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MỞ ĐẦU 

Lý do chọn đề tài: 

Tế bào gốc (TBG) là những tế bào có khả năng tự tạo mới và có tiềm năng 

biệt hoá thành nhiều loại tế bào khác nhau. Khác với các tế bào khác, TBG chưa có 

chức năng chuyên môn hóa cụ thể. Việc sử dụng TBG đa năng trong cuống rốn của 

trẻ sơ sinh được xem là một khám phá quan trọng trong nghiên cứu TBG vì khả năng 

cung cấp dồi dào với số lượng lớn và có tiềm năng biệt hóa cao từ nguồn TBG này.  

Tế bào có chức năng gan biệt hóa từ tế bào gốc đang là một hướng được các 

nhà khoa học quan tâm. Chúng có nhiều tiềm năng ứng dụng trong trị liệu tế bào hay 

trong nghiên cứu thử nghiệm sàng lọc các hoạt chất hoặc thuốc ở dạng tế bào chức 

năng riêng lẻ hoặc phối hợp để tạo dạng vi cơ quan (organoids) [1], [2]. 

Để biệt hóa tế bào gốc thành tế bào có chức năng gan có thể sử dụng các tác 

nhân như các cytokine và các nhân tố tăng trưởng, hoặc chuyển gen. Một số cytokine 

và các nhân tố tăng trưởng được biết là có tác dụng nhất định đối với sự biệt hóa và 

phát triển tế bào gan trong điều kiện in vitro, bao gồm HGF (Hepatocyte Growth 

Factor), OSM (Oncostatin M), EGF (epidermal growth factor), các nhân tố tăng 

trưởng bFGF (basic fbroblast growth factor), insulin, IGF (insulin-like growth 

factor), nhân tố ức chế bạch cầu LIF (leukemia inhibitory factor). Ngoài ra, các hợp 

chất hóa học chẳng hạn như dexamethasone và dimethylsulfoxide (DMSO) có thể 

đóng vai trò trong việc thúc đẩy quá trình biệt hóa thành tế bào gan [3], [4]. Tuy 

nhiên, việc sử dụng các tác nhân này trong các nghiên cứu hiện nay vẫn có những 

khác biệt và vẫn còn thiếu một phương thức để đạt hiệu quả như trông đợi.  

Với biệt hóa bằng chuyển gen, các tế bào gan cảm ứng (induced hepatocytes- 

iHeps) đã được công bố trong một số báo cáo gần đây cho thấy sự biểu hiện phong 

phú của các gen liên quan đến chức năng trao đổi chất của tế bào gan, kết quả hoạt 

hóa biểu hiện các gen hay nhóm gen khác nhau liên quan đến sự trưởng thành về 

chức năng gan của tế bào sau biệt hóa [5]. Trong việc tái biệt hóa tạo tế bào giống tế 

bào gan, gen HNF-4α đã được chứng minh có vai trò và lợi thế trong một số công 

bố gần đây [1]. Khoảng 100 gen trong đó có hepatocyte factor 1-alpha, một yếu tố 

phiên mã điều hòa sự biểu hiện của một gen liên quan đến gan được biểu hiện do sự 

kiểm soát của Protein được mã hóa bởi gen HNF-4α. Trong sự phát triển của gan, 
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thận và tuyến ruột, một trong những gen đóng vai trò quan trọng được biết đến là 

gen HNF-4α. Trong quá trình định hướng biệt hóa thành tế bào gan, Gen HNF-4α đã 

được chứng minh có thể hoạt động như một gen chi phối trong các tác nhân phiên 

mã [6]. Ngoài ra, HNF-4α đóng vai trò vai trò quan trọng trong quá trình biệt hóa 

gan và trong nhiều chức năng của gan, bao gồm chuyển hóa lipid và glucose [7]. 

HNF‑ 4α cũng ảnh hưởng đến sự biểu hiện và tổng hợp của Globulin liên kết với 

hormone giới tính, một glycoprotein quan trọng được chủ yếu được sản xuất bởi gan 

[6]. 

Các nghiên cứu trước đây có sử dụng phương pháp chuyển nạp gen thông qua 

hệ thống lenti-virus để biệt hóa tế bào gốc thành tế bào gan sử dụng tác nhân HNF-

4α. So với các hệ thống biểu hiện gen được điều hòa khác được biết, thì hệ thống 

Tet-On đã được chứng minh hơn hẳn ở một số ưu điểm[1]. Hệ thống biểu hiện gen 

Tet-On được kiểm soát bở tetracycline được sử dụng để điều chỉnh hoạt động của 

gen trong nhân tế bào nhân chuẩn trong các môi trường khác nhau, từ nghiên cứu 

sinh học cơ bản đến ứng dụng công nghệ sinh học và liệu pháp gen. Hệ thống này 

dựa trên các yếu tố điều hòa kiểm soát hoạt động của operon kháng tetracycline ở vi 

khuẩn. Hệ thống Tet-On cho phép kích hoạt biểu hiện gen bằng doxycycline (dox). 

Các ưu điểm của hệ thống này đã được chứng minh như: sự điều hòa chặt chẽ, tính 

đặc hiệu cao, khả năng đáp ứng cao và thời gian đáp ứng nhanh, mức độ biểu hiện 

tuyệt đối cao, không gây độc tế bào (catalog PT3898-1 Clontech) [8], [9]. 

Nhằm góp phần bổ sung thêm thông tin khoa học và điều kiện biệt hóa mới, 

cũng như mở ra khả năng nghiên cứu ứng dụng sản xuất tế bào gan cho các mục tiêu 

trên, chúng tôi tiến hành thực hiện đề tài “Nghiên cứu biệt hóa tạo tế bào có chức 

năng gan từ tế bào gốc trung mô cuống rốn”. Các tác nhân được chúng tôi sử dụng 

để đánh giá bao gồm: DSMO, tổ hợp HGF + DEX + OSM, tổ hợp HGF + TSA 

+OSM và hệ thống TetON kích hoạt thể hiện quá mức gen HNF4để biệt hóa tế 

bào gốc trung mô cuống rốn thành tế bào có một số chức năng của tế bào gan. 

Mục tiêu nghiên cứu:  

1. Phân lập và nhân nuôi in vitro thành công TBGTM thu từ cuống rốn làm 

vật liệu để biệt hóa tế bào và có thông tin về các điều kiện liên quan đến tính ổn định, 

tiềm năng biệt hóa và khả năng duy trì nguồn TBGTM trong điều kiện nuôi in vitro. 
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2. Biệt hóa TBGTM cuống rốn thành tế bào có biểu hiện một số chức năng 

của tế bào gan.  

Nội dung nghiên cứu: 

1. Thu nhận, phân lập và nhân nuôi in vitro TBGTM từ mẫu cuống rốn. 

2. Nghiên cứu đánh giá tính ổn định, tiềm năng biệt hóa và khả năng duy trì 

nguồn TBGTM trong điều kiện nuôi in vitro. 

3. Nghiên cứu biệt hóa TBGTM cuống rốn thành tế bào có biểu hiện các chỉ 

thị đặc trưng tế bào gan bằng các tác nhân khác nhau trong điều kiện in vitro. 

Cơ sở khoa học và thực tiễn của đề tài: 

 Nhiều nghiên cứu sự biệt hóa tạo tế bào gan trong điều kiện in vitro từ tế bào 

gốc bao gồm cả tế bào gốc tạo máu, tế bào gốc trung mô đã được thử nghiệm và 

công bố. Các nghiên cứu biệt hóa thành tế bào gan vẫn sử dụng chủ yếu là tế bào 

gốc trung mô từ các nguồn khác nhau (ví dụ: tủy xương, mô mỡ, máu dây rốn, nhau 

thai và cuống rốn). Một số cytokine và các nhân tố tăng trưởng bao gồm HGF, OSM, 

Các hợp chất hóa học chẳng hạn như DMSO, TSA và gen HNF-4α đã được đánh giá 

là một yếu tố có khả năng biệt hóa tế bào gốc thành tế bào gan. Đề tài tiếp tục thực 

hiện, phát triển các nghiên cứu sâu hơn các nghiên cứu đã thực hiện tại viện Công 

nghệ sinh học cũng như hướng nghiên cứu đang được nhiều phòng thí nghiệm trên 

thế giới quan tâm.  

 Đề tài hoàn thiện sẽ cung cấp những thông tin có giá trị trong lĩnh vực nghiên 

cứu TBGTM cuống rốn, từ phương pháp thu thập, phân lập và đánh giá tiềm năng tế 

bào đến khả năng biệt hóa của chúng. Qua đó cho thấy tiềm năng ứng dụng kết quả 

vào định hướng tạo tế bào gan phục vụ thử nghiệm, sàng lọc các chất có hoạt tính 

sinh học, cũng như xây dựng các mô hình để thử nghiệm các loại thuốc mới. 

Những đóng góp mới của luận án: 

 Luận án đã cung cấp đầy đủ các thông tin về khả năng biệt hóa tạo tế bào có 

chức năng gan từ nguồn TBGTM phân lập từ cuống rốn trẻ sơ sinh. Đề tài là nghiên 

cứu đầu tiên sử dụng hệ thống Tet-ON kích hoạt thể hiện quá mức gen HNF4α để 

biệt hóa TBGTM cuống rốn thành tế bào có một số chức năng của tế bào gan.  
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CHƯƠNG 1. TỔNG QUAN NGHIÊN CỨU 

1.1. Nguồn tế bào gốc trung mô, tiềm năng biệt hóa và ứng dụng 

1.1.1. Nguồn tế bào gốc trung mô 

Trong nhiều mô khác nhau của cơ thể người đều có mặt của tế bào gốc trung 

mô (TBGTM). Nguồn TBGTM cơ bản được biết đến là tủy xương, tuy nhiên trong 

những phát hiện về sau cho thấy nhiều nguồn tách TBGTM với số lượng lớn hơn 

tủy xương nhiều lần như mô mỡ, máu ngoại vi, răng sữa, máu cuống rốn, màng dây 

rốn, màng nhau, nội mạc tử cung, màng ối…trong số những nguồn cung cấp 

TBGTM này, thì dây rốn được xem là nguồn khá lý tưởng [10], [11]. 

TBGTM có thể thu thập được từ cơ xương, tủy xương, dây chằng, mô mỡ, 

nhau thai, dây rốn và máu dây rốn. TBGTM có tiềm năng biệt hóa thành tế bào có 

nguồn gốc trung mô như nguyên bào xương, sụn, tế bào mỡ và các tế bào thần kinh 

từ lớp ngoại bì, các mô hệ tuần hoàn, các tế bào gan, cơ tim…(Hình 1.1) [11]. 

 

Hình 1.1. Tiềm năng biệt hóa của TBGTM [11] 

TBGTM có nguồn gốc từ các mô khác nhau nhưng có cùng một số đặc tính 

tương tự nhau. Tuy nhiên, một số công trình nghiên cứu đã công bố cho rằng 

TBGTM có nguồn gốc khác nhau cũng có một số khác biệt như khả năng tăng 
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sinh, biểu hiện dấu hiệu bề mặt, tính đa tiềm năng và một số dấu hiệu cụ thể khác. 

Những đặc điểm này có thể được sử dụng trong việc tìm các nguồn TBGTM tốt 

hơn có chất lượng để ứng dụng trong lĩnh vực y học tái tạo [12]. 

Trong các nguồn cung cấp TBGTM, nguồn thu thập từ các mô nhau thai, 

cuống rốn có nhiều ưu điểm đáng kể như tránh được thủ thuật xâm lấn mà 

thường đi kèm với nguy cơ nhiễm trùng so với các nguồn TBGTM từ các mô 

trưởng thành. TBGTM từ dây rốn có khả năng cấy ghép tốt hơn có khả năng tăng 

sinh mạnh hơn so với TBGTM từ tủy xương [13]. 

So với TBGTM từ các mô trưởng thành, TBGTM ở trẻ sơ sinh có khả năng 

ức chế miễn dịch mạnh mẽ hơn và tính sinh miễn dịch thấp hơn. Vì vậy, đây như là 

một nguồn cung cấp tế bào rất hợp lý cho các ứng dụng điều trị [14], [15]. 

Như vậy, TBGTM có thể phân lập từ nhiều nguồn khác nhau, tuy nhiên việc 

sử dụng cuống rốn trẻ sơ sinh để phân lập đã có nhiều ưu điểm như thu được số 

lượng lớn, tỷ lệ phân lập thành công cao, khả năng ức chế miễn dịch cao, không vi 

phạm đạo đức và vẫn có tiềm năng biệt hóa của TBG. Cuống dây rốn chính là nguồn 

để phân lập TBGTM sử dụng trong nghiên cứu này.  

1.1.2. Tiềm năng biệt hóa của tế bào gốc trung mô 

Mỗi loại tế bào được biệt hóa khi một số lượng gen nhất định của genome 

biểu hiện và mỗi một loại tế bào được hình thành qua một kiểu biểu hiện riêng của 

các gen được điều hòa. Vì vậy quá trình biệt hóa tế bào là sự chuyển đổi từ một 

loại tế bào nguồn thành một loại khác và nó liên quan đến một “công tắc” đóng một 

số gen đang hoạt động và mở một số gen chưa hoạt động. Những thay đổi này dẫn 

đến tế bào biến đổi theo chiều hướng phù hợp với các yếu tố kích thích và sẽ tạo 

thành một kiểu tế bào chuyên biệt nào đó [16]. 

Khả năng tăng sinh mạnh mẽ là một ưu điểm của TBGTM, ngoài ra TBGTM 

còn có tiềm năng biệt hóa tạo thành nhiều loại tế bào khác nhau như các tế bào 

nguyên bào xương, tế bào sụn, tế bào cơ, tế bào mỡ, tế bào thần kinh, tế bào 

gan,…Ngoài ra TBGTM chính là  nguồn cung cấp tế bào để bù đắp lại sự thiếu 

hụt mô vì TBGTM chính là các tế bào tiền thân trưởng thành đa tiềm năng. Khi xuất 

hiện các vết thương, ổ gãy xương, ổ viêm, hay chỉ là các điều kiện vi môi trường 

từ một vị trí đặc biệt nào đó trong cơ thể, dưới tác dụng của các tín hiệu trên, các 
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TBGTM sẽ được huy động và biệt hóa thành các tế bào có chức năng chuyên biệt 

[17]. 

Một nghiên cứu đã chứng minh tiềm năng tăng sinh to lớn của TBGTM khi 

nuôi cấy TBGTM in vitro, sau 70 lần phân chia các tế bào này cho thấy chúng 

vẫn không thay đổi tiềm năng biệt hóa [17]. 

1.1.3. Ứng dụng của tế bào gốc trung mô 

Nghiên cứu về TBG có thể có thêm những hiểu biết về quá trình biệt hóa tế 

bào, bản chất của quá trình biệt hóa. Hiểu rõ về quá trình này ta có thể kiểm soát và 

chủ động tác động để tạo ra các loại tế bào như mong muốn hoặc có thêm thông tin 

trong việc tìm kiếm các phương thức sàng lọc và điều trị các bệnh di truyền. 

Trên cơ sở các TBG chưa hoàn tất quá trình biệt hóa và khả năng tăng sinh 

mạnh mẽ của chúng, các nhà khoa học có thể chủ động tạo ra các tế bào giống hệt 

nhau và ở các giai đoạn bệnh lý, sinh lý khác nhau rất gần với thực tế lâm sàng. Điều 

này rất có ý nghĩa trong việc nghiên cứu độc tính  cũng như cơ chế tác dụng của các 

loại chế phẩm sinh học hay các loại thuốc [18]. 

Trong nghiên cứu cơ bản, nghiên cứu phát triển thuốc cũng như ứng dụng 

vào điều trị trên lâm sàng thì các TBG có rất nhiều triển vọng ứng dụng. Trong 

nghiên cứu phát triển thuốc thì cần có những mô hình thử nghiệm thuốc (cả tác 

dụng lẫn độc tính) càng giống với mô hình bệnh lý và có độ lặp lại cao qua các lần 

thử thì càng chính xác. Thí dụ, muốn khảo sát tác dụng của một thuốc mới có khả 

năng chữa bệnh Alzheimer thì việc tạo ra được hàng hoạt tế bào thần kinh giống 

hệt nhau để làm mô hình thử thuốc sát với bệnh Alzheimer nhất cần sử dụng công 

nghệ TBG. Tuy nhiên vẫn cần có thêm nhiều thử nghiệm tiền lâm sàng và lâm sàng 

với phương pháp điều trị này [19]. 

Ứng dụng lâm sàng qua trị liệu TBG (Stem cell therapy) được xem là tiềm 

năng ứng dụng quan trọng nhất của TBG. Từ TBG có thể tạo ra các loại tế bào mới, 

mô mới để bổ sung hoặc thay thế cho các tế bào và mô cơ quan bị tổn thương hay 

mất chức năng. Cho tới nay biện pháp hữu hiệu nhất để điều trị những trường hợp 

này là ghép mô, cơ quan – nhưng nhu cầu ghép mô và tạng lại cao hơn rất nhiều 

so với nguồn cung cấp. 

Trên cơ sở các TBG có thể biệt hóa thành nhiều loại tế bào khác nhau, chúng 
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ta có thể chủ động nuôi cấy TBG trong ống nghiệm sau đó biệt hóa chúng thành các 

tế bào như tế bào cơ, tế bào xương, tế bào thần kinh, tế bào sụn, tế bào tuyến tụy, 

tế bào cơ tim (Hình 1.2). Do đó, để điều trị một số bệnh thì việc ghép TBG vào cơ 

thể người bệnh có thể hỗ trợ điều trị một số bệnh như bệnh lý tim mạch, tiểu đường, 

chấn thương tuỷ sống, điều trị bệnh Alzheimer, điều trị Parkinson, đột quỵ não, 

trong lĩnh vực  thẩm  mỹ  hay  thúc  đẩy  quá  trình  liền xương…[20]. 

 

Hình 1.2. Triển vọng ứng dụng của công nghệ tế bào gốc [21] 

Trên lâm sàng, TBG trưởng thành đã được thử nghiệm trong điều trị các 

bệnh như các bệnh suy giảm miễn dịch, tai biến mạch máu não, tự kỷ, tự miễn, nhiễm 

virus Ebstein-Barr, thiếu máu, các bệnh máu, bệnh Parkinson, tổn thương tủy sống, 

tổn thương giác mạc, tạo xương không hoàn chỉnh, các bệnh gan, liền vết thương 

da, điều trị ung thư kết hợp với tia xạ và hóa chất (ung thư tinh hoàn, ung thư buồng 

trứng, các khối u đặc, u nguyên bào võng mạc, u não, đa u tủy, ung thư vú, lơ-xê-

mi, u lympho Non-Hodgkin, u nguyên bào thần kinh, carcinoma tế bào thận), tiểu 

đường type I, tái tạo cơ tim sau nhồi máu cơ tim, tổn thương xương và sụn,...[17]. 

Trong những năm gần đây,  t rong các loại TBG được sử dụng thì TBGTM là 

một trong loại TBG được sử dụng nhiều trên lâm sàng và được xem như một mô 

hình điều trị mới cho một loạt các các bệnh vì có thể phân lập và tăng sinh với một 

số lượng lớn. Đã có ít nhất thử nghiệm lâm sàng trên 12 loại bệnh lý khác nhau dựa 

trên TBGTM đã được thực hiện, trong đó có nhiều thử nghiệm đã hoàn thành và 

chứng minh được tính hiệu quả và an toàn. Ứng dụng lâm sàng của TBGTM dựa 

trên những thuộc tính sinh học quan trọng đó là có tiềm năng biệt hóa thành nhiều 
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loại tế bào khác nhau, tiết ra nhiều phân tử có hoạt tính sinh học có khả năng phục 

hồi kích thích các tế bào bị tổn thương và ức chế viêm và để thực hiện chức năng 

điều hòa miễn dịch. 

Các thử nghiệm lâm sàng đầu tiên sử dụng nuôi cấy tăng sinh TBGTM 

được công bố vào năm 1995 và 10 bệnh nhân dị tật khớp giả xương chày 

bẩm sinh được điều trị bằng tế bào tự thân [22]. Từ thử nghiệm này, một số 

thử nghiệm lâm sàng khác đã được tiến hành để kiểm tra tính khả thi và hiệu quả 

của liệu pháp ghép bằng TBGTM. Ngày 12/12/2011, cơ sở dữ liệu về thử nghiệm 

lâm sàng (http://clinicaltrials.gov) đã được thành lập do Viện y tế quốc gia Hoa Kỳ 

tập hợp. Tính đến năm 2020, sau 10 năm, số liệu công bố đã có hơn 1000 thử nghiệm 

lâm sàng có sử dụng TBGTM với phạm vi rất rộng cho các ứng dụng điều trị khác 

nhau (Hình 1.3). Hầu hết những thử nghiệm này trong pha I (30,79%), (nghiên cứu 

an toàn), pha II (61,02%) (đánh giá về hiệu quả ở bệnh nhân). Chỉ có một số ít những 

thử nghiệm này trong pha III (7,53%) (so sánh phương pháp điều trị mới với các 

phương pháp điều trị tiêu chuẩn hoặc đã được biết đến) và mới chỉ có 6 thử nghiệm 

ở pha IV (0,66%) (hiệu quả đã được chấp thuận và thử nghiệm trên nhóm rộng) (Hình 

1.4). Nói chung, TBGTM được dung nạp tốt, với hầu hết các thử nghiệm đã được 

công bố các tác dụng phụ ở mức độ trung bình, mặc dù một số cho thấy mức độ 

nhẹ và thoáng qua [23], [24]. 

 

Hình 1.3. Ứng dụng của TBGTM được thử nghiệm trên lâm sàng  

(phân loại theo ca bệnh) [23] 

http://clinicaltrials.gov/
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Hình 1.4. Ứng dụng của TBGTM được thử nghiệm trên lâm sàng 

 (phân loại theo pha) [24] 

Năm 2020, Yang và cộng sự đã thu thập tổng cộng 23 bài báo thử nghiệm 

lâm sàng đã hoàn thành và 56 thử nghiệm lâm sàng đang diễn ra về điệu trị TBGTM 

cho bệnh gan được công bố từ năm 2007 đến 2018 (Hình 1.5). Biểu đồ cho phần 

lớn thử nghiệm trong số đó là về liệu pháp TBGTM cho bệnh xơ gan. Việc phát 

triển các phương pháp thay thế để điều trị bệnh gan là rất cần thiết. Liệu pháp TBG 

và y học tái tạo đang được nghiên cứu để cải thiện tiên lượng của những bệnh nhân 

mắc bệnh gan. Hàng chục các bài báo liên quan đều cho thấy sự an toàn và hiệu quả 

của việc cấy ghép TBGTM trên người [25]. 

 

Hình 1.5. Số lượng và tỷ lệ các thử nghiệm lâm sàng về điều trị TBGTM cho bệnh 

gan: A) thử nghiệm đã hoàn thành; B) thử nghiệm đang diễn ra [25] 
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1.2. Cấu tạo cuống rốn, ưu điểm của tế bào gốc trung mô từ cuống rốn 

1.2.1. Cấu tạo cuống rốn 

Trong quá trình phát triển của phôi thì vào khoảng tuần thứ 5 cuống rốn (dây 

rốn) được hình thành. Để thực hiện quá trình trao đổi chất giữa thai nhi và cơ thể 

mẹ, thì việc đảm bảo sự liên tục giữa thai nhi với bánh nhau được thực hiện qua 

dây rốn [26]. 

Dây rốn là bộ phận kết nối giữa mẹ và thai nhi, giữ vai trò quan trọng trong 

vận chuyển chất dinh dưỡng từ cơ thể mẹ sang thai nhi, đảm bảo sự sinh trưởng của 

thai nhi trong suốt thai kỳ. Chất dinh dưỡng được vận chuyển qua đường máu. Máu 

từ thai nhi được chuyển qua dây rốn sang nhau thai để tiếp xúc với máu người mẹ, 

lấy oxy và các chất dinh dưỡng, sau đó lại qua dây rốn chuyển về thai nhi.  

Dây rốn được bọc bởi màng ối và có cấu tạo gồm có hai động mạch và một 

tĩnh mạch, bao quanh là các mô nhầy hay gelatin, còn gọi là lớp Wharton’s jelly (WJ). 

Dây rốn thường có đường kính khoảng 2 cm và có chiều dài khoảng 50 cm. Ở lớp 

WJ, có thể xác định ba vùng khác nhau bao gồm: lớp mô bao quanh các mạch máu, 

vùng chất nền Wharton và vùng dưới màng ối. Trong các khoảng không gian có hình 

dạng giống như rãnh thuộc vùng chất nền Wharton là các phân tử collagen loại I, III, 

VI. Các phân tử heparin sulfate proteoglycan laminin và collagen loại VI nằm xung 

quanh rãnh này. Các tế bào chất nền là các nguyên bào cơ mảnh có dạng ống biểu 

hiện actin cơ trơn, desmin và vimentin bao quanh các khoảng không gian chứa đầy 

chất nền Wharton dạng rãnh. Chỉ có vimentin và desmin ở dây rốn trong giai đoạn 

phát triển sớm. Các mạch máu được bảo vệ khỏi bị nén là nhờ thành phần và cấu trúc 

của dây rốn và chính cấu trúc này hỗ trợ cho quá trình trao đổi chất giữa dịch ối và 

máu dây rốn (Hình 1.6) [27]. 

 

Hình 1.6. Mặt cắt ngang cấu trúc của dây rốn [27] 
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1.2.2. Ưu điểm của tế bào gốc trung mô từ cuống rốn 

Cuống rốn là một trong những nguồn TBGTM phong phú nhất. các TBG tạo 

máu (Hematopoietic Stem Cell) và TBGTM được tìm thấy trong máu dây rốn, trong 

khi các TBGTM và các TBG biểu mô (Epithelial Stem Cell) được tìm thấy ở màng 

bao dây rốn chứa [28], [29]. Gần đây, đã có nhiều nghiên cứu chứng minh dây 

rốn chứa một số lượng TBG rất dồi dào, ước tính 1 cm2 màng bao dây rốn có thể 

cung cấp 2 triệu TBGTM [26]. Như vậy đây có thể coi là nguồn TBGTM vô tận. 

Hiện nay, các nhà khoa học chứng minh rằng dây rốn là nguồn cung cấp TBG lý 

tưởng nhất, sở dĩ như vậy vì TBG này có rất nhiều ưu điểm vượt trội [30]: 

1. Dễ thu hoạch và xử lý TBG, không gây bất kỳ ảnh hưởng gì đến sức khỏe 

của cả mẹ và con.  

2. Có thể chủ động kiểm soát tình trạng các bệnh truyền nhiễm như HIV, viêm 

gan B, viêm gan C… đối với các mẫu nghiên cứu bằng các xét nghiệm trước sinh 

đối với sản phụ. 

3. Về phương diện tuổi phát triển, TBG dây rốn là TBG nhũ nhi, còn rất trẻ 

nên khả năng phân chia tốt và số lượng tế bào thu được trực tiếp hoặc sau tăng sinh 

in vitro là rất lớn. Các TBG dây rốn không còn là các TBG phôi do vậy không còn 

khả năng tạo ra khối u ác tính như TBG phôi. Đồng thời có thể thu được nhiều loại 

TBG bao gồm các TBG trong máu dây rốn (chứa nhiều TBG tạo máu) và các 

TBGTM và TBG biểu mô từ màng dây rốn, lớp WJ [31]. 

4. TBG từ dây rốn có thể lưu trữ lâu dài để sử dụng điều trị cho chính người 

có dây rốn ấy hoặc người thân trong gia đình họ hoặc cho người khác. Xác định trước 

được kháng nguyên bạch cầu người (human leukocyte antigen– HLA) và các đặc 

điểm khác của mẫu TBG từ trước để họ xem có phù hợp với người bệnh cần điều trị 

bằng TBG hay không, từ đó có thể lấy ngay ra để sử dụng cho điều trị mà không mất 

thời gian tìm kiếm và xét nghiệm cho tế bào [32]. 

5.  Các TBG thu được từ dây rốn và nhau thai biểu hiện HLA ở mức thấp và 

ít bị đào thải trong cấy ghép. Các nghiên cứu đã chỉ ra rằng các tế bào này có tính 

sinh miễn dịch thấp do có chứa ít kháng nguyên hòa hợp mô HLA lớp II đồng 

thời còn tồn tại các kháng nguyên hòa hợp mô của thai (HLA-G) có tác dụng ức 

chế miễn dịch nên dễ được cơ thể nhận chấp nhận khi cấy ghép từ người này sang 
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người khác [33]. Đây là nguồn TBG quan trọng trong việc thay thế tủy xương khi 

không thể tìm được người cho có HLA phù hợp [34]. 

6.  Cuối cùng, có thể kết luận dây rốn là nguồn TBG lý tưởng vì xét về khả 

năng biệt hóa, TBG dây rốn thuộc loại đa tiềm năng, chúng có thể biệt hóa thành các 

loại tế bào như: tế bào máu, tế bào xương, tế bào cơ tim, tế bào sụn, tế bào mỡ, tế 

bào gan,...[35].  

1.3. Tình hình nghiên cứu  

1.3.1. Tình hình nghiên cứu tế bào gốc người 

Kể từ khi TBG phôi vạn năng được phát hiện năm 1981, với đặc tính chúng 

có thể tự làm mới vô thời hạn và biệt hóa thành các tế bào đặc trưng của ba lớp mầm 

nội bì, trung bì và ngoại bì [36]. Tuy nhiên, những nghiên cứu sau đó đã cho thấy 

những mối quan tâm về đạo đức và kỹ thuật, cũng như nguy cơ hình thành các mô 

ung thư nếu sử dụng TBG phôi cấy ghép in vivo [37]. Điều này đã thúc đẩy hướng 

nghiên cứu tìm kiếm các TBG đa năng thay thế TBG phôi từ các nguồn tế bào trưởng 

thành [38]. 

Các TBG trưởng thành của con người là TBG đa năng như TBG tạo máu và 

TBGTM, thường được đánh giá không ảnh hưởng về đạo đức và an toàn hơn so với 

TBG phôi [39]. TBG tạo máu có thể biệt hóa thành tất cả các dòng tế bào máu và tế 

bào miễn dịch, chúng đã được sử dụng để điều trị các bệnh bạch cầu và rối loạn máu 

[40]. TBGTM được phân lập từ nhiều nguồn mô từ các cá thể đã trưởng thành [38]. 

Hiện nay, đã có nhiều các báo cáo về sự biệt hóa của các tế bào này thành các dòng 

khác nhau như tế bào mỡ, tế bào xương và tế bào thần kinh [41]. 

 Tuy nhiên, việc sử dụng các các TBGTM trong điều trị cũng không phải hoàn 

thoàn thuận lợi và dễ dàng, mà nó cũng có những cản trở và khó khăn do một số lý 

do nhất định [38]. Đầu tiên, việc phân lập TBG từ các nguồn trưởng thành bao gồm 

các can thiệp xâm lấn và thường gây đau đớn cho người hiến, cùng với một tỷ lệ biến 

chứng có thể xảy ra đối với người hiến. Thứ hai, mặc dù chúng có khả năng tăng sinh 

và biệt hóa khác nhau, nhưng tiềm năng này thường bị giảm khi nuôi cấy trong điều 

kiện in vitro [42]. Thứ ba, tiềm năng tự đổi mới và biệt hóa của TBG bị ảnh hưởng 

nghiêm trọng bởi tuổi của người hiến, đặc tính di truyền và những yếu tố môi trường 

tiếp xúc với tế bào [43]. 
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Năm 2005, Phan Toàn Thắng và cộng sự thuộc trường Đại học Quốc Gia 

Singapore đã thành công trong việc xác định và phân lập TBG từ màng dây rốn 

(lining membrane of umbilical cord). Lợi thế của nguồn TBG từ màng dây rốn là 

đáp ứng được cả hai yêu cầu là số lượng tế bào và không vi phạm y đức. Mỗi dây 

rốn có đường kính 2 cm và dài 55 cm thì diện tích bề mặt tương đương 330 cm2
 

với 

số lượng tế bào được phân lập trong 3 tuần sẽ đạt được 6 tỷ tế bào, đây thực sự là 

số lượng lý tưởng cho các ứng dụng khác nhau trong y học tái tạo và công nghệ 

mô. Điều quan trọng nữa của công nghệ này liên quan đến chuyên ngành vết thương 

và vật liệu thay thế. Các TBG từ màng dây rốn bao gồm TBGTM và TBG biểu mô. 

