
 

BỘ GIÁO DỤC VÀ ĐÀO TẠO                        BỘ QUỐC PHÒNG 

VIỆN NGHIÊN CỨU KHOA HỌC Y DƯỢC LÂM SÀNG 108 

-------------------------------------------------------- 

 

 

 

ĐẶNG VĂN HUY 

 

 

 

 

ĐÁNH GIÁ KẾT QUẢ TÁI TẠO TỔN THƯƠNG 

SỤN KHỚP SAU CHẤN THƯƠNG BẰNG TẾ BÀO GỐC 

TRUNG MÔ ĐỒNG LOẠI NUÔI CẤY TỪ MÔ MỠ TRÊN 

ĐỘNG VẬT THỰC NGHIỆM 
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ĐẶT VẤN ĐỀ 

 

Tổn thương sụn khớp là bệnh lý phổ biến trên lâm sàng, gây ra tình 

trạng đau mạn tính và các rối loạn vận động. Ngoài ra, tổn thương sụn khớp 

là một trong những nguyên nhân hàng đầu gây tàn phế. Theo thống kê năm 

2023, có khoảng 595 triệu người tương đương 7,6% dân số thế giới mắc 

bệnh thoái hoá khớp. Với các tổn thương sụn cấp tính ban đầu, nếu không 

được can thiệp điều trị kịp thời sẽ dẫn đến thoái hoá khớp (THK). Do đó, 

nhu cầu đặt ra là cần có biện pháp điều trị sớm sau khi chấn thương sụn để 

hạn chế sự tiến triển của bệnh.  

Mặc dù có rất nhiều tiến bộ về y học trong vài thập kỷ qua, việc tái tạo 

tổn thương sụn khớp vẫn là một thách thức đối với các bác sĩ chỉnh hình, 

hiện nay chưa có kỹ thuật nào đang được sử dụng trên lâm sàng có thể tái 

tạo hoàn toàn sụn khớp. Các phương pháp điều trị tổn thương sụn khớp hiện 

tại chưa thực sự đi vào căn nguyên tổn thương mà chỉ làm giảm tạm thời 

các triệu chứng. Trong những năm gần đây, các nghiên cứu tiền lâm sàng 

và thử nghiệm lâm sàng đã chứng minh rằng liệu pháp liên quan đến TB 

gốc trung mô (TBGTM) là một lựa chọn đầy hứa hẹn để điều trị các tổn 

thương sụn và THK. Nguồn TBGTM từ tủy xương đã được nghiên cứu sử 

dụng rộng rãi, tuy nhiên số lượng TB thu được thấp, thủ thuật có mức độ 

can thiệp lớn. TBGTM có nguồn gốc từ mỡ dễ dàng tiếp cận, thu nhận số 

lượng TB lớn hơn và là một can thiệp ít xâm lấn . 

Các liệu pháp liên quan đến TBGTM cho các tổn thương sụn và thoái 

hoá khớp bao gồm: kỹ thuật cấy ghép và tiêm TBGTM. Trước khi đưa các 

phương pháp điều trị vào thực hành lâm sàng, nghiên cứu trên động vật là 

điều cần thiết. Trên thực tế, việc áp dụng chúng trên lâm sàng còn hạn chế 

mặc dù đã có nhiều thử nghiệm lâm sàng được thông báo trong y văn. Lý 

do là bởi các kết quả của các nghiên cứu chưa đồng nhất; cơ chế, mức độ 

tích hợp và chất lượng của mô sụn mới hình thành cũng chưa được giải 

thích thỏa đáng. Bên cạnh đó, mặc dù đã nghiên cứu trên rất nhiều loại 

TBG có nguồn gốc khác nhau, nhưng cơ chế cũng như ảnh hưởng như thế 

nào đến mức độ tích hợp của sụn tự nhiên và sụn cấy ghép cũng như chất 

lượng của sụn mới hình thành cũng chưa được giải thích thỏa đáng. 

