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LỜI CAM ĐOAN 

 

 Tôi xin cam đoan đề tài nghiên cứu trong luận văn này là công trình nghiên cứu 

của tôi dựa trên những tài liệu, số liệu do chính tôi và nhóm nghiên cứu thực hiện. 

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 pháp luật. 

 

                                                                                

                                                               Nguyễn Thị Hoa 
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MỞ ĐẦU 

 

 - Lý do chọn đề tài: 

 Ở Việt Nam cũng như nhiều nước trên thế giới, sử dụng tế bào gốc trung 

mô (TBGTM) và thể tiết của tế bào gốc trung mô (EV) được nuôi cấy trong môi 

trường có nồng độ oxy cao (khoảng 20%), cao hơn nhiều so với nồng độ oxy 

sinh lý của tế bào trong cơ thể là từ 2 - 9% để điều trị một số bệnh mà hiện nay 

chưa có phương pháp điều trị hiệu quả. Gần đây, các công bố cho thấy rằng các 

tế bào được nuôi cấy trong điều kiện có nồng độ oxy cao khi truyền vào cơ thể 

có thời gian sống ngắn hơn khi so sánh với tế bào gốc trung mô được nuôi cấy 

trong môi trường oxy sinh lý. Bên cạnh những công bố TBGTM dây rốn có tốc 

độ tăng sinh và khả năng tự làm mới kéo dài hơn so với các dòng TBGTM từ 

tủy xương và mô mỡ thì các dòng tế bào này còn có có tốc độ tăng sinh và chất 

lượng tốt hơn khi nuôi cấy trong điều kiện có nồng độ oxy cơ thể. Hơn nữa các 

nghiên cứu cũng chỉ ra các TBGTM nói chung và TBGTM dây rốn nói riêng khi 

nuôi cấy trong môi trường có nồng độ oxy sinh lý cũng tiết ra lượng thể tiết 

nhiều hơn, hoạt tính sinh học cao được ứng dụng nhiều trong y học tái tạo, trị 

liệu tế bào. Sử dụng thể tiết TBGTM dây rốn vào y học đã được nhiều nghiên 

cứu công bố, Bệnh viện Đa khoa Quốc tế Vinmec là trung tâm đầu tiên nghiên 

cứu ứng dụng thể tiết vào điều trị bệnh và đang nghiên cứu thể tiết của TBGTM 

nuôi cấy trong điều kiện oxy sinh lý. Vì vậy, đánh giá tính an toàn của sản phẩm 

là yêu cầu cơ bản đầu tiên nên chúng tôi thực hiện nghiên cứu này tập trung 

đánh giá chất lượng sản phẩm trước khi thử nghiệm in vivo như nội độc tố, tính 

vô khuẩn, độc tính, quá mẫn và kích ứng nhãn cầu… qua đó làm tiền đề cho tiến 

tới thử nghiệm với các mô hình bệnh lý ở mắt hoặc các cơ quan khác. 

 - Mục đích nghiên cứu: 

 Đánh giá nội độc tố, vi sinh vật và gây tan máu của thể tiết ngoại bào từ tế 

bào gốc trung mô dây rốn trên in vitro 

 Đánh giá độc tính cấp, độc tính bán trường diễn, tính gây quá mẫn và kích 

ứng bề mặt nhãn cầu của EV từ TBGTM dây rốn trên động vật thực nghiệm. 
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 - Nội dung nghiên cứu: 

 + Đánh giá nội độc tố, vi sinh vật và gây tan máu: sản phẩm EV từ tế bào 

gốc trung mô dây rốn đã được đánh giá các chỉ tiêu như: Protein tổng số; Số 

lượng thể tiết thu được; Kích thước trung bình thể tiết; Dấu ấn thể tiết. 

 Đánh giá một số nội dung như nội độc tố bằng phương pháp LAL, vi sinh 

vật với hệ thống BACTEX. 

 + Đánh giá độc tính cấp, độc tính bán trường diễn, tính gây quá mẫn và 

kích ứng bề mặt nhãn cầu: Độc tính cấp được thử nghiệm liều cao trên chuột 

nhắt trắng chủng Swiss nhằm xác định liều chết 100% từ đó xác định LD50. Với 

độc tính bán trường diễn thử nghiệm trên chuột cống trắng chủng Wistar đánh 

giá bằng theo dõi toàn trạng, xét nghiệm huyết học, sinh hóa và giải phẫu đại 

thể, vi thể gan, thận, lách. Tính quá mẫn được thử nghiệm trên thỏ nhằm đánh 

giá các cytokines sau quá trình tiêm EV từ TBGTM dây rốn. Tính kích ứng nhãn 

cầu được thử nghiệm trên thỏ nhằm đánh giá kích ứng tăng tiết nước mắt, cương 

tụ mạch máu, vỡ phim nước mắt và tổn thương giác mạc với nhuộm fluorescein. 

 - Cơ sở khoa học và tính thực tiễn của đề tài: 

 EV đã được chứng minh là có hiệu quả sinh học tương tự tế bào gốc, 

trong điều kiện oxy sinh lý có những nghiên cứu cho thấy có nhiều đặc điểm nổi 

bật như sự tăng sinh, biểu hiện bề mặt ổn định và tăng tỷ lệ sống khi đưa vào cơ 

thể. Ở nước ta, nhiều mặt bệnh hiện nay chưa có phương pháp điều trị hiệu quả 

nhưng những thử nghiệm điều trị với tế bào gốc và thể tiết đã cho thấy có nhiều kết 

quả khả quan. Từ cơ sở các thử nghiệm và kết quả đã có cho thấy nghiên cứu này 

vừa có tính khoa học và ý nghĩa thực tiễn cao. 

 - Những đóng góp của luận văn: 

 Luận văn đã cung cấp những thông tin quí giá về tính an toàn của EV từ 

TBGTM dây rốn và là cơ sở cho các thử nghiệm EV này ở mô hình bệnh và thử 

nghiệm lâm sàng trong tương lai. Bên cạnh đó, kết quả luận văn cho thấy EV thu 

được khi nuôi cấy TBGTM trong môi trường với nồng độ oxy sinh lý có nhiều ưu 

điểm và các thử nghiệm trên động vật có tính an toàn cao. 
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NỘI DUNG 

Chương 1. TỔNG QUAN NGHIÊN CỨU 

 

1.1. Tế bào gốc và thể tiết ngoại bào  

1.1.1. Tế bào gốc 

Tế bào gốc là loại tế bào đặc biệt với khả năng tự đổi mới và biệt hóa 

thành các loại tế bào có các chức năng khác nhau trong cơ thể. Các loại tế 

bào gốc có thể giúp bổ sung, thay thế, sửa chữa những tế bào già yếu hoặc 

bị tổn thương. Có nhiều tế bào gốc đươc quan tâm nghiên cứu như tế bào 

gốc phôi, tế bào gốc nhũ nhi, tế bào gốc trưởng thành, tế bào gốc đa năng 

cảm ứng. Tuy nhiên có 2 loại tế bào gốc được ứng dụng nhiều trong y học 

là tế bào gốc trung mô từ dây rốn và từ mô mỡ. 

TBGTM (MSCs) là những tế bào gốc trưởng thành đa năng có trong 

nhiều mô như dây rốn, tuỷ răng sữa, tuỷ xương và mô mỡ [1]. TBGTM có khả 

năng tự tăng sinh và có thể biệt hoá thành các tế bào thuộc mô liên kết như 

xương, sụn, mỡ và tế bào các dòng khác như tế bào thần kinh, gan, tuỵ và 

thận… [2]. TBGTM có thể tiết ra các chất tăng trưởng kích thích tạo mạch máu 

mới và tái tạo các mô/cơ quan trong cơ thể cũng như điều hoà hệ thống miễn 

dịch và ức chế phản ứng viêm (hình 1.1). Với khả năng cung cấp một nguồn 

TBGTM dồi dào nên có tiềm năng ứng dụng rất lớn khi sử dụng cho liệu pháp tế 

bào đồng loài. 

- TBGTM từ dây rốn có thể được phân lập từ toàn bộ các phần của dây 

rốn như từ động mạch, màng dây rốn và lấy từ khối nhầy Wharton Jelly. Những 

ưu điểm MSCs này là dễ dàng thu thập, không gặp trở ngại về y đức, cũng như 

khả năng tăng sinh vượt trội nên có thể sản xuất một số lượng lớn tế bào từ một 

nguồn cho duy nhất [3]. Hơn nữa, chúng là một lựa chọn lý tưởng để sử dụng 

ghép đồng loại do đặc tính sinh miễn dịch thấp và khả năng điều hòa miễn dịch 

cao [4]. Ngoài ra, chúng tiết ra nhiều chất sinh trưởng có thể kích thích các tế 

bào gốc, tế bào tiền thân nội sinh phát triển cũng như hình thành mạch máu mới 
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nuôi dưỡng mô, giúp cơ thể sửa chữa các tổn thương và thúc đẩy quá trình tái 

tạo. Các chất đóng vai trò quan trọng trong quá trình này là yếu tố tăng trưởng tế 

bào gan, yếu tố tăng trưởng nguyên bào sợi, yếu tố tăng trưởng nội mô mạch 

máu, yếu tố tăng trưởng thần kinh, yếu tố dinh dưỡng thần kinh có nguồn gốc từ 

não và yếu tố dinh dưỡng thần kinh có nguồn gốc tế bào thần kinh đệm [5]. 

- TBGTM từ mô mỡ là các tế bào tiền thân đa năng được tìm thấy trong 

mô mỡ trưởng thành đã được nghiên cứu rộng rãi như một nguồn tế bào cho kỹ 

thuật mô và y học tái tạo trong hơn 15 năm qua [6]. TBGTM từ mô mỡ chủ yếu 

là mesodermal, nhưng một số có nguồn gốc thần kinh (ectodermal) [7] và có khả 

năng biệt hóa thành các tế bào mô mỡ, sụn và xương [8]. Ngoài ra, có khả năng 

giảm viêm, qua trung gian chủ yếu thông qua các hiệu ứng paracrine [9]. 

Như vậy, tiềm năng trị liệu của MSC dựa vào các đặc tính độc đáo của 

chúng như i) khả năng biệt hóa thành các dòng tế bào khác nhau, ii) khả năng 

tiết ra các yếu tố hòa tan rất quan trọng cho tế bào sống sót và tăng sinh, iii) khả 

năng điều hòa phản ứng miễn dịch, iv) khả năng di chuyển đến vị trí chính xác 

tổn thương. 

1.1.2. Thể tiết ngoại bào 

 - Thể tiết ngoại bào (EV): là các túi có cấu trúc màng kép lipid được tế 

bào tiết ra không gian ngoại bào và có kích thước nano từ 30-5000 nm [10]. Thể 

tiết có chức năng vận chuyển các phân tử sinh học quan trọng giữa các tế bào 

[11], duy trì cân bằng nội môi sinh lý [12] và ảnh hưởng đến cơ chế bệnh sinh  

[13]. Thể tiết được chia làm 3 loại chính là microvesicles (MV), exosomes và 

apoptotic bodies, chúng được phân biệt dựa trên quá trình hình thành, quá trình 

phóng thích, kích thước, vật chất mang và chức năng [14]. Các vật chất mang 

hay còn gọi là “cargo” (hàng hoá) của thể tiết bao gồm lipid, DNA, RNA, 

protein và các chất chuyển hoá liên quan đến tế bào tiết ra (Hình 1.2). 

Exosomes là các thể tiết ngoại bào với lớp màng đơn bên ngoài và được 

tiết ra bởi tất cả các loại tế bào, chúng được tìm thấy ở chất nền, nước tiểu, tinh 

dịch, dịch phế quản, dịch não tuỷ, huyết thanh, mật, bạch huyết, mật và axit dịch 
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vị. Các hạt exosomes có đường kính khoảng từ 30 - 150 nm được hình thành 

trong các ngăn nội bào (endosome), sau đó được giải phóng ra bằng quá trình 

xuất bào hay còn gọi hiện tượng ngoại bào [15]. Một lượng lớn rất đa dạng các 

vật chất mang được xác định trong exosomes bao gồm khoảng 4400 proteins, 

194 lipids, 1639 mRNAs, 764 miRNAs và các chất chuyển hoá [16]. 

 

Hình 1.1: Các loại thể tiết ngoại bào (EVs) do một tế bào tiết ra [15]. 

 Microvesicles được tiết ra bởi sự nảy chồi trực tiếp ra ngoài của các vi 

bào hoặc của màng sinh chất và có kích thước trong khoảng 50 - 1000 nm. Do 

vậy, các MV chủ yếu chứa các protein liên quan đến bào tương và màng sinh 

chất, đặc biệt là các protein tập trung ở bề mặt màng sinh chất ví dụ như 

tetraspanins [17]. Ngoài ra, MV cũng chứa các protein khung xương tế bào, 

protein sốc nhiệt, integrins và các protein chứa các biến đổi sau dịch mã như 

glycosyl hoá và phosphoryl hoá. 

Apoptosis bodies được giải phóng bởi các tế bào chết hoặc trong quá trình 

apoptosis và có kích thước 500 - 2000 nm. Không giống với exosomes và MV, 

các thể tiết apotosis bodies chứa các bào quan nguyên vẹn, chất nhiễm sắc và 

một lượng nhỏ protein glycosyl hoá. Ngoài ra, thành phần protein của apoptosis 
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bodies tương tự với tế bào ly giải, trong khi có một sự khác biệt rõ rệt giữa thành 

phần protein giữa exosomes và tế bào ly giải. 

 

Hình 1.2: Quá trình hình thành và vật chất mang của mỗi loại thể tiết khác nhau [16] 

 - Phương pháp tách thể tiết: Trong nhiều nghiên cứu, thể tiết được phân 

lập bằng các phương pháp ly tâm siêu tốc, đây được coi như một phương pháp 

tiêu chuẩn “vàng” [18].  

 

Hình 1.3: Quy trình nuôi cấy tế bào, phân lập thể tiết và kiểm soát chất lượng [18] 
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 Những phương pháp phân lập thể tiết khác được phát triển dựa trên sự 

phân tách kích thước, sự bắt giữ ái lực miễn dịch (immunoaffinity capture), kết 

tủa (Hình 1.3). Tuy nhiên, những phương pháp này vẫn chưa thể phân lập một 

loại thể tiết riêng rẽ, đặc biệt là exosomes. Sản phẩm thường chứa hỗn hợp các 

loại thể tiết và một số thành phần của không gian ngoại bào. Nhiều phương pháp 

phân lập kết hợp đã được sử dụng để làm giàu hàm lượng của loại thể tiết mong 

muốn thu được. Tuy nhiên, điều này cũng làm tăng chi phí, thời gian và đào tạo 

kỹ thuật. Phát triển một phương pháp phân lập thể tiết có thể phân tách các loại 

thể tiết khác nhau với thời gian ngắn, hiệu quả, công suất lớn và đạt tiêu chuẩn 

sử dụng vẫn còn đang là một thách thức. 

Sản phẩm thể tiết sau khi được phân lập được đánh giá chất lượng bằng 

nhiều phương pháp khác nhau như xác định danh tính, độ tinh khiết, tạp chất, 

hiệu lực, độ an toàn và độ ổn định (Bảng 1.1). 

Bảng 1.1: Các tiêu chí đánh giá chất lượng của sản phẩm thể tiết ngoại bào 

Tiêu chí Chỉ số Phương 

pháp 

Kích thước trung 

bình của thể tiết  

50 - 150 nm TEM 

Dấu ấn bề mặt 

thể tiết   

Ít nhất là 3 dấu ấn dương tính và ít nhất 1 dấu ấn 

âm tính: CD9+, CD29+, CD44+, CD 49e+, 

CD63+, CD81+, CD73+, CD105+, MCSP+, 

CD14-, CD19-, CD34-, CD45-, CD142-, MHC 

class I- , class II- 

Đo tế bào 

theo dòng 

chảy 

Phân tích các 

cytokine  

Thành phần các cytokine ProcartaPlex 

multiplex 

panels assay 

Nội độc tố < 0,2 EU/mL cho đường truyền tuỷ sống và 

< 5 EU/mL cho các đường truyền khác 

 

Mycoplasma  Âm tính  

Tính vô trùng Âm tính  



8 

 

 

 

1.2. Ảnh hưởng của môi trường oxy trong nuôi cấy tế bào gốc 

 - Các nghiên cứu cho thấy nuôi cấy trong môi trường oxy sinh lý giúp 

tăng về số lượng và chất lượng của TBGTM. Tuy có thành công đầy hứa hẹn ở 

các nghiên cứu ban đầu nhưng hiệu quả của liệu pháp TBGTM lại chỉ ở mức 

trung bình trong một số thử nghiệm lâm sàng giai đoạn 3. Một trong những 

nguyên nhân là thời gian sống ngắn của TBGTM trong môi trường cơ thể do các 

tế bào này cần phải thích nghi với môi trường mới với mức oxy sinh lý thấp hơn 

nhiều sau khi chúng được truyền vào bệnh nhân. Nồng độ oxy tự nhiên nằm 

trong khoảng 1% - 6% cụ thể trong tủy xương, 2 - 8% trong mô mỡ và khoảng 2 

- 3% trong nhau thai. Bằng chứng cho thấy rằng nồng độ oxy cao có thể gây tổn 

thương ADN và sự lão hóa của tế bào do sự tích tụ các gốc tự do chứa oxy 

(ROS). Nồng độ oxy sinh lý giúp tăng số lượng tế bào gốc đa năng và duy trì 

các tế bào ở trạng thái không biệt hóa lâu dài hơn [19]. Các TBGTM sinh sôi 

chậm hơn ở giai đoạn đầu (passage 0) và có khả năng tăng sinh cao hơn ở những 

lần cấy chuyển sau trong điều kiện oxy sinh lý [20]. Các tế bào này tăng mức 

biểu hiện của yếu tố phiên mã Oct4 và hoạt động của enzyme telomerase [21]. 