Các dấu hiệu đặc trưng TBGTM được xác định bao gồm: dương tính với CD13, 

CD44, CD90 và CD166 và âm tính với CD14, CD34, CD45 và HLA-DR [44]. 

Trong nghiên cứu của Salehinejad và cộng sự năm 2012, nhóm tác giả đã  phân 

lập TBGTM có nguồn gốc từ dây rốn người bằng 4 phương pháp khác nhau: 3 nhóm 

phân lập bằng enzyme: trypsin (Trp), collagenase/trypsin (CT) và 

collagenase/hyaluronidase/trypsin (CHT), và một nhóm phân lập bằng phân tách các 

mảnh mô nhỏ (Exp). Sau đó kết quả phân lập bằng các phương pháp khác nhau được 

so sánh, sử dụng kỹ thuật nhuộm Trypan blue, nhuộm hóa mô miễn dịch và kỹ thuật 

đếm tế bào qua dòng chảy (flow cytometry) để kết luận phương pháp phân lập thích 

hợp nhất [45]. 

Ở cả 4 nhóm trên cho kết quả khác nhau thể hiện ở  khả năng tăng sinh số 

lượng tế bào biểu hiện chỉ thị của các TBGTM phân lập được. Phân tích bằng kỹ thuật 

đếm tế bào qua dòng chảy cho thấy trong tất cả các nhóm đều biểu hiện các chỉ thị 

CD105, CD90, CD73, và CD44, trong khi không thể hiện CD45 và CD34. Trong các 

nhóm khác nhau, các chỉ thị của TBGTM như CD90, CD73, được biểu hiện khác 

nhau: ở nhóm Exp chỉ thị CD73 biểu hiện cao nhất; còn ở nhóm CT và Exp chỉ thị 

CD90 biểu hiện cao nhất. 

Khả năng tăng sinh cao nhất ở nhóm phân lập bằng phân tách các mảnh mô 

nhỏ, 60 ngày là thời gian có thể theo dõi tăng sinh tế bào. Trong khi đó sau khoảng 

30 ngày nuôi cấy ở các nhóm phân lập bằng enzyme, các tế bào không tiếp tục tăng 

sinh với tốc độ đáng kể. 

Ở phương pháp phân lập bằng enzyme, chỉ sau 2 – 3 giờ TBG đã có thể phân 

lập được, trong khi phải mất đến 2 – 3 tuần mới quan sát thấy có tế bào mọc ra ở 
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phương pháp nuôi cấy mảnh mô. Số lượng tế bào ban đầu thu được ít nhất ở nhóm 

Trp (1 × 103 tế bào/cm lớp WJ), nhiều hơn ở nhóm CHT (0,25 × 104 tế bào/cm lớp 

WJ) và nhiều nhất ở nhóm CT (0,5-1 × 104 tế bào/cm lớp WJ. 

Nhóm tác giả cũng quan sát thấy có sự khác nhau về hình thái tế bào giữa 

nhóm phân lập bằng enzyme và. Các tế bào giống nguyên bào sợi chiếm ưu thế và có 

tính đồng nhất cao trong nhóm phân lập bằng nuôi cấy mảnh mô. Trong khi không 

có sự đồng nhất ở quần thể tế bào trong phương pháp enzyme, xuất hiện các tế bào 

tròn nhỏ xen lẫn với các tế bào giống nguyên bào sợi với độ ngắn, dài khác nhau. Kết 

quả phân lập TBG đạt hiệu quả cao nhất khi sử dụng phương pháp phân lập bằng nuôi 

cấy mảnh mô tuy nhiên sẽ tốn nhiều thời gian hơn. Tùy vào mục đích phân lập khi 

phân lập TBG bằng phương pháp sử dụng enzyme thì cần lựa chọn hỗn hợp enzyme 

thích hợp [45]. 

Ở một nghiên cứu khác Karahuseyinoglu và cộng sự đã chỉ ra có thể thu được 

số lượng lớn TBGTM từ cuống rốn trẻ sơ sinh, cụ thể thu được 4x105 tế bào mỗi mẫu, 

hoặc 10x105 đến 15x105 tế bào cho 1 cm cuống rốn [46]. Ngoài ra, một nguồn 

TBGTM dồi dào có thể thu được trong chất nền WJ của cuống rốn. Các tế bào stromal 

giống nguyên bào sợi có rất nhiều trong WJ bản chất là một mô gelatin trong dây rốn 

[47]. Khi tiến hành phân lập và nuôi cấy TBGTM từ màng WJ và từ toàn bộ dây rốn, 

từ ngày 11 và ngày 13 có thể quan sát các tế bào bắt đầu mọc ra. Trong suốt quá trình 

phân lập và nuôi cấy từ 2 loại này thì trong môi trường nuôi cấy đều không có yếu tố 

tăng trưởng được thêm vào. Mật độ tế bào bắt đầu tăng và phát triển chiếm 2/3 đĩa 

nuôi sau khoảng 15 ngày nuôi cấy. Tuy nhiên khi so sánh bằng kính hiển vi đảo ngược 

pha, ở nhóm phân lập nuôi cấy từ màng WJ thì mật độ tế bào cao hơn so với nhóm 

phân lập nuôi cấy từ toàn bộ dây rốn [48]. 

Nghiên cứu TBG ở Việt Nam được thực hiện từ năm 1995, trên các TBG dòng 

tủy. Gần đây, việc nghiên cứu TBG phát triển mạnh với nhiều loại tế bào được nghiên 

cứu như TBG máu cuống rốn. Các nghiên cứu được thực hiện từ cơ bản như đánh giá 

chất lượng, đo đếm thành phần tế bào trong mẫu thu thập được [49]. 

Ghép TBG máu để chữa bệnh về khối u ác tính về huyết học đã có một lịch sử 

lâu dài ở Việt Nam với ca ghép đầu tiên được thực hiện cách đây hơn 20 năm [50]. 

Mặc dù đã có một số trường hợp sử dụng TBG máu tinh khiết với CD34+, hầu hết 

các trường hợp đã sử dụng phần TBG từ tủy xương, máu cuống rốn hoặc máu ngoại 
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vi do nhu cầu về số lượng TBG cần huy động. Cho đến nay, hiện có hơn 750 trường 

hợp ghép TBG máu để điều trị các khối u ác tính tạo máu khác nhau, bao gồm bệnh 

bạch cầu tủy cấp tính, bệnh bạch cầu dòng tủy mãn tính, thiếu máu và beta thalassemia 

[51]. Những ứng dụng này là một phần của điều trị thường quy tại Việt Nam. Hiệu 

quả điều trị đã thay đổi giữa các bệnh viện khác nhau [50].  

Đối với nguồn TBGTM (chủ yếu là TBG làm giàu từ tủy xương) đã được sử 

dụng để điều trị các tình trạng xương khác nhau, chẳng hạn như điều trị lâm sàng bao 

gồm các ca phục hồi gãy xương chi, gãy xương chày, khắc phục hoại tử đầu xương. 

Tất cả các phương pháp điều trị hiện đang được nghiên cứu trong các thử nghiệm lâm 

sàng thí điểm hoặc pha I/ II. Một số báo cáo cho thấy liệu pháp này là khả thi, nhưng 

cho đến nay, không có phương pháp điều trị nào được Bộ Y tế phê duyệt như một 

phương pháp điều trị thông thường. Điều này khác với ghép TBG có nguồn gốc từ 

mô mỡ, đã cho thấy tác động đáng kể đối với viêm xương khớp gối và được chấp 

thuận như là một điều trị tiêu chuẩn trong bệnh viện [50]. Thành công của ca ghép 

TBG có nguồn gốc từ mô mỡ là kết quả của thử nghiệm lâm sàng đa trung tâm, với 

sự tham gia của Bệnh viện Vạn Hạnh (Tp. Hồ Chí Minh) và Bệnh viện Nguyễn Tri 

Phương (Tp. Hồ Chí Minh). Cho đến nay, khoảng 1000 bệnh nhân đã được điều trị 

viêm xương khớp gối bằng liệu pháp này; con số này tiếp tục tăng hàng ngày [51]. 

Ngoài ra, ghép TBG cũng đã được ghi nhận có kết quả trong điều trị thử nghiệm các 

bệnh tự kỷ, bại não…[52]. 

1.3.2. Tình hình nghiên cứu biệt hóa tạo tế bào gan 

1.3.2.1. Tình hình nghiên cứu biệt hóa tạo tế bào gan 

Hiện nay, các bệnh về gan là vấn đề sức khỏe nghiêm trọng trên toàn thế giới. 

Bệnh về gan là một trong những bệnh dẫn đến tỷ lệ tử vong cao và cũng là một trong 

những bệnh có chi phí điều trị cao [53]. Hàng năm có hàng triệu bệnh nhân chết do 

bệnh lý về gan trên toàn thế giới [54]. Sử dụng TBG để chữa trị bệnh gan đã được 

chứng minh có lợi trong hầu hết các trạng thái bệnh về gan. Các nghiên cứu khoa 

học cho thấy vai trò của TBG trong điều trị và chữa khỏi các bệnh khác nhau như xơ 

gan, xơ gan mất bù [55], bệnh di truyền liên quan đến gan [56], bệnh ung thư gan 

[53]. Bởi vì TBG có khả năng biệt hóa tạo thành bất kỳ loại mô, tế bào nào trong cơ 

thể, do đó nó có tiềm năng rất lớn trong điều trị bệnh khác nhau. Liệu pháp TBG có 

thể được coi như là một liệu pháp thay thế cho ghép gan, vì nó có tiềm năng to lớn 
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trong phục hồi bệnh suy gan. Liệu pháp TBG có thể được thự hiện ghép TBG trực 

tiếp hoặc qua một hoặc hai bước trung gian bằng cách biệt hóa định hướng tế bào 

chức năng in vitro [53].  

Nghiên cứu của Mattiucci và cộng sự (2018) đã chứng minh rằng, TBGTM 

dây rốn có thể biệt hóa và điều trị bệnh về gan. Trong nghiên cứu này, nhóm tác giả 

đã sử dụng TBG màng dây rốn được phân lập và nhân nuôi trong môi trường in vitro 

và tiến hành biệt hóa tạo thành tế bào có chức năng của tế bào gan. Các tế bào được 

cấy ghép cho chuột mô hình với bệnh gan đặc trưng, sau đó tiến hành theo dõi đánh 

giá chuột sau cấy ghép. Kết quả cho thấy, tế bào đã khu trú vào khu vực gan chuột 

bị bệnh và quá trình cấy ghép tế bào đã góp phần vào phục hồi chức năng của chuột 

thí nghiệm. Nghiên cứu cũng chỉ ra rằng, kết quả ghép TBG màng dây rốn cho hiệu 

quả tương tự ghép tế bào gan tươi [43]. 

Để tìm giải pháp điều trị các bệnh liên quan đến gan, một số mô hình đã được 

phát triển để dự báo khả năng bị tổn thương gan ở người [57]. Tế bào gan tươi được 

phân lập từ người hiến được công nhận là "tiêu chuẩn vàng" để đánh giá quá trình 

chuyển hóa trao đổi chất trong gan và độc tính của thuốc [58]. Tế bào gan tươi thể 

hiện rất nhiều các enzyme chuyển hóa khi thử nghiệm các loại thuốc trong nhiều 

ngày nuôi cấy mô sau phân lập. Tuy nhiên, biểu hiện enzyme giảm đi rõ rệt trong 

quá trình nuôi cấy tế bào, nguyên nhân có thể do tế bào nuôi in vitro không thể đáp 

ứng được các phản ứng sinh học ngày càng phức tạp. Ngoài sự không ổn định, tế 

bào gan tươi khó có thể sử dụng rộng rãi được vì khan hiếm nguồn cung tế bào có 

chất lượng [42]. 

Ngược lại với tế bào gan tươi, các tế bào ung thư gan có khả năng nhân nuôi 

tăng sinh để duy trì, giá thành rẻ và dễ dàng để xử lý [59]. Tuy nhiên, ngoài những 

lợi thế trên, do sự thiếu hụt một số con đường tín hiệu tế bào quan trọng nên kiểu 

hình tế bào ung thư thường không biểu hiện chính xác kiểu hình như tế bào gan bình 

thường [60]. Ví dụ, các tế bào Huh7.5 được sử dụng để nghiên cứu virus viêm gan 

C (HCV) có khả năng nhân rộng nhưng không lý tưởng để nghiên cứu sự tương tác 

với virus tế bào chủ do khiếm khuyết trong con đường gen 1 cảm ứng retinoic [61]. 

Ngoài ra, các dòng tế bào ung thư gan hạn chế hiển thị năng lực trao đổi chất trong 

với một số loại thuốc do biểu hiện gen Cytochrome P450 (CYP) kém. Với sự ra đời 

của công nghệ TBG đa năng, hiện nay các dòng tế bào gan có nguồn gốc di truyền 
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rõ ràng có thể sản xuất ở mức độ đáp ứng được nhu cầu của các nghiên cứu thử 

nghiệm. Đây là hướng nghiên cứu có tiềm năng mang tính cách mạng cho y học hiện 

đại của TBG được khai thác phục vụ nghiên cứu bệnh và thử nghiệm các loại thuốc 

mới [60]. 

 

Hình 1.7. Mô hình sử dụng tế bào gan biệt hóa từ tế bào gốc [59] 

Hiện nay, có một số dòng tế bào gan được biệt hóa từ TBG đa năng của người 

đã được thương mại hóa. Các công ty cung cấp lớn đều ở Mỹ và Nhật Bản 

(Yokohama; iCell; Otsu), các công ty này cung cấp các loại tế bào có đặc điểm và 

có chức năng phục vụ cho những thí nghiệm cụ thể. Một yếu tố quan trọng đối với 

các dòng tế bào biệt hóa sản xuất thương mại là chúng sẽ được định hướng cho việc 

sử dụng để kiểm soát chất lượng thuốc và các xét nghiệm sàng lọc các chất có hoạt 

tính sinh học và thử nghiệm độc tính của các hoạt chất cụ thể [62]. Chi phí của một 

đĩa 24 hoặc 96 giếng chứa tế bào khoảng 2500 USD đối với đơn đặt hàng của các 

nhà nghiên cứu Hàn Quốc từ các nhà cung cấp từ của Mỹ, và có thể mất 3-6 tháng 

để nhận được đĩa tế bào gan biệt hóa theo yêu cầu đang nuôi trên đĩa mô hình thử 

nghiệm [60]. Thông tin về quá trình đánh giá gen biểu hiện, chuyển hóa enzyme 

hoặc khả năng kháng thuốc của các dòng tế bào gan biệt hóa không được cung cấp 

rõ ràng, do đó việc sử dụng các tế bào có sẵn trên thị trường thường bị bó hẹp, thiếu 

linh hoạt và thay đổi mục đích sử dụng các dòng tế bào đặt hàng thường gặp khó 

khăn. Theo thông tin từ Cellular Dynamics International (CDI), tổ chức được thành 
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lập bởi James Thomson, báo cáo rằng dòng tế bào gan iCell® của họ biểu hiện 1936 

vị trí hấp thụ, phân bố, chuyển hóa, và đánh dấu bằng hơn 200 gen chỉ thị, trong đó 

bao gồm tất cả các gen được giám sát của Cục Quản lý Thực phẩm và Dược phẩm 

Hoa Kỳ (FDA). Tuy nhiên các gen biểu hiện đặc trưng của dòng tế bào lại không 

được báo cáo. Do đó, vào thời điểm này, việc sử dụng tế bào gan biệt hóa để dự đoán 

và sàng lọc các độc tố của các loại thuốc mới được sử dụng song song với các dòng 

tế bào gan người [60]. 

Hiện nay, Công ty Takara Bio Europe AB mua Cellectis Europe vào năm 

2014 và Fujifilm Holdings Corp mua CDI-Mỹ, do đó các công ty Nhật Bản 

(ReproCell, Takara Bio Inc, và Fujifilm Holdings Corp) thực hiện đầy đủ các nhu 

cầu cung cấp tế bào gan biệt hóa ở châu Á, Mỹ và châu Âu [62]. Nói chung, mang 

một loại thuốc mới ra thị trường chi phí khoảng 800 triệu USD với khoảng 10% thị 

trường tăng trưởng mỗi năm. Công ty dược phẩm đầu tư khoảng 1,5 tỷ USD để phát 

triển một loại thuốc mới, và nó thường mất 10-15 năm trước khi thuốc của họ được 

đưa ra thị trường; 9 trong số 10 loại thuốc ở giai đoạn lâm sàng sẽ không vượt qua 

kiểm soát chất lượng trước khi ra thị trường [63]. Khoảng 20% các loại thuốc được 

lưu hành mà không qua bất kỳ thử nghiệm nào trên tế bào gan hoặc thử nghiệm độc 

tính với tim trong thời gian thử nghiệm tiền lâm sàng [64]. Cuối cùng, khoảng 5% 

các loại thuốc ứng cử viên trong quá trình phát triển có thể trở thành sản phẩm được 

cấp phép [65]. Nghiên cứu và chi phí phát triển cao đang dẫn đến giá thuốc cao, vì 

vậy điều quan trọng để phát triển các phương pháp để tối ưu hóa sự biệt hóa thành 

thục chức năng của tế bào gan biệt hóa là hướng nghiên cứu được nhiều phòng thí 

nghiệm nổi tiếng trên thế giới quan tâm. Đồng thời, chúng ta nên mở rộng kiến thức 

về cơ chế biệt hóa và những sai khác giữa các dòng tế bào gan biệt hóa và các dòng 

tế bào gan phân lập từ người sử dụng trong điều kiện in- vitro và in vivo, cũng như 

ứng dụng lâm sàng. 

1.3.2.2. Các hướng biệt hóa tạo tế bào gan 

a. Nghiên cứu in vivo và in vitro 

Năm 2013, nhóm khoa học Nhật Bản, tại Đại học quốc gia Yokohama thực 

hiện cấy ghép các TBG đa năng được phân lập từ da và máu người vào gan chuột. 

Sau đó họ nhận thấy các mạch máu của TBG người kết nối được với các mạch máu 
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trên cơ thể chuột thí nghiệm, và bắt đầu thực hiện nhiều chức năng của các tế bào 

gan ở người trưởng thành [66]. 

Tháng 10 năm 2015 các nhà khoa học tại Đại học Jerusalem Hebrew (Israel) 

tạo ra bước đột phá mới khi nuôi cấy thành công tế bào gan người có chức năng. Kết 

quả nghiên cứu được công bố trên tạp chí Nature Biotechnology. Thành công này có 

thể thúc đẩy một loạt nghiên cứu và ứng dụng liên quan đến gan, từ nghiên cứu độc 

tính thuốc đến việc tạo ra gan sinh học nhân tạo hỗ trợ cho bệnh nhân chờ ghép. 

Đáng tiếc là trong khi gan có thể tái sinh nhanh chóng trong cơ thể, thì khả năng này 

nhanh chóng mất đi khi các tế bào gan được lấy khỏi cơ thể. Đến nay, những nỗ lực 

để tăng sinh tế bào gan người trong phòng thí nghiệm đã tạo ra các tế bào ung thư 

bất tử có chức năng chuyển hóa kém. Nguồn cung cấp tế bào gan người khá hiếm 

hoi và rất khó để tăng sinh chúng mà không làm mất chức năng. Đây là một trở ngại 

lớn cho phát triển khoa học, lâm sàng và dược phẩm. Cần có các nghiên cứu tiếp 

theo giải quyết vấn đề này [67]. 

Cũng trong năm 2015, nhóm nghiên cứu của tiến sĩ Roel Nusse - Đại học 

Stanford - Mỹ đã xác định được một quần thể phát triển hạt nhân và các tế bào tự 

đổi mới tiếp giáp với các tĩnh mạch trung tâm trong gan. Những tế bào ngoại vi biểu 

hiện chỉ thị Tbx3 (T-box 3), là lưỡng bội, và do đó khác với tế bào gan trưởng thành, 

mà chủ yếu là đa bội. Các tế bào con cháu của các tế bào Tbx3 biệt hóa thành tế bào 

gan đa bội có thể thay thế tất cả các tế bào gan dọc theo gan trong quá trình đổi mới 

cân bằng nội môi (Biological homeostasis). Quần thể của các TBG gan được duy trì 

bởi các tín hiệu Wnt (các gen cấu trúc liên quan mã hóa tiết ra các protein truyền tín 

hiệu) được cung cấp bởi các tế bào nội mô trong tĩnh mạch trung tâm liền kề [68].  

Mặc dù đã có nhiều yếu tố làm tác nhân biệt hóa TBGTM thành tế bào gan 

đã được khảo sát. Cơ chế chính xác của quá trình biệt hóa thành tế bào gan vẫn chưa 

được hoàn toàn sáng tỏ.  

b. Sử dụng hóa chất cảm ứng biệt hóa 

Một số hormone, cytokine, vitamin, các ion Ca2+...một số hóa chất hay sử 

dụng trong cảm ứng biệt hóa tế bào như Dexamethason, Indomethacin, 

Hydrocortison, TGF-β…với một hàm lượng và tỷ lệ nhất định tùy thuộc vào mỗi 

một loại tế bào. Các hóa chất tác động lên tế bào làm tế bào thay đổi sự biểu hiện 

của gen, hoặc đóng một số gen đang hoạt động và mở một số gen chưa hoạt động. 
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Những thay đổi này dẫn đến tế bào biến đổi theo chiều hướng phù hợp với kích thích, 

và sẽ tạo thành một kiểu tế bào chuyên biệt nào đó. Ngoài ra, các nhân tố tăng trưởng 

thu nhận từ các dịch mô cũng được xem là chất biệt hóa định hướng [69]. 

Tác dụng DMSO đã được đánh giá là một yếu tố có khả năng biệt hóa TBG 

thành tế bào gan. Tuy nhiên, việc sử dụng DMSO vẫn có những khác biệt trong một 

số nghiên cứu. Đối với TBG phôi, theo Pal và cộng sự (2012), hình thái tế bào có 

thể thay đổi đáng kể và một số gen đặc trưng của tế bào gan được biểu hiện khi tiến 

hành sử dụng DMSO như một tác nhân biệt hóa [70]. Điều đáng chú ý là khi sử dụng 

kết hợp DMSO với một số yếu tố phiên mã thì sau 21 ngày xử lý thì  một số chỉ thị 

đặc trưng của tế bào gan đã biểu hiện [71]. Tuy nhiên cho đến nay vẫn còn thiếu một 

phương thức đạt hiệu thích hợp nhất trong việc sử dụng DMSO như là một tác nhân 

để biệt hóa thành tế bào gan từ TBG cuống rốn. 

c. Biệt hóa bằng các chất nền 

Biệt hóa bằng các chất nền dựa vào sự tương tác giữa tế bào và chất nền trong 

nuôi cấy tế bào in vitro. Tế bào hoạt động nằm trong chất nền ngoại bào ECM (Extra 

cellular matrix). ECM có chứa các hợp chất cao phân tử như collagen, laminin, 

fibronectin... Ngoài vai trò làm cấu trúc như một giá thể cho các tế bào, ECM còn có 

vai trò sinh lý như một vi môi trường của các tế bào. Mỗi mô khác nhau có thành 

phần ECM của riêng nó. Do đó, việc bổ sung ECM thích hợp vào nuôi cấy in vitro 

giúp các TBG có thể biệt hóa thành các tế bào mong muốn [72]. 

Trong phát triển gan, một số yếu tố tăng trưởng (Grow Factor – GF) và các 

thành phần của chất nền ngoại bào ECM dẫn đến sự biệt hóa của tế bào nhu mô gan. 

Nhóm nghiên cứu của Suzuki và cộng sự đã tiến hành các thí nghiệm để kiểm tra tác 

động trực tiếp của GF và ECM trong biệt hóa TBG thành tế bào gan. Kết quả cho 

thấy các yếu tố tăng trưởng tế bào gan gây ra quá trình chuyển đổi albumin (ALB), 

biệt hóa TBG thành tế bào tiền thân gan. Sau đó oncostatin M (OSM) đẩy mạnh sự 

biệt hóa để tryptophan 2-3 dioxygenase (TO) biểu hiện trong tế bào gan trưởng 

thành. Trong quá trình chuyển đổi này, ECM là cần thiết để biệt hóa các TBG và tiền 

chất, nhưng hiệu ứng của chúng chỉ là hỗ trợ [73]. 

Chất nền ngoại bào ECM qua trung gian sự khác biệt biệt hóa TBG phôi người 

thành các tế bào beta tuyến tụy, đã thu được các tế bào chức năng mà tiết ra insulin 

đáp ứng glucose trong mô hình chuột bị tiểu đường. Tuy nhiên chưa sáng tỏ những 
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tín hiệu sinh hóa và cơ chế dẫn đến sự biệt hóa [74]. 

Tương tác giữa TBG và chất nền ngoại bào ECM là điều kiện tiên quyết để 

gây ra biệt hóa tạo dòng tế bào cụ thể và duy trì chức năng sinh học của các TBGTM 

bằng cách cung cấp một tập hợp các chất hóa học và các tín hiệu cấu trúc. Các tế bào 

trung mô tủy xương được nuôi cấy trên hệ thống ECM cho thấy một hình dạng trục 

có khả năng tăng sinh mạnh mẽ và một mức độ ức chế của các loại oxy phản ứng 

trong tế bào. Những kết quả này chứng minh rằng ECM có thể là một phương pháp 

hiệu quả để tạo thuận lợi cho sự trưởng thành của gan.   

d. Biệt hóa bằng tổ hợp các cytokine và hóa chất 

Nguồn tế bào gan biệt hóa từ các TBG cảm ứng hoặc TBGTM, nguồn TBG 

hiện diện trong các mô dễ tiếp cận như mô mỡ, máu và tủy xương. Chúng có các đặc 

tính giống như TBG, có khả năng tự đổi mới và đa dạng hóa, bao gồm cả các tế bào 

gan biệt hóa in vitro [75]. Trong hầu hết các phương pháp biệt hóa, TBGTM có thể 

được định hướng biệt hóa thành tế bào có chức năng gan thông qua các giai đoạn 

biệt hóa (quá trình biệt hóa gây ra bởi các tác nhân FGF, HGF và các thành phần 

khác) và giai đoạn trưởng thành tế bào gan (gây ra bởi OSM và dexamethasone) để 

tạo thành một kiểu hình đặc trưng của tế bào gan chưa trưởng thành [76]. 

Trong điều kiện in vitro, các tác nhân trong trường hợp tế bào được biệt hóa 

bởi các cytokine chẳng hạn như yếu tố tăng trưởng tế bào gan (HGF), yếu tố tăng 

trưởng tế bào biểu bì (EGF), yếu tố tăng trưởng nguyên bào sợi (FGF), OSM, yếu tố 

tăng trưởng biến đổi (TGF), yếu tố tăng trưởng giống insulin (IGF), bFGF, yếu tố ức 

chế bạch cầu (LIF) và protein hình thái xương (BMP), có thể hoạt hóa tế bào để biệt 

hóa TBGTM thành tế bào gan [77]. Vì các loại cytokine và các hợp chất hóa học đã 

cho thấy những tác động nhất định đối với sự biệt hóa của TBGTM, một số cơ chế 

của cytokine và sự kết hợp các giao thức của cytokine đã được khám phá, trong khi 

những loại khác vẫn chưa rõ ràng [78]. 

Yếu tố tăng trưởng tế bào gan (HGF) đóng vai trò là tín hiệu khởi đầu của quá 

trình tái tạo gan, HGF liên quan đến sự phát triển nội tiết trong quá trình phát triển 

phôi thai [77]. 

Oncostatin M (OSM) là thành viên phân họ của IL-6, OSM hạn chế hoạt động 

của các tế bào u ác tính A375 và có khả năng kích thích sự trưởng thành của các tế 

bào nhu mô gan và chấm dứt chức năng gan phôi thai.  
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Yếu tố ức chế bạch cầu (LIF) là một thành viên khác của IL-6, liên quan đến 

việc thu nhận các đặc điểm tế bào gan trong quá trình biệt hóa từ tế bào trung mô tủy 

xương như protein và biểu hiện gen của các dấu hiệu gan. Protein hình thái xương 

được xác nhận là có liên quan đến sự điều hòa tế bào của sự tăng trưởng, sinh sản, 

biệt hóa và apoptosis của tế bào gan. Một thành phần khác là BMP-2,7 đóng vai trò 

quan trọng trong việc giúp TBGTM tạo ra các yếu tố phiên mã như Runx-2 và Osterix 

[78]. 

Một hợp chất hóa học quan trọng là dexamethasone (DEX), tạo ra sự biểu 

hiện của yếu tố hạt nhân 4 và CCAAT chất tăng cường protein alpha, hai yếu tố này 

thuộc về yếu tố hạt nhân tế bào gan và là yếu tố phiên mã quan trọng giúp tế bào biệt 

hóa thành tế bào có chức năng gan [78]. Sự biểu hiện của các phân tử ức chế tăng 

trưởng tế bào gan như thụ thể chemokine CXC, cyclooxygenase 2 và yếu tố gây thiếu 

oxy bị ức chế bởi DEX. Quá trình hoạt hóa TBGTM bước vào con đường biệt hóa 

tạo thành tế bào gan được mô tả ở hình 1.11. Một số phân tử nhỏ có thể thúc đẩy sự 

biệt hóa của TBGTM thành tế bào giống tế bào gan được hoạt hóa bởi các chất có 

cấu trúc phân tử nhỏ, các cytokine. Sau đó, các chất như HGF, và OSM….. tiếp tục 

thúc đẩy quá trình thành thục tế bào gan. Cuối cùng các thành phần như DAPT và 

A8301 ngăn chặn sự biệt hóa của tế bào tiền thân gan thành các tế bào chức năng 

gan [79]. 

