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Tên đầy đủ Tên tiếng Việt 

AMC Adipose-Derived 

Mesenchymal Stem Cell 

Tế bào gốc trung mô có nguồn 

gốc từ mô mỡ 

BCC Breast cancer cells  Tế bào ung thư vú  

BM-MSC  Bone marrow-derived 

MSCs 

MSC có nguồn gốc từ tuỷ 

xương 

cDNA Complementary DNA DNA bổ sung 

CSC Cancer stem cell Tế bào gốc ung thư vú 

CXCL5 Chemokine (C-X-C motif) 

ligand 5 

Chemokine (mô-đun CXC) 

phối tử 5 

CXCL6 Chemokine (C-X-C motif) 

ligand 6 

Chemokine (mô-đun CXC) 

phối tử 6 

CXCL7 Chemokine (C-X-C motif) 

ligand 7 

Chemokine (mô-đun CXC) 

phối tử 7 

DMSO Dimethyl sulfoxide  Dimethyl sulfoxide  

EDTA Ethylene Diamine 

Tetraacetic Axit 

Ethylene Diamine Tetraacetic 

Axit 

FBS Fetal Bovine Serum Huyết thanh thai bò 

GAPDH Glyceraldehyde-3-

phosphate dehydrogenase 

Glyceraldehyde-3-phosphate 

dehydrogenase 

GM-CSF Granulocyte-macrophage 

colony-stimulating factor  

Yếu tố kích thích dòng bạch 

cầu hạt - đại thực bào 

IFN-γ Interferon-γ Interferon-γ 

IL Interleukin Interleukin 



ii 

IL-1Ra Interleukin 1 receptor 

antagonist 

Chất đối kháng thụ thể 

interleukin 1 

PBS Phosphate Buffered Saline Nước muối đệm photphate 

RNA Ribonucleic acid Ribonucleic acid 

RT-PCR Real-time reverse 

transcription-polymerase 

chain reaction 

Phản ứng tổng hợp chuỗi 

polymerase phiên mã ngược  

TNF-α Tumor necrosis factor α Yếu tố hoại tử khối u α 

TME Tumor microenvironment Vi môi trường khối u  
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MỞ ĐẦU 

Trong ung thư vú, sự tăng sinh tế bào không kiểm soát được dẫn đến 

hình thành khối u. Sự liên kết giữa các yếu tố nội bào trong tất cả các hệ 

thống ở động vật có xương sống được thực hiện qua yếu tố trung gian là các 

cytokine, là những protein bài tiết, cảm ứng, được sản xuất không chỉ bởi các 

tế bào của hệ thống miễn dịch mà còn bởi các tế bào nội tiết và hệ thần kinh 

[1]. Loại và số lượng tế bào miễn dịch có trong vi môi trường khối u vú cũng 

có thể dự đoán kết quả bệnh hoặc cơ hội sống sót cho bệnh nhân ung thư vú 

[2]. Theo đó, tần suất tế bào miễn dịch thấp hơn đã được chứng minh là có 

tương quan với bệnh ít nguy cơ hơn và kết quả điều trị tốt hơn ở bệnh nhân 

ung thư vú và ngược lại. Một tập hợp các tế bào miễn dịch góp phần tác động 

vào sự di căn ở ung thư vú bằng cách tiết ra các cytokine giúp ngăn chặn các 

phản ứng miễn dịch, làm tăng yếu tố trao đổi giữa tế bào nội mô-trung mô và 

kích thích sự hình thành mạch tương ứng [3]. Vai trò của các cytokine cũng 

như các thụ thể của chúng được tạo ra trong các sinh vật trong các điều kiện 

sinh lý và bệnh lý càng trở nên rõ ràng. Trong đó vai trò của chúng được xác 

định có liên quan mật thiết đến sự di căn của ung thư vú [4]. Những thông tin 

liên quan đến sự biến động của các cytokine được xem xét với mục đích phát 

triển các phương pháp điều trị mới để chống lại sự di căn của ung thư vú [4]. 

Trong mô mỡ có thể được chia thành ba loại tế bào chuyên biệt chính: 

tế bào mỡ trưởng thành, tế bào tiền bào và tế bào gốc có nguồn gốc từ mỡ 

(AMC). Các nghiên cứu đã chỉ ra rằng có một loại tế bào mỡ đặc biệt tồn tại 

xung quanh của ung thư vú xâm lấn [5]. Mặt khác, tế bào mỡ và tế bào gốc 

mô mỡ là những thành phần chính của mô đệm mô vú có các chức năng thiết 

yếu ở cả trạng thái sinh lý và bệnh lý, bao gồm dự trữ năng lượng và cân bằng 

nội mô chuyển hóa, kiểm soát các phản ứng viêm và chữa lành vết thương 

thông qua các yếu tố tiết [6]. AMC và tế bào mỡ có vai trò quan trọng trong 

sự tiến triển của ung thư; tuy nhiên, do bản chất đa tiềm năng của những tế 

bào này, chúng cũng có vai trò trong y học tái tạo, khiến chúng trở thành 

những công cụ đầy hứa hẹn cho kỹ thuật mô. Trong nghiên cứu này sẽ mô tả 

các cơ chế điều chỉnh AMC và tế bào ung thư thông qua tương tác giữa các tế 

bào miễn dịch và các loại tế bào khác có trong vi môi trường khối u. AMC là 

một thành phần quan trọng trong môi trường vi mô khối u ung thư vú và 
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thông qua tương tác của chúng với hệ thống miễn dịch và đóng vai trò không 

thể thiếu trong quá trình hình thành khối u, phát triển khối u và di căn [7]. 

AMC thể hiện khả năng điều hòa miễn dịch và thúc đẩy quá trình chữa lành 

và tái tạo vết thương trong môi trường điều tiết nội mô. AMC tiết ra nhiều 

loại interleukin, bao gồm IL-6, IL-7, IL-8, IL-11 và IL-12 [8].  

Gần đây, liệu pháp tế bào gốc được đánh giá là một trong những giải 

pháp mang lại hy vọng nhất cho bệnh nhân ung thư vú. Việc cấy ghép tế bào 

gốc được đánh giá là không chỉ giúp ích trong giai đoạn điều trị mà còn có thể 

tái tạo mô vú cho mục đích thẩm mỹ. Để có nguồn tế bào gốc để cấy ghép, 

việc phân lập tế bào gốc tự thân được coi là giải pháp tối ưu nhất trong hướng 

nghiên cứu này. Tuy nhiên, các tế bào gốc mỡ từ những bệnh nhân bị ung thư 

vú có tiềm năng như thế nào cho đến nay vẫn chưa được công bố. Sử dụng tế 

bào gốc mô mỡ và một số loại tế bào gốc khác trong việc nghiên cứu cơ chế 

phân tử của một số bệnh trên người [9], cũng như qua việc tham khảo tài liệu, 

các công trình nghiên cứu liên quan đến tiểu môi trường ung thư vú, tế bào 

mỡ, tế bào gốc ung thư vú (CSC), tế bào gốc mỡ và tế bào ung thư vú nhằm 

cập nhật kiến thức và làm nền tảng cơ sở để định hướng cho nghiên cứu này. 

Một số bằng chứng chỉ ra rằng sự di căn của khối u là qua trung gian 

của tế bào gốc ung thư, chính những tế bào này có thể liên quan trực tiếp đến 

tái phát sau xạ trị và hóa trị [10]. Trong khi, một hệ thống phân cấp tế bào 

được hình thành bởi các quần thể AMC và CSC trong đó các CSC ở vú được 

điều chỉnh bởi các AMC thể hiện aldehyde dehydrogenase thông qua các 

vòng cytokine bao gồm CXCL 7 và IL-6 [11]. Khi tương tác xảy ra giữa IL-6 

do CSC tiết ra và IL-6R/gp130 biểu hiện trên AMC. Đổi lại, sự bài tiết của 

một số cytokine, bao gồm IL-8, IL-6, CXCL5 và CXCL6, từ cả AMC và CSC 

được gây ra bởi CXCL7 [11]. Nó được chỉ ra rằng các đặc tính xâm lấn và sự 

tăng sinh của CSC được thúc đẩy bởi các cytokine này, và IL-6 thúc đẩy 

AMC di chuyển đến các vị trí khối u trong các mô hình xenograft chuột [12]. 

Nghiên cứu nuôi cấy trong ống nghiệm của CSC mô phỏng tác động của 

AMC lên CSC với BMP2, cho thấy trong khi sự phát triển của khối u được 

kích thích trong cơ thể và in vitro AMC đã bị ức chế một phần sau khi con 

đường tín hiệu BMP2 bị ức chế. Do vậy, việc tế bào AMC kích thích hay ức 

chế sự hình thành và phát triển khối u vẫn còn là vấn đề gây tranh cãi [13].  
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Vì vậy, chúng tôi thực hiện đề tài: “Nghiên cứu tác động của tế bào 

gốc mỡ lên khả năng hình thành và phát triển ung thư vú thông qua biến 

động của một số cytokine trên mô hình chuột”, để đánh giá tác động của tế 

bào gốc mỡ lên quá trình hình thành khối u vú trên mô hình chuột cấy ghép tế 

bào 4T1 thông qua đánh giá biến động của các cytokine Interleukin-2 (IL-2), 

Interleukin-4 (IL-4), Interleukin-6 (IL-6), Interleukin-17A (IL-17A), và 

Interleukin-10 (IL-10).  

1. Mục đích của đề tài (kết quả cần đạt được) 

Phân tích và đánh giá được sự ảnh hưởng của tế bào gốc mỡ lên sự hình 

thành và phát triển khối u trên mô hình chuột thí nghiệm. 

2. Nội dung chi tiết của đề cương luận văn thạc sĩ 

- Nội dung 1: Phân lập, nhân nuôi và đánh giá tế bào AMC từ mô mỡ 

chuột khoẻ mạnh. 

- Nội dung 2: Đánh giá khả năng hình thành khối u ở chuột có tiêm tế 

bào 4T1 và chuột tiêm tế bào 4T1 cùng tế bào AMC phân lập từ mô mỡ 

chuột khoẻ mạnh. Định lượng nồng độ và đánh giá biến động của một 

số cytokine trong máu chuột.  
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Chương 1. TỔNG QUAN TÀI LIỆU 

1.1. TỔNG QUAN VỀ UNG THƯ VÚ 

1.1.1. Ung thứ vú ở người 

Theo thống kê của Tổ chức Ung thư toàn cầu (GLOBOCAN 2020), ở 

Việt Nam, ung thư vú là một căn bệnh ung thư phổ biến nhất với 21.555 ca 

mắc mới, chiếm tỷ lệ gần 25,8% trên tổng số ca ung thư và phần lớn bệnh 

nhân mắc ung thư vú tại Việt Nam được ghi nhận nhiều ở phụ nữ từ 40 tuổi, 

điều này có nghĩa là sớm hơn 10 năm so với các nước trên thế giới. Ung thư 

vú ảnh hưởng đến hơn 2,1 triệu phụ nữ trên toàn thế giới mỗi năm và thường 

được phát hiện ở giai đoạn muộn nên khoảng 85% trong số này sẽ không qua 

khỏi [14]. Vì vậy, những hiểu biết về các yếu tố thúc đẩy di căn ung thư vú và 

các yếu tố liên quan là rất quan trọng trong việc phát triển các chiến lược điều 

trị mới chống lại căn bệnh này. Trong bệnh ung thư vú, các chức năng của vi 

môi trường khối u (TME) được điều phối bởi các tế bào chuyên biệt thông 

qua các phản ứng dịch thể [15]. Cấu trúc khối u chứa nhiều loại tế bào khác 

nhau như tế bào mỡ, tế bào ung thư, tế bào liên kết… và giữa chúng có mối 

tác động qua lại, ảnh hưởng lẫn nhau. Nhiều nghiên cứu đã chỉ ra rằng, trong 

vi môi trường ung thư vú, tế bào mỡ có vai trò là nguồn cung cấp năng lượng 

(fatty acid, glycerol) cho sự phát triển của tế bào ung thư. Giữa tế bào mỡ và 

tế bào ung thư có sự tương tác qua lại thông qua các cytokines (adiponectin, 

IL-6, TNF𝛼…), hormones (estrogen, insulin, IGF-1…). Việc xác định tác 

động của tế bào ung thư lên tế bào gốc mỡ và ngược lại sẽ góp phần tìm ra 

các chỉ thị phân tử (marker) tiềm năng mới phục vụ cho công tác chẩn đoán 

ung thư vú, đồng thời các đích phân tử tìm được sẽ mở ra cơ hội cho công tác 

điều trị ung thư vú hiệu quả hơn [16]. 