Điều này có thể giải thích cho thực tế là TBGTM duy trì thời gian tăng sinh của 

chúng trong điều kiện oxy sinh lý lâu hơn trước khi đạt đến sự lão hóa so với 

điều kiện oxy thông thường [22]. Cần phải nhấn mạnh rằng lão hóa là một yếu 

tố quan trọng hạn chế khả năng tăng sinh trong phòng thí nghiệm cũng như sự 

thích nghi sau cấy ghép của TBGTM trong cơ thể sống. 

 Ở cấp độ phân tử, điều kiện oxy sinh lý cảm ứng sự biểu hiện nhiều gen 

chi phối sự tồn tại, di chuyển và tăng sinh của tế bào, phản ứng viêm và điều hòa 

miễn dịch, biệt hóa sụn và chuyển hóa, cũng như quá trình tạo mạch của 

TBGTM tủy xương [23]. Điều kiện oxy sinh lý cũng ảnh hưởng tới sự biểu hiện 

của các miRNA. Phân tích cơ chế cho thấy rằng oxy sinh lý kiểm soát các 

miRNA được làm giàu trong tín hiệu HIF [24]. HIF-1α là yếu tố điều hòa chính 

của điều kiện oxy sinh lý, kiểm soát nhiều chức năng thiết yếu của tế bào gốc, 

bao gồm các chức năng tự làm mới, tăng trưởng và biệt hóa. Nó cũng làm chủ 
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sự ổn định của ADN và điều khiển nhiều quá trình quan trọng của tế bào như 

trao đổi chất cũng như khả năng tiết ra các yếu tố tiền sinh mạch như yếu tố tăng 

trưởng nội mô mạch (VEGF) và erythropoietin, một cytokine kích thích tạo 

hồng cầu [25]. Sự biểu hiện quá mức của HIF-1α trong TBGTM đã làm tăng quá 

trình hình thành mạch trong các mô được cấy ghép và thúc đẩy khả năng tái tạo 

của chúng trong các thí nghiệm trên mô hình động vật đối với bệnh liên quan 

đến thiếu máu cục bộ [26]. 

 Vì giao tiếp cận tiết giữa các tế bào đóng vai trò quan trọng trong hoạt 

động điều trị của TBGTM, các nghiên cứu về hệ ngoại tiết của chúng rất được 

quan tâm. Các TBGTM tiết ra nhiều yếu tố tăng trưởng và chemokine như 

VEGF, yếu tố tăng trưởng có nguồn gốc từ tiểu cầu (PDGF), yếu tố tăng trưởng 

nguyên bào sợi cơ bản (bFGF), yếu tố tăng trưởng tế bào gan (HGF), yếu tố tăng 

trưởng biểu bì (EGF), yếu tố tăng trưởng thần kinh (NGF), yếu tố tăng trưởng 

giống insulin 1 (IGF-1), interleukin và yếu tố tế bào gốc (SCF) [27]. Những yếu 

tố này thúc đẩy sự hình thành mạch, sự tồn tại và tăng sinh của tế bào, cũng như 

hoạt hoá tế bào gốc nội sinh. Các TBGTM cũng tạo ra interleukin-10 (IL-10), 

interleukin-6 (IL-6), yếu tố tăng trưởng biến đổi (TGF)-β1, prostaglandin-E2 

(PGE2), nitric oxide (NO), các phân tử kháng nguyên-G của bạch cầu người 

(HLA-G5), yếu tố ức chế bệnh bạch cầu (LIF) và enzym IDO để điều hoà phản 

ứng miễn dịch [28]. Trong những yếu tố kể trên, điều kiện oxy sinh lý làm tăng 

mức độ của các yếu tố tiền sinh mạch: VEGF, IGF, HGF và bFGF, cũng như các 

phân tử điều hòa miễn dịch TGF-β [29]. 

 Không chỉ trong môi trường in vitro, điều kiện oxy sinh lý cũng tác động 

có lợi cho sự tồn tại của TBGTM ở trong cơ thể sống. Các tế bào này có thể tồn 

tại lâu hơn ở những chuột được ghép TBG bị suy giảm miễn dịch. Các cơ chế 

giải thích cho điều này bao gồm tăng cường tiết các yếu tố tạo mạch, cải thiện 

khả năng di chuyển - xâm nhập, hoạt hóa các con đường tín hiệu liên quan đến 

sống còn và tăng dự trữ glycogen [30]. Trong mô hình thiếu máu cục bộ chi sau 

ở chuột, các TBGTM được nuôi cấy trong điều kiện oxy sinh lý tăng sinh và 
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thích nghi tốt hơn sau khi cấy ghép. Chúng cũng cảm ứng sự di cư của các tế 

bào nội mô và biệt hóa nguyên bào. Do đó, các mô thiếu máu được phục hồi 

toàn diện hơn, trong đó việc tưới máu lưu thông, phục hồi chi, hình thành mạch 

máu mới và tái tạo cơ xương được cải thiện đáng kể [31]. 

 Hoạt tính sinh học của TBGTM đã được nuôi cấy trong điều kiện thiếu 

oxy đã được thử nghiệm trên mô hình chuột cho các bệnh phổi bao gồm tổn 

thương phổi do bức xạ và xơ phổi do bleomycin. Trong các mô hình này, điều 

kiện thiếu oxy thúc đẩy sự tồn tại của tế bào, giảm viêm và cải thiện chức năng 

phổi so với điều kiện oxy thông thường [32]. 

 Gần đây, các nhà khoa học đã cho thấy các TBGTM tiếp xúc nồng độ oxy 

sinh lý và nồng độ ion Ca2+ cao sẽ kích thích tiềm năng điều hòa miễn dịch của 

chúng và làm giảm bệnh ghép chống chủ ở chuột có hệ miễn dịch của người [33].   

 

Hình 1.4: Cơ chế của điều kiện oxy sinh lý đối với thúc đẩy tiềm năng ứng dụng trị liệu [28] 

 Trong một mô hình cho thiếu máu cục bộ chi dưới của bệnh tiểu đường, 

TBGTM nuôi cấy trong điều kiện oxy sinh lý đã tăng cường hoạt động tiết các yếu 

tố tạo mạch  và thúc đẩy sự tăng sinh của các tế bào nội mô, dẫn đến cải thiện mạch 

máu để đáp ứng với thiếu máu cục bộ mô. Đáng kể là, môi trường nuôi cấy thiếu 
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oxy cũng kéo dài thời gian lưu giữ TBGTM in vivo với khoảng 5% số tế bào được 

tiêm vẫn sống sau 14 ngày [34]. Những lợi ích của việc nuôi cấy MSCs trong điều 

kiện oxy sinh lý được tóm tắt trong (Hình 1.5). 

- Tác động của nuôi cấy trong môi trường oxy sinh lý lên thể tiết của 

TBGTM: Biester và cộng sự đã tổng hợp các nghiên cứu về thể tiết trong môi 

trường oxy thấp trong một bài review xuất bản vào năm 2020 [35]. Các nghiên 

cứu chỉ ra rằng thể tiết thu được sau khi kích ứng TBGTM bằng nồng độ oxy 

thấp hơn điều kiện oxy môi trường có thể giúp tăng cường khả năng di cư và 

tăng trưởng của tế bào đích, tái tạo mạch, đồng thời giảm chết tế bào và kích 

ứng miễn dịch. Một cơ chế quan trong của quá trình này là do nồng độ oxy thấp 

ngăn quá trình phân huỷ của HIF1-alpha, giúp cho yếu tố phiên mã này có thể 

tổng hợp biểu hiện của hơn 100 gene đích, trong đó có VEGF-A, PDGF-B. Môi 

trường oxy thấp làm tăng quá trình sản xuất các miRNA đóng vai trò quan trọng 

trong điều khiển quá trình biểu hiện gen như miRNA-210, miRNA-21, 

miRNA146a, miRNA17. miRNA-22 và miRNA-23a. Ngoài ra, các con đường 

truyền tín hiệu khác cũng được kích thích như NFkB, mTOR và STAT3 để tăng 

sức sống của tế bào . 

 Thể tiết chiết xuất từ TBGTM dây rốn của người nuôi cấy trong môi 

trường oxy thấp (1%) cho thấy khả năng kích thích tế bào nội mô tăng sinh và di 

cư tốt hơn, do đó thúc đẩy tái tạo mạch máu và chữa lành tổn thương ở xương ở 

mô hình chuột nhanh hơn thể tiết của TBG ở điều kiện oxy thường [36]. Phân 

tích các miRNA ở hai loại thể tiết này cho thấy, nồng độ miR-126, miR-855-5p, 

miR-146b và miR-223 tăng lên nhiều lần khi nuôi cấy TBGTM dây rốn ở điều 

kiện oxy thấp. Một nghiên cứu khác trên mô hình chuột cống bị gây hoại tử 

xương cũng chứng tỏ thể tiết thu được trong môi trường oxy sinh lý (2%) tiết ra 

nhiều VEGF hơn và có hoạt tính cao hơn trong tái tạo mạch máu và giảm mức 

độ xương bị hoại tử.     

 Almeria và đồng sự chỉ ra rằng môi trường oxy sinh lý (5%) không làm 

thay đổi số lượng và kích thước thể tiết phân lập trong môi trường nuôi cấy của 
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TBGTM từ mô mỡ so với nồng độ oxy môi trường [36]. Các dấu ấn bề mặt của 

thể tiết ở hai điều kiện cũng tương tự nhau, ngoại trừ CD44 được biểu hiện thấp 

hơn ở môi trường oxy sinh lý. Mặt khác, điều kiện này giúp tăng cường khả 

năng tăng sinh vào tạo mạch của tế bào nội mô tốt hơn [37]. Trong mô hình 

chuột cống bị nhồi máu cơ tim, thể tiết tách ra từ TBGTM từ tuỷ xương giúp hỗ 

trợ tế bào cơ tim tăng khả năng sống sót và giảm những tổn thương do môi 

trường oxy thấp gây ra. Trong đó, miR-210 có trong thể tiết đóng một vai trò 

quan trọng [38]. Ngoài ra, miR-125b có trong thể tiết của TBGTM từ tuỷ xương 

và dây rốn ở điều kiện oxy thấp ức chế phần tử p53 và BAK1, ngăn quá trình 

chết ở các tế bào cơ tim [39]. 

 Khả năng điều hoà miễn dịch của thể tiết cũng được nghiên cứu rộng rãi 

[40]. TBGTM được nuôi cấy trong môi trường oxy sinh lý thúc đẩy hoạt tính 

điều hoà miễn dịch [41], tuy nhiên ảnh hưởng của nồng độ oxy lên hoạt tính này 

cảu thể tiết chưa được báo cáo nhiều. Thể tiết do TBG từ mô mỡ của chó được 

mô tả có khả năng chuyển hoá đại thực bào sang thể M2 với chức năng ức chế 

hệ miễn dịch. 

Các nghiên cứu trên cho thấy môi trường oxy sinh lý có nhiều tiềm năng 

để tăng chất lượng thể tiết của TBGTM. Tuy nhiên, vẫn cần thêm nhiều nghiên 

cứu để có thể có một điều kiện nuôi cấy và phân lập thể tiết chuẩn hoá cũng như 

tìm hiểu về cơ chế hoạt động của thể tiết trên nhiều mặt bệnh khác nhau. 

1.3. Đánh giá tính an toàn của thể tiết từ tế bào gốc trung mô 

 Chất tiết ngoại bào từ TBGTM là các túi nhỏ có lớp màng lipid kép bao 

gồm các proteins, lipid, vật chất di truyền (miRNA, RNAs), HGF, FGF, VEGF, 

PDGF, TGF-beta. Khi được giải phóng ra khỏi tế bào vào không gian ngoại bào, 

chúng sẽ gây tác dụng sinh học tại chỗ hoặc theo đường máu đến tế bào nhận 

thông màng tế bào và giải phóng các phân tử gồm lipid, axit nucleic và protein 

tới tế bào nhận (cơ chế truyền tin). Từ các hoạt tính sinh học này có thể thay đổi 

các đặc điểm ở cơ thể sinh vật. Nên trong các nghiên cứu thường đánh giá các đặc 

điểm như nội độc tố, vi sinh vật, sự thay đổi hình thái chức năng ở một số cơ quan 
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như gan thận và đánh giá tính gây quá mẫn của sản phẩm. Với gây quá mẫm thường 

xét nghiệm các cytokine [42]: 

 

Hình 1.5. Thành phần của Exosomes 

 - Cytokin là một nhóm protein đa dạng không phải là kháng thể và là các 

chất trung gian giữa các tế bào. Hiện nay cytokin đang được sử dụng trên lâm 

sàng như những chất sửa đổi đáp ứng sinh học để điều trị các rối loạn khác nhau. 

Tín hiệu cytokin rất linh hoạt và có thể gây ra cả 2 phản ứng bảo vệ và làm hư 

hại. Các thụ thể cytokin loại 1 (gia đình IL-2R) là gia đình lớn nhất của các thụ 

thể cytokin. Gia đình này được chia thành ba lớp con dựa trên các thành phần 

chung: IL2Rγ, β chung và gp130. Các thụ thể cytokin loại 2 (gia đình IFNR) có 

các cystein nằm ở vùng ngoại bào của các tiểu đơn vị. Đáp ứng tế bào với các 

cytokin nói chung là chậm (hàng giờ) bởi vì chúng cần tổng hợp ra mRNA và 

protein mới. Các cytokin có thể được xếp thành các loại khác nhau dựa vào chức 

năng của chúng hay nguồn gốc của chúng, nhưng điều quan trọng là chúng có 

thể được sản xuất bởi các tế bào khác nhau và hoạt động trên các tế bào khác 

nhau, bất kỳ nỗ lực nào để phân loại chúng cũng sẽ bị hạn chế. 

+ Các chất trung gian của miễn dịch tự nhiên gồm: TNF-α, IL-1, IL-10, 

IL-12, interferon loại I (IFN-α và IFN-β), IFN-γ và chemokin. 
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+ Các chất trung gian của miễn dịch thu được gồm: IL-2, IL-4, IL-5, 

TGF-β, IL-10 và IFN-γ. 

- Hình thái và chức năng gan thận [43]: khi đưa bất kỳ chất nào vào cơ thể 

chúng đều gây các phản ứng với cơ thể sự thay đổi này diễn ra nhiều ở gan và 

thận. Gan có nhiều chức năng: chuyển hóa, dự trữ, tạo mật, chống độc, nội tiết 

và một số chức năng khác... Những chức năng này có liên quan một cách chặt 

chẽ với đặc điểm giải phẫu và tổ chức học của gan. Về mặt tổ chức học, các tế 

bào gan sắp xếp thành các tiểu thùy gan. Tiểu thùy gan là đơn vị cấu trúc cũng 

như đơn vị chức năng của gan chúng có cấu trúc hình đa giác, ở giữa hình đa 

giác là tĩnh mạch trung tâm tiểu thùy. Từ đây, các tế bào gan xếp thành bè gồm 

2 hàng liền nhau tỏa ra phía ngoại vi như hình nan hoa và gọi là bè Remak. Giữa 

2 hàng tế bào gan của bè Remak có các đường ống nhỏ gọi là ống mật vi ti. Giữa 

các bè có xoang mạch nhận máu từ cả động mạch gan và tĩnh mạch cửa rồi đổ 

về tĩnh mạch trung tâm tiểu thùy. Vách của xoang mạch được lót bởi một lớp tế 

bào nội mô không liên tục, có nhiều lỗ thủng, xen vào lớp tế bào nội mô này là 

các đại thực bào hình sao được gọi là tế bào Kupffer. Giữa các tế bào gan và lớp 

tế bào nội mô xoang mạch có một khoảng gọi là khoảng Disse, đây là nơi xuất 

phát hệ bạch huyết trong gan và cũng qua đây tế bào gan trao đổi chất với xoang 

mạch. Thận cũng có nhiều chức năng như lọc, tạo máu, bài tiết… Nhu mô thận 

được cấu tạo chủ yếu bởi những đơn vị chức năng thận gọi là nephron. Mỗi 

nephron gồm một tiểu thể thận và một hệ thống ống sinh niệu. Tiểu thể thận gồm 

một bao ở ngoài và một cuộn bao mạch bên trong. Hệ thống ống sinh niệu gồm có: 

các tiểu quản lượn, ống lượn gần, quai Henle, ống lượn xa và ống thu thập. Bên 

cạnh sự thay đổi này các xét nghiệm huyết học và sinh hóa có thể sẽ thay đổi theo.  