Các nghiên cứu tiền lâm sàng trên động vật là rất quan trọng để phát 

triển các phương pháp điều trị hiệu quả cho các chấn thương sụn. Mô hình 

tổn thương sụn khớp trên nhóm động vật như loài chó được đánh giá là mô 

hình thích hợp vì tuổi thọ loài chó cao và bản thân chúng cũng bị thoái hoá 

sụn khớp nguyên phát và khả năng tự tái tạo hạn chế giống như con 
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người. Tuy nhiên, cho đến nay vẫn chưa có sự thống nhất chung về đặc 

điểm của TBGTM trên chó, nguồn TB, liều và cách sử dụng, thời gian 

nghiên cứu cũng như phương pháp đánh giá kết quả . 

Tại Việt Nam, các nghiên cứu thực nghiệm về TBGTM được tiến 

hành chủ yếu trên loài chuột, thỏ. Cho đến nay chúng tôi chưa tìm thấy 

nghiên cứu về TBGTM mô mỡ trên loài chó. 

Vì vậy chúng tôi thực hiện đề tài: “Đánh giá kết quả tái tạo tổn 

thương sụn khớp sau chấn thương bằng TB gốc trung mô đồng loại 

nuôi cấy từ mô mỡ trên động vật thực nghiệm” với 2 mục tiêu: 

1. Phân lập, nuôi cấy TB gốc trung mô từ mô mỡ trên chó và 

đánh giá đặc điểm TB sau nuôi cấy 

2. Đánh giá khả năng hỗ trợ tái tạo sụn khớp của TB gốc trung 

mô sau nuôi cấy từ mô mỡ trên chó. 

Chương 1: TỔNG QUAN 

1.1. Tổn thương sụn khớp  

1.1.1. Đặc điểm tổn thương sụn khớp 

1.1.2. Một số phương pháp điều trị tổn thương sụn khớp hiện nay 

1.1.2.1. Phương pháp kích thích tủy xương  

- Cắt lọc  

- Gãy xương vi mô (microfacture) 

1.1.2.2. Nhóm các phương pháp ghép xương sụn  

- Tạo hình kiểu ghép mảnh sụn - Mosaicplasty 

- Ghép màng sụn (Perichondrial grafts) 

- Ghép màng xương (Periosteal grafts) 

1.1.2.3. Phương pháp cắt xương (Osteotomy) 

1.1.2.4. Phương pháp cấy TB sụn tự thân  

1.2 . TB gốc trung mô  

1.3. TB gốc trung mô từ mô mỡ 

1.3.1 Đặc điểm TB gốc trung mô từ mô mỡ 

1.3.2. Dấu ấn định danh của TB gốc trung mô từ mô mỡ 

1.3.3. Tiềm năng tái tạo sụn của TB gốc trung mô từ mô mỡ  

1.4. Nghiên cứu về tác dụng của TB gốc trung mô từ mô mỡ điều trị tổn 

thương sụn khớp 

1.4.1 Nghiên cứu thử nghiệm lâm sàng trên thế giới 

1.4.2. Nghiên cứu thử nghiệm lâm sàng tại Việt Nam 

1.4.3. Nghiên cứu điều trị tổn thương sụn khớp trên mô hình động vật 

1.4.3.1. Tiêu chuẩn lựa chọn các mô hình động vật 

1.4.3.2. Mô hình trên loài chó 
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- Các mô hình nghiên cứu gây tổn thương sụn khớp trên loài chó: Mô 

hình thực nghiệm trên chó đầu tiên được Bond M.J. và Nuki G. mô tả năm 

1973 bằng kỹ thuật cắt dây chằng chéo trước (ACLT) gây THK gối. Mô 

hình Bond–Nuki được xem là một trong những mô hình kinh điển của THK 

thực nghiệm. Tuy nhiên, nó gây nên tình trạng mất vững khớp tiếp tục tiến 

triển, đặt ra yêu cầu xây dựng mô hình thay thế. 

Năm 2002, Marijnissen A.C.A. phát triển mô hình “Groove” trên chó 

bằng cách tạo các rãnh sâu 0,5 mm trên sụn lồi cầu đùi mà không làm tổn 

thương xương dưới sụn, sử dụng đinh Kirschner uốn cong. Nghiên cứu năm 

2010 cho thấy cả ACLT và Groove đều gây THK; tuy nhiên tổn thương 

xương dưới sụn và lan rộng ổ tổn thương chỉ xuất hiện ở nhóm ACLT. Mô 

hình Groove tạo diện tích sụn tổn thương lớn hơn nhưng ít gây viêm màng 

hoạt dịch. Một số mô hình khác tạo khuyết sụn hình tròn ở lồi cầu đùi. Theo 

Liu T.P. (2022), kích thước tổn thương trong các nghiên cứu dao động 2–10 

mm, phổ biến nhất là 4 mm. 

