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LỜI CAM ĐOAN 
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nghiên cứu của tôi dựa trên những tài liệu, số liệu do chính tôi tự tìm hiểu và 

nghiên cứu. Chính vì vậy, các kết quả nghiên cứu đảm bảo trung thực và 

khách quan nhất. Đồng thời, kết quả này chưa từng xuất hiện trong bất cứ 

một nghiên cứu nào. Các số liệu, kết quả nêu trong luận văn là trung thực nếu 

sai tôi hoàn chịu trách nhiệm trước phát luật. 
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MỞ ĐẦU 

Tế bào gốc có tiềm năng ứng dụng lớn trong y học tái tạo nhờ khả năng 

đặc tính biệt hóa thành nhiều loại tế bào khác nhau. Tế bào gốc (TBG) là 

những tế bào chƣa chuyên hoá hoặc chuyên hoá một phần, có khả năng biệt 

hóa thành nhiều loại tế bào khác nhau trong cơ thể. Chúng có khả năng tự 

phân chia và tái tạo, và đƣợc coi là nguồn gốc của tất cả các tế bào chuyên 

hóa trong cơ thể. Tế bào gốc còn là công cụ rất quan trọng trong nghiên cứu 

và có tiềm năng lớn để sử dụng trong lâm sàng. Cho đến nay, các loại tế bào 

gốc không phải là tế bào gốc phôi đƣợc ứng dụng trong y học thành công hơn 

cả mặc dù tiềm năng của chúng đã ít nhiều bị hạn chế hơn so với tế bào gốc 

phôi. Loại tế bào gốc hiện đang đƣợc sử dụng cho điều trị gồm ba nhóm 

chính: Tế bào gốc tạo máu, tế bào gốc trung mô và tế bào gốc biểu mô. Trong 

ba nhóm nói trên, tế bào gốc từ mô mỡ (Adipose Derived Stem cells - ASCs) 

đã và đang đƣợc quan tâm rất nhiều bởi tiềm năng to lớn. Thứ nhất mô mỡ là 

loại mô rất phổ biến, có nhiều trong cơ thể ngƣời, dễ dàng thu nhận mà không 

ảnh hƣởng lớn tới sức khỏe của con ngƣời nhƣ việc thu tủy xƣơng. Thứ hai, 

mô mỡ của con ngƣời là một nguồn dồi dào và đồng thời chứa nhiều tế bào 

gốc trung mô phục vụ trong y học điều trị và y học thẩm mỹ. SVF (stroma 

vascular fraction - SVF) là một tập hợp các tế bào không đồng nhất chứa 

trong mô mỡ vì vậy việc sử dụng phân đoạn mạch đệm có nguồn gốc từ mỡ ở 

ngƣời trong điều trị đã tăng lên trong những năm gần đây. 

 Có hai phƣơng pháp phân lập SVF từ mô mỡ chính đó là sử dụng 

enzyme (collagenase) và phƣơng pháp cơ học (lực cắt, lực ly tâm, lực bức xạ 

và áp suất [1]. Đặc biệt phƣơng pháp enzyme collagenase đƣợc chỉ định trong 

phân lập SVF vì nó phá vỡ chất nền ngoại bào (ECM) và sự liên kết của các 

tế bào mỡ và các tế bào khác [2]. Collagenase là một loại enzyme thƣờng 

đƣợc sử để phân tách tế bào ở các loại mô khác nhau, bao gồm tuyến tụy, tế 

bào thần kinh và gan. Collagenase hoạt động bằng cách cắt các protein ma 

trận ngoại bào, đặc biệt là collagen giúp nới lỏng các mô và giải phóng các tế 

bào. Xử lý collagenase có thể gây ra những thay đổi trong protein bề mặt tế 

bào, hình thái tế bào có thể ảnh hƣởng đến chức năng của tế bào. Mục đích 

của nghiên cứu này là đánh giá hiệu quả của enzyme collagenase, đối với 
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việc phân lập SVF từ mô mỡ ở các khoảng thời gian ủ khác nhau. Mục 

tiêu chính là xác định enzyme và thời gian phân tách tối ƣu để đạt đƣợc 

hiệu quả phân lập SVF để thu đƣợc nhiều tế bào gốc trung mô có khả 

năng sống cao đồng thời đảm bảo đƣợc tính gốc của tế bào và khả năng 

biệt hoá phải đƣợc đảm bảo. Vì vậy trên cơ sở đó đã lựa chọn đề tài: 

“Nghiên cứu sự ảnh hưởng của thời gian sử dụng collagenase tới sự phân 

tách mạch mô đệm SVF và sự sống của tế bào gốc trung mô” nhằm mục 

tiêu nghiên cứu: 

- Đánh giá khả năng phân lập SVF từ mô mỡ của collagenase ở các 

thời gian xử lý khác nhau. 

- Đánh giá ảnh hƣởng của collagenase tới chất lƣợng của tế bào 

ASC qua sự biểu hiện các marker bề mặt bằng phƣơng pháp phân tích 

dòng chảy (flow cytometry). 

- Đánh giá ảnh hƣởng của collagenase tới khả năng biệt hoá 

(differentiation) của ASC. 
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CHƢƠNG 1. TỔNG QUAN NGHIÊN CỨU 

1.1. TỔNG QUAN VỀ TẾ BÀO GỐC  

1.1.1. Khái niệm tế bào gốc  

Tế bào gốc là loại tế bào có khả năng phân chia không giới hạn để tạo ra 

các tế bào gốc có chức năng tƣơng tự (duy trì tính gốc) và trong những điều 

kiện nhất định, chúng có thể biệt hóa thành các loại tế bào có chức năng riêng 

biệt nhằm bổ sung hoặc thay thế các tế bào bị tổn thƣơng hay già hóa. 

Tế bào gốc đƣợc phân biệt với tế bào thông thƣờng bởi 2 đặc điểm 

chính: Thứ nhất, chúng là các tế bào chƣa biệt hóa có khả năng tự đổi mới 

thông qua quá trình nguyên phân, thƣờng ở trạng thái ít hoạt động (đôi khi 

chúng ở trạng thái bất hoạt trong thời gian dài). Thứ hai, dƣới tác động của 

các điều kiện môi trƣờng xung quanh, chúng có thể biến đổi thành các tế bào 

đặc hiệu cho mô hoặc cơ quan với các chức năng đặc biệt. Ở một số cơ quan 

nhƣ niêm mạc ruột, biểu bì da hay tủy xƣơng, các tế bào gốc thƣờng phân 

chia liên tục để sửa chữa và thay thế các tế bào già yếu hoặc bị tổn thƣơng. 

Tuy nhiên, ở nhiều cơ quan khác nhƣ tụy, tim, cơ, thần kinh thì các tế bào gốc 

chỉ phân chia dƣới các điều kiện đặc biệt [3]. 

1.1.2. Phân loại tế bào gốc 

Dựa theo khả năng biệt hóa, tế bào gốc có phân loại thành các loại sau 

[4]: Tế bào gốc toàn năng (Totipotent Stem Cells) chỉ thấy ở thời kỳ sớm của 

phôi thai trong giai đoạn phôi 8 tế bào. Mỗi tế bào đều có khả năng tạo thành 

một cơ thể hoàn chỉnh với khả năng biệt hóa thành tất cả các loại tế bào trong 

cơ thể. Tế bào gốc vạn năng (Pluripotent Stem Cells) loại tế bào này tồn tại 

dạng không biệt hóa ở lớp tế bào trong của túi phôi, có thể biệt hóa thành hơn 

200 loại tế bào khác nhau trong cơ thể. Tế bào gốc đa tiềm năng (Multipotent 

Stem Cells) đây là loại tế bào có nguồn gốc từ mô của bào thai, máu cuống 

rốn, và tế bào gốc trƣởng thành. Chúng có thể biệt hóa thành một số loại tế 

bào có quan hệ mật thiết với nhau. Tế bào gốc vài tiềm năng (Oligopotent 

stem cells) loại tế bào này sở hữu khả năng biệt hóa thành một số ít loại tế bào 

nhƣ các tế bào gốc lympho. Tế bào gốc đơn tiềm năng đây là loại tế bào có 

khả năng biệt hóa thành một loại tế bào nhất định. Hầu hết các mô biểu mô 

đều đƣợc tự đổi mới trong suốt đời sống nhờ sự có mặt của các tế bào gốc đơn 

tiềm năng này. Theo nguồn gốc tế bào cho đến nay các nhà khoa học đã tiếp 

cận với 4 loại tế bào gốc trong cơ thể ngƣời và động vật: Tế bào gốc phôi, tế 
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bào gốc trƣởng thành, tế bào gốc ung thƣ và tế bào gốc tiềm năng cảm ứng 

(iPSCs). 

 Tế bào gốc phôi là các tế bào gốc phôi đƣợc tách từ phôi đầu và phôi 

nang ở giai đoạn phát triển trƣớc khi làm tổ trong tử cung. Mỗi tế bào nút 

phôi đều có tiềm năng biệt hóa thành tất cả các loại tế bào thuộc các cơ quan 

khác nhau trong cơ thể nhƣ tim, phổi, tinh trùng, trứng và các mô khác nhƣng 

khả năng này của chúng giảm nhanh chóng sau khi làm tổ. Chúng là những tế 

bào vạn tiềm năng [4]. 

Tế bào gốc trƣởng thành là tế bào gốc của cơ thể từ giai đoạn thai nhi 

đến cơ thể trƣởng thành, đƣợc tìm thấy ở mô hay cơ quan xác định và thƣờng 

tồn tại trong các ổ nhƣ máu cuống rốn, nhau thai, dịch ối, tủy xƣơng. Chúng 

là các tế bào gốc đơn tiềm năng hay đa tiềm năng vì có thể tự đổi mới và biệt 

hóa thành một hay một số loại tế bào đặc hiệu mô. Vai trò chính của các tế 

bào gốc trƣởng thành trong cơ thể sống là duy trì và sữa chữa mô mà chúng 

có khả năng biệt hóa thành các tế bào chuyên hóa cho mô đó. Gần đây, nhiều 

nghiên cứu tập trung khai thác các tế bào gốc có thể đƣợc lấy từ bánh nhau và 

dây rốn của em bé sau khi sinh ra. Thực tế, bánh nhau và dây rốn đƣợc coi là 

một nguồn tế bào gốc tiềm năng, bởi vì chúng có khả năng tái tạo và phát 

triển thành các loại tế bào khác nhau. Hiện nay, chỉ có số ít ngƣời lƣu trữ dây 

rốn hay bánh nhau của em bé sau khi sinh do chi phí bảo quản khá tốn kém và 

xác suất những ngƣời lƣu trữ mô lại có bệnh cần đƣợc điều trị bằng tế bào gốc 

này cũng không phải cao. 

