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MỞ ĐẦU 

1. Tính cấp thiết của nghiên cứu 

Ung thư là một thách thức y tế toàn cầu và đòi hỏi những phương pháp điều trị 

ung thư mới hiệu quả hơn so với các hình thức điều trị truyền thống từ trước đến nay 

như phẫu thuật, xạ trị hay hóa trị. Trong những năm gần đây, liệu pháp miễn dịch 

(immunotherapy) trong điều trị ung thư thu hút sự quan tâm của nhiều nhóm nghiên 

cứu trên thế giới bởi tiềm năng trị liệu lớn, linh hoạt và khả năng khắc phục các tồn 

tại, hạn chế của phương pháp điều trị truyền thống. Trong đó đáng chú ý là liệu pháp 

tế bào miễn dịch. Nguyên lý của liệu pháp này là tách các tế bào miễn dịch từ cơ thể 

nguời cho, sau đó nuôi cấy chọn lọc và tăng sinh cá tế bào miễn dịch để truyền lại 

chính cơ thể người bệnh (ghép miễn dịch tự thân – autologous immune cells therapy) 

hoặc người nhận phù hợp (ghép miễn dịch đồng loài - allogeneic immune cells 

therapy), hoặc các tế bào này được cải biến gen, làm tăng số lượng rồi truyền trở lại 

vào cơ thể của bệnh nhân (liệu pháp cải biến gen – immune cells gene therapy). Liệu 

pháp này có thể sử dụng nhiều loại tế bào miễn dịch khác nhau như tế bào giết tự 

nhiên NK (Natural killer cells), tế bào T gây độc CTL (Cytotoxic T cells), tế bào CIK 

(Cytokine-induced killer  cells), tế bào tua DC (Dendritic Cells), tế bào T chứa kháng 

nguyên thể khảm CAR-T (Chimeric Antigen Receptor T), tế bào NK chứa kháng 

nguyên thể khảm CAR-NK (Chimeric Antigen Receptor NK) …[1-3]. Trong số đó, 

tế bào NK là một trong những loại tế bào miễn dịch có khả năng nhận diện và tiêu 

diệt tế bào ung thư trực tiếp và gián tiếp thông qua nhiều con đường khác nhau. Các 

nghiên cứu lâm sàng và thực nghiệm đã chỉ ra vai trò quan trọng của các tế bào NK 

trong sự phát triển của ung thư, đặc biệt khi hoạt tính của các tế bào NK trong máu 

ngoại vi bị suy giảm cũng đồng nghĩa với nguy cơ mắc ung thư tăng lên ở người 

trưởng thành [1, 4].  

Một điểm đang lưu ý là, trong ghép tự thân, các tế bào NK tách từ chính bệnh nhân 

ung thư có thể bị vô hiệu hóa chức năng hoặc không nhận diện được tế bào đích khi 

đưa trở lại cơ thể. Điều này là do nếu tế bào ung thư của người bệnh vẫn biểu hiện 

các phân tử Phức hợp tương thích mô chính lớp 1 (MHC-I_ Major histocompatibility 

complex class I) như các tế bào thường, các phân tử này sẽ kết hợp với các thụ thể ức 

chế của tế bào NK và làm giảm hoặc thậm chí ức chế sự hoạt hóa các tế bào diệt tự 

nhiên. Để khắc phục nhược điểm này, trong những năm gần đây liệu pháp ghép tế 

bào NK đồng loài được tập trung nghiên cứu và thử nghiệm lâm sàng với nhiều ưu 

điểm như ít gây bệnh thải ghép (GVHD_Graft-versus-host disease), các tế bào NK từ 

người cho khỏe mạnh hoặc từ máu dây rốn không bị tác động giảm hoạt tính miễn 

dịch bởi sự có mặt của tế bào ung thư của người nhận, đặc biệt khi không có sự phù 
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hợp (mismatch) giữa phối tử giống như globulin miễn dịch của tế bào tiêu diệt KIR-

L (Killer cell immunoglobulin-like ligand) và thụ thể KIR (Killer cell 

immunoglobulin-like receptor) ở người cho và người nhận sẽ tăng hiệu quả điều trị 

ung thư lên rõ rệt, đặc biệt ở các bệnh ung thư máu. 

Một trong những vấn đề đặt ra của liệu pháp ghép tế bào NK đồng loài đó là tìm kiếm 

người cho phù hợp và một phương pháp nhân nuôi tế bào NK bên ngoài cơ thể (ex 

vivo) hiệu quả để cung cấp một lượng tế bào đủ lớn phục vụ cho điều trị. Do đó, tế 

bào máu dây rốn chính là một nguồn thay thế đầy tiềm năng để cung cấp các tế bào 

miễn dịch cho liệu pháp tế bào NK đồng loài. Ưu điểm chính của sử dụng nguồn cung 

cấp này đó là:  

 Dễ dàng thu thập và bảo quản lạnh;  

 Thời gian tìm kiếm người cho phù hợp nhanh chóng hơn so với nguồn máu từ 

người cho trưởng thành khi đã có sẵn cơ sở dữ liệu kháng nguyên bạch cầu 

người HLA (Human leukocyte antigen) trước khi lưu trữ và bảo quản;  

 GVHD cũng rất thấp khi sử dụng các tế bào NK nhân nuôi từ máu dây rốn;  

 Khả năng tồn tại của NK trong máu người nhận cao hơn; 

 Trong máu dây rốn chứa quần thể tế bào NK đầu dòng mà bình thường không 

xuất hiện (hoặc có rất ít) trong máu ngoại vi; 

 Sự biểu hiện mạnh thụ thể CXCR4, một thụ thể hướng đích đến tủy xương, sẽ 

giúp tế bào NK từ máu dây rốn có khả năng tập trung về tủy xương nhiều hơn 

so với tế bào NK từ máu ngoại vi. Đặc điểm này rất có ý nghĩa trong việc sử 

dụng tế bào NK máu dây rốn để điều trị các dạng ung thư máu dòng tủy [5, 6]. 

Để giải quyết những vấn đề thực tiễn trên, đề tài nghiên cứu được thực hiện: Nghiên 

cứu nhân nuôi và hoạt hóa tế bào diệt tự nhiên (natural killer cell – NK) từ máu 

dây rốn trong hỗ trợ điều trị ung thư. 

Nghiên cứu được thực hiện tại bệnh viện đa khoa quốc tế Vinmec Times City từ tháng 

7/2017 đến 7/2021 dựa trên nguồn tài trợ của tập đoàn Vingroup và chấp thuận của 

hội đồng y đức trong nghiên cứu y sinh học Công ty cổ phần bệnh viện đa khoa quốc 

tế Vinmec số 1507/2017/CN/HĐĐĐ VMEC, ngày 15/06/2017. 

2. Ý nghĩa khoa học và thực tiễn 

* Ý nghĩa khoa học 

Nghiên cứu cung cấp các đặc điểm của quần thể tế bào máu cuống rốn, bao gồm các 

đặc điểm về số lượng tế bào, tỉ lệ tế bào gốc tạo máu (HSC_ Hematopoietic stem cell) 

và các loại tế bào miễn dịch trong máu cuống rốn và các mối tương quan giữa chúng. 

Nghiên cứu cung cấp các đặc điểm và sự thay đổi của các thông số số lượng tế bào, 

tỉ lệ các quần thể tế bào miễn dịch và đặc biệt là tế bào NK trong quá trình nuôi cấy 
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tăng sinh. 

Nghiên cứu cung cấp các đặc điểm của tế bào NK sau nuôi cấy, hoạt hóa, bao gồm 

sự biểu hiện dấu ấn hoạt hoá, ức chế và khả năng tiêu diệt tế bào ung thư. 

* Ý nghĩa thực tiễn 

Nghiên cứu cung cấp giải pháp nuôi cấy tăng sinh tế bào NK từ máu dây rốn an toàn, 

ổn định, có hoạt tính và khả năng tiêu diệt tế bào ung thư cao, hướng tới việc ứng 

dụng trong điều trị ung thư trên lâm sàng. 

Nghiên cứu cung cấp các thông tin về sự phong phú của các loại tế bào gốc, tế bào 

miễn dịch trong máu cuống rốn và phân tích một số yếu tố tương quan giữa chúng. 

Đây là tiền đề của nghiên cứu hồ sơ miễn dịch sơ sinh trong dự đoán và chẩn đoán 

bệnh. Đồng thời cũng là cơ sở cho việc triển khai các nghiên cứu về liệu pháp tế bào 

miễn dịch khác trong máu cuống rốn trong tương lai. 

3. Mục tiêu của nghiên cứu 

Dựa trên những thực tiễn trên, nghiên cứu được triển khai nhằm: 

 Phân tích các đặc điểm và tỉ lệ các quần thể tế bào miễn dịch, tế bào gốc tạo 

máu có trong máu cuống rốn trẻ sơ sinh Việt Nam, nhằm làm rõ hơn về vai trò 

của máu cuống rốn thực sự là nguồn tế bào gốc và tế bào miễn dịch tiềm năng 

cho trị liệu. 

 Nghiên cứu xây dựng quy trình nhân nuôi và hoạt hóa tế bào NK từ máu dây 

rốn có hoạt tính cao, đáp ứng các tiêu chí về chất lượng để có thể áp dụng tại 

các cơ sở y tế trong trị liệu tế bào. 

4. Những đóng góp mới của luận án 

 Nghiên cứu này là một trong số ít các nghiên cứu phân tích các đặc điểm các 

quần thể tế bào miễn dịch quan trọng trong máu dây rốn, đồng thời chỉ ra được 

sự khác biệt về tỉ lệ các quần thể tế bào miễn dịch ở trẻ sơ sinh Việt Nam so 

với các công bố trên quần thể người của một số quốc gia khác. 

 Nghiên cứu là nghiên cứu đầu tiên đưa ra được quy trình nuôi cấy, hoạt hóa 

và tăng sinh tế bào NK từ máu dây rốn tại Việt Nam hiệu quả, có hoạt tính 

cao, có khả năng tiêu diệt tế bào ung thư. Chất lượng sản phẩm của khối tế bào 

sau nuôi cấy đáp ứng được một số tiêu chí quan trọng của cơ quan quản lý 

Thực phẩm và Dược phẩm Hoa Kỳ - FDA đối với việc xác định đặc tính của 

sản phẩm sinh học ngay từ giai đoạn thử nghiệm ban đầu như tiêu chí về định 

danh (21 CFR 610.14), tính vô khuẩn (21 CFR 610.12), tính tinh khiết (21 

CFR 610.13), tính an toàn và tiềm năng. 
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CHƯƠNG 1. TỔNG QUAN NGHIÊN CỨU 

1.1. Tình hình ung thư hiện nay 

1.1.1. Tình hình ung thư trên thế giới 

Ung thư là nguyên nhân gây tử vong đứng hàng thứ hai trên toàn cầu, ước tính 

khoảng hơn 9,6 triệu ca tử vong trong tổng số hơn 18 triệu ca mắc phải vào năm 2022. 

Ung thư phổi, tuyến tiền liệt, đại trực tràng, dạ dày và gan là những loại ung thư phổ 

biến nhất ở nam giới, trong khi ung thư vú, ung thư đại trực tràng, phổi, cổ tử cung 

và tuyến giáp là những bệnh phổ biến nhất ở phụ nữ. Gánh nặng ung thư tiếp tục gia 

tăng trên toàn cầu, gây căng thẳng về thể chất, tình cảm và tài chính đối với các cá 

nhân, gia đình, cộng đồng và hệ thống y tế. Nhiều hệ thống y tế ở các nước có thu 

nhập thấp và trung bình ít được chuẩn bị để quản lý gánh nặng này, và một số lượng 

lớn bệnh nhân ung thư trên toàn cầu không được tiếp cận với chẩn đoán và điều trị 

chất lượng kịp thời. Ở những quốc gia có hệ thống y tế mạnh, tỷ lệ sống sót ở nhiều 

loại ung thư đang được cải thiện nhờ khả năng phát hiện sớm, người bệnh có thể tiếp 

cận với chất lượng điều trị và chăm sóc phục hồi nâng cao.  

Về số ca ung thư mắc mới, trong năm 2022, trên thế giới có tổng gần 19 triệu 

ca mắc ung thư mới, trong đó ung thư phổi chiếm tỉ lệ cao nhất 13,2% với gần 2,5 

triệu ca, đứng thứ hai là ung thư vú với 12,3%, tương đương hơn 2,3 triệu ca và tiếp 

đó là ung thư tuyến tiền liệt (7,8%), ung thư đại trực tràng (6,1%), ung thư dạ dày 

(5,2%) và ung thư gan (4,6%) (Hình 1.1). 

 

Hình 1.1.Số lượng ước tính ca ung thư trên thế giới năm 2022 

(Nguồn: https://www.iarc.who.int/) 

Trong khi đó, số lượng ca ung thư tử vong hàng năm trên thế giới chiếm hơn 

50% so với số lượng ca mắc mới. Theo thống kê năm 2022, có hơn 9,6 triệu ca tử 

vong do ung thư trên toàn thế giới. Trong đó nguyên nhân hàng đầu là ung thư phổi 



 

 

 

5 

(18,8%), tiếp đến là ung thư gan (7,8%), ung thư vú (6,9%), ung thư dạ dày (6,8%), 

ung thư trực tràng (5,6%) và ung thư tuyến tụy (4,8%) (Hình 1.2). 

 

Hình 1.2. Số ca tử vong do ung thư năm 2022 trên toàn thế giới 

(Nguồn: https://www.iarc.who.int/) 

Cũng theo thống kê của Trung tâm nghiên cứu quốc tế về Ung thư (International 

Agency for Research on Cancer – IARC), số ca ung thư mắc mới, cũng như tử vong 

ngày càng tăng theo các năm. Dự báo, đến năm 2050, toàn thế giới sẽ có khoảng trên 

35 triệu người mắc mới, và trên 18,5 triệu người tử vong mỗi năm do ung thư, trong 

đó số lượng các ca mắc mới và tử vong của nam giới cao hơn nữ giới (Hình 1.3). 

 

Hình 1.3. Ước tính số ca ung thư mắc mới và tử vong đến năm 2050 

(Nguồn: https://www.iarc.who.int/) 
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1.1.2. Tình hình ung thư thư tại Việt Nam  

Theo thống kê của tổ chức Y Tế Thế giới WHO và số liệu của Trung tâm 

nghiên cứu quốc tế về Ung thư (International Agency for Research on Cancer – 

IARC), tỷ lệ ung thư tại Việt Nam đang không ngừng tăng lên. Cụ thể, vào năm 2000, 

Việt Nam có 68.000 ca mắc mới, đến năm 2010, số ca mắc đã lên đến 126.000 ca. 

Đặc biệt trong năm 2022 số ca mắc mới tăng lên hơn 180.000 ca trên tổng số 99.46 

triệu dân và có khoảng hơn 120.000 ca tử vong. Đồng thời, cũng theo tổ chức này, 

trong năm 2022, có 5 loại bệnh ung thư có tỉ lệ mắc hàng năm cao nhất tại Việt Nam 

gồm: ung thư vú (13,6%) ung thư gan (13,6%), ung thư phổi (13,5%), ung thư đại 

tràng (9,3%), ung thư dạ dày (9%) và các loại ung thư khác. Trong đó, nam giới là 

những đối tượng có tỷ lệ mắc ung thư cao hơn nữ giới và thường gặp những loại ung 

thư như: ung thư gan, ung thư phổi do thói quen hút thuốc, uống nhiều rượu bia. Nữ 

giới cũng có tỷ lệ mắc ung thư phổi cao do hút thuốc lá bị động và một số bệnh ung 

thư phổ biến khác là ung thư vú, ung thư cổ tử cung… (Hình 1.4). 

 

Hình 1.4. Tỉ lệ mắc các loại ung thư tại Việt Nam năm 2022 

(Nguồn: https://www.iarc.who.int/) 

Như vậy, ở Việt Nam, tình trạng bệnh nhân tử vong do bệnh ung thư rất cao, 

khoảng trên 60% và con số này cao hơn nhiều so với mặt bằng chung của thế giới, 

khoảng trên 50%. Đồng thời, cũng theo thống kê của Trung tâm nghiên cứu quốc tế 

về Ung thư trong năm 2022 ở Việt Nam,  tỉ lệ người chết vì ung thư gan chiếm tỉ lệ 

cao nhất với 19,4%, tiếp theo là ung thư dạ dày (18,8%), sau đó lần lượt là ung thư 

vú (11%), ung thư trực tràng (8,3%), và ung thư máu leukemia (3,6%) (Hình 1.5). 
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Hình 1.5. Tỉ lệ tử vong ở một số loại ung thư tại Việt Nam năm 2022 

(Nguồn: https://www.iarc.who.int/) 

 Ung thư đã trở thành vấn nạn của Quốc gia, và không chỉ được các nhà hoạch 

định chính sách, mà còn các nhà nghiên cứu, ứng dụng, điều trị bệnh và bệnh nhân 

đặc biệt quan tâm. Trước đây, bệnh ung thư ở nước ta được nghiên cứu chủ yếu dựa 

trên các đánh giá hình thái học về kích thước, tình trạng di căn hạch, loại mô học, độ 

mô học, … Trong những năm gần đây, bên cạnh những tiên lượng kinh điển như trên, 

chúng ta đã có những bước tiến bộ vượt bậc trong đào tạo, nghiên cứu khoa học và 

điều trị. Nhiều kết quả đề tài nghiên cứu khoa học áp dụng các tiến bộ kỹ thuật mới 

hiện đại, nhằm nâng cao năng lực chẩn đoán, điều trị được triển khai áp dụng mang 

lại hiệu quả cao trong công tác khám chữa bệnh, điển hình như phương pháp hóa mô 

miễn dịch, kỹ thuật lai huỳnh quang tại chỗ FISH, xét nghiệm dấu ấn bề mặt bằng 

flow cytometry, các xét nghiệm đột biến gen, giải trình tự gen...  

1.2. Tổng quan về liệu pháp miễn dịch trong điều trị ung thư 

1.2.1. Lịch sử của liệu pháp miễn dịch ung thư 

Edward Jenner, người đã phát triển thành công vắc-xin đậu mùa đầu tiên vào 

năm 1796, được coi là người đã đặt nền tảng của miễn dịch học cho sự phát triển khoa 

học này. Năm 1891, Tiến sĩ William Coley, được coi là “Cha đẻ của Liệu pháp Miễn 

dịch” đã phát hiện ra một số trường hợp bệnh nhân được chẩn đoán mắc bệnh sarcoma 

phát triển thành viêm quầng do Streptococcus pyrogenes gây ra, mà sau đó sarcoma 

có thể tự thuyên giảm trong thời gian dài hoặc tự biến mất. Sau đó ông bắt đầu tiêm 

vào khối u của bệnh nhân “độc tố hỗn hợp của Coley”, một hỗn hợp của Streptococcus 

pyogenes và Serratia marcescens sống bất hoạt. Ông đã đạt được các kết quả bao 

gồm sự tự thuyên giảm bệnh trong thời gian dài và biến mất hoàn toàn ở những bệnh 

nhân mắc các khối u ác tính khác nhau bao gồm sarcoma, ung thư hạch và ung thư 
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tinh hoàn. Do những đáp ứng này chưa được hiểu rõ về cơ chế tác động và lo ngại về 

việc lây nhiễm vi khuẩn gây bệnh cho bệnh nhân, nên các phương thức điều trị khác 

như phẫu thuật, xạ trị và hóa trị vẫn trở thành phương pháp điều trị ung thư cơ bản 

cho đến nhiều thập kỷ sau đó [7-9]. 

Kể từ đó đến nay đã có hàng ngàn các nghiên cứu về mối liên quan giữa miễn 

dịch và ung thư được triển khai và đã có rất nhiều công nghệ mới được ứng dụng 

trong liệu pháp miễn dịch trên lâm sàng. Mặc dù vẫn chưa được coi là một phương 

pháp tiêu chuẩn, tuy nhiên cộng đồng y tế và khoa học đã bắt đầu nhìn nhận liệu pháp 

miễn dịch có thể là một niềm hy vọng mới cho bệnh nhân ung thư, đặc biệt là các 

bệnh nhân đã có di căn và không có đáp ứng tốt với các phương pháp điều trị truyền 

thống [10, 11]. 

1.2.2. Đặc điểm của miễn dịch ung thư 

Có khoảng 20.000 sự kiện gây tổn hại DNA xảy ra với mỗi tế bào mỗi ngày, 

chúng thường xuyên được sửa chữa bằng các con đường sửa chữa DNA. Trong 

trường hợp các tế bào không cần thiết và /hoặc trở thành mối đe dọa, quá trình chết 

của tế bào theo chương trình hay còn gọi là apoptosis sẽ xảy ra để ngăn chặn sự tăng 

sinh của các tế bào này. Dấu hiệu nhận biết của tế bào ung thư là sự tăng sinh không 

kiểm soát được của các tế bào đột biến hoặc bất thường, lây lan trong cơ thể và xâm 

lấn các mô, cơ quan khỏe mạnh. Sự phát triển và tiến triển của ung thư xảy ra thông 

qua tám quá trình, bao gồm sinh sôi bền vững, trốn tránh các chất ức chế phát triển, 

chống lại quá trình chết tế bào, sự nhân bản bất tử, hình thành mạch, di căn, sự trao 

đổi chất được lập trình lại, và cuối cùng là tránh được sự phá hủy của hệ miễn dịch. 

Sự trốn tránh khỏi sự phá hủy miễn dịch đã được nghiên cứu trong nhiều thập kỷ [7]. 

Năm 1909, Paul Erlich đã phát triển một giả thuyết rằng các khối u có thể được 

kiểm soát bởi hệ thống miễn dịch. Năm 1957, Thomas và Burnet lần đầu tiên đề xuất 

lý thuyết giám sát miễn dịch ung thư, cho rằng các tế bào lympho hoạt động như 

những người bảo vệ chịu trách nhiệm xác định và loại bỏ các tế bào đã trải qua đột 

biến và khác với các tế bàokhỏe mạnh. Các bằng chứng hỗ trợ và công nghệ để thực 

hiện nghiên cứu vào giai đoạn đó còn thiếu, và do đó, một lần nữa đã có sự chậm trễ 

trong việc kiểm tra mối liên hệ giữa các tế bào ung thư và hệ thống miễn dịch. Các 

nghiên cứu đánh giá tỷ lệ mắc bệnh ung thư ở những bệnh nhân bị ức chế miễn dịch 

liên quan đến bệnh, chẳng hạn như HIV và AIDS, hoặc những bệnh nhân sau ghép 

bằng liệu pháp ức chế miễn dịch mãn tính đã cung cấp bằng chứng hỗ trợ sự tồn tại 

và tầm quan trọng của việc giám sát miễn dịch. Từ giữa những năm 1970 đến những 

năm 1980, lại có một phong trào nghiên cứu về giám sát miễn dịch ung thư. Tế bào 

tiêu diệt tự nhiên (NK) được phát hiện vào thời điểm đó đã tạo ra sự chú ý cho các 
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nhà khoa học, và lúc đó họ chưa có một định nghĩa chính xác và hiểu rõ về tế bào 

NK. Ngày nay, người ta biết rằng các tế bào ung thư có thể được hệ thống miễn dịch 

nhận biết vì sự khác biệt sinh hóa trong tế bào ung thư với tế bào tự bình thường. 

Trong giai đoạn ban đầu, các tế bào miễn dịch tiêu diệt các tế bào khối u và sau đó là 

thời kỳ khi các tế bào ung thư thông qua các cơ chế khác nhau có thể trốn tránh sự 

đào thải, tiêu diệt, nhận diện của hệ thống miễn dịch. Giám sát miễn dịch 

(immunosurveillance) là thuật ngữ dùng để mô tả quá trình các tế bào của hệ thống 

miễn dịch tìm kiếm và nhận diện các tác nhân gây bệnh lạ, chẳng hạn như vi khuẩn, 

vi rút, hoặc các tế bào tiền ung thư và ung thư trong cơ thể [7, 8]. 

Trong liệu pháp miễn dịch ung thư, mục tiêu không chỉ là trực tiếp tiêu diệt 

các tế bào ung thư mà còn là tác động đến các tế bào miễn dịch của cơ thể, làm tăng 

cường khả năng tấn công của các tế bào này trong trận đánh tiêu diệt tế bào ác tính 

[11-13]. Hệ miễn dịch đóng một vai trò quan trọng trong các cơ chế bảo vệ của cơ 

thể, không chỉ chống lại sự xâm nhiễm các vi sinh vật, hệ miễn dịch còn tham gia vào 

sự điểu hòa và kiểm soát sự hình thành các khối u [14]. Các tế bào miễn dịch giống 

như những người lính rà soát, kiểm tra tất cả các mô để phát hiện và loại bỏ các tế 

bào ác tính khi chúng mới hình thành, trước cả khi chúng tạo thành các khối u nhỏ. 

Hệ miễn dịch bao gồm các tế bào miễn dịch đáp ứng và bẩm sinh đóng vai trò quan 

trọng trong việc thâm nhập vào vi môi trường khối u (TME - Tumor 

microenviroment) và điều tiết sự phát triển của khối u [15]. Các phản ứng miễn dịch 

hiệu quả có thể loại trừ được tận gốc tế bào ung thư ác tính hoặc làm thay đổi tình 

trạng và chức năng của chúng. Tuy nhiên, một khía cạnh khác, các tế bào ung thư có 

thể lẩn tránh hệ miễn dịch bằng nhiều con đường khác nhau, ví dụ như làm giảm quá 

trình trình diện kháng nguyên, gia tăng các cơ chế điều hòa ức chế hoặc làm giảm 

hoạt động miễn dịch [14, 15]. Khi hệ miễn dịch của cơ thể không hoạt động tốt, hóa 

trị và xạ trị không thể tiêu diệt tế bào ung thư một cách hiệu quả, liệu pháp miễn dịch 

được ứng dụng để đẩy mạnh cơ chế bảo vệ tự nhiên của cơ thể để chống lại các tế 

bào ung thư.  

1.2.3. Phân loại liệu pháp miễn dịch trong điều trị ung thư  

1.2.3.1. Phân loại theo chức năng miễn dịch 

Liệu pháp miễn dịch được định nghĩa là việc sử dụng các vật liệu giúp tăng 

cường hoặc thiết lập lại khả năng phòng ngừa và chống lại bệnh tật của hệ thống miễn 

dịch. Mục tiêu của liệu pháp miễn dịch là cân bằng hệ thống miễn dịch để loại bỏ tế 

bào ung thư trong khi không tạo ra các phản ứng viêm tự miễn không được kiểm soát 

dẫn đến hạn chế trong điều trị của liệu pháp miễn dịch [11-13]. Hệ miễn dịch bẩm 

sinh bị giới hạn trong việc giải phóng các cytokine có chức năng kích thích các tế bào 
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miễn dịch khác bắt đầu phản ứng miễn dịch không đặc hiệu. Do đó hệ thống miễn 

dịch thích ứng đóng một vai trò đặc biệt quan trọng trong phản ứng miễn dịch đối với 

tế bào ung thư vì khả năng nhắm đích đặc hiệu vào các kháng nguyên lạ (non-self) 

[7, 8]. 

Dựa trên những đặc điểm cơ bản này, đã có nhiều phương pháp trị liệu miễn dịch 

khác nhau được phát triển, như vaccine, kháng thể đơn dòng và chất ức chế điểm 

kiểm soát (checkpoint inhibitor)…nhằm mang lại hiệu quả điều trị cao hơn, mỗi 

phương pháp lại có chơ chế và đích tác động khác nhau. Và để phân loại, thông 

thường, chúng được chia thành hai nhóm chính: liệu pháp miễn dịch chủ động và liệu 

pháp miễn dịch thụ động.  

 Liệu pháp miễn dịch chủ động là sự kích thích hệ thống miễn dịch của người 

bệnh nhận biết và trực tiếp tấn công các tế bào lạ, đồng thời tạo trí nhớ miễn 

dịch và đáp ứng miễn dịch lâu dài, ví dụ như tiêm vắc xin ung thư (oncolytic 

vaccine) hoặc tiếp xúc với kháng nguyên khối u.  

 Liệu pháp miễn dịch thụ động, là việc bổ sung các kháng thể hoặc các tế bào 

miễn dịch vào cơ thể người bệnh, tạo ra các đáp ứng miễn dịch cụ thể, nhanh 

chóng, tuy nhiên hiệu lực ngắn và không tạo trí nhớ miễn dịch, do đó cần phải 

sử dụng thường xuyên, ví dụ như các kháng thể đơn dòng, truyền huyết thanh,.. 

1.2.3.2. Phân loại theo cơ chế hoạt động 

Theo cơ chế hoạt động cũng như ản chất của các tác nhân, có thể phân loại liệu pháp 

miễn dịch thành các phân nhóm sau: 

 Liệu pháp tế bào (Adoptive cell therapy): liệu pháp này để cập đến việc sử 

dụng chính các tế bào của hệ miễn dịch trong cơ thể để tiêu diệt ung thư, nhóm 

liệu pháp này bao gồm: 

 Liệu pháp tế bào Lympho xâm nhập khối u (Tumor-Infiltrating 

Lymphocyte-TIL) 

 Cải biến thụ thể tế bào T (Engineered T Cell Receptor -TCR)  

 Tế bào mang thụ thể kháng nguyên khảm: CAR- T, CAR-NK 

 Liệu pháp tế bào NK, tế bào T,… 

 Vắc xin ung thư (Cancer vaccine): là một dạng liệu pháp đưa kháng nguyên 

vào cơ thể có thể huấn luyện hệ miễn dịch nhận diện và tiêu diệt đặc hiệu các 

tế bào ung thư. Các kháng nguyên này có thể là peptide/protein, DNA/RNA, tế 

bào ung thư bất hoạt, hoặc tế bào tua gai (DC). 

 Điều hòa miễn dịch (Immunomodulator): Liệu pháp sử dung các chất điều 

hòa miễn dịch là các phân tử nằm trên các con đường điều chỉnh hoạt động 

của hệ thống miễn dịch nhằm tăng cường, ức chế hoặc điều chỉnh cân bằng 
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phản ứng miễn dịch trong cơ thể. Các phân tử này bao gồm các chất ức chế 

điểm kiểm soát, cytokine, chất chủ vận và chất bổ trợ. 

 Liệu pháp virut tiêu diệt ung thư (Oncolytic virus therapy): là một dạng liệu 

pháp miễn dịch sử dụng vi rút biến đổi gen để lây nhiễm và tiêu diệt tế bào 

ung thư. Vi rút là các phần tử chỉ lây nhiễm hoặc xâm nhập vào tế bào ung 

thư, sau đó sử dụng bộ máy di truyền của tế bào để tạo ra các bản sao của chính 

chúng và sau đó lây lan sang các tế bào ung thư khác. Quá trình này đồng thời 

tiêu diệt các tế bào ung thư, đồng thời giải phóng các kháng nguyên khối u, từ 

đó kích thích hệ miễn dịch nhận diện và tiêu diệt các tế bào ung thư khác.  T-

VEC (Imlygic) là vi rút gây ung thư đầu tiên được FDA phê duyệt năm 2015 

và hiện nay, nhiều loại virut gây ung thư khác cũng đã được ra đời để điều trị 

một số loại ung thư như gan, phổi, u não, đại trực tràng… 

 Kháng thể đơn dòng (Mono-antibodies) loại kháng thể được thiết kế đặc biệt 

trong phòng thí nghiệm để nhận diện và gắn chính xác vào một mục tiêu cụ 

thể (thường là kháng nguyên trên tế bào ung thư hoặc tác nhân gây bệnh) nhằm 

điều trị bệnh một cách chọn lọc. Phương pháp này bao gồm kháng thể đơn 

dòng, kháng thể mang thuốc, kháng thể đặc hiệu kép. 

  

Hình 1.6. Liệu pháp miễn dịch điều trị ung thư [16] 
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1.3. Tình hình nghiên cứu liệu pháp tế bào miễn dịch hiện nay  

1.3.1. Tình hình nghiên cứu liệu pháp tế bào miễn dịch trên thế giới 

Với những tiến bộ trong sự hiểu biết về tế bào ung thư và cơ chế phân tử cũng 

như chu trình hoạt động tế bào miễn dịch điều chỉnh các đáp ứng miễn dịch, liệu pháp 

miễn dịch đã được phát triển để điều trị các dạng ung thư huyết học cũng như các 

khối u rắn. Trong các phương pháp tiếp cận thụ động/thích ứng, các tế bào T và NK 

biến đổi gen hoặc không biến đổi gen được sử dụng, còn trong các liệu pháp miễn 

dịch chủ động lại sử dụng tế bào B, tế bào tua gai (Dendritic cell-DC) và đại thực bào 

(Marcrophage) để tạo ra phản ứng miễn dịch chống lại các khối u [17]. Các chất ức 

chế điểm kiểm tra (checkpoint inhibiter) và kháng thể đơn dòng (mAbs) là những 

công cụ mạnh mẽ trong điều trị ung thư, đặc biệt là ở giai đoạn tiến triển và di căn 

cũng được sử dụng kết hợp. Nguyên lý của liệu pháp tế bào miễn dịch là kích thích, 

huấn luyện các tế bào của hệ thống miễn dịch để loại bỏ các tế bào ung thư. Mặc dù 

đã có rất nhiều tiến bộ gây chú ý, nhưng việc áp dụng liệu pháp miễn dịch trong điều 

trị ung thư vẫn là một thách thức do có sự tồn tại của các tế bào gốc ung thư (cancer 

stem cell – CSC). Các tế bào CSC này có khả năng thoát khỏi sự kiểm soát của hệ 

thống miễn dịch bằng các cơ chế khác nhau. Một trong các cơ chế đó là làm suy yếu 

và điều hòa quá trình trình diện kháng nguyên, điều hòa hoạt động của tế bào miễn 

dịch, giải phóng và biểu hiện của các yếu tố và thụ thể ức chế miễn dịch,...[18, 19]. 

1.3.1.1. Liệu pháp tế bào DC vaccine 

Tế bào DC là tế bào trình diện kháng nguyên, chúng trình diện thông qua phân 

tử Phức hợp tương thích mô chính lớp 2 (MHC-II_ Major histocompatibility complex 

class II). Kết quả của quá trình này là các phản ứng miễn dịch bẩm sinh và thích ứng 

thông qua các tế bào TCD4 và TCD8. Việc các tế bào DC mang kháng nguyên khối 

u (TAA_ Tumor-associated antigen) sẽ dẫn đến việc kích hoạt tế bào T, hình thành 

khả năng miễn dịch chống lại kháng nguyên khối u và loại bỏ tế bào ung thư ở người 

bệnh [20, 21]. Trong các mô hình động vật mắc ung thư hắc tố D5 và ung thư tế bào 

vảy SCC7, Hu và cộng sự đã công bố kết quả nghiên cứu và chỉ ra rằng việc tiêm 

vắc-xin tế bào DC được cảm ứng với tế bào gốc ung thư biểu hiện ALDHcao sau phẫu 

thuật cắt bỏ u, kết hợp với liệu pháp kháng thể đơn dòng PD-L1 đã cho thấy có hiệu 

quả trong việc giảm tái phát khối u, giảm di căn đến phổi và tăng khả năng sống sót 

của vật chủ [22]. Đáng chú ý, sự kết hợp giữa vắc-xin DC được cảm ứng tế bào gốc 

ung thư với PD1 và CTLA-4 trong các mô hình khối u ác tính ở chuột, Zheng và cộng 

sự đã chứng minh rằng liệu pháp phối hợp trên không chỉ thúc đẩy các phản ứng của 

tế bào T chống lại tế bào CSC và ức chế giải phóng yếu tố tăng trưởng chuyển đổi 

beta (TGF-β_ Transforming growth factor beta) mà còn tiêu diệt tế bào gốc ung thư 
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tốt hơn [23]. Trong một thí nghiệm gần đây hơn về bệnh ung thư vú, DC được cảm 

ứng với RNA tổng số của CSC có khả năng kích hoạt các tế bào T dẫn đến quá trình 

chết theo chu trình của các tế bào ung thư vú một cách hiệu quả. Tuy nhiên, nghiên 

cứu cũng chỉ ra rằng, với các tế bào CSC biểu hiện nhiều kháng nguyên PD-L1 trên 

bề mặt có khả năng lần trốn khỏi sự tiêu diệt này. Nghiên cứu cho thấy tiềm năng sử 

dụng RNA của các tế bào gốc ung thư để cảm ứng DC, từ đó kích hoạt các phản ứng 

miễn dịch chống ung thư chống lại ung thư vú một cách hiệu quả hơn [24].  

Năm 2022, Ian và cộng sự đã công bố kết quả nghiên cứu pha 1 thử nghiệm 

liệu pháp vaccine DC tự thân kết hợp với thuốc temozolomide trên 21 bệnh nhân u 

nguyên bào thần kinh đệm sau hóa trị và xạ trị. Các bệnh nhân trải qua tối đa 12 chu 

kỳ điều trị với DC, mỗi chu kỳ kéo dài 28 ngày. DC vaccine tự thân được tiêm dưới 

da với liều 2 × 107 ± 0,5 × 107 tế bào mỗi chu kỳ. Kết quả cho thấy không gặp phải 

độc tính giới hạn liều vaccin. Thời gian sống sót không tiến triển trung bình là 9,7 

tháng. Thời gian sống sót chung trung bình là 19 tháng. Tỷ lệ sống sót chung là 25% 

sau 2 năm và 10% sau 4 năm, một bệnh nhân vẫn không tiến triển bệnh sau 5 năm. 

Các phản ứng đặc hiệu của tế bào T CD8 đối với kháng nguyên gp100 liên quan đến 

khối u đã được quan sát thấy sau khi tiêm DC. Kết quả nghiên cứu cho thấy liệu pháp 

vắc xin DC là an toàn và có tính khả thi cao khi kết hợp với liệu pháp điều trị tiêu 

chuẩn cho những bệnh nhân mới được chẩn đoán [25]. 

Hiện trên thế giới các nghiên cứu lâm sàng về liệu pháp tế bào DC đang được 

tiến hành chủ yếu ở hai giai đoạn đầu (pha I và pha II), chủ yếu đánh giá tính an toàn, 

xác định liều vắc xin và tác động của vắc xin trong việc kích thích phản ứng miễn 

dịch tế bào và thể dịch. Do đó, cần có nhiều nghiên cứu lâm sàng chất lượng cao hơn 

trước khi đưa ra kết luận chung về hiệu quả lâm sàng của liệu pháp DC trong điều trị 

ung thư. 

1.3.1.2. Liệu pháp tế bào miễn dịch biến đổi gen 

Công nghệ biến đổi gene trên tế bào T để biến chúng thành tế bào CAR-T 

được phát triển đầu tiên vào năm 1987 tại Viện khoa học Weizmann ở Rehovot, Israel. 

Một trong những bước quan trọng nhất trong sự phát triển của nó là khi các nhóm 

nghiên cứu đã bắt đầu sử dụng các CAR được thiết kế để nhận diện kháng nguyên 

CD19 trên bề mặt của tế bào B, một đặc điểm phổ biến trong nhiều loại ung thư máu. 

Ngày nay, liệu pháp tế bào CAR chứng tỏ tiềm năng vượt trội trong số tất cả các chiến 

lược trị liệu miễn dịch chống ung thư. Công nghệ tạo CAR cũng có những tiến bộ 

vượt bậc, từ thế hệ CAR thứ nhất trước đây đến thế hệ thứ 4 hiện tại giúp phân tử 

CAR bền hơn, hoạt động hiệu quả hơn, tăng khả năng nhân rộng của tế bào; từ phân 

từ CAR nhắm đích CD19, đến nay, đích đến là rất nhiều phân tử khác như CD20, 
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CD5, CD7, CD22, CD133, CD70,… được ứng dụng trong điều trị nhiều loại ung thư; 

từ phân tử CAR nhận diện 1 kháng nguyên, đến nay, CAR có  thể nhận diện 2 kháng 

nguyên giúp tăng cường hiệu suất và độ chính xác trong điều trị; các tế bào miễn dịch 

lựa chọn để cải biến có thể là tế bào T, tế bào NK, tế bào đại thực bào [26].  

Gần đây các thử nghiệm về đích CD133+ và một số yếu tố khác được nghiên 

cứu cũng cho kết quả đầy triển vọng. Dữ liệu từ công bố mới đây về kết quả nghiên 

cứu tiền lâm sàng (pha 1 và II) liệu pháp CART-T nhắm mục tiêu CD133+ vào ung 

thư gan đã cho kết quả rất khả quan. Ở pha I, nghiên cứu đánh giá tính an toàn của 

liệu pháp. Trong pha II, nghiên cứu được thực hiện từ tháng 6 năm 2015 đến tháng 9 

năm 2017 đánh giá thời gian sống không tiến triển bệnh (PFS) và thời gian sống sót 

(OS). Tổng có 21 bệnh nhân tham gia nghiên cứu, thời gian sống còn trung bình là 

12 tháng (9,3-15,3 tháng, độ tin cậy 95%), thời gian sống không tiến triển bệnh trung 

bình là 6.8 tháng (4,3-8,4 tháng, độ tin cậy 95%). Trong đó, 1 bệnh nhân có đáp ứng 

một phần, 14 bệnh nhân có bệnh ổn định từ 2 đến 16,3 tháng và 6 bệnh nhân tiến triển 

sau khi truyền tế bào T. Tác dụng phụ cấp độ cao phổ biến nhất là tăng bilirubin máu. 