 

Hình 1.8. Các phân tử nhỏ tạo tế bào có chức năng gan hoặc thúc đẩy sự trưởng 

thành của tế bào giống với tế bào gan [78] 
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Trong số tất cả các cytokine và các yếu tố tăng trưởng này, HGF, EGF, TGF 

và aFGF là những cytokine được sử dụng nhiều nhất để nghiên cứu biệt hóa tạo tế 

bào gan. Tuy nhiên, HGF được xem là cytokine quan trọng cho quá trình biệt hóa 

trong giai đoạn phát triển sớm của TBGTM người thành tế bào gan [75]. Các loài 

khác nhau, nguồn phân lập khác nhau của của TBGTM cũng được đánh giá là tiếp 

nhận các tín hiệu biệt hóa khác nhau [80]. Việc kích thích cytokine tối ưu, liều lượng, 

thời gian và sự kết hợp để có hiệu quả biệt hóa cao nhất từ các TBGTM nên được tổ 

chức khảo sát theo các nguồn và loại TBG (như TBG phôi, TBGTM tủy xương hoặc 

TBG gan) [75]. Hiện nay công thức các yếu tố tăng trưởng cytokine/tăng trưởng tối 

ưu được kết hợp nhau tạo ra tế bào gan vẫn còn ở giai đoạn phát triển chưa hoàn 

thiện [79]. 

e. Đồng nuôi cấy với các tế bào đã biệt hóa 

Khi thực hiện đồng nuôi cấy, TBG và tế bào đã biệt hóa tương tác mật thiết 

với nhau, dẫn đến sự truyền các tín hiệu phân tử một cách hiệu quả gây ra sự biệt 

hóa ở TBG [72]. Nhóm nghiên cứu của Stecklum đã sử dụng TBG máu cuống rốn 

đồng nuôi cấy với tế bào alpha gan chuột AML12 [81]. So sánh hiệu quả mẫu mô tế 

bào bằng cách tương tác tế bào trực tiếp hoặc bởi các yếu tố hòa tan (soluble factors) 

trong tế bào gan. Nhóm nghiên cứu đã bắt chước in vitro cấy ghép tiền lâm sàng sử 

dụng tế bào của con người trong chuột. Kết quả không có sự thay đổi lớn trong tế 

bào như các hình thái tế bào ngoại trừ có sự hiện diện cao hơn một số cấu trúc quan 

sát. Đồng nuôi cấy dẫn đến sự biệt hóa, tăng biểu hiện của SOX17, Cx32 và Cx43, 

cũng như CK8 biểu mô và CM19. Nhóm tác giả cũng chỉ ra rằng để từng bước nghiên 

cứu cảm ứng biệt hóa tế bào có thể sử dụng phương pháp đồng nuôi cấy [81]. 

f. Biệt hóa bằng phương pháp chuyển gen 

Phương pháp này thường được sử dụng để điều hòa sự biệt hóa TBG phôi. 

Đưa gen cần chuyển vào tế bào nhằm bổ sung một số gen hoạt động vào hệ gen của 

TBG phôi, khởi động sự biệt hóa TBG theo con đường tạo thành tế bào chuyên hóa 

mong muốn. 

Một số nghiên cứu biệt hóa các TBG cuống rốn thành tế bào gan đã mở ra hy 

vọng cho hàng trăm triệu bệnh nhân xơ gan và ung thư gan [82], [83]. Đã có công 

bố biệt hóa thành tế bào gan từ TBGTM phân lập từ cuống rốn do Ren và cộng sự 

tiến hành (2010) [39], [84]. Mặc dù vậy, vẫn còn có nhiều điều chưa rõ về cơ chế 
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biệt hóa thành tế bào gan từ TBGTM cuống rốn. Gen HNF4α là một trong số các 

yếu tố phiên mã đang được tập trung nghiên cứu bên cạnh việc thay đổi môi trường 

biệt hóa sử dụng một số tác nhận như yếu tố sinh trưởng như FGF (Fibroblast Growth 

Factor) hoặc DEX,… 

Hầu hết trong cơ thể động vật, từ động vật biển cho đến cơ thể người đều tìm 

thấy HNF4, đây là một trong những receptor có tính bảo thủ rất cao trong nhân tế 

bào [85], [86]. Trong tuyến tụy, ruột kết, ruột non, gan, thận đều thấy biểu hiện 

Protein HNF4α, tuy nhiên biểu hiện của protein này chiếm đa số trong gan [87]. 

Khoảng 100 gen trong đó có hepatocyte factor 1-alpha, một yếu tố phiên mã điều hòa 

sự biểu hiện của một gen liên quan đến gan được biểu hiện do sự kiểm soát của Protein 

được mã hóa bởi gen HNF-4α. Trong sự phát triển của gan, thận và tuyến ruột, một 

trong những gen đóng vai trò quan trọng được biết đến là gen HNF-4α. Trong quá 

trình định hướng biệt hóa thành tế bào gan, Gen HNF-4α đã được chứng minh có thể 

hoạt động như một gen chi phối trong các tác nhân phiên mã [6]. 

Một số nghiên cứu cho thấy sự biểu hiện quá mức của HNF4α trong hệ thống 

nuôi cấy TBG có thể đảm bảo cho sự cảm ứng biệt hóa thành tế bào gan và các chức 

năng của tế bào giống như tế bào gan. Nhờ đó, các tế bào có biểu hiện tổng hợp 

HNF4α sẽ kích hoạt các gen đặc hiệu định hướng tế bào gan khác và tăng cường 

trạng thái biệt hóa của TBGTM [88]. Tuy nhiên, chưa có công bố chính thức nào về 

việc ứng dụng tác nhân HNF4α để biệt hóa TBG cuống rốn thành tế bào gan cho đến 

nay. 

1.3.2.3. Tình hình nghiên cứu ứng dụng tế bào gốc trong biệt hóa và điều trị các 

bệnh lý về gan tại Việt Nam 

Tại Việt Nam, năm 2013, Đoàn Chính Chung và cộng sự đã biệt hóa TBGTM 

từ màng cuống rốn thành tế bào gan sử dụng phương pháp biệt hóa dựa vào sự thay 

đổi môi trường nuôi cấy. Nhóm tác giả đã chứng minh tế bào gốc từ màng cuống rốn 

có khả năng biệt hóa thành tế bào có chức năng gan, cụ thể tế bào sau biệt hóa biểu 

hiện các chỉ thị ALB, AFP, CK18, CK19 và có khả năng dự trữ glycogen sau 21 ngày. 

Tuy nhiên, sự lựa chọn các yếu tố bổ sung vào môi trường và thời gian cảm ứng cần 

được xem xét để tăng hiệu quả biệt hóa [89]. 

Năm 2014, Nguyễn Thị Kim Nguyền và cộng sự khảo sát khả năng biệt hóa 

của TBGTM bằng cách bổ sung hóa chất vào môi trường biệt hóa, nhóm nghiên cứu 
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đã biệt hóa được tế bào giống tế bào gan in vitro từ TBG thu nhận từ mô mỡ (Adipose-

Derived Stem Cells-ADSCs). Kết quả là tế bào giống tế bào gan với những biểu hiện 

giống tế bào nhu mô gan về mặt hình thái có thể được biệt hóa từ ADSCs, ngoài ra 

các tế bào này cũng có khả năng dự trữ glycogen và biểu hiện các gen: CK18, CK19, 

albumin, α-fetoprotein khác biệt so với nhóm đối chứng [90]. 

Năm 2015, Trương Thị Hải Nhung cùng nhóm nghiên cứu tại Đại học Khoa 

học Tự nhiên – Đại học Quốc gia Thành phố Hồ Chí Minh đã nghiên cứu điều trị 

thực nghiệm bệnh xơ gan trên mô hình chuột bị xơ gan sử dụng liệu pháp TBG. 

TBGTM được phân lập và tăng sinh từ mô mỡ chuột, sau đó được cảm ứng và biệt 

hóa thành tế bào gan bằng hóa chất và dịch chiết tế bào gan. Kết quả cho thấy, 

TBGTM phân lập từ mô mỡ chuột có khả năng biệt hóa thành tế bào giống tế bào 

gan, sử dụng TBGTM với liều 5x105 tế bào/con cho hiệu quả điều trị xơ gan trên 

chuột [91]. Tiếp theo kết quả nghiên cứu này, Nguyễn Minh Thư và cộng sự (2021) 

cũng đã tiến hành thí nghiệm tiêm TBGTM từ dây rốn với liều 5x105 tế bào/con trên 

chuột tổn thương gan do tắc mật. Sau 12 ngày điều trị, so với nhóm đối chứng tiêm 

PBS, chuột tiêm TBGTM có tỷ lệ sống cao (100%), giảm tổn thương gan, giảm diện 

tích xơ gan thông qua diện tích hoại tử trung bình là 7,529%, sự tích lũy collagen 

trong gan trung bình là 1,968% và tỷ lệ dương tính của protein α-SMA là 1,427% 

[92]. 

Trong nghiên cứu lâm sàng, năm 2021, nhóm tác gỉả Đào Trường Giang tại 

học viện quân y cùng các bác sĩ bệnh viện Trung ương quân đội 108 đã đánh giá kết 

quả của ghép tế bào gốc tủy xương tự thân để điều trị xơ gan mất bù do viêm gan B 

ở 29 bệnh nhân và điều trị phác đồ chung cho bệnh nhân xơ gan. Thu thập 300ml dịch 

tủy xương, sau đó lọc khối tế bào đơn nhân, truyền vào qua qua động mạch gan. Các 

bệnh nhân được theo dõi trong 12 tháng và đánh giá kết quả dựa trên xét nghiệm cận 

lâm sàng và thang điểm theo dõi tình trang xơ gan (Child- Pugh, MELD ) tại thời 

điểm 6 và 12 tháng. Kết quả ghép tế bào gốc ở bệnh nhân xơ gan bước đầu cải thiện 

chức năng gan, điểm Child- Pugh, có thể mang lại hiệu quả ở bệnh nhân xơ gan mất 

bù do virus viêm gan B. Tuy nhiên vẫn cần những nghiên cứu sâu hơn để cân bằng 

hiệu quả sự an toàn với sự đổi mới của nghiên cứu cấy ghép tế bào gốc nhằm điều trị 

hiệu quả bệnh gan giai đoạn cuối [93]. 
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Với những ưu điểm của tế bào gốc trung mô cuống rốn mang lại và những lợi 

thế của hệ thống Tet-On so với các hệ thống biểu hiện gen được điều hòa khác. Đề 

tài nghiên cứu này của chúng tôi sẽ cung cấp đầy đủ các thông tin về khả năng biệt 

hóa tạo tế bào có chức năng gan từ nguồn TBGTM phân lập từ cuống rốn trẻ sơ sinh. 

Đồng thời đề tài là nghiên cứu đầu tiên biểu hiện quá mức gen HNF4α bằng việc sử 

dụng hệ thống Tet-ON để biệt hóa TBGTM cuống rốn thành tế bào biểu hiện một số 

đặc trưng của tế bào gan. Kết quả của đề tài sẽ góp phần cung cấp thông tin về khả 

năng biệt hóa tạo tế bào có chức năng gan để từ đó có thể ứng dụng kết quả vào hướng 

tạo tế bào gan, thử nghiệm dược phẩm cũng như mở rộng nghiên cứu ở mức độ cao 

hơn về cơ chế của quá trình biệt hóa này, để sử dụng trong điều kiện in vitro và in 

vivo, cũng như ứng dụng lâm sàng. 
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Chương 2. VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1. Sơ đồ nghiên cứu 

 

Hình 2.1. Sơ đồ nghiên cứu 
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2.2. Vật liệu, hóa chất nghiên cứu  

2.2.1. Mẫu nghiên cứu 

Mẫu nghiên cứu trong luận án thực hiện dưới sự hỗ trợ từ đề tài “Nghiên cứu 

biệt hóa tạo tế bào chức năng gan từ tế bào gốc người và chuột” - đề tài cấp Viện Hàn 

lâm Khoa học và Công nghệ Việt Nam mã số: VAST.ĐL.03/16-17 đã nghiệm thu do 

TS. Nguyễn Văn Hạnh chủ trì, cam kết thực hiện đúng nguyên tắc về đạo đức trong 

nghiên cứu. 

Mẫu cuống rốn được thu từ những sản phụ khỏe mạnh (thai kỳ đủ tháng, có 

kết quả âm tính với các xét nghiệm sàng lọc bệnh nhiễm trùng, bao gồm virus HIV, 

virus viêm gan B, virus viêm gan C, virus CMV và vi khuẩn giang mai) đồng ý hiến 

tặng, đồng ý qua phiếu tình nguyện tham gia nghiên cứu (phụ lục 1).  Người hiến tặng 

được giải thích rõ ràng về mục đích sử dụng của mẫu vật và việc quản lý, sử dụng 

các mẫu vật đảm bảo tuân theo các quy định về y đức trong bản cung cấp thông tin 

nghiên cứu (phụ lục 2). Danh sách cá nhân tình nguyện tham gia nghiên cứu (phụ lục 

3) tuân thủ theo nguyên tắc bảo mật được thể hiện trong bảng cung cấp thông tin 

nghiên cứu.  

2.2.2. Địa điểm nghiên cứu 

 Nghiên cứu trong luận án được thực hiện tại Viện Công nghệ sinh học – Viện 

Hàn lâm Khoa học và Công nghệ Việt Nam, số 18, Hoàng Quốc Việt, Nghĩa Đô, Cầu 

Giấy, Hà Nội. 

2.2.3. Hóa chất và các bộ kit sử dụng 

 Hóa chất: PBS (pH 7,4, Gibco, 15374875), DMEM/F12 (Gibco, 10565018), 

DMEM low glucose (Sigma, D5523), FBS (Sigma, F4135), FBS (Pan Biotech, P30-

1302), BSA (Fatty acid free, Sigma, A8806) bFGF (Sigma, F3685), hEGF (E9644), 

HGF (Sigma, H9661), L- glutamin (Sigma, G7513), Insulin-transferrin-selenium 

(ITS-G, Gibco, 41400045), Penicillin/ Streptomycin (Sigma, P4333); Streptomycin 

sulfate (Sigma S-9137), Penicillin-G (Sigma P-3032), Amphotericin (Sigma, 

PHR1662), Doxycycline (Biobasic, DB0889), Ciprofloxacin (Sigma, 17850), DMSO 

(Sigma, D2650), Colchicine (≥95% HPLC, Sigma, C9574), Oil Red O (Merck, 

1052300025), Alizarin Red (Sigma, A5533), L-ascorbic acid 2-phosphat (AsAP) 

(Sigma, A8960), β- glycerolphosphate (Sigma, G9422), Dexamethasone (D4902), 
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Oncostatin M (209aa, Sigma, SRP3130), Trichostantine A (Sigma, T8552), Trypsin 

EDTA (0,25%, phenol red, Gibco, 25200056), Nước (nuclease free, Sigma, W4502), 

CO2 (Messer, R744), Hoechst 33342 (Sigma 14533), Hematoxylin (Mayer’s, Sigma, 

MHS16), pTRE-tight-BI (Clontech, 631067), pTet-DualON (Clontech, 631112), NsiI 

(New England Biolabs, R0127S), PacI (New England Biolabs, R0547S), T4 DNA 

ligase (New England Biolabs, M0202S), LB broth powder (Bio Basic, SD7002). 

Các bộ kit sử dụng: RNeasy Mini Kit (QIAGEN, 74104), QIAquick Gel 

Extraction Kit (QIAGEN, 28704), QIAGEN OneStep RT-PCR kit (QIAGEN, 

210212), GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Thermo Scientific, K0502), 

Lipofectamine™ LTX Reagent with PLUS™ Reagent (Invitrogen, A12621), MSC 

phenotyping kit (Miltenyi Biotec, 130-125-285), kit nhuộm miễn dịch huỳnh quang 

(Santa Cruz Biotechnology, INC), Periodic Acid-Schiff kit (Sigma, 395B). 

2.2.4. Thiết bị nghiên cứu 

Các thiết bị nghiên cứu được trình bày trong Phụ lục 4. 

2.2.5. Môi trường thao tác, nuôi cấy, bảo quản 

Các môi trường phân lập, nuôi cấy TBGTM cuống rốn, môi trường đông lạnh 

tế bào, môi trường biệt hóa tạo tế bào có chức năng gan được trình bày trong Phụ lục 

5. 

2.3. Phương pháp nghiên cứu 

2.3.1. Thu nhận, phân lập và nhân nuôi tế bào  

 Mẫu cuống rốn được thu nhận ngay sau khi em bé được sinh ra, dung dịch bảo 

quản được sử dụng là dung dịch PBS có chứa 100 IU/mL penicilin, 100 mg/mL 

streptomycin (Sigma) và 0,25 mg/mL amphotericin (Sigma). Mẫu thu thập bảo quản 

ở 4oC và được vận chuyển ngay về phòng thí nghiệm, sau đó tiến hành các nghiên 

cứu trong vòng 4 giờ. 

Đầu tiên, sử dụng dung dịch PBS có bổ sung kháng sinh rửa mẫu cuống rốn 

2-3 lần. Sau đó cắt mẫu cuống rốn thành từng đoạn dài khoảng 2-4 cm. Tiến hành 

tách bỏ thành mạch (tĩnh mạch, động mạch) của dây rốn rồi tiếp tục cắt các đoạn 

cuống rốn này thành từng miếng nhỏ. Cắt các đoạn mô cuống rốn thành các mảnh mô 

nhỏ có kích thước 1-2 mm3, sau đó chuyển các mảnh mô này vào đĩa nuôi cấy mô 4 

giếng (NUNC Ø15, diện tích nuôi cấy 1,9 cm2/giếng), mật độ mảnh mô khoảng 5-8 

mảnh mô/giếng, để riêng biệt cho từng loại.  
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Môi trường nuôi cấy được sử dụng là môi trường DMEM/F12 (GIBCO) có bổ 

sung 15% FBS, 10 ng/mL EGF, 10 ng/mL FGF, 1X insulin-transferrin-selenium 

(ITS), 2 mM L-glutamine, (Sigma, Hoa Kỳ). Cho 500 µl môi trường nuôi cấy vào 

mỗi giếng Nunc đĩa 4 giếng. 

Các mẫu mô cuống rốn được nuôi cấy trong tủ ấm ở điều kiện 37oC, 5% CO2, 

cứ 3 ngày thì thay môi trường nuôi cấy. Khi khoảng 60-80% diện tích bề mặt đĩa nuôi 

cấy được tế bào lan phủ, thì tiến hành xử lý cấy chuyển bằng Trypsin/EDTA 0,25% 

(Sigma, Hoa Kỳ), gieo lại tế bào vào đĩa nuôi theo tỷ lệ 1 thành 3 với mật độ 50.000 

tế bào/ml để duy trì tế bào. 

2.3.2. Phương pháp cấy chuyển tế bào 

  Đầu tiên, tiến hành hút bỏ môi trường cũ, dùng dung dịch PBS 1X (2mL) rửa 

mẫu 2 lần. Sử dụng 0,5 mL Trypsin EDTA 0,25% (Gibco, Mỹ) để tách tế bào ra khỏi 

bề mặt đĩa, sau đó ủ trong tủ nuôi cấy 37oC, 5% CO2 trong khoảng 5 phút. Tiếp theo 

để bất hoạt Trypsin, bổ sung 0,5 mL môi trường nuôi để trung hòa Trypsin, tiến hành 

ly tâm với tốc độ 3000 vòng/phút trong 5 phút ở 25oC để thu tế bào. Hòa tan cặn bằng 

môi trường nuôi cấy (DMEM/F12), sau đó chia đều huyền phù tế bào (nồng độ 

khoảng 50.000 tế bào/ml) sang các đĩa nuôi cấy mới. Thêm cho đủ 2 mL môi trường 

nuôi cấy ở mỗi đĩa. 

2.3.3. Phương pháp đông lạnh và giải đông tế bào 

Tế bào được đông lạnh bằng cách sử dụng DMEM/F12 + 10% DMSO là môi 

trường đông lạnh. Các tế bào sau khi thu bằng cách xử lý với Trypsin EDTA 0,25% 

(Gibco, Mỹ) như trên được đưa vào môi trường đông lạnh. Các cọng rạ đông lạnh 

chứa tế bào được giảm nhiệt độ dần bằng cách giữ ở 4oC trong 30 phút, 0oC trong 60 

phút, -20oC trong 20-30 phút, sau đó được bảo quản trong bình chứa Nitơ lỏng                

-196oC. Để đông lạnh mẫu mô, tiến hành giảm nhiệt độ bằng cách đưa các ống 

cryotube chứa mẫu mô vào trong tủ -80oC để qua đêm, sau đó cũng được bảo quản 

trong bình chứa Nitơ lỏng -196oC [94].  

Để giải đông tế bào: đầu tiên cọng rạ đông lạnh chứa 150µL tế bào được lấy ra 

khỏi bình Nitơ lỏng, ngâm trong nước 37oC trong khoảng 30 giây, cắt hai đầu cọng và 

chuyển tế bào sang  eppendorf 1,5 ml, bổ sung 1,5 mL môi trường DMEM/F12 trộn 

đều mẫu bằng pipette, ly tâm thu tế bào với tốc độ 3000 vòng/phút, bỏ dịch và thu tủa 
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cặn tế bào. Sau đó bổ sung môi trường 1,5 ml môi trường DMEM/F12, hòa tan cụm 

tế bào rồi gieo đều vào đĩa 4 giếng, nuôi trong tủ 37oC, 5% CO2  [95]. Để giải đông 

mẫu mô, sau khi được lấy ra khỏi bình Nitơ lỏng, ngâm ống cryotube trong nước 37oC, 

bổ sung 1,5 ml môi trường DMEM/F12 trộn đều bằng pipette, sau đó chuyển mảnh mô 

lên đĩa petri và tiến hành các thao tác phân lập cắt mảnh mô, rồi chuyển vào đĩa nuôi 4 

giếng Nunc Ø15 và nhân nuôi tế bào giống mẫu mô tươi như đã mô tả. 

2.3.4. Phương pháp nhuộm nhiễm sắc thể 

Đĩa 4 giếng nuôi tế bào được bổ sung 5 μL colchicine Stock/1 giếng trong 10 

phút ở 39oC (cần lắc nhẹ colchicine trước khi cho vào giếng). Sau đó hút bỏ dịch trên, 

rửa mẫu bằng 2mL PBS 1X trong 2 lần. Sử dụng 0,5 mL Trypsin EDTA 0,25% 

(Gibco, Mỹ) bổ sung vào đĩa nuôi cấy, sau đó ủ trong tủ nuôi cấy 37oC, 5% CO2 

khoảng 5 phút, bổ sung 0,5 mL môi trường bất hoạt Trypsin để tách tế bào ra khỏi bề 

mặt đĩa nuôi. Hút dung dịch và tế bào ra ly tâm 1000 vòng/phút trong 10 phút, loại 

bỏ dịch nổi, thu cặn. Cho vào 9 mL môi trường nhược trương hypotonic, ủ 15 phút ở 

37oC. Sau đó hút bỏ môi trường nhược trương. Tiếp theo cho 2 mL môi trường cố 

định, để 15 phút trong ngăn đá tủ lạnh. Ly tâm 1000 vòng/phút trong 10 phút, hút bỏ 

môi trường cũ. Thêm môi trường cố định mới, để 15 phút trong ngăn đá tủ lạnh. Tiếp 

tục ly tâm 1000 vòng/phút trong 10 phút, hút bỏ môi trường cũ. Cuối cùng, thêm môi 

trường cố định, hòa tan hết cặn tế bào rồi nhỏ dung dịch chứa tế bào xuống lam kính 

từ độ cao 50 cm, đây là độ cao phù hợp để tế bào vỡ, giải phóng nhiễm sắc thể ở 

khoảng cách vừa phải có thể quan sát được, sau đó để mẫu qua đêm. Kiểm tra bằng 

cách nhuộm Giemsa 5% trong 15 phút, nhiệt độ phòng, quan sát đếm bộ nhiễm sắc 

thể trên kính hiển vi. 

2.3.5. Phương pháp đánh giá tiềm năng biệt hóa của tế bào phân lập được 

2.3.5.1. Phương pháp biệt hóa tế bào mỡ 

Tế bào sau khi phát triển kín 60-80% bề mặt đĩa nuôi ở lần cấy chuyển thứ 

5-7 được nuôi trong môi trường cảm ứng tạo mỡ:  DMEM/F12 (Sigma) bổ sung 

10% FBS (Gibco), 1% kháng sinh (Sigma), 0,1 µM Dexamethasone 100X (Sigma), 

500 µM 3-Isobutyl-1-methylxanthin 1000X (IBMX) (Sigma), 200 µM 

Indomethacin 1000X (Sigma), 1 μM Insuline 100X. Nuôi cấy trong khoảng 21-28 

ngày và thay môi trường 2 lần/tuần. Sự biệt hóa được ghi nhận khi quan sát dưới 

kính hiển vi ở độ phóng đại 200X thấy có sự xuất hiện các giọt mỡ nhỏ. Các tế bào 
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tạo mỡ còn được xác định dựa vào phương pháp nhuộm với thuốc nhuộm Oil red 

(Merck) [72]. 

2.3.5.2. Phương pháp biệt hóa tế bào nguyên bào xương 

Tế bào sau khi phát triển kín 60-80% bề mặt đĩa nuôi ở lần cấy chuyển thứ 

5-7 được nuôi trong môi trường cảm ứng tạo tế bào nguyên bào xương: DMEM 

10% FBS có bổ sung 0,1 µM Dexamethasone 100X (Sigma), 100 µM L-ascorbic 

acid 2-phosphat (AsAP) (Sigma) và 10 mM β- glycerolphosphate (Sigma). Nuôi cấy 

trong khoảng 14-21 ngày và thay môi trường 2 lần/tuần. Sự biệt hoá được đánh giá 

thông qua khả năng tích tụ của calcium trong chất nền nhờ phương pháp nhuộm với 

thuốc nhuộm Alizarin Red (Sigma) [72]. 

2.3.6. Phương pháp đánh giá đặc trưng tế bào gốc của tế bào phân lập được 

2.3.6.1. Phương pháp đếm tế bào trong dòng chảy 

  Việc đánh giá TBGTM được thực hiện bằng phương pháp đếm tế bào qua 

dòng chảy (flow-cytometry) phân tích sự biểu hiện một số protein bề mặt của tế bào 

là các dấu ấn cụm biệt hóa CD (cluster of differentiation) đặc trưng cho TBGTM. Các 

bước thực hiện sử dụng theo kit MSC Phenotyping (Miltenyi Biotec Inc., Mỹ).  

  Các TBGTM sau khi cấy chuyển tăng sinh được thu nhận bằng cách xử lý với 

Trypsin EDTA 0,25%. Huyền phù tế bào đơn được ly tâm ở tốc độ 3000 vòng/phút 

trong 5 phút, sau đó được chia mỗi loại tế bào trong 2 ống eppendoft và chỉnh về mật 

độ 1x106 tế bào trong 10 µL để nhuộm với kháng thể hỗn hợp các dấu ấn. Bổ sung 

100 µL dung dịch đệm (PBS+ 0,5% BSA+ 2 mM EDTA) vào mỗi ống. Mật độ tế bào 

khoảng 1x106/mL được nhuộm với 10 µL kháng thể tương ứng (10 µL MSC 

Phenotyping Cocktail vào ống 1, 10 µL Isotype Control Cocktail vào ống 2). Mẫu 

được trộn đều bằng pipet, và ủ ở nhiệt độ 2-8°C trong thời gian 10 phút, tránh ánh 

sáng. Sau đó, các tế bào được rửa bằng cách thêm 1 - 2 mL dung dịch đệm (PBS+ 

0,5% BSA+ 2 mM EDTA) và ly tâm 3000 vòng/phút ở 4°C trong 10 phút, loại bỏ 

dịch nổi, bổ sung 500 µL dung dịch ở trên vào mỗi ống tế bào để đem đi phân tích.  

 Tất cả các mẫu được phân tích trên máy FACSCalibur và phân tích bằng phần 

mềm CellQuest Pro (BD Bioscience, Mỹ). Phân tích CD90-FITC được đọc ở kênh 

FL-2, phân tích CD105-PE được đọc ở kênh FL-3, phân tích CD73-APC được đọc ở 

kênh FL-6, và các đối chứng âm CD14-/CD20-/CD34-/CD45-PerCP được đọc ở kênh 

FL-4. Các dấu ấn bề mặt để định danh TBGTM bao gồm: CD73, CD90, và CD105. 
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2.3.6.2. Phương pháp RT-PCR (Reverse Transcription-PCR) 

 Để đánh giá các đặc trưng của TBGTM cuống rốn của tế bào thu nhận sau 

nuôi cấy và tính ổn định của các thế hệ tế bào được tạo ra, cụ thể là qua các lần cấy 

chuyển P5, P10, P15, P20; các chỉ thị phân tử đặc trưng của TBGTM là CD73, CD90, 

CD105 được chúng tôi sử dụng để đánh giá.  

 Thu nhận toàn bộ tế bào trên đĩa nuôi và sử dụng bộ kit RNeasy Mini Kit 

(QIAGEN, Hà Lan) để tách RNA tổng số thông qua các bước tiến hành làm theo 

hướng dẫn của nhà sản xuất như sau: 

- Loại bỏ môi trường ban đầu trong đĩa nuôi, sau đó rửa tế bào bằng PBS, và 

thu tế bào bằng việc xử lý với trysin EDTA 0,25%. Sau khi các tế bào tách khỏi đĩa 

nuôi, bổ sung môi trường DMEM/F12, sau đó chuyển toàn bộ sang ống eppdolf 

1,5ml. Ly tâm 3000 vòng trong 5 phút. Bỏ dịch nổi. 

 - Ống eppdorf chứa tế bào sau khi ly tâm được bổ sung 350µl đệm RLT và 

trộn đều bằng pipet. Ly tâm 13000 vòng/ phút trong 3 phút.  

 - Bổ sung 350µl ethanol 70% để tủa RNA bằng cách trộn đều bằng pipet, 

không ly tâm. 

 - Chuyển 700µl dung dịch trên sang ống eppendorf RNeasy mini spin column 

(qua cột lọc), ly tâm 13000 vòng trong 15 giây. Bỏ dịch ở dưới cột lọc. 

 - Rửa bằng cách hút 700µl đệm RW1 lên trên cột lọc và ly tâm 13000 vòng/ 

15 giây. Sau đó bỏ dịch phía dưới cột lọc. 

 - Chuyển cột lọc RNeasy column sang ống eppendorf mới. Cho 500µl đệm 

RPE vào cột lọc, và ly tâm 13000 vòng/ 15 giây. Bỏ dịch phía dưới cột lọc. 

 - Hút tiếp 500 µl đệm RPE  cho vào cột lọc. Ly tâm 13000 vòng/ 2 phút để 

làm khô màng lọc. Bỏ dịch phía dưới cột lọc. 

 - Cuối cùng chuyển cột lọc eppdorf 1,5ml mới; và hút 50µl RNase-free water nhỏ 

vào màng cột lọc. Ly tâm 13000 vòng/ 1 phút. Hút dịch trong eppdorf thu được nhỏ lên 

màng cột lọc, và ly tâm một lần nữa. Dịch thu được chứa RNA tổng số cần thu. Kết quả 

là 50µl RNA tổng số thu được 

 Bằng những cặp mồi đặc hiệu được thiết kế theo Chen và cộng sự 2010 (bảng 

2.1), tiến hành chạy RT-PCR để kiểm tra biểu hiện của các chỉ thị phân tử cũng như 

các chỉ thị đối chứng âm trong tế bào với khuôn là sản phẩm RNA đã thu được ở trên 

[88]. 
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Bảng 2.1. Thành phần phản ứng RT-PCR 

STT Thành phần Thể tích Nồng độ cuối 

1 2X PCR Master Mix 25 μl 1X  

2 Mồi xuôi (10 µM) 1 μl 0,4 mM 

3 Mồi ngược (10 µM) 1 μl 0,4 mM 

4 RNA khuôn 1 μl 1,0 – 2,0 µg 

5 Nước không chứa Rnase 22 μl - 

 Tổng thể tích        50 μl 

Bảng 2.2. Trình tự oligonucleotide các mồi được sử dụng để đánh giá đặc trưng 

TBG và chỉ thị chức năng tế bào gan [88] 

 

 Các hóa chất chạy RT-PCR được lấy theo bộ kit OneStep RT-PCR Kit của 

hãng QIAGEN (Hà Lan) với chu trình nhiệt như sau: 50°C/30 phút; 95°C/3 phút; 

(95°C/30 giây; 57°C/45 giây; 72°C/1 phút) x 30 chu kỳ; 72°C/10 phút. Tất cả sản 

phẩm RT-PCR đều được điện di kiểm tra trên gel agarose 1,5%. 