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

1.2.1. Tế bào gốc trung mô  

Tế bào gốc trung mô (MSC) là một loại tế bào gốc trƣởng thành có 

nguồn gốc từ trung bì. MSC lần đầu tiên đƣợc phát hiện bởi Friedenstein và 

các đồng nghiệp của ông trong nuôi cấy tủy xƣơng chuột cách đây nửa thế kỷ 

[5]. Sau đó, các tế bào đƣợc phân lập từ một số mô trƣởng thành, bao gồm mô 

mỡ [6], tủy [7] và mô bị loại bỏ sau sinh, chẳng hạn nhƣ dây rốn [8] [9] [10] 

và máu cuống rốn [11]. Việc phát hiện ra tính chất đa tiềm năng của tế bào 

gốc trung mô là một bƣớc đột phá trong lĩnh vực tế bào gốc. Tế bào gốc trung 

mô lần đầu tiên đƣợc mô tả là dạng tế bào từ tủy xƣơng có khả năng tạo dòng, 

bám dính bề mặt nuôi cấy và có khả năng biệt hóa thành tế bào mỡ, tế bào 

xƣơng và tế bào sụn. Ngoài ra, chúng còn đƣợc tìm thấy trong nhau thai, máu 
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cuống rốn, lớp Wharton’s jelly, dịch ối, tủy rang, mô mỡ, lớp trung bì của da 

[12]. Thuật ngữ “Tế bào gốc trung mô” đƣợc đặt ra vào năm 1991 bởi 

Arnold Caplan để mô tả các tế bào này đặc tính tƣơng tự nhƣ đã nêu từ khi 

đƣợc phát hiện. [13] Trong đó “trung mô” là thuật ngữ để chỉ mô liên kết 

thƣa đang phát triển của một phôi, chủ yếu bắt nguồn từ trung bì, và tạo ra 

phần lớn các tế bào của mô liên kết. Định nghĩa thƣờng đƣợc mở rộng để 

bao hàm các tế bào mô liên kết ở mô trƣởng thành nhƣ mô nguyên bào sợi 

(cơ), xƣơng, sụn, mỡ. Định nghĩa về tế bào gốc trung mô (MSC) đƣợc xác 

định bởi Hiệp hội Quốc tế về Liệu pháp tế bào (ISCT) năm 2006, theo xác 

định tế bào gốc trung mô bao gồm ba tiêu chí tối thiểu: thứ nhất, tế bào gốc 

trung mô bám dính lên bề mặt trong điều kiện nuôi cấy in vitro tạo thành 

quần thể tế bào có hình thái tƣơng tự nguyên bào sợi. Thứ hai, tế bào gốc 

trung mô có khả năng biệt hóa thành tế bào xƣơng, tế bào mỡ và tế bào sụn 

trong điều kiện nuôi cấy thích hợp. Thứ ba, tế bào gốc trung mô có biểu hiện 

các phân tử chỉ thị bề mặt bao gồm dƣơng tính với CD105, CD73 và CD90 

đồng thời âm tính với CD45, CD34, CD14, hoặc CD11b, CD79a hoặc CD19 

và HLA-DR. [14]. Chúng có khả năng duy trì tính gốc và biệt hóa thành một 

vài loại tế bào chuyên hóa khác nhau. Vai trò nội sinh của MSC nói chung là 

duy trì các ổ tế bào gốc và từ đó, chúng tham gia vào cân bằng nội mô, chữa 

lành vết thƣơng và tái tạo mô. Nguồn tế bào gốc này vƣợt trội hơn so với tế 

bào gốc phôi hay tế bào gốc trƣởng thành bởi những ƣu điểm sau: Không 

gặp phải vấn đề y đức, việc sử dụng mỗi tế bào gốc phôi đồng nghĩa với việc 

phá hủy một cá thể ngƣời nên tế bào gốc phôi bị cấm sử dụng trong nghiên 

cứu khoa học. 

1.2.2. Nguồn phân lập tế bào gốc trung mô 

Trƣớc đây, nguồn thu nhận chủ yếu của tế bào gốc trung mô là tủy, 

xƣơng. Tuy nhiên, việc phân lập tế bào từ tủy xƣơng gây đau đớn cho bệnh 

nhân vì dễ gặp những rủi ro nhƣ nhiễm khuẩn, tiềm năng của tế bào gốc trung 

mô bị giảm dần theo tuổi tác của bệnh nhân. Do vậy, việc nghiên cứu tìm ra 

các nguồn thu nhận mới hiệu quả khắc phục đƣợc những nhƣợc điểm của tế 

bào gốc trung mô phân lập từ tủy xƣơng là một vấn đề cần thiết và đang đƣợc 

phát triển mạnh mẽ hiện nay. Đã có nhiều báo cáo về việc phân lập tế bào gốc 

trung mô từ nhiều nguồn khác nhau nhƣ máu ngoại vi, mô mỡ, dây rốn, màng 

hoạt dịch, tủy rang. 
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Các MSC có nguồn gốc từ mỡ (ASC) và phân đoạn mạch mô đệm 

(SVF) đóng một vai trò quan trọng trong y học tái tạo và trong điều trị viêm 

xƣơng khớp [2]. Trong đó, mô mỡ là nguồn thu nhận tế bào gốc trung mô số 

lƣợng lớn và ít gây tranh cãi trong cộng đồng vì mô mỡ vừa là rác thải y tế 

vừa là nguồn tự thân dễ lấy, đƣợc biết đến là nguồn cung cấp tế bào gốc trung 

mô lý tƣởng bởi có nhiều ƣu điểm: dễ thu nhận, không gây tranh cãi về mặt 

đạo đức, nguồn cung cấp dồi dào, tiềm năng biệt hóa và tăng sinh cao. 

Trong khi đó, việc sử dụng tế bào gốc mỡ rất ít ảnh hƣởng tới sức khỏe 

của ngƣời hiến tặng và mô mỡ khá dễ đƣợc tái tạo trở lại. Ngoài ra MSC từ 

mô mỡ giảm thiểu hiện tƣợng đào thải miễn dịch, có khả năng tăng sinh mạnh 

mẽ khi nuôi cấy trong môi trƣờng thích hợp và tiềm năng biệt hóa cao. Gần 

đây nhiều kết quả nghiên cứu cho thấy khối tế bào gốc SVF (stromal vascular 

fraction) là một loại tế bào đƣợc lấy từ mỡ cơ thể, và đƣợc sử dụng để tái tạo 

các mô và cơ quan khác nhau trong cơ thể. SVF chứa nhiều loại tế bào, bao 

gồm tế bào mềm mạch máu, tế bào bạch cầu, tế bào bạch huyết và tế bào gốc. 

Các nghiên cứu gần đây đã chỉ ra rằng SVF có thể đƣợc sử dụng để tái tạo 

xƣơng, sụn, mô mỡ và các cơ quan khác trong cơ thể [15] [16]. Nhờ những ƣu 

điểm này mà MSCs thu hút đƣợc nhiều sự quan tâm của các nhà nghiên cứu 

và là nguồn tế bào hứa hẹn đầy triển vọng trong tái tạo mô. 

1.2.3. Đặc điểm của tế bào gốc trung mô  

Friedenstein AJ [5] đã mô tả tế bào gốc trung mô là tế bào bám bề mặt 

đĩa nuôi và có khả năng tạo cụm (colony formation) và chúng có khả năng tự 

làm mới, khả năng biệt hóa thành nhiều dòng tế bào. Tự đổi mới là quá trình 

tế bào gốc phân chia để tạo ra nhiều tế bào gốc, duy trì nguồn gốc trong suốt 

cuộc đời. Tự đổi mới là sự phân chia với việc duy trì trạng thái không biệt 

hóa. Bên cạnh đó, MSC có tiềm năng biệt hóa thành nhiều dòng tế bào, tính 

chất này đã đƣợc nghiên cứu để phát triển cấy ghép MSC nhƣ một liệu pháp 

tái tạo. Khả năng biệt hóa là một tiêu chí để xác định MSC. Khả năng biệt hóa 

có thể quan sát thấy trong các điều kiện nuôi cấy kích thích sự biệt hóa tế bào 

thành ba dòng: tạo xƣơng, tạo mỡ và tạo sụn. Ngoài ra, MSC có thể biệt hóa 

thành các dòng khác nhau của trung bì, ngoại và nội bì nhƣ xƣơng, mỡ, cơ, tế 

bào thần kinh trong các điều kiện phòng thí nghiệm (-in vitro) cụ thể khả năng 
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biệt hóa cũng đƣợc quy định bởi các yếu tố di truyền, liên quan đến các yếu tố 

phiên mã.  

 Khả năng tự đổi mới. 

 Một trong những đặc trƣng của tế bào gốc là khả năng tự đổi mới. Đó là 

quá trình mà trong đó một tế bào gốc phân chia đối xứng hoặc không đối 

xứng để tạo ra một hoặc hai tế bào con có tiềm năng phát triển tƣơng tự nhƣ 

tế bào mẹ. Khả năng tự đổi mới là điều cần thiết cho tế bào gốc mở rộng số 

lƣợng của chúng trong quá trình phát triển và duy trì trong các mô trƣởng 

thành hay khôi phục lại tế bào gốc sau khi bị tổn thƣơng [17]. Khả năng tự đổi 

mới của tế bào gốc dùng chỉ những con đƣờng và cơ chế sinh học giúp bảo 

tồn tình trạng gốc không biệt hóa của tế bào gốc. Nhìn chung cơ chế này đều 

liên quan đến quá trình điều hòa sự phân chia và tăng sinh của tế bào [18]. 

 Tiềm năng biệt hóa 

Ngay từ những năm 1960, sau khi có phát hiện về tế bào gốc trung mô, 

ngƣời ta đã bắt đầu nghiên cứu về tiềm năng biệt hóa của nó trong in vitro. 

Trong những nghiên cứu ban đầu này, các nhà khoa học đã chứng minh đƣợc 

rằng MSC phân lập từ tủy xƣơng ngƣời, chó, thỏ, chuột có khả năng biệt hóa 

thành các tế bào gốc trung bì [19] [20]. Các nghiên cứu gần đây của nhà khoa 

học cho thấy, MSC không chỉ có khả năng biệt hóa thành các tế bào có nguồn 

gốc từ trung bì mà còn có thể biệt hóa thành nhiều loại tế bào có nguồn gốc 

nội bì và ngoại bì, chẳng hạn nhƣ tế bào gan, tế bào thần kinh, tế bào tim. 

Tiềm năng biệt hóa đa năng của tế bào gốc trung mô thƣờng đƣợc kiểm ta in 

vitro bằng cách sử dụng môi trƣờng nuôi cấy đặc biệt kích thích tế bào biệt 

hóa thành dòng chức năng mong muốn. 

 Khả năng di trú 

Một số nghiên cứu đã chỉ ra rằng tế bào gốc trung mô có khả năng di 

chuyển đến các vị trí viêm và vi môi trƣờng khối u. Một số báo cáo đã cho 

thấy rằng sự di chuyển của tế bào gốc trung mô phụ thuộc vào các tƣơng tác 

của chemokine và thụ thể khác nhau [21] [22]. Các cặp thụ thể chemokine và 

cytokine này có vai trò quan trọng trong bạch cầu trong việc đáp ứng với tổn 

thƣơng và phản ứng viêm hoặc tế bào gốc máu (HSC) và đƣợc cho là hoạt 

động tƣơng tự trong tế bào gốc trung mô. Một vết thƣơng không lành liên tục 
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tạo ra các chất trung gian gây viêm, bao gồm các cytokine, chemokine và các 

phân tử hóa học khác. Các tín hiệu viêm liên tục này có thể trở thành đích cho 

việc di chuyển của tế bào gốc trung mô. 

 

 

 

Hình 1.1. Khả năng biệt hóa của tế bào gốc trung mô [23] 

1.2.4. Phân đoạn mạch mô đệm (Stromal Vascular Fraction Cells - SVF) 

Phân đoạn mạch mô đệm (SVF) (hình 1.2) là một tập hợp các tế bào 

không đồng nhất chứa trong mô mỡ đƣợc phân lập theo cách truyền thống là 

sử dụng các enzyme nhƣ collagenase. Với việc loại bỏ các tế bào mỡ, mô liên 

kết và máu từ lipoaspirate, SVF (hình 1.2) đƣợc tạo ra, một hỗn hợp bao gồm 

tế bào gốc trung mô, tế bào thiền thân nội mô, tế bào điều hòa T, đại thực bào 

và tế bào tiền mỡ. 



 
 

9 

 

 

Hình 1.2. Phân đoạn mạch mô đệm SVF [24] 
 

1.2.5. Tế bào gốc trung mô có nguồn gốc từ mô mỡ  

Tế bào gốc đa tiềm năng đƣợc phát hiện trong mô mỡ của ngƣời đƣợc 

gọi là tế bào gốc mô mỡ (ASC). Tế bào gốc mô mỡ lần đầu tiên đƣợc xác 

định là tế bào gốc trung mô vào năm 2001 [25] và từ đó mô mỡ đƣợc nghiên 

cứu trong công nghệ mô và y học tái tạo. Trong mô mỡ của chúng ta, có một 

phần phân lớp chứa mạch máu mô đệm (SVF) bao gồm các tế bào nội mô 

mạch máu, tế bào gốc trung mô ngoài các tế bào mỡ. 