Kết quả tương quan với mức độ của yếu tố tăng trưởng nội mô mạch máu VEGF 

(Vascular endothelial growth factor) , thụ thể VEGF hòa tan 2 (VEGFR2), yếu tố có 

nguồn gốc từ tế bào mô đệm SDF-1 (Stromal cell-derived factor 1) và số lượng tế bào 

gốc nội mô (EPC_Endothelial progenitor cell). Những thay đổi về số lượng EPC, 

VEGF, SDF-1, sVEGFR2 và IFN-γ (Interferon gamma) sau khi truyền tế bào có liên 

quan đến khả năng sống sót của bệnh nhân [27]. Không chỉ vậy, các nghiên cứu trước 

đó cũng chỉ ra rằng liệu pháp CAR-T CD133+ cũng rất triển vọng trong việc điều trị 

các loại ung thư dạng rắn khác như u nguyên bào thần kinh đệm, ung thư buồng trứng, 

ung thư dạ dày, ung thư vú, não, gan, đại trực tràng và ung thư tuyến tụy [28-31]. 

Khác với CAR-T, liệu pháp CAR-NK có những ưu điểm như chi phí thấp hơn, 

bệnh GVHD thấp hơn, tránh được các cơn bão cytokine, tế bào CAR-NK có tuổi thọ 

ngắn hơn tế bào T, dẫn đến giảm độc tính ngoài mục tiêu. Trong các nghiên cứu, 

nguồn để tạo CAR-NK có thể là máu dây rốn hoặc máu ngoại vi. Gần đây, liệu pháp 

tế bào CD33-CAR-NK-92 đã được sử dụng trong thử nghiệm lâm sàng đối với bệnh 

ung thư máu dòng tủy cấp – AML (Acute myeloid leukemia) tái phát/kháng trị 

(NCT02944162). Kết quả cho thấy liệu pháp an toàn và các tế bào CAR-NK có khả 

năng đáp ứng đặc hiệu với AML [32]. Một số nghiên cứu khác được triển khai trên 

nhóm bệnh nhân ung thư buồng trứng, đại trực tràng với dòng CAR – NK nhắm 

CD24, EpCAM cho kết quả cũng tương đối khả quan [33, 34]. Mặc dù những thử 

nghiệm lâm sàng với CAR-NK chưa có nhiều so với CAR-T, nhưng liệu pháp cũng 
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mang lại rất nhiều triển vọng trong điều trị ung thư, đặc biệt khi được kết hợp với các 

liệu pháp khác. 

Gần đây, liệu pháp CAR cũng được ứng dụng trên tế bào đại thực bào (CAR-

M), bởi chúng là nhân tố chính đóng vai trò miễn dịch bẩm sinh và là thành phần 

tham gia chính trong vi môi trường khối u (TME) bởi khả năng thâm nhập của chúng 

vào các tổn thương khối u. Các đại thực bào khối u có khả năng làm giảm khả năng 

ức chế hệ miễn dịch của vi môi trường khối u và tăng hiệu quả của liệu pháp miễn 

dịch. Dữ liệu từ nhiều nghiên cứu tiền lâm sàng đã xác nhận hiệu quả của liệu pháp 

miễn dịch dựa trên đại thực bào trong việc ức chế miễn dịch khối u, tuy nhiên, vẫn 

cần thực hiện nhiều nỗ lực để tối ưu hóa hiệu quả và độ an toàn của CAR-M trong 

điều trị lâm sàng [35, 36]. Klichinsky và cộng sự đã sử dụng các đại thực bào nguyên 

phát ở người và tạo ra CAR-M nhắm đích phân tử HER2. Các đại thực bào CAR 

(CAR-Ms) đã chứng minh khả năng thực bào đặc hiệu của kháng nguyên và làm sạch 

khối u trong phòng thí nghiệm. Trong cả mô hình chuột xenograft khối u rắn, và 

truyền CAR-M ở người đã cho thấy hiệu quả giảm kích thước, khối lượng của khối u 

và kéo dài thời gian sống của vật chủ. Trên mô hình thử nghiệm tiền lâm sàng, CAR-

M cho thấy CAR-M biểu hiện các cytokine và chemokine gây viêm, chuyển đổi các 

đại thực bào M2 của người thành M1, giúp bộ máy trình diện kháng nguyên được 

điều hòa, thu hút và trình diện kháng nguyên cho các tế bào T và chống lại tác dụng 

của các cytokine ức chế miễn dịch. Chiến lược trị liệu miễn dịch CAR-M trong việc 

điều trị ung thư dạng rắn là một hướng đầy hứa hẹn cho nghiên cứu trong tương lai 

[37].  

1.3.1.3. Liệu pháp tế bào NK 

Khả năng gây độc của tế bào tự nhiên đối với khối u và các tế bào bị tổn thương 

đã được đề cập đến bởi các tác giả Herberman và Kiessling R. từ những năm 1975. 

Tác dụng gây độc tế bào của tế bào NK đồng loài đã được đánh giá trong các bệnh 

ung thư huyết học, trong khi cả tế bào NK đồng loài và tự thân đều có hiệu quả chống 

lại các khối u rắn. Các thí nghiệm trên mô hình ung thư vú, đại tràng, ung thư hắc tố 

và u nguyên bào thần kinh đệm cho thấy các tế bào NK được kích hoạt Interleukin 2 

(IL-2) và/hoặc Interleukin 15 (IL-15) có thể xác định các tế bào gốc ung thư khối u 

rắn bằng cách liên quan đến cơ chế phụ thuộc vào thụ thể, cuối cùng dẫn đến loại bỏ 

tế bào gốc ung thư trong các khối u này [38-42]. 

Liệu pháp ghép tế bào NK tự thân điều trị ung thư được áp dụng và đem lại 

một số kết quả khả quan nhưng cũng tồn tại một số hạn chế. Các tế bào NK tách từ 

bệnh nhân ung thư có thể bị vô hiệu hóa chức năng hoặc không nhận diện được tế 

bào đích khi đưa trở lại cơ thể. Điều này là do các tế bào NK tự thân có thể bị ức chế 
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hoạt tính bởi chính sự biểu hiện của phân tử HLA tự thân trên các tế bào ung thư. Nếu 

tế bào ung thư của người bệnh vẫn biểu hiện các phân tử MHC lớp I như các tế bào 

thường, các phân tử này sẽ kết hợp với các thụ thể ức chế của tế bào NK và làm giảm 

hoặc thậm chí ức chế sự hoạt hóa các tế bào giết tự nhiên. Để khắc phục nhược điểm 

này, trong những năm gần đây liệu pháp ghép tế bào NK đồng loài được tập trung 

nghiên cứu và thử nghiệm lâm sàng. Trong việc ghép đồng loài, tiêu chí lựa chọn 

người hiến đặc biệt quan trọng vì nó ảnh hưởng đến toàn bộ kết quả của liệu pháp. 

Thông thường, ngoài yếu tố phụ hợp HLA còn phải xác định phân tử KIR và phối từ 

của nó vì tính đa hình của chúng ảnh hưởng đến chức năng tế bào NK và kết quả lâm 

sàng [43]. 

Miller và cs. đã công bố kết quả đánh giá tính an toàn và hiệu quả điều trị khi 

sử dụng ghép tế bào NK đồng loài bán tương đồng (HLA–haploidentical) cho 19 bệnh 

nhân mắc AML tiên lượng kém (poor – diagnosis). Kết quả cho thấy 30 % bệnh nhân 

đã thuyên giảm hoàn toàn, đồng thời tế bào NK của người cho tồn tại trong máu ở 

những bệnh nhân này với một tỷ lệ cao hơn đáng kể so với các bệnh nhân còn lại 

[44]. Ruggeri và cộng sự tiến hành ghép tế bào NK bán tương đồng trên 51 bệnh nhân 

ung thư máu và ghép tế bào NK tương đồng trên 61 bệnh nhân ung thư máu cùng 

loại. Kết quả cho thấy tỷ lệ tái phát giảm hơn hẳn ở nhóm ghép bán tương đồng (3%) 

so với ghép tương đồng (47%) đồng thời tỷ lệ sống cũng tăng cao hơn ở nhóm bán 

tương đồng này [45]. Trong một nghiên cứu khác của Jeffrey E. và cộng sự trên 10 

bệnh nhi mắc AML vừa kết thúc một đợt hóa trị, đang trong giai đoạn thuyên giảm 

bệnh, được điều trị bằng ghép NK đồng loài bán tương đồng không phù hợp KIR-

HLA. Sau 14 ngày theo dõi không có biểu hiện của bệnh mảnh ghép chống chủ 

(GvGH – Graft versus host disease), không có tác dụng phụ nào được ghi nhận, tỷ lệ 

tế bào NK của người cho trong máu bệnh nhi cao đáng kể ở ngày thứ 14 sau ghép. 

Đồng thời trong 964 ngày theo dõi tất cả bệnh nhi đều duy trì tình trạng bệnh ở trạng 

thái thuyên giảm. Tất cả bệnh nhi đều có thời gian sống khỏi bệnh trên 2 năm [46]. 

Các kết quả thử nghiệm lâm sàng cho thấy phản ứng ghép của các tế bào NK đồng 

loại đối với bệnh nhân nhi bị ALL tốt hơn so với người trưởng thành bị ALL. Khả 

năng tái phát ALL ở bệnh nhân nhi cũng thấp hơn [47].  

Với liệu pháp tế bào NK có nguồn gốc máu dây rốn và không trải qua cải biến 

di truyền, số lượng công bố cũng như thử nghiệm lâm sàng trên thế giới cũng chưa 

có nhiều, tuy nhiên với những kết quả nghiên cứu ban đầu, hứa hẹn liệu pháp này rất 

tiềm năng. Mới đây nhất, báo cáo cuả Yongxu và cộng sự về một trường hợp bệnh 

nhân nữ 52 tuổi được chẩn đoán mắc bệnh ung thư nội mạc tử cung giai đoạn IVB 

(T3N2M1). Bệnh nhân đã được điều trị hai đợt bằng liệu pháp miễn dịch tế bào NK 
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nguồn gốc máu dây rốn (CB-NK_Cord blood NK) từ tháng 3 đến tháng 9 năm 2022. 

Hai đơn vị máu dây rốn có tỷ lệ HLA 8/10 không khớp KIR đã được chọn nuôi cấy 

tăng sinh tế bào NK với hiệu suất cao (>1,0×1010 tế bào NK), độ tinh khiết (>90%) 

và hoạt tính (>80% ). Kết quả cho thấy không có tác dụng phụ hoặc không quan sát 

thấy GVHD sau khi truyền tế bào CB-NK.  Sau khi truyền, người bệnh được cải thiện 

chất lượng cuộc sống và giảm kích thước của các khối ở bụng và xương chậu cùng 

với sự biến mất của nhiều hạch bạch huyết di căn [48]. 

Bảng 1.1. Các thử nghiệm lâm sàng với tế bào NK không cải biến gen có nguồn gốc 

máu dây rốn [49] 

Mã định 

danh thử 

nghiệm 

lâm sàng 

Loại bệnh 

Pha 

thử 

nghiệ

m 

Số 

lượng 

bệnh 

nhân 

Hình thức 

ghép 

Ngày 

truyền 

NK 

Thời 

gian 

triển 

khai 

Nhà tài trợ 

NCT03019

640 

B-Cell 

Non-

Hodgkin 

Lymphoma 

Pha 2 40 

Ghép tế bào 

gốc tạo máu 

(HSC) tự thân 

kết hợp hóa trị 

và tế bào NK  

Ngày 

thứ 5 

trước 

ghép 

  

M.D. 

Anderson 

Cancer 

Center 

NCT02280

525 

Leukemia, 

Lymphoma 
Pha 1 8 

Không kết hợp 

ghép HSC với 

tế bào NK 

Là ngày 

truyền 

hoá chất 

(D0) 

2017-

2021 

M.D. 

Anderson 

Cancer 

Center 

NCT00354

172 

Leukemia, 

MDS 
Pha 2 16 

Ghép tế bào 

gốc tạo máu 

dây rốn kết hợp 

hóa trị và tế bào 

NK  

Ngày 

thứ 5 

trước 

ghép 

2006-

2008 

Masonic 

Cancer 

Center, 

University 

of 

Minnesota 

NCT02955

550 

MM Pha 1 15 

Ghép HSC tự 

thân kết hợp 

hóa trị và tế bào 

NK  

Ngày +7 

đến 

ngày 

+14 sau 

ghép 

HSC 

2017-

2019 

Celularity 

Incorporated 

NCT02781

467 

AML Pha 1 10 

Không kết hợp 

ghép HSC với 

tế bào NK 

Là ngày 

truyền 

hoá chất 

(D0) 

2016-

2017 

Celularity 

Incorporated 

NCT04347

616 

AML 
Pha 1, 

Pha 2a 
24 

Không kết hợp 

ghép HSC với 

tế bào NK 

Là ngày 

truyền 

2020-

2023 

Radboud 

University 

https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT03019640
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT03019640
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02280525
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02280525
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT00354172
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT00354172
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02955550
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02955550
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02781467
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02781467
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT04347616
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT04347616
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hoá chất 

(D0) 

NCT01619

761 

ALL, 

AML, 

CLL. HL, 

YMDS, 

NHL, SLL 

Pha 1 13 

Ghép tế bào 

gốc tạo máu 

dây rốn kết hợp 

hóa trị và tế bào 

NK  

2 ngày 

trước 

khi 

truyền 

HSC 

2013-

2021 

M.D. 

Anderson 

Cancer 

Center 

NCT01729

091 

MM Pha 2 72 

Ghép tế bào 

gốc tạo máu tự 

thân kết hợp 

hóa trị và tế bào 

NK  

5 ngày 

trước 

ghép 

HSC 

2013-

2024 

M.D. 

Anderson 

Cancer 

Center 

ChiCTR20

00030622  
AML Pha 1 20 

Không kết hợp 

ghép HSC với 

tế bào NK 

2 ngày 

sau hóa 

trị liệu 

củng cố 

2015-

2020 

PLA Air 

Force 

General 

Hospital, 

China 

NCT01729

091 

MM 
Phase

1, 2 
72 

Ghép tế bào 

gốc tạo máu 

(HSC) tự thân 

kết hợp hóa trị 

và tế bào NK  

5 ngày 

trước 

ghép 

HSC 

2013-

2024 

M.D. 

Anderson 

Cancer 

Center 

EudraCT 

number 

2010-

018988-41 

AML 
Phase 

1 
N/A 

Không kết hợp 

ghép HSC với 

tế bào NK 

Là ngày 

truyền 

hoá chất 

(D0) 

2013-

2017 

Radboud 

Medical 

Centre, 

Nijmegen, 

Netherlands 

 

1.3.1.4. Liệu pháp tế bào TIL 

Liệu pháp tế bào TIL (Tumor-infiltrating lymphocyte) hay còn gọi là liệu pháp tế bào 

T xâm nhập khối u trong những năm gần đây đã được sử dụng để điều trị một số loại 

ung thư như ung thư biểu mô tế bào vảy ở đầu và cổ, u hắc tố, ung thư phổi, ung thư 

tiết niệu sinh dục,.... Nguyên lý thực hiện liệu pháp này, là sử dụng các tế bào lympho 

phân lập bên trong khối u, nuôi cấy tăng sinh ex vivo rồi truyền trở lại bệnh nhân ung 

thư [50]. 

Ưu điểm của liệu pháp này thể hiện ở tính đa dòng, TIL là quần thể chứa nhiều dòng 

tế bào lympho đặc hiệu cho nhiều loại kháng nguyên khác nhau trong khối u, do vậy 

nó giảm khả năng trốn thoát miễn dịch của các tế bào ung thư và làm tăng hiệu quả 

điều trị trong thời gian dài. Tuy nhiên, việc phân lập được TIL tương đối khó khăn 

cũng như chi phí thực hiện tương đối cao, đòi hỏi kỹ thuật phức tạp, nên liệu pháp 

https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT01619761
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT01619761
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT01729091
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT01729091
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT01729091
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT01729091
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chưa thực sự được áp dụng rộng rãi. Tuy nhiên, một điều đáng chú ý là trong năm 

2024, FDA đã tiên phong chấp thuận AMTAGVI (Lifileucel) là liệu pháp TIL đầu 

tiên để điều trị u hắc tố tiến triển, đánh dấu một bước đột phá lớn trong liệu pháp tế 

bào và di truyền và báo hiệu một kỷ nguyên hy vọng mới trong liệu pháp miễn dịch 

khối u [51]. 

1.3.2. Tình hình nghiên cứu, ứng dụng liệu pháp tế bào miễn dịch tại Việt Nam 

 Hiện nay việc điều trị các bệnh ung thư nói chung chủ yếu dựa vào liệu pháp 

phẫu thuật và hóa, xạ trị. Liệu pháp miễn dịch trong điều trị ung thư ở nước ta chủ yếu 

là sử dụng một số kháng thể thương đơn dòng thương mại đã được FDA công nhận 

để điều trị một số loại ung thư như: ung thư vú, ung thư dạ dày (Trastuzumab), u 

lympho ác tính không Hogkin (Rituximab), ung thư đại trực tràng di căn (Avastin)…  

Bên cạnh đó, cũng có một số nghiên cứu sử dụng các cytokine để hỗ trợ điều trị ung 

thư như sản xuất IL2 tái tổ hợp của PGS. TS. Trương Nam Hải hay “Nghiên cứu ứng 

dụng gene mã hoá IL-12 trong điều trị ung thư tế bào gan” của PGS. Nguyễn Lĩnh 

Toàn; Nghiên cứu của Hồ Anh Sơn và Nguyễn Lĩnh Toàn cho thấy sự kết hợp của vắc 

xin vi rút sởi và quai bị tăng cường khả năng tiêu diệt tế bào ung thư dạng rắn [52] và 

bạch cầu dòng tủy cấp [53]. Không chỉ vậy, nhóm nghiên cứu cũng cho thấy sự kết 

hợp của vắc xin sởi và Nimotuzumab mang lại tiềm năng điều trị lớn đối với ung thư 

thanh quản [54].  

 Riêng lĩnh vực ứng dụng liệu pháp tế bào miễn dịch trong điều trị ung thư, các 

nghiên cứu, ứng dụng mặc dù được bắt đầu nghiên cứu từ 2011, tuy nhiên vẫn đang ở 

giai đoạn ban đầu với các công bố chủ yếu liên quan đến các phương pháp hoạt hóa, 

đánh giá hiệu quả tiêu diệt tế bào ung thư của các loại tế bào miễn dịch trong phòng 

thí nghiệm, trên mô hình chuột và một số ít thử nghiệm lâm sàng đánh giá tính an toàn 

và hiệu quả của liệu pháp. Các nhóm nghiên cứu mạnh bao gồm nhóm nghiên cứu của 

PGS.TS. Phạm Văn Phúc tại Đại học khoa học tự nhiên, Đại học Quốc gia Thành phố 

Hồ Chí Minh; nhóm nghiên cứu của PGS.TS. Hoàng Thị Mỹ Nhung tại Đại học khoa 

học tự nhiên, Đại học Quốc gia Hà Nội; nhóm nghiên cứu của GS.TS.BS. Nguyễn 

Thanh Liêm tại Bệnh viện đa khoa quốc tế Vinmec và nhóm của PGS.TS.BS. Trần 

Huy Thịnh tại Đại học Y Hà Nội.  

1.3.2.1. Liệu pháp tế bào DC 

 Từ những năm 2011, nhóm nghiên cứu của Phan Kim Ngọc và Phạm Văn Phúc 

tại Đại học khoa học tự nhiên thành phố Hồ Chí Minh, có những nghiên cứu đặt nền 

móng ban đầu về liệu pháp tế bào DC tiềm năng trong điều trị ung thư vú [55, 56]. 

Đến năm 2016, nhóm nghiên cứu của Phạm Văn Phúc và cộng sự đã công bố các kết 

quả nghiên cứu đánh giá hiệu quả điều trị của tế bào DC nguồn gốc tủy xương chuột 

http://www.vpct.gov.vn/News.aspx?ctl=projectdetail&ID=481
http://www.vpct.gov.vn/News.aspx?ctl=projectdetail&ID=481
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và máu dây rốn của người trên mô hình chuột suy giảm miễn dịch mang khối u ung 

thư vú. Các kết quả nghiên cứu chỉ ra tế bào DC được cảm ứng với tế bào gốc ung thư 

vú có khả năng làm giảm tốc độ tăng kích thước khối u và kéo dài thời gian sống của 

chuột hơn so với nhóm chứng. Ngược lại, DC được cảm ứng bởi tế bào MSC tuỷ 

xương chuột lại kích thích tăng nhanh khối u hơn so với nhóm chứng. Kết quả này gợi 

ý rằng liệu pháp DC dựa trên kháng nguyên có nguồn gốc tế bào ung thư vú là liệu 

pháp hứa hẹn trong điều trị ung thư [57-59].  

 Năm 2020, Bùi Việt Anh, Thân Thị Trang Uyên và các cộng sự đã công bố kết 

quả của 2 nghiên cứu liên quan đến biệt hóa, trưởng thành tế bào tua gai (DC) từ tế 

bào đơn nhân máu dây rốn với sự hiện diện của GM-CSF, IFN-α, và TNF-α (Tumor 

necrosis factor alpha). Các tế bào DC này được cảm ứng với protein tổng số của tế 

bào A549 và kích thích các tế bào lympho đồng loài tăng sinh, đặc biệt là tế bào Vγ9γδ 

T. Ngoài ra, các nhóm tế bào DC cảm ứng này cũng tiết ra exosome có khả năng kích 

thích tế bào lympho đồng loài tăng sinh. Kết quả nghiên cứu cho thấy, cả DC được 

cảm ứng và exosome của chúng đều có thể gây ra sự tăng sinh tế bào T đồng loài. Và 

các tế bào lympho T đồng loài này có độc tính tiêu diệt tế bào ung thư cao hơn so với 

nhóm chứng. Kết quả nghiên cứu này bổ sung thêm bằng chứng về cho việc ứng dụng 

các tế bào tua gai được kích thích bằng interferon-α, có nguồn gốc từ máu dây rốn và 

các sản phẩm ngoại bào của chúng trong liệu pháp chống ung thư [60, 61].  

1.3.2.2. Liệu pháp tế bào CIK 

 Những nghiên cứu về tiềm năng điều trị ung thư của tế bào tiêu diệt cảm ứng 

cytokine (cytokine-induced killer – CIK) cũng được nhóm nghiên cứu của Phạm Văn 

Phúc và Vũ Thanh Bình khởi xướng từ những năm 2015 trên nguồn tế bào máu dây 

rốn [62]. Khác với tế bào NK, các tế bào CIK này được đặc trưng bởi sự biểu hiện của 

cả cum phân tử biệt hóa CD (Cluster of differentiation) như CD3 và CD56 

(CD3+/CD56+). Nhóm nghiên cứu đã đưa ra được phương pháp nuôi cấy tăng sinh 

CIK với tỉ lệ tế bào thu được chiếm khoảng 26% trong tổng số tế bào sau nuôi cấy. 

Đồng thời, các tế bào CIK này biểu hiện mạnh mẽ Granzyme B (80,87%), yếu tố liên 

quan đến khả năng gây độc qua trung gian tế bào. Các tế bào CIK này cũng phiên mã 

biểu hiện quá mức các gen sản xuất IFN-γ, TNF-α và IL-2, đây là các yếu tố chính 

huy động tế bào miễn dịch chống lại các khối u [62, 63]. Khi đồng nuôi cấy DC và 

CIK, các tế bào CIK này trở nên tăng sinh mạnh hơn (133,7%), kích thích sự sản xuất 

FN-γ và biểu hiện Granzyme mạnh mẽ hơn và có tác dụng tiêu diệt tế bào ung thư rõ 

rệt nhất sau 72 giờ [64]. 
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1.3.2.3. Liệu pháp tế bào CTL và tế bào NK 

 Nguyễn Thanh Liêm và Hoàng Thị Mỹ Nhung cùng cộng sự là nhóm nghiên 

cứu mở đầu cho chuỗi các nghiên cứu ứng dụng liệu pháp tăng cường miễn dịch tự 

thân trên lâm sàng tại Việt Nam. Năm 2018, nhóm đã công bố kết quả nuôi cấy tăng 

sinh tế bào NK và CTL trong máu ngoại vi của 7 bệnh nhân trong độ tuổi từ 30 đến 

84 bị ung thư phổi di căn, sử dụng bộ sản phẩm nuôi cấy tăng sinh của hãng BINKIT 

(Viện trị liệu sinh học Nhật Bản). Sau 21 ngày nuôi cấy, số lượng CTL trung bình 

(CD3+CD8+) tăng gấp 742,3 lần, chiếm 72,2% và số lượng tế bào NK trung bình 

(CD3-CD56+) tăng gấp 637,5 lần, chiếm 84,3% quần thể tế bào sau nuôi cấy. Tỷ lệ 

tế bào NK hoạt động (CD3-CD56+bright) là 82,1%, tăng 408,9 lần [65]. Đến 2019, 

nhóm tác giả đã công bố kết quả nghiên cứu pha 1, được tiến hành từ tháng 3 năm 

2016 đến tháng 12 năm 2017 đánh giá hiệu quả nuôi cấy tăng sinh tế bào CTL, NK 

và tính an toàn của liệu pháp tế bào miễn dịch tự thân trong điều trị ung thư phổi, gan 

và ruột kết, ba loại ung thư phổ biến ở Việt Nam. Kết quả cho thấy hầu hết các bệnh 

nhân đều cho thấy chất lượng cuộc sống được cải thiện, giảm các triệu chứng mệt mỏi 

và tăng thời gian sống thêm trung bình là 18,7 tháng khi kết thúc nghiên cứu. Nghiên 

cứu bước đầu này đáp ứng yêu cầu ứng dụng lâm sàng trong điều trị ung thư và chứng 

minh tính an toàn của liệu pháp này đối với bệnh nhân ung thư ở Việt Nam [66]. 

Nguyễn Hoàng Phương và cộng sự công bố kết quả nghiên cứu nhãn mở, nhóm đơn 

được thực hiện từ tháng 1 năm 2016 đến tháng 12 năm 2021 tại Bệnh viện đa khoa 

quốc tế Vinmec, bao gồm 12 bệnh nhân được chẩn đoán mắc ung thư đại trực tràng 

giai đoạn III và IV, được truyền từ một đến bảy lần truyền tế bào NK và Tế bào lympho 

T gây độc tế bào (CTL). Sau 20−21 ngày nuôi cấy bằng bộ sản phẩm nuôi cấy tăng 

sinh của hãng BINKIT (Viện trị liệu sinh học Nhật Bản), tế bào NK tăng gấp 3.535 

lần, chiếm 85% quần thể tế bào nuôi cấy và CTL chiếm 62,4% quần thể tế bào nuôi 

cấy, tăng gấp 1220 lần số lượng ban đầu. Kết quả cho thấy, chất lượng cuộc sống được 

cải thiện, mức độ nghiêm trọng của triệu chứng giảm. Cuối cùng, người ta quan sát 

thấy thời gian sống sót trung bình tăng 14,3 ± 14,1 tháng khi hoàn thành nghiên cứu. 

Liệu pháp tăng cường miễn dịch tự thân (AIET) đã chứng minh tính an toàn và cải 

thiện thời gian sống sót cũng như chất lượng cuộc sống cho bệnh nhân ung thư đại 

trực tràng tại Việt Nam [67].  

1.3.2.4. Liệu pháp tế bào gamma delta T 

 Nhóm nghiên cứu của PGS.TS. Trần Huy Thịnh tại đại học y Hà Nội công bố 

kết quả nghiên cứu năm 2019 về hiệu quả nuôi cấy hoạt hóa tế bào gamma delta T 

(γδT) trên bệnh nhân ung thư phổi với số lượng tế bào γδT tăng gấp trên 12.000 lần 

so với ban đầu. Khối tế bào sau hoạt hóa tỷ lệ sống trung bình đạt 90%, trong đó, tế 
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bào γδT chiếm 83.2% quần thể. Các tế bào này thể hiện các hoạt tính miễn dịch như 

khả năng gây độc cho tế bào ung thư và tăng tiết các cytokine như IFNγ [68]. Năm 

2023, nhóm công bố kết quả đánh giá hiệu quả kháng ung thư của tế bào gamma delta 

T (γδT) trên chuột thiếu hụt miễn dịch mang khối ung thư phổi người. Kết quả cho 

thấy, chuột GDT3 mang khối ung thư phổi người H460 được điều trị bằng tế bào γδT 

với nồng độ cao, 107 tế bào/10g thể trọng, có thể tích khối u nhỏ hơn, thời gian sống 

dài hơn và tỉ lệ chuột chết ít hơn so với nhóm chứng [69]. Năm 2024, nhóm nghiên 

cứu này cũng đã công bố bước đầu hiệu quả điều trị của liệu pháp tế gamma delta T 

(γδT) trên 5 bệnh nhân ung thư phổi không tế bào nhỏ. Kết quả cho thấy liệu pháp sử 

dụng là an toàn chỉ xuất hiện một số biến chứng nhỏ như đau cơ, đau khớp, khó thở 

ban đầu, và 20% bệnh nhân (1 bệnh nhân) có bệnh đáp ứng một phần và 80% bệnh 

nhân (4 bệnh nhân) có bệnh ổn định khi kết thúc điều trị. Chất lượng cuộc sống của 

bệnh nhân được cải thiện sau khi điều trị ở hầu hết các biện pháp chức năng (hoạt 

động, nhận thức và xã hội), nhưng điểm số về thể chất và cảm xúc giảm nhẹ [70]. 

Đồng thời, nhóm nghiên cứu cũng công bố 1 trường hợp bệnh nhân ung thư phổi 

không tế bào nhỏ đáp ứng với pháp đồ điều trị kết hợp giữa liệu pháp tế bào NK tự 

thân và kháng thể đơn dòng bevacizumab trong năm 2023 [71]. 

1.3.2.5. Liệu pháp CAR-T 

  Trong khoảng 1-2 năm trở lại đây, liệu pháp tế bào T mang kháng nguyên thể 

khảm CAR-T điều đã bắt đầu được các nhóm nghiên cứu triển khai, đây là liệu pháp 

tế bào miễn dịch tiên tiến nhất hiện nay và tốn kém chi phí. Năm 2023, nhóm nghiên 

cứu của Nguyễn Hiền Hạnh và Cấn Văn Mão công bố kết quả thử nghiệm liệu pháp 

CAR-T kết hợp với kháng thể đơn dòng protein gây chết tế bào theo chương trình 1 

(PD-1_Programmed death-1) trên mô hình chuột suy giảm miễn dịch và cho kết quả 

liệu pháp này an toàn trên chuột [72]. Ngoài ra, nhóm nghiên cứu của Nguyễn Thanh 

Liêm tại bệnh viện đa khoa quốc tế Vinmec cũng bắt đầu triển khai thử nghiệm lâm 

sàng ứng dụng liệu pháp CAR-T này trên các bệnh nhân ung thư máu lymphoma dòng 

tế bào B mang CD19. Việc triển khai liệu pháp này là minh chứng thể hiện năng lực 

nghiên cứu và ứng dụng của nền khoa học Việt Nam có thể nắm bắt kịp thời với được 

với những tiến bộ y học tiên tiến nhất của thế giới. 

1.4. Tổng quan về tế bào tiêu diệt tự nhiên (NK) 

1.4.1. Chức năng của tế bào NK 

Tế bào diệt tự nhiên (NK) là một loại tế bào thuộc hệ miễn dịch bẩm sinh 

(ILC), đóng vai trò quan trọng trong các phản ứng miễn dịch bẩm sinh trong cơ thể. 

Được xác định lần đầu tiên vào năm 1973, thuật ngữ “Natural Killer” được đặt ra để 

chỉ rằng chúng sẵn sàng tiêu diệt các tế bào bị nhiễm bệnh mà không cần thêm các 
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cơ chế mồi hay nhận diện. Các chức năng chính của tế bào NK là điều hòa miễn dịch 

và gây độc tế bào. Tế bào NK sản xuất IFN-γ, đây là cytokin quan trọng trong việc 

kích hoạt đại thực bào để tiêu diệt các vi khuẩn bị thực bào cũng như các cytokine 

điều hòa miễn dịch khác. Hoạt động gây độc tế bào của tế bào NK có cơ chế giống 

như các tế bào lympho gây độc tế bào khác như tế bào TCD8. Tức là, sau khi được 

kích hoạt, tế bào NK giải phóng các hạt Perforin và Granzyme, bắt đầu quá trình 

apoptosis ở các tế bào đích [73].  

Tế bào NK cũng đóng một vai trò quan trọng trong việc loại bỏ các bệnh nhiễm 

trùng do vi rút và các khối u ác tính. Nói chung, tế bào NK theo dõi sự thay đổi trong 

cân bằng nội môi của tế bào đích thông qua biểu hiện của các phối tử bề mặt tế bào. 

Điều này bao gồm sự biểu hiện của các phân tử ức chế cụ thể và mức độ biểu hiện 

của các phối tử phổ biến như MHC-I [74]. Có rất nhiều các phân tử ức chế như B7-

H6 là phối tử cho thụ thể NKp30 hoặc MIC-A là phối tử cho thụ thể NKG2D và 

MHC-I được biết đến như một phối tử cho thụ thể KIR [73, 74].  

1.4.2. Đặc điểm của tế bào tiêu diệt tự nhiên (NK) 

1.4.2.1. Đặc điểm chung  

Tế bào giết tự nhiên (Natural killer - NK) có vai trò quan trọng trong đáp ứng 

miễn dịch bẩm sinh chống lại các tác nhân nội bào như vi rút hay các vi khuẩn khác. 

Tế bào NK lần đầu tiên được biết đến vào năm 1975 khi hai nhóm nghiên cứu của 

Herberman RB và Kiessling R cùng phát hiện một nhóm tế bào lympho có kích thước 

lớn hơn tế bào lympho T và B, chứa những thành phần khác biệt trong tế bào chất có 

khả năng gây độc với tế bào ung thư [75]. Tế bào NK chiếm khoảng từ 10 đến 15% 

số lượng tế bào lympho. Tế bào NK là một trong những tế bào quan trọng của hệ 

thống miễn dịch bẩm sinh chống lại các tác nhân nội bào như vi rút, một số vi khuẩn 

hoặc tế bào ung thư. 

Năm 1982, Steven A Rosenberg từ Viện ung thư quốc gia Hoa Kì phát triển 

phương pháp nuôi cấy, hoạt hóa tế bào NK có khả năng tiêu diệt trực tiếp tế bào ung 

thư [76]. Tuy nhiên, do môi trường nuôi cấy hạn chế, thời gian nuôi cấy ngắn 5-7 

ngày, tỷ lệ nhân nuôi tế bào thấp (khoảng 12 lần), thiếu những chất hoạt hóa hiệu quả 

cho nên hiệu quả lâm sàng chưa cao. Giống như các tế bào lympho khác, tế bào NK 

bắt nguồn từ các tế bào đầu dòng lympho ở tủy xương, sau đó chúng được biệt hóa 

và phân bố ở nhiều loại mô và cơ quan trong cơ thể như tủy xương, hạch lympho, 

lách, máu ngoại vi, phổi và gan [77]. Các tế bào NK là những tế bào lympho biểu 

hiện CD56 và không biểu hiện CD3 [77]. Mức độ biểu hiện CD56 của các tế bào NK 

cũng khác nhau. Khoảng 90% các tế bào Tế bào NK ở máu ngoại vi và lách có mức 

biểu hiện thấp với CD56 và mạnh với CD16 (CD56dimCD16+) [77]. Các tế bào này 
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có hoạt tính độc tế bào mạnh khi tương tác với các tế bào đích (ví dụ như tế bào ung 

thư). Ngược lại, hầu hết các tế bào NK trong hạch lympho lại biểu hiện mạnh CD56 

và không biểu hiện CD16 (CD56brightCD16-), chúng chủ yếu đóng vai trò điều hòa 

miễn dịch thông qua việc tiết các cytokine như interferon – γ đáp ứng lại sự kích thích 

bằng IL-12, IL-15 và IL-18 [77]. Ngoài ra, chúng còn biểu hiện các yếu tố phiên mã 

Eomesodermin (EOMES) và protein perforin phân giải tế bào [78, 79]. 

Tế bào NK có hoạt tính gây độc cytoxic tương tự như tế bào T độc CD8+, 

đồng thời chúng sản xuất cytokin thúc đẩy quá trình hoạt động của tế bào T bổ trợ 

như Th1,2,17. Tế bào tiền thân của tế bào NK là các tế bào gốc tạo máu tủy xương 

CD34+ CD45RA+, sau đó di chuyển đến các vị trí khác nhau của cơ thể nơi có các 

tín hiệu IL-15 kích thích trưởng thành tế bào NK (CD3-CD56+) [80]. Hai quần thể tế 

bào NK chính là CD56bright +CD16- và CD56dim +CD16+. Trong máu ngoại vi, quần 

thể CD56bright chỉ chiếm khoảng 10% tổng số tế bào NK, trong khi 90% còn lại là 

CD56dim. Còn đối với các khu vực mô khác như hạch bạch huyết, amidan, dạ dày, 

ruột, gan, tử cung, tuyến thượng thận và mô mỡ nội tạng có sự hiện diện của tế bào 

NK chủ yếu là tế bào CD56bright. Tương tự, đối với các cơ quan có độ tưới máu cao 

khác như phổi, thận, tủy xương, lách, quần thể tế bào NK CD56bright cũng chiếm ưu 

thế [79]. CD16 có khả năng điều khiển quá trình gây độc phụ thuộc kháng thể trong 

khi quần thế tế bào CD56bright được biết đến với khả năng sản sinh cytokin mạnh mẽ, 

còn quần thể CD56dim có khả năng gây độc tế bào nổi trội hơn cả. Các nghiên cứu đã 

cho thấy, hai đặc tính của hai dòng tế bào CD56 này có thể được thay đổi trên mỗi 

loại tế bào để thực hiện chức năng miễn dịch. Cụ thể, sau khi nhận diện được tế bào 

đích, tế bào NK CD56dim sẽ có khả năng gây độc cao, nhưng cũng có khả năng tiết 

cytokin. Ngược lại, tế bào NK CD56bright đỏi hỏi sự kích hoạt bởi các cytokin như 

IL2/IL12/IL15/IL18 để có hoạt tính gây độc và sản sinh cytokin [79]. 
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Hình 1.7. Phân bố của tế bào NK trong máu và mô [79] 

1.4.2.2. Quần thể tế bào NK CD56bright thường trú trong mô 

Có rất nhiều đặc điểm và cơ chế để các tế bào này tồn tại được trong mô. Một 

trong các cơ chế đó được cho là sự hiện diện của CD69 trên các tế bào NK này và 

không biểu hiện trên tế bào NK máu ngoại vi [81]. Ban đầu CD69 được nhận diện là 

marker hoạt hóa sớm, tuy nhiên, ngày nay, CD69 được biết là có liên quan đến sự cư 

trú trong mô của tế bào miễn dịch bằng cách ức chế S1PR1 (sphingosine-1-phospate 

receptor 1) biểu hiện trên bề mặt tế bào thường trú tại mô đó. Điều này dẫn đến giảm 

khả năng tế bào rời khỏi mô, giúp tế bào miễn dịch ổn định và duy trì trong mô để 

thực hiện các chức năng miễn dịch cần thiết [79, 82]. Một cơ chế tiềm năng khác là 

sự tham gia của các chemokin, trong đó CXCR6 và CCR5 đều được biểu hiện cao 

trên tế bào NK CD56bright ở mô trong mô gan và mô lympho, nhưng lại biểu hiện thấp 

trên tế bào NK CD56bright có trong máu ngoại vi, và thay vào đó là CCR7 biểu hiện 

cao trong quần thể CD56bright có trong mau ngoại vi [79, 81]. Cơ chế thứ 3 thúc đẩy 

sự tồn tại của quần thể tế bào NK CD56bright trong mô là sự biểu hiện hoặc vắng mặt 

của các phân tử kết dính như CD49a biểu hiện mạnh mẽ trên tế bào CD56bright trong 
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tử cung, nhưng lại không biểu hiện trên tế bào NK lưu hành trong máu ngoại vi. Hơn 

nữa, khác với các quần thể tế bào NK CD56bright trong máu ngoại vi, các tế bào này 

trong mô thiếu sư biểu hiện của CCR7 và CD62L (L-selectin), đây là các phân tử có 

vai trò trong việc thúc đẩy các tế bào NK trong máu ngoại vi tới các mô lympho thông 

qua các tiểu tĩnh mạch giàu tế bào nội mô (HEV) [79, 83]. Trong khi sự biểu hiện của 

CD62L, CXCR3 và CCR7 sẽ hướng các tế bàoNK CD56bright đến các cơ quan lympho 

thứ cấp, sự biểu hiện của Chemerin R, CXCR1, CXCR2 và CX3CR1 có vai trò hướng 

các tế bào NK CD56dim đến các cơ quan ngoại vi gây viêm để phản ứng với các phối 

tử chemokine tương ứng của chúng [84]. 