1.1.2. Dòng tế bào ung thư vú chuột: 4T1  

Ung thư biểu mô tuyến vú 4T1 của chuột ban đầu được phân lập dưới 

dạng tiểu quần thể 410.4 bắt nguồn từ khối u tuyến vú phát sinh tự phát ở 

chuột BALB/cfC3H. Nó là dòng tế bào khối u có thể dễ dàng được cấy ghép 

vào tuyến vú để khối u nguyên phát phát triển ở vị trí chính xác về mặt giải 

phẫu bên cạnh đó là khả năng xâm lấn cao [17]. Khối u 4T1 kháng 6-

thioguanine di căn qua đường tạo máu đến gan, phổi, xương và não, làm cho 
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nó trở thành một mô hình tốt về ung thư vú di căn ở người [17]. Ngoài ra, 

người ta còn mô tả rằng dòng tế bào này có khả năng sinh miễn dịch kém ở 

chuột, điều này tương ứng với các đặc điểm của ung thư biểu mô tuyến vú ở 

người và dẫn đến khả năng sinh khối u cao hơn và khả năng xâm lấn của mô 

hình ung thư vú này [18].  

Để hiểu được cơ chế bệnh sinh của bệnh nhân ung thư, cần phải có các 

hệ thống mô hình mô phỏng một cách trung thực tình trạng này. Việc áp dụng 

một dòng tế bào ung thư chuột, chẳng hạn như 4T1, trong mô hình chuột có 

giá trị lớn đối với các nghiên cứu mô hình bệnh ung thư vú thể ba âm tính 

(triple-negative breast cancer) tiền lâm sàng. Dòng tế bào 4T1 được sử dụng 

rộng rãi như một mô hình chung cho bệnh ung thư vú thể ba âm tính ở người 

(thiếu thụ thể estrogen/thụ thể progesterone và không tạo ra protein HER2), là 

nguyên nhân gây ra hơn 17 % ca ung thư vú được chẩn đoán trên toàn thế giới 

mỗi năm [18]. 

1.2. TỔNG QUAN VỀ TẾ BÀO GỐC TRUNG MÔ TỪ MÔ MỠ  

1.2.1. Tế bào gốc trung mô 

Tế bào gốc trung mô (MSC) chứa nhiều tính chất đặc biệt như khả năng 

tự tái tạo, biệt hoá, sửa chữa mô, điều hoà miễn dịch và tạo mạch. Các đặc 

tính này đã góp phần thúc đẩy các nghiên cứu tìm kiếm nguồn MSC ưu việt 

nhằm phục vụ trong liệu pháp tế bào. Những năm qua đã có sự gia tăng đột 

biến trong nghiên cứu tế bào gốc để điều trị bệnh và hiệu quả của tế bào gốc 

đã được công nhận trên các lĩnh vực khác nhau bởi các tác dụng của chúng 

trong liệu pháp tế bào và y học tái tạo như tái tạo cơ tim, da, cải thiện tình 

trạng bệnh tự miễn hoặc ác tính [19]. MSC có thể được phân lập từ nhiều loại 

mô, chẳng hạn như dây rốn, polyp nội mạc tử cung, tủy xương, mô mỡ, v.v... 

Bên cạnh đó, MSC còn sở hữu các đặc điểm riêng biệt như: dễ phân lập và 

nuôi cấy, tính đàn hồi và sự kích thích tăng trưởng đối với vùng bị tổn 

thương. Chúng cũng có hoạt tính chống viêm và chống chết theo chương trình 

ở các mô bị đe dọa cũng như tác dụng điều hòa miễn dịch nhờ chức năng cận 

tiết, hoạt tính kháng vi sinh vật, tác dụng tiêu diệt vi khuẩn và có thể kích hoạt 

các tế bào gốc thường trú khác và kích thích tân sinh mạch [20].  

https://en.wikipedia.org/wiki/Adenocarcinoma
https://en.wikipedia.org/wiki/Syngenic
https://en.wikipedia.org/wiki/4T1#cite_note-7
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MSC có thể dễ dàng được phân lập từ tủy xương và mô mỡ nhưng tất 

cả các mô đều chứa các tế bào giống MSC như một phần của vi mạch. Ở Hình 

1.1B số lượng MSC, được biểu thị ở đây là đơn vị hình thành khuẩn lạc 

(CFU-F), được phân lập từ tủy xương giảm xuống sau 15 – 20 tuổi và tiếp tục 

giảm [21]. Số lượng MSC trong tủy xương hạn chế và khó nhân nuôi trong 

môi trường nuôi cấy để đạt được số lượng cao cho nghiên cứu hoặc sử dụng 

điều trị [22], nhưng hiệu quả của quá trình cấy chuyển đối với việc sử dụng 

MSC là không rõ ràng (Hình 1.1C). Các công bố cho thấy MSC có khả năng 

tạo ra một số lượng lớn các yếu tố tăng trưởng dạng hòa tan hoặc dạng túi tiết 

các cytokine, cũng như các microRNA, có thể truyền tín hiệu đến các tế bào 

và mô khác (Hình 1.1D). MSC tăng sinh trong quá trình nuôi cấy có thể biệt 

hoá thành nhiều dòng tế bào khác nhau trong các điều kiện in vitro chuyên 

biệt. Những điều kiện biệt hóa MSC thành xương và mô mỡ [23] đã được sử 

dụng rộng rãi, nhưng các điều kiện in vitro bổ sung thúc đẩy biểu hiện gen cơ 

trơn và cơ vân; thay đổi điều kiện môi trường có thể gây ra biểu hiện của gen 

tim và gan. Một khi đã được biệt hóa, các MSC hầu như thể hiện tất cả các 

gen đặc trưng của các loại tế bào đã biệt hóa. Hiện tại, các ứng dụng trị liệu 

nổi bật hơn của MSC tận dụng lợi thế của việc sản xuất các yếu tố của MSC 

và khả năng đáp ứng của các tế bào tương tác khác, chẳng hạn như các tế bào 

của hệ thống miễn dịch (Hình 1.1E).  

Những đặc tính đa tiềm năng của MSC làm cho chúng trở thành một 

lựa chọn hấp dẫn để phát triển các ứng dụng lâm sàng. Các nghiên cứu nhằm 

khám phá vai trò của MSC trong việc biệt hóa, cấy ghép và đáp ứng miễn 

dịch trong các bệnh khác nhau [24]. MSC phát huy được tiềm năng điều trị 

của chúng dựa vào khả năng của MSC tiết ra các yếu tố có khả năng kích 

thích sự sống sót và phục hồi của các tế bào bị tổn thương, khả năng khu trú 

tại mô bị tổn thương và tạo ra các yếu tố cận tiết có đặc tính chống viêm, qua 

đó dẫn đến phục hồi chức năng của mô bị tổn thương [25]. Cho đến nay, liệu 

pháp tế bào sử dụng MSC đã được đánh giá có hiệu quả để điều trị một số rối 

loạn, bao gồm các bệnh chuyển hóa, thoái hóa và viêm nhiễm, sửa chữa và tái 

tạo các mô bị hư hỏng hoặc bị mất trong điều trị ung thư [26].  
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 Hình 1.1. Đặc điểm của MSC  

(A) Nguồn phân lập MSC. (B) Số lượng MSC theo độ tuổi. (C) Hiệu quả của 

quá trình cấy chuyển MSC (D) MSC tạo ra các yếu tố tăng trưởng hòa tan 

hoặc gắn với túi và các cytokine. (E) MSC có thể biệt hoá thành nhiều dòng tế 

bào trong các điều kiện in vitro. (Nguồn: Pittenger và cộng sự, 2019 [27]). 

 Có nhiều nguồn tế bào gốc khác nhau cho các ứng dụng khác 

nhau. Tuy nhiên, các nguồn được ưu tiên cho phép các quy trình thu nhận có 

xâm lấn tối thiểu và nhanh chóng thu được số lượng tế bào dồi dào. Các mô 

nguồn trưởng thành phổ biến nhất và được sử dụng sớm nhất cho các nghiên 

cứu thu nhận MSC ở người là tủy xương [28] và phân đoạn mạch mô đệm mô 
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mỡ [29] và các nguồn này tạo thành nền tảng cho hầu hết dữ liệu trong lĩnh 

vực này (Hình 1.1A). Việc quyết định sử dụng MSC tự thân từ tủy xương 

hoặc mô mỡ để phân lập MSC là một quyết định lâm sàng cơ bản, nhưng cả 

hai đều cho thấy thành công trong việc tạo ra số lượng lớn MSC [23]. Ở 

người, số lượng MSC có thể phân lập được tìm thấy trong tủy xương cũng 

giảm theo độ tuổi, cho thấy nhiều yếu tố khác nhau ở những người lớn tuổi ví 

dụ như mô dễ bị tổn thương hơn so với những người trẻ tuổi [21] (Hình 

1.1B).  

Nói chung, MSC được phân lập bởi khả năng bám dính vào bề mặt đĩa 

nuôi cấy. Các tế bào có thể được nhân lên trong quá trình nuôi cấy trong khi 

vẫn duy trì tính đa năng của chúng với đặc trưng là các chỉ thị bề mặt. Tuy 

nhiên, việc mô tả đặc tính của MSC vẫn còn khó khăn do thiếu các dấu hiệu 

di động rõ ràng và duy nhất. Do đó, Hiệp hội Quốc tế về Liệu pháp Tế bào đã 

đề xuất ba tiêu chí tối thiểu để định nghĩa MSC trong nuôi cấy là: (a) khả 

năng bám dính bề mặt đĩa nuôi, (b) có biểu hiện dương tính với các chỉ thị 

CD73, CD90 và CD105 và không biểu hiện các chỉ thị CD34, CD45, CD11b 

hoặc CD14, CD19 hoặc CD79α và biểu hiện HLA-DR, và (c) khả năng biệt 

hóa thành ba loại tế bào cơ bản là tế bào mỡ, tế bào sụn và nguyên bào xương 

[30]. Chỉ thị đặc trưng của MSC thay đổi trong quá trình nuôi cấy; một số 

thay đổi này có thể đại diện cho những thay đổi về đặc điểm sinh học của mỗi 

loại MSC; ví dụ, trong các BM-MSC (MSC có nguồn gốc từ tuỷ xương) ở 

chuột, việc không biểu hiện của CD90, CD15 và CD309 liên quan đến sự biến 

đổi của tế bào sau nhiều lần cấy chuyển [31]. MSC của người phần lớn đã 

được chứng minh là không có sự biến đổi như vậy [31].  

1.2.2. Tế bào gốc trung mô từ mô mỡ 

Theo Hall và cộng sự (2010), MSC là ứng cử viên hấp dẫn cho các ứng 

dụng lâm sàng như kỹ thuật mô, cấy ghép nội tạng và sửa chữa các mô bị tổn 

thương trong các bệnh tim mạch và bệnh viêm nhiễm, đặc biệt là vì các tế bào 

này không có mối quan tâm về đạo đức và có thể được phân lập với số lượng 

thích hợp từ một số nguồn và được nhân lên trong nuôi cấy [32]. 

Số lượng và mật độ tế bào gốc trong các mô khác nhau như gan, tim, 

thận, da, tủy xương, mô mỡ, nhau thai, răng, nước ối, màng ối và máu dây rốn 

cũng như trong nhau thai là khác nhau [33]. Các tế bào BM-MSCs có các đặc 
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tính đa năng phù hợp với kỹ thuật mô và các ứng dụng y học tái tạo. Những 

nghiên cứu gần đây cho thấy, tế bào gốc trưởng thành còn có thể được lấy từ 

các vị trí khác ngoài tủy xương. Điển hình là mô mỡ đã trở thành một nguồn 

MSC phong phú cung cấp một nguồn AMC dồi dào, dễ tiếp cận và giảm sự 

đau đớn cho người bệnh. Mặt khác, nguồn tế bào này không giới hạn tuổi 

người hiến tặng và quá trình thu nhận tế bào ít tác động nhất lên người hiến 

[34]. Điều đó giúp cho những nghiên cứu ứng dụng tế bào gốc mỡ được thuận 

lợi hơn và không bị vi phạm về vấn đề y đức. Những tế bào này là những tế 

bào giống như nguyên bào sợi có khả năng biệt hóa đa tiềm năng, được tìm 

thấy ở các loài khác nhau và được gọi là “tế bào gốc trung mô có nguồn gốc 

từ mô mỡ - AMC” [34]. 