Các nhà nghiên cứu đề xuất nhiều cách thức phân lập và nuôi cấy tế bào 

gốc trung mô chủ yếu dựa vào hình thái cùng đặc tính bám dính vào bề mặt 

nuôi cấy trong môi trƣờng dinh dƣỡng thích hợp. Môi trƣờng nuôi cấy cũng 

đƣợc công bố ở nhiều dạng công thức khác nhau. Các môi trƣờng cơ bản 

thƣờng đƣợc dùng là D’MEM, DMEM-F12, CMRL1066… với thành phần và 

hàm lƣợng các chất bổ sung nhƣ glucose chƣa có sự thống nhất. Do tế bào 

gốc mô mỡ biểu hiện các marker tế bào đặc hiệu cho tế bào gốc trung mô: 

CD34, CD44, CD106, CD117, và STRO-1 mà không biểu hiện các marker 

dòng tạo máu (CD31, CD144, yếu tố von willebrand) nên các nhà nghiên cứu 
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dựa vào sự liên kết giữa kháng thể và kháng nguyên bề mặt tế bào gốc trung 

mô để tách tế bào gốc trung mô khỏi nhóm các tế bào khác [26]. Các tế bào 

trung mô từ mô mỡ trong điều kiện nuôi cấy có thể biệt hóa thành nguyên bào 

xƣơng, nguyên bào sụn, nguyên bào cơ, và các dòng tế bào mầm của mô mỡ 

[4]. Ngày nay, tế bào gốc từ tủy xƣơng và mô mỡ đƣợc xác định là rất giống 

nhau về quần thể tế bào và kiểu hình tế bào. 

Có hai kiểu mô mỡ chính khác nhau về hình thái và chức năng: mô mỡ 

màu trắng và mô mỡ nâu. Mỡ trắng trữ năng lƣợng dƣới dạng lipid và sản 

xuất các hormone trong khi mỡ nâu cung cấp nhiệt lƣợng cho cơ thể. ASCs 

đƣợc tìm thấy ở mô mỡ trắng ở khu vực quanh mạch máu. Zuk và cs [25] đã 

phát triển một phƣơng pháp đƣợc sử dụng rộng rãi để phân lập ASCs từ mô 

mỡ trắng vào năm 2001: Mô mỡ đƣợc cắt nhỏ và bị phân cắt với enzyme 

collagenase loại I rồi ly tâm. Sau khi ly tâm, phần lắng đƣợc gọi là phân lớp 

mạch nền (stroma vascular fraction - SVF) chứa khoảng 2.000.000 - 

6.000.000 tế bào sau khi tách từ 1ml mỡ hút đƣợc sau khi xử lý. SVF chứa 

gồm các loại tế bào khác nhau nhƣ tế bào gốc trung mô, tế bào gốc mỡ, tế 

bào gốc tạo máu và các tế bào không phải tế bào gốc nhƣ nguyên bào sợi, tế 

bào máu, tiền thân tế bào mỡ và tế bào quanh mao mạch, các tế bào nội mô, 

tế bào tiền thân nội mô, các tế bào cơ trơn, bạch cầu, hồng cầu. Nhƣng hiệu 

quả của kỹ thuật này còn thấp do tỷ lệ tế bào gốc trong phân lớp mạch nền 

không cao [26]. Để phân lập tế bào gốc trung mô từ mô mỡ, tất cả các tế bào 

đều đƣợc nuôi trên bề mặt nuôi cấy plastic trong một khoảng thời gian. Khi 

đó, các tế bào có khả năng bám dính trên bề mặt nuôi cấy có khả năng sống 

sót trong khi các tế bào phát triển huyền phù nhƣ tế bào tạo máu không có 

khả năng tăng sinh sẽ bị loại bỏ trong quá trình nuôi cấy. Sau vài lần cấy 

truyền, các tế bào không phải tế bào gốc nhƣ tế bào nội mô có khả năng tăng 

sinh và chu kỳ sống có giới hạn không thể duy trì trong điều kiện nuôi cấy 

nên cũng mất đi trong quá trình nuôi. Quần thể tế bào bám dính vào bề mặt 

nuôi cấy này có thể đƣợc duy trì trong điều kiện in vitro trong thời gian 

tƣơng đối dài với khả năng tăng sinh ổn định và có khả năng biệt hóa thành 

các dạng tế bào khác nhau. 
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Hình 1.3. Quá trình biệt hóa của tế bào gốc trung mô từ mô mỡ [27] 

1.2.6. Tình hình nghiên cứu trên thế giới và ở Việt Nam  

Đúng với những thông tin đã đề cập trƣớc đó, cơ quan quản lý Dƣợc 

phẩm Hoa Kỳ (FDA) đã cho phép thực hiện các thí nghiệm lâm sàng để đánh 

giá tính an toàn và hiệu quả của việc sử dụng tế bào gốc trung mô trong điều 

trị các bệnh lý lâm sàng. Cụ thể, trên trang web clinicaltrial.gov, có hơn 115 

nghiên cứu độc lập trên toàn thế giới về việc sử dụng tế bào gốc trung mô để 

điều trị cho 374 loại bệnh khác nhau [28], bao gồm rối loạn chuyển hóa, rối 

loạn hệ miễn dịch, Alzheimer, chấn thƣơng thần kinh, bệnh lý liên quan đến 

tim mạch và nhiều loại bệnh khác. Những bệnh đƣợc quan tâm nhiều nhất bao 

gồm các bệnh tim mạch, tiểu đƣờng, tự kỷ, chấn thƣơng não, tủy sống, các 

bệnh tự miễn, viêm xƣơng khớp và xơ gan. Tuy nhiên, việc sử dụng tế bào 

gốc trung mô để điều trị các bệnh lý vẫn còn nhiều thử thách và nghiên cứu 

cần đƣợc tiếp tục để có thể áp dụng rộng rãi và hiệu quả trong thực tế. Trong 

các nghiên cứu lâm sàng đã đƣợc tiến hành, việc truyền tế bào gốc trung mô 

vào cơ thể bệnh nhân không ghi nhận đƣợc các trƣờng hợp có ảnh hƣởng bất 
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lợi đến sức khỏe ngƣời bệnh, [29] chứng tỏ tính an toàn của phƣơng pháp 

này. Ngoài ra, nhiều nghiên cứu cũng đã chứng minh đƣợc tính hiệu quả của 

tế bào gốc trung mô trong điều trị nhiều loại bệnh khác nhau. 

1.2.7. Các phƣơng pháp phân lập SVF từ mô mỡ  

 Phân lập bằng enzyme 

Phƣơng pháp enzyme (collagenase) đặc biệt đƣợc dùng để phân lập tế 

bào SVF từ mô mỡ [2]. Các phƣơng pháp sử dụng enzyme (collagenase) phân 

giải protein để phá vỡ chất nền ngoại bào giữa các mô mỡ với nhau. 

Xử lý collagenase để tách tế bào có một số ƣu điểm so với phƣơng 

pháp cơ học hoặc hóa học. Nó cho phép tách tế bào nhẹ nhàng và hiệu quả mà 

không làm hỏng màng tế bào hoặc làm thay đổi kiểu hình tế bào. Hơn nữa 

collagenase đặc hiệu cao đối với sự phân hủy collagen và không ảnh hƣởng 

đến các phần ma trận ngoại bào khác, điều này có thể rất quan trọng để bảo 

tồn chức của tế bào trong môi trƣờng nuôi cấy [30].  

Các phƣơng pháp cơ học hấp dẫn vì chúng đơn giản, nhanh chóng và thƣờng 

không liên quan đến thiết bị đắt tiền, mặc dù đắt hơn so với các phƣơng pháp 

cơ học nhƣng phƣơng pháp sử dụng enzyme đã cho năng suất tế bào cao hơn 

nhiều so với phƣơng pháp cơ học. 

 Phân lập cơ học  

Các phƣơng pháp cơ học nhƣ cắt, rung, ly tâm để phân lập SVF cho sản 

lƣợng tế bào mỡ thấp hơn đáng kể. Sản lƣợng tế bào từ 10.000 tế bào có 

nhân/cc đến 240.000 tế bào có nhân/cc [31]. Do ASC tập trung trong các cấu 

trúc mạch máu vừa và nhỏ của mô mỡ và không có sự phân giải của enzyme 

nên nhiều tế bào tiền thân vẫn chƣa đƣợc phân tách ra khỏi mạch máu. Mặc 

dù phƣơng pháp cơ học giúp tiết kiệm nhiều chi phí hơn nhƣng năng suất tế 

bào khá thấp.  

1.2.8. Phân tách tế bào gốc trung mô 

Phƣơng pháp enzyme có những lợi thế nhƣ dễ sử dụng, giảm nguy cơ 

nhiễm bẩn, mặc dù chi phí của enzyme có thể mắc hơn nhƣng cho hiệu quả 

tƣơng đối. Hầu hết các tế bào không ác tính phát triển trong ống nghiệm di 

chuyển và phân chia cho đến khi chúng tạo thành một tế bào đơn dày bao phủ 

hoàn toàn bề mặt đĩa nuôi cấy. Sự tăng sinh của tế bào sẽ chậm lại khi tế bào 

đã bao phủ toàn bộ bề mặt đĩa. Ta tiến hành thu hoạch tế bào để nghiên cứu, 

xử lý hoặc nuôi cấy đòi hỏi phải phân tách và tách lớp tế bào [32]. Một loạt 
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các phƣơng pháp phân tách đã đƣợc sử dụng để tách các tế bào bám dính 

đƣợc nuôi cấy trong các đĩa nuôi để phân tách tích chức năng và kiểu hình. 

Tuy nhiên, phƣơng pháp tách tế bào có thể ảnh hƣởng đến protein bề mặt và 

kiểu hình của tế bào nuôi cấy in vitro [33]. Các phƣơng pháp tách tế bào cũng 

rất quan trọng đối với việc duy trì tính gốc của tế bào gốc [34] [35]. 

 Ứng dụng lâm sàng tế bào gốc trung mô 

 Ứng dụng MSC điều trị bệnh gan  

Liên quan đến bệnh gan, MSC đã đƣợc sử dụng để điều trị xơ gan ở 

một số bệnh nhân hạn chế. Trong một thử nghiệm giai đoạn I, bốn bệnh nhân 

bị xơ gan. Họ đƣợc truyền MSC tự thân qua tĩnh mạch ngoại biên. Không có 

tác dụng phụ ở bệnh nhân trong quá trình theo dõi. Chất lƣợng cuộc sống của 

cả bốn bệnh nhân đều đƣợc cải thiện khi kết thúc theo dõi. Trong một thử 

nghiệm lâm sàng giai đoạn I-II khác, 8 bệnh nhân (bốn ngƣời viêm gan B, 

một ngƣời viêm gan C, một ngƣời nghiện rƣợu và hai ngƣời mắc bệnh gan 

mật) mắc bệnh gan giai đoạn cuối đã đƣợc đƣa vào. Sau khi tiêm MSC tự 

thân, tất cả bệnh nhân dung nạp tốt và chức năng gan của họ đƣợc cải thiện, 

cho thấy tính khả thi, an toàn và hiệu quả của việc sử dụng MSC nhƣ một 

phƣơng pháp điều trị bệnh gan giai đoạn cuối [36].  