2.3.7. Phương pháp đánh giá tốc độ tăng trưởng tế bào 

 Số lượng tế bào được đếm bằng cách thu bằng bằng Trypsin EDTA 0,25% 

trong 3-5 phút, trung hòa bằng DMEM và ly tâm với tốc độ 3000 vòng/phút. Sau đó 

được nhuộm với Trypan 0,4% và đếm bằng buồng đếm tế bào Neubauer.  
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 Số lượng TB được tính theo công thức: C = 
𝑵

𝑽
. Trong đó N: số lượng TB đã đếm 

được trong buồng đếm; V: thể tích đếm (ml); C: mật độ tế bào (TB/ml). Buồng đếm 

Neubaeur có thể tích 0,1mm3 = 1.10-4 ml do đó công thức tính là: C = N x 104/ml. 

 Tỷ lệ sống sót của tế bào được tính bằng công thức sau: 

 Tế bào sống (%) = 
𝑻ổ𝒏𝒈 𝒔ố 𝒕ế 𝒃à𝒐 𝒔ố𝒏𝒈

𝑻ổ𝒏𝒈 𝒔ố 𝒕ế 𝒃à𝒐
 x 100 (%) 

 Để đánh giá tốc độ tăng trưởng của tế bào trong 7 ngày liên tiếp. Tế bào được 

gieo ở mật độ ban đầu là 5x104 tế bào/ giếng trong đĩa nuôi 4 giếng. Tổng số tế bào 

được đếm tại mỗi ngày, từ ngày 1 đến ngày 7 của quá trình nuôi cấy. Thí nghiệm 

được lặp lại 3 lần.  

 Để đánh giá tốc độ nhân đôi tế bào, chúng tôi đếm số lượng tế bào ở mỗi lần 

cấy chuyển sau mỗi 36 giờ. Mật độ tế bào nuôi ban đầu ở mức 1x105 tế bào/ giếng 

trong đĩa nuôi 4 giếng. Thí nghiệm được lặp lại 3 lần với mỗi lần cấy chuyển.  

  Thời gian nhân đôi được tính như sau: PDt = 
𝒕

𝑷𝑫
. Trong đó PDt: thời gian 

nhân đôi tế bào; t: khoảng thời gian sau mỗi lần đếm (t = 36); PD: mật độ tế 

bào nhân lên trong thời gian t (PD = [log10(NH)-log10(NI)]/log10; NH: số tế bào 

ở lần thu đếm, NI: số tế bào ban đầu) [96]. 

2.3.8. Phương pháp biệt hóa tạo tế bào có chức năng gan 

2.3.8.1. Phương pháp xử lý biệt hóa bằng DMSO  

 Dùng môi trường nuôi có bổ sung DMSO ở các nồng độ 0,01%; 0,1% và 1% 

đối với tế bào ở lần cấy chuyển thứ 3, tiến hành nuôi như bình thường trong vòng 3 

ngày, có đối chứng âm và đối chứng dương. Sau đó cứ mỗi 3 ngày/1 lần, tế bào được 

thay bằng môi trường trên. Sau các khoảng thời gian 10 ngày, 20 ngày, 30 ngày, tế 

bào xử lý DMSO được tách ra từ đĩa nuôi cấy bằng Trypsin EDTA 0,25%, 37oC, 5 

phút, sau đó được tách RNA tổng số và chạy RT-PCR với các cặp mồi đặc hiệu cho 

TBGTM và tế bào gan. Ở các mẫu tế bào không được xử lý với DMSO (đối chứng 

âm) thì cũng được tách theo cách tương tự. Những đĩa nuôi cấy còn lại, tiếp tục được 

duy trì và nuôi cấy để phục vụ cho lần đánh giá tiếp theo. Để đánh giá mức độ tương 

đồng, chúng tôi cũng sử dụng các chỉ thị trên với tế bào ung thư gan HepG2 (đối 

chứng dương) để so sánh. 

2.3.8.2. Phương pháp xử lý bằng tổ hợp HGF, dexamethasone và oncostain M  
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 TBG cuống rốn được gieo vào đĩa 4 giếng (5×105 tế bào/giếng), môi trường 

nuôi DMEM/F12 được bổ sung các chất với nồng độ tương ứng: huyết thanh bê 

(FBS): 15%, yếu tố tăng trưởng biểu mô tái tổ hợp người (hEGF): 20 ng/mL (Sigma), 

yếu tố tăng trưởng nguyên bào sợi người tái tổ hợp (bFGF): 10 ng/mL (Sigma), 1% 

Glutamax, 1% streptomycine/ampiciline, 50 mg/mL Insulin-Transferrin-Selenium 

(ITS, Sigma). Tế bào được nuôi trong điều kiện 37oC, 5% CO2. 

 Sau 2 ngày nuôi cấy, khi tế bào đạt 60-80% diện tích bề mặt đĩa nuôi, môi 

trường nuôi được thay bằng môi trường biệt hóa I, là môi trường nuôi ở trên, bổ sung 

thêm 20 ng/mL yếu tố tăng trưởng tế bào gan (HGF, Sigma), 1 mM/L Dexamethasone 

(DEX) (Sigma). Môi trường được thay mới sau mỗi 3 ngày. Sau 2 tuần nuôi bằng 

môi trường biệt hóa 1, tiến hành thay môi trường biệt hóa II. Môi trường biệt hóa II 

có thành phần tương tự môi trường biệt hóa I nhưng bổ sung thêm oncostain M (OSM) 

với nồng độ 20 ng/mL (Sigma) [97]. 

2.3.8.3. Phương pháp biệt hóa bằng tổ hợp HGF, trichostantine A và oncostain M 

 Các TBGTM cuống rốn ở lần cấy chuyển thứ 3 trở lên được nuôi trong đĩa 6 

giếng mật độ đạt 70% bề mặt đĩa. Biệt hóa tạo tế bào gan được thực hiện bằng cách 

sử dụng phương pháp 2 bước. Trong bước đầu tiên kéo dài 7 ngày, tế bào được nuôi 

cấy trong môi trường bao gồm DMEM bổ sung 10% FBS, 20ng/mL IGF (Sigma), 20 

ng/mL HGF (sigma) và 10-7 M/L Trichostantine A (Sigma). Ở giai đoạn thứ hai, 

oncostatin M (Sigma) được bổ sung vào môi trường nuôi cấy ở nồng độ 10 ng/mL và 

tiếp tục cho đến ngày thứ 21. Môi trường nuôi cấy được thay 2 lần mỗi tuần. Đánh 

giá quá trình biệt hóa được thực hiện bằng quan sát hình thái tế bào và các kỹ thuật 

khác ở ngày thứ 7, ngày thứ 14 và ngày thứ 21 [98]. 

2.3.8.4. Phương pháp biệt hóa bằng chuyển gen HNF4α 

Chuẩn bị vector mang gen HNF4α 

 Vetor mang gen HNF4α được chuẩn bị theo phương pháp gắn vào hệ thống 

cải tiến cảm ứng biểu hiện gen Tet-ON (viết tắt là hệ thống Tet-ON). Đây là một hệ 

thống biểu hiện gen mức độ cao trong tế bào với sự kiểm soát chặt chẽ. Gen đích sẽ 

biểu hiện mức độ cao trong tế bào khi có mặt yếu tố cảm ứng Doxycycline (Dox) [8]. 

 Đầu tiên gen HNF4α được chuẩn bị như mô tả của Chen và cộng sự (2010) 

[89]. Để tiến hành chèn đoạn gen HNF4α vào vector TetON, sản phẩm cắt từ vector 

mang gen HNF4α tổng hợp bằng enzyme NheI và PacI nhờ xúc tác của enzyme T4 
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ligase (BioBasic, Canada) được gắn với vector tách dòng pTRE-tight-BI (Clontech, 

Nhật Bản) ở 22°C trong 30 phút. Sử dụng phương pháp sốc nhiệt để biến nạp sản 

phẩm gắn vào tế bào E.coli DH5α. Sử dụng enzyme cắt NheI và PacI kiểm tra sản 

phẩm DNA plasmid tách được từ các khuẩn lạc trên đĩa biến nạp, sau đó điện di kiểm 

tra trên gel agarose 1,0%. Tiếp theo để tách đoạn gen HNF4α, DNA plasmid có chứa 

gen HNF4α được cắt bằng cặp enzyme NsiI và PacI. Đoạn DNA plasmid thu được 

này sau đó được chuyển sang hệ thống Tet-ON để được vector cuối pTRE-HNF4α-

ON.  

 

Hình 2.2. Cấu trúc vector pTRE-HNF4α-ON 

 Các cặp mồi được thiết kế được mô tả ở bảng 2.3. 

Bảng 2.3. Các cặp mồi được thiết kế để chuẩn bị vector mang gen HNF4α 

Tên mồi Trình tự thiết kế 

NheI-HNF4α-F 5’-CCAATG CATATGGTCAGCGTGAACGCGCCCCT-3’ 

PacI-HNF4α-R 5’-CCTTAATTAATTCTAGATAACTTCCTGCTTGGT-3’ 

NsiI-Tet.On-F 5’-CCAATGCATTTATCGATGCGGCCGCTCAG-3’  

PacI-Tet.On-R 5’-CCTTAATTAATTCTAGATAACTTCCTGCTTGGT-3’ 

Bảng 2.4. Tỷ lệ thành phần phản ứng cắt của HNF4α và pTRE-Tight-BI 

bằng 2 enzyme NheI và PacI 

STT Thành phần HNF4α pTRE-Tight-BI 

1 Enzyme NheI  2,0 µL 2,0 µL 

2 Enzyme PacI 2,0 µL 2,0 µL 

3 NE Buffer 1.1 5,0 µL 5,0 µL 

4 Template 20,0 µL 20,0 µL 

5 Water 21,0 µL 21,0 µL 

6 Tổng 50,0 µL 50,0 µL 
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 Bảng 2.5. Tỷ lệ thành phần phản ứng cắt của pTRE-Tight-BI-HNF4α và pTet-

DualON bằng 2 enzyme NsiI và PacI 

STT Thành phần 
pTRE-Tight-

BI-HNF4α 
pTet-DualON 

1 Enzyme NsiI 2,0 µL 2,0 µL 

2 Enzyme PacI 2,0 µL 2,0 µL 

3 NE Buffer 2.1 5,0 µL 5,0 µL 

4 Template 20,0 µL 20,0 µL 

5 Water 21,0 µL 21,0 µL 

6 Tổng 50,0 µL 50,0 µL 

Phương pháp chuyển vector tái tổ hợp vào tế bào gốc  

 Sử dụng bộ kit Lipofectamine® LTX DNA Transfection của hãng Invitrogen 

(Mỹ) đưa vector biểu hiện pTRE-HNF4α-ON tái tổ hợp chứa gen HNF4α vào trong 

TBGTM cuống rốn. Thực hiện các bước theo hướng dẫn của nhà sản xuất. Kết thúc 

quá trình chuyển gen, tế bào được chuyển sang nuôi trong môi trường DMEM low 

glucose (1g/L), bổ sung 5 ng/mL EGF (epidermal growth factor), 10 µg/mL 

ciprofloxacin, 50 mg/mL streptomycin, 50 IU penicillin, môi trường cũng bao gồm 

10% FBS (fetal bovine serum). Thời gian nuôi cấy 3 ngày trong tủ ấm ở điều kiện 

37°C, 5% CO2. Sau đó, môi trường nuôi cấy sẽ được bổ sung Doxycycline nồng độ 

200 ng/mL trong 24 giờ nuôi cấy tiếp theo để hoạt hóa biểu hiện của gen HNF4α. 

2.3.9. Phương pháp đánh giá các chỉ thị của tế bào sau xử lý biệt hóa 

2.3.9.1. Đánh giá bằng chỉ tiêu hình thái và nhuộm miễn dịch 

  Để nhuộm miễn dịch huỳnh quang, đĩa nuôi cấy được hút bỏ hết môi trường 

nuôi cũ ra, dùng môi trường rửa tế bào rửa nhẹ tế bào. Sau đó, dùng dung dịch 4% 

paraformaldehyde cố định mẫu trong 10–20 phút ở nhiệt độ phòng, rồi rửa lại 2–3 lần 

bằng môi trường rửa tế bào. Tiếp theo, để tạo tính thấm trên màng tế bào, tiến hành 

nhuộm mẫu với 0,1% Triton X-100 có mặt PBS trong 15 phút rồi rửa lại với PBS, 

sau đó blocking với 3% BSA trong PBS với 0,1% Triton X-100. Sau đó các đĩa mẫu 

được ủ với kháng thể đơn dòng trong bộ kit của hãng Santa Cruz Biotechnology, INC 

bao gồm: ALB(E11): sc-271604, AFP(C3) sc 8399 và HNF4A(H-1): sc374229 (được 

pha loãng tỷ lệ 1:300 trong PBS) trong 1 giờ. Tiếp theo, tế bào được nhuộm với kháng 

thể thứ cấp gắn huỳnh quang (goat anti-mouse IgG-FITC, sc-2359). Có thể nhuộm 
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Hoechst hoặc DAPI để đánh giá nhân tế bào. Để kháng thể phát huỳnh quang, chúng 

tôi sử dụng bước sóng kích thích là 488 nm. Sử dụng kính hiển vi Nikon Ti2 để thu 

được phổ huỳnh quang phát ra ở dải bước sóng từ 450 đến 605 nm. 

2.3.9.2. Đánh giá các chỉ thị phân tử bằng RT-PCR (reverse transcription-PCR) và 

qPCR (quantitative PCR) 

Các tế bào đã biệt hóa được đánh giá bằng các chỉ thị phân tử ALB, AFP 

HNF4α, G6P, đây là các chỉ thị đặc trưng chức năng của tế bào gan và các chỉ thị này 

cũng dùng để đánh giá tính ổn định của các khối tế bào tạo ra. Toàn bộ tế bào trên đĩa 

nuôi trước và sau chuyển gen được thu nhận lại và tiến hành tách RNA tổng số thông 

qua bộ kit RNeasy Mini Kit của hãng QIAGEN (Hà Lan), các bước tiến hành làm 

theo hướng dẫn của nhà sản xuất. Sau đó chạy RT-PCR theo hướng dẫn bộ kit 

OneStep RT-PCR Kit của hãng QIAGEN (Hà Lan). Các bước thực hiện như mô tả ở 

phần 2.2.6.2. khi thực hiện RT-PCR với TBGTM. Tất cả sản phẩm RT-PCR đều được 

điện di kiểm tra trên gel agarose 1,5%.  

qPCR được tiến hành với nhóm tế bào biệt hóa bằng chuyển gen HNF4α được 

thực hiện bởi hệ thống Real time PCR tự động Rotor-Gene Q 5plex-HRM System 

(QIAGEN, Hilden, Đức). 𝛽-actin đã được sử dụng làm gen tham chiếu để chuẩn hóa 

và định lượng biểu hiện gen. Các chỉ thị được đánh giá là AFP, HNF4α, CYP4a, 

ALB, danh sách các đoạn mồi được thể hiện ở bảng 2.6.  

Bảng 2.6. Các đoạn mồi được sử dụng trong qPCR 

Mồi Mồi xuôi Mồi ngược Nhiệt 

độ gắn 

mồi 

(Tm) 

Nguồn 

tham 

khảo 

AFP 

 

5’-TGCAGCCAAAGTGAAGAGGGAAGA-

3’ 

5’-

CATAGCGAGCAGCCCAAAGAAGAA-3’ 

58°C (Chen và 

cộng sự, 

2010 [88] 

HNF-4 5’-

CTGCTCGGAGCCACAAAGAGATCCATG-

3’ 

 

5’-

ATCATCTGCCACGTGATGCTCTGCA-3’ 

62°C Chen và 

cộng sự, 

2010 [88] 

CYP3A4 5’-CCAAGCTATGCTCTTCACCG-3’ 
 

5’-TCAGGCTCCACTTACGGTGC-3’  54°C (Hata và 

cộng sự, 

2020) [99] 

ALB 5’-TGCTTGAATGTGCTGATGACAGGC-3’ 
 

5’-AAGGCAAGTCAGGGCATCTCATC-

3’ 

58°C Chen và 

cộng sự, 

2010 [88] 



40 

 

 

 

Đối với mỗi mẫu, mỗi gen được thực hiện ba lần. Mỗi phản ứng qPCR bao 

gồm 20 ng cDNA với 10 pmol/L mồi cụ thể và 7,5 𝜇L GoTaq® qPCR Master Mix 

(Promega, USA), tổng thể tích là 15 𝜇L trong mỗi ống. Các ống được làm nóng trong 

3 phút ở 95oC, sau đó 20 giây ở 95oC, 30 giây ở nhiệt độ Tm tương ứng và 30 giây ở 

60oC trong 40 chu kỳ. Định lượng biểu hiện gen tương đối được tính toán và phân 

tích bằng phần mềm Relative Expression Software Tool (REST) 2009 [100].  

Trước khi tiến hành, đường nền và chu kỳ ngưỡng (Ct) và hiệu suất PCR do 

phần mềm Q-rex v1.0 (QIAGEN, Hilden, Đức) cung cấp đã được sử dụng để đo tỷ lệ 

biểu hiện của mẫu thử nghiệm so với các biện pháp kiểm soát bằng phương pháp 

Pfaffl (Pfaffl, 2007), mức độ biểu hiện ở các mẫu là giống nhau với độ lệch chuẩn 

Ct<1, mức độ tin cậy là 0,05 [101]. 

2.3.9.3. Đánh giá khả năng tích trữ glycogen 

 Phân tích Glycogen tích lũy trong tế bào bằng phương pháp nhuộm Periodic 

Acid-Schiff (PAS). Để tiến hành nhuộm PAS, môi trường nuôi được loại bỏ khỏi đĩa 

nuôi cấy và các tế bào được rửa 3 lần bằng PBS. Sau đó, cố định các tế bào bằng dung 

dịch 4% paraformaldehyd trong 30 phút. Sử dụng bộ kit Periodic Acid-Schiff kit 

(Sigma) để tiến hành quá trình nhuộm. Bổ sung axit periodic 10g/L trong 10 phút sau 

đó rửa 3 lần bằng nước cất (ddH2O), tiếp theo thêm chất thử Schiff trong 15 phút. Tế 

bào được rửa trong nước cất trong 10 phút và quan sát kết quả nhuộm màu được quan 

sát dưới kính hiển vi đảo ngược.  

2.3.10. Phương pháp xử lý số liệu 

Số liệu được xử lý thống kê sinh học trong chương trình Excel, sử dụng phân 

tích T-test. Thống kê có ý nghĩa khi so sánh sự khác nhau giữa các số liệu với giá trị 

P < 0,05 và được thể hiện bằng TB ± SEM trong các thí nghiệm lặp lại.  
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CHƯƠNG 3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

3.1. Thu nhận, phân lập, nhân nuôi in vitro TBGTM từ mẫu cuống rốn 

3.1.1. Thu nhận, phân lập tế bào gốc từ mảnh mô cuống rốn 

Đoạn dây rốn được đặt trên đĩa nuôi cấy sau khi được rửa sạch, loại bỏ thành 

mạch, sau đó được phân tách thành các mảnh mô sau đó đặt lên đĩa nuôi cấy. Phần 

cấu trúc bên trong mô cuống rốn được cắt nhỏ (kích thước 1-2 mm3) bằng dao mổ. 

Các mẫu mô cuống rốn có kích thước khoảng 1mm3 được nuôi trong các đĩa nuôi 4 

giếng (NUNC), trong môi trường DMEM/F12 bổ sung các thành phần khác (Hình 

3.1). 

  

  

Hình 3.1. Phân lập tế bào gốc cuống rốn từ mảnh mô 

A) Mẫu mô cuống rốn;  B) Thao tác phân lập mảnh mô cuống rốn trên đĩa nuôi;  

 C) Đĩa nhân nuôi tế bào  

Kết quả theo dõi chúng tôi quan sát thấy các tế bào kết dính trên bề mặt đĩa 

thông qua tế bào mọc ra ở rìa của các mảnh mô từ ngày nuôi cấy thứ 14 (Hình 3.2), 

tuy nhiên số lượng tế bào còn rất ít, quần thể tế bào dạng nguyên bào sợi (tế bào dài 

và mỏng, thuôn nhọn hai đầu, có một nhân tròn lớn chứa một hạch nhân) được cho là 

TBGTM có tỷ lệ khá ít trong quần thể ban đầu khi mới phân lập.  

A 

B C 
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Hình 3.2. Tế bào bắt đầu mọc từ mảnh mô cuống rốn sau khi phân lập bằng phương 

pháp nuôi mảnh mô (Độ phóng đại 40X) 

Để đánh giá tốc độ phát triển của tế bào thì độ bám dính của mảnh mô là một 

chỉ tiêu rất quan trọng. Tế bào sẽ lơ lửng trong môi trường nếu mảnh mô không bám 

dính, và như thế tế bào sẽ rất nhanh chết [72]. Kết quả phân lập của chúng tôi cũng 

tương tự so với một số báo cáo đã công bố. Mennan và cộng sự (2013) đã báo cáo 

kết quả so sánh các phương pháp phân lập TBG từ mẫu dây rốn. Với phương pháp 

băm nhỏ mẫu dây rốn thành các mảnh nhỏ và sau đó nuôi cấy trong môi trường cơ 

bản bổ sung môi trường nuôi được đánh giá là tương đối đơn giản và không tốn kém, 

nhưng đòi hỏi thời gian kéo dài để cấy ghép (thường là 20-30 ngày) vì mức thấp hiệu 

quả bám dính của mô và sự di chuyển chậm của các tế bào ra khỏi mô ban đầu 

(khoảng 5-10 ngày) [102]. Để khắc phục những nhược điểm này, Lu và cộng sự 

(2017) đã tiến hành thu lại mảnh mô đã xuất hiện tế bào và nuôi lại trong đĩa nuôi 

khác. Qua cách làm này đã tăng được số lượng tế bào với chất lượng không thua kém 

từ lần phân lập đầu và và những lần nuôi sau cho có thời gian tế bào mọc ra nhanh 

hơn [103]. Các cách làm trên đều phân lập được TBG có chất lượng đạt yêu cầu. 

Tiềm năng tăng sinh của tế bào khi được nuôi trong môi trường DMEM/F12 

có bổ sung FBS 10% cao hơn so với khi nuôi trong môi trường không bổ sung FBS. 

Vì có rất nhiều yếu tố kích thích tăng trưởng tế bào (yếu tố tăng trưởng, các chất dinh 

dưỡng) có trong FBS. Tuy nhiên khi sử dụng TBGTM trong lâm sàng thì cần xem 

xét, vì nguy cơ lây truyền prion hay virus động vật từ huyết thanh động vật có thể là 

nguồn gốc của kháng nguyên ngoại lai gây ra các phản ứng miễn dịch. Vì vậy trong 

nuôi cấy tế bào, sử dụng môi trường không có huyết thanh là một hướng đi luôn được 
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chú ý. Nhưng xét theo một khía cạnh khác, việc thiết lập một môi trường không có 

huyết thanh khó hơn so với môi trường có huyết thanh nên cho đến hiện nay môi 

trường này chỉ dùng để nuôi cấy những dòng tế bào đặc biệt. Trong nghiên cứu của 

chúng tôi vẫn sử dụng môi trường có huyết thanh, các môi trường FBS đều là các sản 

phẩm thương mại của các hãng Sigma và PAN-Biotech, đều được tiệt trùng, phù hợp 

trong nuôi cấy tế bào người và động vật.  

Hiện cũng có nhiều cách tiếp cận khác để phân cắt các mảnh mô, bao gồm sử 

dụng collagenase có hoặc không có trypsin, hoặc kết hợp collagenase và 

hyaluronidase có hoặc không có trypsin [45]. Hiệu quả của các phương pháp tùy 

thuộc vào thành phần và nồng độ enzyme, thời gian tiếp xúc của tế bào với enzyme 

và quá trình bất hoạt enzyme. Yoon và cộng sự (2013) đã thực hiện so sánh 2 phương 

pháp phân lập TBGTM bằng nuôi cấy mảnh mô và bằng enzyme. Kết quả cho thấy 

số lượng tế bào (P0) ở phương pháp nuôi cấy mảnh mô (4,89 ± 3,2 x 105) gấp gần 2,8 

lần so với phương pháp phân lập bằng enzyme (1,75 ± 2,2 x 105) [104]. Trong khi đó 

Skiles và cộng sự (2020) đã chứng minh không có sự khác biệt đáng kể về khả năng 

tồn tại, hình thái, tốc độ tăng sinh, biểu hiện chỉ thị bề mặt, khả năng biệt hóa của 

TBG phân lập từ mô cuống rốn khi so sánh 2 phương pháp phân lập bằng nuôi cấy 

mảnh mô và phân lập bằng enzyme [105]. Trong một nghiên cứu khác, Widowati và 

cộng sự (2019) đã chỉ ra mặc dù phương pháp phân lập TBGTM cuống rốn bằng 

phương pháp enzyme là nhanh nhất, nhưng phương pháp phân lập bằng nuôi cấy 

mảnh mô lại dễ thực hiện hơn, cho tỷ lệ tinh sạch của TBGTM cao hơn phương pháp 

phân lập bằng enzyme [96]. Trong nghiên cứu của chúng tôi, phương pháp nuôi cấy 

mảnh mô là phương pháp được sử dụng để phân lập TBGTM cuống rốn. 

3.1.2. Nhân nuôi in vitro, bảo quản lạnh tế bào gốc cuống rốn  

Trong quá trình phát triển in vitro, có thể quan sát thấy độ đồng nhất chưa cao 

ở các quần thể các tế bào lúc ban đầu. Vẫn quan sát thấy còn các tế bào ngắn hơn 

hoặc dạng nhỏ, tròn bên cạnh các tế bào dạng nguyên bào sợi chiếm ưu thế trên bề 

mặt đĩa nuôi. Đây là các tế bào chưa bám chắc được xuống đĩa nuôi, chúng được phân 

chia ra từ tế bào ban đầu (Hình 3.3A). Từ ngày nuôi cấy thứ 18, các TBGTM tăng 

sinh rất nhanh, phát triển dày thành nhiều lớp xoắn gối lên nhau (Hình 3.3B). 
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Hình 3.3. Quá trình phát triển in vitro của tế bào phân lập được 

A) Tế bào phát triển ban đầu chưa đồng nhất 

B) Tế bào mọc kín đĩa nuôi thành những mảng song song, cuộn xoắn gối lên nhau 

(Độ phóng đại 40X) 

Hình thái nguyên bào sợi của tế bào không thay đổi trong quá trình nuôi cấy 

tiếp theo trong suốt 10 lần cấy chuyển đầu tiên tương tự như công bố của Yoon và 

cộng sự (2010) [71]. 

Tốc độ bao phủ kín bề mặt đĩa nuôi và khoảng thời gian giữa các lần cấy chuyển 

là hai tiêu chí để chúng tôi đánh giá tốc độ tăng sinh của TBGTM. Trong các nghiên 

cứu đã được các tác giả công bố và cũng theo quan sát trong thí nghiệm của chúng 

tôi, khi nuôi cấy lâu dài trong điều kiện in vitro thì tốc độ tăng sinh của TBGTM giảm 

dần theo thời gian nuôi cấy. Theo Yoon và cộng sự (2010), từ lần cấy chuyển thứ 13 

nhóm tác giả quan sát thấy tế bào sẽ ngừng tăng sinh [71]. Còn trong nghiên cứu của 

Zhao và cộng sự (2019), nhóm tác giả đã so sánh TBGTM giữa các lần cấy chuyển 

3, 6 và 15, kết quả cho thấy có sự tương đồng về hình thái, biểu hiện chỉ thị phân tử, 

nhiễm sắc thể. Tuy nhiên ở nhóm tế bào trong lần cấy chuyển 15 quan sát thấy tốc độ 

tăng sinh chậm và tỷ lệ tế bào chết nhiều hơn. Mặc dù khi đánh giá tiềm năng biệt 

hóa tạo tế bào mỡ, nhóm tác giả đã quan sát thấy nhiều giọt lipid hơn ở nhóm TBGTM 

lần cấy chuyển thứ 15, nhưng khi đánh giá tiềm năng biệt hóa tạo tế bào nguyên bào 

xương và tế bào sụn thì nhóm này lại yếu hơn so với nhóm TBGTM lần cấy chuyển 

3 và 6 [106]. Chính vì vậy sau lần cấy chuyển thứ 4, chúng tôi tiến hành đông lạnh tế 

bào để tế bào đảm bảo phục vụ cho nghiên cứu về lượng và tiềm năng biệt hóa cao. 

Bảo quản đông lạnh (đông lạnh) là quy trình sinh học sử dụng nhiệt độ rất thấp 

để bảo vệ tế bào và mô sống còn nguyên vẹn trong một thời gian dài. Phương pháp 

A B 
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đông lạnh được chúng tôi sử dụng là phương pháp đông lạnh chậm theo Sercin và 

cộng sự (2007). Sau bước xử lý bằng Trypsin/EDTA 0,25%, ly tâm thu tế bào thì bổ 

sung môi trường đông lạnh vào ống chứa tế bào, sau đó các ống này được giảm nhiệt 

độ dần bằng cách giữ ở 4oC trong 30 phút, 0oC trong 60 phút, -20oC trong 20-30 phút, 

sau đó được bảo quản trong bình chứa Nitơ lỏng (-196oC) [94]. 

Sau 90 ngày từ khi cọng rạ được cho vào ngân hàng lạnh, chúng tôi giải đông 

ngẫu nhiên một cọng rạ để kiểm tra tỷ lệ sống sót của các tế bào. Đĩa nuôi tế bào 

trước đông lạnh cũng được kiểm tra để làm đối chứng so sánh. Nhuộm tế bào với 

Trypan Blue 0,4% và đếm tế bào bằng buồng đếm hồng cầu Neubauer. Dùng kính 

hiển vi quang học đếm tổng số tế bào quan sát được và tổng số tế bào sống sót ở mỗi 

mẫu, lấy kết quả trung bình sau 3 lần đếm để tính ra mật độ tế bào và tỷ lệ sống sót 

của tế bào. Kết quả được thể hiện trong bảng 3.1: 

Bảng 3.1. Kết quả đếm tế bào và tỷ lệ sống tế bào 

Mẫu 
Mật độ tế bào 

(tế bào/ml) 

Tỷ lệ sống sót 

(%) 

TBGTM trước đông lạnh 295.000 ± 1.732a 98,33 ± 0,58a 

TBGTM sau giải đông 72.500 ± 1.322b 85,29 ± 1,56b 

Thí nghiệm được lặp lại 3 lần, số liệu biểu thị tỷ lệ trung bình ± SEM, số liệu 

với chú thích khác nhau (a,b) trong cùng một cột là sai khác có ý nghĩa thống kê 

(P<0.05) 

Từ bảng 3.1 cho thấy, trước khi cho đông lạnh, tỷ lệ tế bào sống khá cao (98,33 

± 0,58 %). Ở tế bào sau giải đông, tỷ lệ tế bào sống sống sót giảm, chỉ đạt 85,29 ± 

1,56 %, tuy nhiên những tế bào còn sống vẫn mang hình thái nguyên bào sợi đặc 

trưng của TBGTM.  