1.4. Nghiên cứu thử nghiệm điều trị bệnh của tế bào gốc và thể tết ngoại bào 

Ứng dụng trong y học tái tạo do có nhiều hoạt tính sinh học quý giá như điều 

hòa miễn dịch, thúc đẩy tái tạo mô, hình thành mạch và các vi mạch. Các nguồn 

TBGTM được sử dụng nhiều nhất là tủy xương, mô mỡ và dây rốn [44]. Các nghiên 

cứu gần đây cho thấy được vai trò quan trọng của các thể tiết ngoại bào do 
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TBGTM tiết ra tương tự với các hiệu ứng sinh học của TBGTM và làm trung 

gian cho các tác động nội tiết của TBGTM 

 

Hình 1.6: Thể tiết tiết ra từ TBGTM của người trong các mô hình bệnh 

 Hiện nay có nhiều nghiên cứu chứng minh hiệu quả thể tiết từ TBGTM có 

nguồn gốc khác nhau (dây rốn, mô mỡ và tuỷ xương) được chứng minh là cải 

thiện các tình trạng bệnh suy giảm trí nhớ, Parkinson, xơ gan, chấn thương tủy 

sống, xơ phổi, Alzheimer, liền vết thương, thẩm mỹ… 

 Các nghiên cứu chứng minh do chúng có nhiều cơ chế tác động làm giảm 

tình trạng phát triển của bệnh như: khả năng di trú qua lớp hàng rào máu não, 

khả năng di chuyển đến khu vực viêm trong não, khả năng tái tạo các kết nối 

thần kinh tại vùng hồi hải mã, và khả năng làm giảm tích tụ của Beta-amyloid, 

hợp chất gây ra bệnh suy giảm trí nhớ. TBGTM sau khi được truyền thông qua 

đường tĩnh mạch (chủ đích truyền tế bào đến mọi nơi trong cơ thể - truyền tế 

bào hệ thống) có khả năng đi đến các vùng bị thương tổn, bị viêm, nhiễm trùng, 

hay các khối u hình thành trong cơ thể kể cả các vị trí trong não. Một số nghiên 

cứu cho thấy TBGTM sở hữu cơ chế vượt hàng rào máu não tương tự khả năng 

thâm nhập mạch của tế bào bạch cầu như khả năng di chuyển thành mạch 

(rolling), khả năng bám vào tế bào biểu mô thành mạch và khả năng xuyên 

màng sau bám. Trên bề mặt của TBGTM có biểu hiện các dấu ấn bề mặt như thụ 

thể hướng khu trú bạch cầu (leukocyte  homing molecule, như CXCR4, CCR2) 
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hay các phân tử bám dính tế bào (cell adhesion molecule, như CD4, integrin, 

hay CD99). Việc biểu hiện các phân tử bề mặt phục vụ cho quá trình bám và 

xuyên màng giúp cho TBGTM có thể di chuyển qua hàng rào máu não để vào 

bên trong não bộ. Thêm vào đó, TBGTM thường hay bám vào các tế bào nội mô 

đã được kích hoạt bởi yếu tố miễn dịch TNF-alpha thông qua thụ thể bám dính 

tế bào VCAM-1 và cơ chế truyền tín hiệu thụ thể liên hợp protein G (G-protein 

coupled receptor signalling pathways) [45], [46], [47]. Ngoài ra, TBGTM còn 

làm giảm sự tăng sinh của các tế bào T CD3+ và các tế bào T gây độc, đồng thời 

điều phối hoạt động của các tế bào T giúp đỡ nhằm kiểm soát hoạt động miễn 

dịch tại vị trí viêm phổi và tiết ra HGF của TBGTM cũng tham gia vào quá trình 

giảm xơ ở phổi thông qua con đường tín hiệu PI3K/AKT/mTOR 

1.4. Tình hình nghiên cứu trong và ngoài nước 

Tại Việt Nam, TBGTM từ dây rốn được thử nghiệm chữa trị thiếu máu 

cục bộ ở chân (2014) [48] và chấn thương cơ tim ở chuột (2015) [49]. Ở trên 

người, TBGTM từ dây rốn đã được báo cáo sử dụng để điều trị hai bệnh nhân 

phổi tắc nghẽn mạn tính (2016) [50]. TBGTM từ mô mỡ đã được nghiên cứu 

trên động vật để điều trị chấn thương sụn khớp (2013) [51] và chấn thương tủy 

sống (2016) [52]. Phân đoạn mô đệm mạch tách từ mô mỡ đã được ứng dụng 

trong các thử nghiệm lâm sàng để điều trị thoái hóa khớp gối (2014 và 2017) 

[53], [54]. TBGTM từ tủy xương đã được nghiên cứu điều trị tiểu đường tuýp 1 

(2011) [55], xơ gan (2015) [56] và đánh giá hiệu quả điều trị cho các bệnh nhân 

suy tim sau nhồi máu cơ tim (2014) [57]... 

Trên thế giới, các sản phẩm của TBGTM đã được phê duyệt để điều trị 

cho trẻ em mắc bệnh ghép chống chủ kháng trị ở Canada và New Zealand từ 

năm 2012, ở Nhật Bản từ năm 2015 và cho bệnh rò ruột - Crohn’s ở Châu Âu từ 

năm 2018. Các nghiên cứu gần đây cho thấy được vai trò quan trọng của các thể 

tiết ngoại bào do TBGTM tiết ra là có tác dụng sinh học tương tự với các hiệu 

ứng sinh học của TBGTM và làm trung gian cho các tác động nội tiết của 

TBGTM [58]: giúp tái tạo và chống viêm trong các mô hình động vật bị đột quỵ 
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[59], xơ gan [60], nhồi máu cơ tim [61], bệnh suy giảm trí nhớ [62] và 

Huntington [63]. Thể tiết thu được từ TBGTM dây rốn ở người cho thấy hiệu 

quả trong việc cải thiện tình trạng viêm màng bồ đào tự miễn bằng cách ức chế 

sự di chuyển của tế bào viêm [64], mô hình bệnh suy giảm trí nhớ... đặc biệt, thể 

tiết từ TBGTM tuỷ xương bảo vệ sự phát triển não bộ của thai nhị bị thiếu oxy 

[65] . Thể tiết làm tăng sự hình thành mạch máu, giảm bớt tình trạng viêm và 

quá trình chết theo chu trình ở tuỷ sống bị chấn thương và do đó cải thiện chức 

năng tuỷ sống [66], ngăn cản sự chết của các tế bào thần kinh tuỷ sống và giảm 

phù nề ở tuỷ sống [67]. Thể tiết được sử dụng cho bệnh như hội chứng suy hô 

hấp cấp, loạn sản phế quản, xơ phổi, tăng huyết áp động mạch phổi, hen suyễn 

và bệnh bụi phổi silic [68]. Ngoài ra, các exosomes tiết ra từ TBGTM có mang 

một enzyme hoạt động liên quan đến neprilysin và giảm mức độ β-amyloid 

trong các tế bào u nguyên bào thần kinh [69], khôi phục lại hợp nhất ký ức sợ 

hãi và giảm các hành vi lo lắng [70], bảo vệ chống lại sự mất synapse và song 

song với nó là cải thiện nhận thức [71].  

 Ứng dụng của tế bào gốc điều trị một số bệnh lý nhãn khoa như khô mắt, 

viêm loét giác mạc, teo thần kinh thị giác, thoái hoá điểm vàng, bệnh võng mạc 

sắc tố, … đã được nhiều nghiên cứu công bố [72], [73], [74]. Tuy nhiên chưa 

thấy báo cáo của thể tiết TBGTM từ dây rốn với điều kiện oxy sinh lý trong điều 

trị bệnh mắt. 

 Từ các nội dung trên cho thấy tiềm năng lớn của tế bào gốc và thể tiết của 

TBGTM dây rốn ứng dụng trong y học đặc biệt là thể tiết TBGTM được nuôi cấy 

trong điều kiện oxy sinh lý. Để tiến tới các ứng dụng trên lâm sàng việc đánh giá 

tính an toàn của thể tiết TBGTM dây rốn là vấn đề quan trọng cần được nghiên 

cứu, vì vậy chúng tôi nghiên cứu đề tài này. 
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Chương 2. ĐỐI TƯỢNG VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

 

2.1. ĐỐI TƯỢNG NGHIÊN CỨU 

2.1.1. Thể tiết ngoại bào 

 - Sản phẩm thể tiết ngoại bào thu nhận của tế bào gốc trung mô dây rốn từ 

5 thai phụ hiến tặng khỏe mạnh được nuôi cấy trong điều kiện oxy sinh lý 2% tại 

Bệnh viện đa khoa quốc tế Vinmec từ 01 đến 03 năm 2023 (đảm bảo tiêu chuẩn 

cơ sở theo phụ lục 2). 

 - Tiêu chuẩn lựa chọn: 

 + Sản phụ là người trưởng thành trên 18 tuổi, có sức khỏe tốt. 

 + Sản phụ đồng ý cho phép lưu trữ tế bào gốc sau khi đã được các bác sỹ 

giải thích về lợi ích, các nguy cơ, rủi ro có thể xảy ra và đồng ý sử dụng cho 

nghiên cứu. 

 - Tiêu chuẩn loại trừ: 

 + Sản phụ có vấn đề nghiêm trọng về sức khỏe như nhiễm khuẩn huyết, 

bệnh truyền nhiễm do vi khuẩn, nấm, virus 

 + Sản phụ đã từng bị bệnh tật hoặc biến chứng liên quan đến thai nghén. 

 - Tiêu chuẩn xác định liều lượng: thể tiết TBGTM liều thấp 200 

microgam/kg, liều trung bình 500 microgam/kg, liều cao 1000 microgam/kg. 

2.1.2. Động vật nghiên cứu 

 Gồm 36 con chuột nhắt trắng chủng Swiss trọng lượng 20 - 25 g, 30 chuột 

cống trắng chủng Wistar trọng lượng từ 210 - 240 g và 36 thỏ trọng lương 2,1 - 

2,2 kg khỏe mạnh, không phân biệt đực, cái. Tiêu chuẩn động vật đáp ứng các 

yêu cầu nghiên cứu về động vật thực nghiệm của Học viện Quân y. Các thí 

nghiệm được tiến hành tại Labo nghiên cứu của Bộ môn Phẫu thuật thực hành, 

thực nghiệm và Bộ môn Sinh lý bệnh - Học viện Quân Y, trong thời gian từ 

01/2023 - 08 /2023. 

2.2. PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.2.1. Thiết kế nghiên cứu 
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 Nghiên cứu thử nghiệm mô tả, cắt ngang tiến cứu, có thiết kế đối chứng 

2.2.2. Cỡ mẫu nghiên cứu  

Sử dụng công thức tính cỡ mẫu (ANOVA một chiều): 

n = DF/k + 1 

  trong đó: 

  DF (Degree of Freedom): bậc tự do 

  k: số nhóm nghiên cứu 

  n: số mẫu mỗi nhóm 

 Từ đó dựa theo hệ thống tệp phân tán (DFs - Depth First Search) có số 

lượng động vật nghiên cứu là 10/k + 1 ≤ n ≤ 20/k + 1, số động vật nghiên cứu 

mỗi nhóm chúng tôi lấy là 6 con. 

2.2.3. Nội dung nghiên cứu và đánh giá 

2.2.3.1. Đánh giá nội độc tố, vi sinh vật, nấm và gây tan máu trên invitro 

- Đánh giá tính vô khuẩn, nấm: 

+ Thiết bị sử dụng: Hệ thống máy BACTEC FX TOP; Máy Endosafe® 

nexgen-PTS™ instrument (Charles River, Mỹ) định lượng Endotoxin; Tủ cấy vô 

trùng Class II Type A2 (ESCO); Tủ ấm CO2 (Memmerk) 

 + Kỹ thuật cấy khuẩn: Tính vô trùng của sản phẩm chế tiết từ tế bào gốc 

được kiểm tra bằng phương pháp cấy khuẩn. Tiêu chuẩn chấp nhận là không có 

sự phát triển của vi khuẩn và nấm 

 + Các bước tiến hành cấy khuẩn trên hệ thống máy BACTEC: 

 10ml dịch nuôi cấy tế bào TBGTM bơm vào 02 chai cấy máu (1 chai ái 

khí và 1 chai kị khí) và nuôi cấy, phân lập và định danh các vi khuẩn gây bệnh 

thường gặp trong bệnh phẩm máu bằng máy cấy máu tự động FX TOP - 

STACK. 

 Chai cấy máu được theo dõi hàng ngày nhờ hệ thống máy cấy máu tự 

động ủ và lắc liên tục. Máy cấy máu sử dụng đèn huỳnh quang trong máy quét 

10 phút/lần vào lớp màng ở đáy chai để phát hiện nồng độ CO2 hoặc sử dụng bộ 

phận cảm ứng đo màu và ánh sáng phản chiếu để phát hiện nồng độ CO2 hòa tan 
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trong môi trường nuôi cấy. Khi vi sinh vật phát triển trong chai cấy máu, CO2 sẽ 

được sản sinh. Bộ phận cảm nhận ở đáy chai cấy máu có khả năng hấp thụ khí 

CO2, sẽ chuyển từ màu xanh sẫm sang màu vàng. Máy cấy máu sẽ cảm nhận 

được thay đổi của phản chiếu qua sự đổi màu từ sẫm sang nhạt. Máy cấy máu sẽ 

quét và ghi lại sự thay đổi này 10 phút/lần.  

 Chai cấy máu dương tính được cấy trên các môi trường thạch đĩa giàu 

chất dinh dưỡng để nuôi cấy và phân lập vi khuẩn gây bệnh. Các vi khuẩn và vi 

nấm được định danh dựa trên hệ thống định danh bằng khối phổ Vitek MS. 

 + Đánh giá tính vô khuẩn: Tính vô khuẩn của sản phẩm chế tiết từ tế bào gốc 

được kiểm tra bằng phương pháp cấy khuẩn trên hệ thống máy BACTEC. Các vi khuẩn 

và vi nấm được định danh dựa trên hệ thống định danh bằng khối phổ Vitek MS. 

- Nội độc tố: 

 + Quy trình xét nghiệm bằng phương pháp Kinetic LAL của Charles 

River Endosafe®. Việc phân tích được tiến hành bằng cách thiết lập phân tích 

sắc độ động học hoặc đo độ đục do việc hình thành gel (Gel-clot) khi ủ dịch ly 

giải từ các tế bào máu (amoebocytes) của loài cua móng ngựa (horseshoe crab) 

với mẫu có chứa nội độc tố và được kiểm soát thích hợp sử dụng đường chuẩn 2 

log từ 0,05 đến 5 EU/mL và thử nghiệm độ pha loãng của mẫu đối chứng dương 

tính và mẫu không pha loãng của mẫu nung hoặc phơi. 

 + Đánh giá nội độc tố: (+/-) 

- Đánh giá tính gây tan máu trên invitro:  

+ Trang bị sử dụng: Tủ ấm (Memmerk); PBS, NaCl 0,9% 

+ Các bước tiến hành: 

Máu được lấy từ người hiến khỏe mạnh, ly tâm ở 3000 rpm trong 10 phút, 

hồng cầu cặn được rửa 3 lần với PBS 1X. Thể tích hồng cầu được xác định và 

trộn với PBS tạo thành dung dịch 2%.  

Cho 2,5 mL dung dịch hồng cầu 2% vào các ống. Thêm 0,1 - 0,5 mL dung 

dịch tế bào gốc nồng độ 1,2 x 105 tế bào/mL hoặc sản phẩm tiết của tế bào gốc 
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vào mỗi ống trên. Sử dụng 2,5 mL NaCl 0,9% và nước cất không phân cực làm 

đối chứng âm và đối chứng dương. Trộn nhẹ nhàng sau đó ủ ấm ở tủ 370C. 