 Ứng dụng tế bào gốc trung mô nguồn gốc từ mô mỡ điều trị tái tạo mô 

mềm/ phẫu thuật sọ mặt 

Trong phẫu thuật tái tạo, SVF và AD-MSC là một nguồn quan trọng 

do khả năng kích thích sự hình thành mạch, điều hòa miễn dịch và đa biệt 

hóa. Lâm sàng các liệu pháp sử dụng khả năng của AD-MSC để phân biệt tế 

bào sụn, tế bào xƣơng và tế bào mỡ cho phẫu thuật tái tạo để sửa chữa các 

khiếm khuyết về sụn, xƣơng hoặc mô mềm. Khả năng phân biệt tế bào sụn tự 

nhiên của AD-MSC đƣợc hỗ trợ bởi hỗn hợp các thành phần đặc biệt và các 

yếu tố tăng trƣởng: TGFβ, dexamethasone và ascorbate. Một số nhóm khoa 

học đã sử dụng các kỹ thuật nuôi cấy và vật liệu sinh học đặc biệt (nuôi cấy 

micromass 3D, khung axit hyaluronic xốp, khung keo fibrin, microbead 

alginate, thêm TGF-β) đã chứng minh sự cải thiện về hiệu quả của quá trình 

biệt hóa sụn trong cơ thể [37]. 

AD-MSC lần đầu tiên đƣợc sử dụng vào năm 2004 trong tái tạo xƣơng 

[38]. AD-MSCs, kết hợp với xƣơng tự thân và chất keo fibrin, có thể kích 

thích sự hình thành xƣơng mới. sử dụng hạt (β-tricalcium phosphate) và giàn 
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giáo giúp xƣơng sửa chữa. AD-MSC có tiềm năng cao để phân biệt thành tế 

bào mỡ và để thúc đẩy sự hình thành mạch. Việc thêm ADMSC vào mô ghép 

mỡ có thể làm tăng khả năng sống sót của các tế bào đƣợc cấy ghép. Sử dụng 

kết hợp quần thể SVF và mô mỡ tạo ra kết quả tốt hơn về tỷ lệ sống sót sau 

cấy ghép so với sử dụng tế bào không có SVF, nhƣ đã thực hiện ở 9 bệnh 

nhân [39]. 

Bên cạnh một số ứng dụng kể trên, tế bào gốc trung mô từ mô mỡ còn 

đƣợc sử dụng để tái tạo da, xƣơng, tái tạo mô gan và cải thiện chức năng gan 

[40], sửa chữa một số tổn thƣơng trên tim và mạch máu [41],.. 

1.2.9. Collagenase  

Collagenase là một loại enzyme thƣờng đƣợc sử dụng để phân tách tế 

bào ở các loại mô khác nhau, bao gồm hệ thần kinh, tuyến tụy và gan. 

Collagenase hoạt động bằng cách cắt các protein ma trận ngoại bào, đặc biệt 

là collagen giúp nới lỏng các mô và giải phóng các tế bào. Tác dụng cùa 

collagenase đối với tế bào trong quá trình phân ly đã đƣợc nghiên cứu rộng rãi 

[42]. Xử lý collagenase có thể gây ra những thay đổi trong protein bề mặt tế 

bào, hình thái tế bào và đƣờng truyền tín hiệu, ảnh hƣởng đến chức năng của 

tế bào. Đặc biệt, điều trị collagenase đã đƣợc chứng minh là ảnh hƣởng đến 

sự biểu hiện và hoạt động của integrins, một họ các phân tử kết dính tế bào 

đóng vai trò quan trọng trong việc di chuyển, tăng sinh và biệt hóa tế bào. 

Việc sử dụng collagenase để tách tế bào đã đƣợc báo cáo rộng rãi. Đặc 

biệt. Lasfargues và Moore đã phát triển một phƣơng pháp nuôi cấy liên tục 

biểu mô tuyến vũ bằng cách sử dụng phƣơng pháp xử lý collagenase để tách 

tế bào. Phƣơng pháp này liên quan đến việc xử lý mô tuyến vú bằng 

collagenase để giải phóng các tế bào, sau đó ly tâm và tái huyền phù các tế 

bào trong môi trƣờng nuôi cấy giàu chất dinh dƣỡng. Các tác giả đã lƣu ý 

rằng việc sử dụng trong collagenase tạo điều kiện thuận lợi cho việc tách tế 

bào trong khi vẫn duy trì khả năng tồn tại và hình thái của chúng. Cách tiếp 

cận này đã đƣợc điều chỉnh để nuôi cấy nhiều loại tế bào khác, bao gồm các 

tế bào gan và tế bào mỡ. Xử lý collagenase để tách tế bào có một số ƣu điểm 

so với phƣơng pháp cơ học hoặc hóa học. Nó cho phép tách tế bào nhẹ nhàng 

và hiệu quả mà không làm hỏng màng tế bào hoặc làm thay đổi kiểu hình tế 

bào. Hơn nữa, collagenase đặc hiệu cao đối với sự phân hủy collagen và 

không gây ảnh hƣởng đến các thành phần ngoại bào khác, điều này có thể rất 
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quan trọng để bảo tồn chức năng của tế bào trong môi trƣờng nuôi cấy. Tuy 

nhiên các điều kiện tối ƣu để xử lý collagenase có thể khác nhau tùy thuộc 

vào loại tế bào và nguồn mô. Các yếu tố nhƣ nồng độ collagenase thời gian và 

sự hiện diện của các enzyme hoặc chất ức chế khác đều có thể ảnh hƣởng đến 

hiệu quả của việc tách tế bào. 

Tóm lại, collagenase là một công cụ hữu ích để tách tế bào và đã đƣợc 

sử dụng trong nhiều ứng dụng nuôi cấy tế bào. Phƣơng pháp đƣợc phát triển 

bởi Lasfargues và Moore là một ví dụ về việc sử dụng thành công collagenase 

để nuôi cấy liên tục biểu mô tuyến vú. Tuy nhiên việc tối ƣu hóa tách tế bào 

bằng collagenase là cần thiết đối với từng loại tế bào và nguồn mô cụ thể để 

đảm bảo tách tế bào hiệu quả và nhẹ nhàng trong khi vẫn duy trì đƣợc chức 

năng và tính gốc của tế bào.  

1.2.10. Phân loại collagenase 

 Collagenase từ Clostridium histolyticum, lần đầu tiên đƣợc điều chế 

bởi Mandl và cộng sự, đã đƣợc nghiên cứu kỹ lƣỡng nhất. Collagenase có sẵn 

trên thị trƣờng. Clostridial collagenase cũng làm suy giảm các vùng xoắn ốc 

trong collagen tự nhiên tốt hơn ở liên kết X-GLY trong trình tự Pro-X-Gly-

Pro trong đó X thƣờng là axit amin trung tính nhất. Một mình 

closridiopeptidase A tinh khiết thƣờng không hiệu quả trong việc phân tách 

các mô, do quá trình thủy phân không hoàn toàn của tất cả các polypeptide 

collagen và hoạt động hạn chế của nó đối với nồng độ cao của các protein 

không phải collagen và các đại phân tử khác đƣợc tìm thấy trong chất nền 

ngoại bào. Collagenase đƣợc sử dụng phổ biến nhất để phân ly mô là một chế 

phẩm thô có chứa closridiopeptidase A cùng với một số protease 

polysaccharidase và lipase khác. Collagenase thô rất phù hợp cho sự phân ly 

mô vì nó chứa enzyme cần thiết để tấn công collagen tự nhiên và các sợi lƣới 

ngoài các enzyme thủy phân các protein, polysacarit và lipid khác trong ngoại 

bào của các mô liên kết và biểu mô. 

Collagenase thƣơng mại đầu tiên đƣợc cung cấp bởi Worthington vào 

năm 1959. Vào thời điểm đó họ đã cung cấp một loại enzyme thô mà họ chỉ 

thử nghiệm cho hoạt động collagenase. Cuối cùng với sự hợp tác của nhiều 

ngƣời trong nghiên cứu đã cho ra đƣợc 4 loại cơ bản. 

Loại 1. Chứa hàm lƣợng hoạt tính trung bình đƣợc thử nghiệm 

(collagenase, caseinase, clostripain và hoạt tính tryptic). Nó thƣờng đƣợc 
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khuyên dùng cho các chế phẩm tế bào tạo mô biểu mô, gan, phổi, mỡ và 

tuyến thƣợng thận.  

Loại 2. Chứa hoạt tính clostripain lớn hơn nó thƣờng đƣợc sử dụng 

cho tim, xƣơng, cơ, tuyến giáp và sụn. 

Loại 3. Đƣợc chọn vì hoạt động phân giải protein thấp. Nó thƣờng 

đƣợc sử dụng cho các tế bào tuyến vú. 

Loại 4. Đƣợc chọn vì hoạt động tryptic thấp. Nó thƣờng đƣợc sử dụng 

cho các ứng dụng khác mà tính toàn vẹn của thụ thể là quan trọng. 

1.3. VẤN ĐỀ ĐẠO ĐỨC TRONG NGHIÊN CỨU Y SINH 

Điều đầu tiên cần lƣu ý là đạo đức trong nghiên cứu y sinh học là rất 

quan trọng và cần đƣợc tuân thủ đầy đủ. Vì vậy, việc đảm bảo rằng dự án 

nghiên cứu đƣợc thực hiện trong đạo đức là rất quan trọng để bảo vệ các 

quyền và lợi ích của các đối tƣợng nghiên cứu, đặc biệt là những ngƣời tự 

nguyện tham gia vào dự án nghiên cứu. 

Đề tài thuộc dự án “Nghiên cứu xây dựng một số quy trình sản xuất và 

lƣu giữ tế bào gốc trung mô định hƣớng ứng dụng” của Trung tâm nghiên cứu 

ứng dụng tế bào gốc và liệu pháp gen với tên: “Nghiên cứu sự ảnh hƣởng của 

thời gian sử dụng collagenase tới sự phân tách mạch mô đệm SVF và sự sống 

của tế bào gốc trung mô”. Nghiên cứu tuân thủ các quy định về đạo đức trong 

nghiên cứu y sinh (có giấy xác nhận phối hợp giữa hợp phần 2 và Bệnh viện 

phụ sản Hà Nội). 
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CHƢƠNG 2. ĐỐI TƢỢNG VÀ PHƢƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

 

2.1. ĐỐI TƢỢNG NGHIÊN CỨU  

Các mảnh mô mỡ (âm tính với HBV, HCV, HIV) từ ngƣời hiến tặng 

khỏe mạnh đƣợc thông qua Hội đồng Y đức Bệnh viện Phụ sản Hà Nội. Các 

mảnh mô mỡ đƣợc thu nhận từ vùng bụng của ngƣời mẹ sau khi sinh (25-35 

tuổi), các mảnh mô mỡ đƣợc bảo quản trong Phosphate Buffered Saline 

(PBS) có bổ sung 1% kháng sinh Antibiotic-Antimycotic (Sigma Aldrich) ở 

nhiệt độ 4
o
C và vận chuyển về phòng thí nghiệm trong khoảng một giờ sau 

khi sinh. 

2.1.1. Hóa chất, dụng cụ vật tƣ tiêu hao 

Chất enzyme phân tách Collagenase, đệm PBS, FBS (Fetal Bovine 

Serum, ATCC Mỹ), trizol, Oil Red-O, Alizarin đỏ, PBS, môi trƣờng DMEM 

high glucose, môi trƣờng biệt hóa, isopropanol, ethanol, chloroform, trypan 

blue stain (0,4% - Gilco, Mỹ), 4% paraformaldehyde chai nuôi cấy, đĩa 24 

giếng, đĩa 12 giếng, đĩa nuôi cấy (Corning, Mỹ), bộ kit MSC phenotyping 

(CD14-PE, CD19-PE, CD34-PE, CD45-PE, CD73-APC, CD90-FITC, anti-

HLA-DR-VioGreen) và các hóa chất vật tƣ khác đƣợc cung cấp từ các hãng 

có uy tín trên thế giới.  

2.1.2. Thiết bị sử dụng chính 

Phòng sạch, kính hiển vi Olympus CKX53 (Nhật Bản), máy ly tâm 

Gyrozen (Hàn Quốc), tủ ấm CO2, bể ổn nhiệt, máy ly tâm Eppendorft máy 

flow cytometry, buồng đếm hồng cầu, box cấy, …  

2.1.3. Địa điểm nghiên cứu 

Trung tâm nghiên cứu và ứng dụng tế bào gốc và liệu pháp gen - Viện 

Công nghệ sinh học - Viện Hàn lâm Khoa học và Công nghệ Việt Nam. 