Nhiệt độ bảo quản cũng là yếu tố có ảnh hưởng lớn đến các đặc trưng của tế 

bào, thời gian bảo quản và khả năng phục hồi. Do đó, chúng tôi cũng tiến hành nghiên 

cứu ảnh hưởng của hai điều kiện bảo quản phổ biến (tủ đông -80oC và nitơ lỏng               

-196oC). Kết quả chỉ ra ở tế bào sau giải đông có tốc độ tăng trưởng tế bào tương đối 

cao (từ 104 tế bào/cm2 đến 8x104 tế bào/cm2 sau 10 ngày nuôi cấy) ở cả trong 2 điều 

kiện nhiệt độ khảo sát (Hình 3.4). Như vậy, bảo quản tế bào trong tủ đông -80oC và 

nitơ lỏng -196oC đều đảm bảo chất lượng tế bào sau giải đông.  
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Hình 3.4. Ảnh hưởng của nhiệt độ bảo quản TBGTM đến khả năng tăng trưởng của 

tế bào sau giải đông 

Tiếp tục nuôi cấy tế bào sau giải đông cho thấy tế bào vẫn phát triển bình 

thường, tiếp tục tăng sinh trở lại và duy trì trạng thái nguyên bào sợi (Hình 3.5). 

 

Hình 3.5. Tế bào trước khi đông lạnh (P4) (trái) và sau khi giải đông (P6) (phải) 

(Độ phóng đại 40X) 

Để so sánh khả năng phân lập TBGTM từ mẫu mô trước và sau khi đã được 

đông lạnh, chúng tôi tiến hành hai lô thí nghiệm.  

Các TBGTM từ nhóm phân lập từ mô tươi (nhóm 1) bắt đầu tăng sinh sau 7-

10 ngày nuôi cấy. Độ phủ bề mặt đĩa nuôi của tế bào lên 50-60% sau 14-18 ngày nuôi 

cấy (Hình 3.6A, Hình 3.6B). 

Trong khi đó TBGTM phân lập từ mô cuống rốn đông lạnh (nhóm 2) bắt đầu 

tăng sinh sau 15 ngày nuôi cấy. Phải đến sau 20-25 ngày nuôi cấy, độ phủ bề mặt đĩa 

nuôi của tế bào ở nhóm này mới đạt 50-60%. Việc quan sát hình thái của TBGTM 

được thực hiện bằng kính hiển vi đảo ngược phản pha sau lần cấy chuyển thứ 2 (Hình 

3.6C, Hình 3.6D). 
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Hình 3.6. Các tế bào phát triển từ mô cuống rốn tươi (A) và mô cuống rốn 

đông lạnh (C), TBGTM che kín bề mặt đĩa nuôi ở giai đoạn cấy chuyển lần 2 từ mô 

tươi (B) và mô đông lạnh (D) 

 (Độ phóng đại 40X) 

Chúng tôi nhận thấy, các tế bào đều thể hiện quần thể tế bào dạng nguyên bào 

sợi điển hình và có sự giống nhau giữa hai nhóm thí nghiệm. 

Cho đến các nghiên cứu hiện tại của chúng tôi, đều không có sự khác biệt về 

hình thái của TBGTM có nguồn gốc từ mẫu mô cuống rốn tươi và mẫu cuống rốn 

đông lạnh.  

Các tế bào sau phân lập, khi tăng sinh đều có đặc điểm của TBGTM như khả 

năng bám dính và bề mặt đĩa nuôi cấy và có dạng nguyên bào sợi (tế bào dài và mỏng, 

thuôn nhọn hai đầu, có một nhân tròn lớn chứa một hạch nhân), và chúng giống nhau 

trong nhiều báo cáo [107], [108], [109]. 

3.1.3. Đánh giá tốc độ tăng trưởng của tế bào 

Chúng tôi lựa chọn tế bào ở lần cấy chuyển thứ 4 trước và sau đông lạnh (P4) 

để đánh giá tốc độ tăng trưởng của tế bào. Tế bào được thả vào mỗi giếng nuôi cấy 

với nồng độ ban đầu là 50.000 tế bào/mL. Tương tự với ống lưu giữ tế bào P4 đông 

lạnh, chúng tôi cũng giải đông và thả vào mỗi giếng nuôi cấy với nồng độ ban đầu là 

50.000 tế bào/mL. Sau mỗi ngày, đếm số lượng tế bào trong mỗi giếng sử dụng buồng 
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đếm hồng cầu (Neubauer). Trong nghiên cứu này, chúng tôi tiến hành đếm số lượng 

tế bào và đánh giá tốc độ tăng trưởng trong 7 ngày liên tiếp. Kết quả được thể hiện ở 

biểu đồ dưới đây (Hình 3.7): 

 

Hình 3.7. Biểu đồ tốc độ tăng trưởng  

của tế bào P4 trước đông lạnh và tế bào P4 sau đông lạnh 

Theo biểu đồ ở hình 3.7, ta thấy, tốc độ tăng trưởng của tế bào P4 trước đông 

lạnh tăng rất nhanh ở những ngày đầu, từ ngày thứ nhất đến ngày thứ 5, và từ ngày 

thứ 6 trở đi, tốc độ này dần ổn định, lượng tế bào tăng sinh không còn cao. Trong khi 

đó, TBGTM cuống rốn P4 sau giải đông tăng trưởng rất chậm ở những ngày đầu, và 

tăng nhanh dần kể từ ngày thứ 5. Tuy nhiên, tốc độ tăng trưởng của tế bào trước đông 

lạnh nhanh hơn nhiều so với tốc độ tăng trưởng của tế bào sau khi giải đông.  

Kết luận giống với kết quả của Roy và cộng sự (2014), TBGTM sau khi giải 

đông sẽ phát triển chậm hơn, thu được số lượng tế bào ít hơn là lượng tế bào thu được 

ở TBGTM phân lập từ mô tươi. Điều này chứng tỏ, sau đông lạnh, tốc độ tăng trưởng 

của TBG sẽ giảm đi [110]. 

Để đánh giá những thay đổi trong tốc độ tăng trưởng tế bào ở hai nhóm phân 

lập từ mô cuống rốn tươi, và mô cuống rốn đông lạnh, chúng tôi tính toán thời gian 

nhân đôi mật độ tế bào (Bảng 3.2) và số lượng tế bào tăng lên (Hình 3.8).  
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Bảng 3.2. Sự tăng sinh TBGTM của mẫu mô cuống rốn tươi và mô cuống rốn đông 

lạnh từ giai đoạn cấy chuyển 2 đến giai đoạn cấy chuyển 5 

Lô thí nghiệm 
Thời gian nhân đôi mật độ tế bào (giờ) 

P2 P3 P4 P5 

Mô cuống rốn tươi 28,42 ± 0,60a 26,34 ± 0,55a 27,69 ± 0,20a 25,71 ± 0,53a 

Mô cuống rốn  

đông lạnh 
36,00 ± 0,93b 33,75 ± 0,55b 40,00 ± 0,39b 40,00 ± 0,63b 

Thí nghiệm được lặp lại 3 lần, số liệu biểu thị tỷ lệ trung bình ± SEM, số liệu 

với chú thích khác nhau (a,b) trong cùng một cột là sai khác có ý nghĩa thống kê 

(P<0.05) 

Kết quả ở Bảng 3.2 cho thấy tế bào phân lập từ mô cuống rốn tươi tốt hơn tế 

bào phân lập từ mô cuống rốn đông lạnh, ở bất kỳ lần cấy chuyển nào đều quan sát 

được thời gian nhân đôi ở lô mô cuống rốn tươi nhanh hơn so với ở lô mô cuống rốn 

đông lạnh. Thời gian nhân đôi mật độ tế bào phụ thuộc nhiều yếu tố trong đó có điều 

kiện nuôi cấy tế bào, các yếu tố tăng trưởng, nhiệt độ, áp suất...Ở lần cấy chuyển 3 

có sự giảm thời gian nhân lên mật độ tế bào ở cả 2 lô, tuy nhiên ở các lần cấy chuyển 

tiếp theo so với lần cấy chuyển 2 theo xu hướng chung. Ở nhóm phân lập từ mô cuống 

rốn tươi thời gian nhân đôi mật độ tế bào xu hướng giảm nhẹ ở các lần cấy chuyển từ 

2 đến 5. Trong khi đó ở phân lập từ mô cuống rốn đông lạnh, thời gian nhân đôi mật 

độ tế bào có xu hướng lại tăng lên muộn hơn. Tại lần cấy chuyển 2, thời gian nhân 

đôi mật độ tế bào là 36,00 giờ, nhưng thời gian tăng lên 40,00 giờ ở lần cấy chuyển 

4 và 5. Sự sai khác có ý nghĩa thống kê thể hiện khi so sánh thời gian nhân đôi mật 

độ tế bào giữa 2 nhóm lô mô cuống rốn tươi và lô mô cuống rốn đông lạnh. Tuy vậy, 

thời gian nhân đôi mật độ tế bào đều ngắn hơn 60,00 ± 3,00 giờ theo báo cáo của 

Chen và cộng sự (2015) [111]. Điều này chứng tỏ, TBGTM chúng tôi đã phân lập và 

nuôi cấy ở cả 2 lô thí nghiệm phát triển rất tốt trong điều kiện thí nghiệm nghiên cứu 

đặt ra.  

Đánh giá số lượng tế bào giữa hai nhóm thí nghiệm, nồng độ tế bào tăng lên  

trong 7 ngày nuôi cấy đã tăng lên gần như cấp số nhân (Hình 3.8). Trong 3 ngày đầu, 

số lượng TBGTM được phân lập từ mô cuống rốn tươi và mô cuống rốn đông lạnh là 

tương tự nhau, sau đó chúng có một chút chậm trễ trong việc mở rộng và tăng sinh 
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so với số lượng tế bào có nguồn gốc từ mô cuống rốn tươi. Đến ngày thứ 7, tốc độ 

tăng sinh dần ổn định, lượng tế bào tăng sinh không còn cao. 

 

Hình 3.8. Tổng số tế bào tăng sinh được ghi lại mỗi ngày trong 7 ngày nuôi cấy ở 2 

nhóm thí nghiệm: mô cuống rốn tươi và mô cuống rốn đông lạnh 

Có thể thấy phương pháp đông lạnh, bảo quản và giải đông tế bào của chúng 

tôi đảm bảo để thu được TBGTM với tốc độ tăng trưởng tốt nhất, đảm bảo quá trình 

đạt chất lượng và các đặc trưng cần thiết của TBGTM. 

3.2. Đánh giá tính ổn định, tiềm năng biệt hóa và khả năng duy trì nguồn 

TBGTM trong điều kiện nuôi in vitro 

3.2.1. Đánh giá tính ổn định di truyền của TBG phân lập được  

Chúng tôi dùng 3 mẫu ở lần cấy chuyển thứ 2 để tiến hành phân tích nhiễm 

sắc thể của TBG. Bộ nhiễm sắc thể thu được sau khi phân tích đều cho thấy là bình 

thường, điển hình do đó có thể sử dụng nguồn tế bào này để đánh giá tính ổn định di 

truyền của TBG (Hình 3.9). 
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A)   B)  

Hình 3.9. Quan sát nhiễm sắc thể trên kính hiển vi (A) và nhiễm sắc thể đồ (B) của 

tế bào nuôi ở lần cấy chuyển thứ 2 (Độ phóng đại 1.000X) 

Để xác định tác động của việc nuôi cấy nhân số lượng TBG trong điều kiện in 

vitro đến sự ổn định của nhiễm sắc thể. Với mục đích này, TBG nuôi cấy ở các lần 

cấy chuyển thứ 2, 10 và 15 được xử lý và phân tích bộ nhiễm sắc thể. Kết quả cho 

thấy, nhiễm sắc thể có số lượng ổn định, cấu trúc không thay đổi ở các lần đánh giá 

(Hình 3.10). 

  A)  B)  

C)  D)  

Hình 3.10. Quan sát nhiễm sắc thể trên kính hiển vi và nhiễm sắc thể đồ của tế bào 

nuôi ở lần cấy chuyển thứ 10 (A), (B) và thứ 15 (C), (D) (Độ phóng đại 1.000X)  
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Trong điều kiện ex vivo, nghiên cứu về đặc điểm nhiễm sắc thể của tế bào ở 

lần cấy chuyển thứ 3 – 4 và ở lần cấy chuyển thứ 10 – 12, Osipova và cộng sự cũng 

đã chứng minh các nhiễm sắc thể ở 2 giai đoạn trên không thay đổi trong suốt quá 

trình nuôi cấy, trong quá trình tăng sinh tế bào thể dị bội có xuất hiện nhưng không 

thay đổi [112]. 

Đối với liệu pháp trị liệu sử dụng tế bào, để cấp đủ số lượng tế bào cho mỗi 

lần cấy ghép thì việc nuôi cấy in vitro từ nguồn tế bào cho ít ỏi ban đầu là rất cần 

thiết. Quá trình nuôi cấy in vitro là một trong những tác nhân chính dẫn đến suy giảm 

tiềm năng của TBG và đặc biệt là tính ổn định của cấu trúc di truyền, cụ thể là bộ 

nhiễm sắc thể của tế bào. Việc nhân nuôi tế bào cần được thiết lập ở mức độ đáp ứng 

sự ổn định đặc tính di truyền và tiềm năng TBG phải được duy trì. Trong nghiên cứu 

Hladik và cộng sự (2019) cũng đã xác nhận bộ nhiễm sắc thể TBGTM chuột ổn định 

trong quá trình nhân nuôi in vitro [113]. 

3.2.2. Đánh giá tiềm năng biệt hóa của tế bào gốc 

Khả năng biệt hóa đa dòng của TBGTM cuống rốn đã được chứng minh bằng 

cách tạo ra sự biệt hóa tạo thành tế bào nguyên bào xương và tế bào mỡ. Sự biệt hóa 

được ghi nhận khi quan sát dưới kính hiển vi ở độ phóng đại 200X. 

3.2.2.1. Biệt hóa tế bào gốc thành tế bào mỡ 

Các tế bào tạo mỡ với hình dạng khối tròn bắt đầu xuất hiện vào ngày thứ 7 

sau khi tiến hành cảm ứng biệt hóa (Hình 3.11A) trong khi không xuất hiện ở tế bào 

đối chứng (Hình 3.11C). 

Chúng tôi quan sát thấy, các tế bào tròn lớn hơn với nhiều không bào có lipid 

đã xuất hiện trong tế bào chất từ TBGTM cuống rốn sau 21 ngày biệt hóa bằng môi 

trường biệt hóa tạo mỡ. Sự xuất hiện các giọt mỡ có thể được quan sát dưới kính 

hiển vi đảo ngược ở độ phóng đại 200 hay 400 lần. Tế bào tạo mỡ được biệt hóa từ 

TBGTM có hình thái co tròn, các giọt lipid xuất hiện. Dưới kính hiển vi, các giọt 

mỡ tròn phản chiếu ánh sáng. Khi nhuộm với thuốc nhuộm Oil red (Merck), chúng 

luôn bắt màu đỏ chiếm phần lớn tế bào chất (Hình 3.11B). Ngược lại, các tế bào đối 

chứng không có sự thay đổi về mặt hình thái, không xuất hiện giọt mỡ và bắt màu 

thuốc nhuộm (Hình 3.11D). 
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Hình 3.11. Kết quả biệt hóa TBGTM thành tế bào mỡ (Độ phóng đại 200X) 

Các tế bào (P5) được nuôi trong môi trường biệt hóa tạo mỡ: bắt đầu tích tụ tạo giọt 

mỡ sau 7- 14 ngày (A), bắt màu đỏ khi nhuộm với thuốc nhuộm Oil red tại ngày thứ 

14 (B); Các TBGTM ở lô đối chứng (P5), không bổ sung chất cảm ứng biệt hóa: 

trong môi trường nuôi cấy (C), được nhuộm với thuốc nhuộm Oil red (D) 

Khi so sánh khả năng biệt hóa TBGTM thành tế bào mỡ ở nhóm phân lập từ 

mô cuống rốn tươi và mô cuống rốn đông lạnh cũng cho kết quả tương tự. Kết quả 

cho thấy những tế bào này đã biệt hóa thành tế bào mỡ. Các giọt mỡ xuất hiện sau 3 

tuần và tăng kích thước một chút vào cuối giai đoạn biệt hóa (Hình 3.12). 

 

Hình 3.12. Các tế bào giọt mỡ bắt màu đỏ khi nhuộm với thuốc nhuộm Oil red xuất 

hiện sau biệt hóa ở nhóm phân lập từ mô cuống rốn tươi (A) và mô cuống rốn đông 

lạnh (B) (Độ phóng đại 200X) 
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Trong môi trường biệt hóa, dexamethasone là một glucocorticoid steroid có 

vai trò cảm ứng cho sự biệt hóa, trong khi các yếu tố bổ sung khác có vai trò kích 

thích cho sự biệt hóa. Indomethacin là  chất gắn của PPAR (peroxisome proliferators-

activated receptor) một loại receptor nhân tế bào giúp hoạt hóa nhân tố phiên mã ức 

chế đường truyền tín hiệu Wnt, thúc đẩy biệt hóa tế bào thành tế bào mỡ. Trong khi 

đó, IBMX ức chế phosphodiesterase ngăn cản quá trình cAMP chuyển đổi sang 

5’AMP. Chính vì đó gây biểu hiện một enzyme lipase nhạy cảm với nội tiết tố (HSL), 

emzyme này sẽ thủy phân triacyl glyceride thành các acid béo tự do và glyceril. Cùng 

lúc đó, Insuline với vai trò điều chỉnh chuyển hóa glucose thu nhận vào tế bào làm 

vật liệu cho phản ứng chuyển đổi tạo các giọt mỡ [17], [114]. 

3.2.2.2. Biệt hóa tế bào gốc thành nguyên bào xương 

Hình thái đặc trưng của nguyên bào xương (osteoblast) ở tế bào được biệt hóa 

bắt đầu xuất hiện sau 7 ngày nuôi trong môi trường biệt hóa: tế bào chuyển từ dạng 

dài mỏng thuôn mảnh giống nguyên bào sợi sang dạng tròn và hình hạt đậu (Hình 

3.13A). 

 

Hình 3.13. Kết quả biệt hóa TBGTM thành nguyên bào xương 

(A) Các tế bào (P5) được nuôi trong môi trường biệt hóa bắt đầu chuyển từ dạng dài 

sang dạng tròn và hình hạt đậu. (B) Các tế bào nguyên bào xương bắt màu đỏ khi 

nhuộm với thuốc nhuộm Alizarin red (Độ phóng đại 200X) 

Sau 2 tuần nuôi cấy, tỷ lệ các tế bào có dạng hình hạt đậu hoặc hình tròn tăng 

lên rõ rệt. Các tế bào này bắt màu đỏ cam khi tiếp xúc với thuốc nhuộm Alizarin red. 

Sự kết hợp của ion calcium (tính chất đặc trưng của nguyên bào xương) hiện diện 

trong tế bào chất với thuốc nhuộm tạo nên phức hợp có màu đỏ cam (Hình 3.13B). 

Đây là một minh chứng cho việc các TBGTM đã được biệt hóa thành nguyên bào 

xương thể hiện trong tế bào chất có sự lắng tụ của muối calcium. 
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Khi so sánh khả năng biệt hóa TBGTM thành tế bào nguyên bào xương ở 

nhóm phân lập từ mô cuống rốn tươi và mô cuống rốn đông lạnh cũng cho kết quả 

tương tự. Sau 3 tuần biệt hóa TBGTM thành tế bào nguyên bào xương, ở hai nhóm 

thí nghiệm đều xuất hiện các tinh thể bắt màu đỏ khi nhuộm với thuốc nhuộm Alizarin 

red (Hình 3.14). 

 

Hình 3.14. Các tế bào bắt màu đỏ khi nhuộm với thuốc nhuộm Alizarin red ở nhóm 

mô cuống rốn tươi (A) và mô cuống rốn đông lạnh (B) 

(Độ phóng đại 200X) 

Phụ thuộc vào mức nồng độ mà Dexamethasone ức chế biệt hóa hoặc kích 

thích biệt hóa tế bào thành nguyên bào xương. Cụ thể, Dexamethasone với nồng độ 

cao sẽ cảm ứng biệt hóa tế bào thành các giọt mỡ, ngược lại, với nồng độ 

Dexamethasone thấp hơn, chất này sẽ kích thích biệt hóa TBGTM thành nguyên bào 

xương. Môi trường biệt hóa còn gồm có AsAP có tác dụng làm tăng sinh tế bào, 

kích thích sự tổng hợp collagen và thúc đẩy quá trình biệt hóa tế bào thành nguyên 

bào xương. Cùng với đó, β-glycerolphosphate là yếu tố quan trọng khi kết hợp với 

AsAP và Dexamethasone giúp kích thích sự hình thành chất nền được khoáng hóa 

[115]. 

3.2.3. Đánh giá đặc trưng tế bào gốc trung mô 

3.2.3.1. Đánh giá đặc trưng tế bào gốc trung mô bằng phương pháp đếm tế bào 

qua dòng chảy 

Mặc dù TBG có thể được trích xuất thành công tại tất cả các vị trí trong các 

mô cuống rốn từ các mô quanh mạch máu, vùng thạch Wharton, màng mô cuống 

rốn, các mô quanh mạch máu được đánh giá là mô tổ chức có chứa lượng lớn TBG 

[102], [116]. 
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Chúng tôi tiến hành phương pháp đếm tế bào qua dòng chảy (flow cytometry) 

để  đánh giá biểu hiện với các chỉ thị đặc trưng của TBGTM phân lập từ mô cuống 

rốn ở lần cấy chuyển thứ 4. Kết quả ở hình 3.15 thể hiện tỷ lệ biểu hiện dương tính 

cao trong tế bào với các chỉ thị đặc trưng TBGTM, cụ thể: CD73 (99,90%), CD90 

(98,20%) và CD105 (98,50%) (Hình 3.15).  

 

Hình 3.15. Biểu hiện các chỉ thị bề mặt TBGTM của mẫu tế bào phân lập từ mô 

cuống rốn ở lần cấy chuyển 4 phân tích bằng flow cytometry 

Hầu hết các mẫu đều có biểu hiện âm tính với tổ hợp các chỉ thị đặc trưng 

không biểu hiện trong TBGTM (CD14, CD20, CD34, CD45). Với các nguồn phân 

lập TBG từ cuống rốn mà chúng tôi thực hiện, tỷ lệ chung cho tổ hợp này ở mẫu phân 

lập từ mô màng cuống rốn là 5,10% (Hình 3.16). 

 

Hình 3.16. Tỷ lệ tổ hợp các chỉ thị đặc trưng không biểu hiện trong TBGTM phân 

lập từ mẫu mô cuống rốn ở lần cấy chuyển 4 phân tích bằng flow cytometry 

Kết quả cũng tương đồng với nghiên cứu của Salehinejad và cộng sự (2012) khi 

phân lập các TBGTM từ lớp nhầy cuống rốn người. Theo nhóm tác giả này công bố, 

biểu hiện của CD90 đạt 72,23% và 55,79%, tương ứng với nhóm phân lập bằng enzyme 

và nhóm phân lập bằng mảnh mô, biểu hiện của CD73 đạt tỷ lệ cao hơn trong nhóm phân 

lập bằng mảnh mô (74,47%) so với nhóm phân lập bằng tổ hợp enzyme (13,33%) [45]. 
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Năm 2011, nhóm nghiên cứu của Koliakos và cộng sự, cũng chỉ ra tế bào phân lập được 

từ cuống rốn dương tính với CD105 (81,90 ± 17,80%), CD90 (99,40 ± 1,40%) và CD29 

(95,50 ± 5,30%) (n = 67) và âm tính đối với CD45 (11,10 ± 5,50%) (n = 30) [117]. Các 

kết quả cũng được báo cáo tương tự với các nhóm nghiên cứu [33], [48]. 

Chúng tôi cũng sử dụng phương pháp đếm tế bào qua dòng chảy để so sánh 

khả năng biểu hiện các chỉ thị TBGTM ở nhóm phân lập từ mô cuống rốn tươi với 

nhóm phân lập từ mô cuống rốn đông lạnh.  

Các tế bào ở giai đoạn cấy chuyển lần 2 được phân tích đếm tế bào qua dòng 

chảy xác định dấu hiệu bề mặt tế bào của CD73, CD90 và CD105. Kết quả cho thấy 

sự biểu hiện mức độ cao của TBGTM ở cả hai nhóm tế bào.  

Ở nhóm TBGTM phân lập từ mô cuống rốn tươi, sự biểu hiện của CD90 

(99,75%), CD105 (99,51%), CD73 (99,46%) (Hình 3.17). Ở nhóm TBGTM phân 

lập từ mô cuống rốn đông lạnh, sự biểu hiện của các chỉ thị này có giảm hơn, cụ thể 

CD90 (96,60%), CD105 (96,15%), CD73 (95,20%) (Hình 3.18).  

 

Hình 3.17. Biểu hiện các chỉ thị bề mặt TBGTM của mẫu cuống rốn tươi ở lần 

cấy chuyển 2 

 

Hình 3.18. Biểu hiện các chỉ thị bề mặt TBGTM của mẫu cuống rốn đông lạnh 

ở lần cấy chuyển 2 
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Trong nghiên cứu này, các dấu hiệu bề mặt của TBGTM ở nhóm phân lập từ 

mô cuống rốn đông lạnh thấp hơn nhóm phân lập từ mô cuống rốn tươi, nhưng sự 

biểu hiện vẫn cao hơn so với một số nghiên cứu của các tác giả khác. 

Năm 2016, Phạm Văn Phúc và cộng sự đã nghiên cứu biểu hiện chỉ thị phân 

tử của tế bào phân lập từ lớp chất nền dây rốn và đánh giá qua các lần cấy chuyển. 

Kết quả cho thấy ở lần cấy chuyển thứ 2, tế bào có tỷ lệ phần trăm dương tính cao 

CD13, CD29, CD44 và CD90 (80,65% đến 93,77%), tỷ lệ phần trăm dương tính trung 

bình với CD105 và CD146 (28,34% đến 39,07%) và tỷ lệ phần trăm dương tính thấp 

với CD10, CD14, CD34 và CD117 (2,12% đến 12,80%) (n=3). Đối với lần cấy 

chuyển thứ 10, tế bào được duy trì có tỷ lệ phần trăm dương tính cao CD13, CD29, 

CD44 và CD90 (94,58% đến 96,05%), và có sự gia tăng biểu hiện CD10, CD105 và 

CD146 (38,45% đến 78,16%) (n=3) [118]. 

Anahita và cộng sự (2014) cũng cho thấy TBG được phân lập từ dây rốn của 

người, màng ối và của mô nhau thai cũng đều dương tính với CD105, CD44 và CD90 

và âm tính với CD34, CD133 [119]. Trong nghiên cứu TBG phân lập từ nhau thai, 

Shalini và cộng sự (2012) cũng chỉ ra ở lần cấy chuyển sớm (P2), hơn 90% tế bào 

phân lập được biểu hiện dương tính với CD29, CD105, CD73, CD90. Tất cả các mẫu 

cho thấy âm tính CD45 và CD34 [120]. 

Kết quả biểu hiện các chỉ thị đặc trưng khá đồng nhất sau lần cấy chuyển đầu 

tiên chứng tỏ tế bào phân lập theo phương pháp của chúng tôi đã được tối ưu hóa. 

Theo các nghiên cứu đã công bố, TBGTM sau các lần cấy chuyển tiếp theo sẽ cho tỷ 

lệ biểu hiện chỉ thị phân tử ở mức độ cao hơn (khoảng 90%) [121], [122]. 

Các dòng TBGTM ổn định hơn vẫn đang được nhóm nghiên cứu của chúng 

tôi tiếp tục nuôi cấy và lưu trữ. Bảng 3.3 cho thấy quá trình nuôi cấy in vitro không 

ảnh hưởng đến sự biểu hiện của các chỉ thị bề mặt, thể hiện qua tỷ lệ dương tính 

không có sự thay đổi đáng kể. Các kết quả từ phân tích đếm tế bào qua dòng chảy 

chứng minh rằng chúng có khả năng duy trì chỉ thị bề mặt đặc trưng khi nuôi cấy 

in vitro trong thời gian dài.  

Các chỉ thị đặc trưng như CD73, CD90 và CD105 sau khi phân tích đối 

với TBG cuống rốn đều có tỷ lệ biểu hiện rất cao trên >95,03%; và biểu hiện âm 

tính với tổ hợp các chỉ thị CD14/CD20/CD34/CD45. 
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Bảng 3.3. Biểu hiện của các chỉ thị TBGTM qua các lần cấy chuyển 

Chỉ thị đặc 

trưng TBGTM 

Tỷ lệ biểu hiện (%) 

P3 P9 P15 

CD73 95,53 ± 0,20 98,37 ± 0,15 98,70 ±0,12 

CD90 95,27 ± 0,24 96,83 ± 0,30 98,53 ± 0,15 

CD105 95,60 ± 0,10 98,43 ± 0,09 99,13 ± 0,33 

CD14/CD20/ 

CD34/CD45 
4,77 ± 0,09 4,93 ± 0,24 5,07 ± 0,19 

Thí nghiệm được lặp lại 3 lần, số liệu % biểu thị tỷ lệ trung bình ± SEM, số 

liệu với chú thích khác nhau (a,b) trong cùng một hàng là sai khác có ý nghĩa thống 

kê (P<0.05) 

Để đánh giá tính ổn định của tế bào trong bảo quản lạnh, chúng tôi phân tích 

các đặc trưng của TBG bằng phương pháp đếm tế bào qua dòng chảy với tế bào trước 

và sau đông lạnh. Chúng tôi tiến hành giải đông lô tế bào đông lạnh ở lần cấy chuyển 

thứ hai (P2) và nuôi cấy sau 6 ngày để mật độ tế bào đạt 80-90% đĩa nuôi, lượng tế 

bào thu được đạt khoảng 1x106 tế bào/mL thì thực hiện để kiểm tra sự biểu hiện của 

các chỉ thị bề mặt. 

Tỷ lệ biểu hiện các chỉ thị của các tế bào trước và sau đông lạnh được thể hiện 

trong bảng 3.4. Kết quả cho thấy quần thể tế bào trước đông lạnh có tỷ lệ biểu hiện 

dương tính với các chỉ thị đặc trưng của TBGTM từ 98% trở lên. Trong khi đó, biểu 

hiện các chỉ thị đều giảm sau đông lạnh tuy nhiên, mức độ giảm không giống nhau. 

Chỉ thị CD90 giảm nhiều nhất từ 98,00% trước đông lạnh còn 83,60% sau đông lạnh. 

Nguyên nhân của điều này có thể do ảnh hưởng của quá trình đông lạnh khiến giảm 

tỷ lệ biểu hiện của các chỉ thị tế bào sau đông lạnh.  

Bảng 3.4. Tỷ lệ tế bào biểu hiện các chỉ thị TBG trước và sau đông lạnh 

Chỉ thị 
Tỷ lệ biểu hiện (%) 

Trước đông lạnh Sau đông lạnh 

CD73 99,00 ± 0,12 98,40 ± 0,06 
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CD90 98,00 ± 0,17a 83,60 ± 0,12b 

CD105 98,00 ± 0,18a 95,20 ± 0,12b 

Thí nghiệm được lặp lại 3 lần, số liệu % biểu thị tỷ lệ trung bình ± SEM, số 

liệu với chú thích khác nhau (a,b) trong cùng một hàng là sai khác có ý nghĩa thống 

kê (P<0.05) 

Bảo quản lạnh đại diện cho tiêu chuẩn vàng trong lưu trữ và vận chuyển tế 

bào, nhưng tác dụng của nó đối với TBGTM vẫn chưa được thật sự rõ ràng. Những 

đánh giá có hệ thống đã được thực hiện để đánh giá tác động của bảo quản lạnh đối 

với TBGTM tủy xương và cố gắng khám phá lý do đằng sau một số kết quả gây 

tranh cãi được thể hiện trong các báo cáo. Bahsoun và cộng sự (2019) đã thống kê 

41 nghiên cứu liên quan đến đông lạnh và đánh giá sau đông lạnh trong điều kiện in 

vitro để tiến hành phân tích. Kết quả cho thấy, hầu hết các nghiên cứu đều kết luận 

rằng bảo quản lạnh không ảnh hưởng đến hình thái TBGTM, biểu hiện các chỉ thị 

đánh dấu bề mặt, khả năng biệt hóa hoặc tăng sinh [123]. Do vậy, kết quả nghiên 

cứu này của chúng tôi cũng tương đồng với các nghiên cứu được công bố trước đây. 