+ Đánh giá gây tan máu: Quan sát sự tan máu ở các thời điểm sau 15 phút, 

30 phút, 45 phút, 1h, 2h và 3h. 

2.2.3.2. Đánh giá độc tính cấp, quá mẫn hệ thống và kích ứng bề mặt nhãn cầu 

- Đánh giá độc tính cấp trên chuột nhắt trắng: 

+ Tiêm thể tiết TBGTM trên chuột nhắt trắng bằng đường tĩnh mạch đuôi 

theo phương pháp Litchfield - Wilcoxon dựa trên hướng dẫn của Quyết định 

141/QĐ-K2ĐT của Cục khoa học công nghệ và Đào tạo - Bộ Y tế và hướng dẫn 

WHO. Chuột nhắt trắng chủng Swiss (trọng lượng 20 ± 2 g) được chia ngẫu 

nhiên thành 6 nhóm nghiên cứu (mỗi nhóm 6 con). Nhóm chứng được tiêm dung 

dịch đệm, các nhóm nghiên cứu được tiêm thể tiết TBG từ dây rốn với liều tăng 

dần. Chuột ở các nhóm được tiêm dung dịch đệm hoặc thể tiết tế bào gốc với các 

liều khác nhau tăng dần từ liều cao nhất không gây chết đến liều thấp nhất gây chết 

100% chuột. Chuột được tiêm tĩnh mạch đuôi với lượng 0,1 mL/10 g. Thực tế sử 

dụng liều 50; 200; 500; 1000 microgam/kg. 

 + Đánh giá số chuột chết trong 72 giờ, xác định LD50; Chuột được theo 

dõi hằng ngày trong 7 ngày nhằm xác định các dấu hiệu nhiễm độc gồm: Tình 

trạng vận động, lượng thức ăn tiêu thụ; Tiêu chảy; Co giật; Sự thay đổi cân 

nặng; Nôn. 

Ở ngày thứ 7, giải phẫu đại thể được tiến hành phẫu thuật theo đường 

trắng giữa trên và dưới rốn bộc lộ toàn bộ vùng ngực, bụng. Quan sát đánh giá 

những bất thường tại phổi, gan, thận… sau đó phẫu tích lấy gan, thận quan sát 

giải phẫu bệnh. Bệnh phẩm nhận từ phòng mổ thí nghiệm được xử lí và quan sát 

tại Khoa Giải phẫu bệnh, pháp y - Bệnh viện Quân y 103, các kết quả được xác 

định bởi bác sĩ giải phẫu bệnh đọc và phẫu thuật viên. Tại Khoa Giải phẫu bệnh, 

bệnh phẩm được quan sát, định hướng cắt mảnh mô thành những lát dọc song 

song, mỗi lát cắt có chiều dày 3 - 5 mm được để chung trong 1 khuôn đúc bệnh 

phẩm giải phẫu bệnh. Bệnh phẩm được pha thành các mảnh đánh số rồi cho vào 
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cassette và xử lý theo phương pháp thông thường bằng máy xử lý mô tự động 

Tissue - Tek VIP6AI của hãng Sakura, Nhật Bản. Các tiêu bản được đọc trên 

kính hiển vi quang học với độ phóng đại 40 - 400 lần. Đánh giá đặc điểm của 

gan, thận và hình ảnh tổn thương vi thể. 

- Độc tính bán trường diễn: 

 + Chuột cống trắng chủng Wistar (trọng lượng 200 - 300 g) được chia 

ngẫu nhiên thành 5 nhóm nghiên cứu (mỗi nhóm 6 con): 

 Nhóm NC1: Nhóm thể tiết TBGTM dây rốn liều thấp: chuột được tiêm 

dung dịch thể tiết TBGTM dây rốn (liều tương đương dự kiến sử dụng trên 

người) vào tĩnh mạch đuôi chuột 

 Nhóm NC2: tiêm với liều trung bình: liều gấp 2 lần liều thấp 

 Nhóm NC3: tiêm với liều cao: liều gấp 3 lần liều thấp 

 Nhóm NC4: Tiêm nước muối sinh lí cùng thể tích 

 Nhóm NC5: chứng khỏe mạnh không tiêm 

 + Đánh giá kết quả: 

 • Dấu hiệu nhiễm độc của chuột được theo dõi hằng ngày gồm: Tình trạng 

vận động, lượng thức ăn tiêu thụ; Tiêu chảy; Co giật; Sự thay đổi cân nặng; 

Nôn; Số chuột chết. 

Chuột được lấy máu ở các thời điểm trước tiêm và sau tiêm 10, 20 và 30 

ngày để xác định: Các chỉ số huyết học: Số lượng hồng cầu, số lượng bạch cầu, 

số lượng tiểu cầu; Chỉ số sinh hóa: men gan (Hoạt độ AST, ALT huyết tương) 

và men thận (Hoạt độ Ure và Creatinin huyết tương). Máy xét nghiệm sinh hoá 

Evolution 3000 (Italia) sử dụng hóa chất của hãng; máy xét nghiệm huyết học 

Humacount 30TS (Đức) sử dụng kít xét nghiệm của hãng và phần mềm xét 

nghiệm cho chuột.  

Ở ngày thứ 30, 4 chuột ở mỗi nhóm được tiến hành phẫu thuật để quan sát 

hình ảnh đại thể gan, thận và lách và làm mô học để đánh giá cấu trúc vi thể của 

gan, thận (qui trình tương tự như phần ở trên). 
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Hình 2.1: Tiêm EV tĩnh mạch đuôi chuột 

- Đánh giá tính gây quá mẫn hệ thống trên thỏ: 

 + Thỏ được chia thành 5 nhóm nghiên cứu mỗi nhóm 6 con: 

 Nhóm NC1: Tiêm tĩnh mạch đuôi thỏ liều thấp thể tiết 200 microgam/kg. 

 Nhóm NC2: Tiêm tĩnh mạch đuôi thỏ liều trung bình thể tiết 500 

microgam/kg. 

 Nhóm NC3: Tiêm tĩnh mạch đuôi thỏ liều cao thể tiết 1000 microgam/kg. 

 Nhóm NC4: Tiêm NaCl 0,9% với cùng thể tích vào tĩnh mạch đuôi thỏ. 

 Nhóm chứng: Động vật khỏe mạnh không tiêm gì. 

 + Thỏ được tiêm tĩnh mạch đuôi sản phẩm tiết của TBGTM với tuần tự 3 

lần tiêm, cách nhau 2 ngày. Đến ngày thứ 14, tiến hành tiêm thể tiết với liều gấp 

đôi một liều duy nhất. 

 + Đánh giá kết quả về gây quá mẫn thỏ được đánh giá bằng các chỉ số: 

 Hành vi của thỏ: co giật, nôn…. được theo dõi liên tục trước và sau tiêm 

 Lấy 2 ml máu mỗi lần ở các thời điểm trước tiêm, trước khi tiêm liều gấp 

đôi và sau tiêm liều gấp đôi. 

Làm công thức máu đánh giá sự thay đổi của các tế bào máu Kít định 

lượng các enzym và chất chuyển hóa trong máu: Urea/bun-color, Creatinine, 

Aspartate minotransferase (AST/GOT), Alanine 
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Aminotransferase (ALT/GPT), của Hãng 

Biosystems/ Tây Ban Nha.  

Máu được ly tâm với tốc độ 3000 vòng/phút trong 10 phút. Tách lấy phần 

huyết tương ở trên và tiến hành định lượng nồng độ histamin bằng kit ELISA 

định lượng histamin, IgE, cytokine viêm (IL-1, IL-6, TNF-anpha) cung cấp bởi 

Thermo Fisher Scientific 

- Đánh giá tính kích ứng bề mặt nhãn cầu của thỏ: 

- Sử dụng 06 thỏ khỏe mạnh, trọng lượng 1,8 - 2,0 kg 

 + Mắt phải: được nhỏ dung dịch chứa sản phẩm thể tiết của TBGTM từ 

dây rốn với liều cao ngày 1, 2, 3, 7. 

 + Mắt trái: được nhỏ nước muối sinh lý NaCl 0,9% với cùng liều lượng 

- Đánh giá bề mặt nhãn cầu ở ngày thứ nhất, ngày thứ 3 và ngày thứ 6 với 

các biểu hiện ở mi mắt, kết mạc, giác mạc, tình trạng chảy nước mắt, nhuộm 

Fluorescein đánh giá giác mạc, thời gian vỡ phim nước mắt. Test TBUT: Nhỏ 

fluorescein vào mắt người bệnh, thực hiện nháy mắt nhiều lần để dàn đều lớp 

phim nước mắt. Người bệnh nhìn thẳng, canh thời gian cho đến khi TBUT được 

xác định. Màng nước mắt được quan sát dưới ánh sáng màu xanh cobalt ở đèn 

khe. Nếu thời gian vỡ ngắn (< 10 giây) nghĩa là mắt bị khô. 

Tình trạng toàn thân cân nặng, nhiệt độ 

2.2.4. Xử lý số liệu 

 Các số liệu được thu thập và nhập theo mẫu biểu thống nhất, xử lý bằng 

phần mềm SPSS 22.0, so sánh có ý nghĩa thống kê với p < 0,05 

2.2.5. Đạo đức trong nghiên cứu 

 Nghiên cứu này đã được thông qua Hội đồng đạo đức của Bệnh viện 

ĐKQT Vinmec và Viện nghiên cứu y học Đinh Tiên Hoàng. 

 Kết quả nghiên cứu chỉ nhằm phục vụ mục đích khoa học không nhằm 

mục đích thương mại khác. 
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SƠ ĐỒ CÁC BƯỚC NGHIÊN CỨU 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

EV từ MSC 

In vitro (mục tiêu 1):  
- Nội độc tố 

- Vô khuẩn 

- Tan máu 
In vivo (mục tiêu 2): 
- Độc tính cấp 

- Độc tính bán trường diễn 

- Tính quá mẫn 

- Kích ứng bề mặt nhãn cầu 

Tế bào gốc trung mô 

Cuống rốn thai phụ 

khỏe mạnh 

Nuôi cấy trong môi trường 

oxy sinh lý 

Vi sinh vật, nội độc tố 

Độc tính cấp, bán 

trường diễn và kích 

ứng nhãn cầu 
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Chương 3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

 

Sản phẩm thể tiết của tế bào gốc trung mô dây rốn về tính an toàn đã đáp 

ứng được các tiêu chuẩn cơ sở như protein tổng số, số lượng thể tiết thu được, 

kích thước trung bình thể tiết, dấu ấn thể tiết, tồn dư dung dịch nuôi cấy (-) với 

qui trình đảm bảo vô trùng tuyệt đối. Các mẫu EV trước khi tiến hành thử 

nghiệm trên in vivo, chúng tôi tiến hành đánh giá một số kết quả như nội độc tố, 

vi sinh vật, gây tan máu 

3.1. Kết quả nội độc tố, vi sinh vật, nấm và gây tan máu trên in vitro 

 - Trong nghiên cứu này EV được thu nhận theo một qui trình thống nhất 

từ chuẩn bị mẫu, ly tâm, thu EV, đóng gói và bảo quản. Môi trường nuôi cấy tế 

bào gốc trung mô dây rốn được thu thập và bảo quản trong chai sạch, đóng kín 

và chuyển sang ly tâm. Khử trùng các ông ly tâm bằng ethanol 70%, rửa lại với 

PBS 1X và để khô trong tủ an toàn sinh học. Sau khi hoàn thành quá trình ly 

tâm, thu dịch nổi chuyển sang một chai sạch và bảo quản trong tủ lạnh để 

chuyển sang bước thu exosomes và bảo quản ở -800C. Dịch nổi sau ly tâm được 

giữ lại và lấy mẫu xét nghiệm vi khuẩn, vi nấm, endotoxin. 8 mẫu của 4 nhóm 

nghiên cứu được xét nghiệm ngẫu nhiên 

Bảng 3.1. Kết quả xét nghiệm vi sinh vật, nội độc tố và tồn dư dung môi (n = 8) 

Chỉ số Tổn dư dung môi 

(không phát hiện) 

Vi sinh vật, nấm 

(< 500 CFU/g) 

Nội độc tố 

(< 0,5 EU/ml) 

EV - - - 

Sản phẩm thể tiết ngoại bào từ TBGTM đảm bảo an toàn về nội độc tố, 

kết hợp với vô khuẩn và nấm. 

+ Vi khuẩn, nấm: Kết quả xét nghiệm về vi khuẩn, nấm trong các mẫu thể 

tiết được định danh dựa trên hệ thống định danh bằng khối phổ Vitek MS thu 

nhận sau nuôi cấy tế bào gốc trung mô dây rốn được xét nghiệm đạt độ tinh 

khiết và vô khuẩn cao, ở các mẫu nuôi cấy không phát hiện vi khuẩn và nấm. 

Theo dược điển Việt Nam, chất lượng sản phẩm sử dụng cần vô khuẩn, đạt độ 
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trong, pH... ngoài ra với các yêu cầu nhỏ mắt dung dịch này cần đạt độ tinh 

khiết, đẳng trương, không được thêm chất mầu và kích thước tiểu phân đáp ứng 

được với yêu cầu theo phụ lục 11.8, phần A của dược điển Việt Nam. 

+ Nội độc tố: Kết quả xét nghiệm nội độc tố trong các mẫu EV được thu 

nhận trong quá trình nuôi cấy tế bào gốc trung mô không phát hiện nội độc tố. 

Quy trình xét nghiệm bằng phương pháp Kinetic LAL. Một phương pháp thuận 

tiện để phân tích các chỉ số nội độc tố là sử dụng phương pháp LAL động học 

của Charles River Endosafe®. Việc phân tích được tiến hành bằng cách thiết lập 

phân tích sắc độ động học hoặc đo độ đục do việc hình thành gel (Gel-clot) khi ủ 

dịch ly giải từ các tế bào máu (amoebocytes) của loài cua móng ngựa (horseshoe 

crab) với mẫu có chứa nội độc tố và được kiểm soát thích hợp sử dụng đường 

chuẩn 2 log từ 0,05 đến 5 EU/mL, và thử nghiệm độ pha loãng của mẫu đối 

chứng dương tính và mẫu không pha loãng của mẫu nung hoặc phơi Theo dược 

điển Việt Nam mẫu sản phẩm này nội độc tố < 0,5 EU/ml. 

 Nội độc tố liên quan đến sự nhiễm khuẩn của thể tiết ngoại bào, là một 

dạng của chất gây sốt (pyrogen), bản chất là các lipopolysaccharides (LPS) có 

nguồn gốc từ thành ngoài vi khuẩn gram âm. LPS cấu tạo từ 3 phần: kháng 

nguyên 0 (antigen) phía ngoài cùng, lõi trong polysaccharides và phần Lipid A 

chứa các axit béo, đây là phần chính quyết định độc lực của nội độc tố. Các vi 

khuẩn này giải phóng ra môi trường một lượng nhỏ nội độc tố như là sản phẩm 

của quá trình trao đổi chất của chúng và lượng lớn nội độc tố được giải phóng 

khi thành tế bào bị hư hại hay khi vi khuẩn gram âm bị chết hoặc bị ly giải. Do 

đó vi khuẩn gram âm đang sống không thể giải phóng nội độc tố. Nội độc tố là 

một chất kích thích mạnh đối với hệ miễn dịch biểu hiện lâm sàng là viêm, sản 

sinh ra các cytokine như interleukin 1 và yếu tố hoại tử khối u, sau đó thu hút 

bạch cầu đa nhân trung tính, kích hoạt cơ chế thực bào. Khi bệnh nhân có hệ 

thống miễn dịch kém, đã có bệnh nền hoặc bị nhiễm lượng lớn nội độc tố thì sẽ 

biểu hiện triệu chứng trên lâm sàng của shock nhiễm khuẩn gồm sốt, giảm huyết 

áp, giảm tuần hoàn ở các tổ chức, gây tổn thương các tổ chức mô cơ quan của cơ 
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thể như tim, phổi, gan, thận... hệ thống miễn dịch tiết ra enzyme tiêu diệt tế bào, 

rối loạn chuyển hoá do thiếu oxy tế bào, tổn thương tế bào nội mạc, tăng tính 

thấm thành mạch và có thể dẫn tới tử vong. Giới hạn nội độc tố được tính trên 

cơ sở liều dùng cho người theo công thức: EL = K/M. trong đó K là ngưỡng nội 

độc tố tính cho 1 kg cân nặng cơ thể người trong 1 giờ có thể chịu đựng được 

mà không xảy ra phản ứng độc hại.  