Mặc dù tuỷ xương là nguồn thường được dùng để thu nhận tế bào gốc 

trung mô nhưng do số lượng cần thiết để ghép tối ưu là 109 tế bào/kg bệnh 

nhân nên tuỷ xương chưa đủ đáp ứng với yêu cầu này. Khó khăn về hạn chế 

số lượng khi thu nhận tế bào gốc từ máu ngoại vi hoặc tuỷ xương [35], trong 

khi đó số lượng tế bào gốc từ mô mỡ thu nhận được cao gấp 100–500 lần so 

với tủy xương, điều này cho thấy nguồn AMC trở thành một nguồn hấp dẫn 

để khai thác ứng dụng trong các mục đích khác nhau [36], do đó mô mỡ là 

một nguồn thu thay thế thích hợp vì dồi dào về số lượng, dễ dàng thu nhận và 

ít tác động đến người hiến. Mặc dù AMC có biểu hiện các dấu hiệu bề mặt 

điển hình của tế bào gốc trung mô (MSC), tuy nhiên các công bố cho thấy có 

sự khác nhau về tỉ lệ biệu hiện các chỉ thị bề mặt giữa MSC và AMC [36]. 

Trong các ứng dụng lâm sàng, AMC hầu hết đã được phân lập từ mô mỡ dưới 

da. Theo đó, tỉ lệ MSC phân lập từ mô mỡ cao hơn 4,28% và tỉ lệ AMC cao 

hơn 32% so với khi phân lập từ tủy sống [37]. AMC có thể biểu hiện các chỉ 

thị đánh dấu đặc trưng của MSC như CD90 và các chỉ thị đánh dấu khác như 

CD34, CD73 và CD105, phù hợp với tiêu chí tối thiểu để được công nhận là 

MSC của Hiệp hội Trị liệu Tế bào Quốc tế (ISCT) và Hiệp hội Công nghệ 

Ứng dụng Chất béo Quốc tế (IFATS) [38]. Theo IFATS, AMC ban đầu có thể 

được xác định bởi đặc trưng dương tính với CD34 và âm tính với các CD45, 

CD235a và CD31; sau quá trình nuôi cấy AMC có biểu hiện hiện dương tính 

với các chỉ thị CD73, CD90, CD105, CD44 và âm tính với CD45 và CD31 

[38]. Các tác giả chỉ ra rằng các dấu hiệu CD36+/CD106- có thể được sử 

dụng để phân biệt với tế bào gốc tủy xương [38].  
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Một số nghiên cứu đã chứng minh rằng AMC của chuột có thể giải 

phóng nhiều yếu tố tăng trưởng tạo mạch và cytokine/chemokine. Những điều 

này cho thấy chúng có thể có tiềm năng như một nguồn tế bào hữu ích cho 

quá trình hình thành mạch điều trị [39]. Nghiên cứu của Fernández-García và 

cộng sự năm 2015 [40] chỉ ra rằng AMCs cải thiện việc đưa các tế bào gốc và 

tế bào tiền thân của người hiến tặng vào tủy xương của người nhận, tạo điều 

kiện thuận lợi cho sự phục hồi ổn định của những người được cấy ghép bằng 

các mảnh ghép tạo máu đã truyền. Những kết quả này mở ra triển vọng mới 

trong việc ứng dụng AMCs trong liệu pháp gen tế bào gốc tạo máu.  

1.2.3. Tiềm năng biệt hoá của tế bào gốc mỡ 

Trước đây, người ta cho rằng tế bào gốc chỉ có thể biệt hóa thành tế bào 

trưởng thành của cùng một cơ quan nhưng những bằng chứng gần đây cho 

thấy chúng cũng có thể biệt hóa thành các loại tế bào khác và thậm chí thành 

tế bào của ngoại bì, trung bì và nội bì [31]. Điều quan trọng nhất là tạo mạch, 

bài tiết các peptide điều hòa thần kinh, các yếu tố tăng trưởng và các cytokine 

có thể có tác dụng điều hòa miễn dịch, tạo mạch, chống viêm và chống chết 

theo chương trình [41]. Sự biệt hóa in vitro của AMC thành nhiều loại tế bào 

có nguồn gốc trung bì như tế bào gan, tế bào đảo tụy, tế bào thần kinh, tế bào 

nội mô và tế bào biểu mô và tế bào biểu mô thận đã được báo cáo [31]. Một 

số nghiên cứu đã mô tả tính linh hoạt của AMC đối với tế bào sụn, xương, mỡ 

và cơ [31]. Nói chung, các yếu tố gây biệt hoá in vitro để AMCs chủ yếu đạt 

được bằng cách nuôi cấy trong môi trường chọn lọc với các yếu tố cảm ứng 

đặc hiệu của các dòng tế bào chức năng. Ví dụ, để biệt hoá AMC thành 

nguyên bào xương và tế bào mỡ, môi trường nuôi cấy tạo xương và tế bào mỡ 

sử dụng bao gồm DMEM được bổ sung dexamethasone, β-glycerolphosphate 

và DMEM được bổ sung dexamethasone, isobutylmethylxanthine và 

indomethacin tương ứng. 

Như đã đề cập trước đây, vì BM-MSCs không nhiều, việc thu hoạch tế 

bào đòi hỏi một quy trình xâm lấn cao và tế bào dễ bị nhiễm khuẩn trong quá 

trình nuôi cấy. BM-MSCs không phải là dòng tế bào lý tưởng cho bệnh nhân 

lớn tuổi vì những tế bào này mất đi khả năng biệt hóa đáng kể khi tuổi của 

người hiến tặng ngày càng tăng [42]. Mô mỡ là nguồn thu dồi dào và dễ lấy từ 

cơ thể [31]. AMC cho thấy tiềm năng đa năng tuyệt vời và nhiều ưu điểm hơn 
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BMSCs, và tiềm năng tạo xương của chúng có thể được duy trì khi lão hóa 

[42]. Do đó, AMC là lựa chọn được ưu tiên hơn cho liệu pháp tế bào và kỹ 

thuật mô [42].  

1.2.5. Mối liên hệ giữa tế bào gốc trung mô từ mô mỡ (AMC) và 

tế bào ung thư vú (BCC) 

Các tế bào T CD4 có thể được chia thành các tập con Th1, Th2, Th17 

và Treg trên cơ sở mô hình sản xuất cytokine của chúng. Các cytokine bảo vệ 

liên quan đến Th1 (IL-2 và IFN-γ có liên quan đến phản ứng miễn dịch tế bào 

[43]. Các cytokine liên quan đến Th2 (IL-4 và IL-10) có liên quan đến khả 

năng miễn dịch dịch thể và đặc tính chống viêm [43]. Th17 được xác định là 

tế bào tuyển dụng bạch cầu trung tính và đại thực bào để tham gia và khuếch 

đại phản ứng viêm [44]. 

Tế bào mỡ là thành phần chính, chiếm từ 7–56 % tổng thể tích của vú 

[5]. Lý do là mỡ liên quan đến béo phì hoặc những thay đổi xảy ra trong mô 

mỡ béo phì ảnh hưởng đến sự phát triển và tiến triển của ung thư vú. Một số 

nghiên cứu đã chỉ ra rằng các tế bào mỡ đóng một vai trò quan trọng trong 

bệnh ung thư vú [5], [36]. Ngoài vai trò là kho dự trữ năng lượng, mô mỡ còn 

hoạt động như một cơ quan bài tiết, tạo ra các chất trong quá trình trao đổi 

chất (như axit béo tự do và cholesterol), các yếu tố tăng trưởng, hormone và 

cytokine được gọi là adipokine [45] . Các nghiên cứu đã chỉ ra rằng những 

yếu tố này do các tế bào mỡ tiết ra có thể thúc đẩy quá trình khởi phát, phát 

triển và di căn ung thư vú [36]. Ở người, sự xâm nhập của khối u vào mô mỡ 

xung quanh là một dấu hiệu của sự xâm lấn và có liên quan đến tiên lượng 

xấu [46]. Điều này dẫn đến việc điều chỉnh lại các chất trung gian gây viêm 

và các cytokine gây viêm từ cả tế bào thường trú ở mô (tế bào mỡ, tế bào gan, 

v.v.) cũng như từ các tế bào miễn dịch trong các mô đó [47]. Khi các tế bào 

mỡ trải qua quá trình phì đại, hệ Secretome của chúng chuyển sang trạng thái 

viêm nhiều hơn do áp lực cơ học từ việc tăng kích thước và giảm cung cấp 

oxy. Điều này dẫn đến tăng áp lực lên lưới nội chất (ER) và kích hoạt phản 

ứng tăng tổng hợp protein, một quá trình đã được chứng minh là hiện tượng 

tăng cường biểu hiện và bài tiết các cytokine gây viêm, bao gồm interleukin 

(IL)-6 và yếu tố hoại tử khối u (TNF a) [48].  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7352736/#B85-cancers-12-01686
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Vi môi trường ung thư vú có hai thành phần mô chính là mô mỡ và mô 

ung thư được nuôi bởi hệ thống mạch máu. Do vậy, vi môi trường này có 

chứa nhiều loại tế bào khác nhau như tế bào mỡ, tế bào ung thư, tế bào liên 

kết… và giữa chúng có mối tác động qua lại, ảnh hưởng lẫn nhau. Tế bào mỡ 

được phát triển từ các tế bào gốc trung mô từ mô mỡ, trong khi các tế bào ung 

thư vú lại được phát triển từ các tế bào gốc ung thư. Nhiều nghiên cứu đã chỉ 

ra rằng, trong vi môi trường ung thư vú, tế bào mỡ có vai trò là nguồn cung 

cấp năng lượng (fatty acid, glycerol) cho sự phát triển của tế bào ung thư vú. 

Giữa tế bào mỡ và tế bào ung thư vú có sự tương tác qua lại thông qua các 

cytokines (adiponectin, IL-6, TNF𝛼…), hormones (estrogen, insulin, IGF-

1…). Trong khi đó, sự tác động của tế bào AMC lên BCC mới chỉ được xác 

định thông qua một vài yếu tố như cytokines (IL-6, TGF-ß1, RANTES) và 

chemokines (MCP-1/CCL2) [49]. Việc xác định tác động của BCC lên AMC 

sẽ góp phần tìm ra các chỉ thị phân tử (marker) tiềm năng mới phục vụ cho 

công tác chẩn đoán ung thư vú, đồng thời các đích phân tử tìm được sẽ mở ra 

cơ hội cho công tác điều trị ung thư vú hiệu quả hơn.  

MSC cũng có thể di chuyển cụ thể đến vị trí khối u, vì sự hình thành khối 

u là một quá trình viêm mãn tính. Do đó, MSC thường được coi là phương 

tiện chống ung thư lý tưởng để biểu hiện các tác nhân chống ung thư hoặc các 

cytokine miễn dịch [50]. Tuy nhiên, cơ chế ảnh hưởng của MSC đối với sự 

phát triển của khối u vẫn chưa rõ ràng và là một vấn đề tiềm ẩn đối với ứng 

dụng lâm sàng của chúng. Vai trò điều trị của MSC trong điều trị ung thư 

cũng tương tự như trong các bệnh khác; các khối u tiết ra các chất hóa học 

hấp dẫn tương tự cho các mô bị tổn thương, các chất này bắt đầu quá trình di 

chuyển của MSC đến vị trí đích thông qua con đường truyền tín hiệu 

CXCL12-CXCR4 [51]. MSC cũng đã được báo cáo là tương tác trực tiếp và 

gián tiếp với các tế bào ung thư, ảnh hưởng đến sự phát triển của khối u [52]. 