 Theo nghiên cứu của Bharti và cộng sự (2018) đã chỉ ra rằng, các TBGTM 

cuống rốn trước và sau khi đông lạnh – giải đông đều biểu hiện các chỉ thị đặc trưng 

cho TBGTM là: CD90, CD73, CD105 [124]. So sánh với thí nghiệm của Bharti chúng 

tôi nhận thấy rằng, kết quả thí nghiệm của chúng tôi hoàn toàn giống với kết quả của 

Bharti. Điều này chứng tỏ, các TBGTM được chúng tôi phân lập có tính ổn định biểu 

hiện các chỉ thị đặc trưng cả trước và sau khi đông lạnh. 

3.2.3.2. Đánh giá đặc trưng TBGTM bằng phương pháp RT-PCR 

 Chúng tôi sử dụng máy đo quang phổ BiosSpectrometer (Eppendorf – Đức) để 

xác định hàm lượng và độ tinh sạch của mẫu và những kết quả được thống kê ở bảng 

3.5. 

Bảng 3.5. Kết quả đo mật độ quang (OD) của các mẫu RNA tách chiết 

Mẫu TBGTM OD260nm OD280nm OD260nm/OD280nm 
Hàm lượng 

RNA (ng/µl) 

Mẫu 1 0,442 0,223 1,98 176,7 

Mẫu 2 0,432 0,224 1,93 173,2 
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Mẫu 3 0,472 0,235 2,01 183,2 

Trung Bình 0,449 0,227 1,97 177,7 

Kết quả đạt đến trên 1,9 ở tỷ lệ OD260/OD280 khi đo quang phổ với các bước 

sóng 260 nm và 280 nm chứng tỏ các mẫu RNA chúng tôi tách chiết được có độ tinh 

sạch cao. Từ bảng kết quả trên cũng thể hiện hàm lượng RNA khá cao trong các mẫu 

với kết quả đo quang phổ 260 nm. Các kết quả trên khẳng định mẫu RNA đã được 

tách chiết hoàn toàn đủ tiêu chuẩn làm khuôn mẫu cho phản ứng RT – PCR. 

Việc nuôi cấy sau hơn 2 tuần, chúng tôi đã chọn lọc được các TBGTM thuần 

nhất có hình dạng giống như nguyên bào sợi, có tiềm năng tăng sinh từ quần thể tế 

bào hỗn hợp ban đầu. Bằng các nguyên liệu được chuẩn bị theo hướng dẫn của bộ kit 

QIAGEN® OneStep RT – PCR Kit, sử dụng mẫu RNA có độ tinh sạch và hàm lượng 

cao để chạy phản ứng RT-PCR kiểm tra biểu hiện của các chỉ thị đặc trưng của 

TBGTM với các cặp mồi đặc hiệu. 

Để xác định tính ổn định của tế bào trong quá trình nuôi cấy in vitro, TBG 

được đánh giá các chỉ thị tương ứng ở các lần cấy chuyển thứ 5, 10, 15 và 20. Kết 

quả cho thấy, với phương pháp RT-PCR, ở lần cấy chuyển thứ 20 các chỉ thị vẫn duy 

trì biểu hiện âm tính với các chỉ thị chức năng của tế bào gan và biểu hiện dương 

tính với các chỉ thị đặc trưng của TBG giống lần cấy chuyển thứ 5 (Bảng 3.6). 

Bảng 3.6. Biểu hiện các chỉ thị bề mặt trong quá trình nuôi in vitro 

Nguồn tế 

bào 
Chỉ thị 

Kích 

thước (bp) 

Biểu hiện 

tại P5 

Biểu hiện 

tại P10 

Biểu hiện 

tại P15 

Biểu hiện 

tại P20 

Tế bào gốc 

trung mô 

(TBGTM) 

CD105 179 + + + + 

CD90 265 + + + + 

CD73 308 + + + + 

CD34 367 - - - - 

CD86 290 + + + + 

Tế bào gốc 

phôi 

Eras 315 + + + + 

Oct – 1 297 + + + + 

Tế bào 

trung bì 
GATA4 290 + + + + 

Tế bào gan AFP 216 - - - - 
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ALB 136 - - - - 

HNF4α 350 - - - - 

Sản phẩm RT – PCR được kiểm tra, đánh giá bằng điện di trên gel agarose 

1.5%. Kết quả chạy điện di như sau: 

   

Hình 3.19. Kết quả điện di với các chỉ thị ở lần cấy chuyển 20 

M: thang chuẩn DNA 100 bp (Thermo Scientific). 

Từ bảng 3.6 và hình 3.19 cho thấy, CD34 là chỉ thị của TBG máu không biểu 

hiện ở TBG phân lập được, trong khi đó các chỉ thị  đặc trưng cho TBGTM là: CD105, 

CD90, CD73 đều dương tính. Điều này chứng tỏ rằng dòng tế bào thu được không có 

lẫn TBG máu. Kết quả này được đưa ra phù hợp với các thí nghiệm tương tự với 

Mennan và cộng sự (2013) khi phân lập từ các vùng khác nhau của mẫu dây rốn 

[102]. Ngoài ra các chỉ thị của TBG phôi (Embryonic stem cells) như: Oct-1, Eras 

cũng cùng được biểu hiện. GATA4 là một trong những yếu tố phiên mã tham gia vào 

quá trình hình thành và phát triển của các cơ quan có nguồn gốc từ trung bì cũng được 

biểu hiện. Một trường hợp lưu ý trong thí nghiệm này là có sự biểu hiện của chỉ thị 

CD86. CD86 được biết đến là một protein biểu hiện trên các tế bào trình diện kháng 

nguyên có tác dụng kích hoạt tế bào T trong cơ thể bằng việc cung cấp các tín hiệu 

đồng kích thích. Với việc có mặt của CD86 trên, trong các lần thí nghiệm sau chúng 

tôi sẽ cần đánh giá phân tích thêm ở các mẫu khác. 
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Khi dùng tế bào HepG2, một dòng tế bào ung thư gan, làm mẫu đối chứng, có 

những chỉ thị đặc trưng cho tế bào gan như ALB, HNF4α, G6P được biểu hiện, trong 

khi đó ở mẫu TBGTM sau phân lập thì kết quả cho thấy những chỉ thị trên không 

biểu hiện. Chúng tôi đã phân tích RT –PCR mẫu TBGTM đang nuôi cấy và ra kết 

không có bất cứ dấu hiệu về các chỉ thị đặc trưng nào cho tế bào gan. Vì vậy, để phục 

vụ cho các thí nghiệm biệt hóa sau này, nguồn TBGTM chúng tôi đang nuôi cấy hoàn 

toàn có thể dùng được.  

Ở cả hai lô tế bào trước đông lạnh và sau giải đông, chúng tôi đều phân tích biểu 

hiện các chỉ thị đặc trưng cho TBGTM là: CD105, CD90, CD73. Kết quả được thể 

hiện ở hình 3.20. 

   

Hình 3.20. Kết quả điện di với các chỉ thị CD105, CD90, CD73 của mẫu tế 

bào trước đông lạnh, nuôi cấy sau 33 ngày và 21 ngày từ lúc phân lập (A), mẫu tế 

bào sau giải đông (B) (Thang chuẩn DNA 200 bp). 

 Quan sát cả hai hình ảnh, chúng tôi nhân thấy, các băng điện di đều rất rõ, đều 

và đẹp, điều này chứng tỏ, trong thí nghiệm này của chúng tôi, quá trình đông lạnh 

hay tác động của DMSO trong môi trường đông lạnh không ảnh hưởng đến tính ổn 

định của các chỉ thị bề mặt đặc trưng của TBGTM cuống rốn. 

3.3. Biệt hóa TBGTM cuống rốn thành tế bào có biểu hiện các chỉ thị đặc trưng 

tế bào gan  

3.3.1. Biệt hóa bằng DMSO  

TBG cuống rốn sau 30 ngày nuôi cấy mặc dù đã có sự khác biệt nhất định về 

hình thái so với tế bào trước khi xử lý (Hình 3.21A, Hình 3.21B), mặc dù vậy, khi 

so sánh với với tế bào ung thư gan HepG2 thì vẫn chưa có sự tương đồng (Hình 

3.21C). 
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Hình 3.21. Hình thái của tế bào (P3) trước và khi xử lý bằng DMSO 1% sau 30 

ngày và so sánh với tế bào HepG2 (Độ phóng đại 40X) 

A) tế bào trước khi xử lý DMSO; B) tế bào ngày thứ 30 sau xử lý DMSO 

1. tế bào HepG2 ngày thứ 3 sau cấy chuyển 

Cả 2 dòng TBG trước và sau khi xử lý DMSO được đánh giá qua sự biểu hiện 

của các chỉ thị phân tử bằng kỹ thuật RT-PCR. Các chỉ thị phân tử trong TBG ở bảng 

2.1 được tiến hành kiểm tra và những kết quả biểu hiện của các chỉ thị được thống 

kê lại ở bảng 3.7. Ngoài các chỉ thị liên quan đến TBG  được kiểm tra đánh giá, để 

đánh giá hiệu quả của quá trình biệt hóa bằng DMSO thì biểu hiện của các chỉ thị 

liên quan đến tế bào gan là HNF4α, G6P và ALB được tập trung phân tích.  

Bảng 3.7. Biểu hiện của các chỉ thị phân tử ở tế bào sau biệt hóa bằng DMSO 

Tên 

chỉ thị 

Kích 

thước 

(bp) 

Biểu hiện chỉ thị 

phân tử trước 

khi xử lý DMSO 

Biểu hiện chỉ thị phân tử 

sau xử lý DMSO (30 

ngày) 

Biểu hiện của 

các chỉ thị trong 

tế bào HepG2 
0,01% 0,1% 1% 

CD73 308 + + + + + 
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CD34 367 + + + + + 

CD86 290 + + + + + 

CD90 265 + + + + + 

CD105 179 + + + + + 

Eras 315 + + + + + 

Oct-1 297 + + + + + 

GATA4 290 + + + + + 

HNF-4α 350 - - - + + 

ALB 136 - - - - + 

G6P 379 - - - - + 

Qua kết quả ở bảng 3.7 cho thấy, chỉ có yếu tố phiên mã HNF4α liên quan 

đến chức năng tế bào gan đã được biểu hiện trong TBG sau biệt hóa ở lô thí nghiệm 

biệt hóa bằng nồng độ 1% DMSO sau 30 ngày. Mặc dù biểu hiện HNF4α có tương 

đồng với kết quả biểu hiện ở nhóm tế bào ung thư gan HepG2 đem cùng phân tích. 

Tuy nhiên, các chỉ thị G6P hay ALB thì lại không biểu hiện ở các lô thí nghiệm biệt 

hóa bằng DMSO (Hình 3.22A), trong khi 2 chỉ thị này thể hiện rõ ở tế bào HepG2 

(Hình 3.22B). Sự xuất hiện của HNF4α được cho là sẽ kích thích các gen liên quan 

khác đến quá trình biệt hóa thành tế bào gan.  

 

Hình 3.22. Biểu hiện chỉ thị phân tử của tế bào biệt hóa bằng DMSO 1% sau 30 

ngày (A) và so sánh với tế bào HepG2 (B) (Thang chuẩn 100 bp) 

Việc kết quả RT-PCR có biểu hiện CD34 trong mẫu TBGTM trước khi xử lý 

biệt hóa bằng DMSO là một trường hợp không phổ biến. Cần được nghiên cứu đánh 

giá trong các thí nghiệm tiếp theo.  

Ở tế bào trước xử lý, chỉ thị HNF4α hoàn toàn không biểu hiện. Kết quả này 

là đồng nhất với các nghiên cứu về xử lý biệt hóa, tuy nhiên chỉ thị HNF4α đã được 



66 

 

 

 

biểu hiện sau 4 tuần nuôi cấy. Kết quả đã chứng minh HNF4α một yếu tố phiên mã 

trong quá trình tạo tế bào gan đã được hoạt hóa trong TBG dưới sự tác động của 

DMSO nồng độ 1%. Và HNF4α qua cơ chế sẽ kích thích sự biểu hiện của các gen 

khác liên quan đến tế bào gan. Như thế, việc tạo thành tế bào gan hoàn chỉnh bằng 

việc biêt hóa TBG cuống rốn là có cơ sở khoa học. Giải thích cho việc phải đến sau 

4 tuần nuôi cấy kể từ khi tế bào được xử lý biệt hóa, thì chỉ thị phân tử của tế bào gan 

là HNF4α mới được thể hiện là do hiệu suất chưa đủ lớn của quá trình hoạt hóa biểu 

hiện gen bằng DMSO trong TBGTM. Điều này dẫn đến chưa nhiều tế bào biểu hiện 

gen HNF4α xuất hiện.  

Kết quả cũng cho thấy hai gen chỉ thị đặc trưng cho tế bào gan là G6P và ALB 

cũng không được biểu hiện. Kết quả này có thể do thời gian protein HNF4α biểu hiện 

sau khi xử lý biệt hóa bằng DMSO chưa đủ để cho nó có thể tác động và kích hoạt 

biểu hiện tới những gen liên quan. Hoặc việc hoạt hóa tế bào cần có quá trình để tế 

bào gan trưởng thành và những  gen liên quan đến chức năng gan ở giai đoạn muộn 

được kích hoạt. Do đó, để tế bào sau xử lý bằng DMSO biểu hiện được những gen 

chỉ thị này, quá trình nuôi cấy cần tiếp tục nghiên cứu theo dõi với những mốc thời 

gian dài hơn 4 tuần và có thể phải bổ sung các yếu tố hoạt hóa để tế bào thành thục 

chức năng. 

  Hiện nay, vẫn chưa có những công bố chính thức về khả năng biệt hóa thành 

tế bào gan trưởng thành nhờ kích hoạt gen HNF4α bằng sử dụng DMSO. Các nghiên 

cứu này mới đang chỉ dừng lại ở mức độ tạo tế bào giống tế bào gan. Theo thông báo 

của Du và cộng sự (2018), việc biệt hóa từ TBG thành tế bào gan ở người có thể có 

được bằng cách sử dụng một phương pháp khá đơn giản và hiệu quả là sử dụng kết 

hợp với các phân tử nhỏ khác với DMSO. Quá trình biệt hóa đảm bảo tạo ra tế bào 

có đặc điểm đặc trưng của tế bào gan [79]. 

  Đánh giá khả năng tích trữ glycogen của tế bào sau biệt hóa bằng phương pháp 

nhuộm Periodic acid Schiff (PAS). Đây là phương pháp nhuộm miễn dịch được sử 

dụng để nhận diện các polysaccharide bao gồm glycogen, glycoproteins và 

glycolipids trong các tế bào và mô cơ quan [125]. Glycogen chiếm khoảng 10% trọng 

lượng gan và sự tích tụ Glycogen trong gan đóng vai trò quan trọng trong quá trình 

điều hòa đường huyết của cơ thể [126]. Trong nghiên cứu này, phương pháp nhuộm 
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PAS được sử dụng để nhận diện glycogen có mặt trong tế bào nhằm đánh giá hiệu 

quả biệt hóa tế bào gan từ TBGTM. 

  Kết quả nghiên cứu cho thấy TBGTM cuống rốn không được biệt hóa có dạng 

dài và nhân tế bào kéo dài theo chiều dài của tế bào ở một thể đồng nhất. Các thể 

polysaccharide đều được nhuộm đồng đều trên vùng xung quanh tế bào (Hình 3.23A). 

Trong khi đó ở các lô tế bào biệt hóa bằng DMSO đã cho thấy khả năng dự trữ 

glycogen trong tế bào sau 3 tuần thể hiện các tế bào bắt màu thuốc nhuộm rõ hơn 

(Hình 3.23B). 

 

Hình 3.23. Kết quả nhuộm PAS  

A) TBGTM cuống rốn (P3) không biệt hóa; B) TBGTM cuống rốn biệt hóa sau 3 

tuần với DMSO (Độ phóng đại 100X) 

3.3.2. Biệt hóa bằng tổ hợp của HGF, DEX và OSM  

Sự biệt hóa tuần tự theo quá trình bắt chước sự phát triển của gan gây ra sự 

thay đổi hình thái dần dần từ hình dạng giống như nguyên bào sợi đến hình dạng 

giống như hình bầu dục, tròn và cuối cùng là hình đa giác.  

Từ sau mỗi tuần, các tế bào đã được kiểm tra bằng kính hiển vi đảo ngược (vật 

kính 10X đến 40X) để đánh giá hình thái tế bào (xuất hiện dạng thay đổi khác với 

dạng nguyên bào sợi), khả năng sống của tế bào và khả năng nhiễm vi sinh vật. 

Sau khi tiếp xúc với môi trường khởi tạo có chứa HGF và FGF-4 (bước khởi 

đầu), các tế bào dần mất đi các cạnh sắc nét và dần dần bị thu hẹp lại, dẫn đến sự 

chuyển đổi từ hình thái lưỡng cực nguyên bào sợi sang hình dạng tròn hoặc hình bầu 

dục (Hình 3.24A).  

Sự thay đổi hình thái được phát hiện sớm nhất là vào ngày thứ 7 ở khu vực có 

mật độ tế bào cao và được truyền vào khu vực có mật độ tế bào thấp, do đó khoảng 
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70% các tế bào được biệt hóa trở thành hình bầu dục và hình tròn vào cuối quá trình 

bắt đầu bước vào quá trình thay đổi. Các tế bào bắt đầu có biểu hiện co lại, khác với 

hình thái TBGTM thông thường. Sự co thắt tế bào chất đã được tiến triển hơn nữa 

trong bước trưởng thành và hầu hết các tế bào được nuôi trong môi trường biệt hóa 

biến thành các tế bào tròn nhỏ rất giống với các tế bào hình đa giác (Hình 3.24B). 

Mức độ hình thay đổi hình thái ở các tế bào trong nghiên cứu này tương đồng 

với các nghiên cứu biệt hóa tạo tế bào gan từ TBGTM được công bố trước đây [84]. 

 

Hình 3.24. Hình thái tế bào biệt hóa bằng tổ hợp HGF, DEX và OSM sau 

1 tuần (A) và 2 tuần (B) (Độ phóng đại 100X) 

Trong khi nhiều nghiên cứu sử dụng phương pháp kết hợp giữa các tác nhân 

FGF + HGF + ITS + DEX để biến đổi các tế bào gan tiền thân thành tế bào gan 

trưởng thành, nhưng kết quả thu được nhiều không đạt hiệu quả như mong đợi [78]. 

Một số nhà nghiên cứu đã thêm hỗn hợp FGF + HGF [127] hoặc FGF + HGF + OSM 

[128] để gây biệt hóa tạo tế bào gan từ TBG. Các đánh giá chức năng tế bào biệt hóa 

dựa theo các dấu hiệu tế bào gan đặc trưng như khả năng tiết albumin và khả năng 

tiết urê, lưu trữ glycogen và lipoprotein mật độ thấp. Trong khi đó, một số nghiên 

cứu khác nhấn mạnh vào khả năng chuyển đổi chức năng gan bằng cách thêm các 

yếu tố gây cảm ứng [129], tác dụng kết hợp của các tác nhân như DEX, ITS và 

nicotinamide hoặc chủ yếu tập trung vào việc điều khiển các con đường chuyển hóa 

đơn lẻ [130]. Trong nghiên cứu này, chúng tôi cũng sử dụng HGF với nồng độ 20 

ng/mL bổ sung thêm 1 mmol/L Dexamethasone (DEX), huyết thanh bê 15%. Sau 2 

tuần nuôi, bổ sung thêm oncostain M (OSM) với nồng độ 20 ng/mL. Các kết quả ban 

đầu cho thấy hình dạng tế bào giống tế bào gan đã quan sát được ở ngày thứ 7.  

 Biểu hiện của tế bào sau khi xử lý được thể hiện trong hình 3.25. Kết quả cho 

thấy tế bào biểu hiện dương tính với HNF4α sau 4 tuần được biệt hóa. Trong khi các 
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kết quả phân tích RT-PCR trước đó ở các thời điểm 1 tuần, 2 tuần và 3 tuần đều không 

biểu hiện. Điều đó cho thấy ban đầu lượng tế bào biệt hóa nhỏ, số lượng RNA không 

đủ lớn để có thể phát hiện bằng RT-PCR. Bên cạnh đó, hai chỉ thị đặc trưng của tế 

bào gan là ALB và G6P cũng không được biểu hiện tương tự như trong biệt hóa bằng 

DMSO. 

                    

Hình 3.25. Kết quả sản phẩm RT-PCR tế bào nuôi cấy 4 tuần sau biệt hóa bằng 

tổ hợp của HGF, DEX và OSM (M: Marker DNA 100 bp) 

 Nhuộm Periodic acid Schiff (PAS) cho thấy ở lô tế bào biệt hóa bằng tổ hợp 

HGF+DEX +OSM đã cho thấy khả năng dự trữ glycogen trong tế bào sau 3 tuần. Các 

tế bào quan sát có dạng ngắn hơn, các thể glycogen tập trung ở vùng gần nhân tế bào 

và nhân tế bào chia nhiều thùy. Một số tế bào còn thất rõ có hai nhân ở trong, đây 

cũng chính là một đặc trưng của tế bào gan là có nhân kép hoặc nhiều nhân tế bào 

(Hình 3.26B). Những đặc trưng này khác so với lô tế bào không được biệt hóa (Hình 

3.26A). 

 

 Hình 3.26. Kết quả nhuộm PAS  

A) TBGTM cuống rốn (P3) không biệt hóa; B) TBGTM cuống rốn biệt hóa sau 3 

tuần với tổ hợp HGF +DEX +OSM (Độ phóng đại 100X) 
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3.3.3. Biệt hóa bằng tổ hợp HGF, TSA và OSM  

Một tổ hợp các chất khác tiếp mà chúng tôi khảo sát đến khả năng biệt hóa tạo 

tế bào có chức năng gan đó là tổ hợp HGF, TSA và OSM. Tương tự, từ sau mỗi tuần, 

các tế bào đã được kiểm tra bằng kính hiển vi đảo ngược (vật kính 10X đến 40X) để 

đánh giá hình thái, khả năng sống của tế bào và khả năng nhiễm vi sinh vật.  

Sau khi tế bào tiếp xúc với môi trường có chứa HGF, TSA và OSM, chúng 

tôi quan sát thấy các tế bào bắt đầu thay đổi hình thái. Những thay đổi đầu tiên được 

ghi nhận vào ngày thứ 7 sau khi biệt hóa thể hiện ở hình thái tế bào. Các tế bào có 

biểu hiện co lại, khác với hình thái TBGTM thông thường. Sau khi tiếp tục nuôi cấy 

trong môi trường biệt hóa, quá trình co ngắn tế bào tiếp tục xảy ra, các tế bào có hình 

thù co lại (Hình 3.27A). Ở tuần thứ 2 sau biệt hóa các tế bào có dạng nguyên bào sợi 

đa phần chuyển thành các tế bào có dạng hình đa giác, đặc trưng của tế bào gan (Hình 

3.27B). 

 

Hình 3.27. Hình thái tế bào xử lý biệt hóa bằng tổ hợp HGF, TSA và OSM  

sau 1 tuần (A) và 2 tuần (B) (Độ phóng đại 40X) 

Cho đến nay, để nghiên cứu tác nhân biệt hóa, một loạt các phương pháp nuôi 

cấy đã được phát triển nhằm thúc đẩy quá trình biệt hóa TBG trưởng thành thành tế 

bào gan. Hầu hết các giao thức sử dụng các yếu tố tăng trưởng quan trọng cho sự phát 

triển hoặc tái tạo gan. Trong số các yếu tố ngụ ý trong sự phát triển gan phôi, yếu tố 

tăng trưởng nguyên bào sợi (FGF), được sản xuất bởi các tế bào trung mô tim, được 

tham gia vào giai đoạn đầu của việc tạo mẫu nội tiết gây ra quá trình định hình chức 

năng tế bào gan [131]. Oncostatin M (OSM), một thành viên của họ cytokine 

interleukin-6 được sản xuất bởi các tế bào tạo máu, được vận chuyển đến cơ quan 

sinh dục ở giai đoạn sơ sinh và dường như có tác động đến quá trình phát triển gan 

và tạo máu ở thai nhi [132]. Ngoài ra, các nghiên cứu cũng nhận thấy rằng 
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corticosteroid, HGF và EGF đóng vai trò quan trọng trong hoạt động sinh học gan 

[133], [134]. Những thông báo khoa học đã cho thấy, HGF là một yếu tố tăng sinh 

mạnh mẽ hơn cho tế bào gan của người trong nuôi cấy in vitro hơn so với EGF và 

đóng một vai trò quan trọng trong phát triển và tái tạo gan ở người [135]. Thêm vào 

đó, với sự bổ sung của Trichostantin A, một tác nhân gây biệt hóa định hướng tế bào 

gan được đánh giá có hiệu quả cao [136].  

Phân tích bằng RT-PCR với các chỉ thị liên quan đến tế bào gan là AFP (alpha-

fetoprotein), ALB (albumin), HNF4α để đánh giá hiệu quả của quá trình xử lý. Kết 

quả cho thấy với tế bào sau biệt hóa đã biểu hiện 2 chỉ thị liên quan đến tế bào gan 

là AFP và HNF4α từ 2 tuần sau khi tiếp xúc với môi trường có bổ sung HGF, TSA 

và OSM (Hình 3.28). Bên cạnh HNF-4α, AFP mã hóa cho một loại protein ở tế bào 

chất có tên là alpha fetoprotein. Protein này được sản sinh bởi tế bào gan trong suốt 

quá trình bào thai và khi được biểu hiện trong cơ thể người trưởng thành, nó thường 

xuyên có liên quan đến gan. So với tế bào trước khi biệt hóa, trong tế bào hai chỉ thị 

này hoàn toàn không biểu hiện, tuy nhiên sau 3 tuần và sau 4 tuần biệt hóa hai chỉ thị 

đã được biểu hiện. Tuy nhiên, một chỉ thị liên quan đến tế bào gan khác là ALB vẫn 

chưa được biểu hiện. 

 

Hình 3.28. Điện di đồ RT-PCR mẫu nuôi cấy 4 tuần sau biệt hóa bằng tổ hợp 

của HGF, TSA và OSM (M: Marker DNA 200 bp) 

Đoàn Chính Chung và cộng sự (2013) khi nghiên cứu biệt hóa TBGTM từ 

dây rốn, sử dụng thay đổi môi trường nuôi cấy bằng bổ sung tổ hợp các chất HGF, 

FGF-4, OSM, dexamethasone, nicotiamide và ITS. Nhóm tác giả công bố, tế bào 

biệt hóa đã biểu hiện chỉ thị AFP và ALB sau 21 ngày biệt hóa khi phân tích RT-

PCR. Sử dụng Real-time RT-qPCR để phân tích, nhóm tác giả còn phát hiện các chỉ 
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thị này không biểu hiện nhiều trong 7 ngày biệt hóa đầu, tuy nhiên tế bào biệt hóa 

biểu hiện ALB mức độ tăng dần từ 7 ngày đến 21 ngày. Trong khi đó với chỉ thị AFP, 

tế bào biểu hiện tăng lên từ ngày 7 đến ngày 14, nhưng lại giảm dần từ ngày 14 đến 

ngày 21, liên quan đến quá trình biệt hóa [89]. 

Năm 2014, Nguyễn Thị Kim Nguyền và cộng sự cũng khảo sát khả năng biệt 

hóa in vitro của TBGTM từ mô mỡ  thành tế bào giống tế bào gan bằng cách môi 

trường có bổ sung HGF, FGF, nicotiamide, OSM, dexamethasone và ITS. Nhóm 

nghiên cứu đã chứng minh được TBGTM từ mô mỡ có khả năng biệt hóa thành tế 

bào giống tế bào gan, biểu hiện hình thái này tương tự với tế bào nhu mô gan, có khả 

năng dự trữ glycogen và có biểu hiện cao các gen đặc trưng cho tế bào gan như: 

CK18, AFP, CK19, ALB so với lô đối chứng không biệt hóa. Cụ thể từ ngày thứ 5 

sau biệt hóa, tế bào đã biểu hiện AFP, điều này có thể khẳng định tế bào được xử lý 

biệt hóa thành tế bào có chức năng gan đang trải qua giai đoạn sớm của quá trính tạo 

tế bào gan trưởng thành . Với chỉ thị ALB, tế bào biểu hiện từ ngày 21 sau biệt hóa 

[90]. 

Tiến hành nhuộm Periodic acid Schiff (PAS) chúng tôi nhận thấy ở lô tế bào 

biệt hóa bằng tổ hợp HGF + TSA +OSM, khả năng dự trữ glycogen trong tế bào xuất 

hiện sau 3 tuần tương tự với lô biệt hóa bằng DMSO và tổ hợp HGF +DEX +OSM 

(Hình 3.29B). TBGTM cuống rốn không được biệt hóa vẫn duy trì có dạng dài đồng 

nhất và các thể polysaccharide đều được nhuộm đồng đều trên vùng xung quanh tế 

bào (Hình 3.29A). 

 

Hình 3.29. Kết quả nhuộm PAS  

A) TBGTM cuống rốn (P3)  không biệt hóa; B) TBGTM cuống rốn biệt hóa sau 3 

tuần với tổ hợp HGF + TSA +OSM (Độ phóng đại 100X) 
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3.3.4. Biệt hóa bằng chuyển gen HNF4α 

3.3.4.1. Thiết kế vector mang gen HNF4α biến nạp vào TBG 

Trình tự mã hóa của gen HNF4α và cặp mồi để khuếch đại trình tự gen mã hóa 

HNF4α đều được đặt tổng hợp theo trình tự đặc hiệu từ công ty TNHH-MTV sinh 

hóa Phù Sa. Trình tự này mã hóa của gen HNF4α được khuếch đại bằng phản ứng 

PCR sử dụng cặp mồi NheI-HNF4α-F (Mồi xuôi) và PacI-HNF4α-R (Mồi ngược). 

Sau khi PCR sản phẩm được điện di kiểm tra trên gel agarose 1,0% (Hình 3.30). 

 

Hình 3.30. Điện di đồ kiểm tra sản phẩm PCR khuếch đại CDS gen HNF4α 

M: Thang chuẩn DNA 1 kb (Thermo Scientific); 1: Sản phẩm PCR HNF4α 

 Hình ảnh điện di cho thấy trên kênh sản phẩm chỉ xuất hiện một băng DNA 

duy nhất trong khoảng 1000 bp đến 1500 bp, có kích thước vào khoảng gần 1,4 kb 

tương ứng với kích thước tính toán của  gen HNF4α khi thiết kế mồi (tổng chiều dài 

1.359 bp). Sản phẩm băng DNA rõ nét, có độ đặc hiệu cao và không có dấu hiệu đứt 

gãy hay nhiễu, do vậy có thể sử dụng sản phẩm PCR này chuyển vào vector pTRE-

Tight-BI. 