Về liệu pháp TB gốc trung mô (TBGTM), liều tiêm trên mô hình chó 

dao động 1–10×10⁶ TB, thời gian theo dõi 5–28 tuần. Lo Monaco M. 

(2018) khuyến cáo thời gian nghiên cứu dưới 6 tháng và độ tuổi chó trưởng 

thành 18–24 tháng. Do sụn không có mạch máu và thần kinh, phản ứng 

viêm sau tổn thương khởi phát hạn chế; vì vậy thời điểm can thiệp sớm, 

tiêm nội khớp hoặc cấy trực tiếp TBGTM ngay sau tạo tổn thương, được 

xem là yếu tố quan trọng trong thiết kế nghiên cứu. Hiệu quả điều trị 

thường được đánh giá bằng MRI và mô bệnh học. 

Tại Việt Nam, nghiên cứu TBGTM trên mô hình thực nghiệm còn hạn 

chế, đặt ra nhiều thách thức. Dù liệu pháp TBG thu hút sự quan tâm rộng 

rãi, việc ứng dụng lâm sàng vẫn chịu rào cản pháp lý; theo khuyến cáo của 

FDA, các sản phẩm TB nuôi cấy và ghép đồng loại cần được phê duyệt 

trước khi thương mại hóa.  

Gần đây, Vaish A. (2024) nhấn mạnh các khoảng trống nghiên cứu gồm: 

tối ưu phương thức sử dụng TB, đảm bảo chức năng lâu dài của sụn tái tạo, 

phát triển liệu pháp hiệu quả chi phí và ít xâm lấn. Việc bảo đảm nguồn TB 

sẵn có và duy trì đặc tính hyaline bền vững của mô tái tạo vẫn là những 

thách thức trung tâm trong tái tạo sụn hiện nay. 
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Hình minh hoạ: Những khoảng trống trong nghiên cứu quá trình tái tạo sụn khớp 

Nguồn Vaish A. và cs, 2024. 

 

1.5.2 Mục tiêu đặt ra của nghiên cứu 

- Tiến hành thu nhận mô mỡ từ các vị trí lấy khác nhau trên loài chó 

thực nghiệm, tiến hành phân lập TBGTM từ mô mỡ và nuôi cấy tăng sinh 

TBG trong môi trường tối ưu; đánh giá chất lượng TBGTM sau nuôi cấy 

- Đánh giá khả năng tạo sụn của TBGTM được nuôi cấy từ mô mỡ bằng 

cách tiêm nội khớp vào khớp được tạo tổn thương sụn trên chó thực nghiệm 

dựa trên các phương pháp đánh giá quan sát đại thể khớp lần 2, kết quả 

chụp MRI và làm mô bệnh học theo các bảng điểm đã được công bố. 

Chương 2: ĐỐI TƯỢNG VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1. Thiết kế nghiên cứu: 

- Nghiên cứu thực nghiệm trên động vật, mù đôi có đối chứng 

- Cỡ mâu thuận tiện, gồm 17 ĐVNC: 01 ĐVNC nghiên cứu in vitro và 

16 ĐVNC với 64 khớp nghiên cứu in vivo. 
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2.1.1. Sơ đồ nghiên cứu 

 
 

2.1.2. Động vật nghiên cứu 

- Loài chó của Việt Nam (Canis lupus familiaris), khỏe mạnh, trưởng 

thành (n = 17, nặng 12 - 20 kg), tuổi 18 – 24 tháng, được chọn ngẫu nhiên 

trong đàn chó giống. Chăm sóc theo chế độ ăn tiêu chuẩn thú y thông 

thường. Nghiên cứu được phê duyệt bởi Hội đồng chuẩn y sử dụng động 

vật trong nghiên cứu của Học viện Nông nghiệp Việt Nam, số VNUA - 

08/2022 ngày 18 tháng 12 năm 2022.  

- Chuẩn bị động vật trước mổ: lập hồ sơ theo dõi, bấm mã số tai để , 

tiêm vacxin, đảm bảo chó khỏe mạnh, không phát hiện bệnh lý (không dị 

dạng vùng khớp chi, dáng đi bất thường, bệnh lý ngoài da vùng khớp,…). 