 

Hình 1.8. Đặc điểm của quần thể CD56 bright trong các mô khác nhau  

Các tế bào CD56 bright trong máu ngoại vi biểu hiện các dấu ấn homing tại mô lympho là 

CD62L (L-selectin) và CCR7. Tế bào NK thường trú ở mô bạch huyết biểu hiện CD69 và 

CXCR6. Tế bào NK thường trú ở amidan (NKp44+ CD103 +) biểu hiện thêm ITGβ7, 

CD49a và một phần CD9. Trái ngược với các tế bào NK CD56bright máu ngoại vi, chỉ một 

phần nhỏ các tế bào NK mô lympho, amiđan và tế bào NK ở gan biểu hiện DNAM1. Đa số 

tế bào NK cư trú ở gan (CD69+ CXCR6+) biểu hiện CCR5. CD49a + (nội mạc tử cung và 

decidua) biểu hiện CD69, ITGβ7, CD103 và NKp44 [79]. 

NK trong hạch lympho 

Hạch lympho chứa khoảng 40% số tế bào lympho trong toàn bộ cơ thể, trong 

đó chứa 2-5% là tế bào NK. Trên 75% tế bào NK trong hạch lympho là biểu hiện 

CD56bright. Các tế bào này ít có khả năng sản xuất IFN-γ so với quần thể tế bào NK 

D56bright trong máu ngoại vi và có khả năng ky giải tế bào K562 tương đương với NK 

CD56dim [79, 81]. 

Lách và tủy xương: Lách và tủy xương chứa tương ứng khoảng 14 và 10% tổng số 

tế bào lympho, trong đó, tế bào NK tại lách chiếm 5-20% và NK ở tủy xương chỉ 

chiếm khoảng 4% tổng số tế bào lympho. Tỉ lệ quần thể tế bào NK CD56dim và 

CD56bright chiếm tỉ lệ tương đương nhau tại lách [79, 81]. 

NK tại Amidan 

Chỉ khoảng 0.4% tế bào lympho tại amiđan là tế bào NK, trong đó tiểu quẩn 

thể CD56bright là chiếm ưu thế. Chỉ có khoảng 7% các tế bào NK tại đây mang cả 2 

dấu ấn CD69 và CXCR6, trong khi hầu hết các tế bào NK tại đây đều biểu hiện các 
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dấu ấn NKp44, CD103, CD49a, Integrinβ7 và một phần CD9, điều này hoàn toàn 

khác biệt với các quần thể tế bào NK trong tủy xương, hạch lympho và lách. Các tế 

bào NK CD56bright tại amiđan có khả năng sản xuất IFN-γ cao và có khả năng ly giải 

tế bào khi được kích thích bằng IL-2 hoặc IL-12 tương tự như quần thể tế bào NK 

trong máu ngoại vi [79]. 

NK tại gan 

Tại gan, NK chiếm khoảng 40% tổng số tế bào lympho có trong gan, trong đó 

khoảng 45% số tế bào NK là biểu hiện EOMES+CD56bright. Tế bào NK CD56bright cư 

trú ở gan được đặc trưng bởi sự biểu hiện đồng thời của CD69 và CXCR6. Chúng có 

biểu hiện CCR5 và NKp46 cao, và biểu hiện DNAM1 thấp. Ngoài ra, các tế bào này 

cũng có khả năng sản xuất IFN-γ và biểu hiện perforin and granzyme B ở mức độ 

thấp. 

NK tại tử cung 

Niêm mạc tử cung chứa các tế bào NK biểu hiện EOMES+CD56bright và 

CD49a, trong khi không biểu hiện CCR5. Trái ngược với máu ngoại vi, tại đây hầu 

như không có bất kỳ tế bào NK CD56dim nào trong cả điều kiện có mang thai và không 

mang thai. Bình thường, NK chiếm 30% tế bào lympho nội mạc tử cung, tuy nhiên 

trong giai đoạn mang thai, trên 70% các tế bào lympho của màng rụng (lớp nội mạc 

tử cung biến đổi khi mang thai) là NK CD56bright. Các tế bào này có khả năng sảng 

xuất IFN-γ và có độc tính thấp, tuy nhiên chúng lại đặc trưng bởi sự biểu hiện các thụ 

thể kích thích NKG2C and NKG2E ở mức độ RNA [79]. 

Trên mô hình động vật thực nghiệm, tế bào NK trong lớp màng rụng được cho 

là có chức năng kích thích sự xâm của nguyên bào nuôi dưỡng trophoblast và tái tạo 

động mạch tủy sống thai nhi thông qua việc sản xuất các chemokin khác nhau và yếu 

tố tạo mạch như angiopoietins và GM-CSF. Chuột thiếu tế bào NK trong lớp màng 

rụng có biểu hiện bất thường trong thai kì, bao gồm cả việc tái tạo mạch bất thường 

của động mạch màng rụng. Mặc dù quá trình hình thành nhau thai ở người là khác, 

tuy nhiên sự kết hợp đặc hiệu giữa allen HLA-C của thai nhi được trình diện bởi 

nguyên bào nuôi dưỡng và sự biểu hiện KIR của mẹ đã được chứng minh là có liên 

quan đến sự hình thành nhau thai thành công [79].  

1.4.2.3. Quần thể tế bào NK máu dây rốn  

Trong máu dây rốn, NK chiếm đến khoảng 30% tổng số tế bào lympho, cao 

hơn hẳn so với tỉ lệ của NK trong máu ngoại vi là 10% [6, 85]. Các tế bào NK trong 

máu dây rốn cũng có kiểu hình CD3-/CD56+ và cũng được phân thành 2 quần thể 

con CD56dim và CD56bright. Các tế bào NK CD56bright là những tế bào ít biệt hóa hơn 

và CD56dim là những tế bào NK trưởng thành hơn. Hơn nữa, tỉ lệ của chúng trong 
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máu dây rốn khác so với máu ngoại vi, cụ thể là, trong máu dây rốn, tỉ lệ CD16-

CD56bright cao hơn so với máu ngoại vi [6, 85]. Máu dây rốn là nguồn tế bào có đặc 

điểm là dễ dàng thu thập, xử lý và đông lạnh. Những nghiên cứu lâm sàng cũng chỉ 

ra rằng, quần thể tế bào NK là những tế bào miễn dịch hồi phục đầu tiên trên cơ thể 

người bệnh sau khi được ghép tế bào gốc tạo máu, điều này cho thấy nó đóng vai trò 

quan trọng trong việc tái cấu trúc hệ miễn dịch của cơ thể sau cấy ghép [86]. Các tế 

bào NK máu dây rốn là những tế bào trẻ hơn và có khả năng tăng sinh mạnh hơn so 

với tế bào NK máu ngoại vi. Ngoài ra, so với tế bào NK máu ngoại vi, mức độ biểu 

hiện của CXCR4 (thụ thể liên quan đến việc làm tổ trong tủy xương) trên tế bào NK 

máu dây rốn cao hơn so với NK trong máu ngoại vi, điều này gợi ý rằng các tế bào 

NK từ máu dây rốn sẽ có khả năng làm tổ (homing) trong tủy xương tốt hơn. 

Tuy nhiên, vì lượng máu dây rốn thu được là hữu hạn, do đó số lượng các tế 

bào NK máu dây rốn khi không được tăng sinh vẫn còn rất khiêm tốn và chúng chưa 

trưởng thành về chức năng. Một số nghiên cứu chỉ ra rằng khả năng gây độc tiêu diệt 

tế bào ung thư K562 của NK máu dây rốn thấp hơn so với NK máu ngoại vi, mặc dù 

mức độ biểu hiện perforin, IFN-gamma, TNF-alpha nội bào của chúng là tương 

đương nhau [6, 87]. Một điểm đáng lưu ý nữa là sự biểu hiện các phân tử hoạt hóa 

mặc dù không có sự khác biệt nhiều giữa hai nguồn NK, nhưng NK có nguồn gốc 

máu dây rốn có biểu hiện thấp hơn các phân tử như CD16, KIRs, DNAM-1, NKG2C, 

IL-2R, granzyme B và biểu hiện thụ thể ức chế NKG2A cao hơn so với NK máu 

ngoại vi. Điều này phần nào giải thích cho khả năng tiêu diệt các tế bào khối u của 

chúng [87]. Tuy nhiên, đấy là câu chuyện của NK máu dây rốn khi chưa được kích 

thích bởi cytokin. Khi được kích thích bằng cytokin, khả năng gây độc của NK từ 2 

nguồn tế bào này là tương đương nhau [88, 89].  

1.4.3. Các thụ thể bề mặt của tế bào NK 

1.4.3.1. Vai trò của các thụ thể 

Chức năng của tế bào NK được điều chỉnh bởi sự cân bằng giữa tín hiệu thụ 

thể kích hoạt và thụ thể ức chế. Các thụ thể hoạt hóa kích thích protein tyrosine kinase 

(PTK), chất này sẽ phosphoryl hóa các tín hiệu chất nền để kích thích NK hoạt động 

tiêu diệt tế bào và kết quả là quá trình apoptosis của các tế bào bị bị ức chế hoặc bị 

nhiễm bệnh. Trong khi đó, các thụ thể ức chế thúc đẩy protein tyrosine phosphatase 

(PTP) ức chế quá trình phosphoryl hóa do các thụ thể kích hoạt gây ra. Do đó, tế bào 

NK bị ức chế và các tế bào khỏe mạnh không bị phá hủy [73].  

Trong quá trình tương tác của tế bào NK với các tế bào khác, kết quả của hoạt 

động được xác định bằng sự tích hợp các tín hiệu bắt nguồn từ các thụ thể ức chế và 

kích hoạt trên tế bào NK và sự liên kết của chúng với các phối tử trên tế bào đích 
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[90]. Sự biểu hiện của các thụ thể hoạt hóa và ức chế rất đa dạng ở bất kỳ cá thể nào 

và thậm chí ở các tế bào NK khác nhau trong cùng một cơ thể. Do đó, mức độ phản 

ứng của tế bào NK với các loại tế bào đích khác nhau cũng khác nhau [73]. Người ta 

ước tính rằng có khoảng 6.000-30.000 quần thể tế bào NK khác nhau trong mỗi cá 

thể. Ngoài ra, ước tính có hơn 100.000 kiểu hình của tế bào NK được tìm thấy trong 

quần thể người [91].  

 

Hình 1.9. Chức năng hoạt hóa hoặc ức chế NK của các thụ thể 

(A) Các thụ thể ức chế liên kết với các phân tử MHC lớp I và kích hoạt các men 

protein tyrosine (PTP), do đó ức chế quá trình phosphoryl hóa do các thụ thể hoạt hóa 

gây ra và tế bào NK không giết chết các tế bào khỏe mạnh biểu hiện MHC lớp I.  

(B) Tế bào bị xâm nhiễm hoặc tế bào ung thư giảm biểu hiện MHC lớp I và gây ra 

biểu hiện của các phối tử hoạt hóa bổ sung. Kết quả là không có sự tương tác giữa các 

thụ thể ức chế và MHC-I, và thúc đẩy chức năng hoạt hóa các thụ thể để kích hoạt các 

phản ứng của tế bào NK bao gồm tiêu diệt tế bào đích và tiết cytokine. 

 

Có rất nhiều thụ thể trên tế bào NK, trong đó có thể phân loại thành 2 nhóm chính 

dựa vào cấu trúc phân từ của chúng: (1) Các thụ thể giống lectin loại C bao gồm 
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NKG2, CD94 và (2) Các thụ thể giống globulin miễn dịch bao gồm thụ thể gây độc 

tự nhiên (NCR_ Natural cytotoxicity receptors), CD16, ILT-2 và KIR (Hình 1.10) 

 

Hình 1.10.Cấu trúc và phối tử của các thụ thể của tế bào NK 

1.4.3.2. Thụ thể giống immunoglobulin trên tế bào NK (KIR)  

Thụ thể giống immunoglobulin của tế bào NK (KIRs) thuộc về họ glycoprotein 

xuyên màng loại I được biểu hiện trên bề mặt tế bào NK và một số ít tế bào T [92, 

93]. Chức năng quan trọng của KIRs là điều chỉnh hoạt động tiêu diệt tế bào NK bằng 

cách liên kết với các phân tử MHC-I. Các thụ thể KIR có thể nhận ra các tế bào bị 

xâm nhiễm hoặc tế bào ung thư bằng việc phân biệt các biến thể của MHC-I [94].   

Cấu trúc chung của KIR bao gồm hai hoặc ba miền globulin miễn dịch loại C2, một 

vùng xuyên màng và một đuôi tế bào chất ngắn hoặc dài (Hình 1.11). Theo đó, hầu 

hết tất cả các phân tử KIR hai vùng (KIR2D) có cấu hình D1- D2, trong khi phân tử 

KIR ba vùng (KIR3D) có cấu hình D0-D1-D2. Đáng chú ý, hai vùng của KIR2DL4 

và KIR2DL5 là D0 và D2 [95].  
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Hình 1.11. Cấu trúc phân tử KIR 

Các KIR hoạt hóa có đuôi tế bào chất ngắn và không phát tín hiệu trực tiếp mà 

thay vào đó, các tín hiệu thông qua liên kết xuyên màng với bộ chuyển đổi tín hiệu 

DAP12 có chứa các thụ thể kích hoạt có bản chất tyrosine (ITAM). KIR hoạt hóa bao 

gồm KIR2DS1, KIR2DS2, KIR2DS3, KIR2DS4, KIR2DS5 và KIR3DS1. Các thụ 

thể KIR ức chế phát tín hiệu trực tiếp qua các đuôi tế bào chất dài chứa các thụ thể 

miễn dịch có bản chất tyrosine (ITIM). Các thụ thể ức chế bao gồm KIR2DL1, 

KIR2DL2, KIR2DL3, KIR2DL5 KIR3DL1, KIR3DL2 và KIR3DL3. Riêng 

KIR2DL4 có cả hai kiểu ức chế (ITIM) ở đuôi tế bào chất và cũng có thể bắt cặp với 

phân tử hoạt hóa tiếp hợp FCεRI-γ [95].  

1.4.4. Mô hình huấn luyện và nhận diện tế bào ung thư của tế bào NK 

1.4.4.1. Mô hình huấn luyện NK 

Khoảng 50% tế bào NK biểu hiện KIR, dẫn đến sự tồn tại của cả quần thể tế 

bào NK “được huấn luyện” và KIR “không được huấn luyện” [91, 96]. Tế bào NK 

“được huấn luyện” KIR theo truyền thống là những tế bào biểu hiện thụ thể KIR ức 

chế với phối tử HLA. Do đó, các tế bào NK “không được huấn luyện” có khả năng 

chống lại cả tế bào đích không biểu hiện HLA và biểu hiện HLA. Trong khi đó, các 

tế bào NK “được huấn luyện” có phản ứng chống lại các tế bào đích không biểu hiện 

HLA nhưng lại không phản ứng với các tế bào đích biểu hiện HLA [96]. Do đó, tế 
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bào NK “được huấn luyện” được cho là những cảm biến hiệu quả về các mục tiêu 

không biểu hiện HLA [97]. 

1.4.4.2. Tương tác tế bào NK và tế bào ung thư 

 Các tế bào NK có thể nhận diện tế bào ung thư dựa vào sự phân tích biểu hiện 

của các yếu tố không phải bản thân (non-self), yếu tố thiếu hụt (missing – self) hay 

yếu tố bất thường (stress-induced self) [98]. Các đặc điểm này đều có ở tế bào ung 

thư. Vì vậy các tế bào NK được huấn luyện đóng vai trò quan trọng trong việc ức chế 

trực tiếp hoặc gián tiếp sự tăng trưởng của khối u và ngăn chặn sự di căn của tế bào 

ung thư.  Sự có mặt của các tế bào NK ở khối u đã được chứng minh [99]. Tỷ lệ các 

tế bào NK này trong khối u tỷ lệ thuận với thời gian sống kéo dài thêm ở bệnh nhân 

mắc ung thư dạ dày, ung thư trực tràng, ung thư phổi….[100, 101] Tỷ lệ tế bào NK 

thấp ở những bệnh nhân ung thư gan có di căn là một bằng chứng cho thấy NK liên 

quan đến khả năng di căn của tế bào [101]. 

 Các tế bào ung thư là các tế bào đã bị chuyển dạng từ các tế bào bình thường 

của cơ thể, vì thế các phân tử MHC lớp I của tế bào ung thư thường bị giảm biểu hiện 

hoặc không biểu hiện để trốn tránh sự nhận diện của các tế bào miễn dịch. Đồng thời, 

các biến đổi của DNA cũng như một số quá trình sinh lý của tế bào đã dẫn đến sự 

biểu hiện của các phối tử lạ trên bề mặt tế bào ung thư, đây chính là các phối tử sẽ 

tương tác với các thụ thể hoạt hóa của tế bào NK. Các tế bào ung thư bị giảm biểu 

hiện MHC lớp I hay mang những protein “lạ” trên bề mặt đều là những đích tấn công 

lý tưởng của các tế bào NK. Khả năng nhận diện tế bào ung thư của tế bào NK được 

chứng minh bởi nhiều nghiên cứu khi quan sát thấy rằng các tế bào ung thư bị thiếu 

hụt MHC lớp I đều bị loại bỏ bởi các tế bào NK. Thêm vào đó, các thụ thể ức chế của 

NK có khả năng phát hiện được những sự thiếu hụt này. Các tế bào NK còn có thể 

tiêu diệt tế bào ung thư thông qua cơ chế sử dụng các thụ thể hoạt hóa để phát hiện 

các phối tử chỉ biểu hiện ở các tế bào đã bị biến đổi như tế bào ung thư.  Ví dụ như 

thụ thể NKGD2 của NK có thể phát hiện và liên kết với MICA và MICB là hai loại 

protein được tổng hợp và tiết bởi nhiều loại tế bào ung thư biểu mô, ung thư máu và 

ung thư sắc tố [99-105].  

 Các tế bào NK có thể tiêu diệt trực tiếp tế bào ung thư bằng nhiều cách: (i) 

Tiết ra các hạt nội bào chứa các chất perforin và granzyme để kích thích quá trình 

apoptosis ở các tế bào ung thư. Khi tế bào NK tương tác với tế bào ung thư, các hạt 

nội bào trên sẽ được tập trung về phía màng tế bào nơi tiếp xúc với tế bào ung thư và 

được giải phóng vào khoảng gian bào theo cách vận chuyển phụ thuộc canxi. Tiếp đó 

các granzyme sẽ được đưa vào tế bào ung thư nhờ các perforin tạo các lỗ trên màng 

sinh chất. Các granzym sau khi vào tế bào sẽ kích thích sự hoạt hóa caspase và gây 
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hiện tượng chết theo chương trình; (ii) Kích thích quá trình apoptosis bằng con đường 

thông qua thụ thể gây chết. Một số tế bào NK biểu hiện một số protein thuộc nhóm 

yếu tố hoại tử khối u như TNF-α, FasL hoặc TRAIL. Các yếu tố này khi tương tác 

với các thụ thể của chúng như FasR và TRAILR trên tế bào ung thư sẽ kích hoạt 

apoptosis; (iii) Tiết ra các yếu tố như IFN-γ có khả năng ảnh hưởng tiêu cực đến quá 

trình tăng sinh mạch máu khối u và thúc đẩy các đáp ứng miễn dịch đặc hiệu [98, 

101, 102, 106, 107]. Đồng thời các cytokine khi tác động đến các tế bào ung thư luôn 

kèm theo các phản ứng sản sinh oxit nitric (NO), do đó kích thích các tế bào NK tiêu 

diệt tế bào ung thư theo con đường tín hiệu NO; (iv) tiêu diệt tế bào ung thư bằng con 

đường gây độc tế bào phụ thuộc kháng thể (ADCC - antibody-dependent cellular 

cytotoxicity) nhờ sự biểu hiện CD16 trên các tế bào NK [98].  

 Tác động gián tiếp của các tế bào giết tự nhiên được thể hiện thông qua sự 

tương tác của các tế bào này với các tế bào miễn dịch khác như tế bào tua (DC), đại 

thực bào, tế bào T và các tế bào nội mô để tiết các loại cytokine như chemokin và các 

yếu tố tăng trưởng [98, 106, 108]. Bằng cách sản xuất IFN-γ, các tế bào NK kích thích 

các tế bào TCD8 trở thành tế bào T gây độc (CTL), hỗ trợ biệt hóa tế bào TCD4 theo 

hướng đáp ứng Th1 để thúc đẩy sự biệt hóa tế bào T thành các tế bào T gây độc (CTL) 

[98]. Đồng thời các cytokine tiết bởi tế bào NK có thể kích thích tế bào lympho B sản 

xuất các kháng thể đơn dòng chống ung thư. Thêm vào đó, các tế bào ung thư bị giết 

bởi các tế bào NK sẽ cung cấp các kháng nguyên ung thư cho các tế bào tua (DC), 

thúc đẩy các tế bào này trưởng thành và trình diện kháng nguyên. Đến lượt mình, các 

tế bào tua có thể dễ dàng kích thích sự đáp ứng của các tế bào T gây độc thông qua 

sự trình diện các kháng nguyên đặc hiệu ung thư. 

1.4.5. Các nguồn thu nhận và các phương pháp hoạt hóa tế bào NK  

Tùy thuộc vào liệu pháp sử dụng tế bào miễn dịch tự thân hay đồng loài mà tế 

bào NK có thể thu nhận từ các nguồn khác nhau.  

So với nguồn thu nhận tế bào T, các nguồn có thể thu thập tế bào NK tương 

đối đa dạng, bao gồm tế bào đơn nhân trong máu ngoại vi (PBMCs_Peripheral 

mononucle cells ), máu dây rốn (UCB_Umblical cord blood), tủy xương (BM_Bone 

marrow), tế bào gốc như tế bào gốc phôi (hESCs_Human embryonic stem cells) hoặc 

tế bào gốc vạn năng cảm ứng (iPSCs_induced pluripotent stem cells) hay các dòng tế 

bào NK thương mại như NK-92 hay NK-92MI. Mỗi nguồn kể trên đều có những ưu, 

nhược điểm nhất định trong quá trình phân lập, hoạt hóa, tăng sinh tạo sản phẩm tế 

bào đáp ứng các tiêu chuẩn lâm sàng [109]. 
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1.4.5.1. Tế bào đơn nhân máu ngoại vi  

Tế bào đơn nhân máu ngoại vi (PBMCs_ Peripheral blood mononuclear cells) 

được đánh giá là nguồn an toàn, thuận tiện và các tế bào miễn dịch có tiềm năng tham 

gia vào các đáp ứng miễn dịch chống khối u. Từ mẫu máu ngoại vi, PBMCs được 

phân tách bằng phương pháp gạn tách apheresis hoặc ly tâm phân lớp theo tỷ trọng 

sử dụng Ficoll trong các phòng thí nghiệm đạt tiêu chuẩn cGMP (Curent good 

manufacturing practice).  PBMCs chứa từ 5-20% tế bào NK CD3-CD56+ nhưng khó 

có phương pháp phân tách toàn bộ quần thể này để đạt hiệu suất và độ tinh sạch cao, 

đáp ứng đủ liều theo tiêu chuẩn lâm sàng. Vì vậy, cần phát triển thêm các phương 

pháp tăng sinh NK từ PBMCs ngoài cơ thể để đáp ứng nhu cầu sử dụng. 

Việc tăng sinh NK với PBMC tự thân như một lớp tế bào nuôi (feeder) đã được 

chứng minh là tạo ra các tế bào NK hoạt động, có chức năng cho điều trị. Việc sử 

dụng các thành phần đạt tiêu chuẩn GMP và lớp tế bào nuôi tự thân là các tế bào đơn 

nhân của máu ngoại vi, các quần thể tế bào NK thuần khiết đã được tăng sinh hiệu 

quả, gấp 2500 lần so với ban đầu vào ngày nuôi cấy thứ 17 [110]. Tương tự, một báo 

cáo khác cũng cho thấy hiệu qủa khi tăng sinh NK với PBMC tự thân với sự hiện diện 

của OKT3 và IL-2 ở ngày nuôi cấy thứ 14 [111]. Các tế bào nuôi khác như Jurkat T-

lymphoblast cũng đã được sử dụng để tăng sinh của tế bào NK kèm theo sự ức chế 

phát triển của tế bào T [112]. Một nghiên cứu khác cũng cho thấy quần thể tế bào NK 

tăng sinh gấp 277 lần sau 3 tuần (21 ngày) khi sử dung lớp tế bào nuôi là tế bào K562 

được biến đổi gen và biểu hiện phân tử IL-15 và 4-1BB (CD137L) trên màng [113]. 

Nghiên cứu của Denman và cộng sự năm 2012 cũng cho thấy hiệu quả tăng sinh NK 

khi sử dụng tế bào đệm là K562 đã được biến đổi để biểu hiện đồng phân tử IL-21 và 

CD137L liên kết màng [114]. Ngoài việc tăng sinh tổng số tế bào NK, các chiến lược 

để tăng sinh có chọn lọc các quần thể tế bào NK đã được phát triển. Các chiến lược 

này dựa trên quan sát rằng, mặc dù số lượng gen KIR di truyền là cố định, nhưng mỗi 

tế bào NK riêng lẻ lại biểu hiện một số biến thể KIR khác nhau trên bề mặt tế bào 

[115].  

1.4.5.2. Tế bào gốc NK phân lập từ tế bào gốc phôi hoặc tế bào iPSC 

Tế bào gốc đa tiềm năng như tế bào gốc phôi (hESC_ Human embryonic stem 

cells) hay tế bào gốc vạn năng cảm ứng (iPSC) có thể biệt hóa thành tế bào gốc tạo 

máu hHSC, vì vậy, đây cũng có thể là nguồn để tăng sinh tế bào NK. Để cải thiện khả 

năng tấn công khối u của tế bào NK, các nhà khoa học đã tiến hành so sánh giữa 

PBMC-NK và iPCS-NK được tăng sinh cùng tế bào trình diện kháng nguyên APC 

(Antigen presenting cell) với tế bào PBMC-NK được hoạt hóa qua đêm. Kết quả cho 

thấy PBMC-NK và iPCS-NK được tăng sinh cùng tế bào APC nhân tạo có khả năng 
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tạo đáp ứng miễn dịch khối u tốt trong mô hình in vivo. Tuy nhiên, hESC hay iPSC 

đòi hỏi các yêu cầu kỹ thuật phức tạp để duy trì tính gốc, biệt hóa thành hHSC và vẫn 

còn nhiều lo ngại về khả năng sinh ung thư (tumorigenicity) của chúng. 

Trái ngược với các nghiên cứu và thử nghiệm lâm sàng tế bào NK từ PBMC và 

CD34 + máu dây rốn, việc tạo ra tế bào NK từ tế bào gốc phôi hESC hoặc iPSC là 

một lĩnh vực với cách tiếp cận phức tạp. Hiện nay, việc thiết kế thí nghiệm nhằm tập 

trung vào tối ưu hóa các điều kiện nuôi cấy để tạo ra các tế bào này. NK tạo ra từ 

hESC và quần thể tế bào gốc tạo máu là những tế bào có chức năng và có khả năng 

ly giải tế bào. Ngoài ra, những tế bào này có thể tiêu diệt tế bào ung thư bằng cách 

gây độc tế bào trực tiếp qua trung gian tế bào và ADCC. Kaufmann và cộng sự đã 

công bố việc tạo tế bào NK ở quy mô lâm sàng. Phương pháp này cho phép sản xuất 

các tế bào NK trưởng thành và có chức năng từ hESC và iPSC sau khi nuôi cấy ít 

nhất 2 tháng bằng cách sử dụng IL-21 biểu hiện trên các tế bào trình diện kháng 

nguyên. Số lượng tế bào NK được thu hoạch đủ để điều trị bệnh nhân [115]. 

1.4.5.3. NK phân lập từ CD34+ tủy xương và máu dây rốn 

Cũng như các loại tế bào miễn dịch khác, NK có nguồn gốc từ tế bào gốc tạo 

máu (Hematopoietic stem cells HSCs) có trong tủy xương. Vì vậy, các nguồn mẫu 

chứa HSCs cũng được xem là nguồn tiềm năng để thu nhận tế bào NK. Tủy xương 

và máu dây rốn là hai nguồn HSCs dồi dào và có nhiều tiềm năng ứng dụng trong 

lâm sàng. Một số nghiên cứu gần đây cho thấy, có thể tăng sinh tế bào NK không chỉ 

từ mẫu UCB tươi (fresh UCB) mà cả các mẫu UCB đã được lưu trữ đông lạnh với 

khả năng tăng sinh tốt mà vẫn duy trì được tính an toàn và chức năng miễn dịch.  

Đặc biệt, máu dây rốn được coi là nguồn rác thải sinh học sau khi em bé được 

sinh ra nếu cha mẹ không có nhu cầu lưu trữ tế bào gốc cho chính đứa con của mình. 

Các nghiên cứu trước đây cho thấy rằng, NK chỉ chiếm một tỉ lệ tương đối nhỏ trong 

máu dây rốn, và tủy xương. Do đó đã có rất nhiều các quy trình khác nhau được phát 

triển để tăng sinh tế bào NK từ tế bào CD34+ tủy xương (BM_ Bone marrow) và sau 

đó từ máu dây rốn (CB) bằng cách đồng nuôi cấy với các loại tế bào nuôi và sự kết 

hợp của các cytokine thúc đẩy sự phát triển của tế bào NK. Nhiều hệ thống nuôi cấy 

sử dụng môi trường nuôi cấy không có huyết thanh động vật, không có tế bào nuôi 

và hỗn hợp heparin và cytokine để thay thế cho vi môi trường ngoại bào của BM 

trong túi nuôi cấy tế bào hoặc máy nuôi cấy tự động. Việc này giúp tăng số lượng NK 

lên mở rộng lên đến 1010 tế bào NK từ CD34+ ban đầu. Tế bào NK này có biểu hiện 

mức cao các thụ thể hoạt hóa và có khả năng ngăn chặn hiệu quả bệnh bạch cầu dòng 

tủy và các dòng tế bào hắc tố, cũng như các đợt bùng phát bệnh bạch cầu nguyên phát 

[116, 117]. 



 

 

 

36 

1.4.5.4. Các dòng tế bào NK thương mại 

So với các nguồn đã nêu trên, dòng tế bào NK thương mại như NK-92 có 

nguồn gốc từ tế bào CD3-CD56+ của bệnh nhân non-Hodgkin lymphoma. Dòng tế 

bào NK-92 có ưu điểm là nguồn không xâm lấn, dễ dàng tăng sinh, biểu hiện yếu 

hoặc thiếu hầu hết các thụ thể ức chế so với tế bào NK tự nhiên trong máu bệnh nhân. 

Vì vậy, sản phẩm tế bào NK trị liệu có nguồn gốc từ dòng NK-92 đã được sử dụng 

trong thử nghiệm điều trị ung thư phổi và melanoma và được FDA cho phép sử dụng 

trong thử nghiệm lâm sàng [109]. Tuy nhiên, vấn đề về tính sinh ung thư của các sản 

phẩm tế bào dạng này cũng là một thách thức cho các nhà nghiên cứu. 

 

Hình 1.12. Một số nguồn phân lập, tăng sinh tế bào NK [109]. 

1.4.6. Ghép đồng loại tế bào diệt tự nhiên (NK) trong trị liệu ung thư 

Hiệu quả và tính an toàn 

Trong ghép tự thân, các tế bào NK tách từ chính bệnh nhân ung thư có thể bị vô 

hiệu hóa chức năng hoặc không nhận diện được tế bào đích khi đưa trở lại cơ thể. 

Điều này là do nếu tế bào ung thư của người bệnh vẫn biểu hiện các phân tử MHC 

lớp I như các tế bào thường, các phân tử này sẽ kết hợp với các thụ thể ức chế của tế 

bào NK và làm giảm hoặc thậm chí ức chế sự hoạt hóa các tế bào diệt tự nhiên. Để 

khắc phục nhược điểm này, trong những năm gần đây liệu pháp ghép tế bào NK đồng 

loài được tập trung nghiên cứu và thử nghiệm lâm sàng.  

Ưu điểm của liệu pháp này đó là:  
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 Ghép tế bào NK đồng loài ít gây GVHD do đó những tác dụng phụ gây ra bởi 

ghép NK đồng loài sẽ rất ít ;  

 Các tế bào NK từ người cho khỏe mạnh không bị tác động giảm hoạt tính miễn 

dịch bởi sự có mặt của tế bào ung thư của người nhận, do đó có tiềm năng lớn 

trong việc ức chế khối u.  

 Ngoài ra, khi không có sự phù hợp (mismatch) giữa phối tử (KIR ligand) và thụ 

thể KIR ở người cho và người nhận sẽ làm tăng hiệu quả điều trị ung thư lên 

rõ rệt, đặc biệt ở các bệnh ung thư máu như bệnh bạch cầu nguyên bào tủy cấp 

tính (AML - acute myeloid leukemia) .  

Một trong những vấn đề đặt ra của liệu pháp ghép NK đồng loài đó là tìm kiếm 

người cho phù hợp và một phương pháp nhân nuôi tế bào NK ex vivo hiệu quả để 

cung cấp một lượng lớn tế bào phục vụ cho điều trị. Thực tế chỉ có khoảng 30% bệnh 

nhân có thể tìm được tế bào cho tương đồng từ những người cùng huyết thống (cha 

mẹ hoặc anh, chị em ruột), 70% còn lại phải tìm kiếm người cho tương đồng từ những 

người không có quan hệ gần gũi. Như vậy mặc dù liệu pháp ghép tế bào NK bán 

tương đồng đã làm tăng cơ hội tìm kiếm người cho phù hợp cho các bệnh nhân ung 

thư, nhưng việc tìm ra các nguồn cung cấp mới vẫn thật sự cần thiết. 

Tế bào máu dây rốn chính là một nguồn thay thế đầy tiềm năng để cung cấp các 

tế bào miễn dịch trong liệu pháp ghép tế bào NK đồng loài điều trị ung thư. Ưu điểm 

chính của sử dụng nguồn cung cấp này đó là:  

(1) Dễ dàng thu thập và bảo quản lạnh;  

(2) Thời gian tìm kiếm người cho cũng như quy trình cấy ghép nhanh chóng hơn 

so với nguồn máu từ người cho trưởng thành, điều này đặc biệt quan trọng đối 

với những bệnh nhân ung thư máu ác tính mà khả năng tái phát lớn và nhanh 

chóng và quá trình ghép cần được tiến hành trong giai đoạn bệnh thuyên giảm;  

(3) Dễ dàng tìm thấy tỷ lệ KIR - HLA không phù hợp (mismatch) ở máu dây rốn 

với người nhận;  

(4) GVHD cũng rất thấp khi sử dụng các tế bào NK nhân nuôi từ máu dây rốn do 

tỷ lệ tế bào T trong máu dây rốn thấp hơn nhiều so với các nguồn máu khác;  

(5) Khả năng tồn tại của NK trong máu người nhận cao hơn; 

(6) Trong máu dây rốn chứa quần thể tế bào NK đầu dòng mà bình thường không 

xuất hiện (hoặc có rất ít) trong máu ngoại vi; 

(7) Một số nghiên cứu còn chỉ ra rằng khi bị kích thích bởi IL-12 và IL-18 các tế 

bào NK ở máu dây rốn có khả năng tiết IFN-γ lớn hơn và đồng thời tăng biểu 

hiện thụ thể hoạt hóa CD69 so với các tế bào NK từ máu ngoại vi;  
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(8) Sự biểu hiện mạnh thụ thể CXCR4, một thụ thể hướng đích đến tủy xương, sẽ 

giúp tế bào NK từ máu dây rốn có khả năng tập trung về tủy xương nhiều hơn 

so với tế bào NK từ máu ngoại vi. Đặc điểm này rất có ý nghĩa trong việc sử 

dụng tế bào NK máu dây rốn để điều trị các dạng ung thư máu dòng tủy.  

Cho đến nay đã có nhiều thử nghiệm lâm sàng pha I và II đang được tiến hành để 

đánh giá mức độ an toàn cũng như hiệu quả của việc sử dụng NK từ máu dây rốn kết 

hợp với hóa trị hoặc kháng thể đơn dòng để điều trị ung thư. Mặc dù vậy, vấn đề lớn 

nhất trong phương pháp này đó là sự giới hạn về lượng máu dây rốn thu thập dẫn đến 

sự giới hạn về số lượng tế bào NK có thể sử dụng để ghép cho người bệnh. Do đó 

phương pháp để hoạt hóa các tế bào NK tách từ máu dây rốn và làm tăng hiệu quả 

gây độc tế bào ung thực sự cần được nghiên cứu.  
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CHƯƠNG 2. ĐỐI TƯỢNG VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1. Địa điểm, thời gian và đối tượng nghiên cứu 

- Nghiên cứu được thực hiện tại bệnh viện đa khoa quốc tế Vinmec Times City 

dựa trên nguồn tài trợ của tập đoàn Vingroup và chấp thuận của hội đồng y đức 

trong nghiên cứu y sinh học Công ty cổ phần bệnh viện đa khoa quốc tế Vinmec số 

1507/2017/CN/HĐĐĐ VMEC, ngày 15/06/2017. 

- 59 mẫu máu dây rốn được thu thập từ em bé của các sản phụ khỏe mạnh, mang 

thai từ tuần 37 trở đi, không mắc các loại virut viêm gan B, C, HIV, CMV 

(Cytomegalovirus) và Giang mai. Các sản phụ ký cam kết tình nguyện hiến mẫu 

máu dây rốn. Mẫu máu dây rốn được thu thập tại Bệnh viện đa khoa quốc tế Vinmec 

từ tháng 7/2017 đến 5/2018. 

- Phân tích hồi cứu đặc điểm quần thể tế bào NK trước và sau nuôi cấy của chín 

bệnh nhân (8 bệnh nhân nam, 1 bệnh nhân nữ) mắc ung thư dạ dày, gan và phổi 

thực hiện liệu pháp tế bào NK tự thân từ tháng 12 năm 2015 đến tháng 6 năm 2017 

tại bệnh viện đa khoa quốc tế Vinmec. 

- Nghiên cứu nuôi cấy tăng sinh tế bào NK máu dây rốn và phân tích các đặc 

điểm của tế bào NK trong quá tình nuôi cấy từ 7/2017 đến 7/2021. 

2.2. Phương pháp nghiên cứu 

2.2.1. Thu thập mẫu 

Phương pháp này được tiến hành theo quy trình kỹ thuật Thu thập máu dây rốn 

được ban hành tại Bệnh viện đa khoa quốc tế Vinmec. 

Chuẩn bị  

- Vật tư: Túi thu thập máu cuống tốn hoặc ống lấy máu có chất chống đông 

ACD hoặc Heparin; bơm tiêm; gạc; găng tay vô khuẩn;  

- Thuốc, hóa chất: Betadin hoặc cồn 70 độ 

Tiến hành 

- Sau khi đỡ em bé ra khỏi buồng tử cung, bác sỹ/nữ hộ sinh dùng 02 panh vô 

khuẩn kẹp phần dây rốn ở phía gần em bé; tiếp theo Bác sỹ cắt rời phần dây rốn 

giữa 2 panh để tách em bé khỏi mẹ và chuẩn bị thu thập máu dây rốn. 

- Sát khuẩn dây rốn bằng cồn 70 độ hoặc dung dịch betadin. Chọc kim vào tĩnh 

mạch dây rốn và để cho máu dây rốn tự chảy vào túi thu thập hoặc dùng xylanh hút 

máu từ tĩnh mạch dây rốn sau đó chuyển sang các ống lấy máu. Mẫu sau thu thập 

được bảo quản trong điều kiện 15-25oC và sẽ được tiến hành xử lý trong vòng 24 

giờ. 
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2.2.2. Phương pháp phân lập tế bào đơn nhân bằng hệ thống AXP 

Phương pháp này được tiến hành theo quy trình kỹ thuật Xử lý máu dây rốn được 

ban hành tại Bệnh viện đa khoa quốc tế Vinmec. 

Vật tư tiêu hao:  

- Bộ túi xử lý máu dây rốn kín AXP, Thermogenesis;  

Thiết bị:  

- Máy ly tâm túi máu lạnh Thermofisher, Mỹ 

- Hệ thống xử lý máu dây rốn tự động, AXP-Thermogenesis, Mỹ 

Hóa chất:  

- Dung dịch bảo quản DMSO (Dimethyl sulfoxide) (Protide, Pharmaceutical), 

bảo qản 15-30oC. 

- Dung dịch DEXTRAND T40 (Protide, Pharmaceutical), bảo quản ở 2-8oC. 

