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Điểm nổi bật  

 Phát hiện chính: Cu²⁺ gây ra sự điều hòa trái ngược giữa hai gene sửa chữa DNA: gadd45a 
bị ức chế (giảm 11 lần) trong khi gadd45g được cảm ứng mạnh (tăng 17.5 lần). 

 Tác động rõ rệt: Ở nồng độ cao (10 µg/L Cu²⁺), các gene giải độc mt2 và chống oxy 
hóa (sod1, sod2) tăng mạnh theo nồng độ (gấp 9-17 lần). 

 Giá trị thực tiễn: Bộ ba MT2, SOD2 và GADD45G là các dấu ấn sinh học tiềm năng để 
giám sát ô nhiễm Cu²⁺ trong môi trường nước 

Tóm tắt: Ô nhiễm kim loại nặng, đặc biệt là Cu²⁺ trong môi trường nước là mối quan tâm toàn cầu. 
Nghiên cứu này nhằm mục đích đánh giá một cách có hệ thống các đáp ứng phân tử của phôi cá ngựa vằn 
(Danio rerio) khi tiếp xúc với các nồng độ Cu²⁺ khác nhau (0,1; 1,0 và 10,0 µg/L Cu²⁺) trong 24 giờ. 
Nghiên cứu tập trung vào các dấu ấn sinh học chính liên quan đến giải độc kim loại, đáp ứng tổn thương 
DNA và chống oxy hóa, bao gồm metallothionein 2 (mt2), các protein GADD45 (GADD45A, GADD45G) 
và các enzyme chống oxy hóa superoxide dismutase (SOD1, SOD2).  Phương pháp Real-time PCR (qPCR) 
và Western blot được sử dụng đồng thời để phân tích cả mức độ phiên mã và dịch mã. Kết quả cho thấy 
mức biểu hiện của các gene (mt2, gadd45a, gadd45g, sod1, sod2) và các protein tương ứng (MT2, 
GADD45A, GADD45G, SOD1, SOD2) có đáp ứng rõ ràng theo nồng độ Cu²⁺. Ở nồng độ 10 µg/L Cu²⁺, 
biểu hiện của các gene mt2, gadd45g, sod1 và sod2 tăng mạnh ở mức độ mRNA (gấp 9,1 đến 17,5 lần), 
đồng thời mức protein tương ứng (MT2, GADD45G, SOD1 và SOD2) cũng tăng đáng kể (gấp 8,5 đến 15,8 
lần). Ngược lại, gadd45a bị ức chế rõ rệt (giảm 11 lần ở mức độ mRNA), trong khi protein tương ứng 
(GADD45A) cũng giảm đáng kể (6,7 lần) ở nhóm 1,0 µg/L Cu²⁺. Sự tương đồng trong xu hướng biểu hiện 
gene và protein cho thấy các cơ chế đáp ứng chủ yếu được điều hòa ở mức độ phiên mã. Sự điều hòa trái 
ngược giữa GADD45A và GADD45G phản ánh một chiến lược thích nghi của tế bào nhằm cân bằng giữa 
sửa chữa DNA, sống sót và chết tế bào. Nghiên cứu này cung cấp dữ liệu nền tảng quan trọng cho đánh giá 
rủi ro sinh thái và sự hiểu biết sâu sắc hơn về cơ chế độc tính của Cu²⁺ ở cấp độ phân tử, đồng thời khẳng 
định vai trò của cá ngựa vằn như một mô hình sinh học nhạy cảm để giám sát ô nhiễm. 

Từ khóa: Độc tính Cu²⁺; cá ngựa vằn; stress oxy hóa; tổn thương DNA; biểu hiện gene; Western 
blot; dấu ấn sinh học. 