Trước thí nghiệm 2 ngày, ĐV được chuyển lên khu chuẩn bị trước mổ, tắm 

xà phòng, cạo lông vùng mổ. Trước mổ, chó được lấy máu xét nghiệm tổng 

phân tích, chụp X. quang chi. 

- Chăm sóc sau phẫu thuật: Sau giai đoạn hậu phẫu, ĐVNC được 

chuyển lại trang trại nuôi ban đầu, chăm sóc theo dõi và phát hiện những 

bất thường (nếu có). 

2.1.3. Thời gian và địa điểm nghiên cứu 

Nghiên cứu được thực hiện tại: Trung tâm nghiên cứu Ứng dụng TBG, 

Trung tâm Chẩn đoán hình ảnh, Khoa Y học thực nghiệm và Khoa Giải 

phẫu bệnh lý – Bệnh viện Trung ương Quân đội 108; Bệnh viện Thú y - 
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Khoa Thú y – Học viện Nông nghiệp Việt Nam từ tháng 12/2022 đến 

12/2023. 

2.2. Lấy mô mỡ, phân lập và nuôi cấy TBGTM trong môi trường In vitro. 

2.2.1. Động vật: Một cá thể chó giống cái (mục đích để lấy mô mỡ cạnh tử 

cung buồng trứng) được chọn ngẫu nhiên.  

2.2.2. Vô cảm: tiền mê bằng ATP 100ml (Atropin sulfate 500 mcg) liều 

1ml/10kg tiêm bắp. Gây mê bằng tiêm tĩnh mạch Zoletil®50, liều 0,1 

mg/kg và XYL-M2 (Xylazine 20mg/ml) x 0,15 ml/kg. ĐVNC nằm ngửa 

trên bàn, chải săng, được sát trùng theo quy trình. 

2.2.3. Phẫu thuật lấy mô mỡ:  

Động vật đặt nằm ngửa trên bàn. Sau khi vô khuẩn vùng mổ và trải săng 

vô trùng, rạch da khoảng 15cm đường trắng giữa để bóc tách lấy khoảng 

100gram mô mỡ dưới da bụng. Vào ổ bụng, lấy tối đa các mô mỡ tuyến 

cạnh thượng thận 2 bên và xung quanh tử cung buồng trứng. Tiếp đó tiến 

hành cắt lọc loại bỏ các phần mạch máu lớn và mô khác, rửa sạch bằng 

Nacl 0,9% rồi đựng trong lọ vô trùng, gửi mẫu Trung tâm TBG. Cầm máu 

kỹ, đóng các vết mổ. Chó sau phẫu thuật được xử lý theo quy định. 

2.2.4. Trang thiết bị và hoá chất, vật tư 

2.2.4.1. Trang thiết bị 

- Môi trường nuôi cấy (StemMACS™ MSC Expansion Medium Kit XF 

– Miltenyi Biottech, Đức) 

- Collagenase type IV (Invitrogen, Mỹ) 

2.2.5. Phân lập MSC từ mô mỡ 

Mô mỡ được thu thập từ các vị trí được rửa NaCl 0,9% có 1% 

Penicillin/Streptomycin (P/S); phân tách bằng enzyme Collagenase type IV 

nồng độ 100U/mL trong 2 giờ ở 37°C có khuấy trộn nhẹ nhàng 5 phút 1 lần 

đến khi thu được hỗn dịch đồng nhất. Thu cặn TB sau ly tâm dung dịch ở 

2000rpm trong 10 phút. Tiến hành rửa lại TB bằng dung dịch nước muối 

đệm photphat DPBS và chia đôi dịch TB mỗi mẫu thành 2 phần A và B. 

