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LỜI CAM ĐOAN 

 Tôi xin cam đoan đề tài nghiên cứu trong luận văn này là công trình nghiên cứu 
của tôi dựa trên những tài liệu, số liệu do chính tôi tự tìm hiểu và nghiên cứu. Chính vì 
vậy, các kết quả nghiên cứu đảm bảo trung thực và khách quan nhất. Đồng thời, kết quả 
này chưa từng xuất hiện trong bất cứ một nghiên cứu nào. Các số liệu, kết quả nêu trong 
luận văn là trung thực nếu sai tôi hoàn toàn chịu trách nhiệm trước phát luật. 

 Hà Nội, ngày 6 tháng 6 năm 2026 

 

    

 
                                                                     Hoàng Hồng Hạnh 
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MỞ ĐẦU 

Dịch tả lợn cổ điển (CSF) là bệnh truyền nhiễm nguy hiểm gây thiệt hại lớn 
cho ngành chăn nuôi lợn. Các vaccine hiện có như vaccine sống giảm độc lực và 
vaccine bất hoạt đã chứng minh hiệu quả trong kiểm soát bệnh, tuy nhiên vẫn tồn tại 
một số hạn chế như nguy cơ tái độc lực, yêu cầu bảo quản nghiêm ngặt và khó phân 
biệt giữa động vật nhiễm tự nhiên với động vật đã tiêm phòng. Bên cạnh đó, sự lưu 
hành của các chủng virus độc lực trung bình hoặc thấp gây nhiễm trùng tiềm ẩn và 
ức chế miễn dịch tiếp tục đặt ra thách thức cho công tác kiểm soát dịch bệnh. Do đó, 
việc nghiên cứu các hướng vaccine mới mang tính bổ sung và cải tiến là cần thiết 
nhằm nâng cao hiệu quả phòng chống CSF trong thực tế. 

Trong bối cảnh toàn cầu hóa, việc kiểm soát các bệnh truyền nhiễm xuyên biên 
giới (như CSF, ASF, PRRS) là ưu tiên hàng đầu để đảm bảo an ninh lương thực. Tại 
Việt Nam, chăn nuôi lợn là ngành sản xuất chủ lực, xếp thứ 5 thế giới về tổng đàn 
(năm 2022). Tuy nhiên, sự đe dọa thường trực từ dịch bệnh, đặc biệt là CSF, đang 
ảnh hưởng nặng nề đến sự phát triển bền vững của ngành. 

Những năm gần đây, túi ngoại bào (Extracellular Vesicles – EVs) nổi lên như 
một nền tảng công nghệ đột phá trong phát triển vaccine thế hệ mới. EVs là các cấu 
trúc nano màng kép do tế bào tiết ra, mang theo protein, lipid và acid nucleic tham 
gia vào quá trình truyền tin và trình diện kháng nguyên. Nhiều nghiên cứu quốc tế 
chứng minh EVs từ tế bào nhiễm virus có thể chứa kháng nguyên đặc hiệu và kích 
thích mạnh mẽ cả đáp ứng miễn dịch dịch thể lẫn miễn dịch qua trung gian tế bào. 
Tuy nhiên, tại Việt Nam, các nghiên cứu ứng dụng EVs trong lĩnh vực thú y, đặc biệt 
là đối với virus CSFV, vẫn còn rất hạn chế. 

Xuất phát từ những đòi hỏi thực tiễn và khoảng trống nghiên cứu trên, đề tài 
“Nghiên cứu phân tích khả năng mang kháng nguyên virus gây dịch tả lợn cổ 
điển của các túi ngoại bào EVs từ tế bào đại thực bào nuôi cấy” được thực hiện 
nhằm tìm kiếm một hướng tiếp cận mới, an toàn và hiệu quả trong phòng chống bệnh 
CSF. 

Mục tiêu: Xây dựng và đánh giá được khả năng mang epitope kháng nguyên E2 từ 
virus dịch tả lợn cổ điển (CSFV) của hệ thống túi ngoại bào (EVs) có nguồn gốc từ 
đại thực bào nuôi cấy.  
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Nội dung:  

1. Nuôi cấy và biệt hoá tế bào đại thực bào 3D4/2 trong điều kiện in vitro. 
2. Đánh giá quá trình xử lý kháng nguyên và tạo các túi ngoại bào (EVs) mang 

epitope kháng nguyên E2 của CSFV. 
3. Bước đầu phân tích ảnh hưởng của EVs mang epitope kháng nguyên CSFV 

lên đáp ứng miễn dịch của tế bào T. 
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CHƯƠNG 1. TỔNG QUAN NGHIÊN CỨU 

1.1. Tổng quan về túi ngoại bào (Extracellular Vesicles - EVs) 
1.1.1. Khái niệm túi ngoại bào và phân loại 

Túi ngoại bào (extracellular vesicles – EVs) là các cấu trúc màng kép kích 
thước nano, được tiết ra từ hầu hết các loại tế bào và chứa nhiều phân tử hoạt tính 
sinh học như lipid, protein và RNA [1, 2]. EVs được mô tả lần đầu tiên vào năm 1967 
và có thể được tìm thấy trong nhiều dịch cơ thể như máu, nước bọt và sữa mẹ [2, 3]. 

Dựa trên kích thước, cấu trúc và nguồn gốc sinh học, EVs thường được chia 
thành hai nhóm chính là exosome và vi túi (microvesicles – MVs) [4]. Exosome có 
kích thước khoảng 30–150 nm, được hình thành từ các thể đa túi (MVBs) trong tế 
bào và được giải phóng ra ngoại bào khi MVBs hợp nhất với màng sinh chất [5]. 

EVs phân bố rộng rãi trong cơ thể động vật có vú và có thể được phân lập từ 
nhiều loại dịch sinh học khác nhau [2]. Ở lợn, exosome đã được nghiên cứu từ nhiều 
nguồn, trong đó các marker như CD63, CD9 và CD81 cho thấy sự khác biệt về mức 
độ biểu hiện giữa exosome và microvesicle, phản ánh sự đa dạng về nguồn gốc và 
đặc tính sinh học của các EVs [6]. 

 
Hình 1.1. Quá trình hình thành và vận chuyển các túi ngoại bào (EV) [7]. 

1.1.2. Chức năng của các EV và phát triển vacxin dựa trên EV  

Các túi ngoại bào (EVs) là các cấu trúc màng kép hình cầu chứa cytosol, được 
tiết ra bởi cả tế bào nhân chuẩn và nhân sơ vào môi trường ngoại bào. EVs đóng vai 
trò quan trọng trong giao tiếp liên tế bào, thông qua việc vận chuyển các phân tử sinh 
học như protein, chất chuyển hóa và acid nucleic, từ đó điều hòa trạng thái sinh lý 
của tế bào nhận [1, 7]. Về mặt chức năng, EVs có khả năng điều hòa miễn dịch đa 
dạng, bao gồm giảm viêm thông qua các protein, yếu tố tăng trưởng, miRNA và 
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cytokine; tăng cường miễn dịch thông qua chemokine và cytokine; đồng thời thúc 
đẩy tái tạo mô nhờ các yếu tố tăng trưởng và interleukin [1, 8]. 

Trong nhiễm virus, EVs có thể đóng vai trò hai mặt. Một mặt, EVs có thể góp 
phần lan truyền virus bằng cách vận chuyển các thụ thể xâm nhập (ví dụ CCR5 trong 
HIV) hoặc mang các thành phần virus gây độc tế bào. Mặt khác, EVs cũng có thể 
mang các yếu tố kháng virus và kích thích đáp ứng miễn dịch, như exosome từ tế bào 
lympho B biểu hiện protein EBV gp350 giúp tăng cường miễn dịch chống virus [8, 
9]. 

EVs ngày càng được quan tâm trong phát triển vaccine nhờ khả năng mang và 
trình diện kháng nguyên tự nhiên. Thành phần của EVs có thể xâm nhập vào tế bào 
đích và điều hòa quá trình nhiễm virus [8, 10]. Ví dụ, EVs mang microRNA có thể 
ức chế các thụ thể như CD163 hoặc sialoadhesin, từ đó hạn chế sự xâm nhập của 
virus PRRSV [10, 11]. Ngoài ra, EVs còn tham gia điều hòa miễn dịch bẩm sinh và 
thích ứng thông qua tương tác với các tế bào miễn dịch [8, 12]. Bên cạnh đó, EVs, 
đặc biệt là exosome, chứa nhiều acid nucleic và protein đặc hiệu, liên quan đến các 
quá trình bệnh lý như ung thư, do đó được xem là nguồn dấu ấn sinh học tiềm năng 
trong chẩn đoán và tiên lượng bệnh [12, 13]. Đáng chú ý, thành phần của exosome 
có thể thay đổi theo trạng thái sinh lý hoặc bệnh lý, ảnh hưởng đến chức năng sinh 
học và khả năng nhắm đích của chúng. 

EVs không chỉ đóng vai trò trung gian trong giao tiếp tế bào mà còn tham gia 
sâu vào cơ chế bệnh sinh, điều hòa miễn dịch và phát triển vaccine, mở ra nhiều 
hướng ứng dụng trong y học và thú y [8, 12]. 

 

Hình 1. 2. Vai trò của túi ngoại bào trong việc trình diện kháng nguyên [14]. 

EVs có thể trình diện kháng nguyên trực tiếp thông qua các phân tử MHC trên bề 
mặt cho tế bào T, hoặc gián tiếp thông qua tế bào tua (DC). EVs có thể gắn lên bề 
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mặt DC (cross-dressing) hoặc được nội hóa, xử lý và trình diện lại kháng nguyên, 
từ đó kích hoạt tế bào T CD8⁺. Ngoài ra, EVs còn tham gia vào quá trình trình diện 
chéo thông qua việc vận chuyển kháng nguyên giữa các DC trong hạch bạch huyết. 
Đáng chú ý, EVs có nguồn gốc từ tiểu cầu có thể xử lý protein thành peptide, nạp 
lên MHC lớp I và trình diện cho tế bào T, đồng thời mang các phân tử đồng kích 
thích, cho thấy khả năng hoạt động như các đơn vị trình diện kháng nguyên hoàn 

chỉnh.  

1.1.3. Khả năng trình diện kháng nguyên 

Việc chứng minh khả năng trình diện kháng nguyên của EV là phát hiện quan 
trọng đầu tiên cho thấy EV có thể có vai trò quan trọng trong đáp ứng miễn dịch thích 
ứng. Năm 1996, Graça Raposo và cộng sự lần đầu tiên cho thấy EVs có nguồn gốc 
từ tế bào lympho B mang phức hợp peptide–MHC (pMHC) và có khả năng trình diện 
trực tiếp kháng nguyên cho tế bào T, mở ra khái niệm EVs như các đơn vị trình diện 
kháng nguyên di động [15]. 

Hiệu quả của việc trình diện kháng nguyên sẽ tăng lên nếu EV mang pMHC 
được gắn vào bề mặt tế bào tua (DC) [12]. Trong trường hợp này, số exosome gắn 
DC ít hơn khoảng 100 lần so với exosome tự do để đạt được cùng mức độ kích hoạt 
tế bào T. Cơ chế được cho là các DC “trình diện chéo – cross dressing” tập trung một 
số lượng lớn pMHC liên quan đến EV để hình thành khớp thần kinh miễn dịch và 
kích hoạt tế bào T (Hình 1.2a). Cơ chế này được hỗ trợ bởi quan sát rằng tương tự 
như các DC “cross dressing”, các exosome cũng kích hoạt các tế bào T. Ngoài các cơ 
chế trình diện kháng nguyên trực tiếp và bán trực tiếp (qua trung gian) của EV, các 
túi mang pMHC cũng như kháng nguyên nguyên vẹn có thể được nội hóa và xử lý 
hiệu quả bởi các tế bào trình diện kháng nguyên (APC) để trình bày kháng nguyên 
gián tiếp [12, 5]. 

Gần đây, sự tham gia của EV vào việc trình diện chéo đã thu hút được sự chú 
ý đáng kể. Sự trình diện chéo của các kháng nguyên ngoại sinh trên phức hợp MHC 
lớp I với tế bào T CD8+ có vai trò quan trọng trong khả năng miễn dịch chống lại 
virus và khối u cũng như trong phản ứng miễn dịch khi tiêm chủng và cảm ứng dung 
nạp. Các cDC được dung hợp với các exosome mang pMHC lớp I có thể tạo ra kích 
hoạt thành công các tế bào T CD8+ [16]. Hơn nữa, việc chuyển các túi synap giữa 
DC của người cho và người nhận thông qua liên kết tế bào-tế bào chặt chẽ và bền 
vững có liên quan đến quá trình mồi chéo của các tế bào T CD8 + đặc hiệu của khối 
u [17].  (Hình 1.2b). Trong trường hợp này, các DC di cư mang kháng nguyên khối u 
rời khỏi môi trường vi mô khối u và di chuyển đến các hạch bạch huyết khu vực. 
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Trong các hạch bạch huyết, các DC di cư này giải phóng EV mang phức hợp pMHC 
lớp I có thể được chuyển tiếp qua khớp thần kinh đến các DC cư trú trong hạch bạch 
huyết. Cơ chế này được đề xuất là con đường chủ đạo để nạp các DC cư trú trong 
hạch để trình diện kháng nguyên cho tế bào T CD8+. Dữ liệu gần đây cũng cho thấy 
sự liên quan của EV có nguồn gốc từ plasmacytoid trong việc chuyển kháng nguyên 
sang các tế bào cDC1 để trình diện chéo sang các tế bào T CD8 + ngây thơ [18] (Hình 
1.2c). Vẫn chưa rõ liệu EV có nguồn gốc từ plasmacytoid có cho phép trình diện 
kháng nguyên bởi cDC thông qua một quá trình tương tự như trình diện chéo hoặc 
thông qua sự hấp thu và xử lý EV để trình diện gián tiếp hay không. 

Cuối cùng, một phát hiện mới thú vị là các EV có nguồn gốc từ tiểu cầu cỡ 
trung bình có thể hoạt động như các đơn vị chức năng hoàn chỉnh cho việc trình diện 
kháng nguyên; chúng không chỉ mang phức hợp pMHC lớp I và các phân tử đồng 
kích thích (CD40L, CD40 và OX40L) trên bề mặt mà còn chứa các proteasome 20S 
chức năng để cho phép tạo ra peptide để trình diện kháng nguyên. Điều quan trọng là 
trong điều kiện thí nghiệm, các proteasome của EV có nguồn gốc từ tiểu cầu có thể 
xử lý kháng nguyên ngoại sinh và nạp các peptide thu được vào các phân tử MHC 
lớp I, dẫn đến sự tăng sinh của các tế bào T CD8+ đặc hiệu của kháng nguyên [19].   

Ở chiều ngược lại, EVs cũng đóng vai trò quan trọng trong việc cảm ứng dung 
nạp miễn dịch và hỗ trợ các cơ chế né tránh miễn dịch. EVs có nguồn gốc từ tế bào u 
hoặc tế bào tua chưa trưởng thành thường mang các phân tử ức chế như PD-L1 hoặc 
FasL, có khả năng tương tác với các thụ thể tương ứng trên tế bào T để làm suy giảm 
chức năng hiệu ứng của chúng [20]. Ngoài ra, EVs chứa các cytokine ức chế như 
TGF-β và IL-10 có thể thúc đẩy sự biệt hóa tế bào T điều hòa (Tregs), từ đó tạo ra 
một môi trường dung nạp miễn dịch bền vững [8]. Sự thiếu hụt các tín hiệu đồng kích 
thích (CD80/CD86) trên EVs mang pMHC cũng có thể dẫn đến trạng thái vô cảm 
(anergy) của tế bào T khi nhận diện kháng nguyên, làm suy giảm khả năng đáp ứng 
miễn dịch trong tương lai [12]. Bên cạnh đó, sự hiện diện của các phân tử gây chết 
theo chương trình như FasL hoặc TRAIL trên EVs có thể trực tiếp cảm ứng apoptosis 
ở các tế bào T đang hoạt động, góp phần làm giảm hiệu quả của đáp ứng miễn dịch 
[12, 21]. Về cơ chế phân tử, EVs tác động lên tế bào T thông qua nhiều con đường 
khác nhau, bao gồm truyền tải protein chức năng (như pMHC và các phân tử đồng 
kích thích), vận chuyển các phân tử acid nucleic như miRNA và mRNA để điều hòa 
biểu hiện gen, cũng như thông qua các tín hiệu cytokine [22]. 

Như vậy, EVs đóng vai trò là các trung gian quan trọng trong điều hòa đáp 
ứng miễn dịch tế bào T thông qua nhiều cơ chế khác nhau, từ hoạt hóa mạnh mẽ đến 
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ức chế miễn dịch. Tính chất hai mặt này phụ thuộc vào nguồn gốc EVs, trạng thái 
hoạt hóa của tế bào sinh ra chúng và bối cảnh sinh lý hoặc bệnh lý, đặc biệt trong 
nhiễm virus như CSFV [8, 22]. 