1. ĐẶT VẤN ĐỀ   
Sự phát triển nhanh chóng của đô thị hóa và công nghiệp hóa đã làm gia tăng sự tích tụ kim 

loại nặng trong môi trường nước, gây rủi ro đối với hệ sinh thái và sức khỏe con người [1, 2]. Các 
nguồn phát thải chính bao gồm nước thải công nghiệp (luyện kim, điện tử), khí thải từ nhà máy 
nhiệt điện và phương tiện giao thông, cũng như các hoạt động khai thác mỏ [2, 3]. Trong số các 
kim loại nặng, đồng (Cu²⁺) là một nguyên tố vi lượng thiết yếu, đóng vai trò là đồng yếu tố thiết 
yếu trong nhiều quá trình sinh lý như hô hấp tế bào và hệ thống chống oxy hóa [3].  
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Tuy nhiên, khi vượt quá ngưỡng sinh học, Cu²⁺ trở nên độc hại do khả năng xúc tác hình 
thành các loại oxy phản ứng (ROS) thông qua các phản ứng oxy hóa khử, dẫn đến stress oxy hóa 
và tổn thương protein, lipid cũng như DNA. 

Cá ngựa vằn (Danio rerio) là một mô hình lý tưởng trong nghiên cứu độc chất học môi 
trường và sinh học phát triển nhờ các đặc điểm như kích thước nhỏ, sinh sản nhanh, phôi phát 
triển ngoài cơ thể và trong suốt, cùng với mức độ tương đồng di truyền cao với người [4, 5]. 
Ngoài ra, các con đường đáp ứng stress ở cá ngựa vằn được bảo tồn cao, giúp loài này trở 
thành một hệ thống cảnh báo sinh học hiệu quả đối với ô nhiễm môi trường nước [5, 6]. Để 
đối phó với stress kim loại, tế bào phát triển một mạng lưới phòng vệ phức tạp. Trong đó, 
metallothionein 2 (MT2) là một protein liên kết kim loại có vai trò quan trọng trong giải độc 
kim loại và điều hòa stress oxy hóa [6]. 

Các protein thuộc họ GADD45 (GADD45A và GADD45G) đóng vai trò quan trọng trong 
đáp ứng tổn thương DNA, tham gia điều hòa chu kỳ tế bào, sửa chữa DNA và apoptosis [7–9]. 
Sự điều hòa khác biệt giữa các thành viên trong họ này có thể quyết định số phận tế bào, từ sửa 
chữa đến chết theo chương trình [7]. Quá trình apoptosis - một cơ chế sinh học cơ bản trong đáp 
ứng stress tế bào - đóng vai trò quan trọng trong duy trì cân bằng nội môi [10]. Hệ enzyme 
superoxide dismutase (SOD1 và SOD2) đóng vai trò tuyến phòng thủ đầu tiên chống lại stress 
oxy hóa, xúc tác chuyển đổi superoxide thành hydrogen peroxide và oxy [11,12]. 

Mặc dù đã có nhiều nghiên cứu về độc tính của kim loại nặng, các nghiên cứu đánh giá 
đồng thời mối tương quan giữa biểu hiện gene và protein của các dấu ấn sinh học này trong 
phôi cá ngựa vằn ở giai đoạn phát triển sớm vẫn còn rất hạn chế. Do đó, nghiên cứu này 
nhằm: (1) đánh giá tác động của Cu²⁺ lên biểu hiện của các gene mt2, gadd45a, gadd45g, 
sod1 và sod2; (2) phân tích mối tương quan giữa các đáp ứng ở mức độ phiên mã và dịch 
mã; và (3) cung cấp cơ sở khoa học cho việc ứng dụng các dấu ấn sinh học này trong giám 
sát ô nhiễm Cu²⁺ trong môi trường nước [13]. 