Tiến hành: 

- Chuyển toàn bộ mẫu máu dây rốn từ túi thu thập sang bộ kit xử lý xchuyeen 

dụng. Tiến hành lắp bộ kit vào device theo hững dẫn sử dụng. 

- Ly tâm túi máu lần 1 để tạo các phân lớp với tốc độ 1400 g, 10 phút, 10 độC 

- Ly tâm túi máu lần 2 để hệ thống tự động thu lớp buffycoat (bao gồm tế bào 

đơn nhân (MNC_Mononuclear cells), tiểu cầu và hồng cầu) chuyển sang túi chuyên 

dụng. 

- Mẫu tế bào buffycoat sau xử lý được trộn đều và lấy mẫu để đếm số lượng tế 

bào bằng hệ thống đếm công thức máu. 

- Mẫu tế bào được trộn với dung dịch bảo quản chứa DMSO và Dextrand (2-

8oC) sao cho nồng độ cuối dùng là 10% DMSO và 1% Dextrand, tiếp đó được hạ 

lạnh và bảo quản lâu dài ở điều kiện nhiệt độ <-150oC 

2.2.3. Phương pháp phân lập MNC bằng ly tâm sử dụng ficoll  

Phương pháp này được tiến hành theo hướng dẫn của nhà sản xuất hóa chất, được 

công bố tại trang https://www.stemcell.com/  

Hóa chất:  

- Dung dịch đệm phosphat PBS 1X (Phosphate-Buffered Saline), Gibco 

- Dung dịch Ficoll (GE Healthcare hoặc Stemcell) 

- Thuốc nhuộm nhân tế bào Turk’s, Sigma , Aldrich  

Vật tư tiêu hao 

- Ống ly tâm; Pipet nhựa; Buồng đếm tế bào; đầu tip vô khuẩn, … 

Thiết bị 

- Tủ an toàn sinh học cấp II, Thermofisher, Mỹ 

- Kính hiển vi soi ngược, Olympus, Nhật 



 

 

 

41 

- Tủ nuôi cấy tế bào, Thermofisher, Mỹ 

- Máy ly tâm Eppendorf, Đức 

- Tủ lạnh bảo quản hóa chất; máy ủ nhiệt khô, … 

Tiến hành 

- Mẫu máu sau khi thu huyết tương được pha loãng với dung dịch PBS và 

chuyển nhẹ nhàng vào ống ly tâm 50mL đã chứa sẵn ficoll theo tỷ lệ thể tích (2:1). 

- Ly tâm ống mẫu với tốc độ 840 g trong thời gian 20 phút ở nhiệt độ 20oC, thu 

lớp tế bào đơn nhân ở giữa và chuyển sang ống ly tâm 50mL. 

- Bổ sung dung dịch PBS 1X, trộn đều và ly tâm với tốc độ 640 g trong thời 

gian 10 phút ở nhiệt độ 20oC. Loại bỏ dịch nổi sau ly tâm và bổ sung thêm dung 

dịch PBS 1X, trộn đều rồi lấy 0,5 mL để đếm tổng số lượng tế bào bằng máy đếm 

công thức máu. 

- Tiếp tục ly tâm mẫu với tốc độ 270 g trong 8 phút ở nhiệt độ 20oC để thu tế 

bào đơn nhân chuẩn bị cho bước nuôi cấy và lưu trữ.  

- Tế bào sau phân lập sẽ được lưu trữ trong dung dịch bảo quản chứa 10% 

DMSO và huyết tương tự thân, với nồng độ 20-30 x 106 tế bào/ml hoặc dung dịch 

bảo quản pha sẵn CryoStor® CS10 Cell Freezing, StemCell chứa 10% DMSO. 

2.2.4. Phân tích các dấu ấn bề mặt bằng phương pháp dòng chảy tế bào 

Phương pháp này được thực hiện theo hướng dẫn của nhà sản xuất kháng thể được 

công bố tại trang mạng https://www.mybeckman. 

Chuẩn bị 

- Chuẩn bị các kháng thể:  

o CD34, CD3, CD4, CD8, CD16, CD19, CD56, CD45 hãng Beckman 

Coulter và BD gắn màu huỳnh quang phù hợp để phân tích tỉ lệ các 

quần thể tế bào miễn dịch và tế bào gốc tạo máu có trong máu cuống 

rốn 

o CD94, NKG2D, CD158a, CD158b, NKp44, CD158e, NKG2C, 

NKp30 và NKp46 hãng Beckman Coulter gắn huỳnh quang phù hợp 

để phân tích tỉ lệ các dấu ấn hoạt hóa và ức chế trên tế bào NK. 

- Dung dịch ly giải hồng cầu VersaLyse Lysing Solution (Beckman Coulter) 

- Thiết bị phân tích tế bào dòng chảy Navios, Beckman Coulter. 

Loại mẫu 

- 1ml mẫu máu cuống rốn toàn phần sau thu thập để phân tích đặc điểm các 

quần thể tế bào miễn dịch trong máu cuống rốn 

- 1ml dịch tế bào NK nuôi cấy để phân tích các đặc điểm của tế bào NK trong, 

sau nuôi cấy 
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Tiến hành 

- Bổ sung 10µl kháng thể (theo khuyến cáo của nhà sản xuất) vào 100 µl mẫu 

(khoảng 105- 106 tế bào), trộn đều và ủ tại 4 độ C trong khoảng 20-30 phút.  

- Sau đó bổ sung 1ml dung dịch ly giải hồng cầu đối với các mẫu nhiều hồng 

cầu (máu cuống rốn toàn phần) hoặc 1ml dung dịch đệm PBS 1x đối với mẫu tế bào 

nuôi cấy không có hồng cầu.  

- Chuyển mẫu lên máy Navios, Beckman Coulter và phân tích bằng phần mềm 

Navios 

2.2.5. Phương pháp nhân nuôi tế bào NK  

Phương pháp này được tiến hành dựa trên hướng dẫn của nhà sản xuất hóa chất 

Biotherapy Institute of Japan, Nhật Bản và đã được mô tả ngắn gọn trong công bố 

trước đó của nhóm nghiên cứu Nguyễn Thanh Liêm và Hoàng Thị Mỹ Nhung 

(Nhung, 2018 #68). 

Hóa chất  

- Bộ Kit nuôi cấy tế bào NK đặc hiệu: BINKIT, Nhật Bản:  

o NK Cell Initial Flask: Chai nuôi cấy sơ cấp đã được xử lí bề mặt 

đáy chai gắn các kháng thể đơn dòng. 

o NK Cell Initial Medium: Môi trường nuôi cấy sơ cấp cho tế bào NK  

o NK Cell Initial Cocktail: Cocktail cho nuôi cấy sơ cấp đã được bổ 

sung các yếu tố tăng trưởng chọn lọc chuyên biệt cho tế bào NK. 

o NK Cell Subculture Medium: Môi trường nuôi cấy thứ cấp cho tế 

bào NK. 

- Dung dịch PBS 1x, Ficoll (GE Healthcare) 

- Thuốc nhuộm nhân tế bào Turk’s 

Vật tư tiêu hao:  

- Chai nuôi cấy (hãng Corning_Falcon) T25, T75, T225 

- Túi nuôi cấy (hãng Nipro, Nhật) sử dụng với mẫu có thể tích lớn mà chai nuôi 

cấy không thể đáp ứng  

- Ống ly tâm, pipet nhựa, đầu tip vô khuẩn dùng 1 lần (hãng Corning_Falcon)   

- Buồng đếm tế bào dùng 1 lần (C-Chip, Hàn Quốc) 

Thiết bị: 

-  Tủ an toàn sinh học cấp II, Thermofisher, Mỹ 

- Kính hiển vi soi ngược, Olympus, Nhật 

- Tủ nuôi cấy tế bào, Thermofisher, Mỹ 

- Máy ly tâm Eppendorf, Đức 

- Tủ lạnh bảo quản hóa chất; máy ủ nhiệt khô, … 
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Các bước thực hiện 

Bước 1: Thu nhận huyết tương máu dây rốn:  

- Ly tâm máu với tốc độ 1710 g trong 10 phút ở nhiệt độ 20oC để thu huyết 

tương. 

- Huyết tương được bất hoạt ở 58oC trong thời gian 60 phút. 

- Ly tâm tại 1710 g trong 5 phút ở nhiệt độ 20oC để loại bỏ protein tủa. 

Bước 2: Phân lập tế bào đơn nhân theo mục 2.2.3 

Bước 3: Nuôi cấy tăng sinh tế bào NK  

Giai đoạn nuôi cấy sơ cấp tế bào NK  

- Chuẩn bị chai nuôi cấy sơ cấp: Chai nuôi cấy sơ cấp dành cho tế bào NK được 

rửa 2 lần với dung dịch PBS 1X. 

- Mật độ tế bào nuôi cấy: 1x106 tế bào/ml, huyết tương tự thân được bổ sung 

theo tỷ lệ thể tích là 5% so với môi trường nuôi cấy sơ cấp. 

- Bổ sung Initial Cocktail cho tế bào NK theo tỉ lệ thể tích là 40µL/1mL môi 

trường sơ cấp. 

- Tế bào đơn nhân được hòa đều trong môi trường nuôi cấy sơ cấp, sau đó 

chuyển toàn bộ dung dịch chứa tế bào NK vào chai nuôi cấy tế bào. 

- Nuôi cấy tế bào bằng vào tủ nuôi cấy ở điều kiện 37oC với 5% CO2 trong 72 

giờ (3 ngày). 

Giai đoạn nuôi cấy thứ cấp tế bào NK  

- Thay môi trường nuôi cấy sơ cấp: Thu dịch huyền phù tế bào nuôi cấy và tiến 

hành ly tâm với tốc độ 270 g trong 8 phút, nhiệt độ phòng. Loại bỏ phần dịch nổi 

sau ly tâm. 

- Môi trường nuôi cấy thứ cấp chứa 5% huyết tương tự thân được sử dụng để 

nuôi cấy tế bào trong giai đoạn thứ cấp với mật độ 1x106 tế bào/ml, nuôi cấy ở điều 

kiện 37C với 5% CO2 trong tủ nuôi cấy chuyên dụng. 

Kiểm tra và bổ sung môi trường nuôi cấy thứ cấp 2-3 ngày/lần, không loại môi trường 

cũ, và việc này phụ thuộc vào tốc độ tăng sinh của tế bào, sao cho tế bào được nuôi 

cấy ở mật độ 0,6 x 106– 3,0 x 106 tế bào/ml. Thể tích huyết tương tự thân bổ sung từ 

ngày thứ 5 trở đi với nồng độ dưới 5-10% cho đến khi hết. Khi tế bào đạt số lượng 

khoảng trên 100 x106, có thể chuyển tế bào từ chai nuôi cấy sang túi nuôi cấy. 

2.2.6. Phương pháp nuôi cấy và bảo quản dòng tế bào K562 

Loại mẫu 

- Tế bào thương mại K562 là dòng tế bào ung thư bạch cầu dòng tuỷ mạn tính, 

hình thái dạng tròn và sống trôi nồi trong môi trường nuôi cấy. Dòng tế bào này 
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được cung cấp bởi ngân hàng tế bào nguồn sinh học nghiên cứu Nhật Bản (Japanese 

Collection of Research Bioresources Cell bank-JCRB) 

Thiết bị:  

- Tủ an toàn sinh học cấp 2; tủ nuối cấy tế bào; kính hiển vi soi ngược; máy ly 

tâm lạnh; bể ổn nhiệt; tủ bảo quản hóa chất… 

Vật tư tiêu hao:  

- Chai nuôi cấy (hãng Corning_Falcon) T25, T75, T225 

- Túi nuôi cấy (hãng Nipro, Nhật) sử dụng với mẫu có thể tích lớn mà chai nuôi 

cấy không thể đáp ứng  

- Ống ly tâm, pipet nhựa, đầu tip vô khuẩn dùng 1 lần (hãng Corning_Falcon)   

- Buồng đếm tế bào dùng 1 lần (C-Chip, Hàn Quốc) 

Hóa chất:  

- Môi trường nuôi cấy RPMI 1640 (Gibco) 

- Huyết thanh bò (Fetal bovine serum – FBS, Gibco) 

- Dung dịch PBS 1X (Gibco);  

- Thuốc nhuộm Trypan Blue (Thermo Fisher Scientific);  

- Dung dịch DMSO (Stemsol, Protide Pharmaceutical);  

- Penicillin/Streptomycin (Gibco). 

Các bước tiến hành 

- Sau khi xác định số lượng và tỷ lệ sống/chết của tế bào bằng thuốc nhuộm 

Trypan blue, tiến hành nuôi tế bào trong môi trường nuôi cấy RPMI có bổ sung 

10% FBS sao cho mật độ tế bào đạt 0,2x106 tế bào/ml. Kiểm tra tế bào dưới kính 

hiển vi và bổ sung môi trường nuôi cấy sau mỗi 2-3 ngày. 

- Tế bào dòng thương mại K562 được nuôi cấy trong môi trường RPMI có bổ 

sung 10% FBS (Fetal bovine serum) và kháng sinh Penicillin/Streptomycin nồng 

độ 50 IU/ml trong điều kiện 37oC, 5% CO2. 

- Tế bào K562 được lưu trữ trong trong môi trường RPMI có bổ sung 20% FBS 

và 10% DMSO (Dimethyl sulfoxide) trong điều kiện bảo quản dưới -150 độ C. 

- Tế bào K562 được rã đông trong môi trường nuôi cấy RPMI có bổ sung 20% 

FBS và Penicillin/Streptomycin nồng độ 50 IU/ml trong điều kiện 37oC với 5% 

CO2 trong lần cấy chuyển đầu tiên. 

2.2.7. Phương pháp nhân nuôi tế bào KHYG-1 

Phương pháp này được tiến hành dựa trên hướng dẫn sử dụng của nhà cung cấp 

dòng tế bào KHYG-1, Ngân hàng JCRB tại website https://cellbank.nibn.go.jp. 

Loại tế bào 
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- Tế bào KHYG là dòng tế bào ung thư NK (Natural Killer Cell) KHYG-1 được 

phân lập năm 1997 từ máu ngoại vi của một phụ nữ 45 tuổi mắc bệnh ung thư máu 

dòng NK. Tế bào có khả năng gây độc tính mạnh với tế bào ung thư dòng K562. 

Tế bào KHYG được cung cấp bởi ngân hàng tế bào nguồn sinh học nghiên cứu Nhật 

Bản (Japanese Collection of Research Bioresources Cell bank - JCRB) 

Thiết bị:  

- Tủ an toàn sinh học cấp 2; tủ nuối cấy tế bào; kính hiển vi soi ngược; máy ly 

tâm lạnh; bể ổn nhiệt; tủ bảo quản hóa chất… 

Vật tư tiêu hao:  

- Chai nuôi cấy (hãng Corning_Falcon) T25, T75, T225 

- Túi nuôi cấy (hãng Nipro, Nhật) sử dụng với mẫu có thể tích lớn mà chai nuôi 

cấy không thể đáp ứng  

- Ống ly tâm, pipet nhựa, đầu tip vô khuẩn dùng 1 lần (hãng Corning_Falcon)   

- Buồng đếm tế bào dùng 1 lần (C-Chip, Hàn Quốc) 

Hóa chất:  

- Môi trường nuôi cấy RPMI 1640 (Gibco) 

- Huyết thanh bò (Fetal bovine serum – FBS, Gibco) 

- Dung dịch PBS 1X (Gibco);  

- Thuốc nhuộm Trypan Blue (Thermo Fisher Scientific);  

- Dung dịch DMSO (Stemsol, Protide Pharmaceutical);  

- Penicillin/Streptomycin (Gibco). 

Các bước tiến hành 

- Sau khi xác định số lượng và tỷ lệ sống/chết của tế bào bằng thuốc nhuộm 

Trypan blue, tiến hành nuôi tế bào trong điều kiện 37 độ C, 5% CO2 với môi trường 

nuôi cấy RPMI có bổ sung 10% FBS, 200 IU/ml IL-2 và kháng sinh 

Penicillin/Streptomycin nồng độ 50 IU/ml; sao cho mật độ tế bào đạt 0,4x106 tế 

bào/ml được duy trì. Kiểm tra tế bào dưới kính hiển vi, đếm số lượng tế bào và bổ 

sung môi trường nuôi cấy mới sau mỗi 2-3 ngày. 

- Tế bào KHYG được lưu trữ trong trong môi trường RPMI có bổ sung 20% 

FBS và 10% DMSO trong điều kiện bảo quản dưới -150 độ C. 

- Tế bào KHYG được rã đông trong môi trường nuôi cấy RPMI có bổ sung 20% 

FBS và Penicillin/Streptomycin nồng độ 50 IU/ml trong điều kiện 37oC với 5% 

CO2 ở lần cấy chuyển đầu tiên. 

2.2.8. Phương pháp đánh giá hoạt tính tế bào NK 

Phương pháp này được xây dựng dựa trên mô tả đầu tiên của nhóm tác giả Dewan và 

cộng sự [118]. 
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Nguyên lý:  

Sau khi các tế bào NK (Effector cell) được ủ với các tế bào đích là các tế bào 

ung thư K562 (Target cell) ở các nồng độ khác nhau, các tế bào miễn dịch sẽ thể hiện 

khả năng tiêu dịch tế bào ung thư của chúng bằng con đường gây độc không qua trung 

gian tế bào. Dựa trên sự suy giảm tín hiệu huỳnh quang của chất nhuộm Calcein-

Acetyoxymethyl (Calcein-AM) trên tế bào dung thư K562 đã được nhuộm, để đánh 

giá khả năng tiêu diệt tế bào ung thư K562 của các tế bào miễn dịch sau một khoảng 

thời gian 3 giờ. 

Trang thiết bị  

- Hệ thống máy đánh giá hoạt tính Terascan (Nhật Bản) 

- Máy ly tâm lạnh, tủ an toàn sinh học cấp 2, tủ nuôi cấy tế bào, kính hiển vi soi 

ngược… 

Vật tư tiêu hao 

- Ống ly tâm, pipet vô khuẩn dùng 1 lần (Corning_Falcon) 

- Đĩa nuôi cấy 96 giếng loại half area đáy phẳng (Corning) 

- Buồng đếm tế bào dùng 1 lần C-Chip (Hàn Quốc) 

Hóa chất 

- Môi trường nuôi cấy RPMI 1640 (Gibco) 

- PBS 1x (Gibco) 

- FBS (Gibco) 

- Thuốc nhuộm Calcein AM (Invitrogen) 

- Thuốc nhuộm trypan blue (Gibco) 

- DCN 90 

Tiến hành 

- Đếm số lượng và chuẩn bị tế bào gây độc (Effector cell-E) là tế bào NK sau 

nuôi cấy, hoạt hóa ở 4 nồng độ như sau: 

o NK 1: 4x106 tế bào/ml (Tương ứng với tỷ lệ E/T = 40) 

o NK 2: 2x106 tế bào/ml (Tương ứng với tỷ lệ E/T = 20) 

o NK 3: 1x106 tế bào/ml (Tương ứng với tỷ lệ E/T = 10) 

o NK 4: 0,5x106 tế bào/ml (Tương ứng với tỷ lệ E/T = 5) 

- Nhuộm tế bào đích K562 (Target cell - T) với Calcein-AM. 

- Chuẩn bị 2,5x106 tế bào K562 trong 2,5ml môi trường nuôi, bổ sung Calcein-

AM với mật độ 10µg/ml vào ống tế bào và ủ tại 37oC với 5% CO2 trong 30 phút. 

- Bổ sung PBS 1X tới 15ml vào ống ly tâm, trộn đều và ly tâm với tốc độ 270 g 

trong 8 phút ở nhiệt độ 20oC. Thực hiện 2 lần. 
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- Hòa tan khối tế bào thu được trong môi trường RPMI 10% FBS sao cho mật 

độ đạt 0,2x106 tế bào/ml. 

- Chuẩn bị tế bào đối chứng: tế bào KHYG 

Hòa tan khối tế bào thu được trong môi trường nuôi cấy với mật độ 4x106 tế bào/ml. 

Chuẩn bị tế bào KHYG trong môi trường nuôi cấy theo 4 nồng độ khác nhau: 

o KHYG 1: 4x106 tế bào/ml (Tương ứng với tỷ lệ E/T = 40) 

o KHYG 2: 2x106 tế bào/ml (Tương ứng với tỷ lệ E/T = 20) 

o KHYG 3: 1x106 tế bào/ml (Tương ứng với tỷ lệ E/T = 10) 

o KHYG 4: 0,5x106 tế bào/ml (Tương ứng với tỷ lệ E/T = 5) 

- Chuyển 50µl tế bào K562 (tương đương với 10.000 tế bào) vào các ghiếng và 

ủ với 100µl các ống tế bào NK, KHYG trên đĩa 96 ghiếng theo các tỉ lệ và bố trí 

như sau: 

 

Bảng 2. 1. Sơ đồ bố trí thí nghiệm đánh giá hoạt tính 

  1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A                         

B   

P

C C 

KHYG 

100µl KHYG + 50µl K562 

Sample 1 

100µl NK + 50µl K562 

  

C   

P

C C   

D   

P

C C 

E/T=

40 

E/T=

20 

E/T=

10 

E/T

=5 

E/T=

40 

E/T=

20 

E/T=

10 

E/T

=5   

E       

Sample 2 

100µl NK + 50µl K562 

Sample 3 

100µl NK + 50µl K562 

  

F   

N

C 

N

C   

G   

N

C 

N

C 

E/T=

40 

E/T=

20 

E/T=

10 

E/T

=5 

E/T=

40 

E/T=

20 

E/T=

10 

E/T

=5   

H                         

 

Trong đó: 

PC = mẫu đối chứng dương: tế bào K562 + môi trường RPMI + DCN 

90 

C = mẫu đối chứng: chỉ có môi trường RPMI 

NC = mẫu đối chứng âm: tế bào K562 + môi trường RPMI 

KHYG = tế bào KHYG + tế bào K562 

Sample= tế bào NK + tế bào K562 
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- Bổ sung 150µl môi trường RPMI vào các giếng C, 100µl vào các giếng NC và 

PC. 

- Trộn đều tất cả các giếng chứa tế bào. 

Đo mẫu thời điểm 0 giờ, 3 giờ: Đo cường độ tín hiệu huỳnh quang đĩa thí nghiệm 

bằng hệ thống đánh giá hoạt tính tế bào Terascan, ghi nhận thời điểm 3 giờ. 

Phân tích kết quả 

- Kết quả được máy phân tích bằng phần mềm chuyên dụng và thể hiện dạng 

biểu đồ là tỷ lệ phần trăm (%) hoạt tính tiêu diệt tế bào ung thư ở các nồng độ khác 

nhau, trong đó phần trăm hoạt tính được đánh giá dựa trên cường độ tín hiệu huỳnh 

quang đo được ở các ghiếng. 

2.2.9. Phương pháp phân tích nhiễm sắc thể đồ (karyotyping)  

Phương pháp này được tiến hành theo quy trình kỹ thuật được ban hành tại bệnh viện 

đa khoa quốc tế Vinmec. 

Nguyên lý 

Sử dụng chất kích thích tế bào phân chia, sau đó dùng colcemid để tế bào dừng 

phân chia ở kỳ giữa (metaphases) hoặc kỳ giữa sớm (prometaphases). Các tế bào sau 

đó được phá vỡ màng bằng việc cho sốc nhược trương. Bộ nhiễm sắc thể của tế bào 

được cố định trên tiêu bản và nhuộm bang, sau đó được phân tích kiểu nhiễm sắc thể 

theo tiêu chuẩn ISCN (International System for Human Cytogenomic Nomenclature 

2016). 

Loại mẫu 

- Tế bào NK đang trong pha tăng trưởng (từ ngày nuôi cấy thứ 18 trở đi) được 

nuôi ở mật độ 1 x 106 tế bào/ml 

Chuẩn bị 

- Trang thiết bị: Tủ an toàn sinh học cấp II (Thermo Fisher, Mỹ), Tủ ấm nuôi 

cấy có CO2 (Thermo Fisher, Mỹ), Tủ hút hóa chất (Thermo Fisher, Mỹ), Kính hiển 

vi quang học (Leica, Đức), Máy ly tâm (Eppendorf, Đức), Pipet aid (Eppendorf, 

Đức), Bàn sấy mẫu. 

Vật tư 

- Chai nuôi cấy (Corning_Falcon) 

- Ống ly tâm, pipet, găng tay, giấy thấm 

Hóa chất 

- Môi trường RPMI 1640 (Gibco);  

- Huyết thanh bào thai bê (FBS) (Gibco);  

- Phytohemaglutinin (PHA) (Gibco);  

- Dung dịch Karyomax Colcemide nồng độ 10µg/ml (Gibco); 
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- Dung dịch nhược trương KCl 0,56%; Methanol, Acid acetic (Sigma-Aldrich) 

- Dung dịch sodium hypochlorite 10% hoặc bột giặt; Cồn 70° (Việt Nam). 

Tiến hành 

- Chuẩn bị trước thu hoạch tế bào:  

o Làm ấm KCl 0.56% ở 37 độ C trong 1 giờ trước thu hoạch  

o Pha dung dịch Carnoy theo tỷ lệ 3 Methanol/1 Acid acetic 

o Phiến kính được ngâm với dung dịch sodium hypochlorite 10% qua 

đêm và ngâm nước cất trước khi sử dụng. 

- Thu hoạch tế bào: 

o Bổ sung PHA vào mỗi chai nuôi cấy tế bào sao cho thể tích PHA 

đạt 2,5%, trộn đều. Nuôi cấy tế bào trong 48 giờ. 

o Bổ sung dung dịch colcemide vào mỗi chai nuôi cấy sao cho nồng 

độ đạt 10µl/ml, ủ ở tủ nuôi cấy trong 22 phút. 

o Chuyển toàn bộ dung dịch ở chai nuôi cấy vào ống ly tâm, ly tâm 

1800 vòng/phút trong 5 phút, loại dịch nổi. Tiếp theo bổ sung 9ml 

KCl 0,56% đã để ấm 37ºC trước, trộn nhẹ, ủ trong 18 phút ở nhiệt 

độ phòng. 

o Tiếp tục bổ sung 0.5-1 ml dung dịch Carnoy, trộn nhẹ ly tâm 1800 

vòng/phút trong 5 phút, loại dịch nổi.  

o Bổ sung 6ml Carnoy, ủ trong 15 phút trộn nhẹ ly tâm 1800 

vòng/phút trong 5 phút, loại dịch nổi. Lặp lại bước này 2-3 lần. 

o Giữ lại 1-2ml cặn tế bào sau khi rửa Carnoy 

- Lên tiêu bản 

o Trộn đều cặn tế bào, phun khoảng 100µl cặn tế bào lên mỗi tiêu bản, 

làm khô trên bàn sấy 60°C. 2-3 tiêu bản/1 chai nuôi cấy. 

o Kiểm tra chất lượng tiêu bản bằng kính hiển vi soi ngược đánh giá 

số lượng và chất lượng cụm nhiễm sắc thể.  

o Giữ tiêu bản trên bàn sấy 60°C hoặc tủ ấm 60°C qua đêm. 

- Nhuộm băng và lập công thức nhiễm sắc thể 

- Chuẩn bị hóa chất: 

o Cốc 1: Pha 0,05g trypsin bột vào 50ml nước muối 0,9‰; 

o Cốc 2: Pha 100ml FBS 2%; 

o Cốc 3: Nước muối 9‰; 

o Cốc 4: Nước muối 9‰; 

o Cốc 5: Pha Giêmsa 10% trong đệm pH 6,8; 

o Cốc 6: Đệm pH 6,8. 
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- Nhúng tiêu bản trong cốc 1 từ 1 - 2 phút; 

- Chuyển sang cốc 2/30 giây; 

- Chuyển sang cốc 3/15 giây; 

- Chuyển sang cốc 4/15 giây; 

- Chuyển sang cốc 5 /10 phút; 

- Chuyển sang cốc 6 /15 giây; 

- Rửa dưới vòi nước chảy 

Phân tích kết quả: Tiêu bản sau khi nhuộm băng G được phân tích bất thường về 

số lượng, cấu trúc trên kính hiển vi ở độ phóng đại 1.000 lần và được phân tích bằng 

phần mềm chuyên dụng. 

2.2.10. Phương pháp xác định nội độc tố endotoxin 

- Endotoxin là một dạng của chất gây sốt, có bản chất lipopolysaccharide. Thành 

phần chính của thành tế bào vi khuẩn gram âm, có đặc tính rất bền với nhiệt, là một 

trong những nguồn gây nhiễm hệ thống nuôi cấy và xử lý tế bào. Endotoxin cũng 

được tìm thấy trong nước, huyết thanh và các sản phẩm bổ sung cho nuôi cấy, đặc 

biệt là những sản phẩm lên men hoặc được sản xuất bằng hệ thống vi khuẩn. 

- Nồng độ endotoxin trong các mẫu xét nghiệm có thể được định lượng bằng 

phép thử nội độc tố vi khuẩn. Phương pháp sử dụng thuốc thử Limulus Amebocyte 

Lysate là dịch ly giải có trong máu một loài sam biển, Limulus polyphemus hoặc 

Tachypleus tridentatus. Nguyên lý của xét nghiệm dựa vào việc đo đọ đục chất màu 

được giải phóng ra từ phản ứng giữa thuốc thử LAL (Limulus Amebocyte Lysate) 

với nội độc tố của vi khuẩn để xác định nồng độ nội độc tố - endotoxin có trong 

khối tế bào sử dụng để truyền cho người bệnh. 

- Phương pháp này được tiến hành theo hướng dẫn của nhà sản xuất thiết bị, 

được công bố tại trang mạng www.criver.com. 

Thiết bị 

- Máy Endosafe – PTS, Charles River, Mỹ;  

- Máy vortex; Pipet… 

Vật tư 

- Đầu Tip; Găng vô khuẩn;  

- Ống thủy tinh Charles River T-300 không chứa endotoxin 

Hóa chất 

- Thẻ PTS – 100 độ nhạy từ 0,005 EU – 0,5 EU (Charlie River);  

- Dung dịch LAL Reagent (Charlie River). 

Loại mẫu 

- Môi trường nuôi cấy tế bào NK tại ngày nuôi cấy thứ 18 trở đi. 
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Tiến hành: 

- Bước 1: Khởi động thiết bị Endosafe – PTS, đợi cho máy gia nhiệt lên 37oC.  

- Bước 2: Pha loãng mẫu  

- Bước 3: Cài đặt thiết bị Endosafe – PTS 

- Bước 4: Tra mẫu 

o Hút 25µl mẫu đã chuẩn bị vào đủ 4 giếng của thẻ PTS, nhấn Enter 

o Thời gian hút mẫu và phân tích kết quả của máy trong vòng khoảng 

15 phút 

- Bước 5: Phân tích và ghi nhận kết quả 

- Kết thúc thời gian chạy mẫu, kết quả sẽ tự động được in từ máy in  

2.2.11. Phương pháp xét nghiệm mycoplasma 

- Mycoplasma là sinh vật nhân sơ (prokaryote) kích thước nhỏ và cấu trúc đơn 

giản. Chúng sống phụ thuộc vào vật chủ để lấy dinh dưỡng trong suốt quá trình sinh 

tổng hợp. Việc kiểm tra sự có mặt của Mycoplasma giúp hạn chế tổn thất lớn khi 

nuôi cấy tế bào dài ngày, đồng thời kiểm soát sản phẩm tế bào trước khi tiêm truyền 

vào cơ thể người. 

- Phương pháp sử dụng kit MycoAlert® Mycoplasma plus cho phép xác định 

sự có mặt của 44 loài Mycoplasma phổ biến một cách nhanh và chính xác nhất. 

Nguyên lý của phương pháp này dựa trên Mycoplasma bị dung giải sẽ giải phóng 

ra môi trường enzym xúc tác cho phản ứng chuyển hóa ADP thành ATP và sẽ nhanh 

chóng làm gia tăng nồng độ ATP trong cơ chất. Bằng việc đo độ phát quang sinh 

học của phản ứng dưới đây trước và sau khi bổ sung cơ chất, sẽ cho biết sự có mặt 

hay không của Mycoplasma:  

                                                   Luciferase 

ATP+ Luciferin + O2                         Oxyluciferin + AMP + PPi + CO2 + Ánh sáng 

                                                    Mg2+ 

- Phương pháp này được tiến hành dựa trên hướng dẫn của nhà sản xuất thiết bị 

và hóa chất, được công bố tại website https://bioscience.lonza.com/. 

Trang thiết bị 

- Pipet, máy vortex;  

- Thiết bị đo độ phát quang Lucetta Luminometer, Lonza, Thụy Sỹ; 

Vật tư 

- Găng tay vô khuẩn, đầu tip,  

- Ống đựng mẫu thủy tinh vô khuẩn (Charlie River) 

Hóa chất 

- Kit MycoAlert™ Plus Mycoplasma Detection – Lonza;  
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- Kit MycoAlert™ Assay Control Lonza; 

Loại mẫu 

- Môi trường nuôi cấy tế bào NK từ ngày nuôi cấy thứ 18 trở đi 

Thực hiện kỹ thuật: 

- Chuẩn bị mẫu và đo kết quả 

o Kiểm tra mẫu, nếu mẫu có tế bào hoặc cặn tế bào, tiến hành ly tâm 

300g x 5 phút để loại bỏ cặn tế bào 

o Chuẩn bị 03 ống xét nghiệm đã được gắn nhãn: 

o Ống chứng Dương: 80µl mẫu đối chứng dương - Kit MycoAlert™ 

Assay Control 

o Ống chứng âm:  80µl đối chứng âm - MycoAlert™ PLUS Assay 

Buffer  

o Ống mẫu:  80µl môi trường nuôi cấy tế bào NK 

- Bổ sung 80µl dung dịch MycoArlert Reagent vào mỗi ống xét nghiệm, lắc đều 

các ống, ủ 5 phút ở nhiệt độ phòng. 

- Lần lượt đặt các ống xét nghiệm chứa mẫu vào máy đo, ghi nhận kết quả đo 

A của mỗi loại mẫu. 

- Tiếp tục bổ sung 80µl cơ chất MycoAlert Substrate vào mỗi ống nghiệm, lắc 

đều các ống, ủ mẫu trong 10 phút, nhiệt độ phòng. 

- Lần lượt đặt các ống nghiệm chứa mẫu vào máy đo, ghi nhận kết quả đo B của 

mỗi loại mẫu. 

- Thiết bị hiển thị kết quả tỷ lệ X = B/A cho từng mẫu, trong đó: 

o X < 1 Âm tính 

o 1 ≤ X ≤ 1.2 Nghi ngờ 

o X > 1.2 Dương tính 

2.2.12. Phương pháp xác định tỉ lệ sống tế bào bằng trypan blue  

Xanh trypan là: một loại thuốc nhuộm dùng để phân biệt giữa tế bào sống và 

tế bào chết. Đây là một thuốc nhuộm không được hấp thụ quan thành của các tế bào 

sống khỏe mạnh, mà chỉ được hấp thụ qua thành của các tế bào chết. 

Phương pháp này được tiến hành dựa trên hướng dẫn của nhà sản xuất hóa 

chất được công bố tại trang mạng https://www.thermofisher.com/ 

Tiến hành 

- Trộn đều tế bào bằng pipet, lấy 10-20µl hỗn hợp tế bào và ống Eppendorf 

- Trộn đều tế bào với chất nhuộm xanh trypan theo tỉ lệ 1:1 và chuyển 10µl hỗn 

hợp sang buồng đếm hồng cầu chuyên dụng. 

- Đếm số lượng tế bào, trong đó: 
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- Tế bào sống là tế bào không bắt màu thuốc nhuộm bên trong tế bào chất  

- Tế bào chết là tế bào bắt màu thuốc nhuộm.  

Cách đếm: đếm tế bào bên trong 4 ô vuông lớn và các tế bào nằm trên 02 cạnh bất 

kỳ của 4 ô vuông lớn đó thuộc buồng đếm (như hình 13) 

             

Hình 2. 1. Quy tắc đếm tế bào trên buồng đếm 

- Số lượng tế bào sống được tính theo công thức: 

Tổng số tế bào sống =  
Số lượng tế bào sống đếm được

2
 x 2 x 104 x thể tích (ml) (tế bào) 

- Tỉ lệ tế bào sống được xác định bằng công thức 

Tỉ lệ % tế bào sống =
Số tế bào sống

Tế bào sống+Tế bào chết
 x 100% 

2.2.13. Phương pháp đếm số lượng tế bào có nhân bằng thuốc nhuộm Turk’s 

Thuốc nhuộm Turck’s là: là một chất nhuộm huyết học (có màu tím pha lê 

hoặc xanh methylene trong dung dịch nước) được pha chế trong axit axetic 99%. 

Dung dịch này sẽ phá hủy các tế bào hồng cầu và tiểu cầu trong mẫu máu (axit axetic 

là tác nhân ly giải chính) và nhuộm màu nhân của các tế bào bạch cầu, giúp chúng dễ 

nhìn và đếm hơn. 

Phương pháp này được tiến hành dựa trên hướng dẫn của nhà sản xuất hóa 

chất được công bố tại trang mạng https://www.sigmaaldrich.com/ 

Tiến hành: 

- Trộn đều dung dịch tế bào bằng pipet, lấy 10-20µl hỗn hợp tế bào và ống 

eppendorf 

- Trộn đều tế bào với chất nhuộm theo tỉ lệ 1:1 và chuyển 10µl hỗn hợp sang 

buồng đếm hồng cầu chuyên dụng. 

- Đếm số lượng tế bào, trong đó: Tế bào có nhân tế bào bắt màu thuốc nhuộm.  

- Cách đếm: đếm tế bào bên trong 4 ô vuông lớn và các tế bào nằm trên 02 cạnh 

bất kỳ của 4 ô vuông lớn đó thuộc buồng đếm (tương tự như đếm tế bào sử dụng 

chất nhuộm xanh trypan)  

- Số lượng tế bào có nhân được tính theo công thức: 

1 2 

4 3 
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Tổng số tế bào có nhân =  
Số lượng tế bàođếm được

2
 x 2 x 104 x thể tích (ml) (tế bào) 

2.2.14. Phương pháp lưu trữ đông lạnh tế bào  

Phương pháp này được thực hiện dựa trên hướng dẫn của nhà sản xuất hóa chất được 

công bố tại trang web https://www.stemcell.com/products/cryostor-cs10.html  

- Bước 1: Chuẩn bị môi trường lưu trữ bao gồm:  

o Với môi trường lưu trữ tế bào đơn nhân hoặc NK: Huyết tương bất 

hoạt nhiệt tự thân hoặc huyết thanh nhóm máu AB thương mai và 

chất bảo quản DMSO 10% hoặc dung dịch bảo quản CryoStor (hãng 

StemCell Technology) được bảo quản ở 4 độ C trước khi sử dụng. 

o Với môi trường lưu trữ các loại tế bào thương mại (K562, KHYG): 

Môi trường RPMI với 20% FBS và 10% DMSO 

- Bước 2:  

Chuyển tế bào vào các ống ly tâm chuyên dụng. Ly tâm với tốc độ 400g, 10 

phút, loại bỏ dịch nổi bên trên. Dùng tay táp nhẹ vào thành ống ly tâm để lớp 

tế bào bong khỏi đáy ống ly tâm và tách riêng rẽ. Nhẹ nhàng bổ sung dung 

dịch bảo quản sao cho nồng độ của các tế bào lưu trữ đạt: 

o Với tế bào MNC: nồng độ 10-20 x106 tế bào/ml 

o Với tế bào K562: nồng độ 5 x106 tế bào/ml 

o Tế bào KHYG: nồng độ 5 x106 tế bào/ml 

o Tế bào NK: nồng độ 10-30 x106 tế bào/ml 

Bước 3: Hạ nhiệt tế bào theo chương trình 1oC /phút đến khi đạt -80oC, sau đó chuyển 

sang lưu trữ ở điều kiện âm sâu <-80oC. 

2.2.15. Xác định hiệu suất thu hồi tế bào đơn nhân 

Hiệu suất thu hồi tế bào MNC sẽ được tính dựa trên mật độ tế bào Lympho và 

Mono đếm được bằng máy đếm công thức máu và thể tích mẫu: 

HMNC = 
(Mật độ tế bào Lympho+Mono sau xử lý )x Thể tích mẫu sau xử lý

(Mật độ tế bào Lympho+Mono thu thập )x Thể tích mẫu thu thập
 x 100% 

 

Hiệu suất thu hồi tế bào có nhân (TNC) sẽ được tính dựa trên mật độ tế bào 

bạch cầu (WBC_White blood cell) trước (WBC pre) và sau xử lý (WBC pos) đếm 

được bằng máy đếm công thức máu: 

HTNC = 
 WBC pos x Thể tích mẫu sau xử lý

WBC pre x Thể tích mẫu thu thập
 x 100% 

2.2.16. Phân tích thống kê số liệu 

Các dữ liệu về đặc điểm sản phụ, thai nhi và mẫu máu dây rốn được thực hiện 

bằng phương pháp thống kê mô tả. Sự khác biệt giá trị trung bình của các chỉ số được 
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kiểm định bằng T-test / Man-Whitney test với sự khác biệt được coi là có ý nghĩa 

thống kê nếu giá trị p<0,05. Sử dụng phân tích hồi quy tuyến tính Pearson để phân 

tích mối tương quan giữa các yếu tố sinh học. Hình, biểu đồ được vẽ bằng phần mềm 

GraphPad Prism. 
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CHƯƠNG 3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

3.1. Thu thập máu dây rốn  

Tổng nghiên cứu có 59 mẫu máu dây rốn (MDR) được thu thập từ các em bé khỏe 

mạnh, sinh ra bởi các sản phụ đủ điều kiện tình nguyên hiến mẫu. Các sản phụ có thai 

kỳ bình thường, âm tính với các tác nhân lây nhiễm như virut HIV, viêm gan B, viêm 

gan C, CMV (cytomegalovirus) và giang mai.  

