nh 

melanin ở tế b o B16 được tiến hành 

theo phư ng pháp của Shirasugi et 

al., (2010) và Aoki et al., (2007) có 

chỉnh sửa [9, 11]. Tế b o B16 được 

nuôi cấy trong đĩa 60 mm với mật đ  

ban đầu là 2.5x10
4
 tế b o/5 mL/đĩa ở 

37C trong môi trường 5% CO2. Sau 

24h, môi trường nuôi cấy được rút bỏ 

và tế b o được xử lý bằng 5 mL hóa 

chất thử nghiệm với nhiều nồng đ  

khác nhau được hòa tan trong DMEM 

có chứa 0.5% DMSO. Sau 72h tiếp 

theo, tế b o được rửa s ch bằng 100 

L PBS, xử lý bằng trypsin-EDTA 

0.25%. H n hợp được ly tâm ở 1000 

v ng/phút trong 5 phút thu được phần 

tế bào lắng. Phần tế b o n y được 

phân tán l i trong 1 mL PBS và tiến 

h nh đếm số tế bào sống sót bằng 

phư ng pháp Trypan Blue  Phần tế 

bào còn l i, lấy 0 9 mL để tiếp t c ly 

tâm 1000 vòng/phút, 5 phút và thu lấy 

phần tế bào lắng. Tế b o được hòa tan 

trong 110 L NaOH và ủ ở 80
o
C 

trong 15 phút, lấy 100 L và tiến 

h nh đo mật đ  quang ở bước sóng 

475 nm  Đối chứng âm là mẫu tế bào 

không được xử lý bằng chất thử  Đối 

chứng dư ng l  Arbutin  

2.7. Hoạt tính kháng oxi hóa 

2.7.1. Phương pháp DPPH 

Khả năng kháng oxi hóa của các cao 

chiết B ch đầu ông được đánh gia 

bằng phư ng pháp DPPH theo quy 

trình của (Sharma và Bhat, 2009) có 

chỉnh sửa  Trong đĩa 96 giếng chứa 

sẵn 100 L cao chiết với nồng đ  

thích hợp được hòa tan trong 50 % 

methanol, thêm vào 100 L dung dịch 

DPPH trong methanol sao cho nồng 

đ  sau cùng của DPPH là 30 g/mL 

và của cao chiết là từ 0-500 g/mL. 

H n hợp phản ứng được  lắc đều rồi 

giữ trong bóng tối ở nhiệt đ  phòng 
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25C  Sau 30 phút đo đ  hấp thu t i 

bước sóng 517 nm. Dựng đường 

chuẩn nồng đ  mẫu thử theo đ  hấp 

thu quang phổ, từ phư ng đường 

chuẩn có được ta sẽ t nh được phần 

trăm ức chế, được biểu diễn bằng giá 

trị IC50 g/mL  Đối chứng dư ng 

được dùng trong thử nghiệm là 

vitamin C. 

2.7.2. Phương pháp ABTS 

Thử nghiệm kháng oxi hóa ABTS
+ 

được tiến h nh theo phư ng pháp của 

Nenadis et al., (2004) có thay đổi 

[13]. Dung dịch gốc tự do ABTS+ 

được chuẩn bị bằng cách cho dung 

dịch ABTS nồng đ  7 mM vào dung 

dịch K2S2O8 nồng đ  2.45 mM với 

thể tích bằng nhau rồi ủ dung dịch ở 

bóng tối trong 16 h, sau đó pha lo ng 

bằng ethanol rồi điều chỉnh đ  hấp 

thu của dung dịch ở bước sóng 734 

nm đến 0.70  0.05. Dung dịch này 

được dùng cho thử nghiệm. Thử 

nghiệm được tiến hành bằng cách 

thêm 10 L mẫu thử pha trong 

methanol vào 990 L dung dịch gốc 

tự do ABTS+ và ủ ở nhiệt đ  phòng 

(khoảng 25
o
C) trong 6 phút  Đ  hấp 

thu được đo ở 734 nm  Đối chứng 

dư ng được sử d ng trong thử 

nghiệm là Trolox với nồng đ  sau 

cùng là 0-15 g/mL. Thử nghiệm 

được lặp l i 3 lần đ c lập và kết quả 

được biểu diễn bằng giá trị IC50 

g/mL. 