Phần A trực tiếp bổ sung môi trường nuôi cấy hoàn chỉnh StemMACS với 

10% Fetal Bovine Serum (FBS) và 1% P/S huyền phù dịch TB. Mặt khác, 

TB phần B được bổ sung dịch ly giải hồng 1X RBC Lysis Buffer và ủ ở 

nhiệt độ phòng trong 10 phút. Sau đó ly tâm loại bỏ dịch nổi, rửa lại cặn TB 

bằng DPBS trước khi tái huyền phù trong môi trường nuôi cấy hoàn chỉnh 

StemMACS bổ sung 10% Fetal Bovine Serum (FBS) và 1% P/S. Dung dịch 

huyền phù sau đó được dàn đều trên các chai nuôi cấy T25 đã được xử lý bề 

mặt 60 phút với CELLstart Substrate trong DPBS (tỷ lệ 1/500) ở 37°C , mật 

độ ~ 75.000-150.000 TB/Flask T25. Đĩa nuôi cấy được đặt trong tủ ấm 
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37°C, 5%CO2 và bắt đầu kiểm tra TB dính ở ngày 5, sau đó thay mới môi 

trường sau mỗi 3 ngày.  

2.2.6. Nuôi cấy tăng sinh MSC phân lập từ mô mỡ trong môi trường tối ưu 

AD-MSC được thu hoạch và cấy chuyển khi mật độ đạt 80-95% bề mặt 

nuôi cấy. Sử dụng enzyme Trypsin/EDTA nhằm tách các TB ra khỏi bề mặt 

nuôi cấy trong 3 phút ở 37°C. Sau đó các enzyme được bất hoạt bằng môi 

trường nuôi cấy hoàn chỉnh StemMACS bổ sung 10% Fetal Bovine Serum 

(FBS) và ly tâm ở tốc độ 2000 vòng/phút trong 5 phút, loại bỏ dịch nổi. TB 

được rửa lại bằng DPBS trước khi tái huyền phù trong môi trường nuôi cấy 

hoàn chỉnh và trải vào chai nuôi cấy mới đã được coating 60 phút với 

CELLstart trong DPBS (tỷ lệ 1/500) CELLstart Substrate trong DPBS (tỷ lệ 

1/500) ở 37°C. Chai nuôi cấy được đặt trong tủ nuôi cấy 37°C, 5% CO2 và 

môi trường được thay mới sau mỗi 3 ngày. 

2.2.7. Thu TB  

AD-MSC được thu hoạch khi mật độ TB đạt 80-90%. Sử dụng enzyme 

Trypsin/EDTA ủ trong 3 phút ở 37°C để tách TB ra khỏi bề mặt nuôi cấy. 

Sau đó bất hoạt Trypsin bằng môi trường nuôi cấy hoàn chỉnh StemMACS 

bổ sung 10% Fetal Bovine Serum (FBS). Huyền phù dung dịch chứa TB 

được thu thập và ly tâm ở tốc độ 2000 vòng/phút trong 5 phút. TB được rửa 

lại bằng DPBS trước khi chuẩn bị cho tiêm vào động vật hoặc chuyển sang 

quy trình đông lạnh cho lưu trữ. Đối với trường hợp tiêm cho ĐVTN: Bổ 

sung NaCl 0.9% vào ống TB và hòa tan sao cho mật độ TB đạt 2x106 

TB/mL. Dùng bơm tiêm 5mL, thay kim 18G, hút 1 mL dịch TB và bảo 

quản bơm tiêm ở nhiệt độ 4oC cho đến khi sử dụng. Đối với trường hợp 

đông lạnh TB, TB sẽ được huyền phù lại trong môi trường đông lạnh 

(Synth-a-Freeze) với mật độ đạt 1x106 TB/mL. Lấy 1mL dịch TB thực hiện 

xét nghiệm đánh giá chất lượng AD-MSC, phần còn lại sẽ được chia vào 

các ống đông lạnh với nồng độ 106 TB/ml/ống và hạ lạnh theo chu trình 

đảm bảo tốc độ hạ nhiệt khoảng -1oC/phút cho đến -80 oC.  

2.2.8. Rã đông TB 

Để hoạt hóa lại TB đông lạnh, các ống TB sẽ được rã đông nhanh ở 

nhiệt độ 37°C sau đó đưa lại vào nuôi trường nuôi cấy hoàn chỉnh đã được 

làm ấm ở 37oC. Ly tâm TB 2000rpm/5 phút sau đó thu 1mL dịch nổi thực 

hiện xét nghiệm đánh giá độ vô khuẩn. Cặn TB sẽ được rửa lại với DPBS 

và tái huyền phù trong môi trường nuôi cấy hoàn chỉnh StemMACS bổ 

sung 10% Fetal Bovine Serum (FBS). TB được trải lại vào Flask nuôi cấy 

T25 đã được coating 60 phút với CELLstart trong DPBS (tỷ lệ 1/500). Chai 
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nuôi cấy sau đó được đặt trong tủ nuôi cấy 37°C, 5% CO2 , môi trường 

được thay mới sau mỗi 3 ngày. 