 59 mẫu MDR, trong đó bao gồm 11 mẫu hiến 1 phần (1-3ml) và 48 mẫu hiến 

toàn bộ, tất cả được tiến hành khảo sát các quần thể tế bào miễn dịch có trong 

máu dây rốn trẻ sơn sinh, bao gồm tế bào lympho B, lympho T và tế bào giết 

tự nhiên (NK – Natural Killer cells) bằng phương pháp phân tích tế bào dòng 

chảy – flow cytometry. 

 48 mẫu MDR được phân tách tế bào MNC, trong đó 38 mẫu được phân tách 

MNC bằng hệ thống AXP, hãng Thermogenesis và 10 mẫu được tách bằng 

phương pháp ly tâm phân lớp tỉ trọng sử dụng ficoll. Các mẫu này được khảo 

sát khảo sát số lượng tế bào bạch cầu đơn nhân sau thu thập bằng xét nghiệm 

tổng phân tích tế bào máu trên máy Nihon Kohden 22 thông số. 

 Tổng số có 12 mẫu MDR được tiến hành thực hiện nuôi cấy tăng sinh tế bào 

NK, trong đó 05 mẫu đầu tiên thực hiện tối ưu quy trình và kỹ thuật nuôi cấy, 

07 mẫu được tiến hành nuôi cấy tăng sinh tế bào NK thành công với số lượng 

tế bào nuôi cấy đến ngày 21 đạt trên 1x109 tế bào.  

 5 mẫu NK sau nuôi cấy được đánh giá khả năng tiêu diệt tế bào ung thư K562 

3.1.1. Kết quả thu thập máu dây rốn 

Tổng số 48 mẫu máu dây rốn hiến tặng toàn phần và 11 mẫu máu dây rốn hiến 

tặng 1 phần được đưa vào nghiên cứu này.  

Thông tin sản phụ  

Độ tuổi trung bình của các sản phụ là 29,67 ± 3,60 (n=48), dao động trong khoảng từ 

độ tuổi 20 đến độ tuổi 38, chi tiết trong Bảng 3.1. 

Bảng 3. 1.Tuổi sản phụ 

Tuổi mẹ (tuổi) (N=59) 

Trung bình (Độ lệch chuẩn) 

Mean (SD) 
29,54 (3,88) 

Trung vị [Nhỏ nhất; Lớn nhất] 

Median [Min; Max] 
28,92 [20,44; 38,22] 

Yếu tố giới tính  
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Trong tổng số 59 mẫu, có 28 mẫu được thu thập từ bé gái, chiếm 47,6% và 31 từ bé 

trai, chiếm 52,5%, chi tiết trong Bảng 3.2 

 

Bảng 3. 2. Tỉ lệ giới tính của trẻ 

Giới tính (N=59) 

Nữ (N, %) 28 (47,6%) 

Nam (N, %) 31 (52,5%) 

Yếu tố nhóm máu 

Các đơn vị MDR này được tiến hành định nhóm máu, trong đó nhóm máu O, Rh+ 

chiếm tỉ lệ cao nhất là 47,5% tương đương với 28 mẫu, tiếp theo là nhóm máu B, Rh+ 

và A, Rh+ với lần lượt là 17 mẫu (28,8%) và 11 mẫu (18,6%), Nhóm máu AB chiếm 

tỉ lệ thấp nhất là 5,1% với 3 mẫu, chi tiết trong Bảng 3.3. 

Bảng 3. 3. Nhóm máu của trẻ 

Nhóm máu (n=59) (N,%) 

A, Rh+ 11 (18,6%) 

AB, Rh+ 3 (5,1%) 

B, Rh+ 17 (28,8%) 

O, Rh+ 28 (47,5%) 

 

Yếu tố cân nặng 

Cân nặng của trẻ trong khoảng [2,6 – 4,2] kg, trung bình là 3,28 ± 0,33 kg. Trong đó 

số trẻ có cân nặng <=3 kg chiếm 28,8% với 17 trẻ, và nhóm có cân nặng từ 3kg trở 

lên chiếm 71,2% với 42 trẻ. 

Trẻ nam có cân nặng trung bình 3,3 ± 0,4 kg (n=31) trong khi trẻ nữ có cân nặng 

trung bình 3,2 ± 0,3 kg (n=28), chi tiết trong Bảng 3.4. 

  



 

 

 

58 

Bảng 3. 4. Cân nặng của trẻ 

Cân nặng (kg) (N=59) 

Mean (SD) 3,28 (0,33) 

Median [Min; Max] 3,26 [2,66; 4,20] 

<= 3kg 17 (28,8 %) 

> 3kg 42 (71,2%) 

Nam (N=31) 

Mean (SD) 3,26 (0,36) kg 

Nữ (N=28) 

Mean (SD) 3,2 (0,3) kg 

Yếu tố tuổi thai 

Các bé được sinh ra chủ yếu ở tuần thai thứ 39 và phân bố trong khoảng từ tuần thai 

37 đến 40, Trong đó các bé sinh ra ở tuần thai 37 và 38 chiếm 30,5% với 18 bé và 41 

bé được sinh ra ở tuần thai thứ 39 và 40, chiếm 69,5%, chi tiết trong Bảng 3.5. 

Bảng 3. 5. Yếu tố tuổi thai 

Tuổi thai  (N=59) 

Mean (SD) 38,79 (0,88) 

Median [Min; Max] 39,0 [37,0; 40,0] 

≤ 38 tuần N=18 (30,5%) 

> 38 tuần N=41 (69,5%) 

3.1.2. Đặc điểm của các đơn vị máu dây rốn thu thập 

Thể tích mẫu thu thập 

Trong tổng số 48 mẫu MDR được thu thập toàn bộ, thể tích mẫu máu dây rốn trung 

bình là 94,49 ±30,35 ml không bao gồm chất chống đông, mẫu thấp nhất có thể tích 

là 52ml và mẫu có thể tích lớn nhất là 176 ml, Trong đó thể tích trung bình của các 

đơn vị MDR thu thập từ bé trai là 95,32 ± 31,11 ml (N=28) và bé nữ là 89,94 ± 

26,46ml (N=20), p>0,05, chi tiết Bảng 3.6 và Hình 3.1 
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Bảng 3. 6.Thể tích máu dây rốn thu thập 

Thể tích (ml) (N=48) 

Mean (SD) 94,49 (30,35) 

Median [Min; Max] 89,35 [52; 176] 

Trẻ Nam (N=28) 

Mean (SD) 95,32 (31,11) 

Median [Min; Max] 84,9 [52,0; 176,0] 

Trẻ Nữ (N=20) 

Mean (SD) 89,94 (26,46) 

Median [Min; Max] 86,9 [55,9; 140,0] 
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Hình 3. 1. Thể tích máu dây rốn thu thập ở trẻ nam và nữ 

Số lượng tế bào có nhân 

Tổng số tế bào bạch cầu có nhân (TNC_Total nucleared cell) của các đơn vị máu dây 

rốn thu được trung bình là (11,48 ± 3,93) x 108 tế bào (N=48), trong đó mẫu có TNC 

thấp nhất là 5,1 x 108 tế bào, và mẫu có số lượng TNC cao nhất là 55,7 x 108 tế bào, 

cao gấp gần 11 lần so với mẫu thấp nhất, chi tiết trong Bảng 3.7. 
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Bảng 3. 7.Tổng số tế bào có nhân máu dây rốn 

Tổng số tế bào có nhân-TNC (x 

108 tế bào)  
(N=48) 

Mean (SD) 11,49 (3,97) 

Median [Min; Max] 10,69 [5,10; 19,82] 

Nam N= 28 

Mean (SD) 11,20 (3,85) 

Median [Min; Max] 10,8 [5,10; 19,82] 

Nữ  N= 20 

Mean (SD) 11,89 (4,10) 

Median [Min; Max] 10,68 [5,18; 19,82] 

 

Tổng số tế bào đơn nhân  

Tổng số tế bào đơn nhân (MNC) trong các mẫu máu dây rốn sau thu thập trung bình 

là 4,34 ±1,66 x 108 tế bào, dao động trong khoảng từ 1,64 x 108 tế bào đên 8,42 x 108 

tế bào, Trong đó, MNC ở các đơn vị máu dây rốn của trẻ nam trung bình là (4,48 

±1,71) x 108 tế bào (N=28) và ở trẻ nữ là (4,15 ±1,56) x 108 tế bào (p>0,05), chi tiết 

trong Bảng 3.8 và Hình 3.2. 

Bảng 3. 8. Tổng số tế bào đơn nhân (MNC) máu dây rốn 

Tổng tế bào đơn nhân – MNC (x 

108 tế bào) 
(N=48) 

Mean (SD) 4,34 (1,66) 

Median [Min; Max] 4,44 [1,64; 8,42] 

Nam N= 28 

Mean (SD) 4,48 (1,71) 

Median [Min; Max] 4,34 [1,65; 8,42] 

Nữ  N= 20 

Mean (SD) 4,15 (1,56) 

Median [Min; Max] 4,44 [1,64; 7,21] 
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Hình 3. 2. Số lượng MNC trong máu dây rốn ở trẻ nam và nữ 

Khi phân tích số lượng MNC trong các đơn vị máu dây rốn thu thập từ các trẻ 

có tuổi thai khác nhau, kết quả cho thấy: Có 14 trẻ sinh ra có tuổi thai <= 38 tuần với 

MNC trung bình là 3,83 x 108 tế bào, độ lệch chuẩn là 1,429 x 108 và 34 trẻ sinh ra 

có tuổi thai trên 38 tuần, MNC trung bình là 4,56 x 108 tế bào, độ lệch chuẩn là 1,736 

x 108, trung bình MNC trong hai nhóm này không có sự khác biệt có ý nghĩa thống 

kê (p>0,05), chi tiết trong Bảng 3.9. 

Bảng 3. 9.Tổng số tế bào đơn nhân (MNC) máu dây rốn theo nhóm tuổi thai 

  
Tuổi thai 

theo tuần 
N 

Trung 

bình 
SD P value 

MNC <=38 tuần 14 3,83 1,429 

p>0.05 
(x108 tế 

bào) 
>38 Tuần 34 4,56 1,736 

 

Như vậy, thể tích mẫu máu dây rốn thu thập trong nghiên cứu này là 94,49 ± 30,35 

ml (N=48) tương đương với nghiên cứu của Tinh và cs năm 2019 là 87,46 ± 25,96 

ml (N=403) [119] và của Page và cs năm 2013 là 97,5 ± 28,6 ml (N=5267) [120]. 

 Số lượng TNC có trong các đơn vị máu dây rốn trung bình là 11,9 x 108 ± 3,97 x 108 

tế bào/đơn vị (N=48) tương đương với công bố của Tình và cs là 11,58 x 108 ± 4,4 x 

108 tế bào/đơn vị (N=403), nhưng cao hơn so với công bố của Lee và cs trên quần thể 

người Hàn Quốc là 8,8 x 108 ± 3 x 108 tế bào/đơn vị. Trong khi nghiên cứu này không 

thấy sự khác nhau về trung bình thể tích máu dây rốn thu thập và TNC ở trẻ nam và 

nữ thì trong nghiên cứu của Lee và cộng sự, thể tích thu thập ở trẻ nam lớn hơn trẻ 

nữ, nhưng TNC ở trẻ nữ lại lớn hơn trẻ nam [121]. 
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Số lượng tế bào đơn nhân (MNC) trong các đơn vị máu dây rốn của nghiên cứu này 

là 4,34 x 108 ±1,66 x 108 tế bào/đơn vị tương đương với công bố của Tình và cs là 

4,45 x 108 ± 1,84 x 108 tế bào /đơn vị [119]. 

3.1.3. Số lượng tế bào gốc tạo máu trong máu dây rốn  

Tế bào gốc tạo máu (HSC) là một trong các thành phần tế bào quan trọng trong máu 

dây rốn, nó quyết định khả năng thành công cũng như thời gian mọc mảnh ghép. Các 

tế bào máu dây rốn có thể biệt hóa thành các tế bào gốc tạo máu mới, các tế bào gốc 

máu đầu dòng khác để sản sinh ra các loại tế bào máu, tế bào miễn dịch cho cơ thể. 

Các tế bào gốc tạo máu - HSC được chỉ thị bằng sự biểu hiện marker CD45 và CD34 

trên bề mặt.   

Kết quả khảo sát trên 48 mẫu máu dây rốn cho thấy số lượng tế bào HSC trung bình 

trong mỗi đơn vị là 3.64 x106 tế bào, độ lệch chuẩn là 2 x106 (Bảng 3.10). 

Bảng 3. 10. Tổng số HSC trung bình trong các đơn vị máu dây rốn thu thập 

(N=48) Tổng số HSC (x106 tế bào) 

  Mean (SD) 3,64 (2,00) 

  Median [Min; Max] 3,5 [0,81; 9,79] 

 

Trong đó số lượng tế bào HSC trong máu dây rốn của trẻ nam là 4,12 x106 ± 2,23 

x106 tế bào (n=28), cao hơn so với số lượng HSC trong máu dây rốn của trẻ nữ 2,97 

x106 ± 1,51 x106 tế bào (n=20) (p=0,03) (Bảng 3.11). 

Bảng 3. 11. Số lượng trung bình HSC theo giới tính 

Giới tính 
Nữ 

Mean (SD) 

Nam 

Mean (SD) 
p value 

HSC  

(x106 tế bào) 
2,97 (1,51) 4,12 (2,23) 0,03 

Số lượng tế bào HSC trong các đơn vị máu dây rốn có thể tích trên 100ml (không bao 

gồm chất chống đông) là 5,26 ± 1,74 cao hơn so với số lượng HSC trong các đơn vị 

máu dây rốn có thể tích dưới 100 ml là 2,83 ± 1,65 (p=1,12 x10-5<0,05) (Bảng 3.12). 

Bảng 3. 12. Số lượng trung bình HSC theo thể tích máu dây rốn thu thập 

Thể tích MDR 
< 100 ml 

Mean (SD) 

> 100 ml 

Mean (SD) 
p value 

HSC (x106 tế bào) 2,83 (1,65) 5,26 (1,74) 1,12 x 10-5 
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Ngoài ra, khi so sánh số lượng tế bào HSC trong các đơn vị máu dây rốn thuộc nhóm 

máu O, Rh+ so với các nhóm máu khác cho thấy không có sự khác biệt có ý nghĩa 

thống kê (p>0,05) (Bảng 3.13). 

Bảng 3. 13. Số lượng trung bình HSC theo nhóm máu 

Nhóm máu 
O, Rh+ 

Mean (SD) 

Nhóm máu khác 

Mean (SD) 
p value 

HSC (x106 tế 

bào) 
3,61 (2,15) 3,67 (1,95) 0,46 

Tương tự, không có sự khác biệt về số lượng tế bào gốc tạo máu HSC biểu hiện CD34 

ở các đơn vị máu dây rốn thu được từ các em bé có cân nặng trên 3kg và dưới 3kg 

(Bảng 3.14) 

Bảng 3. 14. Số lượng trung bình HSC theo cân nặng trẻ 

Cân nặng trẻ 
< 3kg 

Mean (SD) 

> 3kg 

Mean (SD) 
p value 

HSC (CD34+)  

(x106 tế bào) 
3,82 (3,26) 3,6 (1,74) 0,57 

Không thấy có sựu khác biệt có ý nghĩa thống kê ở chỉ số trung bình số lượng HSC 

trong đơn vị máu dây rốn thu được từ trẻ sinh ra ở tuần thai <=38 tuần là 3,83 x106 

(SD=2,79 x106) và ở tuần thai >38 tuần là 3,47 x106 (SD=1,65 x106) (p>0,05) 

(Bảng 3.15). 

Bảng 3. 15. Số lượng trung bình HSC theo tuổi thai 

Tuổi thai 
<= 38 tuần 

Mean (SD) 

> 38 tuần 

Mean (SD) p value 

HSC (CD34+) 
3,83 x106 

(SD=2,79 x106) 

3,47 x106 

(SD=1,65 x106) p>0,05 

 

Số lượng tế bào gốc HSC biểu hiện CD34 trong các đơn vị máu dây rốn trong nghiên 

cứu này trung bình là 3,64 x 106 ± 2 x 106 tế bào/đơn vị, tương đương với nghiên cứu 

của Tình và cs là 3,66 x 106 ± 2,37 x 106 tế bào/đơn vị và của Page và cs là 3,66 x 106 

±2,05 x 106, và cao hơn so với nghiên cứu của Lee là 1,19 x 106 ± 1,16 x 106 tế 

bào/đơn vị. Trong khi nghiên cứu của Page và cs chỉ ra rằng là số lượng CD34 thu 

được ở các đơn vị máu dây trốn của trẻ có tuần thai 34-37 thấp hơn so với ở tuần thai 

38-40, còn tại nghiên cứu này, không tìm thấy sự khác biệt giữa nhóm có tuần thai 

dưới 38 và trên 38 tuần. Trong khi nghiên cứu của Lee cho rằng số lượng trung bình 

HSC (CD34+) là tương đương giữa nhóm trẻ nam và nữ và HSC ở trẻ có nhóm máu 

O cao hơn ở trẻ có nhóm máu khác. Điều này hoàn toàn trái ngược với kết quả trong 
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nghiên cứu này là HSC ở trẻ nam thấp hơn trẻ nữ (p=0,03<0,05) và trung bình HSC 

ở các nhóm máu khác nhau là tương đương nhau (p=0,46).  

Có thể thấy có sự tương đồng giữa kết quả nghiên cứu về thể tích mẫu máu dây rốn, 

số lượng tế bào TNC, MNC và HSC của nghiên cứu này và nghiên cứu của Tình, có 

thể do đều thực hiện nghiên cứu trên cùng nhóm đối tượng quần thể người Việt Nam. 

Còn sự khác biệt với các nghiên cứu khác là do sự khác biệt về quần thể đối tượng 

nghiên cứu, cụ thể, nghiên cứu của Lee là trên quần thể người Hàn Quốc, nghiên cứu 

của Page là trên quần thể người Mỹ trong khi nghiên cứu này thực hiện trên quần thể 

trẻ sơ sinh tại Việt Nam, hơn nữa cỡ mẫu trong nghiên cứu này nhỏ hơn so với công 

bố của các tác giả trên. 

3.1.4. Kết quả phân tách tế bào đơn nhân máu dây rốn 

Tổng số 10 mẫu máu dây rốn được phân tách tế bào đơn nhân bằng phương pháp ly 

tâm sử dụng ficoll và 38 mẫu máu dây rốn được tách tế bào đơn nhân bằng hệ thống 

AXP. 

Sự giống nhau của 2 phương pháp này đều là sử dụng máy ly tâm để các tế bào được 

phân lớp theo tỉ trọng khác nhau. Tuy nhiên, điểm khác biệt chính của hai phương 

pháp này là:  

 Khi sử dụng ficoll có tỉ trọng là 1,078 g/mL sẽ phân tách rõ các thành phần 

khác nhau của máu toàn phần, bao gồm: huyết tương nghèo tiểu cầu bên trên, 

tiếp đó là huyết tương giàu tiểu cầu nằm sát cạnh lớp buffycoat hay chính là 

lớp tế bào đơn nhân (MNC) nằm trên phân lớp ficoll, và cuối cùng là lớp bạch 

cầu đa nhân và hồng cầu ở phía dưới cùng (Hình 3.3). Do phân tách rõ rệt với 

các phân lớp khác, đặc biệt là hồng cầu nên sản phẩm MNC sau khi xử lý bằng 

phương pháp này hầu như không chứa hồng cầu, hoặc chỉ có 1 tỉ lệ rất ít. 

 

Hình 3. 3. Phân tách tế bào bằng ly tâm tỉ trọng sử dụng ficoll 
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       Khi xử lý bằng hệ thống AXP (Hình 3.4), sau khi ly tâm tốc độ cao, các thành 

phần của máu dây rốn sẽ tạo lên các phân lớp: huyết tương nghèo tiểu cầu bên trên, 

tiếp đó là huyết tương giàu tiểu cầu nằm sát cạnh lớp buffycoat chứa tế bào đơn nhân 

(MNC), và ngày sát đó là lớp bạch cầu đa nhân và hồng cầu ở phía dưới cùng. Thiết 

bị sẽ tự động hút phần buffycoat (chứa MNC) sang 1 túi máu riêng biệt dựa vào độ 

đục của sản phầm. Do các phân lớp của máu dây rốn toàn phần nằm sát nhau và không 

tách biệt rõ ràng, nên sản phầm cuối cùng sau xử lý vân bao gồm cả tiểu cầu, MNC, 

bạch cầu hạt và hồng cầu. 

 

Hình 3. 4. Phân tách tế bào bằng hệ thống AXP 

Kết quả phân tách MNC được thể hiện trong Bảng 3.16, Hình 3.5 và 3.6 dưới đây. 

 Với 10 mẫu được xử lý bằng phương pháp ly tâm sử dụng ficoll, thể tích trung 

bình của các mẫu là 60,27ml ± 5,39 ml (không bao gồm chất chống đông), số 

lượng MNC ban đầu trước xử lý là 3,21 x 108 tế bào (SD=1,59 x 108), và số 

lượng MNC trung bình sau xử lý là 2,33 x 108 tế bào (SD=1,21 x 108), Như 

vậy hiệu suất thu hồi MNC trung bình là 75 ±5 % (Hình 3.5) 

 Với 38 mẫu máu dây rốn được xử lý bằng hệ thống AXP, thể tích máu dây rốn 

trung bình là 103,49 ±27,44 ml (không bao gồm chất chống đông), Số lượng 

MNC ban đầu trước xử lý là (3,6 ± 1,52) x108 tế bào, và số lượng MNC trung 

bình là 3,44 x108 tế bào (SD=1,43 x108). Hiệu suất thu hồi MNC khi xử lý 

bằng hệ thống AXP trung bình là 96% ± 5%, cao hơn hiệu suất thu hồi MNC 

khi sử dụng ficoll (p<0,05) (Hình 3.6). 
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Hình 3. 5.Số lượng MNC thu được ở hai phương pháp xử lý 

 

Hình 3. 6. Hiệu suất thu hồi MNC ở hai phương pháp 

Bảng 3. 16. Kết quả phân tách MNC bằng hai phương pháp 

  Ficoll AXP 

  N (mẫu) 10 38 

Thể tích mẫu (ml) 

Mean (SD) 60,27 (5,39) 103,49 (27,44) 

Median [Min; Max] 58,3 [52; 68] 94,75 [68,3; 176] 

MNC Pre (x108) 

Mean (SD) 3,21 (1,59) 3,6 (1,52) 

Median [Min; Max] 2,39 [1,64; 7,21] 4,64 [1,65; 8,42] 

MNC pos (x108) 

Mean (SD) 2,33 (1,21) 3,44 (1,43) 

Median [Min; Max] 1,78 [1,34; 5,34] 4,27 [1,55; 7,78] 

Hiệu suất thu hồi MNC (%) 

Mean (SD) 75 (5) 96 (5) 

Median [Min; Max] 75 [65; 82] 98 [79; 100] 

P value p<0,05 
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Hiệu suất thu hồi MNC trong phương pháp sử dụng hệ thống AXP là 96 ± 5% 

tương đương với hiệu suất thu hồi trong nghiên cứu của Harris và cộng sự (cs) công 

bố năm 2007 khi sử dụng cùng hệ thống phân tách là AXP là 98,65 ± 9,16% [122] và 

cao hơn so với phương pháp sử dụng hệ thống tự động Sepax theo nghiên cứu của 

Carmen năm 2007 là 59% [123].  

Với phương pháp tách MNC sử dụng ficoll, hiệu suất thu hồi MNC là 75 ± 5%, thấp 

hơn so với phương pháp xử lý bằng hệ thống AXP (P<0,05), và có vẻ tương đồng với 

kết quả nghiên cứu của Carmen khi hiệu suất thu hồi MNC là 73% [123]. 

Với 2 phương pháp phân tách tế bào đơn nhân này, mỗi phương pháp lại có những 

đặc điểm riêng và đáp ứng những nhu cầu khác nhau để nhà trị liệu hoặc các cơ sở y 

tế có thể lựa chọn cho các mục đích ững dụng khác nhau (Bảng 3.17). 

Bảng 3.17. So sánh đặc điểm của hai phương pháp phân tách MNC 

Đặc điểm AXP Ficoll 

Chi phí 
Cao hơn (trung bình khoảng 5 

triệu/mẫu) 

Thấp hơn (trung bình khoảng 

1-1,5 triệu/mẫu) 

An toàn 

Hệ thống kín, tự động hạn chế 

khả năng lây nhiễm trong quá 

trình xử lý 

Hệ thống mở, bao gồm nhiều 

bước, nguy cơ lây nhiễm trong 

quá trình xử lý cao hơn 

Không phụ thuộc nhiều vào kỹ 

thuật người xử lý 

Phụ thuộc nhiều vào kỹ thuật 

người xử lý 

Hiệu suất 

Tỉ lệ hồng cầu cao hơn sau xử 

lý  
Tỉ lệ hồng cầu thấp sau xử lý  

Hiệu suất thu hồi MNC cao hơn  
Hiệu suất thu hồi MNC thấp 

hơn  

Thời gian xử 

lý 
30-45 phút 45-60 phút 

 

3.2. Mẫu máu ngoại vi 

3.2.1. Đặc điểm của bênh nhân 

09 bênh nhân tham gia nghiên cứu, trong đó có 3 bệnh nhân ung thư dạ 

dày, 3 bệnh nhân ung thư gan và 3 bênh nhân ung thư phổi. Độ tuổi trung bình 

là 66 ± 8,8 tuổi, trong đó bệnh nhân trẻ nhất là 53 tuổi, và bệnh nhất lớn tuổi 

nhất là 79 tuổi, chi tiết tại Bảng 3.18. 
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Bảng 3.18. Đặc điểm của bệnh nhân ung thư 

Bệnh nhân 
Tuổi tại thời 

điểm điều trị 
Giới Loại ung thư 

PT1 53 Nam Ung thư dạ dày 

PT2 55 Nam Ung thư dạ dày 

PT3 67 Nam Ung thư dạ dày 

PT4 69 Nam Ung thư gan 

PT5 79 Nam Ung thư gan 

PT6 68 Nữ Ung thư gan 

PT7 77 Nam Ung thư phổi 

PT8 61 Nam Ung thư phổi 

PT9 65 Nam Ung thư phổi 

 

3.2.2. Mẫu máu ngoại vi thu thập 

Tất cả bệnh nhân được thu thập 25-50ml máu ngoại vi để chuẩn bị cho nuôi 

cấy. Sau khi thu thập, tất cả các mẫu được phân lập tế bào đơn nhân bằng phương 

pháp ly tâm có tỉ trọng có sử dụng ficoll, tế bào đơn nhân thu được sẽ được xác định 

tỉ lệ thành phần tế bào NK bằng phương pháp dòng chảy tế bào, đồng thời tiến hành 

nuôi cấy tăng sinh tế bào NK. Số lượng tế bào đơn nhân trung bình tại thời điểm bắt 

đầu nuôi cấy là (38,5±20,2) x106 tế bào. Trong đó tế bào NK chiếm 16,7±8,4%, tương 

đương với (4,5±3,4) x 106 tế bào. Ngoài ra, tỷ lệ tế bào NK ở nhóm tuổi dưới 65 thấp 

hơn nhóm trên 65 tuổi (7,1 % so với 19,1%, p=0,0205). Hơn nữa, số lượng tế bào NK 

ở ngày bắt đầu nuôi cấy cao nhất ở bệnh nhân ung thư phổi (7,3 x106 tế bào) so với 

ung thư gan (5,4 x106 tế bào) và ung thư dạ dày (2,3 x106 tế bào), với p=0,002 (Bảng 

3.19). 
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Bảng 3.19. Mối tương quan giữa số lượng tế bào nuôi cấy ban đầu theo giới tính, 

tuổi và loại ung thư (*p<0,05) 

Tế bào nuôi cấy D0 

Tổng số lượng 

(x106) 
% NK 

Số lượng tế bào 

NK 

(Mean± SD) 
(Mean± 

SD) 
(Mean± SD) 

Trung bình 38,5±20,2 16,7±8,4 4,5±3,4 

Độ tuổi p=0,9888 p=0,0205* p=0,2251 

≤ 65 44,7±18,3 7,1±4,1 2,3±0,5 

> 65 37,0 ±21,1 19,1±7,5 5,1±3,6 

Loại ung thư p= 0,588 p=0,089 p=0,002* 

Dạ dày 34,0±16,0 9,3±3,3 2,3±0,6 

Gan 39,7±26,1 22,0±5,0 5,4±2,8 

Phổi 45,2±19,3 21,0±11,5 7,3±5,7 

 

Có thể thấy, tỉ lệ tế bào NK trong máu ngoại vi của các bệnh nhân ung thư cao 

hơn so với tỉ lệ tế bào NK trong máu cuống rốn trong nghiên cứu này. Điều này trái 

ngược hoàn toàn với các kết luận trước đây khi cho rằng tế bào NK tồn tại trong máu 

cuống rốn nhiều hơn so với máu ngoại vi [6].  

3.3. Đặc điểm quần thể tế bào máu dây rốn 

3.3.1. Tỉ lệ các loại tế bào miễn dịch (T-B-NK) trong máu dây rốn 

Trong các loại tế bào miễn dịch được tìm thấy trong máu, ba quần thể tế bào miễn 

dịch chính là tế bào lympho T, tế bào lympho B, và tế bào NK. Mỗi một loại tế bào 

có chức năng cũng như được nhận dạng bởi những đặc điểm khác nhau, cụ thể: 

 Tế bào lympho T: nằm trong quần thể lympho và được biểu hiện bởi dấu ấn 

CD3 (CD3+) 

o Lympho T CD4 hay còn gọi là tế bào T bổ trợ: nằm trong quần thể 

lympho và mang các dấu ấn CD3 và CD4 (CD3+CD4+) 

o Lympho T CD8 hay còn gọi là các tế bào lympho T gây độc (T 

cytotoxic): Nằm trong quần thể lympho và mang các dấu ấn CD3 và 

CD8 (CD3+CD8+) 
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 Tế bào lympho B: nằm trong quần thể lympho và mang các dấu ấn CD19 

nhưng không mang các dấu ấn CD3 (CD3-CD19+) 

 Tế bào NK: Nằm trong quần thể lympho và đặc trưng bởi sự không biểu hiện 

CD3 và biểu hiện CD56 trên bề mặt (CD3-CD56+). Trong quần thể tế bào này 

có 2 nhóm quần thể nhỏ, trong đó 1 nhóm biểu hiện cường độ thấp CD56 được 

gọi là NK CD56dim và 1 nhóm biểu hiện CD56 cường độ mạnh được gọi là tế 

bào NK CD56bright. Các tế bào này cũng mang những chức năng khác nhau: 

o Tế bào NK CD56dim: có khả năng tiêu diệt tế bào ung thư trực tiếp bằng 

cách tiết các chất gây độc tế bào như granzyme và perforin. 

o Tế bào NK CD56bright: đặc trưng bởi khả năng sản xuất IFN-gamma và 

TNF-alpha, từ đó kích hoạt các tế bào miễn dịch khác để tham gia quá 

trình tiêu diệt tế bào ung thư. 

Tổng số có 59 mẫu máu dây rốn được khảo sát các quần thể tế bào miễn dịch 

trong nghiên cứu này. Các quần thể tế bào được xác định bằng kỹ thuật dòng chảy tế 

bào (flow cytometry) dựa trên sự biểu hiện của các dấu ấn đặc trưng trên bề mặt tế 

bào, chi tiết thể hiện tại Hình 3.7. 

 

 

Hình 3. 7. Chiến lược phân tích quần thể tế bào T-B-NK 
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Quần thể lympho B (CD3-/CD19+) 

Kết quả khảo sát trên 59 mẫu máu dây rốn cho thấy, tỉ lệ Tế bào lympho B 

trưởng thành (CD3-/CD19+) chiếm 9,52% ± 3,28% trong quần thể lympho. Tỉ lệ này 

không khác biệt giữa nhóm trẻ có cân nặng <=3kg là 8,83% ± 2,82% và ở nhóm trẻ 

có cân nặng >3kg là 9,80% ± 3,48% (p=0,31>0,05). Trong khi đó, ở nhóm trẻ được 

sinh ra vào tuần thai thứ 37 và 38 tỉ lệ này trung bình là 8,34% ± 2,36% thấp hơn so 

với ở nhóm trẻ được sinh ra ở tuần thai 39 và 40 là 10,04% ± 3,55% (p=0,035<0,05), 

chi tiết trong Bảng 3.20. 

Bảng 3. 20.Tỉ lệ tế bào B theo cân nặng và tuổi thai 

(N=59) CD3-/CD19+ (%) 

  Mean (SD) 9,52 (3,28) 

  Median [Min; Max] 9,2 [3,5; 18,6] 

Cân nặng trẻ <=3kg >3kg P value 

N (%) 17 (28,8%) 42 (71,2%)   

Mean (SD) 8,83 (2,82) 9,80 (3,48)    >0,05 

Tuổi thai <=38 tuần >38 tuần P value 

N (%) 18 (30,5%) 41 (69,5%)   

Mean (SD) 8,34 (2,36) 10,04 (3,55) <0,05 

 

Tế bào lympho B (B cell) là một loại tế bào miễn dịch chuyên trách sản xuất 

kháng thể (antibody) để phản ứng với các tác nhân lạ như vi khuẩn, vi rút và các chất 

độc tố. Mặc dù hệ miễn dịch của trẻ sơ sinh, đặc biệt trẻ mới sinh chưa được hoàn 

thiện, nhưng nó lại có khả năng nhanh chóng đáp ứng lại với kích thích thể dịch hơn 

là tế bào lympho B của người trưởng thành [124]. 

Tỉ lệ trung bình của quần thể tế bào B trong lympho ở nghiên cứu này là 9,52% ± 

3,28%, trong đó tỉ lệ này ở máu dây rốn trẻ sinh ở tuần thai thứ 37 và 38 thấp hơn so 

với nhóm trẻ sinh ở tuần thai 39 và 40. Tỉ lệ này cao hơn một chút so với công bố của 

Moroishi và cs năm 2023 trên đối tượng là trẻ em Mỹ là 6,76% ± 2,57% (N=73) [125] 

nhưng thấp hơn so với công bố của Mendoza và cs năm 2020 trên quần thể trẻ Mexico 

là 13% (N=50) [126]. 

Quần thể CD3+/CD19+ trong lympho 

Một điều đáng chú ý,  nghiên cứu này phát hiện rạ sự tồn tại quần thể tế bào 

lai giữa lympho B và lympho T, đồng biểu hiện cả CD3 và CD19 trong máu dây rốn 
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mà trước đây y văn ít đề cập đến. Kết quả khảo sát trong nghiên cứu này cho thấy: tỉ 

lệ quần thể CD3+/CD19+ chiếm trung bình 8,59% ± 5,77% trong quần thể lympho, 

trong đó tỉ lệ trung bình ở trẻ có cân nặng >3kg là 9,78% ±5,99% cao hơn so với trẻ 

có cân nặng <=3kg với tỉ lệ này trung bình là 5,65% ± 4,24% (p<0,05). Đồng thời, 

khi khảo sát tỉ lệ quần thể này giữa các nhóm trẻ sinh ra ở những tuần thai khác nhau, 

mặc dù trong nhóm <= 38 tuần có tỉ lệ CD3+/CD19+ trung bình là 8,13% ± 5,74% 

và ở nhóm >38 tuần là 8,8% ± 5,92%, nhưng tỉ lệ này giữa 2 nhóm không có ý nghĩa 

thông kê (p>0,05), chi tiết Bảng 3.21. 

Bảng 3. 21. Tỉ lệ CD3+/CD19+ theo cân nặng và tuổi thai 

(N=59) CD3+/CD19+ (%) 

  Mean (SD) 8,59 (5,77) 

  Median [Min; Max] 8,30 [0,1; 20,4] 

Cân nặng trẻ <=3kg >3kg P value 

N (%) 17 (28,8%) 42 (71,2%)   

Mean (SD) 5,65 (4,24) 9,78 (5,99)    <0.05 

Tuổi thai <= 38 tuần >38 tuần P value 

N (%) 18 (30,5%) 41 (69,5%)   

Mean (SD) 8,13 (5,74) 8,80 (5,92) >0.05 

 

Quần thể tế bào lai giữa tế bào lympho B và lympho T, đồng biểu hiện cả CD3 

và CD19 trong máu dây rốn là quần thể rất ít được nhắc đến trong y văn từ trước đến 

nay, ngoại trừ công bố năm 2014 của Angela Nagel và cộng sự [127], hay năm 2019 

của Liora Schultz và cộng sự về việc phát hiện quần thể tế bào B CD3+CD19+ ở khối 

sản phẩm bạch cầu gạn tách từ bệnh nhân đã được ghép tế bào gốc tạo máu nửa hòa 

hợp [128] và một công bố khác của Qian Li và cs năm 2021 trên bệnh nhân nhiễm 

HIV và Mycobacterium [129]. Tất cả các công bố đều tâp trung vào phát hiện quần 

thể CD3+/CD19+ trong máu ngoại vi người trưởng thành và chưa có công bố nào 

trên quần thể lympho máu dây rốn. 

Quần thể tế bào TCD4 trong lympho 

Tỉ lệ tế bào lympho TCD4 (CD3+/CD4+) trong máu dây rốn trung bình là 

46,71% ± 8,99%. Trong đó tỉ lệ này ở nhóm trẻ có cân nặng <=3kg, là 48,83% ± 

8,64%, không có khác biệt có ý nghĩa thống kê so với ở nhóm trẻ có cân nặng >3kg, 
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là 45,85% ± 9,19% (p>0,05). Tỉ lệ tế bào TCD4 trung bình trong nhóm trẻ nữ là 

48,01% ±6,57% và ở nhóm trẻ nam là 45,64% ± 10,61% (p>0,05). 

Đối với nhóm trẻ được sinh ra ở tuần thai <=38, tỉ lệ này là 46,82% (SD=10,88, N=18) 

và ở nhóm sinh ra ở tuần thai >38 là 46,66% (SD=8,30, N=41), không thấy sự khác 

biệt có ý nghĩa thống kê về tỉ lệ tế bào TCD4 ở hai nhóm (p>0,05) (Bảng 3.22). 

Bảng 3.22. Tỉ lệ tế bào TCD4 theo cân nặng, giới tính và tuổi thai 

(N=59)  T CD4 (CD3+/CD4+) (%) 

  Mean (SD) 46,71 (8,99) 

  Median [Min; Max] 46,16 [24,36; 71,30] 

Cân nặng trẻ <=3kg >3kg P value 

N (%) 17 (28,8%) 42 (71,2%)   

Mean (SD) 48,83 (8,64) 45,85 (9,19) >0,05 

Giới tính Nữ Nam P value 

Mean (SD) 48,01 (6,57) 45,64 (10,61) P>0,05 

Tuổi thai <=38 tuần >38 tuần P value 

N (%) 18 (30,5%) 41 (69,5%)   

Mean (SD) 46,82 (10,88) 46,66 (8,30) >0,05 

 

Quần thể tế bào T CD4 này còn được gọi là tế bào T trợ giúp hay T bổ trợ (Th) 

có vai trò quan trọng trong việc giúp các tế bào B và tế bào T CD8 phát triển và hoạt 

động. T CD4 có khả năng nhận dạng các peptide từ các yếu tố lạ như vi khuẩn và vi 

rút, và phản ứng bằng cách sản xuất các cytokine và thực hiện các phản ứng khác để 

giúp kích hoạt các tế bào khác trong hệ thống miễn dịch. TCD4 cũng có vai trò quan 

trọng trong việc duy trì sự cân bằng của hệ thống miễn dịch, giúp ngăn ngừa các tổn 

thương tự miễn và đóng vai trò quan trọng trong việc phản ứng với ung thư. 

Trong nghiên cứu này, quần thể T CD4 chiếm tỉ lệ lớn nhất trong lympho với 46,71% 

± 8,99% Tỉ lệ này không khác biệt so với công bố của Eisner và cs năm 2022 trên 

quần thể người Úc là 42,57% ± 9,07% (N=742) (23), thấp hơn so với công bố của 

Mendoza là 65% [126], nhưng cao hơn so với công bố của Moroishi và cs năm 2023 

là 13,86 ± 5,05% (n=73) [125]. 