2. VẬT LIỆU VÀ PHƢƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 
2.1. Nuôi cá và thu phôi 
Cá ngựa vằn trưởng thành (dòng AB) được duy trì trong hệ thống tuần hoàn dưới các điều 

kiện tiêu chuẩn: nhiệt độ 28 ± 1°C, pH 7,2 ± 0,2, độ dẫn điện 500 µS/cm và chu kỳ sáng/tối 
14:10 giờ. Cá được cho ăn hai lần mỗi ngày bằng artemia và thức ăn viên công nghiệp. Để thu 
phôi, cá bố mẹ được cho giao phối tự nhiên vào sáng sớm với tỷ lệ đực:cái là 1:2. Phôi được thu 
thập trong vòng 30 phút sau khi đẻ, rửa sạch và chọn lọc những phôi phát triển bình thường (giai 
đoạn phôi nang sớm) dưới kính hiển vi soi nổi (stereomicroscope) 

2.2. Bố trí thí nghiệm  
Phôi cá ngựa vằn được phân bố ngẫu nhiên hoàn toàn vào bốn nhóm xử lý (150 phôi mỗi 

nhóm cho mỗi lần lặp lại (n = 3): (1) nhóm đối chứng được nuôi trong môi trường tiêu chuẩn 
(E3); (2) nhóm xử lý với 0,1 µg/L Cu²⁺; (3) nhóm xử lý với 1,0 µg/L Cu²⁺; và (4) nhóm xử lý 
với 10,0 µg/L Cu²⁺. 

Các dung dịch xử lý được chuẩn bị từ CuSO₄·5H₂O (độ tinh khiết ≥ 99%, cấp phân tích). 
Nồng độ đồng trong thí nghiệm được biểu diễn theo hàm lượng ion Cu²⁺ tương đương (µg/L 
Cu²⁺). Các giá trị này được tính toán dựa trên khối lượng phân tử của CuSO₄·5H₂O để đảm bảo 
tính chính xác và khả năng so sánh với các nghiên cứu trước. 

Phôi được nuôi trong đĩa Petri polystyrene đường kính 90 mm chứa 50 mL môi trường 
tương ứng và ủ ở 28 ± 1°C trong 24 giờ. Môi trường được thay mới sau 12 giờ nhằm duy trì 
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nồng độ Cu²⁺ ổn định trong suốt thời gian thí nghiệm. pH của môi trường được theo dõi và duy 
trì ổn định trong suốt quá trình thí nghiệm. 

2.3. Phân tích biểu hiện gene bằng real-time PCR (qPCR) 
Tổng RNA được tách chiết từ phôi cá ngựa vằn bằng bộ kit TRIzol Reagent (Thermo 

Scientific, USA) theo hướng dẫn của nhà sản xuất. Nồng độ và độ tinh sạch của RNA được xác 
định bằng máy NanoDrop 2000 spectrophotometer (Thermo Scientific, USA), với tỷ lệ 
A260/A280 trong khoảng 1,8–2,0. 

Thư viện cDNA được tổng hợp từ 1 µg RNA tổng số bằng bộ kit RevertAid First Strand 
cDNA Synthesis Kit (Thermo Scientific, USA) theo quy trình của nhà sản xuất. 

Phản ứng qPCR được thực hiện trên hệ thống QuantStudio 5 (Applied Biosystems, USA) 
sử dụng bộ kit SYBR Green qPCR Master Mix (PCR Biosystems, UK). Quy trình qPCR được 
thực hiện theo phương pháp 2 bước (two-step), sử dụng cDNA làm khuôn. Thể tích phản ứng là 
20 µL, bao gồm 10 µL master mix, 0,8 µL mồi xuôi và mồi ngược (10 µM), 2 µL cDNA và 6,4 
µL nước không chứa nuclease. Trình tự mồi sử dụng trong real-time PCR (Bảng 1) 

Chu trình nhiệt gồm: 95°C trong 2 phút, tiếp theo là 40 chu kỳ gồm 95°C trong 10 giây, 
58°C trong 15 giây và 72°C trong 15 giây. Độ đặc hiệu của sản phẩm PCR được kiểm tra bằng 
phân tích đường cong nóng chảy (melting curve analysis). Biểu hiện gene được chuẩn hóa theo 
gene nội chuẩn ef1α và tính toán theo phương pháp 2^-ΔΔCt [14].  