Hơn nữa, MSC tiết ra nhiều cytokine và các yếu tố tăng trưởng, làm thay đổi 

các hoạt động của tế bào, ví dụ như sự tăng sinh tế bào (chu kỳ tế bào), sự 

hình thành mạch, sự sống của tế bào và điều hòa miễn dịch, để ảnh hưởng 

gián tiếp đến sự phát triển của khối u [53]. 
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Hình 1.2. MSC- Tương tác tế bào miễn dịch 

(Nguồn: Aggarwal, S. & Pittenger 2005 [54]) 

Đối với tương tác giữa tế bào và tế bào, người ta thấy rằng các MSC 

thường biểu hiện các kháng nguyên loại I tương hợp mô học chính (MHC) 

trên bề mặt của chúng chứ không phải loại II, nhưng các kháng nguyên loại II 

được điều hòa bởi các tác nhân gây viêm. Việc tìm kiếm chuyên sâu các yếu 

tố hòa tan được tiết ra từ MSC khiến chúng có khả năng điều hòa miễn dịch 

(Hình 1.2) đã xác định được nhiều yếu tố [55] hạn chế phản ứng của tế bào 

miễn dịch bao gồm yếu tố tăng trưởng biến đổi β, tế bào gan, yếu tố tăng 

trưởng, prostaglandin E2, IL-10, chất đối kháng thụ thể IL-1, IL-6, kháng 

nguyên bạch cầu người-G, yếu tố ức chế bạch cầu, indoleamine-2, 3-

dioxygenase, oxit nitric, galectins-1 và -9, và TNFα kích thích gen 6 (TSG-6). 

Các khối u và môi trường vi mô của chúng tạo ra sự phát triển của 

MSC thông qua các cơ chế phụ thuộc chủ yếu vào các cytokine gây viêm 

khác nhau, chemokine, các yếu tố tăng trưởng và các yếu tố khác. Tuy nhiên, 

các nghiên cứu trước đây đã tạo ra những kết quả gây tranh cãi về việc MSC 
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có thúc đẩy hay ức chế sự phát triển và tiến triển của khối u hay không [56]. 

Trong mô hình nghiên cứu dựa trên tế bào 4T1 của khối u vú, đã xác định 

việc tiêm đồng thời MSC với các tế bào 4T1 đã thúc đẩy sự phát triển của 

khối u, còn việc tiêm MSC ở một vị trí cách xa vị trí cấy tế bào 4T1 đã ngăn 

chặn sự phát triển của khối u [57]. Đã có báo cáo rằng các MSC thực hiện 

hoạt động ức chế miễn dịch để ngăn không cho vật chủ tiêu diệt khối u [35]. 

Ngược lại, một số nhà điều tra tin rằng MSC có khả năng hạn chế sự phát 

triển của khối u trong một số điều kiện nhất định [58]. Một nghiên cứu khác 

báo cáo rằng việc tiêm MSC có nguồn gốc từ tủy xương (BM-MSC) và tế bào 

ung thư buồng trứng SKOV-3 vào chuột đã dẫn đến sự chậm phát triển ban 

đầu của khối u [59].  

1.3. TỔNG QUAN VỀ MỘT SỐ CYTOKINE 

Cytokine là các phân tử tín hiệu làm trung gian và điều chỉnh khả năng 

miễn dịch, viêm và tạo máu. Mặc dù có một số hệ thống phân loại cho các 

cytokine, nhưng một cách phân loại phổ biến gọi các cytokine thúc đẩy quá 

trình viêm là các cytokine tiền viêm, trong khi các cytokine ngăn chặn hoạt 

động của các cytokine tiền viêm và giảm viêm được gọi là các cytokine chống 

viêm [60]. Việc giải phóng các cytokine gây viêm sẽ dẫn đến kích hoạt các tế 

bào miễn dịch và sản xuất cũng như giải phóng các cytokine tiếp theo [61]. 

Tuy nhiên, nghiên cứu gần đây chỉ ra rằng việc giải phóng đồng thời các 

cytokine tiền viêm và kháng viêm là bắt buộc trong bất kỳ phản ứng miễn 

dịch nào [62]. Hơn nữa, các quần thể tế bào khác nhau có thể tạo ra cùng một 

loại cytokine. Tác dụng của các cytokine phụ thuộc vào tế bào được nhắm 

mục tiêu, khiến chúng có tính đa hướng [63]. 

Interleukin-6 đã được chứng minh là đóng vai trò quan trọng trong các 

bệnh tự miễn dịch, nhiễm trùng do vi khuẩn và tác dụng phụ chuyển hóa [64]. 

IL-6 tham gia vào quá trình điều chỉnh kích hoạt, tăng trưởng, phân chia tế 

bào miễn dịch trong quá trình đáp ứng trong cơ thể và miễn dịch. Hơn nữa, 

IL-6 đã được báo cáo là được biểu hiện mạnh mẽ bởi các AMC và là nhân tố 

chính trong sự gia tăng, di cư và xâm lấn của một số tế bào ung thư. Trong 

bối cảnh này, AMC đã được chứng minh là có khả năng tăng cường sự di 

chuyển của các tế bào ung thư buồng trứng thông qua con đường trung gian 

IL-6, điều được xác định tương tự với tế bào ung thư vú [6].  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4996440/#B28
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Interleukin-17A được coi là một chất trung gian duy nhất có nguồn gốc 

từ tế bào T CD4+ của quá trình hình thành mạch kích thích sự di chuyển của 

tế bào nội mô mạch máu và điều chỉnh việc sản xuất nhiều yếu tố tiền tạo 

mạch [65]. Interleukin-17A làm trung gian tác động tiền viêm bằng cách kích 

thích giải phóng nhiều cytokine khác như IL-6, IL-8 và G-CSF từ các tế bào 

biểu mô, nội mô và nguyên bào sợi [66]. Việc sản xuất quá mức IL-17A đã 

được phát hiện ở bệnh ung thư buồng trứng và ở những bệnh nhân mắc bệnh 

đa u tủy giai đoạn II và III [65]. Cho đến nay, có rất ít nghiên cứu về IL-17 

trong ung thư vú. 

IL-2 là một cytokine gây viêm, có tác dụng chống khối u [67]. Liên kết 

hơn nữa của IL-2 với thụ thể của nó, phức hợp IL-2Rβγ hoặc IL-2Rαβγ, dẫn 

đến việc kích hoạt JAK1 và JAK3, kích hoạt việc tuyển dụng và phosphoryl 

hóa các yếu tố phiên mã STAT, chủ yếu là STAT5, ngoài ra còn có STAT1 và 

STAT3. Sau đó, ba con đường truyền tín hiệu chính, bao gồm PI3K-AKT, 

JAK-STAT và MAPK/ERK được kích hoạt [68] để làm trung gian cho sự 

phát triển, sống sót và biệt hóa của tế bào cũng như sản xuất cytokine (IL-4, 

IL-6, IL-12 ). Do đó, trong bệnh ung thư vú, IL-2 có tác dụng chống khối u do 

tăng tuyển dụng các tế bào NK giải phóng IL-2 và tạo ra chức năng chống 

apoptotic trong các tế bào T CD8 +, tác nhân chính của phản ứng chống khối 

u. IL-2 có thể thúc đẩy hoạt hóa và tăng sinh tế bào T CD8 + ở giai đoạn đầu 

của khối u nhưng có thể làm cạn kiệt tế bào T CD8 + ở giai đoạn cuối của 

khối u [69]. Nhiều tác động của tín hiệu IL-2 trên các loại tế bào khác nhau có 

trong TME có thể có lợi trong việc phát triển tế bào T và kiểm soát sự phát 

triển của khối u bằng cách kích hoạt các phản ứng miễn dịch gây độc tế bào 

chống khối u hiệu quả và tiêu diệt tế bào khối u [70]. 

Interleukin 4 (IL-4) tác động lên tế bào lympho B, bạch cầu đơn nhân, 

tế bào đuôi gai và nguyên bào sợi, xác định phản ứng dị ứng và đã được 

chứng minh là có cả tác dụng chống ung thư và chống viêm. Thụ thể IL-4 

biểu hiện rõ rệt trong ung thư vú trong khi IL4R là bắt buộc đối với hoạt động 

của IL-4 trên tế bào ung thư [ 71]. Năm 2017, Gaggianesi và cộng sự đã 

nghiên cứu tác động của việc ngăn chặn IL-4 với chất đối kháng IL4Rα 

IL4DM trong các khối u tuyến vú, báo cáo về sự ức chế sự tăng sinh, xâm lấn 
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và tăng trưởng của tế bào ung thư đạt được bằng cách điều hòa giảm hoạt 

động của con đường protein kinase (MAPK) được điều hòa ngược [72]. 

Bên cạnh IL-4, IL-10 cũng là một cytokine chống viêm. IL-10 là một 

cytokine điều hòa miễn dịch đa chức năng với cả chức năng ức chế miễn dịch 

và chống tạo mạch [73]. Nó cũng đóng vai trò chính trong việc điều chỉnh các 

phản ứng viêm, tiến triển nhiễm trùng, tự miễn dịch, dung nạp cấy ghép và 

phát sinh khối u [74]. Nồng độ protein IL-10 cao hơn trong huyết thanh của 

bệnh nhân ung thư vú so với huyết thanh của người khỏe mạnh [75]. Đến năm 

2008, trong nghiên cứu của Rao và cộng sự [76] thấy không có sự khác biệt 

đáng kể trong biểu hiện IL-10 ở huyết thanh giữa bệnh nhân ung thư vú và 

nhóm đối chứng. Bên cạnh đó, mức độ biểu hiện IL-10 có liên quan đến khả 

năng sống sót kém được tìm thấy ở mô khối u vú [77]. Vì vậy, vai trò của IL-

10 trong ung thư vú đang gây tranh cãi. 

Lĩnh vực nghiên cứu về tế bào gốc khá khó hiểu và có nhiều báo cáo 

trái ngược nhau bởi vai trò phức tạp của nó trong sự phát triển ung thư. Để 

đánh giá thêm và có những nhận định về ảnh hưởng của AMC đối với ung 

thư, chúng tôi tiến hành nghiên cứu thực hiện việc nghiên cứu tác động của tế 

bào gốc mỡ lên quá trình hình thành khối u vú trên mô hình chuột cấy ghép tế 

bào 4T1 thông qua đánh giá biến động của một số cytokine IL-2, IL-4, IL-6, 

IL-17A, và IL-10.  
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Chương 2. ĐỐI TƯỢNG VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1. ĐỐI TƯỢNG NGHIÊN CỨU 

- Dòng tế bào ung thư vú ở chuột 4T1 (ATCC, Mỹ) nhân nuôi tại phòng 

Thử nghiệm sinh học - viện Công nghệ sinh học. 

- Tế bào gốc mỡ được phân lập từ mô mỡ chuột khỏe mạnh, nhân nuôi 

in vitro ở lần cấy chuyển thứ 3 hoặc 4 tại phòng Công nghệ Phôi – viện Công 

nghệ sinh học. 

- Chuột thí nghiệm dòng Balb/c được mua từ Phòng thử nghiệm sinh 

học, Viện Công nghệ sinh học, Viện Hàn lâm KHCNVN. Chuột cái khoảng 

8-10 tuần tuổi, khỏe mạnh, trọng lượng của chúng dao động từ 22 - 30 gam.  

- Hoá chất được dùng cho các thí nghiệm trong nghiên cứu được mua 

từ các hãng Sigma, Gibco, Merk, Miltanyl. 

2.2. PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.2.1. Phân lập và đánh giá tế bào gốc trung mô từ mô mỡ 

chuột 

2.2.1.1. Phân lập tế bào 

Thu thập mô mỡ và phân lập các tế bào gốc có nguồn gốc từ mô mỡ 

như báo cáo của Yamamoto và cộng sự [78]. Chuột bị giết ở thời điểm 1, 2, 3 

tuần sau tiêm để thu mô mỡ và phân lập tế bào gốc trung mô từ mô mỡ vừa 

thu bằng phương pháp collagenase. Chuột bị giết theo phương pháp kéo dãn 

đốt sống cổ. Sau đó, cố định chuột trên bàn mổ, vô trùng bằng cồn 70%, dùng 

kéo cắt da dưới bụng. Đưa mô mỡ thu được vào tủ vô trùng và rửa kĩ với 

dung dịch PBS vô trùng có chứa kháng sinh, rửa lặp lại bằng môi trường rửa 

(DMEM low glucose, chứa 1% kháng sinh khoảng 3 - 5 lần), cắt nhỏ và ủ 

trong collagenase Type I (Gibco, Mỹ) ở 37 °C trong khoảng 15 - 40 phút, 

theo dõi cho đến khi các mảnh mô tan. Sau đó, ly tâm dịch huyền phù để thu 

lấy các tế bào mỡ rồi rửa lại bằng môi trường rửa, ly tâm thu tế bào và lặp lại 

bước rửa 3-5 lần. Tế bào được nuôi trong môi trường DMEM có hàm lượng 

glucose thấp (Sigma, Hoa Kỳ) có 10% FBS (Sigma, Hoa Kỳ) và 1% kháng 

sinh ở 37 oC, 5% CO2. Sau khi gieo 24 – 48 giờ, rửa tế bào bằng PBS và thay 

môi trường nuôi để loại bỏ các tế bào không bám dính. Khi tế bào đạt 80 – 90 
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% bề mặt đĩa nuôi thì tiến hành cấy chuyển và đây được xác định là lần cấy 

chuyển đầu tiên. Các bước thực hiện như sau: Loại bỏ môi trường cũ, rửa tế 

bào bằng dịch đệm PBS. Xử lý tế bào nuôi cấy bằng Trypsin / EDTA 0,25% / 

0,02% trong PBS (PAN Biotech, Anh), ủ ở 37 oC, 5% CO2 trong 5 phút. 