Quần thể lympho TCD8 (CD3+/CD8+)  

Tỉ lệ tế bào lympho TCD8 (CD3+/CD8+) trung bình là 22,58% ± 6,73%, 

Không tìm thấy sự khác biệt có ý nghĩa thống kê khi so sánh tỉ lệ nàyở giới tính nam 
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và nữ, cũng như trong các nhóm trẻ <=3kg với >3kg hay trẻ sinh ở tuần thai <=38 với 

nhóm >38 tuần (p>0,05). Cụ thể với nhóm trẻ có cân nặng <=3kg, tỉ lệ này là 20,83% 

(SD=4,77%; N=17) và ở nhóm trẻ có cân nặng >3kg là 23,29% (SD= 7,39%, N=42). 

Tỉ lệ này trong nhóm trẻ sinh ở tuần thai <=38 tuần là 24,41% (SD=8,34%, N=18), 

và nhóm trẻ sinh ở tuần thai >38 là 21,78% (SD=5,92%, N=41). Với trẻ nữ, tỉ lệ này 

trong quần thể máu dây rốn là 21,13 ± 5,92% trong khi ở trẻ nam là 23,73 ± 7,29%, 

chi tiết Bảng 3.23. 

Bảng 3. 23. Tỉ lệ TCD8 theo cân nặng, tuổi thai, giới tính 

(N=59) TCD8 (CD3+/CD8+) (%) 

  Mean (SD) 22,58 (6,73) 

  Median [Min; Max] 22,43 [8,6; 48,96]   

Cân nặng trẻ <=3kg >3kg P value 

N (%) 17 (28,8%) 42 (71,2%)   

Mean (SD) 20,83 (4,77) 23,29 (7,39) >0,05 

Tuổi thai <=38 tuần >38 tuần P value 

N (%) 18 (30,5%) 41 (69,5%)   

Mean (SD) 24,41 (8,34) 21,78 (5,93) >0,05 

Giới tính Nữ Nam P value 

Mean (SD) 21,13 (5,92) 23,73 (7,29) >0,05 

 

Quần thể tế bào này còn gọi là tế bào T gây độc (T cytotoxic) chúng sẽ phát 

hiện và nhận diện các kháng nguyên lạ thông qua việc gắn kết với các phân tử HLA 

(Human Leukocyte Antigen) trên bề mặt tế bào trình diện kháng nguyên và sử dụng 

các độc chất (như perforin và granzyme) để tiêu diệt tế bào bất thường. Ngoài ra, 

TCD8 còn có vai trò trong việc duy trì sự cân bằng của hệ miễn dịch bằng cách kiểm 

soát việc phát triển và hoạt động của các tế bào khác trong hệ miễn dịch, như tế bào 

TCD4, tế bào B và tế bào NK. 

Trong nghiên cứu này, quần thể này chiếm tỉ lệ là 22,58% ± 6,73% của lympho, Tỉ 

lệ này thấp hơn so với nghiên cứu của Mendoza là 32% [126] và cao hơn so với công 

bố của Moroishi và của Eisner lần lượt là 4,06% ± 2,36% và 16,2% ± 1,33% (N=742) 

[125, 130]. 
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Quần thể CD3+/CD4+/CD8+ 

Tỉ lệ quần thể CD3+/CD4+/CD8+ trung bình là 0,63% ± 0,41%, trong đó tỉ lệ 

này ở nhóm trẻ có cân nặng ≤3kg là 0,64% ±0,47%, ở nhóm trẻ cân nặng >3kg là 

0,62% ±0,40% (p>0,05). Ở nhóm trẻ sinh ở tuần thai 37 và 38, tỉ lệ quần thể này trung 

bình là 0,58% ± 0,41%, còn ở nhóm trẻ sinh ở tuần thai 39,40 là 0,65% ± 0,42% 

(p>0,05). Tỉ lệ quần thể này ở trẻ nam là 0,6% ± 0,41% và trẻ nữ là 0,67% ± 0,43%, 

không thấy sự khác biệt có ý nghĩa thống kê về tỉ lệ giữa hai nhóm này, chi tiết Bảng 

3.24. 

Bảng 3. 24. Tỉ lệ CD3+/CD4+/CD8+ theo cân nặng, tuổi thai và giới tính 

(N=59)  CD3+/CD8+/CD4+ (%) 

  Mean (SD) 0,63 (0,41) 

  Median [Min; Max] 0,51 [0,11; 1,80] 

Cân nặng trẻ <=3kg >3kg P value 

N (%) 17 (28,8%) 42 (71,2%)   

Mean (SD) 0,64 (0,47) 0,62 (0,40) >0,05 

Tuổi thai <=38 tuần >38 tuần P value 

N (%) 18 (30,5%) 41 (69,5%)   

Mean (SD) 0,58 (0,41) 0,65 (0,42) >0,05 

Giới tính Nữ Nam P value 

Mean (SD) 0,67 (0,43) 0,60 (0,41) >0,05 

 

Đây là quần thể tế bào mang đặc tính của cả tế bào T CD4 và T CD8, chúng 

vừa khả năng ức chế miễn dịch, vừa có khả năng tấn công tiêu diệt cá tác nhân lạ. 

Những nghiên cứu về quần thể tế bào này hiện không có nhiều, có thể một phần do 

chúng chỉ chiếm 1 tỉ lệ không đáng kể trong lympho và vai trò của nó còn chưa rõ 

ràng so với TCD4 và TCD8. Trong nghiên cứu này, quần thể này chỉ chiếm 0.63% ± 

0.41%, nó tương đương với công bố của Beck và cs năm 1998 là 0,7% ± 0,4% 

(N=5267) [131]. 

Tỉ lệ TCD4/TCD8 

Ngoài ra, khi phân tích tỉ lệ giữa TCD4 và TCD8 trong quần thể lympho, tỉ lệ 

TCD4/TCD8 trung bình là 2,3 ± 0,92, tỉ lệ này không khác biệt giữa trẻ trai và gái 

(p>0,05), giữa nhóm trẻ <=38 tuần và >38 tuần, cũng như nhóm trẻ sinh ra ở các bà 

mẹ ở các nhóm tuổi khác nhau (p>0,05), chi tiết được thể hiện ở Bảng 3.25. 
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Bảng 3.25. Tỉ lệ TCD4/TCD8 theo giới tính, tuổi thai và tuổi sản phụ 

N=59 Tỉ lệ CD4/CD8  

Mean (SD) 2,3 (0,92) 

Median [Min; Max] 1,99 [0,5; 5,24] 

Giới tính Nữ Nam P value 

Mean (SD) % 2,47 (0,82) 2,16 (0,99) >0,05 

Tuổi thai  ≤ 38 tuần > 38 tuần P value 

Mean (SD) % 2,09 (0,33) 2,34 (0,84) >0,05 

Tuổi mẹ 
<30 tuổi 30-40 tuổi >34 tuổi 

P value 
Mean (SD) Mean (SD) Mean (SD) 

Tỉ lệ TCD4/TCD8 2,31 (0,79) 2,17 (1,12) 2,5 (1,02) 0,689 

 

Tỉ lệ TCD4/TCD8 từ lâu được coi là chỉ báo trong việc đánh giá tình trạng một 

số bệnh lý miễn dich của cơ thể. Tỉ lệ này thấp hơn bình thường (< 1) có thể cho thấy 

rằng hệ thống miễn dịch đang phải đối mặt với một số vấn đề sức khỏe, bao gồm cả 

các bệnh nhiễm trùng, bệnh lý tự miễn, hoặc các bệnh ung thư, ở người khỏe mạnh, 

tỉ lệ này thường nằm trong khoảng từ 1-4. Trong nghiên cứu này, tỉ lệ TCD4/TCD8 

máu dây rốn là 2,3 ± 0,92, tương đương với quan sát trong nghiên cứu của D'Arena 

và cs là 1,7 ± 0,5 [132]. 

Quần thể tế bào NK (CD3-/CD56+) 

Tế bào NK trong máu dây rốn trong nghiên cứu này cũng gồm 2 nhóm quần 

thể nhỏ, quần thể tế bào NK CD56dim biểu hiện thấp CD56 và NK CD56bright biểu hiện 

mạnh CD56 trên bề mặt (Hình 3.8). Trong khi NK CD56dim có khả năng tiết các chất 

như Granzyme, Perofin mạnh hơn nên nó có khả năng tiêu diệt tế bào đích nhanh hơn 

so với NK CD56 bright. Ngược lại, NK CD56bright tập trung vào việc tiết ra cytokine và 

chemokine như IFN-γ, TNF-α, IL-10, IL-13 và IL-15,…để kích thích và điều hòa các 

phản ứng miễn dịch trong cơ thể. 
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Hình 3. 8. Quần thể tế bào NK CD56dim và CD56bright 

Trong máu dây rốn, quần thể tế bào NK CD56dim chiếm tỉ lệ cao hơn NK 

CD56bright có ở lympho với tỉ lệ trung bình 5,93% ± 4,81%, dao động trong khoảng 

[1,8% - 23,4%], trong khi NK CD56bright chiếm 0,51% ± 0,39%, dao động trong 

khoảng [0,01% – 1,8%], chi tiết Bảng 3.26. 

Bảng 3. 26.Tỉ lệ trung bình các quần thể tế bào NK 

N=59 
NK CD3-/CD56+ 

(%)  

NK CD56dim 

(%) 

NK CD56bright 

(%) 

Mean (SD) 6,4 (4,9) 5,9 (4,8) 0,5 (0,4) 

Median [Min; Max] 5,0 [2,1; 24,3] 4,5 [1,8; 23,4] 0,4 [0,01; 1,8] 

  

Bảng 3.27 thể hiện tỉ lệ các quần thể tế bào NK (CD3-/CD56+) và các quần 

thể phụ của nó trong các nhóm giới tính, tuổi thai và cân nặng của trẻ. Phân tích các 

giá trị trung bình của quần thể tế bào NK và các quần thể phụ của nó trong các cặp 

nhóm trên cho thấy không có sự khác biệt có ý nghĩa thống kê. 

 

 

 

 

 

 

 

C
D

5
6

 

CD3 



 

 

 

78 

Bảng 3. 27.Tỉ lệ các quần thể tế bào NK theo giới tính, tuổi thai, cân nặng trẻ 

  
CD3-/CD56+ 

(%) 

CD3-/CD56dim 

(%) 

CD3-/CD56bright 

(%) 

Giới tính Nữ Nam Nữ Nam Nữ Nam 

Mean (SD) 
6,24% 

(4,28%) 

6,61% 

(5,46%) 

5,73% 

(4,26%) 

6.09% 

(5.34%) 

0.51% 

(0.45%) 

0.52% 

(0.35%) 

P value >0,05 >0,05 >0,05 

Tuổi thai 
≤38 

tuần 

>38 

tuần 

≤38 

tuần 

>38 

tuần 

≤38 

tuần 

>38 

tuần 

Mean (SD) 
5,49% 

(5,08%) 

6,86% 

(4,88%) 

4,87% 

(4,77%) 

6.4% 

(4.88%) 

0.62% 

(0.52%) 

0.47% 

(0.32%) 

P value >0,05 >0,05 >0,05 

Cân nặng trẻ ≤3kg >3kg ≤3kg >3kg ≤3kg >3kg 

Mean (SD) 
5,95% 

(5,22%) 

6,65% 

(4,87%) 

5,36% 

(4,96%) 

6.16% 

(4,85%) 

0.58% 

(0,52%) 

0.49% 

(0,33%) 

P value >0,05 >0,05 >0,05 

 

Quần thể tế bào NK (CD3-/CD56+) trong nghiên cứu này chiếm tỉ lệ trung 

bình là 6,44% ± 4,9% quần thể lympho, và bao gồm 2 quần thể nhỏ là NK CD56dim 

chiếm 5,93% ± 4,81% và NK CD56bright chiếm tỉ lệ nhỏ hơn là 0,51% ± 0,39%. Tỉ lệ 

quần thể tế bào NK CD3-/CD56+ này tương đương với công bố của Moroishi và cs 

là 6,4% ± 3,2% [125], tuy nhiên lại thấp hơn so với các công bố khác như Mendoza 

và cs trên quần thể trẻ Mexico là 23% (N=73) [126], của D'Arena và cs năm 1998 là 

23,8% ± 10,1% (N=40) [132], Rabian-Herzog và cs năm 1993 là 25% ± 11% [133] 

và nghiên cứu của Beck và cs trên quần thể người đa quốc gia là 20,4% ± 7,7% 

(N=5.267) [131].  

Quần thể tế bào NKT (CD3+/CD56+) 

Tế bào NKT (Natural killer T cells) được đặc trưng bởi cả CD3 và CD56, đây 

là một loại tế bào miễn dịch đặc biệt có khả năng kết hợp giữa tính chất của cả tế bào 

T và tế bào NK. Tế bào NKT có khả năng phát hiện và phản ứng với một loạt các tác 

nhân gây bệnh, bao gồm cả vi rút, vi khuẩn và tế bào ung thư. 

Phân tích 59 mẫu máu dây rốn, NKT chỉ chiếm tỉ lệ khiêm tốn là 0,3% ± 0,53% thấp 

hơn nhiều so với quần thể tế bào NK. Trong đó, tỉ lệ quần thể này ở trẻ nữ là là 0,17% 
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± 0,1%, trẻ nam là 0,41% ± 0,7%; ở trẻ có cân nặng ≤ 3kg là 0,22% ± 0,15%, trẻ có 

cân nặng >3kg là 0,33% ± 0,53%; và ở nhóm trẻ sinh ≤38 tuần là 0,23% ± 0,19%, 

nhóm trẻ sinh >38 tuần là 0,33% ± 0,64%, tuy nhiên sự khác biệt về tỉ lệ NKT ở các 

nhóm này không khác nhau có ý nghĩa thống kê, chi tiết Bảng 3.28. 

Tế bào NKT có vai trò quan trọng trong việc điều tiết miễn dịch và giúp kích 

hoạt các tế bào T và tế bào NK trong hệ thống miễn dịch. Hơn nữa, tế bào NKT còn 

được biết đến là những tế bào chuyên trách trong việc điều tiết các phản ứng miễn 

dịch không đồng nhất, bao gồm cả phản ứng dị ứng và viêm. Trong nghiên cứu này, 

tỉ lệ quần thể tế bào này khá khiêm tốn, chỉ chiếm 0,3% ± 0,53% của lympho (Bảng 

3.28). Và số liệu này tương đồng với các công bố của Beck và cs năm 2009 là 0,15% 

± 0,14% (n=5.267) [131] và công bố của D'Arena và cs là 0,3% ± 0,3% (N=40) [132]. 

Bảng 3. 28. Tỉ lệ NKT theo giới tính, tuổi thai và cân nặng 

(N=59)  NKT (CD3+CD56+) (%) 

Mean (SD) 0,3 (0,53) 

Median [Min; Max] 0,2 [0,02; 4,10] 

 Giới tính Nữ Nam P value 

Mean (SD)% 0,17 (0,10) 0,41 (0,70)    >0,05 

 Tuổi thai ≤ 38 tuần >38 tuần P value 

Mean (SD)% 0,23 (0,19) 0,33 (0,64) >0,05 

 Cân nặng trẻ ≤ 3kg >3kg P value 

Mean (SD)% 0,22 (0,15) 0,33 (0,63) >0,05 

 

Như vậy, kết quả khảo sát 59 mẫu máu dây rốn cho thấy quần thể TCD4 

(CD3+/CD4+) chiếm tỉ lệ cao nhất là 46,71% (SD=8,99%) trong lympho, tiếp theo 

là quần thể TCD8 (CD3+/CD8+) chiếm 22,58% (SD=6,73%). Quần thể tế bào B 

trưởng thành (CD3-/CD19+) chiếm 9,52% (SD=3,28) và CD3+/CD19+ chiếm trung 

bình 8,59% (SD=5,77%) trong quần thể lympho. Quần thể tế bào NK (CD3-/CD56+) 

chiếm 6,44% (SD= 4,90), lympho T mang cả 2 marker CD4 và CD8 

(CD3+/CD4+/CD8+) chiếm 0,63% (SD= 0,41%) và quần thể tế bào NKT 

(CD3+/CD56+) chỉ chiếm 0,3% (SD=0,53%) (Hình 3.9). 
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Hình 3. 9. Tỉ lệ quần thể các tế bào miễn dịch trong máu dây rốn 

Nhìn chung, máu dây rốn là nguồn tế bào miễn dịch phong phú và đa dạng. 

Một số nghiên cứu đã cho thấy rằng các yếu tố môi trường, di truyền, và đặc biệt là 

các yếu tố tiền sản như chế độ hút thuốc, stress của mẹ, hình thức sinh… có ảnh 

hưởng đến tỉ lệ thành phần các loại tế bào miễn dịch trong máu dây rốn [134] và góp 

phần gây ra sự sai khác trong các công bố . Điều này gợi ý rằng cần thực hiện các 

nghiên cứu sâu hơn các yếu tố tác động đến tỉ lệ các loại tế bào miễn dịch trong máu 

dây rốn của trẻ sơ sinh tại Việt Nam trong tương lai. 

3.2.2. Mối tương quan giữa các quần thể tế bào miễn dịch và tế bào gốc tạo máu 

Khi đánh giá tỉ lệ các loại tế bào miễn dịch có trong quần thể lympho ở các đơn vị 

máu dây rốn có tổng số lượng HSC khác nhau, kết quả thể hiện chi tiết trong Bảng 

3.29. Trong đó: 

 Tỉ lệ tế bào lympho B ở các đơn vị máu dây rốn có tổng số lượng HSC dưới 

3,5 x106 tế bào là 10,8% (SD=3,65%), trong khi ở các đơn vị máu dây rốn có 

số lượng HSC trong khoảng 3,5 x106 – 7 x106 tế bào là 8,94% (SD= 2,95%) 

và các đơn vị có trên 7 x106 tế bào HSC là 8,8 % (SD=4,18%) (p=0,168>0,05). 

 Tỉ lệ tế bào lympho TCD4 ở các đơn vị máu dây rốn có tổng số lượng HSC 

dưới 3,5 x106 tế bào là 45,01% (SD=6,91%), trong khi ở các đơn vị máu dây 

rốn có số lượng HSC trong khoảng [3,5 x106 – 7 x106] tế bào là 49,12% 
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(SD=10,11%) và các đơn vị có trên 7 x106 tế bào HSC là 48,99% 

(SD=14,15%) (p>0,05). 

 Tỉ lệ tế bào lympho T CD8 ở các đơn vị máu dây rốn có tổng số lượng HSC 

dưới 3,5 x106 tế bào là 23,28% (SD=5,17%), trong khi ở các đơn vị máu dây 

rốn có số lượng HSC trong khoảng [3,5 x106 –7 x106] tế bào là 22,22% 

(SD=8,65%) và các đơn vị có trên 7 x106 tế bào HSC là 20,87% (SD=5,88%) 

(p>0,05). 

 Tỉ lệ tế bào NK ở các đơn vị máu dây rốn có tổng số lượng HSC dưới 3,5 x106 

tế bào là 7,39% (SD=5,49%), trong khi ở các đơn vị máu dây rốn có số lượng 

HSC trong khoảng [3,5 x106 – 7 x106] tế bào là 6,57% (SD=5,32%) và các 

đơn vị có trên 7 x106 tế bào HSC là 4,7% (SD=3,06%) (p>0,05). 

Bảng 3. 29. Tỉ lệ các loại tế bào miễn dịch theo các nhóm số lượng HSC khác 

nhau. 

HSC (CD34+) 

<3,5 x106  

tế bào 

[3,5 x106 - 7 

x106 ] tế bào 

> 7 x106  

tế bào 
p 

value (n=24) (n=21) (n=3) 

Mean (SD) Mean (SD) Mean (SD) 

Lympho B (x106 tế bào) 10,8 (3,65) 8,94 (2,95) 8,8 (4,18) >0,05 

Lympho T CD4 (x106 tế 

bào) 
45,01 (6,91) 

49,12 

(10,11) 

48,99 

(14,15) 
>0,05 

Lympho T CD8 (x106 tế 

bào) 
23,28 (5,17) 22,22 (8,65) 20,87 (5,88) >0,05 

Tế bào NK (x106 tế bào) 7,39 (5,49) 6,57 (5,32) 4,7 (3,06) >0,05 

Ngoài ra, khi phân tích mối liên hệ giữa các quần thể tế bào trong máu cuống 

rốn ở nghiên cứu này, nhận thấy rằng số lượng tế bào gốc tạo máu HSC có có mối 

tương quan thuận tương đối chặt với thể tích máu dây rốn thu được, số lượng TNC 

và MNC, với hệ số tương quan (r) lần lượt là 0,67; 0,60 và 0,57 (p<0,01). Đồng thời 

số lượng HSC tương quan thuận mức trung bình với tỉ lệ tế bào TCD4 với r=0,35 

(p=0,01). Ngược lại, số lượng HSC có mối tương quan nghịch ở mức trung bình với 

tỉ lệ tế bào lympho B, với r= (-0,35) (p=0,03). Chi tiết được thể hiện ở Bảng 3.30. 
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Bảng 3.30. Mối tương quan giữa số lượng HSC và các yếu tố khác 

Đặc điểm 

Số lượng HSCs  

Hệ số tương 

quan (r) 
P  

Tuổi thai - 0,08 0,59 

Cân nặng (kg) 0,14 0,34 

Thể tích mẫu (ml) 0,67 0,00 

TNCs (108) 0,60 0,00 

MNCs (108) 0,57 0,00 

CD19+/CD3+ B cells - 0,16 0,28 

B cell (CD19-/CD3+) - 0,30 0,03 

TCD4 cells (CD3+/CD4+) 0,35 0,01 

TCD8 cells (CD3+/CD8+) - 0,11 0,44 

NK cells -0,23 0,11 

Kết quả về mối tương quan giữa T CD4 và HSC này cũng tương đồng với 

nghiên cứu của Putrawan năm 2022 với hệ số tương quan r=0,64 (p<0,001) tuy nhiên 

tác giả này mới chỉ tiến hành nghiên cứu trên đối tượng là chuột Wistar chứ chưa 

thực hiện quan sát trên người [135]. Về lý thuyết miễn dịch học, mối quan hệ giữa 

HSC và T CD4 từ lâu đã được nghiên cứu, trong đó sự tương tác giữa các tế bào 

TCD4 và HSC là một quá trình phức tạp bao gồm các cơ chế điều hòa tạo máu, miễn 

dịch và duy trì HSC. Trong ghép HSC đồng loài, các tế bào TCD4 này hay còn gọi 

là Th hoặc T điều hòa (Treg_Regulatory T cell) có vai trò ức chế các phản ứng miễn 

dịch thải ghép. Mối quan hệ của các tế bào này đặc biệt quan trọng và góp phần vào 

sự thành công của các ca ghép tế bào gốc tạo máu, cũng như cần thiết cho hoạt động 

bình thường của hệ thống miễn dịch [136, 137]. 

Ngoài ra, kết quả nghiên cứu còn cho thấy tỷ lệ tế bào T CD4 và TCD8 có tương quan 

nghịch ở mức độ trung bình với tỷ lệ tế bào NK với hệ số tương quan lần lượt là r = 

-0,42 (p=0,01), và r = -0,27 (p=0,03). Trong khi đó, các yếu tố như tuổi thai, cân nặng 

khi sinh, thể tích mẫu, số lượng TNC, MNC, tế bào B (CD3+/CD19+) và tế bào B 

(CD3-/CD19+) không có mối tương quan tuyến tính với tỷ lệ NK (Bảng 3. 31). 
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Bảng 3.31. Tương quan của các yếu tố với tỉ lệ NK 

Đặc điểm 

Tỉ lệ tế bào NK (n=59) 

Hệ số tương quan 

(r) 
P  

Tuổi thai  0,10 0,46 

Cân nặng (kg) -0,03 0,83 

Thể tích mẫu (ml) - 0,23 0,12 

TNCs (108) - 0,01 0,99 

MNCs (108) - 0,11 0,46 

CD19+/CD3+  - 0,26 0,05 

Lympho B (CD19-/CD3+) 0,09 0,50 

 TCD4  (CD3+/CD4+) - 0,42 0,01 

T CD8 (CD3+/CD8+) - 0,27 0,03 

Trên thực tế, những công bố về đặc điểm các quần thể tế bào miễn dich trong máu trẻ 

sơ sinh tại Việt Nam hiện chưa có nhiều, do vậy, những kết quả trong nghiên cứu này 

sẽ là tiền đề cho các nghiên cứu về hồ sơ miễn dịch từ thời kỳ sơ sinh và mô hình dự 

đoán bệnh lý trong tương lai. 

3.4. Nuôi cấy chọn lọc và tăng sinh NK máu ngoại vi 

Quy trình kỹ thuật nuôi cấy tăng sinh tế bào NK máu ngoại vi được chuyển 

giao từ Nhật Bản với bộ kit môi trường nuôi cấy hoạt hóa và tăng sinh tế bào NK 

chuyên biệt, hãng BINKIT, được sử dụng trong nghiên cứu này. 

Sau 3 ngày nuôi cấy hoạt hóa đầu tiên, số lượng tế bào giảm 41,7% so với ngày bắt 

đầu nuôi cấy (D0). Sau đó, tế bào được chuyển sang nuôi cấy bằng môi trường nuôi 

cấy tăng sinh, và bổ sung môi trường mới sau cứ mỗi 2-3 ngày. Các ngày sau đó tế 

bào phát triển đạt đến pha logarit từ ngày thứ 11 của quá trình nuôi cấy và có sự thay 

đổi rõ rệt về tỉ lệ dấu ấn [46] biểu hiện trên tế bào sau nuôi cấy, chi tiết thể hiện tại 

Hình 3. 10, Hình 3.11 và Bảng 3. 32, Bảng 3.33. 
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Trước nuôi cấy Sau nuôi cấy 

Hình 3.10. Quần thể tế bào NK máu ngoại vi trước và sau nuôi cấy 

 
Hình 3. 11. Tốc độ tăng sinh của NK máu ngoại vi trong quá trình nuôi cấy 

 

Bảng 3.32 Khối tế bào NK máu ngoại vi sau nuôi cấy  

Tế bào sau 

nuôi cấy 21 

ngày 

Tỉ lệ sống 

(%) 
% NK 

Số tế bào  NK 

(x106) 

Tổng số tế bào 

(x106) 

N 

(Mean± 

SD) 

(Mean± 

SD) 
(Mean± SD) (Mean± SD) 

 

Trung bình 95,0±2,3 88,3±7,8 2659,3±1690,8 3.280,8±2.444 
9 

Độ tuổi p=0,2962 p=0,4275 p=0,0734 p=0,0759 
 

≤ 65 93,7±0,9 85,0±10,7 4212,0±2533,2 5.507,8±3.865,2 
4 



 

 

 

85 

Tế bào sau 

nuôi cấy 21 

ngày 

Tỉ lệ sống 

(%) 
% NK 

Số tế bào  NK 

(x106) 

Tổng số tế bào 

(x106) 

 

> 65 95,3±2,5 89,1±7,3 
2.271,1±1.284,

5 
2.724,0±1.787,4 

5 

Loại ung thư p= 0,083 p=0,019 p=0,256 p=0,131 
 

Dạ dày 95,2±1,1 91,1±9,5 3.255,6±1944,3 3.970,8±2.978,4 
3 

Gan 96,5±0,8 88,2±2,2 1.858,9±934,2 2.199,8±1.130,8 
3 

Phổi 91,4±2,7 83,1±11,2 3.067,6±2267,2 4.062,6±3.253,6 
3 

 

Bảng 3.33. Số lần thay đổi của quần thể tế bào 

 

Số lần tăng tổng tế 

bào 
Số lần tăng NK 

Số lần tăng tỉ lệ 

NK 

N 

(Mean± SD) (Mean± SD) (Mean± SD) 
 

Trung bình 88,9±38,6 1.132,3±940,3 7,8±6,7 
9 

Độ tuổi p=0,1962 p=0,0138* p=0,0071* 
 

≤ 65 115,3±38,0 2.295,2±2.099,3 16,5±11,6 
4 

> 65 82,3±37,4 601,6±452,5 5,7±2,8 
5 

Loại ung thư p= 0,598 p=0,000* p=0,014* 
 

Dạ dày 110,4±34,8 1.644,9±1510,7 12,3±8,5 
3 

Gan 69,6±29,0 358,3±94,7 4,3±1,7 
3 

Phổi 84,5±52,7 807,3±695,0 5,8±5,2 
3 

 
Ở ngày nuôi cấy thứ 20 – 21, số lượng và thành phần tế bào ở mỗi điều kiện 

nuôi cấy có sự thay đổi rõ rệt. Tổng số tế bào sau nuôi cấy đạt 3.280,8±2.444,0 ×106 

với số lượng tế bào NK là 2.659,3,1±1.690,8×106 chiếm 88,3±7,8% quần thể tế bào. 

Sự phát triển của tế bào NK cao ấn tượng, tăng gấp 1132,3±940,3 lần so với số lượng 

tế bào NK khi nuôi cấy ban đầu. Trong khi đó, số lượng tế bào NK ở độ tuổi dưới 65 

có khả năng tăng sinh tốt hơn với số lần tăng là 2295,2±2099,3 lần, tăng gấp 3,7 lần 

so với độ tuổi trên 65 (601,6±452,5 lần) (p=0,0138). Đặc biệt, sự phát triển của tế bào 

NK cao nhất ở ung thư dạ dày, tăng 1644,9±1510,7 lần so với ban đầu, tiếp đến là 

ung thư phổi với số lần NK tăng trung bình là 807,3±695,0 lần và ung thư gan tăng 

358,3±94,7 lần so với ban đầu (p<0,05). 
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3.5. Nuôi cấy chọn lọc và tăng sinh NK máu dây rốn 

3.5.1. Lựa chọn môi trường nuôi cấy 

Mục tiêu của nghiên cứu là xây dựng được quy trình nuôi cấy tăng sinh tế bào 

NK hiệu quả, hướng đến sử dụng cho lâm sàng. Do vậy, các sản phẩm môi trường 

nuôi cấy thương mại đã được đánh giá an toàn trong lâm sàng là lựa chọn đặt lên hàng 

đầu.  

Tại thời điểm triển khai nghiên cứu, trên thị trường Việt Nam chỉ có duy nhất 

2 loại môi trường nuôi cấy tăng sinh NK là BINKIT và bộ kit hoạt hóa và tăng sinh 

tế bào NK của hãng Corning (mã 88-570), sau đây được gọi là “môi trường A”. Cả 

hai loại môi trường này được công bố có các thành phần tương tự nhau. Với môi 

trường A, các công bố về hiệu quả nuôi cấy tế bào NK không nổi bật, cũng như chất 

lượng của NK sau nuôi cấy mới chỉ được tiến hành thử nghiệm trên mô hình động 

vật, chưa được đánh giá trên lâm sàng. Trong khi đối với sản phẩm môi trường nuôi 

cấy tăng sinh tế bào NK của hãng BINKIT do viện trị liệu sinh học Nhật Bản (BIJ) 

sáng chế, các công bố đã cho thấy kết quả tăng sinh NK từ nguồn máu ngoại vi rất 

nổi bật, đồng thời các sản phẩm NK này cũng đã được đánh giá về độ an toàn cũng 

như hiệu quả điều trị trên lâm sàng, trên các đối tượng là người tình nguyện tại Nhật 

Bản và Việt Nam [65, 66, 138-140]. Kế thừa các kết quả nghiên cứu trên đối tượng 

tế bào NK máu ngoại vi, nghiên cứu này tiếp tục lựa chọn môi trường nuôi cấy này 

để tăng sinh tế bào NK máu dây rốn trong bước nghiên cứu tiếp theo. 

Tuy nhiên, để có thêm cơ sở, thử nghiệm nhỏ nhằm so sánh hiệu quả tăng sinh tế 

bào NK máu cuống rốn từ hai loại môi trường khác nhau được tiến hành. Mẫu máu 

dây rốn của cùng em bé được phân tách MNC bằng ly tâm tỉ trọng sử dụng ficoll và 

tiến hành nuôi cấy trong 3 điều kiện khác nhau với cùng số lượng tế bào ban đầu, cụ 

thể: 

 Môi trường A: Hoạt hóa và tăng sinh NK bằng bộ kit môi trường A 

 A + BINKIT: Hoạt hóa NK 3 ngày đầu bằng BINKIT, những ngày tiếp theo 

nuôi cấy bằng môi trường A 

 BINKIT: Hoạt hóa và nuôi cấy tăng sinh bằng BINKIT 

 Kết quả được thể hiện trên Hình 3.12. và 3.13 
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Hình 3.12. So sánh số lượng NK nuôi cấy trong các điều kiện môi trường khác nhau  
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Hình 3.13. Tỉ lệ NK sau 7 ngày nuôi cấy trong các điều kiện môi trường khác nhau 

Số lượng tổng tế bào nuôi cấy bằng BINKIT và kết hợp giữa BINKIT và môi 

trường A cho kết quả tương đương nhau, với tổng số tế bào tăng sau 21 ngày nuôi 

cấy là từ 31,6 đến 51,6 lần, trong khi môi trường nuôi cấy A có số lượng tổng tế bào 

chỉ tăng lên 3,1 lần. Không chỉ vậy, tại ngày nuôi cấy thứ 7, tỉ lệ quần thể tế bào NK 

ở môi trường A là 13,1%, trong khi môi trường BINKIT là 78,2%, và lô kết hợp là 

80,2%. 

Mặc dù thử nghiệm không được lặp lại nhiều lần, tuy nhiên, với kết quả thử 

nghiệm ban đầu như trên, và các bằng chứng khoa học về đánh giá tính an toàn, hiệu 

quả của môi trường BINKIT đã công bố (đây là tiêu chí quan trọng đặt lên hàng đầu 

của nghiên cứu), đã củng cố cho sự lựa chọn môi trường BINKIT là môi trường để 

nuôi cấy tăng sinh NK trong toàn bộ nghiên cứu này. 
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3.5.2. Lựa chọn thời gian nuôi cấy 

Vì chi phí thực hiện cho mỗi lần nuôi cấy tương đối lớn, do vậy chỉ có 02 mẫu 

máu dây rốn được tiến hành khảo sát quá trình nuôi cấy tế bào NK trong 23-25 ngày. 

Kết quả cho thấy, số lượng tế bào bắt đầu giảm kể từ ngày nuôi cấy thứ 21 trở đi 

(Hình 3.14), điều này hoàn toàn phù hợp với khuyến cáo của nhà sản xuất kit cũng 

như những kết quả nghiên cứu trên đối tượng là tế bào máu ngoại vi. Do vậy, trong 

tất cả các khảo sát sau này trên đối tượng máu dây rốn của nghiên cứu này, ngưỡng 

nuôi cấy và theo dõi là 21 ngày là tối đa. 

 

Hình 3. 14. Khảo sát số lượng tế bào trong 23-25 ngày nuôi cấy (n=2) 

3.5.3. Hình thái tế bào trong quá trình nuôi cấy 

Quá trình nuôi cấy tế bào diễn ra trong vòng 21-25 ngày, trong điều kiện 37oC, 

5% CO2. Tại thời điểm ngày nuôi cấy đầu tiên, MNC máu dây rốn được phân tách 

sử dụng ficoll (đối với cả những mẫu trước đó được phân tách bằng hệ thống AXP). 

Khối MNC nuôi cấy thực tế vẫn còn các tế bào hồng cầu lẫn cùng với tế bào bạch 

cầu. Các tế bào bạch cầu tròn, sáng, nhân bắt màu thuốc nhuộm Turk’s màu tím và 

dễ dàng quan sát trên kính hiển vi, một số tế bào hồng cầu chưa được ly giải có hình 

tròn, sáng và không bắt màu thuốc nhuộm (Hình 3.15-A, B) 

Tế bào được nuôi cấy 3 ngày đầu tiên với mật độ từ 1-1,5 x 106 tế bào/ml trong môi 

trường nuôi cấy chọn lọc ban đầu. Đến ngày thứ 3, môi trường nuôi cấy kích thích 

ban đầu được ly tâm loại bỏ, thay vào đó là môi trường nuôi cấy tế bào NK cơ bản và 

huyết thanh với nồng độ 5-10%. 

Từ ngày thứ 5 trở đi, số lượng tế bào hồng cầu trong mẫu nuôi cấy giảm rõ rệt, lúc 

này có thể kiểm tra số lượng tế bào và xác định tỉ lệ tế bào sống bằng thuốc nhuộm 

xanh trypan.  
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Từ ngày thứ 6,7 hình thành một số cụm tế bào (Hình 3.15-C), hình thái tế bào trong 

quần thể thay đổi và không đồng nhất, phù hợp với các mô tả tế bào NK trong các 

công bố trước đây. Có 2 kiểu hình thái tế bào có nhân quan sát được trong chai nuôi 

cấy: 

 Kiểu tế bào tròn, có một nhân ở chính giữa (mũi tên trong hình 3.15-D) 

 Kiểu tế bào không đồng đều, thành tế bào lồi lõm tạo thành một số eo thắt. 

Nhân tế bào lớn (Ngôi sao trong hình 3.15-D) 

 

Hình 3. 15. Sự thay đổi hình thái tế bào trong quá trình nuôi cấy 

A, B) Tế bào tại ngày bắt đầu nuôi cấy, tế bào bạch cầu bắt màu thuốc nhuộm màu 

tím, hồng cầu tròn, sáng, kích thước nhỏ, không bắt màu thuốc nhuộm (mũi tên đỏ); 

C) Tế bào ngày nuôi cấy thứ 7, mũi tên- cụm tế bào; D) Tế bào ngày 7, mũi tên – tế 

bào tròn, hình sao – tế bào không đồng đều; E) Tế bào ngày 14, mũi tên – cụm tế 

bào lớn, hình sao – tế bào không đồng đều. 
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Từ ngày thứ 14 trở đi, số lượng cụm tế bào cũng như kích thước cụm tế bào 

tăng lên rõ rệt (Mũi tên, hình 3.15-E), tỉ lệ các tế bào có hình thái không đồng nhất 

tăng lên so với các ngày nuôi cấy trước đó (hình sao, hình 3.15-F) và tỉ lệ này khác 

nhau tùy vào từng mẫu. 

Từ ngày thứ 21 trở đi, tế bào có xu hướng nhỏ dần về kích thước, song song với sự 

suy giảm số lượng tế bào. 

3.5.4. Quần thể tế bào NK (CD3-/CD56+) nuôi cấy chọn lọc 

3.5.4.1. Sự thay đổi kiểu hình miễn dịch của quần thể tế bào NK máu dây rốn trong 

quá trình nuôi cấy 

Khảo sát kiểu hình miễn dịch quần thể tế bào NK ở 4 mẫu cho thấy sự thay 

đổi ngoạn mục về tỉ lệ tế bào NK trong quá trình nuôi cấy. 

Quần thể tế bào ban đầu với tỉ lệ NK (CD3-/CD56+) trung bình là 4,88 % ±1,51%, 

đến ngày nuôi cấy thứ 3, tỉ lệ NK CD3-/CD56+ tăng lên là 11,58% ± 8,97%, ngày 

thứ 6 là 37,35% ± 10,83%, ngày thứ 8 là 67,85% ± 12,7% và ngày thứ 10 là 75,68% 

± 8,78%. Giai đoạn từ ngày thứ 3 đến ngày nuôi cấy thứ 10 này là giai đoạn gia tăng 

tỉ lệ NK lớn nhất trong suốt quá trình nuôi cấy (Hình 3.16).  
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Hình 3. 16. Tỉ lệ % NK (CD3-/CD56+) trong quá trình nuôi cấy (n=4) 

Từ ngày nuôi cấy thứ 10 trở đi, tốc độ gia tăng tỉ lệ NK trong quần thể chậm lại, cụ 

thể, đến ngày thứ 13, tỉ lệ NK là 79,17% ± 10,74%, ngày thứ 15 đạt 80,67% ± 11,02%, 

ngày thứ 17 là 82,96% ± 8,8%, ngày thứ 19 là 85,06% ± 9% và ngày thứ 21 là 87,35% 

± 9,22%, chi tiết Bảng 3.34.  
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Bảng 3. 34. Tỉ lệ % NK thay đổi trong quá trình nuôi cấy 

Ngày nuôi 

cấy 
Mean (%) SD (%) N 

 Day 0 4,88  1,51  4 

 Day 3 11,58  8,97  4 

 Day 6 37,35  10,83  4 

 Day 8 67,85  12,70  4 

 Day 10 75,68  8,78  4 

 Day 13 79,17  10,74  4 

 Day 15 80,67  11,02  4 

 Day 17 82,96  8,80  4 

 Day 19 85,06  9,00  4 

 Day 21 87,35  9,22  4 

Một điều đáng chú ý là, từ quần thể tế bào NK ban đầu bao gồm 2 quần thể 

phụ là CD3-/CD56+ dim biểu hiện thấp CD56 chiếm ưu thế so với quần thể thứ 2 là 

CD3-/CD56+bright biểu hiện mạnh CD56, sau 21 ngày nuôi cấy, tỉ lệ quần thể tế bào 

CD3-/CD56+bright đã chiếm gần như toàn bộ quần thể tế bào NK hoạt hóa. Chi tiết 

được thể hiện tại hình 3.17. 