Bảng 1. Trình tự mồi sử dụng trong real-time PCR (qPCR) 
 

Gene Trình tự mồi xuôi 
(forward) (5' - 3') 

Trình tự mồi ngƣợc 
(reverse) 

(5' - 3') 

Kích thƣớc 
sản phẩm 

(bp) 

mt2 CCT GCA AGT GCA CTA 
ATT GCC AGT 

TCT GTT TCA AGA 
AGC CGA AAG CCC 120 

gadd45a AAC GTG GTC TTG TGT 
CTG CT 

AGG TCC ATC GAC 
TCT CCT CC 152 

gadd45g CGC CTT GGA TAC GTC 
CG 

CTC TTG ACA CGC 
GAC CAG TA 145 

sod1 TGA GAC ACG TCG GAG 
ACC 

TGC CGA TCA CTC 
CAC AGG 138 

sod2 TTC AGG GCT CAG GCT 
GG 

ATG GCT TTA ACA 
TAG TCC GGT 161 

ef1α 

 
GTA CTA CTC TTC TTG 

ATG CCC 
GTA CAG TTC CAA 

TAC CCT CCA 110 

Nguồn: Mồi cho mt2, sod1, sod2 được điều chỉnh từ [15]; mồi cho gadd45a, gadd45g 
được điều chỉnh từ [14]; mồi ef1α  từ [14, 15]. 
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2.4. Tách chiết protein và phân tích Western blot 
Một nhóm phôi song song (50 phôi cho mỗi mẫu, n = 3) được sử dụng để phân tích 

protein. Mẫu được đồng nhất hóa trong 200 µL đệm ly giải RIPA (Beyotime, China) có chứa 1 
mM PMSF và hỗn hợp ức chế protease. Dịch đồng nhất được ly tâm ở 12.000 × g trong 15 phút 
ở 4°C. Protein hòa tan trong phần nổi phía trên được thu thập và định lượng bằng phương pháp 
Bradford sử dụng albumin huyết thanh bò (BSA) làm chuẩn [16]. 30 µg protein từ mỗi mẫu 
được điện di trên gel SDS-PAGE 12% và sau đó chuyển lên màng PVDF (Millipore, USA). 
Màng được ủ trong dung dịch chặn (5% sữa gầy Tris-buffered saline containing 0,1% Tween-20 
(TBST)) trong 2 giờ ở nhiệt độ phòng. Tiếp theo, màng được ủ qua đêm ở 4°C với các kháng thể 
sơ cấp sau: anti-MT2 (Abcam, ab12228, pha loãng 1:1000), anti-GADD45A (Cell Signaling 
Technology, #4632, 1:1000), anti-GADD45G (Santa Cruz, sc-133685, 1:500), anti-SOD1 
(Abcam, ab13498, 1:2000), anti-SOD2 (CST, #13141, 1:1000), và anti-β-Actin (Sigma, A5441, 
1:5000) làm đối chứng nội sinh. Sau khi rửa, màng được ủ với kháng thể thứ cấp liên hợp HRP 
(goat anti-rabbit IgG hoặc goat anti-mouse IgG, pha loãng 1:5000) trong 2 giờ ở nhiệt độ phòng 
(~25°C). Tín hiệu được phát hiện bằng thuốc thử ECL Prime (Cytiva, USA) và chụp ảnh trên hệ 
thống ChemiDoc™ MP Imaging System (Bio-Rad, USA). Cường độ vạch được phân tích định 
lượng bằng phần mềm Image Lab (Bio-Rad, USA) và chuẩn hóa theo β-actin. 