1.1.4. Vai trò của túi ngoại bào trong vận chuyển kháng nguyên virus và các 
ứng dụng thực nghiệm trong miễn dịch học thú y 

Trong những năm gần đây, túi ngoại bào (extracellular vesicles – EVs) đã được 
công nhận là một thành phần trung gian quan trọng trong tương tác giữa virus và vật 
chủ, không chỉ đóng vai trò trong truyền thông tin liên tế bào mà còn tham gia trực 
tiếp vào quá trình vận chuyển các thành phần của virus. Nhiều nghiên cứu đã chứng 
minh rằng các tế bào nhiễm virus có khả năng tiết ra EVs mang các protein cấu trúc 
của virus, đặc biệt là các glycoprotein vỏ, thông qua sự tương tác với hệ thống phân 
loại nội bào như phức hợp ESCRT. Nhờ đó, các protein này được trình diện trên bề 
mặt EVs với cấu hình gần tương tự virus tự nhiên, cho phép tương tác với tế bào đích 
và ảnh hưởng đến các con đường tín hiệu miễn dịch [8, 23]. 

Bên cạnh protein, EVs còn có khả năng bao gói và vận chuyển các acid nucleic 
có nguồn gốc virus, bao gồm RNA bộ gen, mRNA mã hóa protein virus và các phân 
tử small non-coding RNA. Các phân tử này được bảo vệ trong lớp màng lipid kép 
của EVs, giúp tránh khỏi sự phân hủy bởi RNase trong môi trường ngoại bào và duy 
trì tính ổn định trong tuần hoàn sinh học. Quan trọng hơn, EVs mang RNA virus có 
thể được hấp thu bởi các tế bào chưa nhiễm, từ đó điều hòa biểu hiện gen hoặc khởi 
phát các quá trình sinh học tương tự như nhiễm virus, đại diện cho một cơ chế lan 
truyền tín hiệu di truyền không phụ thuộc virion [24, 25]. 

Từ các đặc điểm sinh học này, EVs được xem là một nền tảng đầy tiềm năng 
cho các ứng dụng trong miễn dịch học, đặc biệt là phát triển vaccine thế hệ mới và 
các chiến lược chẩn đoán. Các EVs mang kháng nguyên virus có thể hoạt động như 
một dạng “vaccine phi tế bào” (cell-free vaccines), có khả năng kích thích cả đáp ứng 
miễn dịch dịch thể và miễn dịch qua trung gian tế bào nhờ cấu trúc màng lipid tương 
thích sinh học cao và khả năng trình diện kháng nguyên tự nhiên, đồng thời không 
mang nguy cơ tái hoạt hóa độc lực như vaccine sống giảm độc lực [26, 27]. Ngoài ra, 
do EVs hiện diện rộng rãi trong các dịch sinh học và phản ánh trạng thái của tế bào 
nguồn, việc phát hiện các protein hoặc RNA virus trong EVs được xem là một phương 
pháp chẩn đoán không xâm lấn có độ nhạy và độ đặc hiệu cao [13, 25]. 
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Các bằng chứng thực nghiệm đã cho thấy tiềm năng ứng dụng đáng kể của túi 
ngoại bào (EVs) trong lĩnh vực thú y, đặc biệt trong phát triển vắc-xin. Một trong 
những nghiên cứu đầu tiên được thực hiện trên mô hình nhiễm Eimeria tenella ở gà. 
Kết quả cho thấy động vật được tiêm EV có mức độ tổn thương ruột giảm, tỷ lệ tử 
vong thấp hơn và tăng trưởng tốt hơn so với nhóm đối chứng [28]. 

Tuy nhiên, việc ứng dụng EV trong các bệnh do virus còn hạn chế do sự tương 
đồng về kích thước, tỷ trọng và con đường sinh học giữa EV và virus, gây khó khăn 
trong quá trình phân tách và phân tích [9]. Một số nghiên cứu ban đầu cho thấy kết 
quả chưa đồng nhất, như mô hình virus LCMV, trong đó EV từ tế bào tua không kích 
hoạt hiệu quả đáp ứng tế bào T gây độc và không bảo vệ vật chủ [29]. Ngược lại, một 
số hướng tiếp cận mới đã cho thấy tiềm năng rõ rệt. Điển hình là việc sử dụng EV để 
vận chuyển microRNA nhằm ức chế virus PRRSV ở lợn thông qua việc giảm biểu 
hiện các thụ thể quan trọng như CD163 và sialoadhesin. Kết quả cho thấy sự giảm 
đáng kể hiệu giá virus, chứng minh hiệu quả kháng virus và khả năng ứng dụng rộng 
rãi [30]. 

Mặc dù vẫn còn những thách thức như kỹ thuật tinh sạch, định lượng và đánh 
giá độ an toàn, EV được xem là một chiến lược đầy triển vọng trong phát triển vắc-
xin và liệu pháp miễn dịch. Một số nghiên cứu tiền lâm sàng đã cho kết quả tích cực, 
mở ra tiềm năng ứng dụng trong kiểm soát bệnh truyền nhiễm ở động vật [9, 30]. Bên 
cạnh đó, EV còn có khả năng tương tác trực tiếp với các tế bào miễn dịch, đặc biệt là 
tế bào lympho T, qua đó điều hòa và định hướng đáp ứng miễn dịch của vật chủ [9, 
19]. 

1.2. Tổng quan về virus dịch tả lợn cổ điển (CSFV) 
1.2.1. Đặc điểm sinh học phân tử, cấu trúc bộ gen và vai trò của glycoprotein 

E2 của virus dịch tả lợn cổ điển (CSFV) 

Dịch tả lợn cổ điển (CSF) là một bệnh truyền nhiễm cấp tính nguy hiểm trên 
lợn, do virus dịch tả lợn cổ điển (Classical swine fever virus - CSFV) gây ra, có khả 
năng lây lan nhanh với tỷ lệ tử vong cao, kìm hãm nghiêm trọng sự phát triển của 
ngành chăn nuôi lợn [31, 32]. Bệnh có thể biểu hiện dưới nhiều thể lâm sàng khác 
nhau, bao gồm cấp tính, bán cấp và mãn tính, phụ thuộc vào độc lực của chủng CSFV, 
tình trạng miễn dịch của vật chủ cũng như các yếu tố môi trường tác động. Chiến lược 
kiểm soát CSF nói chung là sự kết hợp giữa tiêm phòng vacxin bắt buộc và loại bỏ 
lợn bệnh [33], nhưng dưới áp lực cao của việc tiêm phòng bắt buộc, CSF vẫn liên tục 
xuất hiện.  
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Classical swine fever virus là virus RNA sợi đơn dương, có kích thước bộ gen 
khoảng 12,3 kb, thuộc chi Pestivirus, họ Flaviviridae [34]. Bộ gen của virus bao gồm 
ba thành phần chính: vùng không mã hóa đầu 5′ (5′-UTR), một khung đọc mở duy 
nhất (open reading frame – ORF) và vùng không mã hóa đầu 3′ (3′-UTR). ORF này 
được dịch mã thành một polyprotein tiền thân, sau đó được xử lý bởi các protease của 
virus và enzyme của tế bào chủ để tạo thành các protein trưởng thành có chức năng 
riêng biệt [35, 36]. 

Cụ thể, polyprotein của CSFV được phân cắt thành bốn protein cấu trúc gồm 
capsid (C), Erns, E1 và E2, cùng với tám protein không cấu trúc bao gồm Npro, p7, 
NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A và NS5B. Trong đó, các protein không cấu trúc chủ 
yếu tham gia vào quá trình sao chép RNA và điều hòa đáp ứng miễn dịch của vật chủ, 
trong khi các protein cấu trúc đóng vai trò quan trọng trong hình thành virion và tương 
tác với tế bào đích [33, 35]. Đáng chú ý, glycoprotein E2 được xem là kháng nguyên 
quan trọng nhất của CSFV do có khả năng sinh miễn dịch mạnh, kích thích cơ thể vật 
chủ tạo ra lượng lớn kháng thể trung hòa. Nhờ đặc tính này, E2 được lựa chọn làm 
ứng viên hàng đầu trong phát triển vắc-xin tiểu đơn vị cũng như các hệ thống chẩn 
đoán huyết thanh học [35, 37]. 

Protein E2 là glycoprotein quan trọng nhất của virus dịch tả lợn cổ điển 
(CSFV), gồm khoảng 373 acid amin, có khối lượng ~55 kDa và chứa nhiều vị trí 
glycosyl hóa. E2 có peptide tín hiệu ở đầu N và vùng xuyên màng ở đầu C giúp neo 
vào màng virus, đồng thời có khả năng tạo homodimer thông qua liên kết disulfide. 
Về chức năng, E2 đóng vai trò trung tâm trong quá trình xâm nhập tế bào và là kháng 
nguyên chính kích thích đáp ứng miễn dịch, đặc biệt là tạo kháng thể trung hòa bảo 
vệ. Các epitop kháng nguyên của E2 được chia thành bốn miền (A–D), trong đó miền 
A và D có tính bảo tồn cao và liên quan trực tiếp đến khả năng trung hòa virus. Một 
số epitop bảo tồn cao đã được ứng dụng trong phát triển vắc-xin đánh dấu và các xét 
nghiệm chẩn đoán huyết thanh học. Ngoài ra, E2 còn tham gia vào cơ chế dung hợp 
màng thông qua tương tác với protein E1 trong điều kiện pH thấp của endosome. Một 
số nghiên cứu cũng cho thấy E2 có liên quan đến quá trình gắn virus lên tế bào chủ 
và tương tác với các yếu tố như CD46, góp phần vào vòng đời và độc lực của virus 
[38, 39]. 

Ngoài nhiễm trùng cấp tính, CSFV thường gây ra nhiễm trùng dai dẳng mãn 
tính. Lợn bị nhiễm bệnh mãn tính thải ra virus và các kháng thể cụ thể sẽ được phát 
hiện nhưng không loại bỏ được virus [40], điều này cho thấy CSFV có thể chống lại 
phản ứng kháng thể của vật chủ thông qua một cơ chế cụ thể.  



10 
 

 
Hình 1.3. Cấu trúc của virus CSFV [41]. 

1.2.2. Tình hình vaccine và kiểm soát CSFV 

Hiện nay, kiểm soát bệnh dịch tả lợn cổ điển (CSF) chủ yếu dựa vào tiêm 
phòng vaccine kết hợp tiêu hủy động vật nhiễm nhằm hạn chế lây lan [40]. Trong đó, 
vaccine đóng vai trò trung tâm trong việc tạo miễn dịch chủ động và bảo vệ đàn vật 
nuôi. 

Vaccine sống giảm độc lực (điển hình là chủng C-strain) được sử dụng rộng 
rãi nhờ khả năng kích thích miễn dịch mạnh và kéo dài. Tuy nhiên, loại vaccine này 
tồn tại nhiều hạn chế như nguy cơ tái hoạt virus, khó đảm bảo an toàn sinh học và 
không đáp ứng tiêu chí DIVA, gây khó khăn trong giám sát dịch tễ [37]. Vaccine bất 
hoạt có độ an toàn cao hơn nhưng hiệu quả miễn dịch thấp hơn, cần tiêm nhắc lại 
nhiều lần và phụ thuộc vào điều kiện bảo quản nghiêm ngặt [42]. 

Các nền tảng vaccine thế hệ mới như vaccine tiểu đơn vị, DNA và vector virus 
đã được phát triển nhằm khắc phục các hạn chế trên. Trong đó, glycoprotein E2 là 
kháng nguyên quan trọng nhất, có khả năng kích thích đáp ứng miễn dịch bảo vệ và 
tạo kháng thể trung hòa. Tuy nhiên, các vaccine này vẫn gặp thách thức về hiệu quả 
bảo hộ, khả năng kích thích miễn dịch tế bào và chi phí sản xuất, đồng thời việc đáp 
ứng tiêu chí DIVA chưa hoàn toàn tối ưu [37]. Nhiều nghiên cứu đã tập trung phát 
triển vaccine tái tổ hợp và hệ thống DIVA dựa trên các protein như E2, Erns và NS3, 
trong đó E2 có tính sinh miễn dịch cao, còn Erns thường được sử dụng làm marker 
phân biệt [42]. 

Tại Việt Nam, mặc dù vaccine sống giảm độc lực được sử dụng rộng rãi, sự 
lưu hành của các biến chủng CSFV mới có thể ảnh hưởng đến hiệu quả bảo hộ của 
vaccine hiện hành [43]. Đồng thời, các hướng tiếp cận mới như ứng dụng túi ngoại 
bào (EVs) trong phát triển vaccine vẫn còn hạn chế. 
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Trong bối cảnh đó, EVs được xem là nền tảng tiềm năng nhờ khả năng mang 
và trình diện kháng nguyên tự nhiên, kích thích cả miễn dịch dịch thể và miễn dịch 
tế bào. Các nghiên cứu trên Eimeria tenella và PRRSV cho thấy EVs có thể tạo đáp 
ứng miễn dịch hiệu quả và được đề xuất như một hướng phát triển vaccine an toàn, 
không chứa virus sống [10, 44]. Mặc dù vaccine truyền thống đã góp phần kiểm soát 
CSF, vẫn còn nhiều hạn chế cần khắc phục. Việc nghiên cứu các nền tảng mới như 
EVs mang kháng nguyên (đặc biệt là protein E2) là hướng đi tiềm năng nhằm nâng 
cao hiệu quả phòng bệnh và đáp ứng yêu cầu kiểm soát dịch bệnh hiện đại. 

1.3. Cơ chế điều hòa miễn dịch của CSFV và vai trò của tế bào lympho T  trong 
đáp ứng miễn dịch với CSFV 

Virus Classical Swine Fever Virus (CSFV) sử dụng nhiều cơ chế để né tránh 
và điều hòa đáp ứng miễn dịch của vật chủ, qua đó tạo điều kiện cho sự nhân lên và 
tồn tại dai dẳng. Một cơ chế quan trọng là ức chế con đường interferon type I (IFN-
I) thông qua protein Npro, làm giảm hoạt hóa các yếu tố phiên mã IRF-3/IRF-7 [45, 
46]. Đồng thời, virus còn điều hòa các protein kháng virus nội sinh của tế bào, góp 
phần làm suy giảm khả năng kiểm soát virus [45]. 

Bên cạnh đó, CSFV điều chỉnh mạnh mẽ mạng lưới cytokine, với sự gia tăng 
các cytokine tiền viêm như IL-6 và TNF-α, đồng thời cảm ứng Interleukin-10 (IL-10) 
– cytokine có vai trò ức chế đáp ứng miễn dịch [47] Sự mất cân bằng giữa các 
cytokine này dẫn đến tình trạng rối loạn miễn dịch, vừa làm suy yếu đáp ứng kháng 
virus vừa góp phần gây tổn thương mô [47]. 

Tế bào lympho T đóng vai trò trung tâm trong đáp ứng miễn dịch thích ứng 
chống lại CSFV. Tế bào T CD8⁺ tiêu diệt tế bào nhiễm thông qua cơ chế gây độc tế 
bào, trong khi tế bào T CD4⁺ điều hòa đáp ứng miễn dịch và hỗ trợ hoạt hóa các tế 
bào miễn dịch khác. Ngoài ra, tế bào T còn hình thành trí nhớ miễn dịch, giúp tăng 
hiệu quả bảo vệ khi tái nhiễm [48]. 

Tuy nhiên, nhiễm CSFV có thể làm suy giảm chức năng tế bào T thông qua 
ức chế trình diện kháng nguyên, gây lymphopenia và thúc đẩy trạng thái suy kiệt tế 
bào T [49, 50]. Do đó, tế bào lympho T là mô hình quan trọng để nghiên cứu các cơ 
chế điều hòa miễn dịch, đặc biệt trong bối cảnh tương tác giữa túi ngoại bào và đáp 
ứng miễn dịch trong nhiễm CSFV [50]. 
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CHƯƠNG 2: ĐỐI TƯỢNG VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1. ĐỐI TƯỢNG NGHIÊN CỨU 
2.1.1. Nguyên vật liệu và thiết bị 

Dòng tế bào đại thực bào 3D4/2 (ATCC® CRL-2845 ™ - Hoa Kỳ), được duy 
trì tại Phòng thí nghiệm Công nghệ tế bào và thử nghiệm sinh học, Viện Sinh học, 
Viện hàn lâm Khoa học và Công nghệ Việt Nam. Cột lọc ly tâm 300 kDa và 100 kDa 
Vivaspin® (Sartorius, Đức)  porcine GM-CSF (Gibco, Cat# RP-87798), porcine IL-
4 (Gibco, Cat# RP-87793). Môi trường nuôi cấy RPMI-1640 (Gibco-Thermo 
Scientific, Hoa Kỳ), FBS (Sigma-Aldrich, Hoa Kỳ), kháng sinh Penicillin/ 
Streptomycin (Gibco-Thermo Scientific, Hoa Kỳ). Môi trường nuôi cấy TexMACS 
(Miltenyi Biotec, Đức), T Cell TransAct™, cytokine IL-2 (Miltenyi Biotec, Đức),… 

Máy Synergy HT Multi-Mode Microplate Reader (Biotek, Đức), tủ ấm CO2 
(Esco, Mỹ), tủ nuôi cấy tế bào (Sony, Nhật Bản), kính hiển vi thường, máy ly tâm 
(Eppendoft, Mỹ), bộ điện di DNA (Amersham Pharmacia Biotech, Mỹ), máy soi gel 
(Wealtec, Mỹ), tủ lạnh âm sâu -20oC; -80oC (Sanaky, Nhật Bản), bộ pipetman (10 µl, 
20 µl, 100 µl, 200 µl, 1000 µl)…Các thiết bị được đặt tại phòng Công nghệ tế bào và 
thử nghiệm sinh học, Viện Sinh học, Viện Hàn lâm Khoa học & Công nghệ Việt 
Nam. 