Sự chuyển đổi tỉ lệ hai quần thể tế bào NK CD56dim và CD56bright được bắt đầu thể 

hiện sau 5-6 ngày nuôi cấy đầu tiên và gia tăng mạnh trong các ngày sau đó, đặc biệt 

là giai đoạn từ ngày nuôi cấy thứ 14-15 và đạt cực đại vào ngày nuôi cấy thứ 21. Kết 

quả này phản ánh hiệu quả cũng như vai trò của các yếu tố hoạt hóa trong môi trường 

nuôi cấy, bao gồm các yếu tố như CD16, OKT432, IL2,… Quá trình chuyển đổi các 

quần thể tế bào trong quá trình nuôi cấy có thể giải thích như sau: 

 Các tế bào NK, đặc biệt NK CD56dim biểu hiện mạnh yếu tố hoạt hóa CD16, 

tương tác và được hoạt hóa bởi kháng thể kháng CD16 gắn trên bề mặt chai 

nuôi cấy. Quá trình này dẫn đến việc hoạt hóa NK để có thể sản xuất nhiều 

cytokine và chemokin như IFN-γ, TNF-α,…Đồng thời tế bào NK sau khi được 

hoạt hóa bởi kháng thể kháng CD16 sẽ mất dần sự biểu hiện của CD16 trên bề 

mặt của chúng, song song với biểu hiện mạnh CD56 [141, 142].  

 Tế bào HSC biệt hóa thành tế bào NK CD56bright, sau đó các tế bào CD56bright 

này có thể tạo ra các tế bào CD56 dim mang khả năng gây độc trực tiếp cao 
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hơn. Ngoài ra, các tế bào NK CD56bright này từ lâu đã được biết đến là có đặc 

trưng bởi đầu telomere dài hơn và biểu hiện CD94 mạnh hơn so với NK 

CD56dim [143, 144]. Điều này cho thấy rằng chúng có khả năng tồn tại và phân 

chia lâu dài hơn CD56dim.  

 Các yếu tố như OK432 và IL2 có trong môi trường nuôi cấy sơ cấp hoặc được 

kích thích tiết ra từ các tế bào đơn nhân làm gia tăng khả năng tăng sinh, biệt 

hóa của NK đầu dòng, tăng khả năng tiêu diệt và sản xuất cytokine của NK 

[145, 146]. 

 Ở giai đoạn nuôi cấy thứ cấp, dưới tác dụng của IL-2, và các yếu tố kích thích 

tăng trường có trong tiểu cầu được giải phóng, NK tiếp tục được kích thích 

tăng sinh và gia tăng hoạt tính của nó [145]. 

 
Hình 3. 17. Kiểu miễn dich quần thể tế bào NK máu dây rốn trong quá trình nuôi  

A) Ngày nuôi cấy đầu tiên (Day 0), tỉ lệ NK CD56dim là 7,9%, trong khi CD56bright 

là 0,2%; B) Ngày nuôi cấy thứ 6 (Day 6); C) Ngày nuôi cấy thứ 15 (Day 15); 

D) Ngày nuôi cấy thứ 21 (Day 21) tỉ lệ NK CD56dim là 2,2%, trong khi 

CD56bright là 94,4% 
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Như vậy, từ lý thuyết đến thực tiễn, sản phẩm tế bào NK sau hoạt hóa và tăng 

sinh trong nghiên cứu này có độ đồng nhất tương đối cao, trong đó các tế bào NK 

CD56bright chiếm tỉ lệ chủ yếu. Các tế bào này, từ lâu đã được biết đến với sự biểu 

hiện thấp (hoặc không biểu hiện) CD16 và khả năng tiết cytokine, chemokine cao 

hơn quần thể tế bào NK CD56dim. 

3.5.4.2. Hiệu quả nuôi cấy chọn lọc NK 

Kết quả nuôi cấy tăng sinh NK trên 7 mẫu máu dây rốn cho thấy quần thể tế 

bào NK (CD3-/CD56+) có biến động tăng từ 6,38% ± 4,87% ban đầu lên 77,39% 

±19,11% (tương đương với việc tăng tỉ lệ trung bình 11,6 lần), chi tiết được thể hiện 

ở Bảng 3.35 và Hình 3.18. 

Bảng 3.35. Tỉ lệ quần thể tế bào NK (CD3-/CD56+) trước và sau nuôi cấy 

Mẫu Day 0 (%) Day 21 (%) 

NK 01 6,1 72 

NK 02 3,1 36,7 

NK 03 17,53 88,1 

NK 04 1,7 72,8 

NK 05 5,2 79,1 

NK 06 7,2 96,84 

NK 07 3,8 96,24 

Min 1,7 36,7 

Max 17,53 96,84 

Mean 6,38 77,40 

SD 4,87 19,11 

N 7,00 7,00 
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Hình 3. 18. Tỉ lệ quần thể tế bào NK trước và sau nuôi cấy  

  Mẫu NK 01 có tỉ lệ quần thể tế bào NK (CD3-/CD56+) tăng từ 6,1% lên &,2%, mẫu NK 

02 tăng từ 3,1% lên 36,1%, NK 03 tăng từ 17,52% lên 88,1%, mẫu NK 04 tăng từ 1,7% lên 

72,8%, mẫu NK 05 tăng từ 5,2% lên 79,1%, mẫu NK 06 tăng từ 7,2% lên 96,84% và mẫu 

NK 07 tăng từ 3,8% lên 96,24% sau 21 ngày nuôi cấy. 

3.5.5. Kiểu hình miễn dịch của các quần thể tế bào khác trong quá trình nuôi cấy 

3.5.5.1. Kiểu hình quần thể HSC  

Khảo sát quần thể HSC (CD34+) ở 03 mẫu tế bào nuôi cấy trong 21 ngày cho thấy tỉ 

lệ tế bào HSC giảm dần theo thời gian và đến khoảng ngày nuôi cấy thứ 10-15, HSC 

không còn tồn tại trong quần thể tế bào nuôi cấy (Hình 3.19).  
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Hình 3. 19. Tỉ lệ HSC thay đổi trong quá trình nuôi cấy (n=3) 

Ở ngày nuôi cấy đầu tiên, tỉ lệ HSC trung bình là 0,47% ± 0,21%, ở ngày nuôi cấy 

thứ 3 (tức sau giai đoạn nuôi cấy sơ cấp), tỉ lệ này giảm mạnh xuống còn 0,29% ± 
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0,06%. Tiếp đó, ở các ngày nuôi cấy thứ 6 là 0,16% ± 0,06%; ngày thứ 8 là là 0,1 ± 

0,04% và đến ngày 15 tỉ lệ HSC ở cả 3 mẫu đều là 0%, chi tiết Bảng 3.36. 

Bảng 3. 36. Tỉ lệ HSC thay đổi trong quá trình nuôi cấy (n=3) 

Ngày nuôi cấy Mẫu 01 Mẫu 02 Mẫu 03 

D0 0,2 0,7 0,5 

D3 0,32 0,21 0,35 

D6 0,07 0,2 0,21 

D8 0,05 0,09 0,15 

D10 0,02 0 0,05 

D13 0,05 - 0 

D15 0 - - 

D17 - - - 

D19 - - - 

D21 - - - 

Rất nhiều nghiên cứu đã chỉ ra vai trò của HSC trong việc thúc đẩy biệt hóa 

thành dòng tế bào NK. Trong một số nghiên cứu, để gia tăng hiệu quả của quá trình 

nuôi cấy tăng sinh tế bào NK, bước kích thích tăng sinh HSC được tiến hành trước 

tiên với sự hiện diện của các chất kích thích tăng trưởng đã được đề cập ở trên trong 

thời gian từ 1-4 tuần, sau đó mới đến các bước hoạt hóa tăng sinh tế bào NK. Tuy 

nhiên trong nghiên cứu này, do tỉ lệ HSC ban đầu trong khối tế bào thấp (<1%)  

3.5.5.2. Tính chọn lọc của môi trường nuôi cấy tế bào NK 

Nghiên cứu tiến hành đánh giá sự thay đổi về tỉ lệ các loại tế bào miễn dịch 

như NK (CD3-/CD56+), NKT (CD3+/CD56+), T CD4 (CD3+/CD4+), T CD8 

(CD3+/CD8+) trong khối tế bào trước và sau nuôi cấy 21 ngày trên 7 mẫu. 

Kết quả cho thấy rõ sự thay đổi rất lớn về tỉ lệ các tế bào miễn dịch trong quần thể tế 

bào trước và sau nuôi cấy. Cụ thể, ngoài quần thể tế bào NK (CD3-/CD56+) có biến 

động tăng từ 6,38% ± 4,87% ban đầu lên 77,39% ±19,11% (tương đương với việc 

tăng tỉ lệ 11,6 lần), Không chỉ vậy, quần thể tế bào NKT (CD3+/CD56+) cũng có 

biến đổi theo chiều hướng tăng, từ 0,09% ± 0,03% lên 6,21% ±7,44%. 

Hai quần thể tế bào có xu hướng giảm tỉ lệ trong quá trình nuôi cấy là T CD4 

(CD3+/CD4+) và TCD8 (CD3+/CD8+) với tỉ lệ ban đầu lần lượt là 39,51% ± 11,3% 

và 20,84% ± 4,07%, sau khi nuôi cấy 21 ngày là 5,31% ± 5,03% và 3,47% ± 3,19%, 
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tương đương với tỉ lệ giảm 7,44 và 6 lần (chi tiết thể hiện trong Bảng 3.37 và Hình 

3.20). 

Bảng 3. 37.Tỉ lệ các quần thể miễn dịch trước và sau nuôi cấy 21 ngày 

 Quần thể tế bào 
Trước nuôi cấy 

Mean (SD)% 

Sau nuôi cấy 

Mean (SD)% 
N 

Đánh 

giá 

NK (CD3-/CD56+) 6,38 (4,87) 77,39 (19,11) 7 Tăng 

NKT (CD3+/CD56+) 0,09 (0,03) 6,21 (7,44) 7 Tăng 

T CD4 (CD3+/CD4+) 39,51 (11,3) 5,31 (5,03) 7 Giảm 

T CD8 (CD3+/CD8+) 20,84 (4,07) 3,47 (3,19) 7 Giảm 
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Hình 3. 20. Tỉ lệ các quần thể miễn dịch trước và sau nuôi cấy 21 ngày 

3.5.6. Sự thay đổi về số lượng tế bào nuôi cấy 

Trong 7 mẫu tế bào nuôi cấy, tổng số lượng tế bào ban đầu là 45,02 x106 ± 

15,75 x106, trong đó 2,8 x106 ± 1,9 x106 là tế bào NK (CD3-/CD56+), sau 21 ngày 

nuôi cấy, tổng số lượng tế bào là 2.115,4 x106± 1.040,1 x106, trong đó có 1.762,7 

x106 ± 1.141,1 x106 là tế bào NK, tương đương với việc số lượng tổng tế bào tăng lên 

46,06 ± 14,21 lần và số lượng tế bào NK tăng lên 840,7 ± 550,4 lần, chi tiết thể hiện 

trong Bảng 3.38. 

Bảng 3. 38.Tổng số lượng tế bào và tế bào NK sau 21 ngày nuôi cấy 
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Tế bào tổng số  

(x106) 

(Mean±SD) 

NK (CD3-/CD56+)  

(x106) 

(Mean±SD) 

N 

Số lượng D0 45,02 ± 15,75 2,8 ± 1,9 7 

Số lượng D21 2.115,4 ± 1.040,1 1.762,7 ± 1.141,1 7 

Số lần tăng 46,06 ± 14,21 840,7 ± 550,4 7 

 

Có thể thấy rằng, mặc dù số tế bào NK tăng thay đổi rất nhiều ở những mẫu 

khác nhau, nhưng đặc điểm chung của chúng là môi trường nuôi cấy có tính chọn lọc 

dòng tế bào NK cao. Khối tế bào NK sau nuôi cấy có độ đồng nhất (NK purity) cao, 

và tăng sinh rất nhiều lần so với khối tế bào ban đầu (Hình 3.21). 
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Hình 3. 21. Số lượng tế bào NK và tổng số lượng tế bào trong quá trình nuôi cấy 

A) Số lần tăng số lượng tế bào sau 21 ngày nuôi cấy (N=7) 

B) Số lần tăng số lượng tế bào trong 21 ngày nuôi cấy 

Sau giai đoạn nuôi cấy sơ cấp 3 ngày đầu, hầu hết các mẫu có số lượng tế bào 

giảm so với tế bào nuôi cấy ban đầu, cụ thể 5/7 mẫu có số lượng tế bào Day 3 giảm 

so với Day 0; trong 7 mẫu khảo sát, 1 mẫu có số lượng tế bào không đổi và 1 mẫu có 

số lượng tế bào tăng lên. Nguyên nhân của việc giảm này là do tác dụng của các chất 

hoạt hóa, cụ thể kháng thể kháng CD3 liên kết với thụ thể CD3 trên bề mặt tế bào 

lympho ban đầu dẫn đến kích hoạt tế bào lympho T giải phóng các cytokine, nhưng 

sau đó gây ra quá trình chết theo chương trình (apoptosis) của các tế bào T [147]. Từ 

ngày nuôi cấy thứ 8 đến ngày nuôi cấy 21 là giai đoạn sinh trưởng mạnh nhất của tế 

bào. Sau ngày 21, tế bào có xu hướng lão hóa, giảm về số lượng. Hình 3.22 và hình 

A B 
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3.23 thể hiện chi tiết số lần tăng tổng số lượng tế bào và số lượng tế bào NK theo thời 

gian nuôi cấy. 
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Hình 3. 22. Số lần tăng tổng số lượng tế bào trong 21 ngày nuôi cấy (N=7) 
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Hình 3. 23. Số lượng tế bào NK (CD3-/CD56+) trong quá trình nuôi cấy (N=4) 

Như vậy, tỉ lệ tế bào NK (CD3-/CD56+) và HSC (CD34+) trong quần thể tế 

bào đơn nhân máu dây rốn ban đầu trước nuôi cấy chỉ chiếm tỉ lệ lần lượt là 6,38% ± 

4,87% và dưới 1%. Tuy nhiên sau 21 ngày nuôi cấy, tỉ lệ quần thể tế bào NK này đã 

lên tới 77,4% ± 19,1% với trung bình 1,762.7 x106 ± 1,141.1 x 106 (trong khoảng từ 

372 – 3681 x 106) tế bào và 840 ± 550 lần tăng số lượng tế bào NK (trong khoảng 

141 – 1934 lần), trong khi số lượng của tế bào HSC (CD34+) giảm dần và không còn 

sau 10-15 ngày nuôi cấy. Điều này cho thấy, mặc dù HSC là loại tế bào biệt hóa rất 

nhanh, nhưng hỗn hợp các yếu tố kích thích sinh trưởng có trong môi trường nuôi cấy 

tế bào NK, bao gồm các chất kích thích tăng trưởng trong huyết thanh bất hoạt nhiệt 
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không chỉ kích thích tăng sinh tế bào NK mà còn duy trì tính gốc của HSC và kích 

thích biệt hóa thành tế bào NK. 

Phân tích về tỉ lệ HSC thay đổi trong quá trình nuôi cấy, kết quả của nghiên 

cứu này tương đồng với công bố của Maria João Pinho và cộng sự năm 2011 khi nuôi 

cấy tăng sinh tế bào NK từ HSC (CD34+). Sau 7-28 ngày, HSC không còn trong môi 

trường nuôi cấy, thay vào đó là tỉ lệ tế bào NK tăng lên cao [148]. Nhưng kết quả 

nghiên cứu này khác biệt so với kết quả của Kao và cộng sự năm 2007 khi nuôi cấy 

tăng sinh HSC trong 1 tuần sau đó là nuôi cấy biệt hóa tế bào HSC thành tế bào NK 

trong vòng 6 tuần tiếp theo bằng môi trường chứa các chất kích thích tăng trưởng cho 

cả NK và HSC như TPO, SCF, FL, IL-2, IL-3, IL-6, IL-7, IL-12, IL-18, IL-15, 

GMCSF, GCSF…mặc dù tỉ lệ HSC giảm, nhưng sau 6 tuần nuôi cấy, tỉ lệ tế bào HSC 

vẫn đạt dưới 3%, tỉ lệ tế bào NK đạt 54.2% [149]. Nguyên nhân của sự khác biệt này 

có thể do nguồn tế bào ban đầu để nuôi cấy biệt hóa tế bào NK là tế bào HSC trong 

nghiên cứu của Kao đã qua quá trình chọn lọc đặc hiệu (sorting) và có độ tinh khiết 

là 99% thay vì hỗn hợp MNC chỉ chứa tế bào HSC dưới 1% như ở nghiên cứu này. 

Hơn nữa, môi trường nuôi cấy của Kao không chỉ bao gồm các chất kích thích tăng 

sinh hoạt hóa tế bào NK mà còn chứa các chất kích thích tăng sinh tế bào HSC được 

duy trì và bổ sung liện tục trong thời gian dài nuôi cấy. Còn trong nghiên cứu này, 

một số thành phần kích thích HSC (nếu có) chỉ tồn tại trong huyết thanh bất hoạt nhiệt 

được bổ sung vào môi trường với tỉ lệ 5-10%. Nồng độ các chất chưa được xác định 

và chỉ được duy trì nuôi cấy trong thời gian ngắn.  

Khi so sánh với các kết quả của các nghiên cứu khác, quan sát thấy có sự khác 

nhau về hiệu quả tăng sinh NK bao gồm tăng sinh về số lượng cũng như tính đồng 

nhất cuả quần thể tế bào NK sau nuôi cấy. 

Năm 2011, Jan Sphanholtz và nhóm nghiên cứu của ông cũng đã báo cáo kết quả của 

họ về sự khác biệt của tế bào NK với các tế bào CD34+ máu dây rốn. Các tế bào gốc 

tạo máu HSC máu dây rốn được nuôi cấy trong 2 tuần. Từ ngày thứ 14, các tế bào 

được nuôi cấy theo 2 phương pháp: 

 Ở phương pháp thứ nhất, Jan Sphanholtz sử dụng túi nuôi cấy để tăng sinh tế 

bào HSC và kết hợp với môi trường chứa SCF, IL-7, IL-15 và IL-2 trong vòng 

6 tuần. Kết quả là, tổng số tế bào trung bình tăng 1300 lần, sản phẩm tế bào 

NK có số lượng 900-1.900 x 106 và tỉ lệ CD3-/CD56+ là 71% ± 9% (n=3) 

[150]. Ở phương pháp này tỷ lệ tế bào NK và số lượng tế bào NK không có sự 

khác biệt nhiều so với kết quả của nghiên cứu này. Mặc dù số lần tăng sinh tế 

bào NK trong nghiên cứu của Jan Sphanholtz cao hơn, nhưng vì quy trình nuôi 

cấy của họ kéo dài 6 tuần, trong khi quy trình của nghiên cứu này là 3 tuần (21 
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ngày), do vậy có thể nói số lần tăng sinh tế bào NK không thực sự nổi bật hơn 

so với nghiên cứu này.  

 Trong phương pháp thứ hai, Jan Sphanholtz sử dụng hệ thống bioreactor để 

nuôi cấy tế bào và thu được kết quả tốt hơn so với phương pháp đầu tiên và 

cũng tốt hơn so với kết quả trong nghiên cứu này: Số lần tăng lên của tế bào 

là 2.100 lần, sản phẩm tế bào NK có độ tinh khiết cao với 92% ± 2% và tổng 

số tế bào NK là 1.600 – 3.700 x 106 tế bào (n=3) [150].  

Năm 2014, nhóm nghiên cứu của Hiroshi Terunuma cũng tiến hành thí nghiệm 

nuôi cấy tăng sinh tế bào NK từ máu ngoại vi cũng bằng bộ hóa chất BINKIT, kết 

quả cho thấy số lần tăng sinh tối đa của các tế bào NK là 161 lần và tỉ lệ CD3-/CD56+ 

sau nuôi cấy tối đa là 78% [151]. Kết quả tăng sinh số lượng tế bào NK này thấp hơn 

so với kết quả tăng sinh tế bào NK từ máu ngoại vi trên bệnh nhân ung thư (1.132,3 

± 940,3 lần) và trên cả tế bào NK từ máu dây rốn (840,7 ± 550,4 lần) ở nghiên cứu 

này. Vì máu dây rốn không chỉ là nguồn chứa tế bào NK chưa trưởng thành mà còn 

chứa cả tế bào gốc HSC có khả năng biệt hóa thành tế bào NK đầu dòng, cả hai loại 

tế bào này đều có khả năng phát triển thành tế bào NK hoạt hóa trưởng thành, do đó 

hiệu quả tăng sinh NK máu dây rốn vẫn còn có khả năng cao hơn rất nhiều khi tiến 

hành triển khai thêm giai đoạn tăng sinh HSC trước khi tăng sinh và biệt hóa tế bào 

NK. 

Năm 2013, trong báo cáo của Nina Shah và các đồng nghiệp được công bố tỷ lệ 

tế bào NK (CD56+CD3-) có nguồn gốc từ máu dây rốn tươi tăng sinh là > 95% và số 

lượng tế bào NK trung bình gấp 1.848 lần so với ban đầu, trong khi NK từ máu dây 

rốn đông lạnh tăng sinh trung bình gấp 2.389 lần sau 14 ngày nuôi cấy. Kết quả trên 

cao hơn nhiều so với kết quả của nghiên cứu này. Nguyên nhân chính có thể là do sự 

khác biệt trong phương pháp tăng sinh tế bào NK máu dây rốn. Nina Shah đã sử dụng 

tế bào trình diện kháng nguyên nhân tạo (aAPC_ artificial antigen presenting cell) và 

các cytokine bao gồm IL-2, IL-15 và FLT-3. aAPC đã dẫn đến việc tạo ra các tế bào 

NK máu dây rốn nuôi cấy biểu hiện gia tăng của các thụ thể kích hoạt tế bào NK, và 

biểu hiện perforin và granzyme tăng lên.[152]. Kết quả trên thực sự ấn tượng bởi tuy 

thời gian nuôi cấy ngắn hơn nhưng số lượng tế bào NK và tỷ lệ tế bào NK đều cao 

hơn nhiều so với kết quả của nghiên cứu này. Điều này chứng tỏ rằng mặc dù có một 

số chất bổ sung tăng trưởng tương tự, nhưng các điều kiện nuôi cấy trong quy trình 

của Nina Shah hiệu quả hơn đối với việc tăng sinh NK. Tuy nhiên, trong phương pháp 

của Nina Shah có một giai đoạn tế bào NK phải tương tác với tế bào ngoại lai, do đó, 

rất khó kiểm soát ảnh hưởng của các tế bào này đến các tế bào NK cũng như trong 
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sản phẩm tế bào NK cuối cùng. Đây cũng là một nhược điểm khi so sánh với phương 

pháp trong nghiên cứu này. 

Năm 2019, Mu và cộng sự đã công bố nghiên cứu của mình phương pháp nuôi 

cấy tăng sinh tế bào NK từ MNC máu dây rốn cũng sử dụng các chất kích thích tăng 

sinh và hoạt hóa tương tự là IL-2, kháng nguyên Streptococcus nhóm A và 

zoledronate. Trong nghiên cứu của Mu, từ quần thể MNC ban đầu với 5,02% tế bào 

NK (CD56+ CD3−), sản phẩm có tỉ lệ tế bào NK đạt ≥90%, sau 21 ngày nuôi cấy số 

lượng tế bào đạt trung bình 1,59 x 1010 tế bào, cao gấp 101 lần tổng số lượng tế bào 

ban đầu và gấp 1.561 lần so với số lượng NK ban đầu (n=5) [153], và cao hơn so với 

kết quả nghiên cứu này. Một trong các nguyên nhân là nồng độ IL-2 sử dụng trong 

nghiên cứu của Mu là 2.000 IU/ml gấp đôi so với nồng độ tối đa sử dụng trong nghiên 

cứu này là 1.000 IU/ml. Ngoài ra, Mu còn cho thấy, việc bổ sung kháng nguyên vi 

khuẩn Streptococcus nhóm A ở nồng độ 0,01KE/mL như một tác nhân gây viêm 

nhiễm để kích thích tế bào NK hoạt hóa làm tỉ lệ tế bào NK thu được cao hơn hẳn các 

công bố trước đó khi sử dụng phương pháp nuôi cấy không sử dụng lớp tế bào nuôi 

hoặc phương pháp có sử dụng lớp tế bào nuôi. Tuy nhiên việc đánh giá hiệu quả của 

khối tế bào NK này trên lâm sàng chưa được làm rõ. Vì các kháng nguyên vi khuẩn 

này khi đưa vào cơ thể nó không chỉ kích thích tế bào NK mà nó có thể kích thích các 

phản ứng miễn dịch khác chưa được kiểm soát của cơ thể. Hơn nữa, các kháng nguyên 

vi khuẩn hiện diện trong khối tế bào, có thể ảnh hưởng đến chỉ số nồng độ nội độc tố 

vi khuẩn, và do vậy có thể dẫn đến việc khối tế bào không đạt tiêu chí này khi sử 

dụng trên lâm sàng. Đây là một điểm cần thực sự lưu ý. 

Trên thực tế, các nghiên cứu cũng chỉ ra rằng khi được kích thích bằng các 

cytokine như IL-2 hoặc IL-12, hoạt tính gây độc tế bào của tất cả các tập hợp con tế 

bào NK tăng lên đáng kể. Hơn nữa, sự kết hợp giữa IL-12 và IL-18 là cách tốt nhất 

để tạo ra sự sản xuất mạnh mẽ IFN-γ, cao gấp 20–30 lần trong tế bào NK CD56bright 

so với trong tế bào CD56dim [154]. Trong khi đó, ở nghiên cứu này, điều kiện nuôi 

cấy là sự kết hợp giữa IL-2, kháng thể kháng CD3, CD16 và OK-423, axit zoledronic 

và huyết tương tự thân giúp kích hoạt hóa và tăng sinh tế bào NK. Vào ngày đầu tiên, 

tỷ lệ tế bào NK CD56dim chiếm ưu thế trong quần thể. Từ ngày thứ 5 đến ngày 21, tỷ 

lệ tế bào NK CD56dim giảm và tỷ lệ CD56bright tăng đáng kể lên > 90% trong quần thể 

tế bào NK. Điều này có nghĩa là quần thể tế bào NK đã thay đổi rất nhiều về tỉ lệ và 

số lượng so với quần thể tế bào ở giai đoạn ban đầu và cũng chứng minh rằng các 

chất bổ sung tăng trưởng trong điều kiện nuôi cấy có hiệu quả trong việc hoạt hóa và 

định hướng phát triển các tế bào NK CD56bright. 
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Như đã thảo luận trước đây, CD56bright có tỉ lệ cao hơn trong máu dây rốn so với 

máu ngoại vi trong khi CD56dim có xu hướng ngược lại. Hoạt tính gây độc tế bào của 

các tế bào NK CD56dim cao hơn đáng kể so với các tế bào CD56bright và chúng chứa 

nhiều perforin, granzyme và hạt phân giải tế bào ung thư hơn. Mức độ biểu hiện cao 

của CD16 làm cho chúng trở thành chất trung gian hiệu quả của quá trình gây độc tế 

bào phụ thuộc vào kháng thể, trong khi các tế bào NK CD56bright chỉ thực hiện quá 

trình gây độc tế bào phụ thuộc vào kháng thể một cách yếu ớt. Tuy nhiên, các tế bào 

NK CD56bright là những tế bào sản xuất cytokine hiệu quả nhất. Các cytokine chính 

được giải phóng là interferon-γ (IFN-γ), yếu tố hoại tử khối u-α (TNF- α), yếu tố kích 

thích khuẩn lạc đại thực bào bạch cầu hạt (GM-CSF)….Hơn nữa, dẫn chứng y văn 

cho thấy tế, bào NK CD56bright là tiền thân của tế bào NK CD56dim, chúng có thể 

chuyển dạng dưới sự xuất hiện của một số yếu tố như yếu tố tăng trưởng nguyên bào 

sợi 1 (FGF-1), do vậy, giả thuyết đưa ra rằng sau khi NK CD56bright vào cơ thể, các 

tế bào này có thể được kích hoạt để chuyển sang CD56dim với khả năng tiêu diệt tế 

bào ung thư mạnh hơn và tiết cytokine, chemokine để kích hoạt các phản ứng miễn 

dịch chống ung thư khác trong cơ thể [155, 156].  

Trong nghiên cứu này, khối tế bào NK sau tăng sinh, hoạt hóa có quần thể 

CD56bright chiếm ưu thế, tuy nhiên nghiên cứu chưa thể đánh giá được khả năng tiết 

cytokine của tế bào NK để làm rõ hơn vai trò của các tế bào này. Đây sẽ là một trong 

những điểm cần triển khai nghiên cứu thêm trong tương lai.  
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Hình 3. 24. Số lần tăng NK sau nuôi cấy trên hai nguồn tế bào khác nhau 

CB NK: NK máu dây rốn (n=7) 

PB NK: NK máu ngoại vi (n=9) 
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Như vậy, xét về mặt số lượng cũng như hiệu quả tăng sinh tế bào NK, cùng 

với môi trường nuôi cấy và phương pháp nuôi cấy, trong nghiên cứu này, quá trình 

tăng sinh tế bào NK máu cuống rốn không có giai đoạn kích thích tăng sinh tế bào 

gốc tạo máu (HSC) cho hiệu quả tăng sinh thấp hơn so với nguồn máu ngoại vi, với 

số lần tăng sinh là 840±550.4 lần ở máu cuống rốn so với 1.132,3 ±940,3 lần ở máu 

ngoại vi (Hình 3.24). Nguyên nhân một phần có thể do chưa tối ưu được hiệu suất 

tăng sinh HSC, dẫn đến chưa tối ưu được hiệu suất biệt hóa và tăng sinh của NK trong 

máu dây rốn. 

3.5.7. Thời gian nhân đôi của tế bào 

Vì tốc độ sinh trưởng của tế bào ảnh hưởng đến tính ổn định cũng như sự đồng 

nhất của quần thể tế bào hay sản phẩm tế bào phục vụ trị liệu, do đó nghiên cứu tiến 

hành đánh giá thời gian nhân đôi của quần thể tế bào nuôi cấy nói chung và quần thể 

tế bào NK nói riêng. 

Kết quả cho thấy thời gian nhân đôi trung bình của riêng tế bào NK trong suốt 

21 ngày nuôi cấy là 2,28 ngày (SD=0,31 ngày; N=7), tương đương 54,82 giờ để hoàn 

tất 1 lần phân chia (Bảng 3.39). Điều này có nghĩa là, trong suốt quá trình nuôi cấy là 

21 ngày, tế bào NK máu dây rốn đã phân chia được 9-11 lần.  

Bảng 3. 39.Thời gian nhân đôi trung bình của tế bào NK trong các mẫu (n=7) 

Mẫu 
Thời gian nhân đôi 

(ngày) 

Thời gian nhân đôi 

(giờ) 

S7     2,05        49,15  

S6     2,20        52,68  

S5     2,34        56,14  

S4     1,92        46,18  

S3     2,39        57,29  

S2     2,15        51,67  

S1     2,94        70,61  

Min     1,92        46,18  

Max     2,94        70,61  

Mean     2,28        54,82  

SD     0,31           7,35  
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Tuy nhiên, khi phân tích vào từng giai đoạn sinh trưởng của tế bào, nhận thấy, 

trong mỗi giai đoạn khác nhau của quá trình nuôi cấy, thời gian nhân đôi của tế bào 

NK sẽ khác nhau. Vì trong giai đoạn 3 ngày nuôi cấy sơ cấp đầu tiên, hầu hết các 

mẫu có hiện tượng giảm số lượng tế bào so với ban đầu do ảnh hưởng của quá trình 

hoạt hóa, trong khi từ ngày thứ 3 đến ngày thứ 21 hiện tượng này không còn xảy ra. 

Do vậy, căn cứ trên kết quả khảo sát tốc độ tăng sinh và biến đổi về tỉ lệ quần thể tế 

bào NK, thời gian nhân đôi của tế bào được phân tích trong 3 giai đoạn: Giai đoạn 

tăng trường mạnh nhất vào ngày thứ 3- ngày thứ 10; giai đoạn tìm điểm cân bằng từ 

ngày thứ 10 đến ngày 15 và giai đoạn bão hòa từ ngày 15 đến ngày 21. Tiến hành 

khảo sát trên 04 mẫu tế bào được theo dõi số lượng tế bào NK liên tục, kết quả được 

thể hiện ở Bảng 3.40. 

Bảng 3. 40. Thời gian nhân đôi tế bào NK trong các giai đoạn khác nhau  

Thời gian khảo sát 

Thời gian nhân đôi của NK 

(ngày) Trung 

bình 
SD N 

Mẫu 1 Mẫu 2 Mẫu 3 Mẫu 4 

Ngày 3- Ngày 10  1,62   1,11   1,14   0,88   1,19   0,31   4  

Ngày 10-Ngày 15  4,49   2,22   2,67   3,87   3,31   1,05   4  

Ngày 15- Ngày 21  3,53   5,61   3,56   3,60   4,08   1,03   4  

 

Giai đoạn từ ngày thứ 3 đến ngày 10 là giai đoạn tế bào tăng sinh nhanh nhất 

với trung bình là 1,19±0,31 ngày, tương đương 28,46 ± 7,4 giờ. Điều này đồng nghĩa 

là trong giai đoạn 7 ngày này, các tế bào đã thực hiện phân chia trung bình 6,2 ± 1,3 

lần. Tương tự, trong giai đoạn từ ngày thứ 10 đến ngày 15, tế bào giảm tốc độ nhân 

lên, với trung bình 3,31 ± 1,05 ngày cho 1 lần phân chia, tương đương 79,48 ± 25,2 

giờ, tương ứng với việc các tế bào đã thực hiện 1,6 ± 0,5 lần phân chia trong giai đoạn 

này. Cuối cùng, trong giai đoạn từ ngày 15 đến ngày 21 thời gian nhân đôi trung bình 

là 4,08 ± 1,03 ngày, tương đương với 97,81 ± 24,6 giờ, và trong quá trình này, các tế 

bào đã thực hiện phân chia 1,5 ± 0,3 lần.  

Như vậy, trong nghiên cứu này, thời gian nhân đôi trung bình của tế bào NK 

trong toàn bộ 21 ngày nuôi cấy là 54,84 ± 7,35 giờ, tương đương với 2,29± 0,31 ngày, 

cao hơn đáng kể so với tế bào NK có nguồn gốc từ máu ngoại vi người trưởng thành 

trong nghiên cứu của Yin Liu và cộng sự năm 2014 là 1,24 – 1,25 ngày [157]. Tương 

tự, kết quả này cao hơn so với kết quả 24-36 giờ của tế bào thương mại NK-92 theo 

số liệu công bố của Tam và cộng sự năm 2003 [158], cũng như số liệu 30-40 giờ của 
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dòng tế bào thương mại KHYG được nhà cung cấp dòng tế bào công bố. Tuy nhiên, 

số liệu trên lại thấp hơn rất nhiều so với ông bố của Lutz và cs năm 2011 trên đối 

tương tế bào NK ngồn gốc máu ngoại vi người trưởng thành là 13,5 ngày [159]. Vì 

thời gian nhân đôi của tế bào tỉ lệ nghịch với các biến đổi có thể xảy ra trong bộ mã 

di truyền do sai sót trong quá trình nhân đôi và phân chia. Do đó, để làm rõ hơn tính 

ổn định của bộ nhiễm sắc thể tế bào sau nuôi cấy, xét nghiệm nhiễm sắc thể đồ của 

tế bào NK sau 21 ngày nuôi cấy đã được thực hiện. Kết quả này sẽ được trình bày ở 

phần sau của nghiên cứu. 

3.6. Hoạt tính của tế bào NK máu dây rốn sau nuôi cấy 

3.6.1. Sự biểu hiện các dấu ấn hoạt hóa trên tế bào NK  

Các marker hoạt hóa và ức chế trên bề mặt của tế bào NK đóng vai trò quan 

trọng trong quá trình nhận diện và tiêu diệt tế bào bất thường, bao gồm cả tế bào ung 

thư và tế bào nhiễm vi rút . Sự cân bằng giữa các marker hoạt hóa và ức chế này rất 

quan trọng trong việc đảm bảo rằng tế bào NK chỉ tấn công các tế bào bất thường mà 

không tấn công các tế bào bình thường trong cơ thể. Ngoài ra, sự biểu hiện của các 

marker hoạt hóa và ức chế này không chỉ phụ thuộc vào các yếu tố bên ngoài môi 

trường bên ngoài như các chất kích thích, ức chế, tín hiệu của các tế bào miễn dịch 

lân cận khác mà còn phụ thuộc vào tín hiệu bên trong chính nội tại tế bào, bao gồm 

kiểu gen.  

Trong nghiên cứu này, một số marker hoạt hóa và ức chế tiêu biểu như 

CD94/NKG2, NKG2C (CD159c), NKG2D (CD159d), KIR 2DL2/L3 (CD158b) … 

trên một số mẫu tế bào NK sau nuôi cấy được khảo sát. Kết quả cho thấy, sự biểu 

hiện của các dấu ấn hoạt hóa và ức chế NK biểu hiện rất khác nhau, các marker hoạt 

hóa như CD94, NKG2D biểu hiện mạnh với tỉ lệ trung bình lần lượt là 96,6 ± 3,3 % 

và 83,2 ± 2,4 %. Các marker ức chế CD158a, CD158b và marker hoạt hóa NKp44 

biểu hiện với tỉ lệ trung bình thấp, lần lượt là 14 ± 7,1%; 8,2±9,7% và 8,5±5,9%. 

Trong khi CD158e, NKG2C, NKp30 và NKp46 biểu hiện ở mức rất thấp dưới 3% 

(Hình 3.25). 
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Hình 3.25. Biểu hiện các marker hoạt hóa và ức chế trên tế bào NK sau nuôi cấy 

(n=3) 

CD94 thường biểu hiện song song với một hoặc một vài phân tử thuộc nhóm 

NKG2 tạo thành một cặp dị phân tử biểu hiện trên bề mặt tế bào NK. Tùy thuộc vào 

phân tử NKG2 sẽ quyết định chúng là phân tử hoạt hóa hay ức chế [160].  Đồng thời, 

mức độ biểu hiện CD94 từ lâu được cho là có mối tương quan đối nghịch với sự chết 

theo chương trình (apoptosis) của tế bào NK trong điều kiện nuôi cấy ngoài cơ thể. 

Điều này có nghĩa là tế bào NK sau nuôi cấy có khả năng tồn tại lâu hơn để thực hiện 

chức năng của mình [161].  

Cùng mức độ biểu hiện mạnh với CD94, cặp NKG2D/ CD94 tạo thành cặp dị 

phân tử hoạt hóa của tế bào NK. NKG2D không chỉ biểu hiện trên tế bào NK mà còn 

biểu hiện trên tế nào NKT, tế bào T CD8 và γδT hoạt hóa. NKG2D có thể nhận diện 

rất nhiều họ phối tử, các phối tử của chúng thường biểu hiện thấp ở các tế bào khỏe 

mạnh thông thường, nhưng tăng biểu hiện ở các tế bào bị chuyển dạng (tế bào ung 

thư), tế bào nhiễm virut [162]. Các tín hiệu kích hoạt thông qua NKG2D và các phối 

tử NKG2DL của nó có thể lấn át các tín hiệu ức chế do các thụ thể ức chế khác tạo 

ra, kích thích tế bào NK giải phóng  cytokine và sản xuất granzyme và perforin tiêu 

diệt tế bào ung thư [163-165]. 

Mặc dù NKp30, NKp46 và NKP44 là hai dấu ấn hoạt hóa của tế bào NK, tuy 

nhiên nó lại có sự biểu hiện thấp trên tế bào NK trưởng thành sau nuôi cấy trong 

nghiên cứu này. Đồng thời, các thụ thể ức chế CD158a, CD158b, CD158e biểu hiện 

ở mức trung bình thấp đến rất thấp. 

Như vậy, bên cạnh sự biểu hiện ở mức độ thấp các thụ thể ức chế trên các tế bào NK 

sau nuôi cấy, cặp thụ thể hoạt hóa quan trọng là CD94 và NKG2D biểu hiện mạnh 

đóng vai trò quan trọng và quyết định hoạt tính của tế bào NK. 
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Sự thay đổi, khác biệt trong việc biểu hiện các dấu ấn hoạt hóa, ức chế tế bào 

NK sau nuôi cấy còn phụ thuộc vào kiểu gen của từng mẫu. Do các mẫu có kiểu gen 

quy định các protein hoạt hóa, ức chế khác nhau sẽ được biểu hiện khác nhau trong 

quá trình nuôi cấy và liên quan trực tiếp đến hoạt tính cũng như khả năng hoạt động 

của tế bào NK. Do vậy, việc khảo sát kiểu gen quy định các protein hoạt hóa, ức chế 

này và mức độ biểu hiện của nó cũng như cũng như kiểu hình các phối tử của nó ở 

người bệnh là thực sự cần thiết để có thể đánh giá được hiệu quả điều trị của liệu 

pháp. Đây có thể là ý tưởng nghiên cứu mới trong tương lai. 