2.5. Phân tích thống kê 
Các thí nghiệm được thực hiện với ba lần lặp lại sinh học độc lập (biological replicates). 

Dữ liệu được trình bày dưới dạng giá trị trung bình ± độ lệch chuẩn (Mean ± SD). Sự khác biệt 
giữa các nhóm được phân tích bằng phương pháp phân tích phương sai một yếu tố (One-way 
ANOVA) và kiểm định hậu kiểm Tukey cho so sánh nhiều cặp. Giá trị p < 0.05 được coi là có ý 
nghĩa thống kê. Tất cả các phân tích được thực hiện bằng phần mềm GraphPad Prism phiên bản 
9.0 (GraphPad Software, USA). 

3. KẾT QUẢ 
3.1. Tác động của Cu²⁺ lên biểu hiện gene 
Kết quả phân tích qPCR cho thấy Cu²⁺ gây ra những thay đổi mạnh mẽ và phụ thuộc vào 

nồng độ trong biểu hiện của tất cả các gene được nghiên cứu sau 24 giờ xử lý (Bảng 2, Hình 1). 
Bảng 2. Mức độ biểu hiện tương đối của các gene mt2, gadd45a, gadd45g, sod1 và sod2 trong 
phôi cá ngựa vằn 24 hpf được xử lý với các nồng độ Cu²⁺ khác nhau (0,1; 1,0; 10,0 µg/L Cu²⁺) 

Gene Đối chứng 0,1 µg/L 1,0 µg/L 10,0 µg/L 

mt2 1,00 ± 0,10 1,15 ± 0,12 1,20 ± 0,15 9,10 ± 0,95* 

gadd45a 1,00 ± 0,08 0,63 ± 0,06* 0,09 ± 0,01* 0,15 ± 0,02* 

gadd45g 1,00 ± 0,09 1,50 ± 0,14 2,30 ± 0,20* 17,50 ± 1,80* 

sod1 1,00 ± 0,11 1,25 ± 0,13 1,40 ± 0,16 14,20 ± 1,50* 

sod2 1,00 ± 0,10 1,30 ± 0,12 1,50 ± 0,14 14,50 ± 1,55* 

*p < 0,05 so sánh cụ thể với nhóm đối chứng 
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Hình 1. Biểu hiện tương đối của các gene mt2, gadd45a, gadd45g, sod1 và sod2 theo nồng độ Cu²⁺. 

Biểu hiện gene mt2 tăng mạnh gấp 9,1 lần ở nồng độ 10 µg/L Cu²⁺ so với đối chứng (p < 
0,05). Ở các nồng độ thấp hơn (0,1 và 1,0 µg/L Cu²⁺ ), sự thay đổi không có ý nghĩa. 

Gene gadd45a: Ngược lại, gene gadd45a bị ức chế sâu sắc. Ở nồng độ 1,0 µg/L Cu²⁺ , 
biểu hiện gene giảm mạnh nhất, chỉ còn 9% so với mức đối chứng (giảm 11 lần, p < 0,05). Ở 
các nồng độ khác, biểu hiện gene cũng giảm đáng kể. 

Gene gadd45g cho thấy xu hướng biểu hiện hoàn toàn trái ngược với gene gadd45a. Biểu 
hiện gene tăng dần theo nồng độ, đạt mức tăng gấp 17,5 lần ở nhóm 10 µg/L Cu²⁺ (p < 0,05). 

Các gene sod1 và sod2 đều cho thấy xu hướng biểu hiện tăng mạnh, có ý nghĩa chỉ ở nồng 
độ cao nhất (10 µg/L Cu²⁺), với mức tăng lần lượt là 14,2 và 14,5 lần (p < 0,05). Ở các nồng độ 
thấp hơn, sự thay đổi không có ý nghĩa thống kê. 

3.2. Tác động của đồng Cu²⁺ lên biểu hiện protein 
Kết quả phân tích định lượng protein bằng phương pháp Western blot (Bảng 3 , Hình 2) 

cho thấy xu hướng biểu hiện protein nhìn chung tương tự với dữ liệu phiên mã, mặc dù có sự 
khác biệt về mức độ. 