Sau phản ứng cắt, điện di kiểm tra tinh sạch sản phẩm cắt trên gel Agarose đối 

với 2 mẫu HNF4α và pTRE-Tight-BI với kích thước lần lượt khoảng 1.359 bp và 

2.856 bp. Bước tinh sạch sử dụng bộ QIAquick® Gel Extraction Kit (Hãng 

QIAGEN), kiểm tra điện di trên gel agarose 1,0%. 
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Hình 3.31. Kết quả tinh sạch sản phẩm HNF4α và pTRE-Tight-BI cắt bằng enzyme 

NheI và PacI: A) HNF4α;  B) pTRE-Tight-BI  

(Thang chuẩn DNA 1 kb Thermo Scientific) 

Hình 3.31 cho thấy sản phẩm cắt của HNF4α và pTRE-Tight-BI sau khi điện 

di cho hai băng vạch với kích thước tương ứng đúng như lý thuyết. Đồng thời, băng 

DNA rõ nét, có kích thước tương ứng với dự đoán và không có dấu hiệu đứt gãy. Qua 

hình ảnh điện di có thể nhận định quá trình tinh sạch đã thu được sản phẩm cắt enzyme 

có chất lượng đáp ứng cho thí nghiệm tiếp theo. Sản phẩm được cắt và tinh sạch với 

băng vạch quan tâm sẽ được dùng để làm nguyên liệu nối tiếp theo. 

Để kiểm tra xem vector pTRE-Tight-BI-HNF4α có nối và biến nạp thành công 

vào E.coli hay không, chúng tôi sử dụng phương pháp PCR khuẩn lạc với mồi NheI 

– HNF4α-F (Mồi xuôi) và PacI – HNF4α-R (Mồi ngược). Điện di kiểm tra sản phẩm 

PCR thấy có băng HNF4α (Hình 3.32). 

 

Hình 3.32. Đĩa biến nạp sản phẩm nối pTRE-Tight-BI-HNF4α vào E.coli 

DH5α (A) và điện di kiểm tra sản phẩm PCR khuẩn lạc (B) 

Đường chạy 1: pTRE-Tight-BI đối chứng; M: Thang chuẩn DNA 1kb; đường chạy 

số 2 đến 11 sản phẩm PCR khuẩn lạc sau biến nạp pTRE-Tight-BI-HNF4α 
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Kết quả điện di sản phẩm PCR khuẩn lạc thấy băng HNF4α (1.359 bp). Để 

đảm bảo chắc chắn hơn, chúng tôi tiếp tục nhân sinh khối các khuẩn lạc này trong 

môi trường LB lỏng có ampiciline để tách chiết plasmid, rồi cắt plasmid vừa tách 

được bằng hai enzyme NheI và PacI. Hai enzyme NheI và PacI được lựa chọn do nó 

vừa nằm trong vùng MCS – Multiple Cloning Site của vector lại vừa nằm trên trình 

tự thiết kế mồi của đoạn gen ngoại lai (HNF4α). Điện di kiểm tra sản phẩm cắt, nếu 

nối và biến nạp thành công thì theo lý thuyết sẽ tạo ra 2 băng có kích thước 1.359 bp 

và 2.856bp. 

 

Hình 3.33. Kết quả sản phẩm cắt pTRE-Tight-BI-HNF4α bằng PacI và NheI 

(Thang chuẩn DNA 1 kb Thermo Scientific) 

Điện di sản phẩm PCR colony và tách plasmid sau khi đã biến nạp sản phẩm 

nối T4 giữa HNF4α và pTRE-Tight-BI, kết quả được thể hiện ở hình 3.33 cho thấy: 

đã tạo thành công vector pTRE-Tight-BI- HNF4α bằng phương pháp tổng hợp gen 

và nối qua vector. 

Với mục đích nghiên cứu chuyển biệt hóa TBGTM cuống rốn thành tế bào 

giống tế bào gan thông qua phương pháp biểu hiện quá mức HNF4α, chúng tôi tạo ra 

vector pTRE-HNF4α-ON có cơ chế điều hòa biểu hiện gen nhờ cảm ứng Dox giống 

với hệ thống Tet-On. Cơ chế của vector này như sau: Khi vector này được chuyển 

vào trong tế bào, tế bào sẽ biểu hiện Tet-On Advanced và protein phát huỳnh quang 
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màu xanh lá cây ZsGreen1. Protein ZsGreen1 đóng vai trò chỉ thị cho sự chuyển gen 

HNF4α thành công vào tế bào. Khi có mặt của chất cảm ứng Dox, protein Tet-On 

Advanced thay đổi cấu trúc và bám đặc hiệu vào vị trí đáp ứng của nó trên promoter 

Ptight, giúp hoạt hóa promoter này làm cho HNF4α ở phía hạ nguồn được phiên mã. 

Đầu tiên, vector pTet-DualON được nhân lên với số lượng lớn bằng phương 

pháp biến nạp sốc nhiệt bằng vi khuẩn E.coli DH5α sẽ được tách plasmid bằng bộ kit 

GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Thermo) để thu DNA. Vector sẽ được tạo rỗng để 

nhận vector pTRE-Tight-BI sau khi được chèn đoạn gen HNF4α bằng 2 enzyme NsiI 

và PacI (Hình 3.34). 

 

Hình 3.34. Kết quả cắt vector pTet-DualON bằng 2 enzyme NsiI và PacI  

(Thang chuẩn DNA 1 kb Thermo Scientific) 

Bước tiếp theo, DNA plasmid pTRE-Tight-BI-HNF4α có chứa gen HNF4α 

cũng được cắt bằng cặp enzyme NsiI và PacI để tách đoạn gen HNF4α. 

Sử dụng bộ QIAGENE Gel Extraction Kit để tinh sạch sản phẩm cắt pTRE-

Tight-BI-HNF4α và pTet-DualON. Sản phẩm được điện di kiểm tra trên gel Agarose 

ra các băng rõ nét với kích thước của pTRE-Tight-BI-HNF4α và pTet-DualON 

tương ứng lần lượt khoảng 1.700bp và 4.906bp (Hình 3.35).  
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Hình 3.35. Kết quả tinh sạch sản phẩm pTRE-Tight-BI-HNF4α và sản phẩm cắt 

pTet-DualON bằng 2 enzyme NsiI + PacI 

M: Thang chuẩn 1kb Thermo Scientific; 1: pTre-Tight-BI-HNF4α; 2: pTet-

DualON + PacI + NsiI tinh sạch 

Nối hai sản phẩm cắt bằng T4 ligase để chuyển đoạn DNA HNF4α sang vector 

pTet-DualON để được vector cuối pTRE-HNF4α-ON. Sản phẩm nối cũng được bất 

hoạt enzyme tiến hành biến nạp vào tế bào khả biến E.coli DH5α đã được nuôi cấy 

trên môi trường LB có bổ sung kháng sinh Ampicillin 50 mg/mL để chọn dòng, nuôi 

sinh khối số lượng lớn và tách DNA plasmid.  

Kiểm tra sản phẩm nối và biến nạp bằng PCR colony (PCR khuẩn lạc) với mồi 

NsiI – HNF4α-F (Mồi xuôi) và PacI – HNF4α (Mồi ngược). Điện di kiểm tra sản 

phẩm PCR thấy có băng pTRE-Tight-BI-HNF4α thì biến nạp thành công.   

Kết quả tách tách plasmid và điện di kiểm tra thể hiện trong hình 3.36. 

 

Hình 3.36. Đĩa biến nạp sản phẩm nối pTRE-HNF4α-ON vào E.coli DH5α (A) và 

điện di kiểm tra sản phẩm PCR khuẩn lạc (B) 

M: Thang chuẩn DNA 1 kb; 1: pTRE-Tight-BI-HNF4α đối chứng; 2-14: sản phẩm 

PCR plasmid pTRE-HNF4α-ON 
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Chọn plasmid ở hình 3.36 có kích thước phù hợp (có băng pTRE-Tight-BI-

HNF4α), chúng tôi tiếp tục nhân sinh khối khuẩn lạc này trong môi trường LB lỏng 

có Ampiciline 50 mg/mL để tách chiết plasmid, rồi cắt plasmid vừa tách được bằng 

hai enzyme NsiI và PacI. Chúng tôi cũng kiểm tra sản phẩm cắt plasmid với từng 

enzyme NsiI, PacI riêng rẽ (Hình 3.37). 

Kết quả điện di sản phẩm cắt bằng hai enzyme PacI và NsiI xuất hiện băng 

1.700 bp của pTRE-Tight-BI-HNF4α.  

 

Hình 3.37. Kết quả kiểm tra sản phẩm cắt plasmid pTRE-HNF4α-ON bằng enzyme  

M: Thang chuẩn DNA 1 kb; 1: plasmid; 2: plasmid + PacI; 3: Plasmid + NsiI + 

PacI; 4: Plasmid + NsiI 

  Kết quả điện di đồ cho thấy các băng DNA đều rất đặc hiệu. Xử lý với tổ hợp 

enzyme cắt NsiI + PacI với dòng plasmid được lựa chọn từ khuẩn lạc rời riêng lẻ trên 

đĩa biến nạp cho kết quả ra hai băng có kích thước tương đồng với băng của vector 

và DNA lai ghép (đường chạy số 3). Băng trên có độ lớn khoảng 4.900 bp toàn phù 

hợp với kích thước của vector pTet-DualON thương mại thông thường. Trong khi 

băng dưới có độ dài khoảng gần 1.700 bp hoàn toàn phù hợp với kích thước của 

pTRE-Tight-BI-HNF4α có chứa gen HNF4α.  

  Ngoài ra, khi so sánh sản phẩm cắt plasmid với từng enzyme PacI, NsiI riêng 

rẽ thì đều cho kết quả là các băng cùng kích thước (đường chạy số 2 và 4), và băng 

này lớn hơn băng của plasmid khi chưa cắt bởi enzyme.  

  Kết quả giải trình tự gen (phụ lục 6) và tiến hành dịch mã bằng phần mềm 

chuyên dụng ra các axit amin theo trình tự thu được cho phép khẳng định rằng đã cải 
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tiến thành công vector sử dụng hệ thống cảm ứng biểu hiện gen Tet-ON là pTRE-

HNF4α-ON tái tổ hợp mang CDS của gen HNF4α có trình tự đúng, có trình tự mã 

khởi đầu và kết thúc phù hợp với thiết kế phục vụ cho việc tiến hành chuyển chuyển 

gen biểu hiện trong TBGTM cuống rốn. 

3.3.4.2. Biến nạp vector biểu hiện gen HNF4α vào tế bào gốc 

Vector biểu hiện pTRE-HNF4α-ON tái tổ hợp chứa gen HNF4α được tiến 

hành đưa vào trong TBGTM cuống rốn dựa vào bộ kit Lipofectamine® LTX DNA 

Transfection sản xuất bởi Invitrogen (Mỹ). Các đĩa nuôi được quan sát, phân tích sau 

2 ngày, 1 tuần, 2 tuần, 3 tuần và 4 tuần. 

Để đánh giá ảnh hưởng của môi trường biệt hóa tế bào chức năng gan và tác 

động của vector tái tổ hợp pTRE-HNF4α-ON với vai trò của Dox, chúng tôi tiến hành 

thí nghiệm trên 3 nhóm tế bào. Nhóm đầu tiên là TBGTM chỉ chuyển nước tinh khiết 

(ddH2O) làm đối chứng âm, nhóm thứ hai là TBGTM chuyển với vector pTet-DualOn  

và nhóm thứ ba là TBGTM chuyển với vector tái tổ hợp pTRE-HNF4α-ON. Tất cả 

môi trường đều được bổ sung Dox ở nồng độ 200 ng/mL. 

Sau khi chuyển nhiễm, 2 nhóm đầu tiên được nuôi cấy với môi trường nuôi 

cấy TBGTM, trong khi nhóm thứ ba được nuôi cấy với môi trường biệt hóa tế bào 

gan. Kết quả cho thấy, sau khi chuyển nhiễm, không có tế bào chết đáng kể nào được 

ghi nhận, tế bào ở các nhóm 1 và 2 tiếp tục phát triển đi vào pha log. Tuy nhiên, nhóm 

3 cho thấy tốc độ tăng trưởng thấp hơn đáng kể so với 2 nhóm trên (Hình 3.38). 

 

Hình 3.38. Tốc độ tăng trưởng của TBGTM sau khi được chuyển nhiễm 
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Hình 3.38 cho thấy rằng không có sự khác biệt đáng kể về đường cong tăng 

trưởng và hình thái của TBGTM của nhóm 1 và 2. Như vậy hệ thống Tet-ON không 

ảnh hưởng đến khả năng sống, đặc tính của tế bào gốc và không gây ra sự khác biệt 

của TBGTM trong điều kiện nuôi cấy bình thường. Mặc dù độc tính của Dox đã được 

tuyên bố là tương quan trực tiếp với nồng độ và có thể gây độc ở nồng độ thấp, Lee 

và cộng sự năm 2013 đã chỉ ra rằng Dox không có chất độc đối với TBGTM [137]. 

Trong nghiên cứu của chúng tôi, tất cả môi trường đều được bổ sung Dox ở nồng độ 

200 ng/mL. Theo đề xuất của hãng Clontech, nồng độ 100-1000 µg/mL Dox cần thiết 

cho cảm ứng của hệ thống Tet-ON thấp hơn nhiều so với mức độ độc cho nuôi cấy tế 

bào hoặc nghiên cứu chuyển gen [8]. 

Mặt khác, ở nhóm TBGTM chuyển nhiễm với pTRE-HNF4α-ON. Việc chuyển 

vector tái tổ hợp pTRE-HNF4α-ON không hỗ trợ sự gia tăng của TBGTM mà tăng 

cường sự biệt hóa, dẫn đến giai đoạn pha lag dài hơn, thể hiện TBGTM ngừng phát 

triển nhanh chóng và bắt đầu biệt hóa. Môi trường biệt hóa tế bào chức năng gan gan 

vẫn được cung cấp 15% FBS có chứa yếu tố tăng trưởng, điều này làm cho TBGTM 

vẫn phát triển với tỷ lệ thấp hơn so với TBGTM bình thường, trong khi ở các phương 

pháp phân lập khác sử dụng môi trường không có huyết thanh tế bào ngừng phát triển 

và chỉ thay đổi đặc tính. Việc biểu hiện quá mức gen HNF4α bằng cách sử dụng 

pTRE- HNF4α -ON dẫn đến sự thay đổi đáng kể về hình thái và biểu hiện gen của 

TBGTM. 

Ở thí nghiệm khác, để đánh giá ảnh hưởng của Dox với chuyển gen. Sau 24 giờ 

chuyển vector mang gen HNF4α, Doxycycline được bổ sung vào môi trường nuôi cấy 

tế bào để hoạt hóa quá trình tổng hợp các protein. Sau khi chuyển nhiễm, không có sự 

chết tế bào đáng kể nào được ghi nhận. Khi kiểm tra tốc độ tăng trưởng của tế bào , kết 

quả cho thấy, lô TBGTM đối chứng không có sự khác biệt so với  lô chuyển gen nhưng 

không hoạt hóa bằng Doxycycline. Ở hai nhóm này cho thấy giai đoạn pha lag ngắn hơn 

trong khoảng 2 ngày đầu, sau đó là giai đoạn pha log nhanh đến ngày 8 cho đến khi 

đạt được đến pha cân bằng. Trong khi đó, lô được hoạt hóa bằng Doxycycline tốc độ 

tăng sinh tế bào giảm rõ rệt, các tế bào duy trì giai đoạn pha lag dài cho thấy tốc độ 

tăng trưởng thấp hơn đáng kể cho đến ngày thứ 8 (Hình 3.39). 
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Hình 3.39. Biểu đồ sinh trưởng của tế bào sau khi chuyển gen hoạt hóa bằng 

Doxycyline 

Các kết quả trên đều phù hợp với các nghiên cứu đã công bố. Theo Vuong và 

cộng sự (2015), HNF4α là một trong những gen có chức năng ức chế tế bào tăng sinh 

[138]. Còn vai trò của Dox như đã trình bày ở trên trong hệ thống biểu hiện gen Tet-ON. 

Promoter (PCMV) của hệ thống Tet-On khởi đầu quá tình phiên mã của rTetR và VP16 

tổ hợp của hai gen này gọi là rtTA. Khi bổ sung kháng sinh Doxycycline (Dox) hoặc 

Tetracycline (Tet) vào môi trường, kháng sinh này sẽ kết hợp với rtTA làm thay đổi 

cấu hình không gian của rtTA vào TRE làm promoter PminiCMV hoạt động khởi đầu 

quá trình phiên mã gen đích. Ngược lại môi trường không được bổ sung Dox hoặc 

Tet thì rtTA không liên kết vào TRE làm cho promoter PminiCMV bị ức chế, ngăn cản 

phiên mã của gen đích. 

Chúng tôi quan sát sự biểu hiện của các chỉ thị gen bằng kính hiển vi quét laser 

đồng tiêu sau 24 giờ biến nạp vector mang gen HNF4α để phát hiện các TBGTM đã 

được chuyển nhiễm thành công hay không. Kết quả cho thấy hầu hết tế bào có biểu 

hiện của gen ZsGreen1. ZsGreen1 là các protein thương mại và huỳnh quang sáng 

đóng vai trò là điểm chỉ thị của hệ thống Tet-ON. Sự phát huỳnh quang xuất hiện 

trong tế bào chất của tế bào 2 ngày sau chuyển gen và hoạt hóa bằng Doxycycline ở 

cả nhóm nhóm chuyển gen pTet-DualON (Hình 3.40A, Hình 3.40B, Hình 3.40C) và 

nhóm chuyển gen pTRE-HNF4α-ON (Hình 3.40D, Hình 3.40E, Hình 3.40F).   
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Hình 3.40. Sự phát huỳnh quang xuất hiện trong tế bào chất của tế bào 2 ngày 

sau chuyển gen và hoạt hóa bằng Doxycycline: A), B), C) nhóm chuyển gen pTet-

DualON; D), E), F) nhóm chuyển gen pTRE-HNF4α-ON 

Như vậy, chúng tôi đã chuyển gen thành công HNF4α vào TBGTM cuống rốn. 

Tuy chưa có điều kiện để sàng lọc những tế bào biểu hiện HNF4α để biết hiệu suất 

chuyển gen, nhưng kết quả quan sát trên kính hiển vi huỳnh quang cho thấy hầu như 

100% tế bào đều biểu hiện mạnh của protein ZsGreen1 phát huỳnh quang màu xanh 

lá cây trong tế bào chất, trong khi lô tế bào đối chứng không quan sát thất sự biểu 

hiện protein này. 

3.3.4.3. Đánh giá khả năng biệt hóa của tế bào sau chuyển gen 

Tế bào sau khi được chuyển gen HNF4α được nuôi trong môi trường biệt hóa. 

Chúng tôi đã nhận thấy hình thái tế bào thay đổi mỗi ngày qua quan sát bằng kính 

hiển vi. Trong khi các tế bào trong nhóm đối chứng giữ được hình thái giống như 

nguyên bào sợi của chúng, các TBGTM đã được chuyển gen bằng pTRE-HNF4α-ON 

và được Dox kích hoạt bắt đầu mất hình dạng. 

Sau tuần đầu tiên chuyển gen, chúng tôi đã quan sát thấy các tế bào từ hình 

thái đặc trưng tế bào dạng nguyên bào sợi ban đầu (Hình 3.41A) biến chuyển theo 
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hướng co ngắn lại (Hình 3.41B). Bước sang tuần thứ 2, đã xuất hiện các tế bào có 

dạng đa giác có hình thái tương đồng với tế bào nhu mô gan với tỷ lệ giữa thể tích tế 

bào chất và nhân tế bào tăng lên (Hình 3.41C). Ngoài ra, chúng tôi quan sát thấy rằng 

một số tế bào có 1-3 nhân, đây là dấu hiệu đặc trưng của tế bào gan. 

 

Hình 3.41. Trong quá trình chuyển gen hình thái tế bào có sự biến đổi  

A) Tế bào ban đầu có dạng giống nguyên bào sợi, 

 B) Hình thái tế bào sau tuần đầu chuyển gen; C) Hình thái tế bào dạng đa giác xuất 

hiện sau 2 tuần chuyển gen (Độ phóng đại 200X) 

Chúng tôi so sánh với các kết quả nghiên cứu khác đã công bố. Kết quả thay 

đổi hình dạng tế bào cũng cũng tương tự với nghiên cứu của Ballester và cộng sự 

(2019) tuy nhiên nhóm tác giả trên lại không đề cập tới việc đánh giá trạng thái tế bào 

ở các khoảng thời gian khác nhau [139]. Ở nghiên cứu khác, Xie và cộng sự (2019) 

đã đánh giá hình dạng tế bào thay đổi sau các khoảng thời gian là 15 và 30 ngày sau 

chuyển gen. Kết quả tế bào bắt đầu biến đổi sang hình dạng của tế bào nhu mô gan 

từ ngày thứ 15, và hầu như toàn bộ tế bào biến đổi hình thái tương tự giống tế bào 

gan phân lập từ mô gan từ ngày thứ 30 sau biệt hóa [140]. 
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Sau khoảng 21-28 ngày nuôi cấy, RNA tổng số được tách chiết lại và chạy 

phản ứng PCR phiên mã ngược. Kết quả cho thấy gen HNF4α đã được biểu hiện trong 

TBGTM cuống rốn chuyển gen. Việc gen HNF4α biểu hiện, gen này sẽ thúc đẩy sự 

biểu hiện của các gen khác liên quan đến tế bào gan. Kết quả điện di cũng thể hiện 

một chỉ thị đặc trưng khác của tế bào gan được biểu hiện đó là chỉ thị AFP cũng được 

biểu hiện (Hình 3.42).  

 

 
Hình 3.42. Biểu hiện của các chỉ thị trước và sau khi chuyển gen 

A. Trước chuyển gen. B. Sau khi chuyển gen 

1: CD73; 2: CD34; 3: CD86; 4: CD90; 5: CD105; 6: Eras; 7: Oct – 1; 8: GATA4; 

 9: HNF4α; 10: AFP; M: Thang chuẩn DNA 100 bp (Thermo Scientific). 
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Hình 3.43. Hình ảnh tế bào nhuộm miễn dịch huỳnh quang sau 2 tuần biệt hóa 

A, B: Tế bào nhuộm với HNF4α; C, D: Tế bào nhuộm với ALB; E, F: Tế bào nhuộm 

với AFP; G, H: TBGTM đối chứng không biệt hóa nhuộm với HNF4α (Độ phóng đại 

100X). 



86 

 

 

 

 Sử dụng kính hiển vi soi ngược phản pha Olympus IX83 quan sát tế bào sau 

khi được nhuộm miễn dịch. Hình 3.43 cho thấy trong vòng 2 tuần sau khi cảm ứng, 

các tế bào đã bắt đầu hiển thị dương tính với các chỉ thị đặc trưng chức năng tế bào 

gan (HNF4α, ALB và AFP). Biểu hiện này phù hợp trong tế bào biệt hóa (Hình 3.44A, 

3.43B, 3.43C, 3.43D, 3.43E, 3.43F) so với các tế bào đối chứng (Hình 3.44G, 3.44H). 

Màu xanh lá cây indocyanine (ICG) chỉ thể hiện trên tế bào sau biệt hóa sau khi ủ 

trong 1 giờ. Nhân tế bào bắt màu xanh nước biển của thuốc nhuộm DAPI. Ở lô tế bào 

bằng nhuộm với HNF4α (Hình 3.43A, 3.43B), màu xanh lá cây ICG đã quan sát thấy 

ở nhân tế bào. Chứng tỏ HNF4α đã chuyển thành công vào nhân tế bào. 

  Để đánh giá đặc trưng tế bào gan sau tái mã hóa, các chỉ thị AFP, ALB và 

HNF4α được sử dụng. Kết quả nhuộm miễn dịch huỳnh quang của tế bào sau 2 tuần 

biệt hóa trong nghiên cứu của chúng tôi so với một số công bố trước đây có sự tương 

đồng ở biểu hiện của các chỉ thị liên quan [139], [140], [141]. 

 Kết quả cũng tương tự với nghiên cứu của Moore và Moghe, 2009 khi sử dụng 

tổ hợp các yếu tố HGF, Dexamethasone và OSM để biệt hóa TBG phôi người thành 

dòng tế bào gan. Các tế bào ban đầu không có biểu hiện albumin và Cytokeratin 18. 

Vào tuần thứ 2, albumin bắt đầu tăng lên (7,02%) trong khi Cytokeratin 18 được tăng 

lên khá nhiều (48,38%). Đối với nuôi cấy dài hạn tế bào sau biệt hóa, ở tuần thứ 4, 

72,8% tế bào dương tính với albumin và 72,9% là dương tính với cytokeratin 18 

[142]. 

 Trong nghiên cứu thử nghiệm trên mô hình động vật, Zhang và đồng tác giả 

đã chứng minh hiệu quả của TBGTM từ máu cuống rốn trong điều trị xơ gan trên 

chuột. Sự biểu hiện của ALB, AFP, CK18 và CK19 là dương tính yếu và mờ nhạt ở 

các thời điểm 1 hoặc 2 tuần, tương ứng trong nhóm chuột bị xơ gan. Tuy nhiên, ở 2, 

4, hoặc 8 tuần sau khi truyền TBGTM, với sự kéo dài thời gian cấy ghép, biểu hiện 

tích cực của ALB, AFP, CK18 và CK19 đã tăng dần, trong khi đó có biểu hiện giảm 

của AFP và CK19 trong nhóm xơ gan ở 8 tuần sau khi cấy truyền TBG [143]. 

  Liên quan đến chức năng trao đổi chất của tế bào gan cho thấy sự biểu hiện 

rộng rãi của các gen, các tế bào gan cảm ứng (iHep) thể hiện sự trưởng thành về chức 

năng khi được hoạt hóa biểu hiện các gen hay nhóm gen khác nhau được mô tả trong 

các báo cáo đã công bố [5]. Để đạt được khả năng biểu hiện quá mức của nhiều yếu 

tố phiên mã, hầu hết các phương pháp tái lập trình sử dụng kết hợp các gen trong 
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vector riêng lẻ, mỗi vector mang một gen biểu hiện một yếu tố cụ thể. Các nghiên 

cứu đã tạo ra được các quần thể tế bào biểu hiện nhiều yếu tố đặc trưng của tế bào 

gan [144]. Bằng cách điều chỉnh lượng HNF4α và khoảng thời gian biểu hiện, có thể 

tăng cường chức năng gan của tế bào gan cảm ứng (iHeps) [5], [140]. 

  Đề tài nghiên cứu của chúng tôi đã chứng minh chỉ cần chuyển nạp một gen 

HNF4α duy nhất vào TBGTM cuống rốn thì có thể tạo ra được các tế bào giống tế 

bào gan. Dựa trên các minh chứng về tác dụng thúc đẩy chuyển đổi mạnh nhất, 

HNF4α được đánh giá là gen đóng vai trò quan trọng nhất [5]. Các báo cáo khác đã 

công bố cũng cho kết quả tương đồng khi tái lập trình gan trực tiếp ở người bằng việc 

sử dụng gen HNF4α [5], [145]. Như vậy, bằng việc biểu hiện quá mức gen HNF4α 

quá trình biệt hóa TBGTM thành tế bào gan sẽ được thúc đẩy, và chứng minh rằng  

trong việc tái lập trình trực tiếp gan thì gen HNF4α có một vai trò quan trọng. 

 

 

Hình 3.44. Kết quả qPCR xác định mức độ biểu hiện mRNA của các gen HNF4α (A), 

CYP3A4 (B), ALB (C) và AFP (D) tại các thời điểm khác nhau. Thí nghiệm được 

lặp lại 3 lần và kết quả có ý nghĩa thống kê là *P <0,01; ** P < 0,001. 

  Các TBGTM đã được chuyển gen bằng pTRE-HNF4α-ON và được Dox kích 

hoạt được tiến hành phân tích qPCR để đánh giá mức độ biểu hiện mRNA của HNF-

4α, AFP, ALB và CYP3A4 tại các thời điểm khác nhau. Trong số các gen này, biểu 
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hiện HNF-4α mRNA thể hiện sự gia tăng trong các giai đoạn bắt đầu (ngày thứ 7-sau  

1 tuần), sau đó là sự gia tăng đáng chú ý vào ngày 14 (sau 2 tuần) và sau đó giảm 

đáng kể vào ngày 21 (sau 3 tuần) (Hình 3.44A). Mức độ biểu hiện của gen CYP3A4 

không cho thấy tăng có ý nghĩa thống kê so với đối chứng. Mức tăng cao nhất được 

ghi nhận vào ngày 14 (2,08 lần), sau đó là mức giảm nhẹ vào ngày 21 (2,01 lần) (Hình 

3.44B). Mức độ biểu hiện của gen ALB có xu hướng tăng dần so với đối chứng với 

số lần thay đổi lần lượt là 2,31 sau 7 ngày, 2,33 sau 14 ngày và cao nhất là 9,29 sau 

21 ngày (có ý nghĩa thống kê) (Hình 3.44C). Mức độ biểu hiện của gen AFP tăng 

1,74 lần so với đối chứng sau 7 ngày. Tuy nhiên, không có sự khác biệt đáng kể về 

mức độ biểu hiện của gen AFP sau 14 ngày và 21 ngày, với số lần thay đổi lần lượt 

là 1,76 và 1,84 so với đối chứng (Hình 3.44D).  

  Sự biểu hiện quá mức của HNF4α góp phần vào sự biệt hóa của gan và điều 

chỉnh trực tiếp các gen đặc hiệu của tế bào gan khác bao gồm HNF4α, ALB và AFP 

đã được công bố trong các nghiên cứu tương tự của Hu và cộng sự (2016) và Shi và 

cộng sự (2019) [6] [146]. Kết quả nghiên cứu của chúng tôi cũng phù hợp như công 

bố của Wang và cộng sự (2017): sự biểu hiện quá mức của HNF4α đã làm tăng quá 

trình phiên mã và biểu hiện của ALB. Biểu hiện ALB tăng lên đáng kể từ ngày thứ 

12, cao nhất ở ngày thứ 16 và bắt đầu giảm từ ngày thứ 20 [147]. 

  Mức độ biểu hiện gen thu được cũng tương đồng với kết quả trong nghiên cứu 

được thực hiện bởi Khosravi và cộng sự (2018) [148]. Nhóm tác giả đã phân tích để 

xác định mức độ biểu hiện mRNA của Sox17, FoxA2, HNF4α, ALB, AFP và CK18 

của tế bào biệt hóa TBGTM cuống rốn bằng việc biểu hiện quá mức các gen miR-

106a, miR-574-3p and miR-451 tại các thời điểm khác nhau. 

  Với việc biểu hiện quá mức gen miR-574-3p, biểu hiện mRNA của Sox17 (từ 

ngày 1 đến ngày 4) và FoxA2 (từ ngày 4 đến ngày 9) tăng lên trong các giai đoạn bắt 

đầu. Mức độ biểu hiện mRNA của AFP tăng đáng kể giữa ngày 9 và ngày 14 và sau 

đó giảm vào ngày 21 sau khi kích thích tế bào gan. Mức độ biểu hiện mRNA của các 

gen quan tâm khác chẳng hạn như HNF4α, ALB và CK18 không thay đổi ngoại trừ 

HNF4α có xu hướng tăng vào ngày thứ 21. Khi chúng tôi so sánh nhóm đối chứng 

(các TBGTM cuống rốn mà không biến nạp miR) với sự thay đổi miR-574, nhóm tác 

giả đã quan sát thấy rằng miR này đã thay đổi kiểu hình từ dạng nguyên bào sợi của 

TBGTM thành kiểu hình nội bì. Nói cách khác, các tế bào được chuyển nhiễm miR 



89 

 

 

 

có hình dạng gần tròn vào ngày thứ 14 nhưng không có hình dạng tế bào gan và biểu 

hiện gen. 