2.1.2. Kháng nguyên Virus 

Kháng nguyên sử dụng trong nghiên cứu là protein E2 tái tổ hợp của CSFV. 
Kháng nguyên tái tổ hợp E2 được cung cấp bởi công ty SinoBiological (Mỹ), và được 
bảo quản ở điều kiện -20°C cho đến khi sử dụng. 

2.2. PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.2.1. Nuôi cấy tế bào 

Tế bào 3D4/2 được nuôi trong môi trường RPMI-1640, bổ sung 10% FBS và 
1% penicillin/streptomycin (PS), trong điều kiện 37°C, 5% CO₂. Tế bào được cấy 
chuyền khi đạt mật độ khoảng 80–90%. 

2.2.2. Đánh giá sự biệt hóa thành tế bào tua của tế bào 3D4/2  
Tế bào được duy trì ở mật độ 80-90% trong môi trường đầy đủ trước thí 

nghiệm sau đó cấy 5×10^7 tế bào/ml vào môi trường có chứa 2 nồng độ cytokine: 
Nồng độ 1: 100 ng/ml porcine GM-CSF + 50 ng/ml porcine IL-4  
Nồng độ 2: 100 ng/ml porcine GM-CSF + 20 ng/ml porcine IL-4 



13 
 

Đối chứng âm tính sử dụng môi trường không cytokine. Đĩa nuôi cấy được ủ 
tại ở 37°C, 5% CO2, tế bào được quan sát hình thái học dưới kính hiển vi chiếu ngược. 

2.2.3. Phân tích biểu hiện SLA lớp I và SLA lớp II bằng kỹ thuật Flow 
cytometry 

Mức độ biểu hiện các phân tử phức hợp hòa hợp mô chủ yếu lớp I và II (SLA-
I, SLA-II) trên bề mặt tế bào 3D4/2 sau khi xử lý với protein tái tổ hợp E2 
của Classical Swine Fever Virus được xác định bằng phương pháp dòng chảy tế bào 
(Flow Cytometry). 

Sau xử lý, tế bào được thu hoạch, ly tâm và rửa hai lần bằng PBS. Cặn tế bào 
được huyền phù trong đệm nhuộm (FACS buffer: PBS bổ sung 1–2% BSA), sau đó 
ủ với kháng thể đơn dòng đặc hiệu SLA-I và SLA-II gắn huỳnh quang trong 30 phút 
ở 4°C, tránh ánh sáng. Sau ủ, tế bào được rửa để loại bỏ kháng thể tự do. 

Mẫu được phân tích trên hệ thống Flow Cytometer (MACSQuant® VYB, 
Đức). Dữ liệu được xử lý bằng phần mềm chuyên dụng, trong đó giá trị cường độ 
huỳnh quang trung bình (MFI) hoặc tỷ lệ tế bào dương tính được sử dụng để đánh giá 
mức độ biểu hiện SLA-I và SLA-II. 

2.2.4. Tế bào tiếp xúc với kháng nguyên tái tổ hợp E2 và thu nhận dịch nuôi 
cấy 

Tế bào 3D4/2 sau khi đạt mật độ khoảng 70–80% được thay môi trường nuôi 
cấy bằng môi trường không chứa FBS. Kháng nguyên tái tổ hợp của CSFV được bổ 
sung vào môi trường với nồng độ thích hợp, sau đó tế bào được ủ trong điều kiện 
37°C, 5% CO₂ trong khoảng 24–48 giờ để tạo điều kiện cho quá trình thu nhận và 
tiếp xúc kháng nguyên. 

2.2.5. Phân lập EVs  

Quy trình phân lập và làm giàu EVs bằng phương pháp ly tâm phân đoạn kết 
hợp lọc qua màng 0,22 m được thực hiện dựa trên các tiêu chuẩn khuyến cáo của 
Hiệp hội Quốc tế về Túi ngoại bào [51]. 

Dịch nuôi cấy tế bào được thu thập và xử lý loại bỏ tế bào và mảnh vụn bằng 
ly tâm tuần tự: 300 × g trong 5 phút để loại bỏ tế bào nguyên vẹn, sau đó 1.000 × g 
trong 10 phút để loại bỏ mảnh vụn tế bào và các hạt kích thước lớn. Phần dịch nổi 
được lọc qua màng 0,22 µm nhằm loại bỏ các vi hạt lớn. 

Dịch sau lọc được cô đặc bằng cột lọc ly tâm Vivaspin® (Sartorius, Đức) với 
màng polyethersulfone có ngưỡng cắt 300 kDa (4.000 × g, 20 phút, 4°C) đến thể tích 
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200–500 µL. Mẫu tiếp tục được xử lý qua cột lọc 100 kDa trong cùng điều kiện nhằm 
tăng độ tinh sạch và làm giàu EVs kích thước nhỏ. 

Sau hai bước lọc, dịch cô đặc chứa EVs được thu nhận (thể tích giảm từ khoảng 
8–10 mL xuống 200–500 µL), chia aliquot và bảo quản ở −80°C. Mẫu chỉ được rã 
đông một lần trước khi sử dụng nhằm đảm bảo tính toàn vẹn cấu trúc và hoạt tính 
sinh học của EVs. 

2.2.6. Định lượng kháng nguyên E2 tích lũy trong túi ngoại bào (EVs) bằng 
phương pháp	ELISA 

Sự hiện diện của kháng nguyên E2 từ Classical Swine Fever Virus trên bề mặt 
túi ngoại bào (EVs) được xác định bằng kỹ thuật ELISA gián tiếp. Mẫu dịch chứa 
EVs (thu nhận từ tế bào 3D4/2 sau khi xử lý với protein tái tổ hợp E2) được pha loãng 
trong đệm carbonate–bicarbonate (pH 9,6), sau đó phủ lên đĩa ELISA 96 giếng và ủ 
qua đêm ở 4°C. 

Sau khi rửa 3–5 lần bằng PBS chứa 0,05% Tween-20 (PBST), các giếng được 
chặn bằng dung dịch chứa 1–5% BSA hoặc sữa gầy trong 1 giờ ở nhiệt độ phòng. 
Tiếp theo, các giếng được ủ với kháng thể sơ cấp đặc hiệu kháng E2, rửa sạch và ủ 
với kháng thể thứ cấp cộng hợp enzyme HRP. 

Sau bước rửa cuối, cơ chất tetramethylbenzidine (TMB) được bổ sung để phát 
triển màu; phản ứng được dừng sau 10–15 phút bằng dung dịch H₂SO₄ (1–2 M). Giá 
trị mật độ quang học (OD) được đo bằng máy đọc đĩa ELISA (Synergy™ HT 
Microplate Reader, BioTek Instruments, Hoa Kỳ) tại bước sóng thích hợp. Cường độ 
hấp thụ quang học thu được tỷ lệ thuận với lượng kháng nguyên E2 hiện diện trên 
EVs. 

2.2.7. Xác định đặc điểm sinh học của các EVs 

Phân tích kích thước và nồng độ EVs bằng Nanoparticle Tracking Analysis 
(NTA) 

Phân tích kích thước và nồng độ của các túi ngoại bào (EVs) được thực hiện 
bằng phương pháp phân tích quỹ đạo hạt (Nanoparticle Tracking Analysis - NTA) 
trên hệ thống ZetaView (Particle Metrix, Đức). Sau khi phân lập, mẫu EVs được pha 
loãng trong dung dịch đệm phosphate chuẩn (PBS) vô trùng để đạt được dải nồng độ 
tối ưu theo khuyến cáo kỹ thuật của nhà sản xuất. Nguyên lý vận hành của hệ thống 
dựa trên việc ghi lại chuyển động Brown của các hạt dưới nguồn kích thích laser. Quỹ 
đạo dịch chuyển của từng hạt riêng lẻ được camera ghi nhận và xử lý thông qua phần 
mềm chuyên dụng; từ đó, kích thước thủy động học của hạt được tính toán dựa trên 
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phương trình Stokes–Einstein. Nhằm đảm bảo tính đại diện và độ lặp lại của phép đo, 
mỗi mẫu được quét tại 11 vị trí khác nhau trong buồng mẫu với 3 lần lặp lại độc lập. 
Kết quả trích xuất cuối cùng bao gồm phổ phân bố kích thước hạt (nm) và mật độ hạt 
(particles/mL). 

Quan sát hình thái EVs bằng kính hiển vi điện tử quét (SEM) 
Đặc điểm hình thái và cấu trúc bề mặt của túi ngoại bào (EVs) được phân tích 

bằng kính hiển vi điện tử quét (SEM). Mẫu EVs sau phân lập được cố định bằng dung 
dịch paraformaldehyde 2–4% trong PBS ở nhiệt độ phòng, sau đó nhỏ lên bề mặt giá 
đỡ mẫu (stub). 

Mẫu được khử nước qua dãy ethanol tăng dần (50–100%) và làm khô (làm 
khô tới điểm tới hạn hoặc làm khô tự nhiên) nhằm loại bỏ hoàn toàn nước. Trước khi 
quan sát, mẫu được phủ một lớp kim loại dẫn điện mỏng (vàng hoặc vàng–palladium) 
bằng thiết bị sputter coater. 

Các ảnh SEM thu được ở các độ phóng đại khác nhau được sử dụng để đánh 
giá hình dạng, kích thước bề mặt và tính đồng nhất của quần thể EVs. 

Định lượng CD63 của túi ngoại bào (EVs) bằng phương pháp ELISA  

Sự hiện diện của túi ngoại bào (EVs) trong các mẫu sau tách chiết được xác 
nhận thông qua định lượng protein CD63 bằng kỹ thuật ELISA sandwich. Đĩa 96 
giếng được phủ sẵn kháng thể bắt giữ đặc hiệu CD63. Mẫu dịch chứa EVs và các 
dung dịch chuẩn được chuẩn bị theo hướng dẫn của bộ kit, sau đó 50 µL mẫu hoặc 
dung dịch chuẩn được thêm vào mỗi giếng và ủ ở nhiệt độ phòng trong thời gian quy 
định. 

Sau khi ủ, các giếng được rửa bằng dung dịch rửa để loại bỏ các thành phần 
không gắn đặc hiệu. Kháng thể phát hiện liên hợp biotin đặc hiệu CD63 được bổ 
sung, tiếp theo là streptavidin liên hợp enzyme horseradish peroxidase (HRP) nhằm 
hình thành phức hợp miễn dịch có gắn enzyme. 

Sau các bước rửa, cơ chất TMB được thêm vào và ủ trong tối để phát triển 
màu; phản ứng được dừng bằng dung dịch acid, tạo màu vàng. Mật độ quang học 
(OD) được đo tại bước sóng 450 nm bằng máy đọc ELISA. Nồng độ CD63 trong các 
mẫu được xác định dựa trên đường chuẩn từ các dung dịch chuẩn có nồng độ biết 
trước. 

Giá trị CD63 thu được được sử dụng để xác nhận sự hiện diện của EVs trong 
mẫu. Các mẫu được phân tích lặp lại tối thiểu hai lần kỹ thuật nhằm đảm bảo độ tin 
cậy của kết quả. 
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2.2.8. Phân lập và nuôi cấy tế bào lympho T từ máu ngoại vi lợn 

Tế bào lympho T được phân lập từ máu ngoại vi lợn khỏe mạnh bằng phương 
pháp ly tâm phân lớp mật độ kết hợp tách chọn lọc từ tính. Máu toàn phần được thu 
vào ống chứa chất chống đông (EDTA hoặc heparin), pha loãng với PBS (1:2), sau 
đó phủ lên Ficoll và ly tâm để thu lớp tế bào đơn nhân ngoại vi (PBMC). PBMC được 
rửa bằng PBS và huyền phù trong đệm tách (PBS bổ sung 0,5% BSA và 2 mM EDTA) 
với mật độ khoảng 10⁷ tế bào/100 µL. 

Quần thể tế bào T được làm giàu bằng cách ủ PBMC với vi cầu từ tính gắn 
kháng thể đặc hiệu CD4 và CD8 trong 15 phút ở 4°C, sau đó tách qua cột từ để thu 
tế bào gắn vi cầu. Tế bào sau phân lập được đếm và đánh giá độ sống bằng Trypan 
Blue. 

Tế bào được nuôi cấy trong môi trường TexMACS bổ sung 10% FBS, kháng 
sinh penicillin/streptomycin và Interleukin-2 (300 IU/mL), đồng thời bổ sung tác 
nhân hoạt hóa T cell TransAct để kích thích tăng sinh. Tế bào được duy trì ở 37°C, 
5% CO₂ với mật độ khoảng 1 × 10⁶ tế bào/mL bằng cách bổ sung môi trường mới 
chứa IL-2 và thay môi trường định kỳ 2–3 ngày/lần. 

2.2.9. Túi ngoại bào nguồn gốc từ tế bào trình diện kháng nguyên 
mang CSFV điều hòa đáp ứng miễn dịch tế bào T 

Chuẩn bị túi ngoại bào (EVs) 
Túi ngoại bào (extracellular vesicles, EVs) được thu nhận từ môi trường nuôi 

cấy tế bào 3D4/2. Tế bào được nuôi trong điều kiện tiêu chuẩn và chia thành hai 
nhóm: (i) đối chứng (không xử lý) và (ii) xử lý với kháng nguyên CSFV trong 24 giờ 
và 48 giờ. 

Sau xử lý, môi trường nuôi cấy được thu thập và loại bỏ tế bào, mảnh vụn bằng 
ly tâm tuần tự. EVs được làm giàu bằng lọc ly tâm qua cột có ngưỡng cắt 100 kDa 
nhằm loại bỏ protein hòa tan và phân tử nhỏ. Mẫu EVs được bảo quản ở −80°C và 
chuẩn hóa theo tổng protein hoặc thể tích trước khi sử dụng. 

Tương tác giữa tế bào T và EVs 
Tế bào lympho T được nuôi cấy và gieo vào đĩa 96 giếng với mật độ 1×10⁴–

2×10⁴ tế bào/giếng, sau đó ủ 24 giờ ở 37°C, 5% CO₂ để ổn định. 

Sau đó, tế bào được chia thành các nhóm xử lý: 

- Nhóm EVs đối chứng: xử lý với EVs từ tế bào không tiếp xúc kháng nguyên. 
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- Nhóm EVs xử lý kháng nguyên CSFV: xử lý với EVs thu nhận tại 24 giờ và 
48 giờ, tương ứng với các mức nồng độ khác nhau. 

- Nhóm kích thích biệt hóa: xử lý với GM-CSF và IL-4. 
- Nhóm đối chứng âm: không xử lý. 

Sau khi xử lý, tế bào được ủ tiếp 24 giờ trong điều kiện tiêu chuẩn. Kết thúc 
thí nghiệm, tế bào được đánh giá khả năng sống bằng MTS assay và dịch nuôi cấy 
được thu thập cho các phân tích tiếp theo. 

Đánh giá khả năng sống tế bào bằng MTS assay 
Khả năng sống của tế bào được xác định bằng phép thử MTS. Sau thời gian 

xử lý, thuốc thử MTS được bổ sung trực tiếp vào mỗi giếng nuôi cấy theo tỷ lệ 1:5 
(so với thể tích môi trường) và ủ trong 2–4 giờ ở 37°C, 5% CO₂. 

Sản phẩm formazan hòa tan được hình thành tỷ lệ thuận với hoạt động chuyển 
hóa của tế bào sống. Mật độ quang học (OD) được đo tại bước sóng 490 nm bằng 
máy đọc đĩa. Giá trị OD thu được phản ánh số lượng tế bào sống và được chuẩn hóa 
so với nhóm đối chứng âm. 

2.2.10. Đánh giá nồng độ cytokine IL-10 trong sự tương tác giữa tế bào T với 
các túi ngoại bào (EVs) từ đại thực bào 3D4/2. 

Khả năng điều hòa miễn dịch của túi ngoại bào (EVs) có nguồn gốc từ tế bào 
3D4/2 được đánh giá thông qua định lượng cytokine Interleukin-10 (IL-10) trong 
dịch nuôi cấy tế bào T bằng kỹ thuật ELISA sandwich. 

Thí nghiệm được thiết kế nhằm khảo sát ảnh hưởng của nồng độ EVs và thời 
gian xử lý, bao gồm các nhóm: đối chứng dương (tế bào T xử lý với GM-CSF và IL-
4 trong 24 giờ), các nhóm xử lý EVs ở hai mức nồng độ khác nhau, và các thời điểm 
đánh giá tương ứng là 24 giờ và 48 giờ. Sau thời gian ủ, dịch nuôi cấy được thu nhận, 
ly tâm (1.500 rpm, 10 phút, 4°C) để loại bỏ tế bào và cặn, sau đó thu phần dịch nổi, 
chia aliquot và bảo quản ở −80°C cho đến khi phân tích. 

Việc định lượng IL-10 được thực hiện bằng bộ kit ELISA đặc hiệu cho lợn 
theo hướng dẫn của nhà sản xuất. Cụ thể, 100 µL mẫu hoặc dung dịch chuẩn được 
thêm vào các giếng đã phủ kháng thể bắt giữ IL-10 và ủ trong 2 giờ ở nhiệt độ phòng. 
Sau các bước rửa, kháng thể phát hiện liên hợp biotin và streptavidin-HRP được bổ 
sung để hình thành phức hợp miễn dịch. Tiếp theo, cơ chất TMB được thêm vào để 
phát triển màu và phản ứng được dừng bằng dung dịch H₂SO₄. 