2.2. PHƢƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.2.1. Phân lập SVF từ mô mỡ bằng phƣơng pháp xử lý collagenase 

 Các mảnh mô mỡ sau khi đƣợc chuyển đến phòng thí nghiệm, đƣợc rửa 

lại bằng dung dịch PBS bổ sung 1% kháng sinh cho đến khi sạch máu. 

Chuyển mô mỡ đã rửa sạch vào đĩa nuôi cấy dùng kéo cắt nhuyễn cho tới khi 

hỗn hợp đƣợc cắt đồng nhất, dùng pipet hút mảnh mỡ vào các ống fancol, sau 

đó quan sát lƣợng thể tích mỡ thu đƣợc sau khi cắt. Tiếp đó, loại bỏ PBS và 

bổ sung tỉ lệ 1:1 dung dịch collagenase (có bổ sung 1% Antibiotic - 
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Antimycotic (Sigma Aldrich)). Dùng parafilm quấn kín quanh nắp ống rồi 

đƣa vào máy lắc tốc độ 150 v/p ở nhiệt độ 37ºC trong các khung giờ khác 

nhau (30 phút, 60 phút, 180 phút, 360 phút). Sau đó mang ống fancol đi ly 

tâm 1500 v/phút ở 4ºC trong 5 phút. Phần mạch mô đệm sẽ hiện rõ khi các tế 

bào màu đỏ sẫm kết thành từng viên ở phía dƣới cẩn thận loại bỏ lớp dầu và 

phía trên và các tế bào mỡ chính, lớp tế bào này sẽ xuất hiện dƣới dạng một 

lớp tế bào nổi màu vàng. Để lại một lƣợng nhỏ dung dịch collagenase màu 

nâu sao cho phần mạch mô đệm (SVF) không bị xáo trộn đƣợc rửa hai lần 

bằng môi trƣờng nuôi sơ cấp rồi đem ly tâm. Bổ sung 10 ml môi trƣờng nuôi 

cấy sơ cấp và tiến hành cho qua màng lọc 100 µm đƣợc sử dụng để loại bỏ 

một số loại tế bào không phải MSC. Cuối cùng thu đƣợc lƣợng dịch sau khi 

lọc, cho các dịch tế bào thu đƣợc vào các chai nuôi T-flask bổ sung thêm môi 

trƣờng tối ƣu cho MSC, ủ ở 37ºC 5% C  . Tế bào đƣợc quan sát dƣới kính 

hiển vi soi ngƣợc Olympus, thời gian tế bào đạt đến mật độ tối đa 80-90%. 

 

 

Hình 2.1. Sơ đồ quy trình phân lập SVF từ mô mỡ 

1. Mô mỡ đƣợc bảo quản và gắp ra đĩa nuôi, 2. Rửa sạch mô mỡ bằng dung 

dịch đệm PBS, 3. Mô mỡ đƣợc cắt nhuyễn, 4. Hút mô mỡ đã cắt nhuyễn vào 

ống fancol, 5. Mô mỡ sau khi đƣợc phân giải collagenase ở các mốc thời gian, 

6. Mô mỡ sau khi đƣợc ủ và phân tách lớp. 
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2.2.2. Nuôi cấy tế bào gốc trung mô có nguồn gốc từ mô mỡ 

Tiến hành nuôi cấy: Nuôi cấy đƣợc tiến hành theo hai giai đoạn, sơ 

cấp và thứ cấp  

Nuôi cấy sơ cấp 

Sau 24 giờ phân lập, hút môi trƣờng cũ ra khỏi đĩa, rửa tế bào bằng 

dung dịch PBS đã đƣợc làm ấm trƣớc ở 37ºC sau đó hút. Kiểm tra các tế bào 

bằng kính hiển vi đảo ngƣợc, nếu các tế bào dƣ thừa vẫn còn sót lại sau lần 

rửa PBS đầu tiên thì sẽ tiến hành lặp lại rửa lần hai. Tiếp đó sẽ bổ sung môi 

trƣờng mới, môi trƣờng sẽ đƣợc thay 2-3 ngày một lần cho đến khi đạt mật độ 

80-90% diện tích bề mặt đĩa nuôi, các tế bào sẽ đƣợc tiến hành cấy chuyển. 

Nuôi cấy thứ cấp  

Hút bỏ môi trƣờng cũ trong chai nuôi tế bào, rửa tế bào hai lần bằng 

PBS (có bổ sung 1% kháng sinh). Cho vào mỗi chai 2 ml trypsin/EDTA để 

trong 5 phút. Quan sát dƣới kính hiển vi khi tế bào co tròn thì bất hoạt 

trypsin bằng môi trƣờng DMEM và 10 % huyết thanh. Thu dịch huyền phù 

vào ống falcol 50 ml, ly tâm với tốc độ 1500v/phút trong 5 phút. Thu lấy tế 

bào, pha loãng các tế bào vào môi trƣờng mới. Cho tế bào vào chai flask 

đặt ở tủ nuôi 37ºC, 5% CO2. 

Nuôi cấy thứ cấp 5-7 ngày tế bào mọc đạt 70-80% diện tích đáy chai 

nuôi, có hình dạng tế bào giống nhƣ nuôi cấy sơ cấp. Trong nghiên cứu này 

phƣơng pháp chọn lọc MSC đƣợc tiến hành.  

2.2.3. Đánh giá hình thái của tế bào ASC 

Quan sát hình thái tế bào ASC dƣới kính hiển vi ở giai đoạn nuôi cấy sơ cấp 

và nuôi cấy thứ cấp ở các thời gian xử lý collagenase 30, 60, 180, và 360 phút 

về hình dạng của tế bào gốc trung mô có hình dạng với nguyên bào sợi  , tế 

bào gốc trung mô có thân bầu hơn các nguyên bào sợi và thuôn dài về hai đầu. 

2.2.4. Đánh giá tỷ lệ sống/chết của tế bào ASC  

 Phƣơng pháp nhuộm trypan blue đƣợc sử dụng để đánh giá tổng số tế 

bào và tỷ lệ sống/chết ở từng giai đoạn nuôi cấy. Tế bào sau khi tái huyền 

phù nhờ trypsin sẽ đƣợc ly tâm ở 1500 rpm trong 5 phút, sau đó hút loại bỏ 

dịch, thêm expansion để tái huyền phù tế bào và mix đều hòa dung dịch tế 

bào sau ly tâm với dung dịch xanh trypan blue với tỷ lệ 1:1 về thể tích, để ở 

nhiệt độ phòng. Chuẩn bị buồng đếm Neubauer, hút 10 µl dung dịch trên 
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nhỏ vào buồng đếm. Đếm tế bào trên kính hiển vi ở 4 ô vuông lớn của buồng 

đếm, đếm số tế bào sống, số tế bào chết. Các tế bào chết bắt màu xanh do 

màng tế bào bị tổn thƣơng nên ngấm thuốc nhuộm xanh trypan blue, các tế 

bào sống có màng tế bào còn nguyên vẹn nên sáng màu do không ngấm màu 

thuốc nhuộm.  

2.2.5. Đánh giá biểu hiện các marker bề mặt của tế bào ASC  

Ở nghiên cứu này em đánh giá các marker của ASC sau nuôi cấy 

đƣợc tiến hành dựa theo kỹ thuật đo dòng chảy tế bào và các tế bào ở lần 

cấy chuyển P3 để phân tích marker đặc trƣng cho ASC. Quy trình tiến hành 

nhƣ sau:  

Cố định tế bào: Tế bào đƣợc tái huyền phù bằng trypsin và ly tâm ở 

1500 vòng/phút trong 5 phút. Dịch tế bào cũ đƣợc loại bỏ, bổ sung thêm PBS 

và ly tâm 1500 vòng/phút trong 5 phút, rửa lại 2 lần nhƣ vậy. Cố định tế bào 

bằng 95% methanol lạnh trong 15 phút ở 4ºC. Sau bƣớc cố định, rửa tế bào 

bằng PBS và ly tâm. Cuối cùng tế bào đã đƣợc rửa sạch và bổ sung PBS để 

duy trì và tiến hành gắn kháng thể.  

Gắn kháng thể: Chia các mẫu thành 2 ống dịch tế bào bằng nhau mix, 

ly tâm và loại bỏ dịch ở 1500 rpm trong 10 phút. Lần lƣợt thêm 95 µl buffer 

và 5 µl kháng thể isotype. Các ống đƣợc để trong bóng tối, nhiệt độ từ 2-8ºC 

trong vòng 15 phút. Sau khi ủ, các ống đƣợc cho ly tâm 1500 rpm trong 10 

phút, loại bỏ dịch và rửa 2 lần bằng dung dịch buffer, ly tâm 1500 rpm trong 

10 phút, trƣớc khi cho vào máy đo dòng chảy tế bào để phân tích. 

2.2.6. Đánh giá khả năng biệt hóa của ASC  

 Phƣơng pháp biệt hóa mỡ và xƣơng của tế bào ASC  

Các tế bào đƣợc cấy vào đĩa 12 giếng với mật độ     tế bào/giếng 

trong môi trƣờng nuôi cấy cơ bản. Sau khi mật độ bao phủ của tế bào khoảng 

50-70% ta tiến hành bổ sung môi trƣờng biệt hóa nguyên bào mỡ 

(StemMACS AdipoDiff media) và môi trƣờng biệt hóa nguyên bào xƣơng 

(StemMACS OsteoDiff media) vào các giếng trừ giếng đối chứng. Môi 

trƣờng đƣợc thay 2 ngày một lần. Ở ngày 3-5 thì các tế bào MSC bắt đầu có 

dấu hiệu biệt hóa, ở giếng đối chứng thì tế bào không biệt hóa. Ở ngày 14 có 

quan sát tế bào biệt hóa dƣới kính hiển vi.  
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 Phƣơng pháp nhuộm đánh giá khả năng biệt hóa của tế bào ASC 

Nhuộm các nguyên bào mỡ qui trình đƣợc thực hiện nhƣ sau tế bào 

đƣợc rửa 2 lần bằng PBS, sau đó cố định bằng paraformaldehyde 4% 15 phút, 

rửa lại 2 lần với PBS và nhuộm bằng Oil Red-O. Sau đó quan sát dƣới kính 

hiển vi đảo ngƣợc. Những tế bào mỡ tích trữ những giọt mỡ sẽ có màu đỏ của 

thuốc nhuộm. Oil red là thuốc nhuộm màu đỏ hòa tan trong lipid. Khi nhuộm 

mẫu tế bào đã cố định, bất kỳ nơi nào có chứa giọt mỡ, Oil red sẽ hòa tan 

trong đó làm chúng có màu đỏ. 

Nhuộm các nguyên bào xƣơng qui trình đƣợc thực hiện nhƣ sau tế bào 

đƣợc rửa 2 lần bằng dung dịch PBS, sau đó cố định bằng paraformaldehyde 

4% trong vòng 15 phút, rồi rửa lại 2 lần với PBS và nhuộm bằng Alizarin Red 

trong 45 phút và đặt đĩa trong bóng tối. Sau khoảng thời gian nhuộm, các 

giếng sẽ đƣợc rửa thuốc nhuộm bằng PBS đến khi quan sát thấy không còn 

cặn của thuốc nhuộm. Sau đó quan sát tế bào dƣới kính hiển vi đảo ngƣợc. 