  Với việc biểu hiện quá mức gen miR-106a, kết quả của nhóm tác giả cho thấy 

miR-106 làm tăng biểu hiện mRNA của gen AFP (vào ngày thứ 9 và ngày thứ 14) 

tuy nhiên không đáng kể so với đối chứng. Tuy nhiên không quan sát bất kỳ biểu hiện 

mRNA thay đổi đáng chú ý nào của gen HNF4α, ALB và CK18 trong quá trình thí 

nghiệm. Với sự thay đổi miR-106, cũng quan sát thấy rằng miR này đã thay đổi kiểu 

hình nguyên bào sợi của UC-MSC thành kiểu hình nội bì. Nói cách khác, các tế bào 

được chuyển đổi miR một lần nữa hiển thị hình dạng gần như tròn vào ngày 14 nhưng 

không phải là hình dạng tế bào gan và biểu hiện gen. 

  Với việc biểu hiện quá mức gen miR-451, phân tích qPCR thực không cho 

thấy bất kỳ sự thay đổi đáng chú ý nào về mức độ mRNA của FoxA2, chỉ có thể tăng 

đáng kể Sox17 (giữa ngày 1 và ngày 4). Có khác so với việc biểu hiện quá mức các 

gen mỉ khác, việc thay đổi miR-451 không làm thay đổi đáng kể hình thái của 

TBGTM cuống rốn, các tế bào được thay đổi giữ nguyên nguyên bào sợi của chúng 

giống như kiểu hình vào ngày 14. 

  Trong thí nghiệm biểu hiện quá mức đồng thời các gen miR-106a, miR-574-

3p and miR-45, nhóm tác giả đã chỉ ra sự tăng rất đáng kể trong biểu hiện Sox17 

mRNA ở giai đoạn bắt đầu (từ ngày 1 đến ngày 4). Tuy nhiên, mức độ biểu hiện của 

nó đã giảm đáng kể kể từ ngày thứ 9. Ngoài ra, biểu hiện mRNA của FoxA2 được 

tăng cường bắt đầu từ ngày thứ 4 và đạt đỉnh cao nhất vào ngày thứ 9. Biểu hiện này 

sau đó giảm xuống sau ngày thứ 9 và duy trì ổn định cho đến 28 ngày. Về mức độ 

biểu hiện mRNA của AFP, chúng tôi lại quan sát thấy sự gia tăng đáng kể vào ngày 

9 và ngày 14, sau đó giảm vào ngày 21 sau khi gây cảm ứng tế bào gan [148]. 

  So sánh và đối chiếu với các nghiên cứu đã công bố, những kết quả trong 

nghiên cứu của chúng tôi có thể gợi ý một phương pháp đầy hứa hẹn để biệt hóa trực 

tiếp các TBGTM (đặc biệt là các TBGTM cuống rốn) thành các tế bào tế bào gan 

bằng hệ thống Tet-On. Những thay đổi này tương tự như những gì Sekiya và Suzuki 

quan sát được [149]. Trong nghiên cứu của chúng tôi, chúng tôi nhận thấy rằng sự 

biểu hiện quá mức của HNF4α đã thể hiện các chỉ thị tế bào gan sớm hơn các báo cáo 

khác (Hu và cộng sự 2016; Asumda và cộng sự 2018) [146] [150]. Các kết quả cần 

tiếp tục nghiên cứu thêm. 
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  Đánh giá khả năng tích trữ glycogen của tế bào sau biệt hóa. Ở nhóm biệt hóa 

bằng chuyển gen bằng vector pTRE-HNF4α-ON. Khi so sánh giữa tế bào được hoạt 

hóa bằng Doxycycline và không hoạt hóa bằng Doxycycline. Hình 3.45 thể hiện kết 

quả tế bào được nhuộm với PAS sau 2 tuần xử lý. Tế bào không bắt màu khi nhuộm 

PAS ở lô tế bào không hoạt hóa bằng Doxycycline (Hình 3.45A).  Còn ở lô tế bào 

hoạt hóa bằng Doxycycline để biểu hiện HNF4α thì tế bào đã bắt màu hồng đỏ của 

thuốc nhuộm PAS (Hình 3.45B). Phản ứng nhuộm PAS chính là thể hiện khả năng 

tích lũy glycogen của tế bào. Vùng nhân tế bào được thấy rõ có hai thùy tròn tương 

ứng với nhân kép hay 2 nhân trong tế bào. Trong khi đĩa tế bào không bổ sung 

Doxycycline, nhân tế bào đều ở trạng thái đơn nhân, không bắt màu thuốc nhuộm 

PAS. Kết quả này của chúng tôi cũng tương đồng với báo cáo của Ballester và cộng 

sự (2019) [139]. 

 

Hình 3.45. Kết quả nhuộm PAS của nhóm tế bào chuyển gen HNF4α sau 2 tuần  

A) Kết quả nhuộm PAS âm tính với Tế bào biệt hóa không bổ sung Doxycyline; B) 

Kết quả nhuộm PAS dương tính với Tế bào biệt hóa có bổ sung Doxycyline 

(Độ phóng đại 100X)  

  Trong nghiên cứu của chúng tôi, tất cả các thí nghiệm đều được thực hiện ít 

nhất 3 lần và chúng đều cho kết quả tương tự. Như vậy chứng tỏ TBGTM cuống rốn 

sau khi biệt hóa có khả năng dự trữ glycogen tương tự như tế bào gan. 

Kết quả nghiên cứu cũng tương đồng với một số nghiên cứu của Zhang và 

cộng sự năm 2009. Để đánh giá khả năng hấp thu lipoprotein và khả năng lưu giữ 

glycogen và của tế bào biệt hóa, phương pháp khảo nghiệm hấp thu LDL (Low-

density lipoprotein) và phương pháp nhuộm PAS (Periodic acid–Schiff) đã được 

nhóm tác giả đã tiến hành. Kết quả cho thấy tế bào có thể hấp thu LDL với tỷ lệ cao 
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85,8% và khả năng tích trữ glycogen với tỷ lệ phần trăm là 82,9% thể hiện các tế bào 

nhuộm màu đỏ tươi [135]. 

Trong công bố của nhóm tác giả Hu và cộng sự (2016), tế bào gan cảm ứng 

được biệt hóa bằng cách biểu hiện quá mức HNF4α trong TBGTM có nguồn gốc từ 

tủy xương sử dụng vector lentivirus EF1a-HNF4α-hrGFP. Tế bào gan cảm ứng của 

Hu và cộng sự đã cho thấy sự biểu hiện khả năng tích trữ glycogen sau 7 ngày điều 

này tương đồng với kết quả của chúng tôi [146]. Do đó có thể nhận định rằng HNF4α 

giúp những TBGTM cuống rốn và TBGTM có nguồn gốc tủy xương có được sự biểu 

hiểu hiện khả năng tích trữ glycogen với thời gian như nhau. 

Khi nhóm nghiên cứu của Ballester và cộng sự năm 2019 dùng nồng độ Dox 

ở 250 ng/mL thì những tế bào gan cảm ứng của họ cũng đã cho thấy khả năng 

glycogen sau 10 ngày biệt hóa. Trong khi tế bào biệt hóa của chúng tôi đạt được khả 

năng tích trữ glycogen sau 7 ngày với 200 ng/mL. Những điều này nói lên rằng nồng 

độ Dox đóng một vai trò nhất định liên quan đến thời gian tích trữ glycogen của tế 

bào chức năng gan biệt hóa [139]. Để nâng cao hiệu quả chuyển gen cần tiếp tục 

nghiên cứu tối ưu nồng độ Dox kích hoạt cảm ứng biểu hiện gen HNF4α. 
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KẾT LUẬN VÀ KIẾN NGHỊ 

KẾT LUẬN 

 1. Đã phân lập, nhân nuôi và bảo quản được TBG từ cuống rốn với biểu hiện 

các chỉ thị đặc trưng TBGTM như dương tính với CD73, CD90, CD105. Qua phương 

pháp đánh giá bằng dấu ấn bề mặt cũng cho thấy quần thể tế bào phân lập được có tỷ 

lệ biểu hiện dương tính với các chỉ thị đặc trưng của TBGTM từ 95,03% đến 99,90%.  

2. Các tế bào nhân nuôi ổn định trong điều kiện in vitro, có tiềm năng biệt hóa 

thành tế bào tạo mỡ và tế bào giống nguyên bào xương. Quá trình đông lạnh-giải 

đông không làm mất đi tính ổn định hình thái của TBGTM cuống rốn tuy nhiên làm 

giảm tỷ lệ sống sót chỉ đạt 85,29±1,56% so với tỷ lệ 98,33±0,58% của TBGTM trước 

đông lạnh. Khả năng tăng trưởng của tế bào sau giải đông và biểu hiện dương tính 

với các chỉ thị đặc trưng của TBGTM như CD73, CD90, CD105 giảm so với TBGTM 

trước khi đông lạnh.  

3. Đã biệt hóa thành công TBGTM cuống rốn thành tế bào có chức năng gan. 

Tế bào sau khi biệt hóa đã có sự thay đổi hình thái, phát hiện sớm nhất từ ngày thứ 

7, đến ngày thứ 21 các tế bào có dạng nguyên bào sợi đa phần biến đổi thành các tế 

bào có dạng hình đa giác, đặc trưng của tế bào gan. Biệt hóa bằng chuyển gen HNF4α 

qua hệ thống biểu hiện Tet-ON là một phương pháp hiệu quả và nhanh chóng nhất so 

với các phương pháp biệt hóa bằng DMSO, biệt hóa bằng tổ hợp HGF + DEX + OSM, 

biệt hóa bằng tổ hợp HGF + TSA + OSM. Cụ thể phân tích RT-PCR cho thấy tế bào 

sau xử lý đã biểu hiện 2 chỉ thị liên quan đến tế bào gan là AFP và HNF4α từ ngày 

thứ 21 (lô biệt hóa bằng chuyển gen) và ngày thứ 28 (lô biệt hóa bằng các phương 

pháp còn lại). Khi nhuộm huỳnh quang miễn dịch tế bào ở nhóm biệt hóa bằng 

chuyển gen, ghi nhận biểu hiện của HNF4α, ALB và AFP từ ngày 14 sau biệt hóa. 

Đánh giá khả năng tích trữ glycogen của tế bào sau biệt hóa cho thấy glycogen được 

lưu trữ trong lô tế bào biệt hóa có biểu hiện cao ở ngày 14 (lô biệt hóa bằng chuyển 

gen) và ngày 21 (lô biệt hóa bằng các phương pháp còn lại) so với nhóm đối chứng 

không biệt hóa là âm tính.  

KIẾN NGHỊ 

1. Cần tiếp tục theo dõi trong thời gian dài hơn để điều tra sự ảnh hưởng của 

nhiệt độ đông lạnh, bảo quản tới sự tăng trưởng của tế bào sau phân lập. 
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2. Cần tiếp tục nghiên cứu định lượng so sánh protein trong tế bào bằng hình 

ảnh Western blot hoặc tiết ra trong môi trường nuôi (ELISA). 

3. Cần tiếp tục nghiên cứu và tiến hành thêm các đánh giá cần thiết khác cũng 

như kéo dài thời gian biệt hóa để tạo tế bào gan thành thục để phục vụ cho mục tiêu 

sàng lọc chất có hoạt tính sinh học và thử nghiệm thuốc. 

4. Cần tiếp tục nghiên cứu và tiến hành thêm các đánh giá, theo dõi tế bào gốc 

và tế bào gan trong điều kiện in vivo qua mô hình chuột thí nghiệm. 
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PHỤ LỤC 1. PHIẾU TÌNH NGUYỆN THAM GIA NGHIÊN CỨU 

Tôi, 

Xác nhận rằng 

• Tôi đã đọc các thông tin được cung cấp về nghiên cứu “Nghiên cứu biệt hóa tế 

bào chức năng gan từ tế bào gốc người và chuột” tại Bản cung cấp thông tin nghiên 

cứu và Phiếu tình nguyện tham gia nghiên cứu). Tôi đã được các cán bộ nghiên cứu 

giải thích rõ về nghiên cứu và các thủ tục đăng ký tình nguyện tham gia vào nghiên 

cứu. 

• Tôi đã có cơ hội được hỏi các câu hỏi về nghiên cứu và tôi hài lòng với các câu trả 

lời đưa ra. 

• Tôi đã có thời gian và cơ hội để cân nhắc tham gia vào nghiên cứu này. 

• Tôi đã hiểu được rằng tôi có quyền được tiếp cận với các thông tin được mô tả trong 

Phiếu cung cấp thông tin nghiên cứu. 

• Tôi hiểu rằng tôi có quyền rút khỏi nghiên cứu vào bất cứ thời điểm nào vì bất cứ 

lý do gì. 

• Tôi đồng ý rằng các bác sỹ đang điều trị cho tôi (nếu có) sẽ được thông báo về việc 

tham gia nghiên cứu của tôi. 

Đánh dấu vào ô thích hợp: 

Có:     Không:     

Tôi nhận một bản sao của Bản thông tin cho đối tượng nghiên cứu và chấp thuận tham 

gia nghiên cứu này. Tôi tự nguyện đồng ý tham gia. 

 

Chữ ký của người tham gia: 

Họ tên___________________ Chữ ký ___________________ 

Ngày tháng năm_________________ 

Chữ ký của Người lấy mẫu/người lấy chấp thuận: 

Tôi, người ký tên dưới đây, xác nhận rằng bệnh nhân/người tình nguyện tham gia 

nghiên cứu ký bản chấp thuận đã đọc toàn bộ bản thông tin trên đây, các thông tin 

này đã được giải thích cặn kẽ cho Ông/Bà và Ông/Bà đã hiểu rõ bản chất, các nguy 

cơ và lợi ích của việc Ông/Bà tham gia vào nghiên cứu này. 

Họ tên ___________________ Chữ ký ___________________ 

Ngày tháng năm__________________________________ 
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PHỤ LỤC 2. BẢN CUNG CẤP THÔNG TIN NGHIÊN CỨU 

Tên nghiên cứu: “Nghiên cứu biệt hóa tế bào chức năng gan từ tế bào gốc người 

và chuột” 

Mã số: VAST.ĐL.03/16-17 

Đơn vị chủ trì: Viện Công nghệ sinh học, Viện Hàn lâm Khoa học và Công nghệ 

Việt Nam. 

Nghiên cứu viên: TS. Nguyễn Văn Hạnh 

Chức vụ: Trưởng phòng Công nghệ phôi, Viện Công nghệ sinh học. 

Vai trò trong đề tài: Chủ nhiệm đề tài 

THÔNG TIN VỀ NGHIÊN CỨU: 

Mục đích và cách tiến hành nghiên cứu  

- Giải thích mục đích của nghiên cứu: Nghiên cứu được tiến hành trên tế bào gốc 

trung mô được phân lập từ cuống rốn trẻ sơ sinh và biệt hóa thành tế bào có chức 

năng gan. Đây là nghiên cứu mang tính chất nghiên cứu cơ bản và thực hiện trong 

phòng thí nghiệm. 

- Tiêu chuẩn lựa chọn đối tượng: Những sản phụ khỏe mạnh (thai kỳ đủ tháng, có 

kết quả âm tính với các xét nghiệm sàng lọc bệnh nhiễm trùng, bao gồm virus HIV, 

virus viêm gan B, virus viêm gan C, virus CMV và vi khuẩn giang mai) đồng ý hiến 

tặng.  

- Tiêu chuẩn loại trừ khỏi nghiên cứu: Loại trừ trong tình huống người tham gia từ 

chối, hoặc sản phụ mang thai kỳ thiếu tháng hay có kết quả dương tính với một trong 

các xét nghiệm sàng lọc bệnh nhiễm trùng, bao gồm virus HIV, virus viêm gan B, 

virus viêm gan C, virus CMV và vi khuẩn giang mai. 

- Ai sẽ là người đánh giá các thông tin cá nhân và y khoa để lựa chọn anh/chị/... 

tham gia vào nghiên cứu: Bác sĩ sản khoa, thành viên nghiên cứu viên của đề tài, các 

thông tin cá nhân và y khoa đều được bảo mật, tuân thủ các nguyên tắc về đạo đức, 

tuân thủ pháp luật của Nhà nước CHXHCN Việt Nam. 

- Số người sẽ tham gia vào nghiên cứu: 12 người 

- Giải thích khoảng thời gian đối tượng cần tham gia: Sản phụ tham gia vào trước 

thời gian sinh đẻ. 

-     Mô tả các thủ tục đối tượng sẽ thực hiện: Mẫu cuống rốn được thu nhận ngay sau 

khi em bé được sinh ra, được thu nhận quản bảo trong dung dịch bảo quản. Phụ sản 

không phải làm thêm các thủ tục nào khác. 
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- Cách tuyển chọn đối tượng (nhằm đảm bảo sự công bằng): Các đối tượng được 

lựa chọn trong độ tuổi sinh đẻ 

- Lợi ích của việc thực hiện nghiên cứu và của đối tượng tham gia nghiên cứu: 

Người hiến mẫu đóng góp cho nghiên cứu khoa học.  

- Nếu nghiên cứu có thu thập bệnh phẩm, phần mẫu còn dư sau khi nghiên cứu này 

sẽ được hủy hay không?: Phần mẫu đã tiến hành nghiên cứu, thì phần còn dư sẽ được 

tiêu hủy, đảm bảo nguyên tắc an toàn sinh học trong phòng thí nghiệm. 

- Nếu có thu thập bệnh phẩm, phần mẫu còn dư sẽ được lưu để sử dụng cho nghiên 

cứu khác trong tương lai? Phần mẫu mà chưa sử dụng đến, sẽ được lưu bảo quản 

trong ngân hàng lạnh, để phục vụ cho thí nghiệm tiếp theo. Sau khi tiến hành thí 

nghiệm, phần còn dư cũng sẽ được tiêu hủy, đảm bảo nguyên tắc an toàn sinh học 

trong phòng thí nghiệm. 

Quyền lợi của đối tượng  

- Quyền lợi của đối tượng được ghi rõ: Sản phụ có quyền từ chối nghiên cứu, rút 

khỏi nghiên cứu và có quyền từ chối các câu hỏi riêng tư. 

Các nguy cơ và bất lợi 

-     Mô tả các nguy cơ và bất tiện có thể thấy trước với đối tượng: Quá trình thu mẫu 

không có bất kỳ rủi ro nào so với việc không lấy mẫu. 

Bảo mật thông tin 

- Ghi rõ việc mô tả các biện pháp để giữ và đảm bảo tính bảo mật của các bản ghi 

liên quan đến người tham gia : Nhóm nghiên cứu có nghĩa vụ tuyệt đối giữ bí mật về 

tất cả các thông tin liên quan tới sản phụ đồng ý hiến tặng. Tên và địa chỉ của sản phụ 

sẽ không được công khai trong các phiếu thu thập thông tin và mẫu cuống rốn. Tên 

của sản phụ sẽ không được nhắc đến trong bất kỳ biểu mẫu nào. Thông tin thu thập 

sẽ được cất giữ trong tủ có khóa hoặc mật khẩu trên máy tính. Những cán bộ khác 

không thể tiếp cận dữ liệu này kể cả cán bộ thu thập số liệu. Khi nghiên cứu kết thúc, 

các thông tin sẽ hủy. 

- Cam kết thông tin thu thập được chỉ sử dụng trong nghiên cứu mà không nhằm bất 

cứ mục đích nào khác. 

Người liên hệ 

- Cung cấp họ tên địa chỉ số điện thoại liên hệ của nhân viên sẽ là người trả lời các 

câu hỏi liên quan đến nghiên cứu và liên quan đến quyền của đối tượng tham gia: 

Nếu sản phụ hoặc người nhà sản phụ gặp vấn đề rắc rối liên quan đến việc thu mẫu 

này hoặc có bất kỳ câu hỏi nào liên quan đến nghiên cứu, hãy liên lạc với: 
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TS. Nguyễn Văn Hạnh – chủ nhiệm đề tài VAST.ĐL.03/16-17, Trưởng phòng Công 

nghệ phôi – Viện Công nghệ sinh học, Viện Hàn lâm Khoa học và Công nghệ Việt 

Nam. Điện thoại: 0985255047 

NCS. Đỗ Trung Kiên – Khoa công nghệ sinh học, Học viện Khoa học và Công nghệ 

Việt Nam. Điện thoại: 0983109979 
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PHỤ LỤC 3. DANH SÁCH CÁ NHÂN  

TÌNH NGUYỆN THAM GIA NGHIÊN CỨU 

STT Họ và tên Tuổi Tình trạng sức khỏe 

1 P.Q.A 24 Tốt, không viêm nhiễm 

2 T.T.H 26 Tốt, không viêm nhiễm 

3 Đ.T.V.A 27 Tốt, không viêm nhiễm 

4 P.T.H 33 Bình thường, không viêm nhiễm 

5 N.T.N 32 Tốt, không viêm nhiễm 

6 T.Q.L 25 Tốt, không viêm nhiễm 

7 N.T.H.N 34 Tốt, không viêm nhiễm 

8 N.T.L 30 Bình thường, không viêm nhiễm 

9 L.T.H.H 29 Tốt, không viêm nhiễm 

10 H.T.N 28 Tốt, không viêm nhiễm 

11 Đ.T.H 30 Tốt, không viêm nhiễm 

12 N.T.P 26 Tốt, không viêm nhiễm 

    

Ghi chú:  

Tên viết tắt: ví dụ Nguyễn Thị Vân Anh – NTVA; Lê Thu Hương – LTH 

   

    

 

         

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



117 

 

 

 

PHỤ LỤC 4. THIẾT BỊ NGHIÊN CỨU 

STT Tên thiết bị Hãng Mã 

1 Bàn ấm soi kính hiển vi 
Tokai-Hit  

(Nhật Bản) 
Tpi – UNIX 

2 Bể ổn nhiệt 
ASONE  

(Nhật Bản) 
16-3-003713 (1604771A) 

3 Bàn soi Gel  UPV (Mỹ) M -26V 

4 Bình nitơ 
L’Air liquide 

(Pháp) 
Serial No. 001236 

5 Buồng đếm Neubauer-Đức Mariendeld 

6 Cân điện tử 
Mettler Toledo 

(Thụy Sĩ) 

Model: XS250DUV 

TDNR 18.6.3.1084.895 

X250BDUV 

Service info, SNR 

B548772774 

7 Cọng rạ đông lạnh IMV (Pháp) 006937 

8 

Đĩa nuôi 4 giếng 

(Ø15, diện tích nuôi 

cấy 1,9 cm2/giếng) 

Swedesboro, NJ, 

USA (Mỹ) 

Nunc MultiDishes, Thomas 

Scientific 

9 Đĩa pectri 60mm 
Thomas, 

Scientific (Mỹ) 
Falcon 351007 

10 
Kính hiển vi huỳnh 

quang Oympus 

Olympus (Nhật 

Bản) 

BX-51, Olympus, Tokyo, 

Nhật Bản 

11 

Kính hiển vi soi ngược 

phản pha huỳnh quang 

Olympus 

Olympus (Nhật 

Bản) 

IX83, Olympus, Tokyo, Nhật 

Bản 

12 
Kính hiển vi huỳnh 

quang Zeiss 
Zeiss (Đức) LSM510 Meta, 

13 Kính hiển vi phản pha 
Nikon (Nhật 

Bản) 
Ti-U 

14 Kính hiển vi quang học Nikon (Nhật Eclipse TE2000-S 
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Bản) 

15 
Kính hiển vi soi nổi 

Nikon 

Nikon (Nhật 

Bản) 

Model: II-PS 100W/A 

No.2119528. 

Input AC100V 150VA 

50/60Hz 

KCC-REM-NYC-TI-

PS100WA 

16 
Kính hiển vi soi nổi 

Olympus 

Olympus (Nhật 

Bản) 

Microscope 

KCC-REM-OLY-022400002  

Model BX53F 

100-120/220-240 

1.7/0.8A 50/60Hz, SN 6L 

44666 201611 

Tokyo 163-0914 

17 Lò vi sóng Saiko (Nhật Bản) Saiko MW-G223 

18 Màng lọc vô trùng Sartorius (Đức) SAR61821, SAR61831 

19 
Máy cô mẫu ly tâm 

chân không Genevac 

SP Scientific 

(Mỹ) 
miVac Quattro 

20 
Máy chu trình nhiệt 

PCR 
Eppendorf (Đức) AG22331 

21 Máy điện di Bio-Rad (Mỹ) Powerpac 300 

22 Máy đo pH 
HANNA  

(Việt Nam) 
HI2211 

23 
Máy đo quang phổ 

UV-VIS 
Eppendorf (Đức) BioSpectrometer Basic 

24 máy flowcytometry 
BD Bioscience 

(Mỹ) 
FACSCalibur  

25 Máy lắc UNIEQUIP Unitwist 300 

26 Máy lắc ổn nhiệt 
Daihan Scientific 

(Hàn Quốc) 
WIS – 10R 

27 Máy ly tâm Tomy (Nhật) Low speed centrifuge LCX-
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100 

Speed 10000 RPM 

Serial No: 52425004 

Tokyo.1790073 

28 Máy ly tâm Eppendorf (Đức) Centrifuge 5424-R 

29 
Máy thống lọc nước 

siêu sạch 

Young in 

Chromass  

(Hàn Quốc) 

AQUAMAX ULTRA 370 

SERIES 

30 Máy voltex 
N-Biotek 

 (Hàn Quốc) 
NB – 105V 

31 Nồi hấp khử trùng 
Hirayama  

(Nhật Bản) 
HV-85 

32 Tủ cấy vô trùng ASTEC (Nhật) 

Model No: AH-160 

Serial No: BO61700283 

Power:AC220V 8A 50Hz 

Japan 811-2207 

33 Tủ lạnh 
Panasonic 

 (Việt Nam) 
NR-BL340PSVN 

34 Tủ lạnh -20oC Nihon Freezer GS-3120HC20H828993379 

35 Tủ lạnh -80oC Nihon Freezer CLN-32UD21512143 

36 Tủ nuôi lắc 
Alabtech 

 (Hàn Quốc) 
LSI 3016R 

37 Tủ nuôi lắc N-Biotek, NB 205QF 

38 Tủ nuôi tế bào ASTEC (Nhật) 

Model No: APC-50DR 

Serial No: 50D1700861  

Power: AC230V 5A 50/60 

Hz Japan 811-2207 

39 Tủ nuôi tế bào 
Sanyo (Nhật 

Bản) 
MCO-20AIC 

40 Tủ stock Alaska 16-3-003712 

41 Thiết bị hút, nhả tế bào Eppendorf (Đức) Research plus 
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42 

Hệ thống Real time 

PCR Rotor-Gene Q 

5plex-HRM System 

QIAGEN, Hilden, 

(Đức) 

 

Cat. No. / ID: 9002370 
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PHỤ LỤC 5. MÔI TRƯỜNG DÙNG TRONG NGHIÊN CỨU 

1. Môi trường bảo quản vận chuyển cuống rốn: môi trường PBS 

(phosphate buffered saline) có chứa 100 IU/mL penicilin, 100 mg/mL streptomycin 

(Sigma) và 0,25 mg/mL amphotericin (Sigma) 

2. Môi trường DMEM/F12 nuôi cấy tế bào (300 mL):  

Thành phần Nồng độ Thể tích (mL) 

DMEM/ F12  246 

FBS 15% 45 

bFGF 50 ng/mL 0,06 

EGF 100 ng/mL 0,03 

Insulin Transferrin Seleniumm A (ITS) 1X 3 

Glutamine 2mM 3 

Penicillin/Streptomycin 1% 3 

3. Môi trường cảm ứng tạo mỡ (50 mL):  

Thành phần Nồng độ Thể tích (mL) 

DMEM/ F12  43,5 

FBS 10% 5 

Dexamethasone 100X 0,1 µM 0,5 

Indomethacin 1000X 200 µM 0,05 

3-Isobutyl-1-methylxanthin (IBMX) 

1000X 

500 µM 0,05 

Insuline 100X 2mM 0,05 

Penicillin/Streptomycin 1% 1 

4. Môi trường cảm ứng tạo tế bào nguyên bào xương (100 mL): 

Thành phần Nồng độ Lượng 

DMEM low glucose  89 mL 

FBS 10% 10 mL 

Dexamethasone 100X 0,1 µM 196,2 µL 

L-ascorbic acid 2-phosphat (AsAP) 100 µM 0,0029 g 

β- glycerolphosphate 10 mM 0,2160 g 

Penicillin/Streptomycin 1% 1 mL 
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5. Môi trường đông lạnh tế bào: DMEM/F12 bổ sung thêm 10% DMSO 

6. Môi trường rửa tế bào: DMEM/F12 

7. Môi trường DMEM low glucose (100 mL): 

Thành phần Nồng độ Lượng 

DMEM powder D2902 (Sigma) 10 g/L 1 g 

bFGF 10 ng/mL 20 µL 

EGF 10 ng/mL 20 µL 

NaHCO3 3,7 g/L 0,37 g 

Penicillin/Streptomycin 1% 1 mL 

8. Môi trường biệt hóa bằng DMSO: DMEM/F12 bổ sung thêm DMSO ở 

các nồng độ 0,01%; 0,1% và 1% 

9. Môi trường biệt hóa bằng tổ hợp HGF, dexamethasone và OSM: 

TBG cuống rốn được nuôi cấy trong môi trường nuôi DMEM/F12 bổ sung 

15% FBS, FGF, EGF, các chất kháng sinh trong điều kiện 37oC, 5% CO2. Sau đó 

được biệt hóa như sau: 

Môi trường biệt hóa I (14 ngày): Môi trường nuôi tế bào bổ sung thêm 20 

ng/mL yếu tố tăng trưởng tế bào gan (HGF, Sigma), 1 mM/L Dexamethasone (DEX) 

(Sigma). 

Môi trường biệt hóa II (14 ngày): Môi trường biệt hóa I + oncostain M (OSM) 

với nồng độ 20 ng/mL. 

10. Môi trường biệt hóa bằng tổ hợp HGF, trichostantine A và OSM: 

TBG cuống rốn được nuôi cấy trong môi trường nuôi DMEM/F12 bổ sung 

15% FBS, FGF, EGF, các chất kháng sinh trong điều kiện 37oC, 5% CO2. Sau đó 

được biệt hóa như sau: 

Môi trường biệt hóa I (7 ngày): Môi trường nuôi tế bào bổ sung thêm 20ng/mL 

IGF (Sigma), 20 ng/ mL HGF (sigma) và 10-7 M/L Trichostantine (Sigma). 

Môi trường biệt hóa II (14 ngày): Môi trường biệt hóa I + oncostain M (OSM) 

với nồng độ 10 ng/mL. 

11. Môi trường nuôi tế bào sau chuyển gen: 

Kết thúc quá trình chuyển gen, tế bào được chuyển sang nuôi trong môi trường 

DMEM low glucose (1g/L), bổ sung 10% FBS (fetal bovine serum), 5 ng/mL EGF, 
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50 IU penicillin, 50 mg/mL Streptomycin, 10 µg/mL ciprofloxacin. Thời gian nuôi 

cấy 3 ngày, ở 37°C và cấp khí CO2 5%. để hoạt hóa biểu hiện của gen HNF4α, Môi 

trường nuôi cấy sẽ được bổ sung Doxycycline nồng độ 200 ng/mL trong 24 giờ nuôi 

cấy tiếp theo. 
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PHỤ LỤC 6. TRÌNH TỰ CDS CỦA GEN HNF4α 
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