Mật độ quang học (OD) được đo tại bước sóng 450 nm bằng máy đọc đĩa 
ELISA; nồng độ IL-10 được xác định dựa trên đường chuẩn. Dữ liệu được xử lý bằng 
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phần mềm GraphPad Prism, với mức ý nghĩa thống kê p < 0,05. Các mẫu dưới 
ngưỡng phát hiện (ND) tại thời điểm 24 giờ được ghi nhận để so sánh với xu hướng 
biến đổi tại thời điểm 48 giờ. 

2.2.11. Phương pháp xử lý số liệu 

Các thí nghiệm được tiến hành lặp lại 3 lần và xử lý thống kê bằng phần mềm 
Excel. Từ đó, xác định giá trị trung bình, độ lệch chuẩn và biểu diễn kết quả bằng đồ 
thị trên phần mềm này. 
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Chương 3. KẾT QUẢ THẢO LUẬN 

3.1. Nuôi cấy và biệt hoá tế bào đại thực bào trong điều kiện in vitro 
3.1.1. Nuôi cấy tế bào 3D4/2 trong điều kiện tiêu chuẩn và khảo sát sự biệt hóa 

của tế bào 3D4/2 thành tế bào tua  

Việc lựa chọn GM-CSF (100 ng/mL) kết hợp với IL-4 ở hai nồng độ 20 ng/mL 
và 50 ng/mL trong nghiên cứu này dựa trên các báo cáo trước đây về khả năng cảm 
ứng biệt hoá tế bào miễn dịch in vitro. Cụ thể, GM-CSF (100 ng/mL) phối hợp với 
IL-4 (20 ng/mL) đã được sử dụng để duy trì và biệt hoá tế bào tua, trong khi IL-4 ở 
nồng độ 50 ng/mL cũng cho thấy hiệu quả biệt hoá rõ rệt khi kết hợp với GM-CSF ở 
cùng nồng độ. Do đó, hai mức nồng độ IL-4 này được lựa chọn nhằm đánh giá ảnh 
hưởng của sự thay đổi nồng độ cytokine đến đặc điểm tế bào trong điều kiện thí 
nghiệm [52, 53]. 

Sự thay đổi hình thái của dòng tế bào 3D4/2 dưới tác động của các nồng độ 
cytokine khác nhau được theo dõi và ghi nhận dưới kính hiển vi đảo ngược tại các 
mốc thời gian ngày 3 và ngày 5 nuôi cấy. 

 
Hình 3.1. Tế bào 3D4/2 nuôi cấy trong môi trường RPMI 

Hình 3.1 cho thấy tế bào 3D4/2 bám dính tốt trên bề mặt đĩa nuôi cấy và duy 
trì hình thái đặc trưng của đại thực bào. Các tế bào có kích thước lớn, dẹt, trải rộng 
với hình đa giác hoặc không đều, rìa tế bào tương đối nhẵn và chưa quan sát thấy sự 
hình thành các tua màng (dendrites), cho thấy tế bào vẫn ở trạng thái nghỉ hoặc chưa 
được hoạt hóa rõ rệt. 

Đặc điểm hình thái này phản ánh trạng thái sinh lý ổn định của tế bào trong 
điều kiện nuôi cấy cơ bản, khi chưa có sự kích thích bởi các yếu tố ngoại sinh như 
cytokine hay kháng nguyên.  

Kết quả cho thấy các tế bào không xuất hiện tua màng và cấu trúc phân nhánh; 



20 
 

hình thái tế bào tương đối đồng nhất. 

 
                                 Ngày 3                                                Ngày 5 

Hình 3.2. Tế bào được biệt hóa tại nồng độ 1 

Nhóm nồng độ 1 (100 ng/mL GM-CSF + 50 ng/mL IL-4) có sự thay đổi hình 
thái diễn ra rõ rệt và có tiến triển theo thời gian. 

Tại ngày 3: Tế bào mất đi hình dáng dẹt trải rộng ban đầu, có xu hướng co tròn 
lại, giảm diện tích bám dính và bắt đầu tập hợp thành các cụm nhỏ rải rác trên vi 
trường. 

Tại ngày 5: Các cụm tế bào tiếp tục phát triển, kéo dài ra và hình thành các dải 
tế bào liên kết với nhau. Mặc dù đã tạo thành các cấu trúc dạng chuỗi, nhưng các dải 
tế bào này vẫn tương đối phân tán. 

Sự thay đổi hình thái này cho thấy tác động rõ rệt của GM-CSF và IL-4 lên 
quá trình biệt hóa và tái tổ chức bộ khung tế bào của dòng 3D4/2. Đã gây ra những 
thay đổi hình thái rõ rệt ở tế bào 3D4/2, bao gồm giảm diện tích bám dính, xu hướng 
co tròn ở giai đoạn đầu, đồng thời xuất hiện hiện tượng hình thành các cụm tế bào và 
các dải liên kết giữa các tế bào. Các cấu trúc này tuy đã hình thành nhưng vẫn còn 
phân tán, chưa tạo thành mạng lưới tế bào hoàn chỉnh.Tuy nhiên, việc các cấu trúc 
này vẫn còn phân tán cho thấy mức độ biệt hóa chưa đạt đến trạng thái tối ưu hoặc 
chưa hình thành mạng lưới tế bào hoàn chỉnh. 

Ngoài ra, nồng độ IL-4 tương đối cao (50 ng/mL) có thể ảnh hưởng đến sự cân 
bằng tín hiệu trong quá trình biệt hóa. Trong một số trường hợp, IL-4 ở nồng độ cao 
có thể gây ra cơ chế điều hòa ngược, làm giảm khả năng kết dính và tổ chức cấu trúc 
của tế bào, từ đó dẫn đến hiện tượng các cụm tế bào phát triển nhưng không liên kết 
chặt chẽ với nhau. 

Có thể thấy nồng độ 1 có khả năng cảm ứng sự thay đổi hình thái rõ rệt, tuy 
nhiên mức độ tổ chức và liên kết tế bào chưa cao. 
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   Ngày 3                                           Ngày 5 

Hình 3.3. Tế bào được biệt hóa tại nồng độ 2 

Nhóm nồng độ 2 (100 ng/mL GM-CSF + 20 ng/mL IL-4) có sự chuyển đổi 
hình thái cực kỳ mạnh mẽ, thậm chí vượt trội hơn về mức độ kết mạng so với nồng 
độ 1. 

Tại ngày 3: Tế bào đã nhanh chóng tập hợp và vươn dài, tạo thành một mạng 
lưới liên kết đan xen rõ rệt và trải rộng hơn hẳn so với sự co cụm đơn giản ở nồng độ 
1 cùng thời điểm. 

Tại ngày 5: Mạng lưới tế bào trở nên vô cùng dày đặc và phức tạp. Các cụm 
tế bào liên kết thành những mảng lớn, phân nhánh sâu rộng và bám chặt vào nhau, 
cho thấy mức độ tái cấu trúc bộ khung tế bào diễn ra cực kỳ mạnh. 

Kết quả trên cho thấy dòng tế bào 3D4/2 trước khi hoạt hóa thể hiện hình thái 
bám dính, dẹt và phân tán. Khi bổ sung tổ hợp GM-CSF và IL-4, tế bào đã đáp ứng 
mạnh mẽ bằng cách co lại, giảm bám dính bề mặt và bắt đầu kết cụm, vươn tua màng 
tạo mạng lưới. 

Kết quả cho thấy GM-CSF và IL-4 đã cảm ứng rõ rệt quá trình biệt hóa của tế 
bào 3D4/2, với sự xuất hiện của các đặc điểm hình thái phù hợp với tế bào trình diện 
kháng nguyên (APC), bao gồm hình thành mạng lưới tế bào dày đặc, liên kết chặt chẽ 
giữa các tế bào, đồng thời xuất hiện các tua màng và cấu trúc phân nhánh. Điều này 
phù hợp với các cơ chế đã được ghi nhận về vai trò của GM-CSF trong duy trì sự 
sống và tăng sinh tế bào, cũng như IL-4 trong định hướng biệt hóa và phát triển đặc 
điểm của tế bào APC [49, 50] 

Ở điều kiện 20 ng/mL IL-4 kết hợp với 100 ng/mL GM-CSF (nồng độ 2), tế 
bào ghi nhận sự biến đổi hình thái rõ rệt hơn so với các điều kiện khác, bao gồm tăng 
mức độ co cụm, hình thành mạng lưới liên kết và xuất hiện rõ các cấu trúc tua màng. 
Đồng thời, sự thay đổi hình thái được quan sát sớm từ ngày thứ 3, cho thấy tế bào 
đáp ứng nhanh với điều kiện kích thích này. 
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So với đó, điều kiện sử dụng IL-4 ở nồng độ 50 ng/mL không làm gia tăng 
mức độ co cụm tế bào tương ứng. 

Từ các kết quả thu được, nồng độ 20 ng/mL IL-4 kết hợp với 100 ng/mL GM-
CSF được xác định là điều kiện phù hợp và được lựa chọn để sử dụng cho các thí 
nghiệm tiếp theo, bao gồm phân tích bằng Flow cytometry. 

3.1.2. Biểu hiện SLA lớp I và SLA lớp II trên tế bào 3D4/2 sau 5 ngày biệt hoá  

 

(A) Biểu hiện SLA I 

 

(B) Biểu hiện SLA II 

Hình 3.4. Biểu đồ Flow Cytometry đánh giá sự thay đổi kháng nguyên bề mặt của 
tế bào 3D4/2 sau xử lý: (A) Biểu hiện SLA I; (B) Biểu hiện SLA II. 

Biểu đồ thể hiện kết quả phân tích Flow Cytometry nhằm đánh giá sự biểu 
hiện của các kháng nguyên bề mặt SLA I và SLA II trên dòng tế bào đại thực bào phế 
nang lợn 3D4/2 sau khi được xử lý kích thích bằng GM-CSF và IL-4 ở các nồng độ 
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tương ứng. Trong biểu đồ overlay, tín hiệu của mẫu thử được biểu diễn bằng màu đỏ, 
trong khi tín hiệu tự phát huỳnh quang của mẫu đối chứng (Blank) được thể hiện bằng 
màu hồng. Do hạn chế về mặt kỹ thuật, nghiên cứu chưa sử dụng Isotype control mà 
tiến hành so sánh trực tiếp với quần thể tế bào Blank. 

Kết quả cho thấy tỷ lệ tế bào biểu hiện tín hiệu dương tính với SLA II ở mức 
rất thấp, với quần thể tế bào gần như không có sự dịch chuyển so với mẫu Blank. 
Đồng thời, marker SLA lớp I cũng ghi nhận mức biểu hiện thấp trên quần thể tế bào 
khảo sát, với tín hiệu thu nhận được không có sự khác biệt rõ rệt so với mẫu nền. 
Tổng thể, phân tích Flow cytometry cho thấy cả hai marker SLA lớp I và SLA lớp II 
đều có cường độ tín hiệu thấp, phản ánh mức biểu hiện hạn chế của các phân tử này 
trong điều kiện thí nghiệm. 

Kết quả này phù hợp với một số nghiên cứu trước đây, trong đó ghi nhận rằng 
mức biểu hiện của các phân tử SLA trên đại thực bào có thể ở mức thấp trong những 
điều kiện nhất định [53,54]. Bên cạnh đó, các dòng tế bào bất tử hóa như 3D4/2 có 
thể có sự khác biệt về mức độ biểu hiện các phân tử trình diện kháng nguyên so với 
đại thực bào nguyên phát, bao gồm sự suy giảm biểu hiện các marker miễn dịch 
[54,55]. Sự khác biệt này cũng đã được ghi nhận đối với các marker như MHC II, 
CD86 hoặc CD206 trong các mô hình in vitro [56,57]. 

Trong điều kiện xử lý với GM-CSF và IL-4, mức biểu hiện của các phân tử 
MHC trên tế bào khảo sát tiếp tục duy trì ở mức thấp, cho thấy các tế bào đang tồn 
tại ở dạng tiền tế bào tua. Giai đoạn này, các tế bào thay đổi về hình dạng, đặc điểm 
nuôi cấy nhưng không thay đổi hệ SLA nhiều, chứng tỏ đây là giai đoạn tế bào có 
khả năng nuốt và chế biến kháng nguyên tốt nhất.  

3.2. Đánh giá quá trình xử lý kháng nguyên và tạo các túi ngoại bào (EVs) 
mang kháng nguyên E2 của CSFV 

3.2.1. Biểu hiện SLA lớp I và SLA lớp II trên tế bào 3D4/2 sau khi tiếp xúc kháng 
nguyên 

 Bảng 3.1: Tỷ lệ phần trăm tế bào 3D4/2 dương tính với các marker bề mặt 

Marker Nhóm đối 
chứng (%) 

Nhóm xử lý 
với GM-

CSF/IL-4 (%) 

Mức tăng (%) p-value 

SLA I 75.3 ± 1,5 78.6 ± 3,1 + 3.4% 0,199 
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SLA II 17.6 ± 3,7 65.8 ± 5,9 + 58.2% <0.001 

Kết quả phân tích Flow Cytometry nhằm đánh giá sự thay đổi kiểu hình của 
dòng tế bào đại thực bào phế nang lợn 3D4/2 sau khi xử lý với tổ hợp cytokine GM-
CSF và IL-4 kết hợp tiếp xúc với kháng nguyên E2 của CSFV được thể hiện tại Bảng 
3.1. Trong phân tích này, tín hiệu huỳnh quang của mẫu thử được so sánh trực tiếp 
với quần thể tế bào đối chứng (Blank) nhằm xác định tỷ lệ tế bào dương tính với các 
marker trình diện kháng nguyên SLA I và SLA II. Dữ liệu được biểu diễn dưới dạng 
giá trị trung bình ± độ lệch chuẩn (Mean ± SD), đồng thời sự khác biệt giữa các nhóm 
được đánh giá bằng phép kiểm định thống kê với ngưỡng ý nghĩa p < 0,05. 

Kết quả cho thấy một sự chuyển dịch rõ rệt về kiểu hình của tế bào sau khi 
kích thích. Đối với marker SLA II, tỷ lệ tế bào dương tính ở nhóm đối chứng chỉ 
đạt 17,6 ± 3,7%, phản ánh trạng thái cơ bản của dòng tế bào 3D4/2. Sau khi xử lý với 
GM-CSF, IL-4 và protein E2 ở nồng độ 80 µg/mL, tỷ lệ tế bào biểu hiện SLA II tăng 
mạnh lên 65,8 ± 5,9%, tương ứng mức tăng 58,2% so với đối chứng. Sự khác biệt 
này có ý nghĩa thống kê rất cao (p < 0,001), cho thấy tác động rõ rệt của quá trình 
kích thích lên khả năng trình diện kháng nguyên của tế bào. Kết quả chứng minh rằng 
tổ hợp cytokine GM-CSF và IL-4 kết hợp với kháng nguyên E2 đã kích hoạt thành 
công dòng tế bào 3D4/2, thúc đẩy sự chuyển đổi từ trạng thái đại thực bào sang kiểu 
hình có đặc tính tương đồng với tế bào trình diện kháng nguyên chuyên nghiệp (APC). 
Đồng thời, sự gia tăng mạnh của SLA II cũng phản ánh khả năng nâng cao hiệu quả 
trình diện kháng nguyên ngoại sinh cho tế bào T, một đặc điểm quan trọng trong việc 
khởi phát đáp ứng miễn dịch đặc hiệu. 

Đối với marker SLA I, xu hướng biểu hiện có sự khác biệt đáng kể so với SLA 
II. Ở nhóm đối chứng, tỷ lệ tế bào biểu hiện SLA I đã ở mức cao, đạt 75,3 ± 1,5%, 
cho thấy phần lớn tế bào 3D4/2 vốn đã mang đặc tính trình diện kháng nguyên nội 
sinh thông qua con đường MHC lớp I. Sau khi xử lý với GM-CSF, IL-4 và protein 
E2, tỷ lệ này tăng nhẹ lên 78,6 ± 3,1%, tương ứng mức tăng 3,4% so với nhóm đối 
chứng. Tuy nhiên, sự khác biệt này không có ý nghĩa thống kê (p = 0,199; p > 0,05). 
Kết quả cho thấy quá trình kích thích không làm thay đổi đáng kể tỷ lệ tế bào biểu 
hiện SLA I, có thể do marker này đã được biểu hiện ở mức nền rất cao và gần đạt 
ngưỡng bão hòa trước khi xử lý. Điều này phù hợp với các nghiên cứu trước đây cho 
rằng các tế bào thuộc dòng đơn nhân – đại thực bào thường duy trì biểu hiện MHC 
lớp I ở mức cao nhằm phục vụ chức năng trình diện kháng nguyên nội bào và giám 
sát miễn dịch thường trực [56, 57]. 
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Sự gia tăng đáng kể biểu hiện SLA II đồng thời với việc duy trì mức biểu hiện 
cao của SLA I cho thấy tế bào 3D4/2 sau kích thích đã đạt trạng thái hoạt hóa tối ưu 
cho quá trình trình diện kháng nguyên ngoại sinh. Kết quả này khẳng định dòng tế 
bào 3D4/2 sau kích thích là nguồn nguyên liệu để sản xuất các túi ngoại bào (EVs) 
mang hàm lượng cao các phân tử trình diện kháng nguyên, tạo tiền đề vững chắc cho 
các nghiên cứu về vacine thế hệ mới dựa trên nền tảng EVs. 