Các giếng có tế bào biệt hóa sẽ bắt màu đỏ cam với thuốc nhuộm, trong đó 

giếng đối chứng tế bào không biệt hóa nên thuốc nhuộm bị rửa trôi, không bắt 

màu thuốc nhuộm. 
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CHƢƠNG 3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

3.1. PHÂN LẬP SVF TỪ MÔ MỠ BẰNG PHƢƠNG PHÁP Ủ COLLAGENASE 

Việc tách SVF (stromal vascular fraction) từ mô mỡ đƣợc thực hiện để 

thu thập tế bào gốc đa năng. SVF là một phần của mô mỡ và bao gồm các tế 

bào bạch cầu, tế bào mỡ, tế bào sợi collagen, tế bào thần kinh, tế bào miễn 

dịch và các tế bào gốc. Tế bào gốc đa năng đƣợc tách ra từ SVF để sử dụng 

trong các ứng dụng y tế. Các tế bào gốc này có khả năng tự tái tạo và phát 

triển thành các loại tế bào khác nhau trong cơ thể, chẳng hạn nhƣ tế bào da, tế 

bào xƣơng, tế bào cơ và tế bào thần kinh. Việc thu thập tế bào gốc đa năng từ 

SVF cung cấp một nguồn tế bào giàu tiềm năng cho các ứng dụng trong điều 

trị y tế. 

Trong nghiên cứu này, mô mỡ sau khi đƣợc bảo quản sẽ đƣa vào đĩa và 

tiến hành rửa sạch bằng dung dịch đệm PBS (1% kháng sinh). Mô mỡ sau khi 

đƣợc cắt nhuyễn và xử lý trong collagenase ở các thời gian 30 phút, 60 phút, 

180 phút và 360 phút (Hình 3.1). Thời gian xử lý collagenase tới sự phân giải 

mô mỡ sẽ khác nhau. Ở thời gian 30 phút thì mô mỡ chƣa đƣợc phân giải 

hoàn toàn. Đối với thời gian 60 phút mô mỡ đƣợc phân giải tƣơng đối 

(khoảng 80%) có thể nhìn thấy lớp mỡ lỏng màu vàng xuất hiện phía trên 

(Hình 3.2). Sau 180 phút xử lý với collagenase toàn bộ mô mỡ đã đƣợc phân 

giải hết (Hình 3.2). 

Kết quả của nghiên cứu cho thấy quá trình phân giải mô mỡ trong 

collagenase đƣợc thực hiện trong thời gian từ 30 phút đến 360 phút tƣơng đối 

hiệu quả và tùy thuộc vào thời gian xử lý mà mô mỡ đƣợc phân giải khác 

nhau. Qua đó, ở thời gian 60 phút, khoảng 80% mô mỡ đã đƣợc phân giải và 

có thể thấy lớp mỡ lỏng màu vàng phía trên, trong khi đó, ở thời gian 180 

phút, toàn bộ mô mỡ đã đƣợc phân giải tốt nhất. Kết quả này cho thấy việc sử 

dụng collagenase để phân giải mô mỡ và thu đƣợc SVF hiệu quả. 
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Hình 3.1. Quá trình phân lập SVF từ mô mỡ 

A. Mẫu mô mỡ đƣợc bảo quản và rửa sạch bằng dung dịch đệm PBS 

(thêm 1% kháng sinh), B. Cắt mô mỡ thành nhuyễn, C. Mô mỡ đƣợc cắt 

nhuyễn hút vào ống fancol, D. Mô mỡ sau khi cắt đƣợc ủ trong collagenase ở 

thời gian 180 phút, E. Nuôi cấy tế bào ASC ở độ phóng đại 40X. 
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Hình 3.2. Mô mỡ sau khi xử lý collagenase đã đƣợc ly tâm 

A. Mô mỡ sau khi xử lý collagenase 60 phút, B. Mô mỡ khi xử lý collagenase 

thời gian 180 phút 

 
3.2. NUÔI CẤY TẾ BÀO GỐC TRUNG MÔ CÓ NGUỒN GỐC TỪ MÔ MỠ 

3.2.1. Nuôi cấy tế bào sơ cấp 

Nhiều nghiên cứu về kỹ thuật nuôi cấy tế bào trung mô từ mô mỡ đã chỉ 

ra rằng: các tế bào gốc thƣờng phải đƣợc phân lập và phát triển trong môi trƣờng 

tế bào ở điều kiện nhất định. Sau khi phân lập SVF từ mô mỡ, tế bào gốc adipose 

(AD-MSC) thƣờng đƣợc phát triển trong môi trƣờng nuôi cấy tế bào để duy trì 

sự sống và mở rộng số lƣợng. Quá trình nuôi cấy tế bào sơ cấp này giúp tăng số 

lƣợng tế bào và là bƣớc quan trọng trong phục vụ nghiên cứu tiếp theo. 

Quan sát sau 24 giờ phân lập cho thấy tế bào đã bám vào bề mặt đáy ở 

chai nuôi cấy, một số tế bào có hình thái giống nguyên bào sợi bên cạnh đó 

còn nhiều tế bào nổi lơ lửng trong dung dịch nuôi. Về mặt lý thuyết, đối với tế 

bào thƣờng thì các tế bào gốc trung mô có khả năng bám dính và nuôi cấy 

đƣợc ở môi trƣờng phòng thí nghiệm. Các tế bào không phải tế bào gốc sẽ trôi 

nổi trong môi trƣờng nuôi cấy và chết đi. Các tế bào này sau đó sẽ đƣợc loại 

bỏ trong môi trƣờng nuôi cấy khi thay môi trƣờng (Hình 3.3). Ở mốc thời 

gian sau 24 giờ phân lập chƣa rửa không thể quan sát đƣợc mật độ tế bào khác 
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nhau chỉ quan sát đƣợc các khoảng trắng mà tế bào bám xuống. Đánh giá tế 

bào thông qua hình thái, và mật độ tế bào sẽ đƣợc đánh giá từ các ngày sau 

(ngày thứ 2,3,7,10 và 16) (Hình 3.4). 

Kết quả này sẽ cung cấp cơ sở cho việc tiếp tục nuôi cấy và sáng lọc tế 

bào gốc trung mô AD-MSC trong những thí nghiệm tiếp theo. 

 

Hình 3.3. Hình thái tế bào sau 24 giờ phân lập từ mô mỡ (xử lý collagenase).  
 

Các tế bào bám đáy chai nuôi cấy ở độ phóng đại 40X. Hình ảnh 

nhỏ (hình ảnh phóng to), các tế bào đã bắt đầu bám dính vào bề mặt chai 

nuôi cấy, hình thái ban đầu giống nguyên bào sợi ở độ phóng đại 40X 

 

Hình 3.4. Hình ảnh ở các ngày 2, 7 và 16 sau khi nuôi cấy sơ cấp tế bào gốc 

trung mô từ mô mỡ không xử lý collagenase ở độ phóng đại 40X 
 

Tiếp tục theo dõi tế bào liên tục trong vòng 16 ngày sau khi bắt 

đầu nuôi cấy sơ cấp để kiểm tra chất lƣợng, khả năng tăng sinh và hình 

thái của chúng. Các thay đổi dễ quan sát ở các ngày thứ 2, thứ 7 và thứ 
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16 tính từ thời điểm bắt đầu nuôi cấy sơ cấp, hình ảnh đƣợc thể hiện trên 

Hình 3.4. 

Quan sát thấy ở tế bào ASC khi không ủ collagenase ở ngày thứ 2 sau 

khi rửa vẫn thấy có nhiều tế bào không phải ASC lơ lửng. Trong khi đó số 

lƣợng tế bào bám đáy thấp, chỉ khoảng 1%. Sang đến ngày thứ 7 có thể thấy 

mật độ tế bào tăng lên đƣợc khoảng 10%, ở các chỗ có mảnh mô mỡ tế bào 

mới bám đáy và phát triển còn những chỗ không có mảnh mô mỡ thì không 

xuất hiện tế bào, ngày thứ 16 mật độ tế bào khoảng 40-50%. Cho tới thời 

điểm nhận thấy tế bào không có dấu hiệu phát triển tiếp và quan sát số lƣợng 

tế bào chết tăng dần. Để phân lập tế bào gốc trung mô từ quá trình nuôi cấy 

sơ cấp, tế bào đƣợc thu và cấy chuyển sang nuôi cấy thứ cấp để quan sát và 

đánh giá khả năng phân lập tế bào MSC từ điều kiện chỉ nuôi cấy mảnh mô 

(không phân tách bằng collagenase). 
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Hình 3.5. Hình ảnh ở các ngày 2,3,7,10 và 16 sau khi nuôi cấy sơ cấp tế bào 

gốc trung mô từ mô mỡ đƣợc phân giải bằng collagenase ở các thời gian 30 

phút, 60 phút, 180 phút và 360 phút ở độ phóng đại 40X. 

Để đánh giá hiệu quả của quá trình phân lập tế bào gốc trung mô từ mô 

mỡ ASC, một nghiên cứu đã đƣợc thực hiện bằng cách quan sát và so sánh 

hình thái của các tế bào sau khi đƣợc xử lý collagenase tại các thời gian khác 

nhau 30, 60, 180 và 360 phút. Kết quả cho thấy sự thay đổi về hình thái của 

các tế bào hàng ngày, từ đó tạo nên một sự phân bố đầy đủ về hình thái của 

các tế bào trong suốt quá trình nuôi cấy sơ cấp. Hình 3.5 thể hiện sự phát triển 

của các tế bào từ ngày thứ 2, 3, 7, 10 cho đến ngày thứ 16 kể từ thời điểm bắt 

đầu nuôi cấy sơ cấp. 

Kết quả ở hình 3.5 cho thấy: ở ngày thứ 2 sau khi rửa trôi hết các tế bào 

không phải là ASC có thể quan sát đƣợc hình thái giống với nguyên bào sợi 

điển hình của tế bào ASC ở mật độ chỉ khoảng 2-3%, sang đến ngày thứ 3 và 

7 mật độ tế bào ở các thời gian có sự khác nhau. Ngày thứ 3 thời gian 30 phút 

và 60 phút tế bào phát triển nhiều hơn so với đĩa nuôi ở thời gian 180 phút và 

360 phút. Đối với ngày thứ 10 mật độ tế bào ở các thời gian 30 phút, 60 phút 

và 180 phút về mặt hình thái đã đạt đƣợc 70-80%. Về mặt số lƣợng tế bào ở 

các thời gian 30, 60 và 180 phút không có sự khác biệt nào lớn, tuy nhiên ở 

thời giann 360 phút tế bào phát triển chậm hơn, mật độ hình thái tế bào mới 

chỉ đạt khoảng 50% không khác biệt với 3 mốc thời gian còn lại. Khi mật độ 

tế bào đạt khoảng trên 90% thì sẽ tiến hành chuyển sang nuôi cấy thứ cấp để 

tiếp tục đánh giá những thay đổi về mặt hình thái. 

Dựa vào kết quả quan sát và đánh giá hình thái tế bào nuôi cấy sơ 

cấp ban đầu, có thể rút ra kết luận rằng thời gian ủ collagenase trong 

khoảng từ 30 tới 180 phút không ảnh hƣởng nhiều đến số lƣợng và hình 

thái của tế bào thu đƣợc. Tuy nhiên, việc xử lý collagenase lâu hơn, cụ thể 
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là tại thời gian 360 phút, dẫn đến sự giảm đáng kể về số lƣợng tế bào nuôi 

cấy. Vì vậy, để đánh giá chính xác hơn những quan sát về số lƣợng và hình 

thái tế bào này các phƣơng pháp nuôi cấy thứ cấp sẽ đƣợc nghiên cứu tiếp 

theo bằng cách đếm số lƣợng tế bào sống và chết. 

3.2.2. Nuôi cấy thứ cấp  

Sau 7-16 ngày nuôi sơ cấp, quần thể tế bào bắt đầu hợp dòng và chiếm 

80-90% diện tích bề mặt chai nuôi. Thời điểm này thích hợp cho cấy chuyển 

tế bào. Sau cấy chuyển từ 3-7 ngày, tế bào phát triển có sự thay đổi, bắt đầu từ 

P1 đã có sự thay đổi về hình thái tế bào đối với thời gian 60 và 180 phút tế 

bào có mang hình thái tƣơng tự nguyên bào sợi kích thƣớc nhỏ, tạo thành các 

cụm, bám vào bề mặt chai nuôi cấy đặc trƣng của tế bào MSC (Hình 3.6). 