 Việc xử lý và nuôi cấy tế bào gốc, tế bào miễn dịch cũng như sản xuất các 

sản phẩm từ tế bào phục vụ cho trị liệu lâm sàng là một quá trình kéo dài trong 

đó những sản phẩm này đã tiếp xúc với rất nhiều loại vật tư tiêu hao như chai, 

đĩa nuôi cấy, pipet, màng lọc và hóa chất như môi trường nuôi cấy, đệm...Đây 

có thể là nguyên nhân làm tăng nồng độ nội độc tố vi khuẩn trong sản phẩm cuối 

cùng trước khi sử dụng cho bệnh nhân. Nếu không có biện pháp kiểm soát vấn 

đề này, sản phẩm tế bào được sử dụng không chỉ không có hiệu quả điều trị mà 

còn gây nguy hiểm cho người bệnh bởi lượng nội độc tố có trong đó. Đây là lý 

do mà những tiêu chuẩn quốc tế về liệu pháp tế bào như ISCT, FACT, AABB 

xếp xét nghiệm xác định nội độc tố vào danh mục bắt buộc cần kiểm tra cho các 

sản phẩm tế bào trước khi sử dụng cho điều trị. Dựa trên quy định của FDA về 

giới hạn nội độc tố vi khuẩn cho từng đường truyền và kết quả xét nghiệm xác 

định nồng độ nội độc tố, các bác sỹ sẽ có đủ cơ sở để tính toán được thời gian 

truyền thích hợp để đảm bảo sự an toàn cho bệnh nhân. 

Theo quy định của các tiêu chuẩn quốc tế về trị liệu tế bào như ISCT, FACT, 

AABB, xét nghiệm xác định nội độc tố được xếp vào danh mục bắt buộc cần 

kiểm tra cho các sản phẩm tế bào trước khi sử dụng cho bệnh nhân. 

 Như vậy có thể thấy sản phẩm thể tiết ngoại bào từ TBGTM đảm bảo an 

toàn về nội độc tố, kết hợp với vô khuẩn và nấm đã chứng minh qui trình vô 

khẩun về thu hoạch EV tại Vinmec rất hiệu quả. 

- Gây tan máu: Đánh giá tính gây tan máu trên invitro thông qua quan sát 

sự tan máu ở các thời điểm sau 15 phút, 30 phút, 45 phút, 1h, 2h và 3h. Ở các ống 

nghiệm quan sát thấy một dung dịch màu hồng đồng nhất, trong suốt mà không 

https://www.vinmec.com/vi/vac-xin/kien-thuc-tiem-chung/su-thu-vi-ve-he-thong-mien-dich/
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còn cặn lắng hồng cầu ở đáy ống. Điều này cho thấy EV từ TBGTM không gây 

tan máu. 

3.2. Kết quả độc tính cấp, bán trường diễn, quá mẫn hệ thống và kích ứng bề 

mặt nhãn cầu 

3.2.1. Đánh giá độc tính cấp trên chuột nhắt trắng 

Bảng 3.2: Toàn trạng và số chuột chết trong 72 giờ 

Nhóm NC Liều sử dụng 

(mL/microgam/kg) 

Tình trạng chuột sau 

tiêm 

Số chuột 

chết 

Nhóm 5 (n = 6) 0,1 Bình thường 0 

Nhóm 4 (n = 6) 0,1/1000 Bình thường 0 

Nhóm 3 (n = 6) 0,1/500 Bình thường 0 

Nhóm 2 (n = 6) 0,1/200 Bình thường 0 

Nhóm 1 (n = 6) 0,1/50 Bình thường 0 

Độc tính cấp của thể tiết ngoại bào từ TBGTM được xác định theo 

phương pháp Litchfield - Wilcoxon  và của WHO. Tính LD50 của thể tiết trong 

nghiên cứu này  theo phương pháp Behrens - Karber, kết quả nghiên cứu này 

không xác định được liều chết 100% ở chuột thí nghiệm nên không xác xác định 

được LD50. Kết quả này phù hợp với các nghiên cứu khác đã công bố về tính an 

toàn của EV từ các nguồn gốc khác nhau [10], [12], [14]. 

3.2.2. Độc tính bán trường diễn  

 Kết quả quan sát hàng ngày tình trạng vận động, lượng thức ăn tiêu thụ, 

tiêu chảy, co giật... nhận thấy chuột khỏe mạnh phát triển bình thường. 

 Các kết quả huyết học và sinh hóa máu gan, thận trong giới hạn bình 

thường. Vì vậy có thể thấy EV không ảnh hưởng đến toàn trạng ở các liều tiêm 

nhẹ, trung bình và cao. Kết quả tương tự ở nhóm chứng tiêm nước muối sinh lí 

và nhóm chứng khỏe mạnh. 

 Kết quả giải phẫu đại thể 4 chuột ở mỗi nhóm đánh giá tại ngày thứ 30 

nhận thấy gan, thận, lách không có biểu hiện bất thường. 
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Hình 3.1: Giải phẫu đại thể chuột thí nghiệm 

 Chúng tôi tiến hành gây mê chuột với ketamin với liều 1mg/kg cân nặng 

qua đường tiêm màng bụng. Khi chuột mê, được cố định trên bàn mổ thí 

nghiệm, phẫu thuật rạch da và tổ chức dưới da theo đường trắng giữa trên và 

dưới rốn, bộc lộ gan, thận, lách, ruột, tim, phổi... quan sát và đánh giá đại thể ổ 

bụng, lồng ngực và các tạng. Lấy máu, phẫu tích lấy gan, thận... làm giải phẫu 

bệnh lý. 

 Kết quả giải phẫu bệnh gan, thận: 

 Các tế bào gan xếp thành dải, thành bè, giữa chúng có xoang mạch. Các tế 

bào gan không bị thoái hóa hay viêm, cấu trúc vi thể của gan không khác biệt so 

với nhóm chứng. 

  Vỏ thận có các cầu thận, các ống thận và các mạch máu giữa các ống 

thận. Các tế bào biểu mô ống thận không bị thoái hóa hay viêm, cấu trúc thận 

khôkhoothay đổi khi so sánh với nhóm chứng. 
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Hình 3.2: Giải phẫu bệnh gan, thận chuột thí nghiệm 

3.2.3. Đánh giá tính gây quá mẫn hệ thống trên thỏ 

 - Tỷ lệ tử vong: 

 Sau tiêm thể tiết (EV) với các liều: thấp (nhóm 1), trung bình (nhóm 2), 

cao (nhóm 3), dung dịch đệm (nhóm 4) và nhóm chứng khỏe mạnh (nhóm 5) 

vào các thời điểm ngày đầu tiên (N0), ngày 1 (N1), ngày 3 (N3) và ngày 7 (N7). 

Sau đó theo dõi tình trạng thỏ trong thời gian 15 ngày tính từ mũi tiêm cuối 

cùng. Kết quả cho thấy 100% thỏ khỏe mạnh bình thường không phát hiện các 

bất thường về sức khỏe. Sản phẩm thể tiết sau khi được phân lập được đánh giá 

chất lượng bằng nhiều phương pháp khác nhau như xác định danh tính, độ tinh 

khiết, tạp chất, hiệu lực, độ an toàn và độ ổn định, đặc biệt trong nghiên cứu này 

chúng tôi nuôi cấy trong môi trường oxy sinh lý, theo Biester và cộng sự đã tổng 

hợp các nghiên cứu về thể tiết trong môi trường oxy thấp trong một bài review 

xuất bản vào năm 2020 chỉ ra rằng thể tiết thu được sau khi kích ứng TBGTM 

Gan 

Thận 
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bằng nồng độ oxy thấp hơn điều kiện oxy môi trường có thể giúp tăng cường 

khả năng di cư và tăng trưởng của tế bào đích, tái tạo mạch, đồng thời giảm chết 

tế bào và kích ứng miễn dịch. Một cơ chế quan trong của quá trình này là do 

nồng độ oxy thấp ngăn quá trình phân huỷ của HIF1-alpha, giúp cho yếu tố 

phiên mã này có thể tổng hợp biểu hiện của hơn 100 gene đích, trong đó có 

VEGF-A, PDGF-B. Môi trường oxy thấp làm tăng quá trình sản xuất các 

miRNA đóng vai trò quan trọng trong điều khiển quá trình biểu hiện gen như 

miRNA-210, miRNA-21, miRNA146a, miRNA17. miRNA-22 và miRNA-23a 

[24]. Ngoài ra, các con đường truyền tín hiệu khác cũng được kích thích như 

NFkB, mTOR và STAT3 để tăng sức sống của tế bào. Bên cạnh sự an toàn sản 

phẩm thể tiết còn giúp tăng khả năng sống sót của tế bào cơ tim trên mô hình 

chuột gây nhồi máu cơ tim. Trong đó, miR-210 có trong thể tiết đóng một vai 

trò quan trọng. Ngoài ra, miR-125b có trong thể tiết của TBGTM từ tuỷ xương 

và dây rốn ở điều kiện oxy thấp ức chế phần tử p53 và BAK1, ngăn quá trình 

chết ở các tế bào cơ tim [39]. Vì vậy, kết quả thí nghiệm này với sự sống 100% 

của 30 thỏ thí nghiệm với EV từ TBGTM dây rốn một lần nữa khẳng định EV là 

an toàn và ứng dụng EV trong điều trị là có cơ sở khoa học. 

 - Tình trạng toàn thân 

 + Vận động, ăn uống: 

Bảng 3.3: Kết quả theo dõi sức khỏe toàn thân thỏ (n = 30) 

Chỉ số 
Thời gian tiêm EV  

Tổng N0 (n/%) N1 (n/%) N3 (n/%) N7 (n/%) 

Vận động - - - - - 

Kích thích - - - - - 

Lông - - - - - 

Ăn uống kém 1/2,8 NC5 1 (2,8) NC5 1 (2,8) NC5 - 1 (2,8) NC5 

Đi lỏng 1 (2,8) NC5 1 (2,8) NC5 1 (2,8) NC5 - 1 (2,8) NC5 



33 

 

 

 

 Thỏ ở các nhóm ăn uống, vận động bình thường, nhanh nhẹn, đáp ứng với 

kích thích bình thường. Có 1 thỏ nhóm 5 (tiêm EV từ AD liều trung bình tiêu 

chảy kéo dài). Theo dõi sau 15 ngày tiêm thể tiết ngoại bào thấy thỏ vận động, 

đáp ứng kích thích, tình trạng lông, ăn uống, đi lỏng… nhận thấy thỏ bình 

thường, riêng thỏ chứng khỏe mạnh không tiêm có 1 thỏ ăn uống kém (2,8%), đi 

lỏng (2,8%). Điều này có thể EV kích thích các yếu tố có lợi ở thỏ thí nghiệm 

làm giảm khả năng mắc các bệnh mà thỏ chứng hay gặp viêm kết mạc, nhiễm 

khuẩn, đường ruột… Ở nghiên cứu này cho thấy bên cạnh tính an toàn là không 

ảnh hưởng đến toàn trạng động vật mà còn có nhiều tác dụng sinh học khác 

tương tự với các hiệu ứng sinh học của TBGTM và làm trung gian cho các tác 

động nội tiết của TBGTM. Thể tiết từ TBGTM được chứng minh là có đặc tính 

tái tạo và chống viêm trong các mô hình động vật bị đột quỵ, chấn thương sọ 

não, chữa lành vết thương, xơ gan, nhồi máu cơ tim, bệnh suy giảm trí nhớ, 

Huntington, bảo vệ mô tim khỏi tổn thương do thiếu máu cục bộ bằng việc thúc 

đẩy quá trình hình thành mạch  và bảo vệ thần kinh trong mô hình chuột mang 

bệnh Huntinton [44], [45], [46], [47], [48]. 

+ Trọng lượng thỏ: 

Bảng 3.4: Kết quả theo dõi trọng lượng thỏ trong thí nghiệm  

Nhóm Trọng lượng trung bình TB ± SD  (g) 

N0 N1 N3 N7 

Nhóm NC1 (n = 6) 2450 ± 8,5 2507 ± 8,0 2510 ± 5,0 2530 ± 8,0 

Nhóm NC2 (n = 6) 2580 ± 6,0 2648 ± 10,5 2630 ± 7,0 2667 ± 6,5 

Nhóm NC3 (n = 6) 2508 ± 5,5 2527 ± 9,0 2583 ± 6,5 2657 ± 8,0 

Nhóm NC4 (n = 6) 2692 ± 5,0 2708 ± 8,5 2667 ± 5,0 2640 ± 8,5 

Nhóm chứng (n = 6) 2345 ± 7,5 2425 ± 7,5 2330 ± 6,5 2303 ± 5,5 

- Sau tiêm EV từ TBGTM và dung dịch đệm (nhóm chứng), theo dõi thỏ 

ở 5 nhóm thỏ trong thời gian 15 ngày thấy trọng lượng của các nhóm thỏ có xu 

hướng tăng dần, không có sự khác biệt có ý nghĩa thống kê giữa trọng lượng của 

các nhóm thử nghiệm với nhau, giữa nhóm thử nghiệm và nhóm chứng Ringer 
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lactate (p > 0,05). Kết quả này cho thấy thỏ được tiêm EV từ TBGTM cơ bản 

không ảnh hưởng tới quá trình ăn uống và phát triển cơ thể.  

+ Nhiệt độ thỏ thí nghiệm: 

Bảng 3.5: Nhiệt độ thỏ trong thí nghiệm  

Nhóm Nhiệt độ trung bình tai thỏ (°C) p 

N0 N1 N3 N7  

Nhóm NC1 (n = 6) 37,0 ± 0,2 37,1 ± 0,1 36,9 ± 0,2 36,9 ± 0,2 > 0,05 

Nhóm NC2 (n = 6) 36,8 ± 0,1 37,0 ± 0,1 36,5 ± 0,2 36,9 ± 0,1 > 0,05 

Nhóm NC3 (n = 6) 37,1 ± 0,2  37,0 ± 0,2 36,8 ± 0,3 37,2 ± 0,1 > 0,05 

Nhóm NC4 (n = 6) 36,9 ± 0,1 37,1 ± 0,1 37,0 ± 0,1 37,0 ± 0,1 > 0,05 

Nhóm chứng (n = 6) 36,6 ± 0,3 36,8 ± 0,3 37,0 ± 0,1 36,9 ± 0,2 > 0,05 

 Nhiệt độ cơ thể được xác định bằng sự cân bằng giữa sản xuất nhiệt bởi 

các mô, đặc biệt là gan và cơ và mất nhiệt ra môi trường. Thông thường, trung 

tâm điều nhiệt vùng dưới đồi duy trì nhiệt độ bên trong từ 36,6°C - 37,2°C. 

Chất gây sốt ngoại sinh thường là vi sinh vật, các thể ngoại lai (các sản phẩm 

sinh học truyền vào cơ thể)… Đây là phản ứng có lợi của cơ thể khi có yếu tố lạ 

xâm nhập. Kết quả nghiên cứu sau tiêm EV từ TBGTM và dung dịch đệm thấy 

nhiệt độ giữa các nhóm thỏ không có sự khác biệt có ý nghĩa thống kê giữa 

trọng lượng của các nhóm thử nghiệm với nhau và với các nhóm chứng (p > 

0,05), điều này chứng tỏ EV từ TBGTM không gây kích ứng với các liều khác 

nhau ở thỏ thí nghiệm. Theo y văn, Sốt xuất hiện khi có hiện tượng tăng điểm 

đặt nhiệt, gây ra sự co thắt mạch máu và giảm máu ra ngoại vi để giảm sự mất 

nhiệt; đôi khi xuất hiện run rẩy để làm tăng sản xuất nhiệt. Các quá trình này 

tiếp tục cho đến khi nhiệt độ máu đạt tới điểm đặt nhiệt của vùng dưới đồi. Đặt 

lại điểm đặt nhiệt xuống thấp hơn (ví dụ với thuốc hạ sốt) bắt đầu làm mất nhiệt 

qua mồ hôi và giãn mạch. Sốt do chất gây sốt ngoại sinh gây ra sự giải phóng 

các chất gây sốt nội sinh, như interleukin-1 (IL-1), yếu tố hoại tử khối u-alpha 

(TNF-alpha) và IL-6 và các cytokine khác, sau đó kích hoạt thụ thể cytokine, 
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hoặc các chất gây sốt ngoại sinh trực tiếp kích hoạt các thụ thể giống Toll. EV từ 

TBGTM có thể coi là yếu tố ngoại sinh, tuy nhiên không gây phản ứng sốt ở thỏ 

thí nghiệm có thể thấy EV không kích thích giải phóng các chất gây sốt nội sinh. 