Protein MT2 tăng mạnh ở nồng độ 10 µg/L Cu²⁺ (gấp 8,5 lần so với đối chứng, p < 0,05), 
trong khi ở các nồng độ thấp hơn sự thay đổi không có ý nghĩa thống kê. 

Protein GADD45A giảm rõ rệt, đặc biệt ở nhóm 1,0 µg/L Cu²⁺ (giảm 6,7 lần), phù hợp với 
xu hướng giảm ở mức độ mRNA 
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Bảng 3. Mức độ biểu hiện protein tương đối của MT2, GADD45A, GADD45G, SOD1 và 
SOD2 trong phôi cá ngựa vằn 24 hpf được xử lý với các nồng độ Cu²⁺ 

 

Protein Đối chứng 0,1 µg/L Cu²⁺ 1,0 µg/L Cu²⁺ 10,0 µg/L Cu²⁺ 

MT2 1,00 ± 0,12 1,30 ± 0,15 1,45 ± 0,18 8,50 ± 0,90* 

GADD45A 1,00 ± 0,10 0,70 ± 0,08 0,15 ± 0,02* 0,25 ± 0,03* 

GADD45G 1,00 ± 0,11 1,40 ± 0,16 2,10 ± 0,25* 15,80 ± 1,65* 

SOD1 1,00 ± 0,09 1,35 ± 0,14 1,60 ± 0,17* 12,50 ± 1,30* 

SOD2 1,00 ± 0,13 1,25 ± 0,15 1,55 ± 0,18 13,50 ± 1,40* 

*p < 0,05 so sánh cụ thể với nhóm đối chứng 

 
Hình 2. Biểu hiện protein MT2, GADD45A, GADD45G, SOD1 và SOD2 theo nồng độ Cu²⁺. 

Ngược lại, protein GADD45G tăng mạnh theo nồng độ và đạt mức cao nhất ở nhóm 10 
µg/L Cu²⁺ (tăng 15,8 lần, p < 0,05). 

Protein SOD1 và SOD2 đều tăng đáng kể ở nồng độ cao nhất, với mức tăng lần lượt là 
12,5 và 13,5 lần (p < 0,05). 

4. THẢO LUẬN 
Nghiên cứu này cung cấp một cái nhìn toàn diện về đáp ứng phân tử của phôi cá 

ngựa vằn đối với stress do Cu²⁺ gây ra thông qua phân tích tích hợp giữa mức độ phiên mã 
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và dịch mã. Kết quả cho thấy cơ chế đáp ứng phức tạp, phụ thuộc nồng độ và đặc hiệu theo 
từng gene/protein. 

4.1. Đáp ứng giải độc và chống oxy hóa 
Sự gia tăng mạnh mẽ biểu hiện của protein MT2 ở nồng độ 10 µg/L Cu²⁺ là một đáp ứng 

điển hình đối với stress kim loại nặng và phù hợp với các nghiên cứu trước đây [6]. Sự cảm ứng 
này có liên quan đến hoạt hóa các cơ chế điều hòa nội bào nhằm duy trì cân bằng kim loại. MT2 
có khả năng liên kết với các ion Cu²⁺ tự do, góp phần làm giảm độc tính và hạn chế sự tham gia 
của Cu²⁺ vào các phản ứng oxy hóa khử tạo ROS. 

Sự gia tăng đồng thời của protein SOD1 và SOD2 cho thấy sự hiện diện rõ rệt của stress oxy 
hóa. Đặc biệt, SOD2 đóng vai trò quan trọng trong ty thể - nơi sản sinh chính các gốc superoxide 
trong quá trình phosphoryl hóa oxy hóa. Kết quả này phù hợp với các nghiên cứu trước đó về 
stress oxy hóa và độc tính kim loại trên cá ngựa vằn [11,12, và 17]. Ngoài ra, các nghiên cứu gần 
đây cũng cho thấy stress oxy hóa và tổn thương ty thể là cơ chế trung tâm trong độc tính kim loại 
kết hợp và các tác nhân môi trường khác [18]. 