Thêm thể tích thấp của môi trường DMEM low glucose với lượng tương 

đương với trypsin cho vào. Dùng pipet hút để làm tan các cụm tế bào. Chuyển 

tế bào vào ống ly tâm, ly tâm 3000 vòng/phút trong 5 phút, thu lại phần tế bào 

lắng xuống. Thêm 1000 μl môi trường nuôi cấy, gieo tế bào vào đĩa và đưa 

vào tủ nuôi. Theo dõi khả năng tăng sinh của tế bào trong 7 ngày và đếm tế 

bào bằng buồng đếm Neubauer, lượng tế bào gieo vào mỗi giếng của đĩa 24 

giếng là 50.000 tế bào. Sự phát triển của tế bào được quan sát, đánh giá và 

kiểm tra thường xuyên để đánh giá hình thái và mật độ tế bào.  

2.2.1.2. Biệt hoá tế bào 

Trong thử nghiệm biệt hóa in vitro, để tạo ra sự biệt hoá tế bào mỡ 

[79], các AMC từ lần cấy chuyển 3 được gieo với mật độ 1x104 tế bào/giếng 

của đĩa 4 giếng (Nunc, UK) trong môi trường DMEM có bổ sung insulin 10 

μg/L, Dexamethasone 1 μM và 0,5 μM IBMX (tất cả từ Sigma). Thay môi 

trường biệt hoá 3 ngày/lần trong 3 tuần. Sau 3 tuần, cố định tế bào với 

formalin 10% trong 10 phút sau đó ủ với formalin 37% ít nhất 1 giờ. Tế bào 

sau cố định sẽ loại dịch, để khô rồi nhuộm với Oil Red O trong 1 giờ (Bio 

Basic Canada Inc.), rửa lại bằng nước cất 5 lần. 

Để tạo ra sự biệt hóa xương, quy trình này tương tự với sự biệt hóa mỡ. 

Tuy nhiên, môi trường là DMEM chứa 10% FBS, 50 μg axit ascorbic, 10 nM 

dexamethasone và 10 mM β-glycerophosphate [80]. Thay môi trường ba ngày 

một lần trong 21 ngày. Sau 21 ngày, cố định tế bào bằng paraformaldehyde 

4% ở nhiệt độ phòng trong 10 phút và sau đó nhuộm với Alizarin red (Bio 

Basic Canada Inc.) để minh họa cho sự lắng đọng canxi trong 20 phút. 

2.2.1.3. Phân tích tế bào học dòng chảy 

Các tế bào AMC sau phân lập, tiến hành xác định biểu hiện của các chỉ 

thị bề mặt bằng cách sử dụng phân loại tế bào được kích hoạt bằng huỳnh 

quang (máy phân tích tế bào, FACS, BD Bioscatics). Các bước thực hiện 

gồm: ủ 1 x 106 tế bào với 2 µl CD90-APC, 2 µl CD45-Per CP và 5 µl mỗi 
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kháng thể CD29-FITC, CD44-PE (Miltenyi Biotec Inc. USA) trong 10 phút ở 

2-8 oC trong tối. Rửa lại tế bào 3 lần bằng dung dịch đệm (PBS + 0,5% BSA 

+ 2 mM EDTA). Sau đó, mẫu tế bào được đem phân tích. Dữ liệu kết quả 

phân tích bằng phần mềm CellQuest (BD Bioscience). 

2.2.2. Phương pháp tiêm tế bào 

Gây mê chuột bằng cách sử dụng isoflurane dạng hít 3%. Vùng lông 

quanh mỡ bụng và bẹn được cắt bớt và da được khử trùng bằng cồn 70%. Với 

sự hỗ trợ của kẹp vi phẫu, núm vú được nâng lên để lộ phần da ở dưới để đảm 

bảo phần kim không ở trong cơ. Đưa kim xuyên qua da vào khoảng dưới da 

để tiêm, kim phải được đưa vào khoảng 5 mm ngoài phần cuối của vát kim. 

Trong khi tháo kim tiêm, giữ tại vị trí tiêm khoảng 15-30 giây để tế bào tiêm 

vào không rò rỉ ra khỏi vị trí tiêm. Quan sát và để chuột ổn định khoảng 30 

phút đầu sau tiêm. 

Mỗi con chuột được tiêm 106 tế bào trong 100 μl PBS 1X. Đối với 

những con chuột đối chứng được tiêm 100 μl PBS 1X không chứa tế bào. Mỗi 

nhóm có 9 con chuột, sau 1 tuần, 2 tuần và 3 tuần những con chuột này được 

thu mẫu máu để tiến hành những thí nghiệm tiếp theo. Chúng tôi tiến hành 

với 3 nhóm thí nghiệm: 

+ Lô 1: Chuột tiêm 1 triệu tế bào AMC/con 

+ Lô 2: Chuột tiêm 1 triệu tế bào 4T1/con 

+ Lô 3: Chuột tiêm hỗn hợp 1 triệu tế bào AMC + 1 triệu tế bào 4T1/con 

+ Lô 4: Chuột bình thường 

2.2.3. Phương pháp thu mẫu máu 

Phương pháp thu mẫu máu tiến hành theo nghiên cứu của Parasuraman 

và cộng sự năm 2010 [81] về lấy mẫu máu ở động vật nhỏ trong phòng thí 

nghiệm. Quá trình lấy máu gồm các bước sau: tiến hành gây mê chuột, sau đó 

sử dụng kim tiêm 1ml để lấy mẫu máu có thể mở ngực hoặc không mở ngực, 

mẫu máu được thu từ tim, đặc biệt là lấy từ tâm thất, nhẹ nhàng đưa kim vào 

tránh tình trạng tim bị xẹp. Sau đó, chuyển mẫu máu vào ống chống đông 

EDTA và ly tâm ở tốc độ 1000 vòng/phút trong 5 phút để thu huyết tương. 

Bảo quản mẫu huyết tương ở -20 oC cho đến khi phân tích.  
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2.2.4. Phương pháp định lượng các cytokine bằng hạt bead 

Các bước thực hiện theo hướng dẫn của nhà sản xuất đối với bộ kit 

cytokine Th1/Th2/Th17 của chuột BDCBA (Becton Dickinson, USA), 50 µL 

mẫu huyết thanh và 50 µL hỗn hợp hạt được nạp vào ống Eppendoff đã được 

ủ trong bóng tối trong 2 giờ. Sau khi thêm 1 mL dung dịch rửa, ly tâm 200g 

trong 5 phút, loại bỏ dịch nổi, hòa tan cặn bằng 300 L dung dịch rửa, các 

cytokine Th1 (IL-2), Th2 (IL-4, IL-6 và IL-10), và Th17 (IL-17A) có trong 

huyết thanh của chuột đã được kiểm tra bằng máy đo flow cytometry BD 

Acurri C6 Plus. 

Chất chuẩn Cytokine Chuột Th1/Th2/Th17 được đông khô và phải 

được hoàn nguyên và pha loãng ngay lập tức trước khi trộn với Capture Beads 

và Thuốc thử phát hiện PE. Với mỗi mẫu thử nghiệm cần phải chạy làm 

đường chuẩn các cytokine (không lưu trữ hoặc tái sử dụng các tiêu chuẩn 

hoàn nguyên hoặc pha loãng).  

Để chuẩn bị các chất chuẩn và mẫu để phân tích, cần vortex hỗn hợp 

Capture Beads và thêm 50 µL vào tất cả các ống xét nghiệm. Thêm 50 µL 

dung dịch pha loãng Tiêu chuẩn Cytokine Chuột Th1/Th2/Th17 vào các ống 

đối chứng. Tiếp theo, thêm 50 µL của mỗi mẫu chưa biết vào các ống xét 

nghiệm mẫu được dán nhãn thích hợp rồi thêm 50 µL thuốc thử phát hiện 

Th1/Th2/Th17 PE của chuột vào tất cả các ống xét nghiệm. Các ống nghiệm 

được ủ trong 2 giờ ở nhiệt độ phòng, tránh ánh sáng trực tiếp. Sau thời gian ủ, 

1 mL Wash Buffer được thêm vào mỗi ống nghiệm và ly tâm ở tốc độ 200g 

trong 5 phút rồi nhẹ nhàng hút loại bỏ phần nổi phía trên mỗi ống nghiệm. 

Cuối cùng, 300 µL Wash Buffer được thêm vào mỗi ống xét nghiệm để đình 

chỉ lại các viên hạt. 

2.2.5. Phương pháp xử lý số liệu 

Các số liệu được thể hiện theo giá trị trung bình (Mean) ± Sai số tuyệt 

đối (SEM). Số liệu trung bình được xử lý thống kê bằng tính sai khác theo 

hàm ANOVA single factor trên Excel với sai số P < 0,05. 
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Chương 3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

3.1. KẾT QUẢ PHÂN LẬP TẾ BÀO GỐC MỠ CHUỘT 

Mô mỡ chuột được thu từ chuột khoẻ mạnh, tất cả các bước đều được 

tiến hành trong điều kiện vô trùng (Hình 3.1). Trọng lượng của mô mỡ và số 

lượng tế bào nuôi cấy được sử dụng để tính toán mật độ tế bào trong mô mỡ 

thu được. Số lượng tế bào trên mỗi gam mỡ phụ thuộc vào nhiều yếu tố. 

Trong nghiên cứu này, khối lượng mỡ thu được trung bình là 1,44 ± 0,65 gam 

tương ứng với lượng tế bào là 2,37 ± 0,86 x 106 tế bào và lượng tế bào trên 

mỗi gam mô mỡ tính ra là 1,86 ± 0,92 x 106 tế bào/gam cao hơn so với trong 

báo cáo của Luna và cộng sự năm 2014 [82] là 4,2 ± 1,1 x 105 tế bào/gam. 

 

 

Hình 3.1. Quá trình thu mẫu mô mỡ 

a) vị trí thu mỡ dưới da. b) mảnh mô mỡ thu được, c) các mảnh mô mỡ được 

cắt nhuyễn, d) tế bào thu được sau khi ủ với collagenase và ly tâm 
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Hình thái của AMC sau khi phân lập từ mô mỡ của chuột khoẻ mạnh 

được thể hiện trong Hình 3.2. Theo quan sát, vào ngày đầu tiên của quá trình 

nuôi cấy, các tế bào bắt đầu bám vào bề mặt đĩa nuôi, những tế bào lơ lửng 

trong môi trường, sẽ bị loại sau những lần thay mới môi trường nuôi (Hình 

3.2A). Vào ngày thứ 2, các tế bào hình trục chính dính xuất hiện (Hình 3.2B). 

Đến ngày thứ 6, các tế bào hình trục chính đạt khoảng 60-80% bề mặt đĩa 

nuôi (Hình 3.2C). Ba ngày sau giai đoạn 2 (Hình 3.2D), các tế bào bắt đầu 

phát triển mạnh, lan rộng nhanh chóng, bao phủ bề mặt đĩa nuôi và đồng nhất 

hơn về hình dạng tế bào nguyên bào sợi (hình thoi, thuôn dài và nhọn ở hai 

đầu, có kích thước lớn, hạt nhân tròn). 

 

Hình 3.2. Hình thái của các AMC được phân lập trong quá trình nuôi cấy 

(A) các tế bào sau phân lập 12 giờ, (B) các tế bào sau 2 ngày phân lập, (C) các 

tế bào vào ngày thứ 6 sau phân lập, (D) tế bào vào ngày thứ 3 của lần cấy 

chuyển 2 (Vật kính 10x). 
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Tế bào AMC sau phân lập dần ổn định và tăng sinh mạnh hơn từ lần 

cấy chuyển 4 (Hình 3.3) và đây cũng là nguồn tế bào được sử dụng để tiêm 

vào chuột và thực hiện một số nghiên cứu tiếp theo. 