 - Xét nghiệm công thức máu: 

 + Số lượng hồng cầu (RBC) 

Bảng 3.6: Số lượng hồng cầu thỏ trong thí nghiệm  

Nhóm Số lượng trung bình hồng cầu (G/L) p 

N0 N1 N3 N7  

Nhóm NC1 (n = 6) 8,66 ± 0,02 8,54 ± 0,25 8,66 ± 0,08 8,54 ± 0,01 > 0,05 

Nhóm NC2 (n = 6) 8,68 ± 0,05 8,31 ± 0,15 8,45 ± 0,05 8,46 ± 0,10 > 0,05 

Nhóm NC3 (n = 6) 8,49 ± 0,02 8,56 ± 0,05 8,66 ± 0,05 8,80 ± 0,02 > 0,05 

Nhóm NC4 (n = 6) 8,59 ± 0,25 8,71 ± 0,02 8,47 ± 0,20 8,36 ± 0,25 > 0,05 

Nhóm chứng (n = 6) 8,02 ± 0,30 8,31 ± 0,12 8,19 ± 0,25 8,22 ± 0,30 > 0,05 

 Số lượng hồng cầu trung bình không có sự thay đổi trong mỗi nhóm và giữa các 

nhóm với nhau với p > 0,05. 

 + Số lượng HGB trung bình (g/L) 

Bảng 3.7: Lượng huyết sắc tố thỏ trong thí nghiệm  

Nhóm Số lượng HGB trung bình (g/L) p 

N0 N1 N3 N7  

Nhóm NC1 (n = 6) 153,3 ± 0,2 141,3 ± 10,0 153,2 ± 0,5 148,3 ± 5,0 > 0,05 

Nhóm NC2 (n = 6) 154,7 ± 0,5 148,0 ± 5,5 149,0 ± 2,5 148,0 ± 6,5 > 0,05 

Nhóm NC3 (n = 6) 153,0 ± 0,3 151,8 ± 3,5 153,6 ± 1,2 155,7 ± 2,1 > 0,05 

Nhóm NC4 (n = 6) 154,3 ± 0,8 154,7 ± 1,0 147,8 ± 5,0 147,7 ± 5,5 > 0,05 

Nhóm chứng (n = 6) 141,2 ± 0,2 144,0 ± 0,25 160,2 ± 1,0 141,2 ± 8,0 > 0,05 

p  p1-2 > 0,05; p1-3 < 0,05; p1-4 < 0,05 
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 Số lượng HGB trung bình sau tiêm thể tiết lần 3 không có sự khác biệt 

trong nhóm với p > 0,05. Khi so sánh nhóm tiêm liều thấp với liều cao và nhóm 

tiêm Ringer lactate sự khác biệt có ý nghĩa p < 0,05. 

 Hồng cầu và HGB là 2 chỉ số huyết học quan trong đánh giá thiếu máu, 

các kết quả cho thấy kết quả trong giới hạn bình thường, điều này có thể EV 

không ảnh hưởng quá trình tạo máu. 

 + Số lượng bạch cầu (G/L) 

Bảng 3.8: Số lượng bạch cầu thỏ trong thí nghiệm  

Nhóm Số lượng trung bình bạch cầu (G/L) p 

N0 N1 N3 N7  

Nhóm NC1 (n = 6) 14,5 ± 1,2 18,7 ± 0,3 16,4 ± 0,5 13,5 ± 3,5 > 0,05 

Nhóm NC2 (n = 6) 17,9 ± 0,2 13,5 ± 4,2 16,3 ± 0,6 14,4 ± 1,8 > 0,05 

Nhóm NC3 (n = 6) 14,7 ± 2,2 12,0 ± 3,0 16,8 ± 0,6 12,7 ± 4,5 > 0,05 

Nhóm NC4 (n = 6) 18,2 ± 0,1 13,5 ± 1,6 15,7 ± 1,0 14,9 ± 3,0 > 0,05 

Nhóm chứng (n = 6) 15,4 ± 1,5 15,1 ± 1,8 11,5 ± 1,2 13,8 ± 3,2 > 0,05 

p p1-3 < 0,05 

 + Số lượng tiểu cầu (G/L) 

Bảng 3.9: Số lượng tiểu cầu thỏ trong thí nghiệm  

Nhóm Số lượng trung bình tiểu cầu (G/L) p 

N0 N1 N3 N7  

Nhóm NC1 (n = 6) 674,0 ± 60 816,0 ± 20 706,5 ± 50 799,7 ± 30 > 0,05 

Nhóm NC2 (n = 6) 756,5 ± 20 744,0 ± 30 862,2 ± 20 898,3 ± 32 > 0,05 

Nhóm NC3 (n = 6) 827,3 ± 40 928,7 ± 10 865,6 ± 10 851,3 ± 12 > 0,05 

Nhóm NC4 (n = 6) 666,8 ± 50 804,8 ± 15 719,6 ± 60 772,2 ± 54 > 0,05 

Nhóm chứng (n = 6) 675,2 ± 40 779,0 ± 25 889,0 ± 24 984,5 ± 21 > 0,05 

p p2-3 < 0,05 
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 Nhằm đánh giá ảnh hưởng EV với công thức máu, chúng tôi tiến hành xét 

nghiệm đánh giá số lượng hồng cầu, bạch cầu, tiểu cầu, huyết sắc tố… theo y 

văn bạch cầu bảo vệ cơ thể chống lại nhiễm vi sinh vật hoặc yếu tố ngoại lai… 

chúng sẽ tấn công và tiêu diệt, hồng cầu mang oxy từ phổi đến mô, cơ quan và 

mang carbon dioxide về phổi, huyết sắc tố nhằm đánh giá tình trạng thiếu máu 

và tiểu cầu tham gia vào quá trình đông máu. Sau tiêm EV từ TBGTM và dung 

dịch đệm, theo dõi thỏ ở các nhóm thỏ trong thời gian 15 ngày thấy số lượng 

hồng cầu, huyết sắc tố, số lượng bạch cầu, tiểu cầu giữa các nhóm thỏ không có 

sự khác biệt có ý nghĩa thống kê (p > 0,05). Tuy nhiên sự khác biệt có ý nghĩa 

giữa các liều EV sử dụng. Kết quả này chỉ ra rằng tế bào gốc không ảnh hưởng 

tới chức năng tạo máu của thỏ. Tiểu cầu đóng vai trò quan trọng trong nhiều quá 

trình bao gồm đông cầm máu, tạo cục máu đông, co cục máu đông, co mạch và 

sửa chữa, miễn dịch, viêm, xơ vữa động mạch. Chức năng chính của tiểu cầu là 

cầm máu, tức là quá trình dừng chảy máu tại nơi nội mạc mạch máu. Số lượng 

tiểu cầu khồn thay đổi khí xét nghiệm và giữa các liều sử dụng EV, điều này cho 

thấy EV không ảnh hưởng đến quá trình đông máu của cơ thể. 

 - Xét nghiệm sinh hóa máu: 

 + Chức năng thận ure và creatinin 

Bảng 3.10: Nồng độ ure thỏ trong thí nghiệm  

Nhóm Urê máu trung bình (mmol/L) p 

N0 N1 N3 N7  

Nhóm NC1 (n = 6) 5,8 ± 0,7 5,5 ± 0,5 7,6 ± 0,2 6,5 ± 0,3 > 0,05 

Nhóm NC2 (n = 6) 5,7 ± 0,4 5,4 ± 0,2 7,6 ± 0,3 6,2 ± 0,6 > 0,05 

Nhóm NC3 (n = 6) 5,6 ± 0,3 5,8 ± 0,4 7,7 ± 0,3 6,4 ± 0,5 > 0,05 

Nhóm NC4 (n = 6) 5,7 ± 0,3 6,0 ± 0,2 8,7 ± 0,2 6,4 ± 0,2 > 0,05 

Nhóm chứng (n = 6) 5,5 ± 0,2 6,4 ± 0,1 8,7 ± 0,1 6,0 ± 0,2 > 0,05 

p p2-5 < 0,05 
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 Kết quả urê máu thỏ trước thí nghiệm và các ngày 1, 3 và 7 sau khi tiêm EV từ 

TBGTM thấy xét nghiệm trong giới hạn bình thường. 

Bảng 3.11: Nồng độ creatinin thỏ trong thí nghiệm  

Nhóm Creatinin máu trung bình (mmol/L) p 

N0 N1 N3 N7  

Nhóm NC1 (n = 6) 50,3 ± 20 64,5 ± 16 48,3 ± 22 43,4 ± 16 > 0,05 

Nhóm NC2 (n = 6) 52,1 ± 10 63,3 ± 6 46,8 ± 8 43,1 ± 10 > 0,05 

Nhóm NC3 (n = 6) 50,7 ± 9 62,6 ± 5 48,0 ± 11 46,2 ± 13 > 0,05 

Nhóm NC4 (n = 6) 49,2 ± 12 62,2 ± 6 49,8 ± 10 42,0 ± 18 > 0,05 

Nhóm chứng (n = 6) 52,3 ± 8 49,9 ± 9 51,0 ± 8 42,4 ± 15 > 0,05 

p p1-5 < 0,05; p3-5 < 0,05 

 Urê là sản phẩm thoái hóa protein của cơ thể, là các protein ngoại sinh 

được chuyển hóa thành axit amin nhờ các protease của đường tiêu hóa sau đó 

được chuyển hóa tiếp và cuối cùng thành CO2 và NH3. Urê luôn tồn tại trong 

máu, được lọc qua cầu thận và đào thải ra ngoài cơ thể qua nước tiểu. Xét 

nghiệm urê máu được dùng để đánh giá chức năng thận và theo dõi các căn bệnh 

về thận bình thường từ 2,5 - 7,5 mmol/l. Creatinin là sản phẩm của sự thoái hóa 

creatin trong các cơ, được đào thải qua thận và thận duy trì Creatinin trong máu 

ở một nồng độ hằng định nên nồng độ của Creatinin phản ánh chính xác chức 

năng lọc của thận 40 -110 umol/l. Khi nồng độ creatinin trong máu tăng cao 

đồng nghĩa với việc có rối loạn chức năng thận suy giảm thì khả năng lọc 

creatinin sẽ giảm, dẫn tới nồng độ chất này trong máu sẽ tăng cao hơn bình 

thường. Theo tổ chức thận Mỹ đã chia thành 5 mức độ suy thận dựa trên độ lọc 

cầu thận: Chỉ số creatinin dưới 130 mmol/l - suy thận độ I; Chỉ số creatinin 130 

- 299 mmol/l - suy thận độ II; Chỉ số creatinin 300 - 499 mmol/l - suy thận độ 

IIIa; Chỉ số creatinin 500 - 899 mmol/l - suy thận độ III b; Chỉ số creatinin trên 

900 mmol/l - suy thận độ IV. 

https://www.vinmec.com/tin-tuc/thong-tin-suc-khoe/suc-khoe-tong-quat/dinh-luong-creatinin-la-gi/
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 Kết quả đánh giá chức năng thận qua xét nghiệm urê và creatinin máu thỏ 

trước thí nghiệm và các ngày 1, 3 và 7 sau khi tiêm EV từ TBGTM thấy xét 

nghiệm trong giới hạn bình thường, không có sự khác biệt trong các nhóm 

nghiên cứu (p > 0,05). Tác giả Li T. và cộng sự 2013 cho rằng EV có nguồn gốc 

từ TBGTM có thể làm giảm tổn thương thiếu máu cục bộ, tái tưới máu cơ tim và 

bảo vệ chống lại tổn thương ống thận cấp tính [75]. 

 + Xét nghiệm chức năng gan AST và ALT: 

Bảng 3.12: Nồng độ AST thỏ trong thí nghiệm  

Nhóm AST máu trung bình (UI/L) p 

N0 N1 N3 N7  

Nhóm NC1 (n = 6) 110,3 ± 10 104,0 ± 12 130,3 ± 3 112,2 ± 3 > 0,05 

Nhóm NC2 (n = 6) 113,6 ± 15 104,9 ± 20 124,6 ± 5 93,6 ± 9 > 0,05 

Nhóm NC3 (n = 6) 106,6 ± 12 112,4 ± 5 121,8 ± 6 110,6 ± 6 > 0,05 

Nhóm NC4 (n = 6) 114,8 ± 10 122,7 ± 7 115,8 ± 4 120,1 ± 5 > 0,05 

Nhóm chứng (n = 6) 119,5 ± 9 109,2 ± 10 119,8 ± 5 115,6 ± 6 > 0,05 

 Nồng độ AST trước thí nghiệm và sau thí nghiệm ngày 1, 3, 7 có thay đổi 

không đáng kể và sự khác biệt không có ý nghĩa thống kê với p > 0,05. 

Bảng 3.13: Nồng độ ALT thỏ trong thí nghiệm  

Nhóm ALT máu trung bình (UI/L) p 

N0 N1 N3 N7  

Nhóm NC1 (n = 6) 67,2 ± 6 63,8 ± 10 73,2 ± 2 61,6 ± 9 > 0,05 

Nhóm NC2 (n = 6) 69,7 ± 5 61,2 ± 12 93,8 ± 4 67,9 ± 6 > 0,05 

Nhóm NC3 (n = 6) 67,2 ± 7 65,7 ± 9 87,4 ± 2 71,2 ± 8 > 0,05 

Nhóm NC4 (n = 6) 67,9 ± 8 66,6 ± 7 85,4 ± 4 73,8 ± 6 > 0,05 

Nhóm chứng (n = 6) 65,6 ± 5 84,6 ± 5 99,0 ± 3 60,6 ± 6 > 0,05 
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 AST phân bố rộng rãi trong các mô của cơ thể, có nhiều ở gan, tim và cơ 

xương. ALT phân bố chính ở gan, ít hơn ở thận và cơ xương. Trong viêm gan 

hoặc các tổn thương khác như chấn thương, tắc mật, ung thư gan thì 2 men này 

đều tăng, mức độ tăng ở từng bệnh khác nhau. Các kết quả đánh giá chức năng 

gan trong nghiên cứu này cho thấy với các liều lượng EV khác nhau vẫn không 

gây ảnh hưởng đến chức năng gan. Các nghiên cứu khác cho thấy ngoài EV có 

nguồn gốc từ TBGTM cũng làm giảm xơ hóa bề mặt, giảm viêm gan và lắng 

đọng collagen trong gan chuột bị xơ hóa do carbon tetrachloride (CCl4) và hồi 

phục đáng kể hoạt độ AST [75] Ngoài ra, chúng có thể tạo ra tác dụng bảo vệ 

gan chống lại tổn thương gan do thuốc hoặc hóa chất, chủ yếu thông qua việc 

kích hoạt các phản ứng tăng sinh, tái tạo và ức chế quá trình apoptosis tế bào 

gan do APAP- và H2O2 gây ra thông qua việc điều chỉnh tăng biểu hiện protein 

Bcl-xL [76]. 

- Kết quả định lượng cytokine 

 Định lượng nồng độ các cytokin giúp xác định chức năng và đáp ứng 

miễn dịch hay đáp ứng điều trị. Cytokin được xét nghiệm từ bệnh phẩm là máu. 

Ngoài ra các cytokin có thể được nghiên cứu ở các loại bệnh phẩm khác như 

dịch não tủy, dịch khớp, phân và nước tiểu. Cytokin là một nhóm protein đa 

dạng không phải là kháng thể, chúng đóng vai trò là các chất trung gian giữa các 

tế bào. Trước hết chúng là sản phẩm của các tế bào miễn dịch, hoạt động như 

các chất trung gian và điều hòa các quá trình miễn dịch, nhưng đến hiện nay 

nhiều cytokin đã biết được sản xuất bởi các tế bào khác không phải là tế bào 

miễn dịch và cytokin cũng có tác dụng trên những tế bào không phải của hệ 

miễn dịch. Hiện nay cytokin đang được sử dụng trên lâm sàng như những chất 

sửa đổi đáp ứng sinh học để điều trị các rối loạn khác nhau. 

 Các cytokin là một thuật ngữ chung được sử dụng để mô tả một nhóm lớn 

các protein, nhưng cũng có những thuật ngữ khác dùng để mô tả các loại cytokin 

đặc biệt, chúng bao gồm: 

 + Monokin là cytokin được sản xuất bởi các tế bào thực bào đơn nhân 
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 + Lymphokin là cytokin được sản xuất bởi tế bào lympho được hoạt hóa, 

đặc biệt là các tế bào Th 

 + Interleukin là cytokin có vai trò trung gian giữa các bạch cầu 

 + Chemokin là một phân tử nhỏ chủ yếu chịu trách nhiệm cho việc di 

chuyển bạch câu 

 Cytokin có chức năng như là một phần của hệ thống lớn hơn liên quan 

đến nhau của protein và thác tín hiệu, đó là mạng lưới cytokin. Đây là những 

tương tác phức tạp trong đó các tế bào khác nhau có thể phản ứng khác nhau đối 

với cùng một cytokin tùy thuộc vào các tín hiệu được tiếp nhận bởi tế bào. Tín 

hiệu cytokin rất linh hoạt và có thể gây ra cả hai phản ứng bảo vệ và làm hư hại. 