Nuôi cấy, biệt hóa tế bào 3D4/2 và thu nhận túi ngoại bào (EVs) mang kháng 
nguyên E2 của CSFV  

Sau khi thiết lập thành công mô hình biệt hóa dòng tế bào 3D4/2 trong môi 
trường RPMI-1640 (bổ sung 10% FBS và 1% PS) bằng tổ hợp cytokine porcine GM-
CSF (100 ng/ml) và IL-4 (20 ng/ml), nghiên cứu tiến hành đánh giá khả năng đáp 
ứng miễn dịch của quần thể tế bào này thông qua việc xử lý với kháng nguyên tái tổ 
hợp E2 của virus dịch tả lợn cổ điển (CSFV). Các tế bào sau biệt hóa được tiếp xúc 
với kháng nguyên E2 ở các dải nồng độ biến thiên từ 10 µg/ml đến 80 µg/ml nhằm 
xác định liều lượng tối ưu cho sự kích thích. Sau đó EVs được thu nhận để tiến hành 
đánh giá bằng phương pháp ELISA. 

3.2.2. Đánh giá khả năng mang kháng nguyên của EVs 

Xác định khả năng mang kháng nguyên của CSFV của EVs bằng phương pháp 
ELISA 

 

Hình 3.5. Khả năng mang kháng nguyên virus CSFV của các mẫu EVs được xác 
định bằng phương pháp ELISA (giá trị OD) 

Sau khi thu nhận thành công các túi ngoại bào (EVs) từ dòng đại thực bào 
3D4/2, mục tiêu tiếp theo là xác định liệu các EVs này có mang kháng nguyên của 
virus dịch tả lợn cổ điển (CSFV) sau quá trình xử lý hay không. Để thực hiện điều 
này, các mẫu EVs thu nhận từ đại thực bào được xử lý với kháng nguyên CSFV ở các 
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nồng độ và khoảng thời gian khác nhau, sau đó được kiểm tra bằng phương pháp 
ELISA nhằm đánh giá khả năng trình diện kháng nguyên thông qua chỉ số hấp thụ 
quang học (OD). 

Tín hiệu OD tăng theo các điều kiện xử lý khác nhau, phản ánh sự hiện diện 
của kháng nguyên trong các mẫu EVs thu được. Tất cả các nhóm thực nghiệm đều có 
giá trị OD cao hơn nhóm đối chứng (EVs từ tế bào không xử lý kháng nguyên). Điều 
này chứng minh rằng sau khi được xử lý với kháng nguyên của CSFV, các EVs thu 
nhận được đều có khả năng mang kháng nguyên của CSFV, cho phép kháng thể đặc 
hiệu phát hiện qua phương pháp ELISA. Kết quả này phù hợp với các nghiên cứu 
trước đây, trong đó EVs được ghi nhận có thể chứa protein và kháng nguyên nguồn 
gốc tế bào và tồn tại ổn định trong môi trường ngoại bào [4, 13, 57]. 

Tại thời điểm thu nhận 24 giờ, tín hiệu OD tăng từ 0,418 ± 0,02 (10 µg/mL) 
và 0,437 ± 0,10 (20 µg/mL) lên mức cao nhất 0,964 ± 0,07 ở nồng độ 40 µg/mL, sau 
đó giảm xuống 0,849 ± 0,08 (60 µg/mL) và 0,557 ± 0,01 (80 µg/mL). Sự khác biệt 
giữa nhóm 40 µg/mL và 60 µg/mL có ý nghĩa thống kê rất cao (***p < 0,001), cho 
thấy đây là điều kiện tối ưu cho quá trình đóng gói kháng nguyên E2 vào EVs. 

Tại thời điểm 48 giờ, giá trị OD cao nhất được ghi nhận ở nhóm 10 µg/mL 
(0,858 ± 0,13), tiếp theo là nhóm 40 µg/mL (0,755 ± 0,20), trong khi các nhóm 20 
µg/mL, 60 µg/mL và 80 µg/mL lần lượt đạt 0,677 ± 0,09; 0,653 ± 0,12 và 0,474 ± 
0,12. Sự khác biệt giữa nhóm 10 µg/mL và 20 µg/mL có ý nghĩa thống kê (*p < 0,05), 
trong khi nhóm 40 µg/mL và 80 µg/mL không khác biệt có ý nghĩa (p > 0,05). Nhìn 
chung, khả năng mang kháng nguyên của EVs phụ thuộc vào cả nồng độ kháng 
nguyên và thời gian xử lý, trong đó điều kiện 24 giờ với 40 µg/mL cho hiệu quả cao 
nhất. 

Kết quả cũng cho thấy khi nồng độ kháng nguyên xử lý tăng lên mức cao nhất 
(80 µg/mL), tín hiệu OD không tiếp tục tăng mà ngược lại có xu hướng giảm đáng kể 
ở cả hai thời điểm khảo sát. Cụ thể, tại 24 giờ giá trị OD giảm từ 0,964 ± 0,07 ở nồng 
độ 40 µg/mL xuống 0,557 ± 0,01 ở nồng độ 80 µg/mL; tại 48 giờ giảm từ 0,858 ± 
0,13 xuống 0,474 ± 0,12. Hiện tượng này cho thấy việc tăng nồng độ kháng nguyên 
vượt quá ngưỡng tối ưu không đồng nghĩa với tăng hiệu quả đóng gói kháng nguyên 
vào EVs. Ngược lại, nồng độ kháng nguyên cao có thể gây stress tế bào hoặc ảnh 
hưởng đến tính toàn vẹn của màng tế bào, từ đó làm thay đổi quá trình sinh tổng hợp 
EVs cũng như thành phần cargo bên trong. Một số nghiên cứu trước đây cũng ghi 
nhận rằng các điều kiện stress tế bào có thể ảnh hưởng trực tiếp đến số lượng, kích 
thước và chức năng sinh học của EVs [58, 2]  
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Sự khác biệt về giá trị đỉnh giữa hai thời điểm 24 giờ và 48 giờ phản ánh sự 
thay đổi theo thời gian trong khả năng mang kháng nguyên của EVs. Tại thời điểm 
24 giờ, tín hiệu cao nhất được ghi nhận ở nồng độ 40 µg/mL (0,964 ± 0,07), trong khi 
tại thời điểm 48 giờ giá trị OD cao nhất lại xuất hiện ở nồng độ 10 µg/mL (0,858 ± 
0,13). Quan sát này phản ánh đặc điểm phụ thuộc vào thời gian và điều kiện kích 
thích của quá trình hình thành và giải phóng EVs từ tế bào. Một số nghiên cứu cho 
thấy quá trình sinh EVs và đóng gói các phân tử nguồn gốc tế bào có thể thay đổi 
theo trạng thái hoạt hóa và thời gian xử lý kích thích của tế bào [4, 58]. Điều này góp 
phần giải thích sự khác biệt về mức tín hiệu giữa các thời điểm thu mẫu trong nghiên 
cứu. 

Kết quả nghiên cứu cho thấy các túi ngoại bào (EVs) thu nhận từ đại thực bào 
3D4/2 sau khi xử lý với kháng nguyên CSFV đều có khả năng mang kháng nguyên, 
thể hiện qua giá trị OD cao hơn so với nhóm đối chứng. Tại các mốc thời gian 24 giờ 
và 48 giờ, sự khác biệt về giá trị OD giữa các nồng độ cho thấy tồn tại khoảng nồng 
độ tối ưu cho khả năng mang kháng nguyên của EVs. Cụ thể, tại 24 giờ, các mẫu xử 
lý ở nồng độ 40µg/mL cho tín hiệu cao và ổn định, trong khi tại 48 giờ, nồng độ 
10µg/mL cũng duy trì mức tín hiệu tương đương và cao hơn so với các điều kiện 
khác. 

Trên cơ sở đó, các điều kiện gồm 24 giờ (nồng độ 40µg/mL) và 48 giờ (nồng 
độ 10µg/mL) được lựa chọn cho các thí nghiệm tiếp theo nhằm đảm bảo hiệu quả 
mang kháng nguyên của EVs và tính ổn định của hệ thống thí nghiệm. 

3.2.3. Xác định đặc điểm sinh học của túi ngoại bào (EVs) thu nhận từ tế bào 
3D4/2 sau khi đã xử lý với kháng nguyên tái tổ hợp của CSFV 

Từ kết quả thí nghiệm ELISA, hai điều kiện 24 giờ (40 µg/mL) và 48 giờ (10 
µg/mL) được lựa chọn cho các thí nghiệm tiếp theo. Trong các phân tích đặc trưng 
hình thái và kích thước của túi ngoại bào bằng SEM và NTA, chỉ mẫu thu nhận tại 
thời điểm 24 giờ với nồng độ 40 µg/mL được sử dụng. Việc lựa chọn này nhằm đại 
diện cho điều kiện có đáp ứng tối ưu, đồng thời giúp đảm bảo tính đồng nhất của mẫu 
và hạn chế sai số kỹ thuật trong quá trình phân tích hình thái và phân bố kích thước.  

3.2.3.1. Hình thái của EVs quan sát bằng SEM 
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Hình 3.6.  Ảnh chụp bằng kính hiển vi điện tử quét (SEM) của các túi ngoại bào 
(extracellular vesicles – EVs) được phân lập từ dịch nuôi cấy tế bào 3D4/2 sau 

khi xử lý với kháng nguyên tái tổ hợp virus Dịch tả lợn cổ điển (CSFV). Các cấu 
trúc dạng cầu với kích thước đa dạng được quan sát rõ ràng. 

Kết quả quan sát bằng kính hiển vi điện tử quét (SEM) cho thấy sự hiện diện 
của các cấu trúc dạng túi ngoại bào trong mẫu thu nhận. Các hạt quan sát được chủ 
yếu có hình dạng cầu điển hình, phù hợp với đặc trưng hình thái của extracellular 
vesicles. Bề mặt các túi tương đối đồng nhất, tuy nhiên một số cấu trúc biểu hiện hiện 
tượng xẹp hoặc biến dạng nhẹ (dạng hình đĩa), có thể là hệ quả của quá trình khử 
nước và xử lý mẫu trong kỹ thuật SEM, trong khi màng túi vẫn được bảo toàn tương 
đối. 

Ở độ phóng đại 9.000×, các EVs xuất hiện dưới dạng các hạt đơn lẻ xen kẽ với 
các cụm hạt (aggregates). Sự hình thành các cụm này có thể liên quan đến nồng độ 
EVs cao trong mẫu hoặc do tương tác giữa các túi trong quá trình cố định và làm khô 
mẫu. Mật độ các hạt quan sát được tương đối lớn, cho thấy tế bào 3D4/2 có khả năng 
giải phóng EVs đáng kể sau khi được xử lý với kháng nguyên tái tổ hợp CSFV. 

Tuy nhiên, cần lưu ý rằng ảnh SEM trong nghiên cứu này chủ yếu mang tính 
chất định tính nhằm xác nhận sự hiện diện và đặc điểm hình thái của EVs. Thanh tỷ 
lệ 5.00 μm ở độ phóng đại 9.000× chưa thực sự tối ưu để đánh giá chính xác kích 
thước các cấu trúc ở thang nano, do đó việc ước lượng kích thước chỉ mang tính tương 
đối. Dựa trên quan sát, các hạt có kích thước ước tính nằm trong khoảng từ vài chục 
đến vài trăm nanomet, phù hợp với dải kích thước đặc trưng của các loại túi ngoại 
bào như exosomes và microvesicles. 

Bên cạnh đó, sự đa dạng về kích thước quan sát được cho thấy quần thể EVs 
thu nhận có tính không đồng nhất, phản ánh đặc điểm sinh học vốn có của EVs được 
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tiết ra từ tế bào. Điều này cũng gợi ý rằng mẫu có thể bao gồm nhiều phân nhóm EVs 
khác nhau với nguồn gốc và chức năng riêng biệt. 

Kết quả SEM xác nhận sự hiện diện của các cấu trúc có hình thái phù hợp với 
EVs và cung cấp thông tin mô tả ban đầu về đặc điểm hình học của mẫu. Đồng thời, 
các kết luận về kích thước được diễn giải thận trọng và cần được đối chiếu với các 
phương pháp phân tích khác, góp phần củng cố độ tin cậy cho các đánh giá chức năng 
trong các thí nghiệm tiếp theo. 

3.2.3.2. Phân bố kích thước và nồng độ EVs bằng NTA 

 

Hình 3.7. Phân bố kích thước của các túi ngoại bào (EVs) thu nhận từ tế bào 
3D4/2 sau khi xử lý với kháng nguyên tái tổ hợp của CSFV được phân tích bằng 
hệ thống NTA (Particle Metrix). Kết quả cho thấy quần thể EVs có kích thước tập 
trung chủ yếu trong khoảng 80–200 nm, với đỉnh phân bố tại khoảng 119,6 nm và 

kích thước trung bình khoảng 136,7 nm. 

Phân tích bằng phương pháp theo dõi hạt nano (NTA) cho thấy các túi ngoại 
bào thu nhận có phân bố kích thước đặc trưng trong khoảng nano. Kích thước trung 
vị (X50) đạt 128,1 nm, với kích thước đỉnh (mode) tại 119,6 nm, trong khi kích thước 
trung bình là 136,7 nm. Khoảng phân bố từ 81,2 nm (X10) đến 201,4 nm (X90) cho 
thấy quần thể EVs có sự không đồng nhất về kích thước. 

Khoảng kích thước này phù hợp với đặc điểm điển hình của các túi ngoại bào, 
đặc biệt là exosome (30–150 nm) và một phần microvesicle có kích thước lớn hơn, 
cho thấy mẫu EVs thu nhận bao gồm nhiều phân nhóm khác nhau. Sự phân bố kích 
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thước tương đối rộng (độ lệch chuẩn 52,6 nm) phản ánh tính không đồng nhất vốn có 
của EVs có nguồn gốc từ tế bào đại thực bào. 

Kết quả cho thấy nồng độ hạt EVs đạt khoảng 1,04 × 10¹¹ particles/mL, phản 
ánh hiệu suất thu nhận EVs ở mức cao trong điều kiện thí nghiệm. Giá trị này nằm 
trong khoảng đã được ghi nhận trong các nghiên cứu trước đây về EVs có nguồn gốc 
từ tế bào miễn dịch, trong đó nồng độ EVs có thể dao động từ khoảng 10⁹ đến trên 
10¹⁰ particles/mL tùy thuộc vào loại tế bào và điều kiện nuôi cấy [2, 59]. 

Về đặc điểm kích thước, các EVs thu nhận được thể hiện sự phân bố đa dạng 
nhưng vẫn tập trung trong khoảng giá trị mục tiêu. Biểu đồ phân bố kích thước cho 
thấy giá trị mode đạt xấp xỉ 120 nm, là nhóm kích thước chiếm tỷ trọng lớn nhất và 
ưu thế trong mẫu, chủ yếu nằm trong khoảng kích thước đặc trưng của exosome. 
Đồng thời, kết quả cũng ghi nhận sự hiện diện của các hạt có kích thước lớn hơn, lên 
đến khoảng 200 nm, phản ánh sự tồn tại của các phân nhóm EVs khác, tiêu biểu là 
microvesicles, trong mẫu phân tích. 

Kết quả phân tích NTA cho thấy phân bố kích thước hạt có độ phân tán tương 
đối rộng trong mẫu EVs. Kích thước hạt đo bằng NTA có xu hướng lớn hơn so với 
kích thước quan sát bằng SEM, đồng thời vẫn ghi nhận sự tương đồng về xu hướng 
phân bố kích thước giữa hai phương pháp. Dữ liệu thu được từ phân tích SEM và 
NTA xác nhận sự hiện diện của các túi ngoại bào với đặc điểm kích thước và hình 
thái phù hợp, đồng thời phản ánh tính không đồng nhất của quần thể EVs trong mẫu 
phân tích. Các kết quả này thể hiện tính nhất quán giữa các phương pháp khảo sát và 
tạo cơ sở cho các định hướng ứng dụng tiếp theo. 

3.2.3.3. Đặc điểm sinh học của túi ngoại bào bằng phân tích biểu hiện CD63 
(ELISA) 

 

Hình 3.8. Đường chuẩn định lượng CD63 bằng phương pháp ELISA 
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Hình 3.9. So sánh nồng độ CD63 giữa các túi ngoại bào (EVs) 

Nồng độ CD63 trong các túi ngoại bào (EVs) được xác định bằng phương 
pháp ELISA. Sự khác biệt giữa nhóm EVs không tiếp xúc với kháng nguyên CSFV 
và nhóm EVs tiếp xúc với kháng nguyên CSFV được đánh giá bằng phép kiểm định 
Student's t-test. *** biểu thị sự khác biệt có ý nghĩa thống kê rất cao (p < 0,001). 