3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

3.1. Khả năng sống của tế bào 

Khả năng sống sót của tế b o được 

đánh giá bằng phư ng pháp WST-8. 

Kết quả được thể hiện trong [Hình 1]. 

Các cao chiết của B ch đầu ông tan 

kém trong nước nên cần có dung môi 

trợ tan. Các công trình nghiên cứu về 

đ c tính của DMSO lên tế bào cho 

thấy ở nồng đ  thấp, DMSO không 

ảnh hưởng lên tế bào [14]. Các thí 

nghiệm s  b  cho thấy nồng đ  

DMSO 0.5 % không ảnh hưởng đáng 

kể lên tế bào B16 mà vẫn đảm bảo 

khả năng h a tan các cao chiết nên 

nồng đ  DMSO 0 5% được sử d ng 

cho thí nghiệm. 

Khi tăng dần nồng đ  của cao chiết, 

khả năng sống của tế bào giảm dần. Ở 

nồng đ  400 và 800 g/mL, hầu hết các 

cao chiết đều g y đ c lên tế bào. Trái 

l i, ở nồng đ  12.5 g/mL, cao ethanol 

70% và ethanol 50% có tác d ng kích 

thích sự tăng sinh tế bào. Các cao chiết 

hầu như đều ảnh hưởng đến số tế bào 

sống sót ở nồng đ  100 và 200 g/mL. 

Nhìn chung, cao ethanol 70% và 50% 

l m tăng sinh ở nồng đ  thấp nhưng khi 

nồng đ  tăng dần, đ c tính của chúng 

lên tế bào m nh h n hai cao chiết 

ethanol v  nước. 
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Hình 1. Ảnh hưởng của các cao chiết lên khả năng sống sót của tế bào 

 

3.2. Khả năng hình thành melanin 

Ảnh hưởng của các cao chiết B ch 

đầu ông lên khả năng hình th nh 

melanin được đánh giá tr n mô hình 

tế bào B16, kết quả được thể hiện 

trong [Hình 2]. DMSO nồng đ  0.5 % 

được xem l  đối chứng  m l m c  sở 

để so sánh với các mẫu khác. Arbutin 

là chất có khả năng ức chế sự hình 

thành melanin, làm giảm khoảng m t 

nửa lượng melanin hình thành và 

khác biệt không đáng kể giữa nồng đ  

100 và 200 g/mL. Ở nồng đ  cao 

chiết 100 g/mL, h m lượng melanin 

không thay đổi nhiều so với đối 

chứng DMSO 0 5% nhưng khi tăng 

đến 200 g/mL thì tất cả các cao chiết 

đều l m tăng sinh h m lượng melanin 

trong đó cao chiết ethanol có tác d ng 

l m tăng sinh cao gấp khoảng 2.5 lần 

so với mẫu không xử lý với cao chiết 

[Hình 3]. Kết quả n y tư ng đồng với 

m t số nghiên cứu trước đ y khi m t 

số cao chiết thu c m t số loài Hồ tiêu  

hay loài Daphne gnidium cũng có khả 

năng k ch th ch quá trình sản sinh 

melanin [15, 16, 17]. 