3.6.2. Hoạt tính tiêu diệt dòng tế bào ung thư K562 cuả tế bào NK sau nuôi cấy 

Kết quả đánh giá hoạt tính 05 mẫu tế bào NK sau nuôi cấy (ngày nuôi cấy thứ 

18 đến 21) cho thấy khả năng tiêu diệt tế bào ung thư K562 của tế bào NK sau nuôi 

cấy tương đối cao, thậm chí cao hơn so với dòng tế bào NK thương mại KHYG. Chi 

tiết được thể hiện ở Bảng 3.41. và Hình 3.26    

Bảng 3. 41. Hoạt tính của tế bào NK và KHYG tiêu diệt tế bào ung thư K562 

Loại tế 

bào 
Tỉ lệ E/T  5:1 (%) 10:1 (%) 20:1 (%) 40:1 (%) 

KHYG 

Mean  27,7   47,4   60,0   64,1  

SD  6,2   10,0   10,8   15,1  

N 3 3 3 3 

NK 

Mean  54,4   62,2   68,6   74,6  

SD  26,9   23,2   18,7   15,7  

N 5 5 5 5 

 

Cụ thể, ở tỉ lệ E/T=5/1, tức là cứ 05 tế bào NK sẽ được ủ với 1 tế bào K562, 

sau 3 giờ, lượng tế bào K562 bị tiêu diệt là đạt 54,4% (SD=26,9%; N=5), tương ứng 

với hoạt tính đạt 54,4%. Trong khi ủ K562 với tế bào KHYG ở cùng tỉ lệ, K562 bị 

tiêu diệt là 27,7% (SD=6,2; N=3), tương ứng với hoat tính KHYG là 27,7%. 

Tương tự, ở tỉ lệ E/T=10/1, hoạt tính của tế bào NK nuôi cấy đạt 62,2% (SD=23,2%, 

N=5) trong khi hoạt tính của KHYG là 47,7% (SD=10; N=3). Ở tỉ lệ E/T=20/1 và 

40/1, hoạt tính của tế bào NK nuôi cấy lần lượt là 68,6 % (SD=18,7%; N=5) và 74,6% 

(SD=15,7%; N=5) trong khi của KHYG lần lượt là 60% (SD=10,8; N=3) và 64,1% 

(N=3). 
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Hình 3. 26. Khả năng tiêu diệt của NK nuôi cấy và KHYG với dòng tế bào K562 

 

Hình 3. 27. Khả năng tiêu diệt tế bào ung thư K562 sau 3 giờ 

Khả năng tiêu diệt tế bào ung thư K562 của NK nuôi cấy và KHYG sau 3 giờ 

A,B – Tế bào K562 và môi trường RPMI tại 0h và 3h 

C,D – Tế bào K562 và tế bào NK nuôi cấy tại 0h và 3h 

E,F - Tế bào K562 và tế bào KHYG tại 0h và 3h 

Năm 2010, Yang và cs đã tiến hành thử nghiệm nuôi cấy tăng sinh tế bào CIK 

(CD3+/CD56+) và NK máu dây rốn, và họ chia thành 3 nhóm nghiên cứu, trong đó 

với nhóm A nuôi cấy bằng môi trường chứa SCF (40 ng/ml), IL-2 (80 ng/ml), IL-7 

K562 + RPMI
K562 + NK NUÔI 

CẤY
K562 + KHYG

0h

A C E

3h

B D F
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(40 ng/ml) và IL-15 (40 ng/ml); nhóm B, nuôi cấy bằng môi trường SCF (40 ng/ml), 

IL-2 (80 ng/ml), IL-7 (40 ng/ml), IL-15 (40 ng/ml) có bổ sung thêm FLT3 ligand (40 

ng/m); và nhóm C nuôi cấy bằng môi trường IL-2, IL-7 và IL-15. Đánh giá khả năng 

tiêu diệt tế bào K562 bằng phương pháp tương tự với nghiên cứu này, tuy nhiên thời 

gian ủ tế bào CIK/NK với tế bào ung thư lâu hơn, là 4 giờ. Kết quả cho thấy, ở tỉ lệ 

E/T=10:1 của tế bào NK thuộc nhóm A,B,C lần lượt là 55,33%±5,20%, 

41,94%±4,18% và 45,68%±5,66%; ở tỉ lệ E/T=20:1, tỉ lệ tiêu K562 lần lượt là 

64,55%±5,74%, 52,25%±5,10% và 54,57%±4,51% [166] và tương đương với kết quả 

trong nghiên cứu này.  

Hoạt tính tiêu diệt tế bào ung thư của tế bào NK sau hoạt hóa và nuôi cấy trong 

nghiên cứu của Mu và cs thực hiện năm 2019 đã đề cập trước đó, với hiệu suất tăng 

sinh vượt trội so với nghiên cứu này được đưa ra so sánh. Trong nghiên cứu của Mu, 

các tế bào NK máu dây rốn nuôi được hoạt hóa bằng IL-2 nồng độ cao (2.000 IU/ml), 

có bổ sung zoledronate và kháng nguyên Streptococcus nhóm A cho thấy, ở tỉ lệ E/T 

= 1/1 tỉ lệ tế bào K562 bị tiêu diệt là 52,63%; ở E/T=10/1 có tỉ lệ tiêu diệt là 82,18% 

(N=5) [153]. Kết quả trên cao hơn so với kết quả quan sát được trong nghiên cứu này, 

cụ thể với tỉ lệ E/T=10/1, tỉ lệ K562 bị tiêu diệt là 62,2 % (n=5). Điều này cũng cho 

thấy rằng việc bổ sung kháng nguyên Streptococcus nhóm A có vẻ giúp gia tăng hoạt 

tính của tế bào NK, tuy nhiên việc sử dụng các sản phẩm tế bào NK này trên người 

cần được nghiên cứu thêm. 

Năm 2022, Seung và cs đã tiến hành nuôi cấy tăng sinh tế bào NK dưới sự 

kích thích của tế bào nuôi K562-OX40L-mbIL-18/21 được chiếu xạ và môi trường 

nuôi cấy chứa IL-2 và IL-15 có bổ sung huyết thanh tự thân. Ở tỉ lệ E/T=2:1, sau 4 

giờ, tỉ lệ K562 tiêu diệt là khoảng 80%, cao hơn so với kết quả trong nghiên cứu này 

là 54,4% ở lệ E/T=5/1 sau 3 giờ tương tác. Tuy nhiên, ở phương pháp của Seung, có 

sử dụng dòng tế bào ngoại lai là K562 đã được cải biến gen và được chiếu xạ làm yếu 

tố kích thích hoạt hóa và tăng sinh tế bào NK, việc này có thể là yếu tố không an toàn 

khi sử dụng cho trị liệu lâm sàng [167]. 

Tuy nhiên, kết quả trong nghiên cứu này cao hơn so với kết quả của Luevano và cộng 

sự năm 2012 khi tiến hành trên tế bào NK máu dây rốn chỉ được hoạt hóa bởi IL-2 ở 

nồng độ 1.000 IU/ml trong 7 ngày, kết quả cho thấy tỉ lệ tế bào K562 bị tiêu diệt là 

khoảng 20% ở E/T=1:1 và khoảng 45% ở E/T=10/1 [6]. 

Như vậy, có thể thấy, với phương pháp nuôi cấy trong nghiên cứu này, không 

sử dụng dòng tế bào nuôi ngoại lai, tế bào NK máu dây rốn sau hoạt hóa và tăng sinh 

có khả năng tiêu diệt tế bào ung thư dòng K562 tương đồng, thậm chí vượt trội so với 
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kết quả của một số nghiên cứu khác và khả năng tiêu diệt tế bào K562 của NK sau 

nuôi cấy cao hơn so với dòng tế bào thương mại KHYG-1.  

3.7. Đánh giá tỉ lệ sống tế bào NK sau rã đông 

Do việc sử dựng liệu pháp tế bào miễn dịch thông thường có thể kéo dài nhiều 

chu kỳ. Trong khi ở một số trường hợp, người bệnh cần phải tiến hành trong thời gian 

ngắn hoặc việc ghép diễn ra tại nơi cách xa trung tâm sản xuất tế bào mà qua trình 

vận chuyển có thể kéo dài nhiều ngày. Do vậy, một phương pháp bảo quản lạnh tế 

bào NK sau hoạt hóa sao cho vẫn đáp ứng được các tiêu chí điều trị là thực sự cần 

thiết. Trong nghiên cứu này, phương pháp lưu trữ tế bào NK sau hoạt hóa bước đầu 

được triển khai thử nghiệm đánh giá. 03 mẫu tế bào NK sau nuôi cấy tối thiểu 14 

ngày được lưu trữ với nồng độ 10 triệu tế bào/ml với dung dịch bảo quản Cryostor 

chứa 10% DMSO, sau đó ống lưu trữ được hạ lạnh 1oC/phút đến -80oC. Sau 30 ngày, 

tế bào được rã đông và kiểm tra tỉ lệ sống bằng phương pháp nhuộm 7AAD và phân 

tích trên hệ thống tế bào dòng chảy. Kết quả cho thấy tỉ lệ tế bào sống trung bình là 

71,47% ± 17,97% (N=3), trong đó mẫu có tỉ lệ tế bào sống cao nhất là 87,1% và mẫu 

có tỉ lệ sống thấp nhất là 46,3%. Đặc biệt, với mẫu có tỉ lệ sống thấp này, thời điểm 

tiến hành lưu trữ là tại ngày nuôi cấy thứ 14, sớm hơn so với 2 mẫu còn lại là ngày 

16 và ngày 21. Chi tiết được thể hiện trong Bảng 3.42 và Hình 3.28. 

Bảng 3. 42. Thông tin mẫu lưu trữ và rã đông đánh giá tỉ lệ sống 

Tên mẫu 

Tỉ lệ tế bào 

sống trước 

lưu trữ 

Tỉ lệ tế bào sống 

sau lưu trữ 

Mẫu 01 >90% 87,1% 

Mẫu 02 >90% 46,3% 

Mẫu 03 >90% 81,0% 

Trung bình >90% 71,5% ± 22% 

 

   

              Mẫu 01 Mẫu 02 Mẫu 03 
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Hình 3. 28. Tỉ lệ tế bào sống của tế bào NK nuôi cấy rã đông sau lưu trữ 

Trong số 03 mẫu khảo sát tỉ lệ tế bào sống sau lưu trữ với cùng điều kiện lưu 

trữ (nhiệt độ, mật độ tế bào, dung dịch bảo quản), có 1 mẫu có tỉ lệ sống thấp nhất là 

46,3% (<50%) tế và 02 mẫu có tỉ lệ sống >70%. Nguyên nhân gây ra sự chênh lệch 

lớn về tỉ lệ sống của tế bào hiện chưa rõ. Đây có thể là một trong các vấn đề cần được 

làm rõ hơn trong các nghiên cứu sau này, cũng như việc xác định mật độ tế bào, thời 

điểm lưu trữ tế bào tối ưu hoặc thành phần dung dịch bảo quản tối ưu là hết sức cần 

thiết.  

3.8. Chất lượng khối tế bào NK sau tăng sinh, hoạt hóa 

3.8.1. Một số tiêu chuẩn dành cho khối tế bào NK nuôi cấy sử dụng cho lâm sàng 

Theo thống kê trên trang Clinicaltrial.gov, hầu hết các thử nghiệm lâm sàng 

với liệu pháp tế bào NK tập trung chủ yếu vào các giai đoạn đánh giá tính an toàn và 

tính khả thi của phương pháp, tương ứng với pha I/II.  Đến nay, chưa có một một sản 

phẩm liệu pháp tế bào NK nào được FDA cấp phép sử dụng trên lâm sàng. Tuy nhiên 

cũng đã có 1 số sản phẩm tế bào NK được FDA chấp thuận cho tiến hành thử nghiệm 

lâm sàng như NK010, sản phẩm NK nguồn gốc máu ngoại vi không biến đổi gen của 

NK CellTech được chấp thuận thử nghiệm trên ung thư buồng trứng; NK510, sản 

phẩm NK được biến đổi gen của Base Therapeutics được chấp thuận cho nghiên cứ 

điều trị u dạng rắn tiến triển; hay NKGen Biotech cũng có một số liệu pháp tế bào 

NK được chấp thuận tiến hành thử nghiệm lâm sàng như SNK01 cho bệnh Parkinson 

và SNK02-202 cho các khối u rắn; và IGNK001 của Gengleucel cho thử nghiệm điều 

trị bệnh bạch cầu tủy cấp tính (AML).  

Hơn nữa, do đặc tính của liệu pháp bao gồm việc tiến hành nuôi cấy tăng sinh ngoài 

cơ thể trong thời gian dài, do vậy vấn đề an toàn khi sử dụng liệu pháp được đặt lên 

hàng đầu. Ngoài ra, khi xem xét lựa chọn một phương pháp phù hợp, các nhà trị liệu 

sẽ cần đánh giá trên nhiều yếu tố như:  

 Khả năng tăng sinh ổn định với số lượng đáp ứng với nhu cầu của lâm sàng;  

 Đặc điểm của tế bào NK bao gồm khả năng gây độc tính, dấu ấn hoạt hóa, ức 

chế, khả năng trao đổi chất, tăng sinh 

 Tình trạng cải biến gen 

 Tính an toàn: Quy trình đáp ứng tiêu chuẩn GMP, giảm tối đa khả năng gây 

các biến chứng bất lợi, sự đồng nhất, tính khiết của sản phẩm 

 Tính đơn giản: Quy trình đơn giản, dễ dàng mở rộng mô hình; hệ thống nuôi 

cấy khép kín giảm thiểu rủi ro; nguồn mẫu đầu vào dễ thu thập 

 Chi phí: hiệu quả và có khả năng duy trì 
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 Lưu trữ: có thể quản lạnh để hướng tới sản phẩm dùng sẵn, ngay lập tức (off-

the-shelf) 

 Nhanh chóng: sản phẩm được cung cấp nhanh chóng đến người bệnh 

 Tính chấp nhận: Nguyên vật liệu đầu vào đảm bảo y đức; Sự chấp nhận các 

phương pháp kỹ thuật di truyền sử dụng; Hồ sơ các phản ứng lâm sàng [168]. 

Không chỉ vậy, theo quy định của cơ quan quản lý Thực phẩm và Dược phẩm Hoa 

Kỳ - FDA, các yêu cầu đối với việc xác định đặc tính của sản phẩm sinh học ngay từ 

giai đoạn thử nghiệm ban đầu, bao gồm các thử nghiệm thích hợp về Định danh - 

Identity, Độ tinh khiết - Purity, Độ an toàn -  Safety và Tiềm năng - Potency. Trong 

đó, với tiêu chí Định danh – Identity (21 CFR 610.14), các sản phẩm phải được xác 

định được các thành phần bản chất trong nó. Theo tiêu chí này, các khối tế bào phải 

được xác định tỉ lệ các quần thể tế bào bằng các dấu ấn nhận dạng chuyên biệt, cụ thể 

là tỉ lệ tế bào NK và các tế bào miễn dịch khác có trong khối sản phẩm. Với tiêu chí 

đánh giá tính vô khuẩn (Sterility, 21 CFR 610.12), cần đánh giá sự có mặt của các vi 

sinh vật gây hại trong khối sản phản phẩm sử dụng, bao gồm các xét nghiệm kiểm tra 

vi khuẩn, vi nấm và mycoplasma. Ngoài ra, cần phải đánh giá khả năng mang các tác 

nhân gây bệnh khác như vi rút HIV, viêm gan B, viêm gan C, CMV, … ở mức độ 

chính xác cao ngay từ giai đoạn sàng lọc người hiến. Ở  tiêu chí đính giá độ tinh khiết 

– Purity (21 CFR 610.13), sản phẩm phải được đánh giá nội độc tố 

(pyrogenicity/endotoxin). Trong đó, hàm lượng nội độc tố chấp nhận là dưới 5 EU/kg 

cân nặng/giờ truyền đối với thuốc tiêm, truyền tĩnh mạch hoặc dưới 0.2 EU/Kg/liều 

đối với sản phẩm qua đường tủy sống. Đồng thời, trong tiêu chí này cũng yêu cầu xác 

định các thành phần tạp chất, hay các mảnh vỡ tế bào, trong đó tỉ lệ tế bào sống tối 

thiểu là 70% đối với các sản phẩm truyền qua đường tĩnh mạch. Để đánh giá tính an 

toàn (Safety), các thành phần các chất trong khối sản phẩm cuối cùng đem sử dụng 

cũng cần được xác định. Đặc biệt, trong nghiên cứu này có thực hiện tiêu chí đánh 

giá sự ổn định bộ nhiễm sắc thể của tế bào sau nuôi cấy. Việc này ngoài đánh giá tính 

ổn định của phương pháp, còn giúp phát hiện phần nào sự tồn tại của các dòng tế bào 

bất thường trong khối tế bào cuối cùng. Với tiêu chí đánh giá tiềm năng (Potency), 

các sản phẩm phải được đánh giá bằng các phương pháp phù hợp, có thể được đo 

bằng các xét nghiệm in vitro hoặc in vivo hoặc cả hai để xác định hoạt tính của khối 

tế bào. Trong trường hợp này, tiêu chí đánh giá khối tế bào NK là thử nghiệm đánh 

giá khả năng tiêu diệt tế bào ung thư. Ngoài ra, FDA còn yêu cầu thực hiện một số 

các xét nghiệm như xác định số lượng tế bào, liều lượng tế bào trong sản phẩm cuối 

cùng, đánh giá tính ổn định của sản phẩm [169]. 
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Bàn luận về khía cạnh số lượng tế bào cho lâm sàng, trên thực tế, các thử 

nghiệm đang trong giai đoạn tối ưu liều truyền, tuy nhiên liều tế bào sử dụng cho mỗi 

lần truyền sẽ khác nhau tương ứng với mỗi loại tế bào, cũng như mỗi loại bệnh, giai 

đoạn bệnh khác nhau. Một số thử nghiệm lâm sàng sử phương pháp dụng ghép đồng 

loài tế bào NK máu dây rốn trong điều trị ung thư dạng rắn đã sử dụng liều truyền 5 

x 107 tế bào/kg và 1 x108 tế bào/kg và chủ yếu gặp các tác dụng phụ là độ 1 và 2 (mệt 

mỏi, chóng mặt, buồn nôn và nôn), các tác dụng phụ cấp độ 3 và 4 được quan sát 

thường xuyên nhất là giảm bạch cầu và hoặc giảm tiểu cầu. Không quan sát thấy hội 

chứng giải phóng cytokine hoặc nhiễm độc thần kinh [170].   

Với phương pháp hiên tại, từ số lượng tế bào đơn nhân ban đầu trung bình là 45,02 

x106 tế bào, sau 21 ngày nuôi cấy, khối tế bào NK thu được có tổng số tế bào trung 

bình là 2,1 x 109, trong đó số tế bào NK chiếm 1,76 x 109 tế bào. Điều này có nghĩa 

là, với 1 đơn vị máu cuống rốn thu thập có số lượng MNC trung bình trong nghiên 

cứu này là 4,34 x108 tế bào, nếu tăng sinh toàn bộ với phương pháp hiện tại có thể 

cung cấp số lượng tế bào NK trung bình là 1,7 x 1012 tế bào, tương đương với việc có 

thể cung cấp cho khoảng 7 lần truyền với liều 5 x 107 tế bào/kg ở bệnh nhân 50kg.  

3.8.2. Đánh giá nhiễm sắc thể đồ tế bào NK sau nuôi cấy 

Để đánh giá tính ổn định bộ nhiễm sắc thể của của tế bào NK sau nuôi cấy, bộ nhiễm 

sắc thể đồ của của 03 mẫu tế bào NK nuôi cấy ngày thứ 21 đưỡ phân tích. Kết quả 

cho thấy không phát hiện thay đổi bất thường lớn trong bộ nhiễm sắc thể của tế bào 

NK sau nuôi cấy, chi tiết được thể hiện trong Hình 3.29; 3.30 và 3.31. Đây là một 

trong các tiêu chí quan trọng để đánh giá mức độ an toàn của khối tế bào sử dụng cho 

mục đích trị liệu, và nó thể hiện tính ổn định của tế bào NK máu dây rốn trong quá 

trình nuôi cấy, cũng như tính an toàn của phương pháp.  

 

Hình 3. 29. 46, XY không phát hiện bất thường của tế bào NK sau nuôi cấy (Mẫu 

01) 
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Hình 3. 30. 46, XX không phát hiện bất thường của tế bào NK sau nuôi cấy (Mẫu 

02) 

 

Hình 3. 31. 46, XX không phát hiện bất thường của tế bào NK sau nuôi cấy (Mẫu 

03) 

3.8.2. Hàm lượng nội độc tố (endotoxin) 

Endotoxin là một loại độc tố tồn tại trong thành tế bào của vi khuẩn Gram âm, và có 

thể gây ra các phản ứng dị ứng nghiêm trọng nếu được truyền vào cơ thể. Do đó, các 

sản phẩm trị liệu tế bào phải được kiểm tra độ tinh khiết của chúng và đảm bảo không 

chứa bất kỳ hàm lượng nội độc tố endotoxin nào hoặc dưới ngưỡng cho phép, trước 

khi được sử dụng cho người.  

Phương pháp LAL và bộ kit Endosafe®, PTS, hãng Charlie River từ lâu đã được biết 

đến với các đặc điểm như độ nhạy, độ chính xác cao, thời gian cho kết quả nhanh. Do 

đó nó được sử dụng để đánh giá hàm lượng endotoxin trong 03 mẫu NK sau nuôi cấy 

21 ngày, kết quả như sau: 

 Mẫu 01: nồng độ endotoxin <0,1 EU/ml 
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 Mẫu 02: nồng độ endotoxin <0,1 EU/ml 

 Mẫu 03: nồng độ endotoxin <0,1 EU/ml 

Cả 3 mẫu đều có hàm lượng endotoxin <0,1 EU/ml, đáp ứng được tiêu chí giới hạn 

<5 EU/kg cân nặng người bệnh của FDA đối với sản phẩm tế bào trị liệu truyền qua 

đường tĩnh mạch. 

3.8.3. Mycoplasma 

Mycoplasma là một loại vi khuẩn nhỏ không có thành tế bào, thường xuyên xuất hiện 

trong môi trường nuôi cấy tế bào, đặc biệt là trong các phòng thí nghiệm và cơ sở sản 

xuất tế bào. Nếu các sản phẩm tế bào sau khi nuôi cấy tăng sinh bị nhiễm mycoplasma, 

điều này có thể gây ra ảnh hưởng tiêu cực đến kết quả thí nghiệm và sử dụng sản 

phẩm trong nghiên cứu hoặc điều trị. Mycoplasma có thể gây ra nhiều vấn đề như: 

 Gây giảm độ sống và tỷ lệ sinh sản của tế bào 

 Gây biến đổi gene và thay đổi tính chất sinh lý của tế bào 

 Gây sự thay đổi trong khả năng phản ứng của tế bào với các loại dược phẩm 

và thuốc điều trị 

 Gây ra nhiễm trùng cho người sử dụng sản phẩm tế bào 

Do đó, xét nghiệm mycoplasma đóng vai trò rất quan trọng để đảm bảo sản phẩm tế 

bào sau khi nuôi cấy tăng sinh không bị nhiễm mycoplasma, và đáp ứng được yêu 

cầu chất lượng trong các nghiên cứu hoặc ứng dụng điều trị. 

Dịch nuôi cấy tế bào NK ở ngày thứ 21 của 03 mẫu được lấy để kiểm tra mycoplasma 

bằng phương pháp định tính, sử dụng bộ kit MycoAlert® Mycoplasma Detection Kit, 

hãng Lonza. Kết quả như sau: 

 Mẫu 01: Âm tính 

 Mẫu 02: Âm tính 

 Mẫu 03: Âm tính 

Các mẫu NK không bị nhiễm mycoplasma, kết quả này đáp ứng được tiêu chí không 

mang nguồn bệnh Mycoplasma trong khối tế bào sau nuôi cấy. 

3.8.4. Kiểm tra vi khuẩn 

Xét nghiệm vi khuẩn là một phần quan trọng trong kiểm tra chất lượng và an toàn 

của sản phẩm trị liệu tế bào. Vi khuẩn có thể gây nhiễm trùng và gây hại cho sức khỏe 

con người, vì vậy, việc kiểm tra vi khuẩn là cần thiết để đảm bảo rằng sản phẩm trị 

liệu tế bào là an toàn và hiệu quả. Tiến hành kiểm tra vi khuẩn bằng phương pháp 

nuôi cấy đối với môi trường nuôi cấy và tế bào NK ở ngày thứ 21 của 03 mẫu, kết 

quả cho thấy cả 3 mẫu đầu âm tính với vi khuẩn. 

 Mẫu 01: Âm tính 

 Mẫu 02: Âm tính 
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 Mẫu 03: Âm tính 

Như vậy, với các phương pháp hiện tại trong nghiên cứu này, nguồn tế bào đầu 

vào là máu cuống rốn dễ thu thập, an toàn và không vi phạm y đức, dòng tế bào NK 

sau hoạt hóa tăng sinh có tỉ lệ tế bào NK tương đối ổn định, bước đầu có thể đáp ứng 

về số lượng cũng như liều dùng cho lâm sàng. Các tế bào NK có khả năng tiêu diệt 

tế bào ung thư hiệu quả, được sản xuất trong điều kiện phòng sạch và có sử dụng hệ 

thống túi kín nhằm hạn chế khả năng lây nhiễm từ bên ngoài. Ngoài ra, các tế bào 

này thuộc loại không cải biến gen, có bộ nhiễm sắc thể ổn định sau thời gian nuôi cấy 

dài ngày. Sản phẩm tế bào sau nuôi cấy đáp ứng các tiêu chí vô khuẩn, không mang 

vi khuẩn, mycoplasma, hàm lượng nội độc tố endotoxin thấp <0,1 EU/ml. Các tế bào 

này có thể bảo quản ở điều kiện âm sâu, tuy nhiên chức năng của tế bào sau lưu trữ 

cần đánh giá thêm cũng như cần nghiên cứu thêm về phương pháp bảo quản tối ưu 

cho tế bào. Bảng 3.43 trình bày các tiêu chuẩn chất lượng của khối tế bào NK sau 

nuôi cấy theo các tiêu chí đánh giá của FDA [169]. 

Bảng 3.43. Đánh giá các tiêu chí chất lượng sản phẩm NK theo tiêu chuẩn của FDA  

Tiêu chí chất 

lượng 
Nội dung Đánh giá  

Định danh 

- Sản phầm được định danh 

thành phần các loại tế bào 

trong khối sản phẩm 

- Sản phầm được định danh thành 

phần các loại tế bào miễn dịch 

trong khối sản phẩm bằng phương 

pháp miễn dịch dòng chảy tế bào 

Độ tinh khiết 

và độ vô khuẩn  

- Âm tính với vi khuẩn, vi 

nấm 

- Âm tính với mycoplasma 

- Hàm lượng nội độc tố 

endotoxin 5 EU/kg cân 

nặng/giờ truyền  

- Tỉ lệ tế bào sống >70% 

- Thực hiện sàng lọc vi rút 

gây bệnh 

- Âm tính với vi khuẩn 

 

- Âm tính với mycoplasma 

 

- Hàm lượng nội độc tố endotoxin 

<0,1 EU/ml 

 

- Sản phẩm sau nuôi cấy có tỉ lệ 

sống >90% 

- 100% người hiến được thực hiện 

sàng lọc với vi rút viêm gan B, 

viêm gan C, HIV, CMV và giang 

mai. 

 

Độ an toàn 

- Sản phẩm được đánh giá 

tính an toàn 

 

Tế bào nuôi cấy được đánh giá tính 

ổn định của bộ nhiễm sắc thể. 

- Môi trường không chứa huyết 

thanh động vật 

- Thành phần môi trường nuôi cấy 

xác định, không có nguồn gốc 

động vật 
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- Môi trường nuôi cấy được đánh 

giá tính an toàn và hiệu quả (pha 

1&2) trên người 

 

Tiềm năng 
- Sản phẩm tế bào được 

đánh giá tiềm năng 

- Tế bào sau nuôi cấy được đánh 

giá sự biểu hiện các marker hoạt 

hóa/ức chế như CD94, NKG2D, 

CD158a, CD158b, NKp44, 

CD158e, NKG2C, NKp30 và 

NKp46  

- Tế bào sau nuôi cấy được đánh 

giá hiệu quả tiêu diệt dòng tế bào 

ung thư thương mại K562 

 

 

KẾT LUẬN VÀ KIẾN NGHỊ 

KẾT LUẬN 

1. Nghiên cứu đã phân tích đặc điểm và tỉ lệ các quần thể tế bào miễn dịch quan trọng 

trong 59 mẫu máu dây rốn của trẻ sơ sinh ở Việt Nam, với tế bào lympho B trưởng 

thành (CD3-/CD19+) chiếm 9,52% ± 3,28% trong lympho, và tế bào này ở nhóm trẻ 

được sinh ra trước 39 tuần thai trung bình là 8,34% ± 2,36% thấp hơn so với ở nhóm 

trẻ được sinh ra ở sau tuần thai 39 là 10,04% ± 3,55% (p=0,035<0,05). Trong khi tế 

bào lympho TCD4 (CD3+/CD4+) trung bình là 46,71% ± 8,99%, lympho TCD8 

(CD3+/CD8+) trung bình là 22,58% ± 6,73% và tế bào lympho T CD3+/CD4+/CD8+ 

trung bình là 0,63% ± 0,41%, thì quần thể tế bào NK (CD3-/CD56+) trong nghiên 

cứu này chiếm tỉ lệ trung bình là 6,44% ± 4,9%, và bao gồm 2 quần thể nhỏ là NK 

CD56dim chiếm 5,93% ± 4,81% và NK CD56bright chiếm tỉ lệ nhỏ hơn là 0,51% ± 

0,39%. 

2. Nghiên cứu đã đưa ra quy trình nuôi cấy, hoạt hóa và tăng sinh tế bào NK từ máu 

dây rốn hiệu quả, với quần thể tế bào có tỉ lệ NK ban đầu chiếm 6,38 ± 4,87% đã tăng 

lên 77,39 ±19,11%, tương ứng với số lượng tế bào NK là 1.762,7 x106 ± 1.141,1 x106 

sau 21 ngày nuôi cấy, và tương đương với số lượng tế bào NK tăng lên 840,7 ± 550,4 

lần so với ban đầu. Không chỉ vậy, khối tế bào NK sau nuôi cấy có khả năng tiêu diệt 

tế bào ung thư dòng K562 sau 3 giờ tương tác là 54,4% ± 26,9% ở tỉ lệ E/T=5/1; 62,2 

± 23,2% ở tỉ lệ E/T= 10/1; 68,6 ± 18,7% ở tỉ lệ E/T=20/1 và 74,6 ± 15,7% ở tỉ lệ 

E/T=40/1. Ngoài ra, các dấu ấn hoạt hóa như CD94, NKG2D biểu hiện mạnh trên tế 

bào NK sau nuôi cấy với tỉ lệ trung bình lần lượt là 96,6 ± 3,3 % và 83,2 ± 2,4 %; dấu 

ấn CD158a, CD158b và NKp44 biểu hiện với tỉ lệ trung bình thấp, lần lượt là 14 ± 

7,1%; 8,2 ± 9,7% và 8,5 ± 5,9%; trong khi thụ thể ức chế CD158e, thụ thể hoạt hóa 
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NKG2C, NKp30 và NKp46 lại có biểu hiện ở mức rất thấp là dưới 3%. Khối tế bào 

NK sau nuôi cấy 21 ngày không mang tác nhân gây bệnh như vi khuẩn, mycoplasma; 

hàm lượng nội độc tố vi khuẩn endotoxin thấp <0,1 EU/ml và không phát hiện bất 

thường cấu trúc nhiễm sắc thể. Các tiêu chí này bước đầu đáp ứng một số tiêu chuẩn 

chất lượng của FDA quy định sản phẩm tế bào soma nghiên cứu ứng dụng cho lâm 

sàng, là tiền đề cho các nghiên cứu ứng dụng trên người ở các giai đoạn sau này tại 

Việt Nam.  

 

KIẾN NGHỊ 

Hiện nay, việc sử dụng liệu pháp tế bào miễn dịch trong ung thư đã nhận được 

sự quan tâm của các nhà khoa học cũng như các bác sỹ lâm sàng trên toàn thế giới. 

Tại Việt Nam, một số bệnh viện đã được bộ y tế cấp phép cho việc sử dụng liệu pháp 

tế bào miễn dịch trong việc hỗ trợ điều trị ung thư, và có nhiều nghiên cứu, thử nghiệm 

lâm sàng sử dụng liệu pháp tế bào miễn dịch đã được tiến hành, tuy nhiên các nghiên 

cứu, ứng dụng chủ yếu tập trung vào các loại tế bào như NK, CTL, DC, CAR-T có 

nguồn gốc từ máu ngoại vi người trưởng thành. Nghiên cứu này là một trong các 

nghiên cứu tế bào NK đầu tiên tại Việt Nam triển khai trên đối tượng là máu dây rốn, 

hướng tới việc sử dụng trong ghép đồng loài hỗ trợ điều trị ung thư trên lâm sàng. 

Với các kết quả đã đạt được trên, trong quá trình tiến hành nghiên cứu, nghiên cứu 

sinh cũng nhận thấy một số vấn đề còn tồn tại và là cơ sở để tiến hành các nghiên cứu 

trong tương lai như: 

1. Nên tiến hành thêm giai đoạn tăng sinh và biệt hóa HSC ngay trước khi tăng sinh 

và huấn luyện tế bào NK có thể giúp làm tăng số lượng tế bào NK thu được sau nuôi 

cấy.  

2. Việc nghiên cứu chọn lọc một phương pháp bảo quản có sử dụng dung dịch lưu trữ 

phù hợp, không chứa DMSO và chứa các thành phần an toàn cho cơ thể có thể giúp 

người bệnh sử dụng trực tiếp khối tế bào đông lạnh mà không cần phải tiến hành bước 

rửa là rất có ý nghĩa.  

3. Cần thực hiện thêm các nghiên cứu đánh giá về tính an toàn, hiệu quả của liệu pháp 

trên mô hình động vật trước khi tiến hành trên người. 
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Phụ lục 04 

 Các thành phần môi trường nuôi cấy BINKIT 

 

Quá trình nuôi cấy trong nghiên cứu được chia thành 2 giai đoạn, và môi trường sử 

dụng bao gồm gồm:  

- Môi trường nuôi cấy hoạt hóa trong 3 ngày đầu chứa: 

o Đĩa nuôi cấy có phủ kháng thể đơn dòng liên kết CD3 (nồng độ 

5ng/5ml), và liên kết CD16 (nồng độ 5µg/5ml) 

o Hỗn hợp OK-432 (nồng độ 0,01 KE/ml) và Axit zoledronic (nồng độ 5 

μM/mL) 

o Hỗn hợp môi trường nuôi cấy cơ bản OpTmizer, Gibco chứa IL-2 nồng 

độ nồng độ 1.000 U/ml 

o Huyết thanh tự thân bất hoạt nhiệt 

- Môi trường nuôi cấy tăng sinh (sau 3 ngày) 

o Môi trường nuôi cấy cơ bản OpTmizer, Gibco chứa IL-2 nồng độ 700 

U/ml kích thích tăng sinh NK 

o Huyết thanh tự thân bất hoạt nhiệt  

Trong giai đoạn nuôi cấy 3 ngày đầu tiên là giai đoạn nuôi cấy sơ cấp hay giai 

đoạn hoạt hóa. Thành phần như kháng thể đơn dòng kháng CD3 (anti-CD3 mAbs) và 

CD 16 (anti-CD16 mAbs), OK432, Zoledronic acid, IL-2 được tối ưu nồng độ và 

huyết thanh bất hoạt nhiệt tự nhân có cai trò hoạt hóa và kích thích tế bào NK tăng 

sinh. Sau đó, các thành phần trên được ly tâm loại bỏ, tế bào bước sang giai đoạn 

nuôi cấy thứ cấp, hay nuôi cấy tăng sinh chọn lọc với thành phần chín là môi trường 

nuôi cấy cơ bản có bổ sung IL-2 với nồng độ là 700 U/ml giúp gia tăng số lượng và 

hoạt tính của NK. 

Các thành phần trong môi trường nuôi cấy này từ lâu đã được nghiên cứu, trong đó, 

mỗi thành phần lại có vai trò riêng trong việc kích thích và tạo điều kiện nhân rộng 

NK. Bảng 3.44 tóm tắt vai trò của các thành phần trong hỗn hợp môi trường nuôi cấy 

này.  
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Bảng 3. 44. Thành phần và vai trò các chất trong môi trường nuôi cấy tế bào NK 

BINKIT 

Thành phần  Chức năng 

 

Kháng thể 

kháng CD3 

 

Kháng thể kháng CD3 được cố định trên bề mặt chai nuôi cấy, 

liên kết với thụ thể CD3 trên bề mặt của các tế bào biểu hiện 

CD3+ như lympho T và NKT, ban đầu dẫn đến kích hoạt tế bào 

lympho T giải phóng các cytokine như yếu tố hoại tử khối u 

TNF và IFN-γ, nhưng sau đó gây ra apoptosis của các tế bào T 

[147, 171]. 

Kháng thể 

kháng CD16 

Kháng thể kháng CD16 được cố định trên bề mặt chai nuôi cấy, 

đây là một trong những yếu tố hoạt hóa mạnh của NK, chúng 

liên kết với thụ thể CD16 trên bề mặt tế bào NK để kích thích 

quá tình hoạt hóa của NK [142, 147, 172, 173]. Việc cố định 

kháng thể kháng CD16 này sẽ làm tăng hiệu quả tiếp xúc với 

NK hơn so với CD16 hòa tan trong môi trường. 

IL-2 

IL-2 tác động thông qua tương tác với các thụ thể IL-2R trên bề 

mặt tế bào và kích hoạt con đường Janus kinase (JAK)/STAT 

trong tế bào, và kết quả là kích thích NK tăng sinh, đồng thời 

làm gia tăng hoạt tính của chúng [145, 174]. 

OK-432  

OK432 đóng vai trò như một chất bổ trợ miễn dịch có khả năng 

kích hoạt bạch cầu đơn nhân sản xuất một số cytokine như IL-

12, IL-18, IL-2,…tiếp đó các cytokin hoạt hóa các phản ứng 

miễn dịch tiếp theo, trong đó bao gồm việc làm gia tăng hoạt 

tính của tế bào NK [146, 175]. 

Zoledronic acid  
Có vai trò trong việc tăng cường chức năng gây độc của tế bào 

NK [176, 177]. 

Huyết tương bất 

hoạt nhiệt 

Quá trình bất hoạt huyết tương bằng nhiệt độ cao khiến tiểu cầu 

bị phá vỡ cấu trúc, giải phóng ra lượng lớn cytokine cần thiết 

cho sự phát triển của NK [178]. 

 

 

 



 

 

 

VII 

Phụ lục 05 

Lưu dồ quy trình nuôi cấy tăng sinh tế bào NK 

 
 

• Đếm các thành phần tế bào máu ban đầu

• Phân tích thành phần tế bào miễn dịch
ban đầu

Thu thập máu cuống
rốn

• Ly tâm 1710 g, 10 phút

• Bất hoạt nhiệt huyết tương ở 58 độ C, 60 
phútLy tâm thu huyết tương

• Ly tâm lần 1 tốc độ 840 g, 20 phút

• Ly tâm rửa lần 2: 640 g, 10 phút

• Ly tâm rửa lần 3: 270 g, 8 phút

• Đếm số lượng tế bào

Phân lập MNC bằng
ficoll

• Môi trường nuôi cấy sơ cấp

• Huyết tương bất hoạt 5%Nuôi cấy sơ cấp (D0-
D3)

• Ly tâm loại môi trường 270 g, 8 phút

• Nuôi cấy bằng môi trường thứ cấp

• Bổ sung huyết thanh bất hoạt nhiệt

• Bổ sung môi trường sau mỗi 2-3 ngày, 
không loại môi trường cũ

Thay môi trường và
nuôi cấy thứ cấp (D3-

D21)

• Đếm số lượng tế bào và tỉ lệ tế bào miễn 
dịch

• Kiểm tra vi sinh

• Kiểm tra endotoxin, mycoplasma

Thu hoạch tế bào (D18-
D21)
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Phụ lục 06 

 
Giấy chứng nhận chấp thuận của hội đồng y đức trong nghiên cứu y sinh học 
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