 

Hình 3.3. Tế bào AMC sau 2 ngày ở lần cấy chuyển 4  

Thời gian bám dính tế bào và tốc độ sinh trưởng trong nghiên cứu này 

tương tự như báo cáo của Phuong và cộng sự năm 2018 [83]. Họ đã thành 

công trong việc phân lập và nuôi cấy MSC từ mô mỡ bằng phương pháp 

không sử dụng enzyme. Theo Luna và cộng sự (2014), đối với AMC chuột, 

tại thời điểm thu mẫu, hình thái và kích thước của tế bào không đồng nhất, tỷ 

lệ kích thước tế bào lớn/nhỏ có thể thay đổi tùy thuộc vào các yếu tố như giới 

tính và tuổi của chuột [82].  

Tốc độ tăng trưởng của tế bào (Hình 3.4) thể hiện đầy đủ các pha sinh 

trưởng của tế bào, tăng nhanh và cao nhất ở ngày thứ 5 rồi có xu hướng dừng 

lại. Ngày 1 và ngày 2 tế bào bắt đầu thích nghi với môi trường, số lượng tế 

bào không tăng nhiều (pha tiềm phát). Đến ngày thứ 3, tế bào bắt đầu phân 

chia, số lượng tế bào tăng theo luỹ thừa (pha Log), tăng nhanh đến ngày thứ 5 

và bắt đầu có xu hướng dừng lại. Ở thời điểm này, số lượng tế bào đạt cực đại 
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gần 120.000 tế bào gấp hơn 2 lần so với lượng tế bào ban đầu (50.000 tế bào), 

rồi chuyển sang pha cân bằng. Và cuối cùng là pha suy vong, tế bào giảm dần 

ở ngày thứ 6 do các tế bào bị phân huỷ nhiều, chất dinh dưỡng cạn kiệt. 

 

Hình 3.4. Tốc độ tăng trưởng của tế bào AMC trong 7 ngày 

Một trong số đánh giá để chứng minh tế bào phân lập được là tế bào 

gốc trung mô đó là có biểu hiện với một số chỉ thị bề mặt như CD90, CD73, 

CD90, CD105, CD44 và âm tính với CD45 và CD31 [38]. Sau khi nuôi cấy, 

tế bào ở lần cấy chuyển thứ 2 được xử lý và nhuộm huỳnh quang có gắn các 

marker để chạy flow kiểm tra. Các biểu hiện một số chỉ thị bề mặt của tế bào 

AMC sau khi phân lập và sau lần cấy chuyển thứ hai được thể hiện trong 

Bảng 3.1, Hình 3.5 và Hình 3.6 với marker CD29, CD90, CD44 và 

CD45. Quá trình kiểm tra cho thấy rằng các biểu hiện dương tính của CD29, 

CD90 và CD44 trong AMC tăng lên ở những lần cấy chuyển sau so với các 

biểu hiện trong các tế bào tại thời điểm mới phân lập. Ngược lại, với chỉ thị 

CD45 biểu hiện dương tính giảm mạnh ở thời điểm mới phân lập so với lần 

cấy chuyển 2, điều đó có nghĩa tế bào AMC âm tính với CD45.  
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Hình 3.5. Biểu thị các dấu hiệu bề mặt của tế bào sau khi phân lập 

Tỷ lệ tế bào dương tính với dấu hiệu CD45 (dấu hiệu đặc hiệu của tế 

bào gốc máu) là 19,48% sau khi phân lập và giảm xuống còn 0,81% sau lần 

cấy chuyển 2, điều này có thể được giải thích rằng do ở thời điểm mới phân 

lập, có lẫn nhiều các tế bào khác ngoài tế bào gốc mỡ đặc biệt là các tế bào 

gốc máu nên biểu hiện của CD45 sẽ cao hơn ở giai đoạn này và cao gấp hơn 

20 lần so với biểu hiện ở những lần cấy chuyển tiếp, sau khi thay môi trường 

nuôi hay qua một số lần cấy chuyển, tế bào gốc trung mô mỡ dần ổn định và 

đồng nhất hơn, lúc này biểu hiện của CD45 giảm dần và đồng nghĩa với việc 

biểu hiện của các chỉ thị bề mặt của tế bào gốc trung mô tăng lên. Cụ thể, tỷ lệ 

tế bào dương tính với các dấu hiệu bề mặt biểu thị đối với MSC ở lần cấy 

chuyển thứ 2 tăng cao: CD44 tăng gấp 5 lần, CD90 tăng gấp đôi và CD29 

tăng gần 6 lần so với thời điểm mới phân lập. Tại thời điểm phân lập chỉ có 

16,54%, 11,58%, 12,8% số tế bào dương tính với CD44, CD90 và CD29 

tương ứng, trong khi tỷ lệ này ở lần cấy chuyển thứ hai lần lượt là 86,94%, 

25,47%, 74,33%. 
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Bảng 3.1. Phân tích tế bào học dòng chảy của tế bào phân lập từ mô mỡ 

Marker chỉ thị 
Tế bào sau khi 

phân lập 

Tế bào ở lần cấy chuyển 

2 

CD45+ 19,48 % 0,81 % 

CD44+ 16,54 % 86,94 % 

CD90+ 11,58 % 25,47 % 

CD29+ 12,8 % 74,33 % 

Ở thí nghiệm của Luna và cộng sự [82], tỷ lệ tế bào dương tính với chỉ 

số CD45 nằm trong khoảng từ 5,6 ± 0,9% đến 24,5 ± 2,8% và tỷ lệ phần trăm 

dương tính với CD90 nằm trong khoảng từ 51,5 ± 4,2% đến 75,8 ± 3,7% tùy 

thuộc vào nhóm và không thay đổi về môi trường. Trong nghiên cứu này, tỷ 

lệ tế bào dương tính với CD45 giảm xuống còn 0,81%, thấp hơn so với 

nghiên cứu của Luna. Tuy nhiên, kết quả biểu hiện của chỉ thị MSC cụ thể 

trong nghiên cứu này thấp hơn so với một số nghiên cứu khác. Theo Taha và 

Hedayati [84], các tế bào cho thấy 99% dương tính với CD29 và 98% với 

CD44, các tế bào không phản ứng với CD31 và chỉ 1% tế bào dương tính với 

CD11b và CD45. Tương tự như vậy, Maddox và cộng sự cho thấy mức độ 

biểu hiện của CD44 là 98%, trong khi đó CD90 là 2% ở cấy chuyển 3 [85]. 
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Hình 3.6. Biểu thị các dấu hiệu bề mặt của tế bào sau giai đoạn cấy 

chuyển 2 

PerCP-H (CD45), PE-H (CD44), APC-H (CD90), FITC-H (CD29). 

Vào ngày thứ 21 tiếp xúc với môi trường biệt hóa tạo mỡ, như thể hiện 

trong Hình 3.7A, các tế bào giống như tế bào mỡ xuất hiện với các không bào 

giàu lipid, được nhuộm bằng Oil red O (Hình 3.7A). Ngược lại, các tế bào đối 

chứng giữ nguyên hình thái và không có sự tích tụ lipid trong tế bào chất của 

chúng (Hình 3.7A và 3.7B). Kết quả của nghiên cứu này phù hợp với công bố 

của Thuy và cộng sự [86] và những người khác [83]. 

 

Hình 3.7. Tế bào AMC biệt hóa thành mỡ 
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(A) AMC chuột ở giai đoạn cấy chuyển 2 vào ngày 21 sau khi biệt hoá (kiểm soát âm 

tính). (B) AMC của chuột được tạo ra trong môi trường biệt hóa sau 21 ngày và được 

nhuộm bằng Oil red O (Vật kính 20x)      

 

Hình 3.8. Tế bào AMC biệt hóa thành xương 

(A) AMC chuột ở giai đoạn cấy chuyển 2 vào ngày 21 sau biệt hoá thành 

xương trước khi nhuộm. (B) AMC sau biệt hoá thành xương nhuộm bằng 

Alizarin. (Vật kính 20x)  

Cùng với sự biệt hoá tạo mỡ, nghiên cứu tiến hành đồng thời cho AMC 

biệt hoá tạo xương (Hình 3.8A). Sau 21 ngày nuôi trong môi trường biệt hoá, 

tế bào khi được nhuộm với Alizarin red, thấy xuất hiện các tinh thể màu và 

gần như toàn bộ đĩa nuôi bắt màu với Alizarin red (Hình 3.8B), ngược lại với 

đó là sự không bắt màu của tế bào nuôi trong môi trường không bổ sung các 

chất kích thích tạo cặn canxi xung quanh tế bào. 

3.2. KẾT QUẢ THEO DÕI MỨC ĐỘ TĂNG TRỌNG VÀ TỈ LỆ 

SỐNG SÓT CỦA CHUỘT THÍ NGHIỆM SAU TIÊM TẾ BÀO 

Đối với quá trình đánh giá sự ảnh hưởng của tế bào gốc mỡ lên khả 

năng hình thành và phát triển ung thư vú qua các lô thí nghiệm, bên cạnh 

nhiều yếu tố đánh giá về thể trạng thì việc theo dõi mức độ tăng trọng cũng 

như tỉ lệ sống/chết của chuột là cần thiết. Các kết quả nghiên cứu về mức độ 

tăng trọng kể từ khi tiêm tế bào vào chuột ở các lô thí nghiệm cho đến các 

thời điểm 1, 2, 3 tuần sau tiêm cũng như tỉ lệ sống/chết của chuột trong báo 

cáo này được thể hiện ở bảng 3.2. Sự tăng trọng của chuột thay đổi qua từng 

tuần và khác nhau ở mỗi nhóm tiêm tế bào khác nhau. 
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Bảng 3.2. Tốc độ tăng trọng của chuột thí nghiệm và tỉ lệ chuột sống/chết 

ở từng lô thí nghiệm 

           Tuần tuổi chuột 

Lô TN 

Tuần 1 Tuần 2 Tuần 3 

Lô 

1 

Tăng trọng (gam) 1,32 ± 0,61a 2,16 ± 0,54a 4,53 ± 0,55b 

Số chuột chết 0 0 0 

Lô 

2 

Tăng trọng (gam) -2,24 ± 2,11a -0,18 ± 0,57a 5,04 ± 0,78b 

Số chuột chết 0 0 0 

Lô 

3 

Tăng trọng (gam) 5,07 ± 0,18a 3,21 ± 0,1b 3,06 ± 0,12c 

Số chuột chết 0 0 0 

Lô 

4 

Tăng trọng (gam) 5,82 ± 0,4a 4,57 ± 0,32b 6,97 ± 0,25c 

Số chuột chết 0 0 0 

Ghi chú: Các giá trị trong cùng một hàng có chữ cái khác nhau là sai khác có 

ý nghĩa (P < 0,05) 

Trong nghiên cứu tiền lâm sàng, tế bào 4T1 đã được sử dụng để nghiên 

cứu sự di căn của ung thư vú vì chúng có thể di căn đến phổi, gan, hạch bạch 

huyết, não và xương [17], mặt khác khối u 4T1 còn gây ra phản ứng bạch cầu 

với lách to sau khi cấy ghép chỉnh hình vào đệm mỡ ở vú của chuột Balb/c cái 

[87]. Kết quả ở bảng cho thấy mức độ tăng trọng của chuột ở lô thí nghiệm 1 

và 2 tăng còn lô 3 giảm so với lô đối chứng 4 (với mức độ tin cậy P < 0,05). 

Trong thời gian tiêm tế bào AMC ở lô 1 (tại thời điểm sau tiêm 1 tuần, 2 tuần 

và 3 tuần) không có hiện tượng giảm cân nhưng mức độ tăng trọng cũng thấp 

hơn so với lô đối chứng 4. Chuột ở lô 2 là nhóm được tiêm tế bào 4T1 (1 triệu 

tế bào/con) có hiện tượng giảm cân sau 1 và 2 tuần tiêm ở mức độ tăng trọng 

âm lần lượt - 2,24 gam và - 0,18 gam, nhưng đến tuần 3 thì cân nặng của 

chuột tăng lên (5,04 ± 0,78 gam) đáng kể. Ở lô thí nghiệm 3, cân nặng của 

chuột giảm dần ở tuần 2 (3,21 ± 0,1 gam), tuần 3 (3,06 ± 0,12 gam) so với 

https://en.wikipedia.org/wiki/Metastasis
https://en.wikipedia.org/wiki/Metastasis
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tuần 1 (5,07 ± 0,18 gam) và giảm so với lô đối chứng. Sự sai khác này là có ý 

nghĩa ở mức thống kê với P < 0,05. Hơn nữa, ở các thời điểm khác nhau trên 

mỗi lô thí nghiệm đều không thấy có chuột chết, điều này đồng nghĩa với tỉ lệ 

sống của chuột là 100 %.  