Để xác định sự hiện diện và định lượng các túi ngoại bào (extracellular vesicles 
– EVs) thu nhận từ dòng tế bào đại thực bào 3D4/2, phương pháp ELISA được sử 
dụng nhằm định lượng CD63 – một protein marker đặc trưng thuộc họ tetraspanin, 
thường được biểu hiện phổ biến trên bề mặt exosome. Kết quả xây dựng đường chuẩn 
CD63 (Hình 3.8) cho thấy mối tương quan tuyến tính chặt chẽ giữa mật độ quang 
(OD) và nồng độ protein trong khoảng khảo sát, với phương trình hồi quy y = 8 × 
10⁻⁷x + 0,1244 và hệ số xác định R² = 0,9986. Giá trị R² cao chứng tỏ độ tin cậy của 
mô hình nội suy, cho phép sử dụng để xác định chính xác nồng độ CD63 trong các 
mẫu EVs. 

Dựa trên đường chuẩn, nồng độ CD63 trong các mẫu EVs được xác định và 
so sánh giữa hai điều kiện thí nghiệm (Hình 3.9). Kết quả cho thấy mẫu EVs thu nhận 
ở điều kiện 24 giờ – 40 µg/mL có nồng độ CD63 đạt khoảng 13.000 pg/mL, cao hơn 
rõ rệt so với mẫu 48 giờ – 10 µg/mL (khoảng 7.000 pg/mL). Sự chênh lệch gần gấp 
đôi này phản ánh mối tương quan thuận giữa lượng EVs và tín hiệu CD63 thu được, 
đồng thời cho thấy điều kiện 40 µg/mL tạo ra lượng EVs hoặc mật độ marker đặc 
trưng cao hơn đáng kể. 

Kết quả này phù hợp với các nghiên cứu trước đây cho thấy CD63 là một trong 
những marker phổ biến và ổn định của EVs, đặc biệt là exosome, và mức độ biểu 
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hiện của CD63 thường tỷ lệ với số lượng túi ngoại bào trong mẫu [51]. Do đó, sự gia 
tăng nồng độ CD63 quan sát được trong nghiên cứu này có thể phản ánh sự gia tăng 
về số lượng EVs được tiết ra hoặc sự làm giàu của quần thể EVs mang marker CD63 
dưới điều kiện xử lý kháng nguyên tối ưu. 

3.3. Bước đầu phân tích ảnh hưởng của EVs mang kháng nguyên CSFV lên 
đáp ứng miễn dịch của tế bào T. 

3.3.1. Kết quả phân lập và nuôi cấy tế bào lympho T từ máu ngoại vi lợn 
 

 

 

Hình 3.10. Tế bào lympho T sau phân lập và nuôi cấy ổn định trong môi trường 
TexMACS 

Quy trình phân lập tế bào lympho T từ máu ngoại vi lợn được thực hiện thành 
công, thu được quần thể tế bào có hình thái đặc trưng và khả năng thích nghi tốt trong 
điều kiện nuôi cấy in vitro. Sau khi tách bằng phương pháp ly tâm từ tính gắn kháng 
thể, lớp tế bào đơn nhân (PBMCs) được thu nhận rõ ràng tại lớp interface, với độ sạch 
tương đối cao, ít lẫn hồng cầu và các mảnh vụn tế bào. 

Sau quy trình phân lập và làm giàu bằng phương pháp từ tính, quần thể tế bào 
thu được thể hiện các đặc điểm hình thái điển hình của tế bào lympho. Quan sát dưới 
kính hiển vi cho thấy các tế bào có dạng hình cầu đặc trưng, kích thước nhỏ đồng 
nhất. Về đặc tính sinh trưởng, tế bào tồn tại ở trạng thái huyền phù, phân bố rải rác 
hoặc tập trung thành các cụm nhỏ và hoàn toàn không có hiện tượng bám dính bề 
mặt, phù hợp với đặc tính sinh học của dòng tế bào lympho T. Điều này không chỉ 
phản ánh chất lượng môi trường nuôi cấy mà còn cho thấy quần thể tế bào thu nhận 
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có tiềm năng đáp ứng tốt với các kích thích kháng nguyên hoặc tín hiệu hoạt hóa 
trong các thí nghiệm chức năng.  

Đánh giá khả năng sống sót và thích nghi trong điều kiện in vitro cho thấy 
quần thể tế bào duy trì trạng thái sinh lý ổn định. Tỷ lệ tế bào sống đạt mức cao sau 
24–48 giờ nuôi cấy, không xuất hiện các dấu hiệu của sự thoái hóa tế bào hay sự tạp 
nhiễm vi sinh vật. Trong môi trường nuôi cấy chuyên dụng, tế bào biểu hiện sự tăng 
trưởng nhẹ về mật độ trong khi vẫn bảo tồn được tính nguyên vẹn về hình thái học. 
Các dữ liệu này khẳng định quy trình phân lập đã tối ưu hóa được độ tinh sạch và 
chất lượng tế bào, thiết lập nền tảng tin cậy cho các thử nghiệm đánh giá chức năng 
miễn dịch trong những giai đoạn nghiên cứu tiếp theo. 

3.3.2. EVs mang kháng nguyên CSFV ảnh hưởng đến tế bào T 

   

Hình 3.11.  Tương tác giữa các nhóm EVs và tế bào T qua thử nghiệm MTS. 

Sự khác biệt giữa các nhóm được đánh giá bằng phép phân tích phương sai 
một nhân tố (One-way ANOVA), theo sau bởi phép kiểm định hậu nghiệm Tukey. * 
p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001 so với nhóm đối chứng (control). 

Kết quả nghiên cứu cho thấy tất cả các nhóm túi ngoại bào (EVs) đều ghi nhận 
khả năng thúc đẩy sự tăng sinh của tế bào lympho T so với nhóm đối chứng âm 
(100,00 ± 1,44%). Nhóm EV không xử lý với kháng nguyên đạt tỷ lệ tăng sinh 107,21 
± 14,87%, trong khi nhóm GM/IL-4 EVs đạt 113,92 ± 2,34%. Đặc biệt, hai nhóm 
EVs mang kháng nguyên CSFV cho hiệu quả kích thích mạnh hơn rõ rệt, với tỷ lệ 
tăng sinh đạt 277,03 ± 5,03% ở điều kiện xử lý 24 giờ với 40 µg/mL protein E2 và 
249,89 ± 24,34% ở điều kiện xử lý 48 giờ với 10 µg/mL protein E2. Các kết quả này 
phản ánh sự khác biệt đáng kể về khả năng kích thích tăng sinh tế bào T giữa các 
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nhóm xử lý và đối chứng. Đồng thời, dữ liệu thu được cho thấy EVs trong nghiên cứu 
có liên quan trực tiếp đến đáp ứng tăng sinh của tế bào lympho T trong điều kiện in 
vitro. 

Dữ liệu thực nghiệm cũng ghi nhận hiệu quả kích thích tế bào của các nhóm 
EVs xử lý với kháng nguyên CSFV cao hơn đáng kể so với nhóm đối chứng dương 
sử dụng cytokine đơn lẻ (GM-CSF và IL-4). Cụ thể, nhóm GM/IL-4 EVs chỉ làm tăng 
mức tăng sinh lên 113,92 ± 2,34%, mặc dù sự khác biệt so với đối chứng âm đạt ý 
nghĩa thống kê (**p < 0,01). Trong khi đó, nhóm EVs-CSFV (24 giờ, 40 µg/mL) và 
EVs-CSFV (48 giờ, 10 µg/mL) đạt lần lượt 277,03 ± 5,03% và 249,89 ± 24,34%, cao 
hơn khoảng 2,4–2,5 lần so với nhóm GM/IL-4 EVs và có ý nghĩa thống kê rất cao so 
với đối chứng âm (***p < 0,001). Sự khác biệt này cho thấy việc mang kháng nguyên 
đặc hiệu của CSFV trên EVs đã làm tăng đáng kể khả năng hoạt hóa và kích thích 
tăng sinh tế bào lympho T so với việc chỉ sử dụng các cytokine biệt hóa đơn thuần. 

Sự vượt trội này có thể được giải thích dựa trên cơ chế trình diện kháng nguyên 
đặc thù của EVs. Không giống như các cytokine đơn lẻ chỉ đóng vai trò điều hòa biệt 
hóa và hoạt hóa tế bào miễn dịch, EVs hoạt động như một hệ thống vận chuyển sinh 
học tích hợp, có khả năng mang đồng thời nhiều thành phần chức năng như protein 
kháng nguyên (E2), phân tử MHC lớp I/II và các tín hiệu đồng kích thích từ tế bào 
nguồn. Các nghiên cứu trước đây đã chỉ ra rằng EVs có thể tham gia trực tiếp vào 
quá trình trình diện kháng nguyên hoặc chuyển giao kháng nguyên cho các tế bào 
trình diện chuyên nghiệp (APCs), từ đó kích hoạt hiệu quả thụ thể tế bào T (TCR) và 
thúc đẩy đáp ứng miễn dịch tế bào [1, 2]. Đặc biệt, sự gia tăng biểu hiện MHC II trên 
EVs trong nghiên cứu này củng cố giả thuyết rằng EVs có thể đóng vai trò như “vi 
thể APC”, giúp tăng hiệu quả nhận diện kháng nguyên so với dạng kháng nguyên hòa 
tan. 

Kết quả cho thấy hoạt tính kích thích của các EVs mang kháng nguyên CSFV 
phụ thuộc vào nồng độ xử lý ban đầu và thời gian thu nhận. Cụ thể, EVs thu từ tế bào 
3D4/2 xử lý với protein E2 ở nồng độ 40 µg/mL sau 24 giờ tạo ra mức tăng sinh tế 
bào T cao nhất trong thí nghiệm MTS. Điều này có thể liên quan đến trạng thái hoạt 
hóa tối ưu của tế bào tại thời điểm 24 giờ, khi quá trình nội hóa, xử lý và đóng gói 
kháng nguyên vào EVs đạt hiệu suất cao nhất. Ngược lại, EVs thu ở điều kiện nồng 
độ thấp hơn (10 µg/mL) hoặc tại thời điểm muộn hơn (48 giờ) cho thấy hiệu quả kích 
thích giảm hoặc có xu hướng bão hòa. Xu hướng này phù hợp với các nghiên cứu cho 
thấy thành phần và chức năng của EVs phụ thuộc chặt chẽ vào trạng thái sinh lý của 
tế bào nguồn cũng như điều kiện nuôi cấy [4]. 
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Các kết quả thu được cho thấy các túi ngoại bào (EVs) xử lý với kháng nguyên 
của CSFV có khả năng thúc đẩy mạnh mẽ sự tăng sinh của tế bào lympho T trong 
điều kiện in vitro, với mức tăng sinh cao hơn rõ rệt so với các nhóm đối chứng. Hiệu 
quả kích thích này phụ thuộc vào nồng độ kháng nguyên và thời gian xử lý, trong đó 
điều kiện 24 giờ – 40 µg/mL cho thấy đáp ứng tối ưu. Đồng thời, các EVs mang 
kháng nguyên CSFV thể hiện hoạt tính kích thích vượt trội so với nhóm chỉ sử dụng 
cytokine (GM-CSF và IL-4), cho thấy vai trò quan trọng của EVs trong việc truyền 
tải kháng nguyên và hoạt hóa đáp ứng miễn dịch. Những kết quả này khẳng định tiềm 
năng của EVs như một nền tảng hiệu quả trong việc kích thích tăng sinh tế bào T, 
định hướng ứng dụng trong nghiên cứu vaccine hoặc liệu pháp miễn dịch. 

3.3.3.  Đánh giá nồng độ cytokine IL-10 trong sự tương tác giữa tế bào T với các 
túi ngoại bào (EVs) từ đại thực bào 3D4/2. 

 

Hình 3.12. Đáp ứng tiết cytokine IL-10 của tế bào lympho T khi tương tác với các 
mẫu EVs mang kháng nguyên E2 của CSFV 

 

Nồng độ IL-10 được xác định bằng phương pháp ELISA. Sự khác biệt giữa 
các nhóm được đánh giá bằng phép phân tích phương sai một nhân tố (One-way 
ANOVA), theo sau bởi phép kiểm định hậu nghiệm Tukey. *** biểu thị sự khác biệt 
có ý nghĩa thống kê với p < 0,001 so với nhóm đối chứng. 

Biểu đồ thể hiện nồng độ cytokine IL-10 do tế bào T tiết ra khi được kích thích 
bởi EVs thu nhận từ đại thực bào trong các điều kiện xử lý khác nhau, bao gồm nhóm 
đối chứng và các nhóm EVs sau khi tiếp xúc với kháng nguyên ở 24 giờ (nồng độ 
40µg/mL) và 48 giờ (nồng độ 10µg/mL). 
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Ở nhóm đối chứng (GM-CSF + IL-4), nồng độ IL-10 được ghi nhận ở mức rất 
thấp, chỉ đạt 0,10 ± 0,01 pg/mL. Kết quả này cho thấy trong điều kiện biệt hóa cơ 
bản, khi không có sự hiện diện của kháng nguyên E2, các EVs không mang đủ tín 
hiệu cần thiết để kích hoạt mạnh đáp ứng điều hòa miễn dịch của tế bào T. Điều này 
phù hợp với vai trò chủ yếu của GM-CSF và IL-4 trong cảm ứng biệt hóa tế bào miễn 
dịch hơn là thúc đẩy trực tiếp sự tiết cytokine điều hòa từ tế bào T[57, 60]. 

Tại nhóm EVs-CSFV thu nhận sau 48 giờ với nồng độ xử lý protein E2 là 10 
µg/mL, nồng độ IL-10 tăng lên 1,40 ± 0,013 pg/mL, cao gấp khoảng 14 lần so với 
nhóm đối chứng. Sự khác biệt này có ý nghĩa thống kê rất cao (p = 0,00070; p < 
0,001). Kết quả cho thấy ngay cả khi được xử lý với nồng độ kháng nguyên tương 
đối thấp, các EVs vẫn có khả năng mang theo các tín hiệu miễn dịch cần thiết để kích 
thích tế bào T tiết IL-10. Sự gia tăng này phản ánh quá trình nhận diện kháng nguyên 
và khởi phát đáp ứng miễn dịch đặc hiệu thông qua các thành phần được vận chuyển 
bởi EVs.[61]. 

Ở nhóm EVs-CSFV thu nhận sau 24 giờ với nồng độ protein E2 là 40 µg/mL, 
nồng độ IL-10 đạt 4,60 ± 0,013 pg/mL, là giá trị cao nhất trong toàn bộ thí nghiệm. 
Mức IL-10 này cao gấp khoảng 46 lần so với nhóm đối chứng và cao hơn khoảng 3,3 
lần so với nhóm EVs-CSFV 48 giờ – 10 µg/mL. Sự khác biệt so với nhóm đối chứng 
có ý nghĩa thống kê rất cao (p = 0,00085; p < 0,001). Kết quả cho thấy việc xử lý tế 
bào với nồng độ kháng nguyên E2 cao hơn giúp tăng hiệu quả đóng gói kháng nguyên 
vào EVs, từ đó tạo ra tín hiệu kích thích mạnh mẽ hơn đối với tế bào T. 

Sự gia tăng nồng độ IL-10 tỷ lệ thuận với liều lượng kháng nguyên E2 tiếp 
xúc ban đầu là minh chứng quan trọng cho thấy các túi ngoại bào (EVs) có nguồn 
gốc từ đại thực bào 3D4/2 đã thực hiện hiệu quả vai trò của một "giá thể" sinh học 
trong việc vận chuyển và trình diện thông tin kháng nguyên đến tế bào lympho 
T. Hiện tượng tăng IL-10 ở nhóm 40 µg/mL cho thấy hai đặc điểm chính: (i) cơ chế 
tự điều hòa giúp duy trì cân bằng miễn dịch và hạn chế viêm quá mức; (ii) phản ánh 
tế bào T đã nhận diện và đáp ứng rõ rệt với kháng nguyên E2 được trình diện qua 
EVs.  

Kết quả khẳng dịnh tác động của EVs lên hệ miễn dịch phụ thuộc chặt chẽ vào 
cả thời gian thu nhận và nồng độ protein tiếp xúc, trong đó EVs nồng độ cao (40 
µg/mL) cho thấy tiềm năng vượt trội trong việc kích hoạt đáp ứng tế bào [15, 61]. 

3.3.4. Đánh giá nồng độ cytokine IFN-α trong sự tương tác giữa tế bào T với các 
túi ngoại bào (EVs) từ đại thực bào 3D4/2 
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Hình 3.13. Nồng độ IFN-α trong hệ tương tác giữa tế bào T và các túi ngoại bào 
(EVs) từ tế bào 3D4/2 

Nồng độ IFN-α được xác định bằng phương pháp ELISA. Sự khác biệt giữa 
các nhóm được đánh giá bằng phép phân tích phương sai một nhân tố (One-way 
ANOVA), theo sau bởi phép kiểm định hậu nghiệm Tukey. ** biểu thị sự khác biệt 
có ý nghĩa thống kê với p < 0,01; ns: không có ý nghĩa thống kê (p > 0,05). 

Biểu đồ hình 3.14 thể hiện nồng độ cytokine IFN- được tiết ra từ tế bào lympho 
T sau khi tương tác với các mẫu EVs thu nhận từ đại thực bào 3D4/2. Kết quả cho 
thấy các túi ngoại bào mang kháng nguyên E2 đã kích thích hiệu quả đáp ứng miễn 
dịch bẩm sinh thông qua việc gia tăng sản xuất IFN- theo nồng độ kháng nguyên xử 
lý. 