4.2. Đáp ứng tổn thƣơng DNA và sự điều hòa trái ngƣợc của GADD45 
Một phát hiện quan trọng của nghiên cứu là sự điều hòa trái ngược giữa hai protein 

GADD45A và GADD45G. Dữ liệu cho thấy GADD45A giảm đáng kể, đặc biệt ở nồng độ 1,0 
µg/L Cu²⁺, trong khi GADD45G lại tăng mạnh theo nồng độ. 

Theo Hollander và cộng sự (1993) [8], GADD45A là một thành phần quan trọng trong 
đáp ứng tổn thương DNA và có liên quan đến quá trình apoptosis. Sự giảm biểu hiện của 
GADD45A trong nghiên cứu này có thể phản ánh một cơ chế thích nghi nhằm hạn chế kích 
hoạt sớm quá trình chết tế bào theo chương trình, một hiện tượng sinh học cơ bản đã được mô 
tả bởi Kerr và cộng sự (1972) [10]. 

Ngược lại, GADD45G được cảm ứng mạnh, phù hợp với vai trò điều hòa chu kỳ tế bào 
và hỗ trợ sửa chữa DNA đã được báo cáo trước đó [9]. Sự gia tăng này có thể cho phép tế bào 
kéo dài thời gian sửa chữa tổn thương trước khi tiếp tục chu kỳ tế bào. Ngoài ra, các protein 
thuộc họ GADD45 đã được chứng minh có vai trò như các cảm biến stress phân tử trong các 
cơ chế sửa chữa DNA [7]. 

Sự điều hòa trái ngược giữa GADD45A và GADD45G cho thấy một chiến lược thích 
nghi tinh vi của tế bào: ở mức stress trung bình, tế bào ưu tiên hạn chế apoptosis để duy trì sự 
sống sót; trong khi ở mức stress cao hơn, các cơ chế sửa chữa DNA được tăng cường nhằm 
bảo vệ tính toàn vẹn bộ gene. 

4.3. Ý nghĩa sinh thái và môi trƣờng 
Kết quả nghiên cứu không chỉ cung cấp hiểu biết về cơ chế mà còn có giá trị ứng dụng 

trong giám sát môi trường. Các protein MT2, SOD2 và GADD45G cho thấy đáp ứng rõ ràng và 
phụ thuộc nồng độ đối với Cu²⁺, cho thấy tiềm năng sử dụng như các dấu ấn sinh học phân tử. 

Việc kết hợp nhiều dấu ấn sinh học (ví dụ: MT2 phản ánh phơi nhiễm kim loại, SOD2 
phản ánh stress oxy hóa, và GADD45G phản ánh tổn thương DNA) có thể cung cấp một đánh 
giá toàn diện hơn về mức độ ô nhiễm so với chỉ dựa vào nồng độ Cu²⁺ trong môi trường nước. 

5. KẾT LUẬN 
Nghiên cứu này làm sáng tỏ tác động của Cu²⁺ lên đáp ứng phân tử của phôi cá ngựa vằn 

thông qua phân tích tích hợp giữa biểu hiện gene và protein. Kết quả cho thấy Cu²⁺ gây ra các 
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thay đổi phụ thuộc nồng độ trong biểu hiện của các gene mt2, gadd45a, gadd45g, sod1 và sod2, 
đồng thời phản ánh tương ứng ở mức độ protein. 

Sự gia tăng mạnh của các protein MT2, SOD1 và SOD2 xác nhận vai trò quan trọng của 
các cơ chế giải độc kim loại và chống oxy hóa trong đáp ứng với stress do Cu²⁺. Ngược lại, sự 
điều hòa trái ngược giữa GADD45A và GADD45G cho thấy một chiến lược thích nghi phức tạp 
của tế bào nhằm cân bằng giữa sửa chữa DNA và kiểm soát chết tế bào. 