Một cytokin thường ảnh hưởng đến sự tổng hợp các cytokin khác. Chúng có thể 

tạo ra các thác, hoặc tăng cường hay ức chế sản xuất cytokin khác. Ngoài ra, 

chúng thường có thể ảnh hưởng đến hoạt động của các cytokin khác. Các hiệu 

ứng có thể là đối kháng, phụ thêm, hoặc hiệp đồng. Các cytokin thường không 

được lưu trữ như protein đã tạo ra từ trước. Thay vì sự tổng hợp của cytokin 

được bắt đầu bằng phiên mã gen và mRNA của chúng tồn tại ngắn ngủi và được 

sản xuất khi cần thiết trong phản ứng miễn dịch. Các gen mã hóa cho cytokin có 

thể sản xuất các biến thể thông qua việc cắt nối để tạo ra các protein hơi khác 

nhau nhưng có hoạt tính sinh học. Nhiều cytokin được sản xuất bởi nhiều loại tế 

bào và tham gia vào cả hai đáp ứng miễn dịch tự nhiên và thu được. Các cytokin 

riêng rẽ cũng tác động lên nhiều loại tế bào và trong nhiều trường hợp cytokin 

có cùng hoạt tính.  

 Các thụ thể cytokin loại 1 (gia đình IL-2R) là gia đình lớn nhất của các 

thụ thể cytokin. Gia đình này được chia thành ba lớp con dựa trên các thành 

phần chung: IL2Rγ, β chung, và gp130. Các thụ thể này thiếu hoạt tính tyrosine 

kinase có bản chất protein. Liên kết với phối tử (cytokin) dẫn đến dimer hóa thụ 

thể và bắt đầu phát tín hiệu nội bào. 
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 Các thụ thể cytokin loại 2 (gia đình IFNR) có các cystein nằm ở vùng 

ngoại bào của các tiểu đơn vị. Các vùng ngoại bào cũng có các vùng giống 

kháng thể nối tiếp nhau có đặc điểm của gia đình thụ thể cytokin này. Các tiểu 

đơn vị của thụ thể này cũng có hoạt tính tyrosine kinase nội bào. 

 Tất cả các thụ thể chemokin đều có bảy phân đoạn xuyên màng liên kết 

với protein gắn GTP. Chúng được chọn lọc biểu lộ trên các quần thể tế bào 

lympho đặc biệt và được đặt tên dựa trên các gia đình của các chemokin mà 

chúng liên kết; CCR (thụ thể CC) liên kết với chemokin CC như là phối tử của 

nó, trong khi CXCR liên kết với chemokin CXC như là phối tử của nó (các 

chemokin có tên truyền thống sẽ được thảo luận dưới đây). 

 Khi một tiểu đơn vị chung cho tất cả các thành viên của gia đình trong 

cytokin có chức năng liên kết và dẫn truyền tín hiệu, một thụ thể đối với một 

cytokin thường có thể đáp ứng với cytokin khác trong cùng một gia đình. Vì vậy 

một người thiếu IL-2 chẳng hạn thì cũng không bị ảnh hưởng vì các cytokin 

khác (IL-15, IL-7, IL-9…) đảm đương chức năng của nó. Tương tự, một đột 

biến trong một tiểu đơn vị thụ thể cytokin ở ngoài vùng chung thường có ít ảnh 

hưởng. Mặt khác, một đột biến trong các tiểu đơn vị chung thường có ảnh hưởng 

sâu sắc. Ví dụ, một đột biến ở gen đối với các tiểu đơn vị gamma IL-2R là 

nguyên nhân gây ra suy giảm miễn dịch nặng liên kết với nhiễm sắc thể X ở 

người (XSCID) đặc trưng bởi sự khiếm khuyết hoàn toàn hoặc gần hoàn toàn 

của tế bào T và B. 

 Trong nghiên cứu này chúng tôi tập trung vào đánh giá Histamin huyết 

tương, IL-1 beta, IL-6, IFN-gamma, IgE. 
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+ Nồng độ Histamin huyết tương: 
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 Trước TN       Ngày 1    Ngày 3    Ngày 5    Ngày 7          

Biểu đồ 3.1: Nồng độ Histamin huyết tương thỏ sau khi tiêm EV 

 Trạng thái bình thường, các tế bào chứa Histamin thường không có hoạt 

tính vì đang tồn tại ở dạng phức hợp với protein. Khi cơ thể bị dị ứng, có xu 

hướng mẫn cảm với thuốc, hóa chất hoặc các tác nhân ngoại cảnh khác thì các 

chất kháng nguyên sẽ tác động lên phức hợp protein này và giải phóng ra 

Histamin dạng tự do, gây ra những phản ứng dị ứng từ nhẹ đến trầm trọng 

như: phát ban, đỏ da, sưng phù, khó thở, ngứa, ho, buồn nôn, sốc phản vệ… Kết 

quả nghiên cứu này thấy nồng độ Histamin huyết tương không có sự khác biệt 

có ý nghĩa thống kê giữa các nhóm nghiên cứu và nhóm chứng (p > 0,05). Nồng 

độ histamin nhóm EV từ AD liều cao sau tiêm EV lần 2 cao hơn có ý nghĩa 

thống kê so với nhóm EV từ UC liều trung bình (p = 0,035) và EV từ AD liều 

trung bình (p = 0,003). Nồng độ histamin nhóm EV từ UC liều trung bình sau 

tiêm EV lần 4 cao hơn có ý nghĩa thống kê so với nhóm EV từ AD liều trung 

bình (p = 0,036). Nhóm EV từ UC liều cao có nồng độ Histamin sau tiêm EV 

lần 4 thấp hơn có ý nghĩa thống kê so với nồng độ sau tiêm lần 1 (p = 0,042) và 

sau tiêm EV lần 3 (p = 0,005) và sau tiêm lần 2 (p = 0,041). Nồng độ Histamin 

huyết tương không có sự khác biệt có ý nghĩa thống kê giữa các thời điểm của 

các nhóm nghiên cứu còn lại (p > 0,05). 

https://www.vinmec.com/vi/tin-tuc/thong-tin-suc-khoe/vi-sao-ban-bi-phat-ban-va-phu-mach/
https://www.vinmec.com/vi/tin-tuc/thong-tin-suc-khoe/nhan-biet-dau-hieu-soc-phan-ve/
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 + Nồng độ IL-1 beta huyết tương: 
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Biểu đồ 3.2: Nồng độ IL-1 beta huyết tương thỏ sau khi tiêm EV 

 Hiệu ứng của nó là tương tự như của TNF-α và nó cũng giúp hoạt hóa 

các tế bào T. Nồng độ IL-1 beta huyết tương không có sự khác biệt có ý nghĩa 

thống kê giữa các nhóm nghiên cứu và nhóm chứng (p > 0,05). Nhóm EV từ AD 

liều trung bình có nồng độ IL-1 beta sau tiêm EV lần 4 cao hơn có ý nghĩa thống 

kê so sau tiêm EV lần 1 (p = 0,028). Nhóm EV từ AD cao có nồng độ IL-1 beta 

sau tiêm EV lần 4 cao hơn có ý nghĩa thống kê so với nồng độ trước tiêm (p = 

0,007), sau tiêm EV lần 1 (p = 0,005) và sau tiêm lần 2 (p = 0,005). Nồng độ IL-

1 beta huyết tương không có sự khác biệt có ý nghĩa thống kê giữa các thời điểm 

của các nhóm khác (p > 0,05). Interleukin 1 là một cytokin viêm được sản xuất 

bởi các đại thực bào hoạt hóa.  

 + Nồng độ IL-6 huyết tương: 
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 Trước TN       Ngày 1    Ngày 3    Ngày 5    Ngày 7         

 

Biểu đồ 3.3: Nồng độ IL-6 huyết tương thỏ sau khi tiêm EV  

Trước TN       Ngày 1    Ngày 3    Ngày 5    Ngày 7         
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 Nồng độ IL-6 huyết tương không có sự khác biệt có ý nghĩa thống kê 

giữa các nhóm nghiên cứu và nhóm chứng (p > 0,05).  

 Nồng độ IL-6 huyết tương không có sự khác biệt có ý nghĩa thống kê 

giữa các nhóm nghiên cứu của cùng một thời điểm và giữa các thời điểm của 

mỗi nhóm nghiên cứu (p > 0,05). 

 + Nồng độ IFN-gama huyết tương: 

Tru
oc 

TN

Sau
 ti

em
 T

B
G

 la
n 1

Sau
 ti

em
 T

B
G

 la
n 2

Sau
 ti

em
 T

B
G

 la
n 3

Sau
 ti

em
 T

B
G

 la
n 4

0

2

4

6

8

N
ồ

n
g
đ

ộ
 I

F
N

-g
a
m

m
a
 (

n
g

/m
L

)

Nhom NC1

Nhom NC2

Nhom NC3

Nhom NC4

Nhom chung

 

 

Biểu đồ 3.4: Nồng độ IFN-gama huyết tương thỏ sau khi tiêm EV 

 Interferon loại I (IFN-α và IFN-β) được sản xuất bởi nhiều loại tế bào và 

chúng có chức năng ức chế nhân lên của virút trong tế bào. Chúng cũng gia tăng 

biểu lộ các phân tử MHC lớp I trên các tế bào làm cho chúng dễ bị tiêu diệt bởi 

các CTL. Interferon loại I cũng hoạt hóa các tế bào NK. Nồng độ IFN-gama 

huyết tương không có sự khác biệt có ý nghĩa thống kê giữa các nhóm nghiên 

cứu và nhóm chứng (p > 0,05). Nhóm EV từ AD liều trung bình có nồng độ 

IFN-gama sau tiêm EV lần 3 cao hơn có ý nghĩa thống kê so trước tiêm (p = 

0,037), sau tiêm EV lần 1 (p = 0,037) và sau tiêm lần 2 (p = 0,035). Nhóm EV từ 

AD trung bình có nồng độ IFN-gama sau tiêm EV lần 3 và lần 4 cao hơn có ý 

nghĩa thống kê so với nồng độ trước tiêm (p = 0,003), sau tiêm EV lần 1 (p = 

0,001) và sau tiêm lần 3 (p = 0,003). Nồng độ IFN-gama huyết tương không có sự 

khác biệt có ý nghĩa thống kê giữa các thời điểm của các nhóm khác (p > 0,05). 

Trước TN       Ngày 1    Ngày 3    Ngày 5    Ngày 7         
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 + Nồng độ IgE huyết tương: 
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Biểu đồ 5. Nồng độ IgE huyết tương thỏ sau khi tiêm EV từ TBG 

Nhóm NC 1 

Nhóm NC 2 

Nhóm NC 3 

Nhóm NC 4 

Nhóm chứng 

Trước TN       Ngày 1    Ngày 3    Ngày 5    Ngày 7         
 

Biểu đồ 3.5: Nồng độ IgE huyết tương 

 Globulin miễn dịch E (IgE) là một loại kháng thể (hoặc 

(immunoglobulin (Ig) "isotype") mà chỉ được tìm thấy ở động vật có vú. IgE 

được tổng hợp bởi các tế bào plasma. Monome của IgE bao gồm hai chuỗi nặng 

(ε chain) và hai chuỗi nhẹ, với chuỗi ε chứa 4 Ig liên tục giống nhau (Ce1-Ce4). 

Chức năng chính của IgE là miễn dịch, có vai trò thiết yếu trong phản ứng quá 

mẫn loại I, biểu hiện trong các bệnh dị ứng khác nhau và các loại nổi mày đay 

mãn tính và viêm da dị ứng. IgE cũng đóng một vai trò then chốt trong phản ứng 

với các chất gây dị ứng, chẳng hạn như: thuốc phản vệ, ong đốt và các chế phẩm 

kháng nguyên được sử dụng trong liệu pháp miễn dịch dị ứng. 

 Nồng độ IgE huyết tương không có sự khác biệt có ý nghĩa thống kê 

giữa các nhóm nghiên cứu và nhóm chứng (p > 0,05). Nhóm EV từ AD liều 

trung bình có nồng độ IgE sau tiêm EV lần 4 cao hơn có ý nghĩa thống kê so 

trước tiêm (p = 0,04), sau tiêm EV lần 1 (p = 0,038) và sau tiêm lần 3 (p = 

0,015). Nồng độ IgE huyết tương không có sự khác biệt có ý nghĩa thống kê 

giữa các thời điểm của các nhóm khác (p > 0,05). IgE có vai trò quan trọng 

trong bệnh sinh của các bệnh dị ứng, đặc biệt là trong sự hoạt hóa các dưỡng 

bào, bạch cầu ái kiềm và trong sự trình diện kháng nguyên. IgE cũng có vai trò 

quan trọng trong việc bảo vệ cơ thể chống lại các bệnh ký sinh trùng, đặc biệt là 
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những bệnh gây ra bởi giun và một số động vật nguyên sinh. Tuy nhiên, một 

phần do sự dư thừa của hệ thống miễn dịch, các mức độ thấp hoặc vắng mặt của 

IgE có thể làm cho những người này không dễ bị nhiễm các bệnh ký sinh trùng 

nặng. Mặc dù còn chưa được hoàn toàn sáng tỏ, IgE còn có thể đóng một vai trò 

trong hệ thống miễn dịch của bệnh ung thư, trong đó IgE có khả năng kích thích 

một phản ứng độc tế bào mạnh để chống lại các tế bào thể hiện một lượng nhỏ 

các dấu ấn ung thư sớm. 

 + Nồng độ TNF-anpha huyết tương 

 TNF α là một thành tố quan trọng của hệ miễn dịch đáp ứng với nhiều 

loại nhiễm trùng. Việc sử dụng ức chế TNF-alpha có thể liên quan với tăng nguy 

cơ nhiễm trùng nghiêm trọng, đặc biệt là viêm phổi, lao, zona và các nhiễm 

trùng cơ hội khác. TNF có 2 typ, ký hiệu TNF α và TNF β. 
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Biểu đồ 12. Nồng độ TNF-anpha huyết tương thỏ sau khi tiêm EV 

Trước TN       Ngày 1    Ngày 3    Ngày 5    Ngày 7         

Nhóm NC 1 

Nhóm NC 2 

Nhóm NC 3 

Nhóm NC 4 

Nhóm chứng 

 

Biểu đồ 3.6: Nồng độ TNF-anpha huyết tương thỏ sau khi tiêm EV 

TNF α tác dụng huỷ hoại tế bào ung thư gây chảy máu. Hoạt tính này 

nhận thấy trong huyết thanh của động vật thí nghiệm kích thích bằng lipo-

polysaccharid. TNF α được sản xuất chủ yếu bởi đại thực bào đã hoạt hoá (trước 

hết là AF3) hay tế bào T hoạt hoá cho nên gọi là lymphotoxin. TNF α gắn vào 

receptor của nó trên bề mặt tế bào đích giống như IL-1. Khả năng kích thích của 

TNF α chiếm khoảng 28% tổng aminoacid và cần có sự hỗ trợ của MHC nhưng 

không giống cấu trúc của lớp I và lớp II, đôi khi thể hiện như là lớp III. về cấu 
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trúc TNF α có 157 aminoacid và TNF β có 171 aminoacid. TNF α có khả năng 

gắn màng tê bào ung thư và huỷ hoại trực tiếp tế bào này. 

Nồng độ TNF-anpha huyết tương không có sự khác biệt có ý nghĩa thống 

kê giữa các nhóm nghiên cứu và nhóm chứng (p > 0,05). Nhóm EV từ UC liều 

cao có nồng độ TNF-anpha sau tiêm EV lần 2 thấp hơn có ý nghĩa thống kê so 

với thời điểm trước tiêm (p = 0,027); nồng độ TNF-anpha sau tiêm EV lần 4 cao 

hơn có ý nghĩa thống kê so thời điểm sau tiêm lần 1 (p = 0,003), sau tiêm EV lần 

2 (p = 0,003). Nồng độ TNF-anpha huyết tương không có sự khác biệt có ý 

nghĩa thống kê giữa các thời điểm của các nhóm khác (p > 0,05). 