Ở nhóm đối chứng GM-CSF, nồng độ IFN-α được ghi nhận ở mức thấp nhất, 
đạt 0,0830 ± 0,0106 pg/mL. Đây được xem là mức cytokine nền trong điều kiện nuôi 
cấy cơ bản khi tế bào lympho T chưa nhận được tín hiệu kích thích đặc hiệu từ kháng 
nguyên E2. Kết quả này phản ánh trạng thái hoạt hóa miễn dịch thấp và cho thấy các 
EVs không mang kháng nguyên không đủ khả năng kích thích mạnh quá trình sản 
xuất interferon. 

Tại nhóm EVs-CSFV thu nhận sau 48 giờ từ tế bào xử lý với protein E2 ở 
nồng độ 10 µg/mL, nồng độ IFN-α tăng lên 0,1020 ± 0,0368 pg/mL, cao hơn khoảng 
22,9% so với nhóm đối chứng. Tuy nhiên, sự khác biệt này không có ý nghĩa thống 
kê (ns; p > 0,05). Kết quả cho thấy mặc dù EVs đã bắt đầu mang các tín hiệu miễn 
dịch có nguồn gốc từ kháng nguyên E2 và có khả năng kích thích tế bào T sản xuất 
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IFN-α, nhưng cường độ đáp ứng vẫn còn tương đối hạn chế ở điều kiện nồng độ 
kháng nguyên thấp. 

Ngược lại, nhóm EVs-CSFV thu nhận sau 24 giờ từ tế bào xử lý với protein 
E2 ở nồng độ 40 µg/mL ghi nhận nồng độ IFN-α cao nhất, đạt 0,1430 ± 0,0153 
pg/mL, tăng khoảng 72,3% so với nhóm đối chứng và cao hơn khoảng 40,2% so với 
nhóm EVs-CSFV (48 giờ, 10 µg/mL). Sự gia tăng này có ý nghĩa thống kê (p < 0,01) 
so với nhóm đối chứng. Kết quả cho thấy hiệu quả kích thích miễn dịch phụ thuộc 
chặt chẽ vào lượng kháng nguyên được đóng gói trong EVs cũng như trạng thái sinh 
lý của tế bào nguồn tại thời điểm thu nhận. Điều kiện xử lý 24 giờ với nồng độ E2 
cao dường như tạo ra các EVs mang nhiều tín hiệu miễn dịch hơn, từ đó thúc đẩy 
mạnh mẽ quá trình sản xuất IFN-α của tế bào T. 

Sự gia tăng IFN-α tỷ lệ thuận với liều lượng kháng nguyên E2 cho thấy EVs 
có khả năng kích hoạt hiệu quả đáp ứng miễn dịch bẩm sinh chống virus. Mẫu EVs 
thu nhận tại 24 giờ với nồng độ 40 µg/mL ghi nhận mức IFN-α cao nhất, phản ánh 
khả năng kích thích mạnh mẽ lên tế bào lympho T so với đối chứng. 

Về mặt cơ chế, sự gia tăng IFN-α khi tế bào lympho T tiếp xúc với EVs mang 
kháng nguyên CSFV cho thấy EVs không chỉ đơn thuần là phương tiện vận chuyển 
kháng nguyên mà còn có khả năng kích hoạt các con đường miễn dịch bẩm sinh. Các 
EVs có thể chứa RNA virus hoặc các phân tử liên quan đến mầm bệnh (PAMPs), từ 
đó kích hoạt các thụ thể nhận diện mẫu như TLRs trong tế bào miễn dịch, dẫn đến 
hoạt hóa các yếu tố phiên mã như IRF3/IRF7 và thúc đẩy sản xuất interferon type I 
[62]. Đồng thời, IFN-α đóng vai trò quan trọng trong việc tăng cường trình diện kháng 
nguyên và thúc đẩy biệt hóa tế bào T, qua đó tạo cầu nối giữa miễn dịch bẩm sinh và 
miễn dịch thích ứng [63] 

Kết quả này khẳng định vai trò của IFN-α trong việc hỗ trợ trình diện kháng 
nguyên và định hướng đáp ứng tế bào T, đồng thời cho thấy EVs từ đại thực bào 
3D4/2 đã mang và truyền tải hiệu quả tín hiệu miễn dịch. Tổng thể, dữ liệu củng cố 
tiềm năng ứng dụng EVs, đặc biệt ở điều kiện 40 µg/mL, như một nền tảng mang 
kháng nguyên giúp tăng cường hiệu quả vaccine mà không cần bổ trợ truyền thống. 

Các kết quả thực nghiệm cho thấy các túi ngoại bào (extracellular vesicles – 
EVs) thu nhận tại thời điểm 24 giờ với nồng độ xử lý kháng nguyên 40 µg/mL đạt 
hiệu quả kích thích miễn dịch cao nhất, với tỷ lệ tăng sinh tế bào lympho T gần 300% 
so với đối chứng. Hiệu quả này đi kèm với sự gia tăng rõ rệt của IFN-α và IL-10, 
phản ánh khả năng của EVs trong việc vừa kích hoạt đáp ứng miễn dịch kháng virus, 
vừa duy trì cơ chế điều hòa miễn dịch. Sự gia tăng IFN-α – một interferon loại I đóng 
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vai trò trung tâm trong miễn dịch bẩm sinh – cho thấy EVs có thể góp phần tái thiết 
lập trạng thái kháng virus của tế bào, đặc biệt quan trọng trong bối cảnh virus dịch tả 
lợn cổ điển (CSFV) có khả năng ức chế con đường interferon thông qua các protein 
không cấu trúc như Npro và Erns [48]. Đồng thời, sự tăng IL-10 phản ánh một cơ chế 
phản hồi âm sinh lý, giúp kiểm soát cường độ đáp ứng miễn dịch, hạn chế nguy cơ 
tổn thương mô do phản ứng viêm quá mức [64]. Sự phối hợp giữa hai cytokine này 
cho thấy EVs đóng vai trò như một hệ thống điều phối miễn dịch cân bằng, vừa thúc 
đẩy vừa kiểm soát đáp ứng miễn dịch. 

Về mặt cơ chế, kết quả nghiên cứu củng cố giả thuyết rằng EVs là một nền 
tảng trình diện kháng nguyên hiệu quả. Kháng nguyên E2 của CSFV khi được đóng 
gói hoặc trình diện trên bề mặt EVs có thể duy trì cấu trúc không gian ổn định hơn so 
với dạng hòa tan, từ đó tăng khả năng nhận diện bởi thụ thể tế bào T (TCR). Bên cạnh 
đó, EVs có thể mang theo các phân tử MHC lớp I/II và các tín hiệu đồng kích thích 
từ tế bào nguồn, cho phép chúng tham gia trực tiếp hoặc gián tiếp vào quá trình trình 
diện kháng nguyên, góp phần tăng hiệu quả hoạt hóa tế bào T [1,12]. Cơ chế này phù 
hợp với mô hình “synapse miễn dịch di động”, trong đó EVs đóng vai trò như các 
đơn vị truyền tải tín hiệu miễn dịch hoàn chỉnh, giúp khuếch đại đáp ứng miễn dịch 
so với kháng nguyên tự do. 

Ngoài ra, sự phụ thuộc rõ rệt của đáp ứng miễn dịch vào nồng độ kháng nguyên 
và thời gian xử lý cho thấy vai trò quan trọng của động học sinh học trong quá trình 
hình thành EVs. Điều kiện tối ưu (24 giờ – 40 µg/mL) có thể tương ứng với giai đoạn 
tế bào 3D4/2 đạt trạng thái hoạt hóa chuyển hóa cao nhất, cho phép nội hóa, xử lý và 
đóng gói kháng nguyên vào EVs với hiệu suất tối ưu. Ngược lại, hiệu quả giảm ở thời 
điểm muộn hơn hoặc nồng độ thấp hơn có thể liên quan đến sự thay đổi thành phần 
EVs, sự suy giảm hoạt tính tế bào hoặc hiện tượng bão hòa tín hiệu trên tế bào đích. 
Những quan sát này phù hợp với các nghiên cứu cho thấy thành phần và chức năng 
của EVs phụ thuộc chặt chẽ vào trạng thái sinh lý và điều kiện môi trường của tế bào 
đích [4]. 

Các kết quả nghiên cứu không chỉ xác nhận khả năng của EVs trong việc mang 
và trình diện kháng nguyên CSFV mà còn làm rõ cơ chế kích hoạt và điều hòa đáp 
ứng miễn dịch thông qua sự cân bằng giữa tín hiệu kháng virus và điều hòa miễn dịch. 
Việc xác định được điều kiện tối ưu (24 giờ – 40 µg/mL) cung cấp cơ sở khoa học 
quan trọng cho việc chuẩn hóa quy trình sản xuất EVs, đồng thời mở ra triển vọng 
ứng dụng EVs như một nền tảng vaccine tiềm năng trong các nghiên cứu tiếp theo, 
đặc biệt là các thử nghiệm in vivo nhằm đánh giá hiệu quả bảo hộ thực tế. 
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KẾT LUẬN VÀ KIẾN NGHỊ 

KẾT LUẬN 

1. Dòng tế bào đại thực bào 3D4/2 nuôi cấy trong môi trường RPMI thể hiện khả 
năng sinh trưởng ổn định và duy trì trạng thái sinh lý phù hợp. Khi được xử lý 
với các yếu tố kích thích 20 ng/mL IL-4 kết hợp với 100 ng/mL GM-CSF tế 
bào có sự thay đổi hình thái theo hướng biệt hóa thế bào tua. Tuy nhiên, sau 5 
ngày biệt hoá biểu hiện các SLA lớp I và lớp II trên bề mặt tế bào vẫn ở mức 
thấp và ổn định, thể hiện dòng tế bào thể hiện ở trạng thái tiền tế bào tua, có 
khả năng thực bào, sau khi tiếp xúc kháng nguyên tỉ lệ SLA I và SLA II biểu 
hiện ra bề mặt mạnh hơn.  

2. Tiền tế bào tua 3D4/2 tiếp xúc với kháng nguyên E2 ở nồng độ 40 µg/mL sau 
24h tạo EVs mang kháng nguyên tốt nhất. Các EVs thu nhận được từ tế bào 
trình diện kháng nguyên có hình thái dạng cầu đặc trưng, kích thước phân bố 
chủ yếu trong khoảng 80–200 nm (kích thước trung bình 136,7 nm), số lượng 
đạt 1,04 × 10¹¹ particles/mL, biểu hiện dương tính với marker CD63 và mang 
epitope kháng nguyên E2  

3. Các EVs mang epitope kháng nguyên E2 của CSFV có khả năng thúc đẩy 
mạnh mẽ đáp ứng miễn dịch qua trung gian tế bào, thể hiện qua việc làm tăng 
sinh số lượng tế bào lympho T lên khoảng 250% - 280% (theo kết quả thử 
nghiệm MTS). Đồng thời, sự gia tăng đồng thời của hàm lượng IFN-α và IL-
10 cho thấy EVs mang kháng nguyên có khả năng định hướng đáp ứng miễn 
dịch theo xu hướng tối ưu: vừa tăng cường trạng thái hoạt hóa chống virus 
mạnh mẽ, vừa kích thích tín hiệu IL-10 đóng vai trò điều hòa, kiểm soát pha 
kháng viêm để duy trì cân bằng sinh học nội môi, đặc biệt biểu hiện rõ nét ở 
thời điểm 24 giờ 
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KIẾN NGHỊ 

1. Cần tiếp tục tối ưu hóa quy trình xử lý kháng nguyên nhằm nâng cao hiệu quả 
đóng gói epitope vào EVs, bao gồm việc lựa chọn nồng độ kháng nguyên, thời 
gian xử lý và điều kiện nuôi cấy phù hợp. Đồng thời, cần đánh giá khả năng 
trình diện kháng nguyên của EVs thông qua các chỉ dấu phân tử đặc hiệu, từ 
đó đảm bảo EVs mang epitope có tính sinh miễn dịch cao và ổn định. 

2. Sau khi xác định được tiềm năng kích thích miễn dịch in vitro, cần triển khai 
các nghiên cứu in vivo trên mô hình động vật (chuột hoặc lợn) nhằm đánh giá 
toàn diện hiệu quả của nền tảng vacine dựa trên EVs. Các chỉ tiêu cần khảo sát 
bao gồm khả năng tạo kháng thể trung hòa, đáp ứng miễn dịch tế bào và hiệu 
quả bảo hộ thực tế. Đây là bước quan trọng để xác nhận tính ứng dụng và 
chuyển giao kết quả nghiên cứu vào thực tiễn. 
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Received:  31/7/2025 Hepatocellular carcinoma is a malignancy with poor prognosis and limited therapeutic 

options. Recently, extracellular vesicles derived from adipose-derived stem cells and 

curcumin have emerged as potential modulators of oncogenic signaling pathways, 

including the aryl hydrocarbon receptor axis. To investigate their regulatory effects on 

AhR signaling, this study employed the CAFLUX-HepG2 reporter cell line, which 

harbors an EGFP reporter gene under the control of an XRE-containing promoter. The 

effects of ADSC-EVs and curcumin on AhR activation, target gene expression, and 
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THÔNG TIN BÀI BÁO TÓM TẮT 

Ngày nhận bài:  31/7/2025 Ung thư biểu mô tế bào gan là bệnh lý có tiên lượng xấu và hiện vẫn còn thiếu các 

phương pháp điều trị hiệu quả. Gần đây, túi ngoại bào từ tế bào gốc mô mỡ ADSC-

EVs và curcumin nổi lên như các yếu tố điều hòa tiềm năng đối với các trục tín 

hiệu liên quan đến sinh ung, trong đó có thụ thể aryl hydrocarbon receptor. Nhằm 

làm sáng tỏ vai trò điều hòa của hai tác nhân này trên trục AhR, nghiên cứu sử 

dụng dòng tế bào cảm ứng CAFLUX-HepG2 mang gen báo cáo EGFP dưới 

promoter chứa XRE để đánh giá tác động của ADSC-EVs và curcumin đến hoạt 

hóa AhR, biểu hiện gen đích và khả năng sống sót của tế bào. EVs được xác định 

bằng phương pháp phân tích hạt nano, độc tính tế bào được đánh giá bằng thử 

nghiệm MTT, và biểu hiện gen Cyp1a1, Cyp1b1 được phân tích bằng qPCR. Kết 

quả cho thấy ADSC-EVs có tính tương thích sinh học cao, không gây độc, trong 

khi curcumin gây độc tế bào phụ thuộc liều và hoạt hóa mạnh trục tín hiệu AhR. 

Cả hai tác nhân đều làm giảm biểu hiện gen Cyp1a1 và Cyp1b1, trong đó curcumin 

có tác dụng ức chế mạnh hơn. Đáng chú ý, khi kết hợp hai tác nhân, hiệu ứng ức 

chế chọn lọc trên gen Cyp1a1 tăng lên nhưng không làm thay đổi thêm biểu hiện 

của Cyp1b1, cho thấy tác động điều hòa trục AhR theo cơ chế không cộng hưởng. 
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1. Giới thiệu 

Ung thư biểu mô tế bào gan (Hepatocellular carcinoma – HCC) là dạng phổ biến nhất của ung 

thư gan nguyên phát, chiếm tới 90% số ca được chẩn đoán và là một trong những nguyên nhân gây 

tử vong do ung thư hàng đầu trên toàn cầu [1], [2]. Bệnh thường phát sinh trên nền các bệnh lý gan 

mạn tính như viêm gan B/C, xơ gan, gan nhiễm mỡ, và chịu ảnh hưởng bởi các yếu tố môi trường 

như độc tố aflatoxin và lạm dụng rượu [1]. Dù phẫu thuật và ghép gan là lựa chọn điều trị ở giai 

đoạn sớm, phần lớn bệnh nhân HCC ở giai đoạn muộn phải phụ thuộc vào điều trị toàn thân, chủ 

yếu bằng các thuốc ức chế kinase (TKIs) [2]. Tuy nhiên, khả năng kháng thuốc và hiệu quả hạn 

chế đã làm nổi bật nhu cầu tìm kiếm các chiến lược điều trị thay thế [2]. 

Tế bào gốc trung mô (MSCs), đặc biệt là MSCs phân lập từ mô mỡ (ADSCs), được quan tâm 

nhờ khả năng hướng đích khối u và điều hòa các quá trình sinh học liên quan đến ung thư như hình 

thành mạch, viêm, và chuyển dạng biểu mô – trung mô (EMT) [3]. Các túi ngoại bào (EVs) tiết ra 

từ MSCs là các vi hạt màng bao có khả năng mang theo nhiều phân tử sinh học và mô phỏng hoạt 

tính sinh học của tế bào mẹ mà không mang theo nguy cơ cấy ghép tế bào sống [4]. EVs từ ADSCs 

(ADSC-EVs) đặc biệt thu hút do dễ thu nhận, độ tương thích sinh học cao, và khả năng mang chất 

điều trị. Chúng đã được ứng dụng trong tái tạo mô, chống viêm và phục hồi tổn thương [5]. 