Ở mẫu nuôi cấy mảnh mô (không xử lý collagenase), tế bào không phát 

triển khi đƣợc nuôi cấy thứ cấp, không có tế bào bám dính vào bề mặt đĩa 

nuôi. Điều này cho thấy, để phân lập đƣợc MSC từ mô mỡ, cần phải sử dụng 

enzyme collagenase để phân giải thành tế bào đơn để nuôi cấy ở môi trƣờng 

phòng thí nghiệm. 

 

Hình 3.6. Nuôi cấy thứ cấp tế bào gốc trung mô từ mô mỡ  

ở độ phóng đại 100X 

 

3.3. TỶ LỆ SỐNG CHẾT Ở GIAI ĐOẠN NUÔI CẤY BAN ĐẦU 

Ở các mẫu không xử lý phân giải mô bằng collagenase, và phân giải 

bằng collagenase với các mốc thời gian xử lý khác nhau đều thu đƣợc tế bào 

sống ở môi trƣờng nuôi cấy. Số lƣợng tế bào thu đƣợc sau khi nuôi cấy trải từ 
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0,25 x     (mẫu không xử lý collagenase) tới 2,6 x     (mẫu xử lý 

collagenase 60 phút), trong khi đó, số lƣợng tế bào chết đếm đƣợc ít hơn đáng 

kể, chỉ từ 0,017 x     (ở mẫu 30 phút) tới 0,087 x     (ở mẫu không xử lý 

collagenase) (Hình 3.7) 

Tuy nhiên việc đánh giá và đƣa về cùng số lƣợng tế bào trong các mô 

sống là rất khó để thực hiện, nên sự khác nhau về số lƣợng tế bào sống hoặc 

chết ở số liệu thô này là điều dễ hiểu. Chính vì vậy, để đánh giá mức độ ảnh 

hƣởng của thời gian ủ collagenase tơi chất lƣợng sống chết, không thể sử 

dụng số liệu ở hình 3.5. Một phƣơng pháp thƣờng đƣợc sử dụng để đánh giá, 

và so sánh các mẫu đó là đƣa về tỷ lệ phần trăm tế bào sống trên tổng số tế 

bào [43]. 

Đặc biệt, mẫu không xử lý collagenase vẫn thu nhận đƣợc tế bào bám 

vào bề mặt đĩa nuôi cấy mặc dù số lƣợng tế bào sống thấp nhất, và số lƣợng tế 

bào chết cao nhất, so với các mẫu xử lý bằng enzyme phân giải. Điều này 

chứng tỏ các tế bào ở mô mỡ có khả năng di trú ra môi trƣờng nuôi cấy, đặc 

biệt là lớp bám dính ở mặt đáy đĩa. 

 

Hình 3.7. Hình ảnh biểu đồ số lƣợng tế bào ASC ở giai đoạn đầu 
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Nhƣ kết quả ở trên, để đánh giá ảnh hƣởng của collagenase ở các thời 

gian ủ khác nhau lên sự sống chết của tế bào, tỷ lệ phần trăm tế bào sống trên 

tổng số tế bào đếm đƣợc đã đƣợc tính toán. Các mẫu mô đƣợc phân giải bằng 

collagenase đều có tỷ lệ sống cao >98%. Không thấy sự khác biệt có ý nghĩa 

giữa các mẫu xử lý với collagenase này.  

Ở mẫu nuôi cấy mảnh mô mỡ (không xử lý phân giải bằng enzyme) tỷ 

lệ tế bào sống thấp hơn hẳn 74,8%, nhận thấy rõ sự khác biệt có ý nghĩa so 

với các mẫu xử lý bằng collagenase. 

 

Hình 3.8. Biểu đồ phần trăm sống của tế bào ASC với các mẫu không xử lý 

phân tách (-), mẫu xử lý phân giải tế bào bằng collagenase ở các thời gian 30, 

60, 180, 360 phút. Thí nghiệm đƣợc lặp lại 3 lần. *p<0.05. 
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3.4. PHÂN TÍCH DÕNG CHẢY TẾ BÀO  

Ngoài các đặc tính nhƣ hình dạng, khả năng bám đáy chai nuôi, phát 

triển tập trung thành các cụm tế bào, một kỹ thuật đƣợc sử dụng để xác định 

xem tế bào đó có phải tế bào gốc không là phƣơng pháp phân tích dòng chảy 

kết hợp với các marker bề mặt (thƣờng là các cụm biệt hóa cluster 

differentiation CD) 

Tế bào gốc trung mô từ mô mỡ thƣờng phải biểu hiện (dƣơng tính) các 

cụm biệt hóa CD73, CD90, và không biểu hiện (âm tính) với các cụm biệt hóa 

CD14, CD19, CD34, CD45, HLA. 

Trong phân tích dòng chảy, nếu một cụm biệt hóa đƣợc biểu hiện 

(dƣơng tính), chúng sẽ đƣợc phát hiện bằng màu quang phổ, thể hiện bằng 2 

đỉnh tách biệt. Trái ngƣợc lại, một cụm biệt hóa sẽ thể hiện hai đỉnh không 

tách biệt, khá trùng khớp nhau. 

Trong nghiên cứu này, ASC đƣợc nuôi cấy đến giai đoạn cấy chuyển 

thứ 3 (P3), sau đó, quần thể tế bào thu đƣợc tƣơng đối đồng nhất. Tiếp 

theo, xác định marker bề mặt tế bào bằng phƣơng pháp phân tích dòng 

chảy (flow cytometry) với các mẫu phân lập ASC xử lý collagenase ở 30, 

60, 180, 360 phút 
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Hình 3.9. Đánh giá kháng nguyên bề mặt của ASC ở các thời gian xử lý 

collagenase khác nhau (30, 60, 180, 360 phút) sau khi xử lý với collagenase 

Kết quả đánh giá kháng nguyên bề mặt cho thấy nhóm đƣợc xử lý bằng 

collagenase trong 180 phút có tỷ lệ cao nhất của kháng nguyên bề mặt CD73 và 

CD90 với lần lƣợt 99,44% và 99,10%. Nhóm đƣợc xử lý trong 60 phút tiếp 

theo có tỷ lệ phần trăm của CD73 là 99,30% (giảm 0,1% so với nhóm đƣợc xử 

lý trong 180 phút) và CD90 là 96,94% (giảm 2,16% so với nhóm đƣợc xử lý 

trong 180 phút). Nhóm đƣợc xử lý trong 360 phút có tỷ lệ thấp nhất với tỷ lệ 

CD73 giảm (còn 0,47% so với nhóm đƣợc xử lý trong 180 phút) và tỷ lệ CD90 

giảm (còn 2,61% so với nhóm đƣợc xử lý trong 180 phút). Tỷ lệ phần trăm của 
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CD73 thấp hơn so với CD90 ở tất cả các nhóm. Trong cả 4 mốc thời gian, tỷ lệ 

các kháng nguyên bề mặt CD14, CD19, CD34, CD34, và HLA đều âm tính. 

Kết quả trên cho thấy, ở tất cả các mốc thời gian sau khi xử lý bằng 

collagenase MSC đã đƣợc phân lập và nuôi cấy ở phòng thí nghiệm. Theo 

hình 3.9 thời gian ủ 180 phút cho marker CD73 và CD90 của MSC cao nhất.  

3.5. BIỆT HÓA CỦA TẾ BÀO GỐC TRUNG MÔ TỪ MÔ MỠ  

Ngoài việc xác định tỷ lệ sống chết và biểu hiện các cụm biệt hóa bề 

mặt. Đánh giá tính gốc của ASCs còn phải đƣợc thực hiện bằng phƣơng pháp 

biệt hóa. Trong nghiên cứu này sử dụng phƣơng pháp biệt hóa ASCs thành 

nguyên bào mỡ và nguyên bào xƣơng, đây là 2 hƣớng biệt hóa phổ biến để 

đánh giá chất lƣợng của ASCs. 

Về mặt hình thái, tế bào ASC có hình dạng đặc trƣng. Khi biệt hóa, 

hình thái tế bào mỡ có kích thƣớc lớn và xuất hiện các giọt mỡ (lipid 

droplets), trong khi hình thái tế bào xƣơng cũng khác biệt và tập trung thành 

cụm dày đặc so với tế bào gốc trung mô từ mô mỡ. Khi sử dụng thuốc 

nhuộm Oil Red-O, Alizarin đỏ, tế bào ASC khi chƣa biệt hóa sẽ không bắt 

màu với thuốc nhuộm.  

Trong thí nghiệm này, em cấy các mẫu ASC thu đƣợc trong môi trƣờng 

biệt hóa tế bào mỡ và tế bào xƣơng ở các mốc thời gian khác nhau và nuôi 

trong môi trƣờng không biệt hóa. Kết quả cho thấy các mẫu tế bào nuôi trong 

môi trƣờng biệt hóa sau thời gian 3-5 ngày bắt đầu chuyển dần thành dạng đa 

diện với sự xuất hiện của các giọt mỡ nhỏ và xƣơng, ngƣợc lại các mẫu trong 

môi trƣờng không cảm ứng tạo mỡ và xƣơng hoàn toàn không có hiện tƣợng 

trên. Ở các mốc thời gian có thể thấy đƣợc biệt hóa mỡ và xƣơng có sự khác 

nhau về hình thái và số lƣợng biệt hóa nhƣ hình 3.10.   
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Hình 3.10. Tế bào gốc trung mô từ mô mỡ biệt hóa trong môi trƣờng biệt hóa 

tạo mỡ và xƣơng sau 14 ngày chƣa nhuộm ở độ phóng đại 40X 
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Hình 3.11.Tế bào gốc trung mô từ mô mỡ biệt hóa trong môi trƣờng biệt hóa 

tạo mỡ và xƣơng sau 14 ngày nhuộm bằng Oil red - O và Alizarin đỏ ở độ 

phóng đại 200X 

Hình 3.11 quan sát cho thấy rõ sự khác biêt giữa các tế bào đã đƣợc 

biệt hóa và chƣa biệt hóa. Các tế bào mô mỡ và xƣơng đã đƣợc nhuộm đặc 

hiệu và đƣợc quan sát bằng kính hiển vi soi ngƣợc, thấy các tế bào bắt màu 

thuốc nhuộm rõ ràng so với đối chứng. Trong khi đó, các tế bào không biệt 

hóa lại không bắt màu, chứng tỏ chúng giữ nguyên tính gốc và chƣa biệt hóa 

thành các tế bào đích  

Đối với các mẫu đƣợc xử lý collagenase trong khoảng thời gian khác 

nhau, kết quả cho thấy rằng thời gian xử lý collagenase ở 180 phút đem cho 

số lƣợng và chất lƣợng tế bào ASC tốt nhất, với các giọt mỡ va tế bào mỡ 

đƣợc biệt hóa rõ nhất ở hình 3.12. Tƣơng tự, các tế bào xƣơng ở thời gian xử 

lý collagenase 180 phút cũng biệt hóa rõ hơn hình 3.13. Điều này cho thấy 

tác động của thời gian ủ collagenase lên quá trình phân lập tế bào gốc ASC 

và cần đƣợc xem xét để đảm bảo độ tinh khiết và chất lƣợng của sản phẩm 

phân lập.  
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Hình 3.12. Tế bào gốc trung mô từ mô mỡ biệt hóa trong môi trƣờng biệt hóa 

tạo mỡ sau 14 ngày nhuộm bằng Oil red - O các giọt mỡ bắt màu đỏ độ phóng 

đại 200X 

 

Hình 3.13. Tế bào gốc trung mô từ mô mỡ biệt hóa trong môi trƣờng biệt hóa 

tạo xƣơng sau 14 ngày nhuộm bằng Alizarin đỏ nguyên bào xƣơng bắt màu 

cam độ phóng đại 200X. 
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Thảo luận 

Tế bào gốc nói chung và tế bào gốc trung mô từ mô mỡ nói riêng có 

khả năng biệt hoá thành nhiều loại tế bào, mô và cơ quan có chức năng trong 

cơ thể, ví dụ cơ, xƣơng, tế bào máu, tế bào thần kinh. Các liệu pháp trong y 

học tái tạo chủ yếu sử dụng tế bào gốc bởi những khả năng đặc biệt của chúng 

để phục hồi và thay thế các mô và cơ quan bị hƣ hại. 