Như vậy, có thể thấy rằng việc tiêm tế bào ung thư 4T1 và tế bào 4T1 cùng 

với AMC vào chuột có ảnh hưởng tới mức độ tăng trọng và không ảnh hưởng 

nhiều đến tỉ lệ sống sót của chuột thí nghiệm. Việc tiêm tế bào ung thư 4T1 

vào chuột sau đánh giá ở những thời điểm ban đầu mức độ tăng trọng của 

chuột càng giảm. 

3.3. KẾT QUẢ THEO DÕI HÌNH THÀNH KHỐI U 

   Trong quá trình theo dõi và đánh giá chuột ở các lô thí nghiệm khác 

nhau, việc phát hiện các khối u bằng biện pháp sờ nắn và kiểm tra trực quan 

bằng mắt thường với tần suất mỗi 2 lần 1 tuần để phát hiện sự khác biệt cũng 

như xác định vị trí xuất hiện khối u và dùng thước kẹp để đo kích thước của 

khối u tại các thời điểm tuần 1, tuần 2 và tuần 3 sau tiêm. Toàn bộ chuột ở các 

lo thí nghiệm được mổ ở 1, 2, 3 tuần để kiểm tra sự xuất hiện của khối u. Các 

khối u sẽ được tách và tiến hành tách RNA, tổng hợp cDNA để chạy qPCR 

kiểm tra biểu hiện gen, và đánh giá một số chỉ tiêu khác trong những nghiên 

cứu tiếp theo.  

Việc đồng nuôi cấy tế bào ung thư vú với tế bào mỡ làm tăng sự tăng sinh, 

di cư và xâm lấn của tế bào ung thư. Tuy nhiên, bản chất của sự tương tác 

giữa tế bào mỡ trưởng thành và tế bào ung thư vú vẫn chưa rõ ràng 

[88], [89]. Hơn nữa, việc đồng nuôi cấy các tế bào mỡ với các tế bào ung thư 

vú làm thay đổi hệ bài tiết của các tế bào mỡ để trở thành tiền sinh khối u 

nhiều hơn [89].  

Kết quả nghiên cứu cho thấy chuột ở lô tiêm tế bào 4T1 xuất hiện khối u ở 

cả 3 thời điểm sau tiêm, vị trí khối u tại vùng tiêm tế bào (tuyến vú chân sau 

trái, Hình 3.9 A, B). Các lô thí nghiệm khác (lô 1, 3, 4) không có biểu hiện 

bất thường hay xuất hiện khối u (Hình 3.10 A, B). Kết quả thể hiện ở bảng 

3.3. Ở lô thí nghiệm chuột tiêm tế bào 4T1, có 6/9 con chuột xuất hiện khối u 

tuyến vú, mỗi tuần có 2 chuột tạo u và 3/9 chuột không xuất hiện u nào. 

Trong khi lô đối chứng (lô 4) không thấy xuất hiện các khối u ở bất kì vị trí 
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nào trên cơ thể chuột. Có thể do điều kiện nuôi cấy (nhiệt độ, môi trường, chế 

độ ăn uống) hay một số lý do khác mà số lượng tế bào 4T1 tiêm vào chuột lớn 

hơn (1 triệu tế bào 4T1/con) và thời gian hình thành khối u trên chuột trong 

thí nghiệm của chúng tôi có sự khác so với nghiên cứu của Luo và cộng sự 

vào năm 2020 [90] là  khoảng một đến hai tuần sau tiêm tế bào 4T1, chuột 

hình thành khối u trong ống tuyến vú cụ thể các khối u được sờ thấy trong 

vòng 10 ngày ở chuột tiêm 100.000 tế bào/con và trong vòng 12 ngày ở chuột 

tiêm 40.000 tế bào/con [90]. 

 

Hình 3.9. Hình ảnh khối u chuột tiêm tế bào 4T1 

A) khối u chuột đo dưới thước kẹp. B) khối u sau khi mổ chuột 

Theo nghiên cứu của Ong và cộng sự năm 2018 [91], chuột cái BalB/c 6-8 

tuần tuổi sau khi ổn định và thích nghi với điều kiện thí nghiệm, chúng được 

tiêm 5 x 104 tế bào 4T1 trong 100 µl PBS thì sự phát triển của khối u được 

đánh giá bằng hình thái học và thể tích khối u đạt 50-100 mm3 nó tương 

đương với kết quả tạo khối u ở chuột tiêm 4T1 trong thí nghiệm này sau 3 

tuần kể từ thời điểm tiêm là 83,87 mm3. Thể tích và khối lượng khối u theo 

tuần giảm lần lượt từ tuần 1, 2 đến tuần 3. Ở tuần 2, thể tích khối u trung bình 

là 812,54 ± 52,6 mm3 tương ứng với khối lượng trung bình 0,16 ± 0,04 gam. 

Điều này thể hiện đồng đều ở cả tuần 1 và tuần 3. 
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Hình 3.10. Hình ảnh chuột không có khối u   

A) chuột đối chứng lô 4, B) chuột tiêm tế bào AMC, C) chuột tiêm tế bào 

AMC + 4T1 

Thể tích khối u chuột được tính theo công thức: V = 1/2 . a . b2, đơn vị mm3. 

Trong đó, a là chiều dài khối u (mm), b là chiều rộng khối u (mm) [91].  

Bảng 3.3. Kết quả tạo khối u tuyến vú ở chuột thí nghiệm 

Lô 

TN 

Số 

chuột 

TN 

U tuyến vú 

Số 

chuột 

có u 

Thể tích trung bình khối u 

tuyến vú (mm3) 

Khối lượng trung bình 

khối u tuyến vú (gam) 

Tuần 1 Tuần 2 Tuần 3 Tuần 

1 

Tuần 

2 

Tuần 3 

Lô 1 9 0 0 0 0 0 0 0 

Lô 2 9 6/9 1034,56 

± 78,87a 

812,54 

± 52,6b 

83,87 ± 

20,47c 

0,38 ± 

0,19a 

0,16 ± 

0,04a 

0,03 ± 

0,005b 

Lô 3 9 0 0 0 0 0 0 0 

Lô 4 9 0 0 0 0 0 0 0 

Ghi chú: Các giá trị trong cùng một hàng của mỗi đơn vị (thể tích, khối 

lượng) có chữ cái khác nhau là sai khác có ý nghĩa (P < 0,05) 
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Ngoài ra, kết quả ở bảng 3.3 cũng cho thấy chuột ở lô thí nghiệm 2 đều có 

thể tích khối u cũng như khối lượng của khối u giảm dần qua từng tuần kể từ 

sau khi tiêm. Cụ thể, thể tích khối u tuần 1 (1034,56 mm3) cao hơn 12 lần so 

với khối u tuần 3 (83,87 mm3). Cùng với đó khối lượng khối u cũng giảm từ 

tuần 1 đến tuần 3, khối lượng u trung bình tuần 1 là 0,38 ± 0,19 g nhưng sang 

tuần 3 cũng giảm đi nhiều lần còn trung bình khoảng 0,03 ± 0,005 g. Tuy 

nhiên, sự tăng trọng này cũng thấp hơn nhiều lần so với trong nghiên cứu của 

Ong và cộng sự [92], trọng lượng khối u là 2,08 ± 0,426 g. 

 Như vậy, việc tiêm tế bào ung thư vú 4T1 vào chuột có ảnh hưởng đến 

khả năng hình thành khối u của chuột, biểu hiện rõ nhất về kích thước cũng 

như khối lượng khối u ở tuần đầu tiên sau tiêm và giảm dần ở tuần 2, tuần 3 ở 

mức ý nghĩa thống kê P < 0,05. 

3.4. ĐỊNH LƯỢNG CYTOKINE  

3.4.1. Xác định đường chuẩn giữa các phép đo 

Dựa vào các mẫu chuẩn, trong nghiên cứu này đã xây dựng được 

đường chuẩn để tiến hành định lượng các Cytokine trong máu chuột. Dưới 

đây là các kết quả đường chuẩn cho các cytokine được đề cập đến ở trong 

nghiên cứu.  

 

Hình 3.11. Đường chuẩn cho IL-6 
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Bảng 3.4. Kết quả xây dựng đường chuẩn IL-6 

Name 
Event 

# 
MFI SD 

CV% 

(MFI) 

Nominal 

CC 

pg/mL 

Fitted 

CC 

pg/mL 

Recovery 

% 

Std01

5 
972 218778 33049.93 14.27  5000 5129.72 102.59  

Std01

6 
946 87762 14649.57 15.55  2500 2339.89 93.60  

Std01

7 
1062 47108 8062.93 16.67  1250 1339.80 107.18  

Std01

8 
1009 20803 3883.30 17.61  625 620.34 99.25  

Std01

9 
1006 10337 1831.94 16.94  312.50 306.68 98.14  

Std02

0 
966 5252 895.49 17.16  156.25 146.42 93.71  

Std02

1 
1092 3125 503.16 15.36  78.13 78.54 100.53  

Std02

2 
1047 1879 271.32 15.19  39.06 39.65 101.52  

Std02

3 
968 1397 271.13 18.67  19.53 25.28 129.42  

Std02

9 
962 748 140.11 17.90  9.77 7.50 76.80  

Std03

0 
862 619 225.54 37.98  4.88 4.35 89.07  

Std03

1 
779 545 197.93 32.99  2.44 2.58 105.88  

Std03

2 
1600 497 203.86 42.72  1.20 1.36 113.21  

Tất cả đường chuẩn được xây dựng dựa trên 13 nồng độ chuẩn cao nhất 

là 5000 pg/ml pha loãng lần lượt 2500 pg/ml, 1250 pg/ml, 625 pg/ml, 312.50 

pg/ml, 156.25 pg/ml, 78.13 pg/ml, 39.06 pg/ml, 19.53 pg/ml, 9.77 pg/ml, 4.88 

pg/ml đến nồng độ cuối cùng là 1,2 pg/ml. So với các nồng độ pha loãng của 

đường chuẩn trong bộ kit cytokine Th1/Th2/Th17 của chuột BDCBA chỉ pha 

loãng đến 20 pg/ml, nhưng nồng độ các cytokine trong máu của chuột thí 
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nghiệm khá thấp, nên đường chuẩn được xây dựng cả ở nồng độ thấp hơn (1,2 

pg/ml).  

Trong đường chuẩn của IL-6 ở Hình 3.8 và các thông số trình bày ở 

bảng 3.4, kết quả trên thực tế có chênh lệch so với lý thuyết ví dụ nồng độ 

chuẩn 5000 pg/ml thì kết quả thực là 5129,72 pg/ml với tỉ lệ chênh lệch là 

102,59 %, tương tự với những nồng độ pha loãng còn lại.  

Tương tự như ở đường chuẩn của IL-6, hệ số tương quan R2 của các 

đường chuẩn đa số đều đạt trên 99 % cụ thể giá trị R2 lần lượt 99,83 %; 99,39 

%; 99,65 % tương ứng lần lượt của IL-10, IL-17A, IL-4. Bên cạnh đó cũng có 

sự chênh lệch về giá trị nồng độ trên lý thuyết và trên thực tế cũng như tỉ lệ 

chênh lệch. Riêng hệ số tương quan trong đường chuẩn của IL-2 thấp hơn 

(98,07 %) nhưng không đáng kể, điều đó cho thấy độ tin cậy cao trong các 

đường chuẩn được xây dựng.  

3.4.2. Hàm lượng IL-2 trong huyết thanh 

IL-2 kích hoạt các tế bào lympho T gây độc tế bào, rất quan trọng đối 

với khả năng miễn dịch ung thư. Nồng độ trung bình của IL-2 trong huyết 

thanh ở bệnh nhân mắc ung thư vú cao hơn so với người bình thường [93].  