Khả năng tăng sinh melanin của cao 

chiết B ch đầu ông có thể được ứng 

d ng trị liệu về da khi c  thể mất khả 

năng sinh tổng hợp melanin hoặc ứng 

d ng trong các mỹ phẩm nhu m nâu 

da thay vi sử d ng tia UV để kích 

thích sinh melanin  vốn gây ra nhiều 

tác d ng xấu cho c  thể [18]. Ngoài 

ra, khả năng tăng sinh melanin ở tế 

bào B16 có liên hệ với khả năng l m 

đen lông, tóc ở chu t  nên có thể được 

ứng d ng trong các sản phẩm chống 

b c tóc [19]. Tuy nghiên, các nghiên 

cứu chuyển s u h n về c  chế tác 

đ ng của cao chiết B ch đầu ông lên 

khả năng tăng sinh melanin cần được 

nghiên cứu rõ thêm [20]. 
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Hình 2. Ảnh hưởng của các cao chiết lên khả năng sản sinh melanin 

 

Hình 3. Thể melanin ở mẫu xử lý với cao chiết (phải) so với đối chứng (trái) 

3.3. Hoạt tính kháng oxi hóa 

Bảng 1. Kết quả hoạt tính kháng oxi 

hóa của các cao chiết Bạch đầu ông. 

Cao chiết 
IC50 (g/mL) 

DPPH ABTS 

Ethanol 182.41  11.46 90.37  3.40 

Ethanol 70% 177.51  1.65 67.22  3.21 

Ethanol 50% 237.89  7.86 112.32  7.43 

Nước 188.32  16.80 98.02  2.31 

Đối chứng 

dƣơng 

  

Vitamin C 15.02  0,63 - 

Trolox - 11.80  0.07 

Ho t tính kháng oxi hóa in vitro của 

các cao chiết B ch đầu ông được 

đánh giá bằng hai phư ng pháp 

DPPH và ABTS. Nhìn chung các cao 

chiết B ch đầu ông đều thể hiện ho t 

tính kháng oxi hóa. Trong cả hai 

phư ng pháp [Bảng 1], cao ethanol 

70% đều thể hiện ho t tính kháng oxi 

hóa m nh nhất với IC50 177.51 g/mL 

trong phư ng pháp DPPH v  67 22 

g/mL trong phư ng pháp ABTS  Tất 

cả các cao chiết đều thể hiện ho t tính 

kháng oxi hóa yếu h n so với các chất 

đối chứng dư ng trong từng phư ng 

pháp là Vitamin C và Trolox. Ho t 

tính kháng oxi hóa của các cao chiết 

trong cả hai phư ng pháp khá tư ng 

đồng theo thứ tự: ethanol 70% > 

ethanol > nước > ethanol 50%  Điều 

n y được giải thích là do cả DPPH và 

ABTS đều là những gốc tự do n n c  

chế gây nên ho t tính kháng oxi hóa 

đều l  c  chế làm s ch gốc tự do [21]. 

Khả năng kháng oxi hóa của ethanol 

70% cao h n ethanol tuyệt đối, tư ng 

đồng với kết quả của Sultana et al., 

(2009) nhưng khi ti lệ nước nhiều thì 

khả năng xuy n thấu của dung môi 

qua màng tế bào giảm làm giảm khả 
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năng chiết của dung môi, từ đó l m 

giảm khả năng kháng oxi hóa[22   Khả 

năng kháng oxi hóa của B ch đầu ông 

cùng khả năng tăng sinh melanin th ch 

hợp cho việc sử d ng kết hợp trong 

các lo i mỹ phẩm về da trong đó các 

hợp chất kháng oxi hóa giúp ngăn 

chặn quá trình lão hóa của da [23]. 

4. KẾT LUẬN 

Nghiên cứu n y đ  cho thấy ảnh 

hưởng của các cao chiết B ch đầu ông 

lên khả năng sống sót và hình thành 

melanin trong đó cao ethanol l m tăng 

sinh melanin gấp 2.5 lần so với mẫu 

đối chứng. Ngoài ra, các cao chiết đều 

cho ho t tính kháng oxi hóa trong cả 

hai thử nghiệm DPPH và ABTS. Các 

nghiên cứu chuy n s u h n về c  chế 

tác đ ng cần được tiến hành nhằm làm 

rõ h n về tác d ng của B ch đầu ông 

trong các trị liệu về da. 
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