Các protein MT2, SOD2 và GADD45G cho thấy đáp ứng rõ ràng và phụ thuộc nồng độ 
đối với Cu²⁺, qua đó thể hiện tiềm năng sử dụng như các dấu ấn sinh học phân tử trong giám sát 
ô nhiễm Cu²⁺ trong môi trường nước. 

Đạo đức nghiên cứu: Nghiên cứu sử dụng phôi Cá ngựa vằn (Danio rerio) được thực hiện theo 
các quy định hiện hành về sử dụng động vật trong nghiên cứu khoa học và đảm bảo giảm thiểu tối đa 
đau đớn cho sinh vật thí nghiệm.  

Lời cảm ơn và nguồn tài trợ: Nghiên cứu này không nhận tài trợ từ bất kỳ tổ chức nào.  

Tuyên bố về việc sử dụng trí tuệ nhân tạo (AI): Nhóm tác giả có sử dụng công cụ trí tuệ nhân tạo 
(AI) chỉ nhằm hỗ trợ chỉnh sửa ngôn ngữ và trình bày bản thảo. Nội dung khoa học, phân tích dữ liệu và 
kết luận hoàn toàn do các tác giả thực hiện và chịu trách nhiệm. 

Tuyên bố về đóng góp của tác giả: Ngô Văn Tuấn:Thiết kế nghiên cứu, xây dựng ý tưởng, phân 
tích dữ liệu và viết bản thảo và chỉnh sửa bản thảo; Đặng Đăng Khoa: Thực hiện thí nghiệm, thu thập dữ 
liệu, hỗ trợ phân tích và chỉnh sửa bản thảo; Nguyễn Thi Thu Hằng: Xử lý số liệu, hỗ trợ viết và chỉnh 
sửa bản thảo. Tất cả các tác giả đã đọc, góp ý và đồng ý với phiên bản cuối cùng của bài báo. 

Tuyên bố về xung đột lợi ích: Các tác giả cam kết không có xung đột lợi ích liên quan đến nghiên cứu này.  
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ABSTRACT 
Effects of Cu²⁺ exposure on oxidative stress and DNA damage response via gene and 

protein expression in Zebrafish (Danio rerio) embryos 
 

Heavy metal pollution, particularly copper (Cu²⁺), in aquatic environments is a global concern. 
This study aimed to systematically evaluate the molecular responses of zebrafish (Danio rerio) embryos 
exposed to different Cu²⁺ concentrations (0.1, 1.0, and 10.0 µg/L Cu²⁺) for 24 hours. We focused on key 
genes and proteins involved in metal detoxification (MT2), DNA damage response (GADD45A, 
GADD45G), and antioxidant defense (SOD1, SOD2). Real-time PCR (qPCR) and Western blot were 
used in parallel to analyze both transcriptional and translational levels. The results revealed a clear 
concentration-dependent response. At 10 µg/L Cu²⁺, the expression of MT2, GADD45G, SOD1, and 
SOD2 increased significantly at both mRNA (9.1–17.5-fold) and protein (8.5–15.8-fold) levels. 
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Conversely, GADD45A showed significant inhibition (11-fold decrease in mRNA and 6.7-fold decrease 
in protein at the 1.0 µg/L Cu²⁺ exposure level). The consistent trends observed between gene and protein 
expression suggest that the primary response mechanisms are largely regulated at the transcriptional 
level. The contrasting regulation of GADD45A and GADD45G indicates a sophisticated cellular strategy 
to balance DNA repair, survival, and cell death. These findings provide important insights into the 
molecular mechanisms of copper toxicity and highlight the potential of MT2, SOD2, and GADD45G as 
sensitive molecular biomarkers for monitoring Cu²⁺ contamination in aquatic environments. 

Keywords: Biomarker; copper toxicity; DNA damage; gene expression; oxidative stress; Western 
blot;zebrafish;  
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