 

Hình 3.12.  Biểu đồ biểu thị hàm lượng IL-2 trong huyết thanh (pg/ml) 
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Trên mô hình nghiên cứu này, kết quả được thể hiện ở Hình 3.14 lại thể 

hiện sự tương đồng nhau, không có quá nhiều chênh lệch giữa các tuần trong 

mỗi lô thí nghiệm và giữa các lô thí nghiệm với nhau, đặc biệt là ở lô thí 

nghiệm tiêm tế bào AMC và lô tiêm tế bào 4T1 so với lô đối chứng. Như 

trong lô thí nghiệm tiêm tế bào AMC, hàm lượng IL-2 ở tuần 1, 2, 3 tương 

ứng là 2,06 ± 0,1; 2,25 ± 0,13; 2,15 ± 0,02 (pg/ml), tương tự với lô thí nghiệm 

2 hàm lượng IL-2 lần lượt từ tuần 1 đến tuần 3 là 2,07 ± 0,01; 2,07 ± 0,05; 

2,09 ± 0,03 (pg/ml) và lô đối chứng  trung bình là 2,25 ± 0,07 pg/ml. Kết quả 

này cho thấy giữa các lô thí nghiệm không có quá nhiều khác biệt. 

3.4.5. Hàm lượng IL-17A trong huyết thanh 

IL-17A là một cytokine tiền viêm có liên quan đến tiên lượng xấu trong 

ung thư vú [94]. Do chuỗi thụ thể IL-17 biểu hiện cao trên các tế bào khối u, 

IL-17A có tác dụng trực tiếp lên các tế bào này [94].   

 

Hình 3.13. Biểu đồ biểu thị hàm lượng IL-17A trong huyết thanh (pg/ml).  

(Các chữ cái khác nhau thể hiện sự khác biệt theo thống kê) 

Năm 2013, Cochaud và cộng sự [11] đã báo cáo rằng các tế bào sản 

xuất IL-17A tăng cao trong các khối u vú và IL-17A tăng dường như chủ yếu 

liên quan đến các khối u âm tính với thụ thể estrogen. Chúng tôi đã tiến hành 

đánh giá nồng độ IL-17A trong huyết thanh ở chuột tiêm tế bào ung thư vú 

4T1 và thấy răng nồng độ IL-17A tăng lên, rõ nhất ở tuần 2 (4,03 ± 0,53 
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pg/ml), tuần 3 (4,32 ± 0,06 pg/ml) và không biểu hiện ở tuần 1 (Hình 3.17). 

Mặt khác so với khối lượng và kích thước khối u, thì nồng độ IL-17A này 

không tương quan, kết quả của chúng tôi ngược lại với báo cáo của Cochaud 

và cộng sự [11]. Ở lô thí nghiệm tiêm tế bào AMC, nồng độ IL-17A biệu hiện 

cao nhất ở tuần hai với trung bình là 3,84 pg/ml, sang tuần 3 thì thấp hơn với 

trung bình là 2,15 pg/ml.  

3.4.6. Hàm lượng IL-6 trong huyết thanh 

IL-6 là một cytokine tiền viêm được giải phóng bởi các tế bào khác 

nhau trong môi trường vi mô khối u, bao gồm cả tế bào ung thư, và do đó 

đóng vai trò quan trọng trong việc làm tăng tế bào khối u và khả năng biệt hóa 

tế bào khối u [12]. Hơn nữa, IL-6 đã được báo cáo là được biểu hiện mạnh mẽ 

bởi các AMC và là nhân tố chính trong sự gia tăng, di cư và xâm lấn của một 

số tế bào ung thư [6], nồng độ IL-6 trong huyết thanh tăng thường liên quan 

đến tiên lượng xấu và tỷ lệ sống sót thấp ở bệnh nhân ung thư vú [13]. 

 

Hình 3.14. Biểu đồ biểu thị hàm lượng IL-6 trong huyết thanh (pg/ml) 

AMC là một thành phần quan trọng trong môi trường vi mô khối u ung 

thư vú và thông qua tương tác của chúng với hệ thống miễn dịch và bài tiết 

các yếu tố dinh dưỡng, đóng vai trò không thể thiếu trong quá trình hình 

thành khối u, phát triển khối u và di căn [7]. AMC thể hiện khả năng điều hòa 

miễn dịch và thúc đẩy quá trình chữa lành và tái tạo vết thương trong môi 
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trường điều tiết nội mô. AMC tiết ra nhiều loại interleukin, bao gồm IL-6, IL-

7, IL-8, IL-11 và IL-12 [8].  

IL-6 tham gia vào quá trình điều chỉnh kích hoạt, tăng trưởng, phân 

chia tế bào miễn dịch trong quá trình đáp ứng trong cơ thể và miễn dịch. Hơn 

nữa, IL-6 đã được báo cáo là được biểu hiện mạnh mẽ bởi các AMC và là 

nhân tố chính trong sự gia tăng, di cư và xâm lấn của một số tế bào ung thư 

[6]. Trong bối cảnh này, AMC đã được chứng minh là có khả năng tăng 

cường sự di chuyển của các tế bào ung thư buồng trứng thông qua con đường 

trung gian IL-6, điều được xác định tương tự với tế bào ung thư vú [6]. Nồng 

độ IL-6 trong thí nghiệm này được thể hiện ở Hình 3.18. Ở cả 2 lô thí nghiệm 

1 và 2 hàm lường IL-6 đều thấp hơn so với lô đối chứng. Tuy nhiên, sự khác 

biệt ở các lô đều thể hiện rõ rệt. Cụ thể, nồng độ IL-6 giảm dần từ tuần 1 đến 

tuần 3 ở lô thí nghiệm tiêm tế bào AMC, tuần 1 có hàm lượng IL-6 cao nhất 

(7,48 pg/ml), sau đó giảm dần từ tuần 2 (5,37 pg/ml) đến tuần 3 (1,38 pg/ml), 

tuần 1 cao gấp hơn 5 lần so với tuần 3, tuy nhiên vẫn thấp hơn so với lô đối 

chứng (13,11 pg/ml). Ngược lại, ở lô thí nghiệm tiêm tế bào 4T1, nồng độ IL-

6 lại tăng dần, cụ thể 0,54 ± 0,31, 3,22 ± 0,4 và 10,15 ± 2,45 pg/ml tương ứng 

lần lượt tuần 1, tuần 2, tuần 3. Mặt khác, IL-6 có thể được tiết ra từ tế bào ung 

thư [12] nên việc tăng nồng độ IL-6 trong lô thí nghiệm 2 đã thể hiện được 

phần nào sự hình thành khối u ở chuột sau tiêm tế bào 4T1.  

3.4.7. Hàm lượng IL-10 trong huyết thanh 

IL-10 có nguồn gốc từ bạch cầu đơn nhân ngăn chặn sự biệt hóa bạch 

cầu đơn nhân thành tế bào đuôi gai và chuyển các tế bào đơn nhân thành một 

phân nhóm tiết IL-10, chống viêm theo vòng phản hồi tích cực [14]. Một vai 

trò quan trọng đối với việc tăng sản xuất IL-10 qua trung gian MSC đã được 

chứng minh trong mô hình nhiễm trùng huyết ở chuột trong đó quá trình trung 

hòa IL-10 đảo ngược tác dụng có lợi của các MSC có nguồn gốc từ tủy xương 

đối với sự sống còn sau khi gây ra nhiễm trùng huyết thông qua thắt và chọc 

thủng manh tràng [15]. Trong nghiên cứu của Deng và cộng sự năm 2016, ở 

giai đoạn đầu sau khi tiêm tế bào 4T1 vào chuột, kích thích tiết IL-10 để 

chống lại phản ứng viêm [14]. 
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Hình 3.15. Biểu đồ biểu thị hàm lượng IL-10 trong huyết thanh (pg/ml) 

(Các chữ cái khác nhau thể hiện sự khác biệt theo thống kê) 

Tuy nhiên, với kết quả được thể hiện trên Hình 3.15, hàm lượng IL-10 

ở các lô thí nghiệm và giữa các tuần khác nhau có sự thay đổi rõ rệt. Cụ thể, 

lô thí nghiệm tiêm tế bào AMC chỉ biểu thị nồng độ IL-10 ở tuần 2 với 3,76 ± 

0,84 pg/ml và không có biểu hiện ở tuần 1 và 3. Còn ở lô thí nghiệm tiêm tê 

sbào 4T1 có sự chênh lệch rõ ràng giữa 2 tuần đầu (3,4 pg/ml, 4,19 pg/ml lần 

lượt của tuần 1, tuần 2) so với tuần 3 (0,89 pg/ml), đạt cao nhất ở tuần 2 và 

hàm lượng IL-10 ở tuần 2 cao gấp hơn 4 lần so với tuần 3 và gần 3 lần so với 

lô đối chứng.  

3.4.8. Hàm lượng IL-4 trong huyết thanh 

Tương tự như IL-10, IL-4 cũng là một cytokine chống viêm [43]. Việc 

tiết IL-4 không ảnh hưởng đến sự phát triển in vitro cuả tế bào ung thư vú, 

trong khi khả năng hình thành khối u in vivo của chúng tương quan nghịch 

với lượng IL-4 được tiết ra [95]. MSC tạo ra ít nhất 11 yếu tố được biết là có 

ảnh hưởng đến các tế bào miễn dịch, khi tương tác với tế bào T thì MSC làm 

tăng IL-4 [27].  
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Hình 3.16. Biểu đồ biểu thị hàm lượng IL-4 trong huyết thanh (pg/ml) 

Các chữ cái khác nhau thể hiện sự khác biệt theo thống kê 

Kết quả định lượng IL-4 (Hình 3.16). Ở các lô thí nghiệm tiêm tế bào 

AMC và lô tiêm tế bào 4T1, nồng độ IL-4 biểu hiện cao nhất vào tuần 2 và 

thấp nhất hoặc gần như không biểu hiện ở tuần đầu tiên sau tiêm và có biến 

động nhẹ so với lô đối chứng 4. Sự chênh lệch trong cùng một tuần giữa lô thí 

nghiệm tiêm tế bào AMC và lô thí nghiệm tiêm tế bào 4T1 không nhiều. 

Nồng độ IL-4 của lô thí nghiệm tiêm tế bào 4T1 cao hơn so với lô tiêm tế bào 

AMC ở tuần 2 và 3. Khác với mức biểu hiện nồng độ của IL-10 (Hình 3.15) 

giữa lô thí nghiệm 1 và 2 thì biểu hiện của IL-4 rất khó để đánh giá được khả 

năng kháng viêm của nó. 
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KẾT LUẬN VÀ KIẾN NGHỊ 

KẾT LUẬN 

1. Phân lập thành công tế bào AMC với khả năng bám dính vào bề mặt 

đĩa nuôi; có hình dạng tế bào nguyên bào sợi; biểu hiện của CD44, CD90 và 

CD29 trong AMC và không biểu hiện với CD45 ở lần cấy chuyển thứ 2; có 

khả năng biệt hoá thành mỡ và thành xương trong môi trường chuyên biệt. 

2. Chuột sau tiêm tế bào: không ảnh hưởng đến khả năng sống sót của 

chuột; mức độ tăng trọng ở các lô tiêm tế bào tăng nhưng ở mức thấp hơn so 

với lô đối chứng (lô tiêm tế bào AMC tăng qua các tuần, lô tiêm tế bào 4T1 

giảm mạnh ở tuần 1 và 2 sau đó ổn định vào tuần 3, lô tiêm lẫn hai tế bào 

giảm dần qua các tuần). Khả năng hình thành khối u chỉ xuất hiện ở chuột 

trong lô tiêm tế bào 4T1 ở cả 3 thời điểm; thể tích khối u và khối lượng của 

khối u giảm dần qua từng tuần. Định lượng được nồng độ của một số cytokine 

trong nhóm chuột tiêm tế bào 4T1 (IL-17A và IL-6 tăng), nhóm tiêm tế bào 

AMC hàm lượng IL-6 giảm theo từng tuần, những cytokine còn lại có sự thay 

đổi không đều giữa các tuần trong nhóm.  

 

KIẾN NGHỊ 

Tiếp tục nghiên cứu tác động của tế bào gốc mỡ lên khả năng hình 

thành và phát triển ung thư vú bằng cách mở rộng đánh giá thêm các cytokine 

khác về cả mức độ biểu hiện gen, làm cơ sở cho những nghiên cứu tiếp theo 

về liệu pháp điều trị ung thư vú.  
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