Có một số kỹ thuật khác nhau đƣợc sử dụng để phân lập mô mỡ, tuy 

nhiên số lƣợng và chất lƣợng tế bào gốc thu đƣợc là khác nhau. Phổ biến nhất 

trong các kỹ thuật phân lập là dựa trên quá trình phân giải của enzyme nhƣ 

collagenase và trypsin. Tuy nhiên sử dụng trypsin trong thời gian dài có thể 

gây phân rã extracellular matrix và màng tế bào chất vì một số tế bào nhạy 

cảm với trypsin nhƣng không nhạy cảm với collagenase [44]. Enzyme 

collagenase đƣợc cho là có hiệu quả để phân giải mà ít ảnh hƣởng tới tế bào 

hơn các loại enzyme khác. Trong nghiên cứu này chúng tôi sử dụng collagase 

loại I để xác định thời gian tối ƣu, cũng nhƣ khoảng thời gian phân lập để thu 

thập đƣợc. tế bào gốc trung mô từ mô mỡ có chất lƣợng tốt cho các nghiên 

cứu và ứng dụng ở Việt Nam. 

Sau khi các hạt mỡ đã đƣợc phân lập từ các nguồn tƣơng ứng, mẫu 

đƣợc thêm vào collagenase, có chức năng phân giải mô. Có nhiều loại 

collagenase khả dụng để cô lập tế bào gốc mesenchymal từ mỡ (ASCs). Phân 

lập các tế bào gốc trung mô từ mô mỡ là một trong những bƣớc quan trọng, 

có ảnh hƣởng tới chất lƣợng của tế bào gốc. Việc phân lập có thể đƣợc thực 

hiện bằng lực cơ học, phân giải bằng enzyme, hoặc kết hợp cả hai [45].  

Việc Nghiên cứu phân lập tế bào gốc MSC (mesenchymal stem cell) từ 

mỡ bằng collagenase đã đƣợc thực hiện khá phổ biến trong các nghiên cứu 

sinh học và y học hiện đại. Tuy nhiên, rất hiếm không nhiều bài báo mô tả chi 

tiết về ảnh hƣởng của thời gian xử lý phân tách mô mỡ bằng collagenase lên 

chất lƣợng thu hồi ASC. Điều này gây ra sự bất đồng quan điểm trong kết quả 

của các nghiên cứu và gây khó khăn trong việc so sánh kết quả giữa các 

nghiên cứu khác nhau. Do đó, thảo luận này tập trung vào việc giải quyết 

phƣơng pháp phân lập tế bào gốc MSC từ mỡ bằng collagenase, các yếu tố 

ảnh hƣởng đến quá trình phân lập, và kết quả của các nghiên cứu mới nhất về 

tác động của thời gian xử lý collagenase lên chất lƣợng thu hồi ASCs. 
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Theo một nghiên cứu gần đây [46], mô mỡ đƣợc xử lý bởi collagenase 

trong 20-60 phút để phân lập tế bào gốc ASC. Nghiên cứu cho thấy sự giống 

nhau với các nghiên cứu trên rằng việc xử lý bằng collagenase ở 30 - 50 phút 

cũng đem lại kết quả tốt về số lƣợng và chất lƣợng của ASC [46].  

Nhằm khảo sát ảnh hƣởng của thời gian xử lý mô mỡ lên chất lƣợng tế 

bào gốc thu đƣợc, bằng collagenase ở điều kiện phòng thí nghiệm ở Việt 

Nam, chúng tôi chọn các mốc thời gian rộng từ 0 tới 360 phút. Ngoài ra, để 

làm sáng tỏ thêm về ảnh hƣởng của collagenase, em đã thí nghiệm xử lý 

enzyme các mốc thời gian lâu, 30 phút, 60 phút, 180 phút, 360 phút. SVF 

đƣợc phân lập từ mô mỡ của đƣợc tuyển chọn từ những ngƣời hiến tặng 

khỏe mạnh. Những mô mỡ hiến phải đảm bảo âm tính với các bệnh truyền 

nhiễm (HIV, HCV, HCB, giang mai) và đƣợc bảo quản lạnh trong PBS, 1% 

kháng sinh. 

Trong nhiều nghiên cứu liên quan đến phân tích tế bào, việc sử dụng 

nuôi cấy mảnh mô mà không xử lý collagenase làm đối chứng đã đƣợc đƣa ra 

để đánh giá tác động của collagenase đến tính chính xác của kết quả nghiên 

cứu. Điều này là cần thiết để loại trừ những sai sót có thể xảy ra do tác động 

của collagenase đến cấu trúc và hoạt động của tế bào. Mặc dù việc sử dụng 

nuôi cấy mảnh mô mà không xử lý collagenase làm đối chứng có thể đem lại 

những kết quả nghiên cứu tƣơng đối chính xác, nhƣng không thể hoàn toàn 

loại bỏ tác động của collagenase. Do đó, việc đánh giá tác động của 

collagenase đến tính chính xác của kết quả nghiên cứu là cần thiết, đặc biệt 

đối với những nghiên cứu liên quan đến sử dụng collagenase để phân tích tế 

bào gốc. 

Trong nghiên cứu này, việc sử dụng nuôi cấy mảnh mô mà không xử lý 

collagenase làm đối chứng đóng vai trò quan trọng trong việc xác định tác 

động của collagenase đến tính chính xác của kết quả nghiên cứu. Các nghiên 

cứu cần cân nhắc đến việc sử dụng đối chứng này để đảm bảo tính chính xác 

và độ tin cậy của kết quả nghiên cứu. 

Kết quả cho thấy, ở hình 3.3 và 3.4, mặc dù không xử lý phân giải vẫn 

thu đƣợc tế bào bám vào bề mặt nuôi cấy, nhƣng chất lƣợng dựa theo tỷ lệ 

sống chết thấp hơn hẳn so với phân giải bằng enzyme. Sau khi nuôi cấy lâu 

hơn thì các tế bào đó chết dần và không thể nuôi cấy tiếp đƣợc. Kết quả này 

cũng tƣơng tự nhƣ nghiên cứu của Parvin và cộng sự [47], phƣơng pháp phân 
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lập bằng enzyme thu đƣợc số lƣợng và chất lƣợng tế bào tốt hơn phƣơng pháp 

nuôi cấy mảnh mô. Điều này có thể do các tế bào bám dính ban đầu phần lớn 

không phải tế bào gốc, mà chỉ là những tế bào có khả năng di trú, phần lớn tế 

bào gốc trong mô mỡ có thể vẫn nằm ở trong mảnh mô và không thể di trú ra 

ngoài do chƣa đƣợc phân giải. Số lƣợng nhỏ tế bào gốc vẫn có thể di chuyển 

ra ngoài mảnh mô, tuy nhiên mật độ thấp sẽ làm các liên kết về tín hiệu yếu 

gây ra sự bong tách và nổi lên bề mặt, làm cho kết quả cuối cùng là không thu 

đƣợc sản phẩm ASC từ việc chỉ nuôi cấy mảnh mô mà không sử dụng các 

phƣơng pháp phân giải, cụ thể là collagenase [47].  

Việc không sử dụng collagenase mà vẫn thu đƣợc tế bào có khả năng 

bám dính ở bề mặt đĩa, và chất lƣợng thấp của tế bào ở điều kiện này sau khi 

nuôi cấy có ý nghĩa quan trọng đối với việc nuôi cấy, phân lập SVF từ mô 

mỡ. Thông tin này ngoài cung cấp thêm cơ sở để đánh giá hiệu quả của việc 

sử dụng collagenase so với nuôi cấy mảnh mô để thu đƣợc kết quả tốt nhất. 

Bên cạnh đó, theo em, thông tin này còn cung cấp một hƣớng nghiên cứu 

khác trong tƣơng lai để có thể nuôi cấy mảnh mô bằng các phƣơng pháp vật 

lý, cơ học để phân giải mô triệt để rồi để tế bào gốc bám dính mà không phải 

sử dụng enzyme khi cần. 

Để đánh giá khả năng tăng sinh của tế bào sau khi phân lập ở các thời 

gian, tế bào đƣợc quan sát và theo dõi ở cả mức độ nuôi cấy sơ cấp và thứ 

cấp. Kết quả nuôi cấy sơ cấp (trong vòng 16 ngày) cho thấy nhóm xử lý 

collagenase có tốc độ tế bào tăng sinh cao hơn so với nhóm không xử lý 

enzyme. Kết quả này phù hợp với nghiên cứu của Chaput và cộng sự [48] 

cũng cho thấy các tế bào phân lập bằng phƣơng pháp enzyme có tốc độ tăng 

sinh ban đầu cao hơn so với các phƣơng pháp phi enzyme. Trong đó, 3 ngày 

đầu tiên sau phân lập, tế bào ở nhóm xử lý collagenase 30 phút và 60 phút có 

tốc đô tăng sinh cao nhất, sau đó là nhóm 180 phút và cuối cùng là nhóm 360 

phút (Hình 3.4 và 3.5). Hình thái tế bào ở tất cả các nhóm đều giống với 

nguyên bào sợi, phù hợp với đặc điểm của ASC. Tuy nhiên, bắt đầu từ ngày 

nuôi cấy thứ 10, cả 3 nhóm 30 phút, 60 phút, 180 phút đều đạt mật độ tế bào 

100% diện tích nuôi cấy. Nhƣ vậy, khi thử nghiệm xử lý enzyme ở các thời 

gian 360 phút có ảnh hƣởng đến số lƣợng tế bào thu đƣợc.  

Nhƣ vậy, trong nghiên cứu này, em thử nghiệm xử lý collagenase ở các 

thời điểm khác nhau và tìm thấy rằng thời gian xử lý collagenase trong 
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khoảng 180 phút cho kết quả tốt nhất. Nghiên cứu này cũng chỉ ra rằng, việc 

xử lý collagenase quá lâu, vƣợt quá 180 phút, không cải thiện số lƣợng và 

chất lƣợng của ASC. Vì vậy, cần cân nhắc đến thời gian xử lý collagenase để 

đảm bảo tối ƣu hóa quá trình phân lập SVF từ mô mỡ. 

Với những kết quả này, hy vọng rằng luận văn của em sẽ đóng góp vào 

việc cung cấp thêm thông tin và bằng chứng cho các nghiên cứu về phân lập 

SVF từ mô mỡ bằng collagenase và giúp họ đƣa ra các quyết định phù hợp 

khi thực hiện các nghiên cứu liên quan đến lĩnh vực này. 

 

 

 

  



 
 

43 

KẾT LUẬN 

 

1. Sự phân tách SVF từ mô mỡ bằng collagenase ở 180 phút có khả năng 

phân tách ASCs ra khỏi bề mặt nuôi cấy hiệu quả hơn so với các thời 

gian 30, 60, 360 phút 

2. Chất lƣợng của tế bào ASC qua sự biểu hiện các marker CD73 ở 30 

phút là 99,23%, 60 phút 99,30%, 180 phút 99,44%, 360 phút 

98,97% còn marker CD90 ở 30 phút 97,63%, 60 phút là 96,94%, 

180 phút 99,10% và 360 phút là 96,49% bằng phƣơng pháp phân 

tích dòng chảy tế bào. 

3. Ảnh hƣởng của collagenase tới khả năng biệt hoá nguyên bào mỡ và 

nguyên bào xƣơng (differentiation) của ASC ở thời gian 180 phút tốt 

hơn so với các thời gian 30, 60, 360 phút. 
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KIẾN NGHỊ 

Cần đánh giá khả năng biệt hóa tế bào bằng một số các marker khác 

đƣợc thiết kế và sử dụng để phân tích toàn diện hơn (các marker cho qPCR 

nhƣ stemness marker). 
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