  

   

Hình 3.3: Hình ảnh giải phẫu đại thể vùng bụng và vi thể gan, thận của thỏ 

Như vậy, sau tiêm EV từ TBGTM và dung dịch đệm (nhóm chứng), lấy 

máu thỏ ở 5 thời điểm trước tiêm và sau tiêm TBG lần 1, 2, 3 và 4 định lượng 

Gan  
Thận  

Lách  

Chứng Tiêm EV 
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nồng độ các cytokine. Kết quả cho thấy không có sự khác biệt có ý nghĩa thống 

kê giữa nồng độ Histamin, IL-1 beta, IL-6, IFN-gama, TNF-anpha và IgE huyết 

tương giữa các nhóm nghiên cứu và nhóm chứng (p > 0,05) (Biểu đồ 7-12). 

Điều này chứng tỏ khi tiêm EV từ TBGTM không làm thay đổi đáng kể nồng độ 

các cytokin và chất trung gian hóa học trên tương đồng với kết quả thân nhiệt, 

nếu thân nhiệt tăng do chất gây sốt ngoại sinh gây ra sự giải phóng các chất 

gây sốt nội sinh, như interleukin-1 (IL-1), yếu tố hoại tử khối u-alpha (TNF-

alpha) và IL-6 và các cytokine khác, sau đó kích hoạt thụ thể cytokine, hoặc 

các chất gây sốt ngoại sinh trực tiếp kích hoạt các thụ thể giống Toll. 

Kết quả giải phẫu bệnh lý gan, thận: Kết thúc thí nghiệm chúng tôi tiến hành 

phẫu thuật đánh giá đại thể tim, phổi, gan, thận… kết quả cho thấy giải phẫu đại thể 

vùng ngực, bụng không thấy tổn thương. Kết quả cầu thận, các ống thận và các 

mạch máu giữa các ống thận bình thường. Các tế bào gan xếp thành dải, thành 

bè, giữa chúng có xoang mạch. Phẫu tích lấy gan, thận làm giải phẫu bệnh với nhuộm 

HE thấy rằng gan, thận thỏ thí nghiệm không khác biệt với thỏ chứng và không có tổn 

thương vi thể ở gan thận 

3.2.4. Đánh giá tính kích ứng bề mặt nhãn cầu 

+ Một số đặc điểm chung 

Bảng 3.14. Kích ứng bề mặt nhãn cầu (n = 6) 

Tiêu chí theo dõi 
Trước 

TN 

Ngày 3 Ngày 7  

Tổng MT MP MT MP 

Co quắp mi - - - - - - 

Chảy nước mắt - - 1/6 - - 1/6 

Dử mắt - - - - - - 

Phản ứng ánh sáng - - - - - - 

Cương tụ kết mạc - - 1/6 - - 1/6 

Nhuộm Flu giác mạc - - - - - - 

Thời gian vỡ phim 

nước mắt (s) 
9,8   ±   0,8 

10,2   ±   0,2 10,8   ±   0,4 12   ±   0,5 
11,5   ±   0,3  

Bình thường (-) 
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Trong thời 7 ngày với 4 lần sử dụng EV nhỏ mắt thỏ với liều cao và theo 

dõi đánh giá tình trạng co quắp mi, chảy nước mắt, dử mắt... thông qua khám 

lâm sàng, tình trạng phản ứng ánh sáng, cương tụ kết mạc và tình trạng bắt mầu 

qua nhuộm fluorescein giác mạc thông qua sinh hiển vi cầm tay ngày 3 và ngày 

7. Kết quả cho thấy ngày 2 xuất hiện chảy nước mắt và cương tụ kết mạc nhẹ ở 

1/6 thỏ nghiên cứu với mắt phải (MP) sử dụng EV liều cao, tuy nhiên phản ứng 

chỉ thoáng qua không xuất hiện lại ở các ngày sau đó. Một kết quả thú vị khi 

theo dõi tình trạng vỡ phim nước mắt thấy có sự tăng thời gian vỡ film nước 

mắt, điều này cho thấy có thể EV từ tế bào gốc sẽ là tiềm năng trong điều trị khô 

mắt. Thể tiết thu được từ TBGTM dây rốn ở người cho thấy hiệu quả trong việc 

cải thiện tình trạng viêm màng bồ đào tự miễn bằng cách ức chế sự di chuyển 

của tế bào viêm. Trong những năm gần đây, tiềm năng điều trị của các túi ngoại 

bào (EV) do tế bào tiết ra để điều hòa sự giao tiếp giữa tế bào và tế bào là một 

chủ đề ngày càng được quan tâm. EV có nguồn gốc từ tế bào gốc trung mô, đặc 

biệt là tế bào gốc mô đệm giác mạc của con người, có tác dụng chống xơ hóa, 

chống viêm và tái tạo ở giác mạc bị tổn thương. Cơ chế hoạt động chính xác của 

EV này phần lớn vẫn chưa được biết rõ. Sự phát triển trị liệu của chúng đang ở 

giai đoạn đầu và cần có những nghiên cứu tiền lâm sàng sâu hơn [77]. 

Bên cạnh đó tác giả Shekari F. và cộng sự năm 2023 cho rằng các liệu 

pháp dựa trên tế bào tái tạo đã nổi lên như một phương pháp đầy hứa hẹn để 

thay đổi các lựa chọn điều trị mù lòa và Holoclar gần đây đã nhận được sự chấp 

thuận của Ủy ban Châu Âu là phương pháp điều trị dựa trên tế bào gốc đầu tiên 

cho các bệnh về mắt [78]. Theo tác giả Habibi A. và cộng sự năm 2023, thể tiết 

ngoại bào chứa nhiều loại lipid, protein và axit nucleic tham gia vào cả quá trình 

sinh lý bình thường và bệnh lý của của mắt sẽ giúp sự hiểu biết toàn diện hơn về 

cơ chế bệnh sinh, chẩn đoán và thậm chí cả các phương pháp điều trị tiềm năng 

cho nhiều loại bệnh khác nhau. Vai trò của thể tiết ngoại bào trong bệnh lý viêm 

mắt được nghiên cứu nhiều trong những năm gần đây đặc biệt tình trạng thoái 

hóa ở mắt [79]. Bên cạnh các bệnh lý do viêm, các bệnh tổn thương giác mạc do 

bỏng, loét, chấn thương, bệnh khô mắt, bệnh võng mạc cũng được nhiều quan 
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tâm nghiên cứu và thể tiết ngoại bào có những hiệu quả được công bố đặc biệt là 

tổn thương giác mạc. Theo Deng S.X. và cộng sự năm 2020 thấy rằng: Nhiễm 

trùng, chấn thương và tiếp xúc với hóa chất trên bề mặt nhãn cầu có thể làm tổn 

thương giác mạc nghiêm trọng và sẹo giác mạc được hình thành, đến nay các 

phương pháp điều trị không có hiệu quả trong việc giảm thiểu sẹo giác mạc và 

ghép giác mạc là liệu pháp duy nhất có thể phục hồi thị lực cho đôi mắt này 

[80]. Tuy nhiên, do tình trạng thiếu mô giác mạc trầm trọng nên nguy cơ biến 

chứng mù lòa liên quan đến ghép giác mạc, một liệu pháp thay thế hiệu quả và 

khả thi để phòng ngừa và điều trị sẹo giác mạc vẫn là một nhu cầu y tế đáng kể 

chưa được đáp ứng trên toàn cầu. 

Trong những năm gần đây, tiềm năng điều trị của các túi ngoại bào (EV) 

được tiết ra bởi các tế bào để làm trung gian cho sự giao tiếp giữa tế bào có 

nguồn gốc từ tế bào gốc trung mô, đặc biệt là tế bào gốc mô đệm giác mạc của 

con người có tác dụng chống xơ hóa, chống viêm và tái tạo ở giác mạc bị tổn 

thương (hình 3.4). Các cơ chế hoạt động chính xác của các EV chức năng này 

phần lớn vẫn chưa được biết rõ những thử nghiệm lâm sàng đang ở giai đoạn 

đầu và cần có những nghiên cứu tiền lâm sàng sâu hơn [80]. 

Tác giả Deng S.X. nghiên cứu cho thấy sử dụng EV trong điều trị sẹo giác 

mạc là an toàn, giảm sẹo giác mạc, tái tạo độ trong suốt của giác mạc. 

Bên cạnh thể tiết từ tế bào gốc trung mô dây rốn, tác giả Guo R. và cộng 

sự 2023, nghiên cứu EV từ tế bào đệm trung mô thử nghiệm trên chuột cho thấy 

tiềm năng điều trị khô mắt, quan sát chúng tôi thấy có tăng nhẹ thời gian vỡ 

phim nước mắt, điều này gợi ý sử dụng điều trị bệnh lý khô mắt tương tự tác giả 

Guo R. [81]. Ngoài ra tác giả Guo R. thấy rằng EV từ MSC có tác dụng chống 

viêm, ức chế sự biểu hiện của cytokine gây viêm, ức chế miễn dịch … điều này 

hứa hẹn như một giải pháp trong điều trị bệnh khô mắt và bệnh bề mặt nhãn cầu 

khác. Như vậy EV từ MSC bước đầu đã cho thấy các hiệu quả điều trị bệnh lý 

mắt, không gây kích ứng nhãn cầu, giảm viêm, ức chế miễn dịch… là cơ sở 

khoa học tốt cho các thử nghiệm điều trị trong tương lai. 
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KẾT LUẬN VÀ KIẾN NGHỊ 

 

KẾT LUẬN 

Qua nghiên cứu sản phẩm thể tiết của tế bào gốc trung mô dây rốn trên in 

vitro và động vật thực nghiệm, chúng tôi rút ra kết luận như sau: 

Sản phẩm thể tiết của tế bào gốc trung mô dây rốn của Vinmec trong 

nghiên cứu này đảm bảo không có nội độc tố, vô khuẩn và không gây tan máu. 

 Không xác định được liều gây độc tính cấp trên động vật thực nghiệm, 

với gây độc bán trường diễn nhận thấy kết quả huyết học, sinh hóa máu và kết 

quả giải phẫu bệnh gan, thận bình thường sau 4 tuần tiêm EV liều cao. Tính quá 

mẫn trên thỏ chưa ghi nhận được trong nghiên cứu này với các xét nghiệm bình 

thường. Tình trạng kích ứng nhãn cầu thoáng qua với 01 mắt xuất hiện tăng tiết 

và cương tụ mạch máu. 

Từ một số kết quả trên có thể khẳng định thể tiết của tế bào gốc trung mô 

là an toàn có hoạt tính sinh học và tiềm năng trong điều trị các bệnh mạn tính y 

học nói chung và bệnh về mắt nói riêng. 

 

KIẾN NGHỊ 

Thử nghiệm thể tiết của tế bào gốc trung mô trên một số mô hình bệnh 

mắt như khô mắt, viêm loét giác mạc, bỏng... và một số mô hình bệnh khác như 

alzheimer, Parkinson, chấn thương tủy sống, xơ phổi... nhằm xác định hiệu quả 

trên in vivo tiến tới thử nghiệm điều trị bệnh trên người. 
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PHỤ LỤC 1 

 

QUY TRÌNH PHÂN LẬP THỂ TIẾT NGOẠI BÀO THỂ TIẾT TỪ MÔI 

TRƯỜNG NUÔI CẤY TẾ BÀO GỐC TRUNG MÔ DÂY RỐN 

 

 

1. Trang thiết bị 

 

Tên thiết bị Hãng 

Tủ an toàn sinh học cấp II ThermoFisher 

Máy siêu ly tâm Optima XPN-100 Beckman Coulter 

Rotor SW 45 Ti Swinging-Becket Beckman Coulter 

Rotor SW 40 Ti Swinging-Becket Beckman Coulter 

Rotor SW 32 Ti Swinging-Becket Beckman Coulter 

Pipet aid Ependorf 

 

2. Vật tư tiêu hao và hoá chất 

Vật tư tiêu hao: 

Tên dụng cụ Hãng 

Ống ly tâm  Beckman Coulter 

Pipet 5mL Thermo Scientific 

Pipet 10mL Thermo Scientific 

Pipet 25mL Thermo Scientific 

Pipet 50mL Thermo Scientific 

Ống ly tâm 50mL Corning 

Ống lưu mẫu Corning 

Đầu típ 1000 uL Corning 

Gạc vô khuẩn Danameco, Việt Nam 

 

Hoá chất: 

Tên thiết bị Hãng 

Ethanol 70% ThermoFisher 

PBS 1X Gibco 

 

3. Các bước tiến hành 



63 

 

 

 

Quy trình tiến hành thu mẫu thể tiết được tóm tắt trong sơ đồ phía dưới 

đây: 

 
 

Sơ đồ 1: Quy trình các bước chính thu hoạch thể tiết từ môi trường nuôi 

cấy TBGTM. 

 

Bước 1: Chuẩn bị mẫu:  

- Môi trường nuôi cấy tế bào gốc trung mô dây rốn được thu thập và bảo quản trong 

chai sạch, đóng kín và chuyển sang ly tâm. 

Bước 2: chuẩn bị máy ly tâm 

- Vệ sạch các rotor băng ethanol 70% và bảo quản ở 40C để làm lạnh trước khi sử 

dụng. 

- Khử trùng các ông ly tâm bằng ethanol 70%, rửa lại với PBS 1X và để khô trong 

tủ an toàn sinh học. 

Bước 3: Ly tâm loại bỏ tế bào chết, mảnh vỡ tế bào và các vi thể. 

- Môi trường được ly tâm ở 300xg trong 10 phút ở 40C để loại bỏ cặn tế bào còn xót 

lại trong môi trường sau nuôi cấy. 
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- Tiếp tục loại bỏ tế bào chết và các thể tiết có kích thước lớn (Apoptotic bodies)  

trong môi trường bằng cách ly tâm trong điều kiện 2000xg, 20 phút ở 40C. 

- Sử dụng pipet hút môi trường vào ống ly tâm Thinwall Ultraclear 38.5mL với thể 

tích tối thiểu đạt 2/3 thể tích ống ly tâm. 

- Lưu ý chuẩn bị mẫu và ống đối trọng để đảm bảo cân bằng. 

- Chuyển các ống ly tâm chứa mẫu vào bộ adaptor của rotor SW 45Ti theo đúng số 

thứ tự. 

- Đặt rotor vào trong máy siêu ly tâm, đóng chặt và thiết lập chương trình ly tâm: 

tốc độ 10 000xg, thời gian 30 phút. 

- Sau khi hoàn thành quá trình ly tâm, thu dịch nổi chuyển sang một chai sạch và 

bảo quản trong tủ lạnh để chuyển sang bước thu exosomes. 

Bước 4: thu exsomes và đóng gói bảo quản 

- Hút dịch nổi thu được ở bước trên vào ống ly tâm, chuẩn bị mẫu và ống đối trọng 

đảm bảo cân bằng, lắp vào bộ adaptor của rotor SW32Ti theo đúng thứ tự. 

- Đặt rotor vào máy ly tâm và thiết lập chương trình ly tâm: 100 000xg, 70 phút, 40C 

và tiến hành ly tâm. 

- Loại bỏ dịch nổi và tiếp tục bổ sung dung dịch vào ly tâm cho đến khi hết dung 

dịch nuôi cấy môi trường. 

- Sau khi hoàn thành ly tâm, thu cặn ly tâm và hoà bằng PBS 1X. 

- Rửa mẫu với PBS 1X, rồi chuyển vào rotor SW 40Ti và ly tâm với tốc độ 100 

000xg, 70 phút ở 40C. 

- Loại bỏ dịch nổi và thêm PBS 1X để thu lại mẫu. 

- Mẫu thu được, chia vào các ống lưu mẫu và bảo quản ở -800C. 

Bước 5: Đánh giá chất lượng thể tiết 

- Dịch nổi sau ly tâm được giữ lại và lấy mẫu xét nghiệm Vi khuẩn, vi nấm, 

endotoxin 

- Chất lượng thể tiết được đánh giá: 

o Protein tổng số 

o Số lượng thể tiết thu được 

o Kích thước trung bình thể tiết 

o Dấu ấn thể tiết 

o Cytokine từ thể tiết 
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PHỤ LỤC 2 

 

Tiêu chuẩn EV từ UCMSC trước khi thử nghiệm 

 

TT Tiêu chuẩn Đặc điểm cần đạt 

 

1 

Hình thái mà mức độ 

đồng nhất 

- Dạng cái chén (cup-shape) khi nhuộm âm 

tính và soi bằng TEM 

- >70 % EV đồng dạng về hình thái 

 

2 

Kích thước 40 nm - 250 nm quan sát dưới TEM 

Hoặc 40 - 350 nm đo bằng NTA 

 

3 

Biểu hiện dấu ấn sinh 

học 

Biểu hiện nhóm tetraspanin (CD9 hoặc 

CD63 hoặc CD81), HSP10 hoặc AGO2, 

GAPDH hoặc Tubulin hoặc alpha actin 

 

 