Curcumin, một polyphenol chiết xuất từ nghệ (Curcuma longa), đã được chứng minh có nhiều 

tác dụng sinh học như chống oxy hóa, kháng viêm, bảo vệ gan, và chống ung thư [6]. Curcumin có 

thể tương tác với nhiều phân tử đích, bao gồm thụ thể aryl hydrocarbon receptor (AhR) – một yếu 

tố phiên mã cảm ứng bởi ligand, tham gia điều hòa chuyển hóa ngoại sinh, miễn dịch và sinh ung 

[7]. Khi được hoạt hóa, AhR chuyển vào nhân, tạo dị hợp với ARNT (aryl hydrocarbon receptor 

nuclear translocator), rồi gắn vào vùng XRE (xenobiotic/dioxin responsive DNA elements) trên 

DNA để kích hoạt các gen mục tiêu như Cyp1a1 và Cyp1b1 [8]. Đặc biệt thú vị, curcumin có thể 

đóng vai trò chất chủ vận hoặc đối vận của AhR tùy theo điều kiện tế bào [7]. Trên cơ sở đó, nghiên 

cứu này được tiến hành nhằm đánh giá tác động riêng lẻ và phối hợp của ADSC-EVs và curcumin 

lên khả năng sống và trục tín hiệu AhR trong dòng tế bào báo cáo CAFLUX-HepG2 – một mô hình 

theo dõi tín hiệu AhR theo thời gian thực. 

2. Phương pháp nghiên cứu 

2.1. Nuôi cấy tế bào 

Tế bào ADSC PT-5006 (Lonza, Mỹ) được nuôi trong môi trường DMEM/F12 (PAN-Biotech, 

Đức) bổ sung 10% huyết thanh bò (FBS, Sigma-Aldrich, Đức), 1 μl/ml yếu tố tăng trưởng nguyên 

bào sợi (FGF, Thermo Fisher Scientific, Mỹ) và 1% dung dịch penicillin-streptomycin (Gibco-

Thermo Scientific, Mỹ). Dòng tế bào HepG2 (ATCC) được nuôi trong môi trường DMEM (PAN-

Biotech, Đức), bổ sung 10% FBS và 1% penicillin-streptomycin. Tất cả các dòng tế bào được nuôi 

trong tủ ấm ẩm có CO₂ 5% ở 37°C. Hình thái tế bào ADSC được quan sát và chụp ảnh dưới kính 

hiển vi soi ngược (Optika, Ý). 

2.2. Thu nhận và phân tích túi ngoại bào EVs [9] 

Khi các tế bào ADSC đạt độ phủ 80–90%, môi trường nuôi cấy được loại bỏ và thay thế bằng môi 

trường DMEM/F12 mới, có bổ sung FGF nhưng không chứa FBS. Tế bào tiếp tục được ủ ở 37°C với 

5% CO₂ trong 24 giờ. Môi trường thu được sau ủ chứa các EVs tiết ra từ ADSC. Phân bố kích thước 

hạt trong mẫu được phân tích bằng kỹ thuật phân tích theo dõi hạt nano (Nanoparticle Tracking 

Analysis – NTA), sử dụng thiết bị ZetaView PMX-230-S-488/660 (Particle Metrix, Đức). 

2.3. Thử nghiệm biểu hiện huỳnh quang cảm ứng hóa học (CAFLUX assay) 

Thử nghiệm CAFLUX được thực hiện trên dòng tế bào chuyển gen ổn định biểu hiện protein 

huỳnh quang (Enhanced Green Fluorescent Protein - EGFP) dưới sự điều khiển của promoter tổng 
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hợp chứa XRE. Tế bào CAFLUX-HepG2 được cấy vào đĩa 96 giếng (2 × 10⁴ tế bào/giếng) và được 

sử dụng cho hai thí nghiệm: 

• Thí nghiệm 1: Nuôi tế bào trong các nồng độ EVs khác nhau (0%, 10%, 20%, 40%, 60% 

và 80% trong môi trường DMEM), so sánh với nhóm đối chứng được nuôi trong DMEM bổ sung 

DMEM/F12 với nồng độ tương ứng (0%–80%). 

• Thí nghiệm 2: Curcumin được hòa tan trong DMSO, sau đó bổ sung vào môi trường nuôi 

tế bào với các nồng độ lần lượt là 0, 5, 10, 15, 20, 30 và 40 µg/ml. Tế bào được ủ trong 24 giờ, 

đảm bảo nồng độ DMSO cuối cùng không vượt quá 0,1%. 

Sau thời gian ủ, cường độ huỳnh quang được đo bằng đầu đọc đa chức năng Biotek Synergy 

HT (Marshall Scientific, Mỹ). Đơn vị huỳnh quang tương đối (RFU) được chuẩn hóa so với nhóm 

đối chứng dung môi. 

2.4. Thử nghiệm đánh giá khả năng sống tế bào (MTT assay) 

Sau thời gian xử lý, khả năng sống của tế bào được đánh giá bằng phép thử MTT (Methylthiazol 

Tetrazolium) [10]. Đầu đọc Biotek Synergy HT được sử dụng để đo mật độ quang học (OD) tại 

bước sóng 570 nm theo hướng dẫn của nhà sản xuất. 

2.5. Phân tích biểu hiện gen 

Tế bào CAFLUX-HepG2 sau xử lý với ADSC-EVs và curcumin được phân tích biểu hiện các 

gen liên quan đến trục tín hiệu AhR gồm: Cyp1a1 và Cyp1b1. RNA được tách chiết bằng bộ Easy 

– Blue™ Total RNA Extraction (iNtRON Biotechnology, Hàn Quốc), sau đó tổng hợp cDNA bằng 

bộ Maxime™ RT PreMix (iNtRON Biotechnology, Hàn Quốc) theo hướng dẫn của nhà sản xuất. 

Biểu hiện gen được định lượng theo phương pháp 2^−ΔΔCT bằng máy Real-time PCR MyGo Pro 

(QuantaBio, Mỹ). Gen GAPDH được sử dụng làm đối chứng nội tại để chuẩn hóa dữ liệu [10]. 

Trình tự mồi dùng trong RT-qPCR được liệt kê trong Bảng 1. 

Bảng 1. Trình tự mồi sử dụng trong RT-qPCR 

Mồi Trình tự (5’-3’) Kích thước (bp) 

Cyp1a1 
F: GATTGAGCACTGTCAGGAGAAGC 

R: ATGAGGCTCCAGGAGATAGCAG    
138 bp [11] 

Cyp1b1 
F: GCCACTATCACTGACATCTTCGG 

R: CACGACCTGATCCAATTCTGCC 
129 bp [12] 

GAPDH 
F: TTGTCTCACTTGTTCTCT 

R: ATGGGAGTTGTTTTCTTG 
87 bp [10] 

2.6. Phân tích thống kê 

Các dữ liệu thí nghiệm được phân tích bằng phần mềm Excell. Sự khác biệt có ý nghĩa thống 

kê giữa các nhóm được xác định bằng phép phân tích phương sai một chiều (ANOVA). Giá trị p < 

0,05 được coi là có ý nghĩa thống kê. Dữ liệu được trình bày dưới dạng trung bình của ba thí nghiệm 

độc lập, với thanh sai số biểu thị sai số chuẩn của trung bình. 

3. Kết quả và bàn luận 

3.1. Xác định đặc tính của túi ngoại bào EVs từ tế bào gốc mỡ ADSC 

Các túi ngoại bào thu được từ môi trường nuôi cấy điều kiện của tế bào ADSC đã được phân 

tích về phân bố kích thước bằng kỹ thuật theo dõi hạt nano (NTA) (Hình 1). Kết quả cho thấy các 

hạt có đường kính dao động từ 20 nm đến 400 nm, với đỉnh phân bố chủ yếu nằm trong khoảng 

100–150 nm. Trong đó, 83,5% mẫu bao gồm các hạt có kích thước xấp xỉ 133,0 nm với nồng độ 

1,8 × 10⁶ hạt/mL. Phân tích NTA cũng phát hiện một số hạt có kích thước vượt quá 300 nm, nhiều 

khả năng do hiện tượng kết tụ. 
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Hình 1. Đặc điểm của EVs-ADSC – Kết quả phân tích NTA. Biểu đồ thể hiện kích thước các hạt dao động 

từ 50 nm đến 300 nm, với đỉnh phân bố chủ yếu nằm trong khoảng từ 100 nm đến 150 nm 

3.2. Kết quả đánh giá ảnh hưởng của EVs-ADSC lên sự tăng sinh của tế bào HepG2 

Các nghiên cứu cho thấy EVs-ADSC không gây ra tác động đáng kể trong việc thúc đẩy hay ức 

chế sự tăng sinh của dòng tế bào ung thư gan CAFLUX-HepG2 (Hình 2). Một sự ức chế nhẹ hoặc 

tăng nhẹ sự tăng sinh của tế bào được ghi nhận tại các nồng độ EVs lần lượt là 20% và 60%; tuy 

nhiên, những thay đổi này không có ý nghĩa thống kê. Do đó, không ghi nhận được tác động gây 

độc tế bào hay kích thích phân chia tế bào rõ rệt trong điều kiện thí nghiệm. 

Tại nồng độ EVs cao hơn, khả năng ức chế của EVs đối với tế bào HepG2 giảm dần và gần như 

không đáng kể ở mức 80%, khi mà tỷ lệ sống của tế bào ở nhóm thí nghiệm và nhóm đối chứng gần 

như tương đương. Để đánh giá khách quan hơn tác động của EVs-ADSC lên khả năng sống của tế 

bào CAFLUX-HepG2, nồng độ EVs 40% đã được lựa chọn cho các thí nghiệm tiếp theo nhằm khảo 

sát hiệu quả phối hợp giữa curcumin và EVs lên biểu hiện các gen trong trục tín hiệu AhR. 

 
Hình 2. Ảnh hưởng của EVs-ADSC ở các nồng độ khác nhau (0–80%) lên sự tăng sinh của tế bào 

CAFLUX-HepG2 

3.3. Tác động của curcumin đến khả năng sống của tế bào CAFLUX-HepG2 

Kết quả nghiên cứu tác động của curcumin đến khả năng sống sót của tế bào CAFLUX-HepG2 

được thể hiện trong Hình 3, cho thấy khả năng sống của tế bào giảm phụ thuộc vào liều lượng 

curcumin. Ở các nồng độ thấp (0–10 µg/ml), tỷ lệ sống của tế bào vẫn duy trì trên 90%, cho thấy 

curcumin hầu như không gây độc tế bào ở mức thấp. Tuy nhiên, từ nồng độ 10 µg/ml trở lên, tỷ lệ 

sống giảm rõ rệt, chỉ còn hơn 40% ở nồng độ cao nhất (40 µg/ml). 
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Curcumin có giá trị ức chế tăng trưởng 50% (IC50) là 37,00 ± 1,05 µg/ml. Giá trị IC50 này thể 

hiện curcumin có tác dụng gây độc đáng kể lên tế bào CAFLUX-HepG2 ở liều cao. Để đảm bảo 

đánh giá khách quan ảnh hưởng của curcumin đến khả năng sống của tế bào, nồng độ 20 µg/ml 

curcumin đã được lựa chọn cho các thí nghiệm tiếp theo nhằm khảo sát tác động phối hợp giữa 

curcumin và EVs lên biểu hiện các gen liên quan đến trục tín hiệu AhR. 

 
Hình 3. Tác động của curcumin đến khả năng sống của tế bào CAFLUX-HepG2 

3.4. Kết quả thử nghiệm CAFLUX 

Biểu đồ Hình 4 cho thấy sau 24h tín hiệu huỳnh quang của dòng tế bào báo cáo CAFLUX giảm 

dần theo nồng độ curcumin. Ở điều kiện không xử lý curcumin (Cur 0), tín hiệu huỳnh quang đạt 

mức cao nhất (~52.000 RFU). Khi tăng dần nồng độ curcumin từ 5 đến 40 µg/mL, tín hiệu huỳnh 

quang giảm mạnh, đặc biệt từ nồng độ 15 µg/mL trở đi. Tại nồng độ 30–40 µg/mL, tín hiệu huỳnh 

quang gần như chạm ngưỡng nền (~17.000 RFU), tương đương nhóm không cảm ứng tín hiệu 

AhR. Kết quả này cho thấy curcumin ức chế mạnh tín hiệu AhR theo kiểu phụ thuộc nồng độ trên 

dòng tế bào CAFLUX. Tương tự, các ADSC-EVs cũng làm giảm tín hiệu huỳnh quang ở tế bào 

CAFLUX khi nồng độ tăng dần. 

 
Hình 4. Ảnh hưởng của curcumin và ADSC-EVs ở các nồng độ khác nhau đến tín hiệu huỳnh quang của tế 

bào CAFLUX-HepG2 

3.5. Biến đổi biểu hiện gen trong trục tín hiệu AhR của tế bào CAFLUX-HepG2 sau xử lý với 

ADSC-EVs và curcumin 

Phản ứng PCR định lượng (qPCR) đã được thực hiện để đánh giá mức độ biểu hiện của hai gen 

chủ chốt trong trục tín hiệu AhR gồm: Cyp1a1 và Cyp1b1 dưới tác động của ADSC-EVs và 

curcumin.  

Biểu đồ Hình 5 cho thấy cả curcumin (Cur) và EVs có hiệu quả ức chế rõ rệt đối với biểu hiện 

của Cyp1a1 và Cyp1b1, tuy nhiên Cur có khả năng ức chế 2 gen mạnh hơn ở mức mRNA so với 

EVs. Mặc dù cả hai loại xử lý đều thể hiện tác dụng ức chế đối với các gen này, nhưng tế bào 

CAFLUX-HepG2 được xử lý đồng thời bằng curcumin và ADSC-EVs cho thấy mức độ ức 
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chế Cyp1a1 mạnh hơn đáng kể so với nhóm chỉ xử lý bằng EVs và kém hơn nhóm chỉ có Cur. Như 

vậy khả năng các ADSC-EVs đã làm giảm tác dụng của các Cur. 

3.6. Thảo luận 

Kết quả cho thấy ADSC-EVs không gây độc tế bào trên dải nồng độ rộng, khẳng định tính tương 

thích sinh học cao. Ngược lại, curcumin làm giảm mạnh khả năng sống của tế bào CAFLUX-HepG2 

theo cách phụ thuộc liều, đặc biệt từ 10 µg/mL trở lên. Do đó, việc phối hợp curcumin liều thấp và 

ADSC-EVs có thể là chiến lược hứa hẹn để điều hòa trục tín hiệu AhR mà vẫn hạn chế độc tính. 

 

Hình 5. So sánh biểu hiện các gen liên quan đến trục tín hiệu AhR trong tế bào CAFLUX-HepG2 có và 

không xử lý với ADSC-EVs và curcumin sau 24 giờ 

Thử nghiệm CAFLUX xác nhận curcumin và ADSC-EVs ức chế con đường AhR, thể hiện qua 

giảm huỳnh quang EGFP và giảm biểu hiện gen Cyp1a1 và Cyp1b1. Curcumin có thể hoạt hóa 

AhR bằng cách ức chế enzyme Cyp1a1 – vốn chuyển hóa chất hoạt hóa tự nhiên 6-

Formylindolo[3,2-b]carbazole (FICZ)– hoặc tăng các chất cảm ứng nội sinh như kynurenine và 

kynurenic acid [7]. ADSC-EVs cũng góp phần điều hoà con đường AhR, có thể thông qua miRNA 

điều hòa các trục tín hiệu như Wnt, NF-κB, TGF-β [13].  

Đáng chú ý, curcumin và ADSC-EVs ức chế Cyp1a1 và Cyp1b1 – đặc biệt là Cyp1a1 khi phối 

hợp cả hai tác nhân. Điều này cho thấy cơ chế điều hòa chọn lọc kiểu SAhRM, đồng thời gợi ý khả 

năng ức chế gen sinh ung quan trọng của nhóm cytochrome P450 [14]. Biểu hiện giảm 

của Cyp1a1 có thể do tác động epigenetic như methyl hóa promoter, tương tác histone hoặc tuyển 

chọn yếu tố đồng hoạt hóa [14]. 

Tóm lại, ADSC-EVs có thể điều hòa tác dụng của curcumin trên trục AhR, đặc biệt ở mức độ 

phiên mã gen đích. Cần thêm các nghiên cứu về cơ chế biểu sinh (methyl hóa DNA, sửa đổi histone, 

vai trò miRNA) để làm rõ cách thức phối hợp curcumin–EVs nhằm tối ưu hiệu quả điều trị HCC. 

4. Kết luận 

Nghiên cứu này đã chứng minh rằng EVs từ tế bào gốc mô mỡ người có độ tương thích sinh 

học cao và không gây độc lên dòng tế bào CAFLUX-HepG2 trong dải nồng độ rộng. Curcumin thể 

hiện tác dụng ức chế trục tín hiệu AhR, đồng thời ức chế biểu hiện các gen đích Cyp1a1 và Cyp1b1, 

đặc biệt khi kết hợp với ADSC-EVs. Hiệu ứng phối hợp giữa ADSC-EVs và curcumin trong ức 

chế gen Cyp1a1 – một enzyme liên quan đến sinh ung thư cho thấy tiềm năng ứng dụng của chiến 

lược kết hợp này trong điều trị ung thư biểu mô tế bào gan. Tuy nhiên, cơ chế điều hòa biểu hiện 

gen theo hướng chọn lọc vẫn cần được làm rõ qua các nghiên cứu sâu hơn về biến đổi biểu sinh, 

methyl hóa promoter, và vai trò của các miRNA trong trục tín hiệu AhR. 
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