2.2.9. Đánh giá chất lượng AD – MSC 

Đánh giá độ vô khuẩn: Mẫu được lấy ở các giai đoạn khác nhau xét 

nghiệm nuôi cấy định danh vi khuẩn bằng hệ thống tự động 

Đánh giá tỷ lệ sống chết của TB bằng hệ thống Flow Cytometry: Thuốc 

nhuộm 7-AAD (7-aminoactinomycin D) có ái lực mạnh với DNA, thuốc 

nhuộm được thẩm thấu vào TB khi màng TB bị tổn thương. Hút 100µl mẫu 

vào ống nghiệm, thêm 20µl thuốc nhuộm 7-AAD vào ống; trộn đều và ủ 

hỗn hợp trong 20 phút, điều kiện tránh sáng tại nhiệt độ phòng; Thêm 2ml 

dung dịch Lysing 1X đã pha vào hỗn hợp đã ủ trong ống nghiệm, Tiếp tục ủ 

trong 10 phút, điều kiện tối ở nhiệt độ phòng, Chạy mẫu trên hệ thống Flow 

Cytometer FACS Canto II. Trên cửa sổ 7-AAD, xác định rõ quần thể TB 

âm tính với 7-AAD là quần thể TB sống, đọc tỷ lệ TB sống. 

Đánh giá khả khả năng biểu hiện các marker đặc trưng của MSC: Sử 

dụng kỹ thuật realtime PCR đánh giá biểu hiện của các marker âm tính 

CD14, CD34, CD45 và các marker dương tính CD73, CD90, CD105, 

CD146, CD166. Mẫu TB MSC sau khi thu hoạch được sử đụng để tách 

chiết mRNA. Sử dụng kỹ thuật realtime PCR để đánh giá khả năng biểu 

hiện các maker bề mặt bằng các bộ mồi đặc hiệu dưới đây: 

 
2.3. Nghiên cứu trên in vivo 

2.3.1. Động vật: Gồm 16 chó không phân biệt giống đực - cái  

2.3.2. Vô cảm: như phẫu thuật lấy mô mỡ. 

2.3.3. Phương pháp phẫu thuật và tạo tổn thương sụn khớp 
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- Phẫu thuật mở khớp: rạch da 2 - 2,5 cm phía trước bên cạnh mép ngoài 

của xương bánh chè (gối) và chính giữa phía sau, trên khớp khuỷu đối với 

chi trước. Bộc lộ các khớp (khuỷu và gối).  

- Gây tổn thương sụn khớp: tạo hỗn hợp 2 hình thái tổn thương 

+ Tạo rãnh Groove: sử dụng đinh Kirschner 1.5 mm, uốn cong một góc 900, 

cách đầu 0,5 mm, khoảng 10 rãnh dọc và rãnh chéo đã được tạo ra trên 

các vùng chịu lực của sụn khớp mà không làm tổn thương xương dưới sụn.  

+ Tạo tổn thương khuyết sụn hình tròn: 7 khuyết sụn hình tròn trên lồi 

cầu đùi và 5 đối với chi trước. Dùng mũi khoan xương 3.2mm, khoan với 

tốc độ chậm, loại bỏ hết phần sụn trong, không làm tổn thương xương dưới 

sụn bằng quan sát trực quan dưới kính lúp phẫu thuật đeo trán không thấy 

máu chảy ra tại đáy vết thương. Các tổn thương tương tự nhau được tạo ra ở 

tất cả các khớp. Không có sự phân biệt giữa các khớp. Khâu đóng vết mổ. 

- Điều trị sau mổ: Kháng sinh Cephalosporin thế hệ 3 (liều 5mg/kg ngày 

1 lần x 5 ngày) và Dexa VMD 100ml (liều 1 m1/20 kg/ngày 1 lần x 5 

ngày), Vitamin K 2% (liều 2ml/ngày 1 lần x 5 ngày) tiêm dưới da. Sau 7 - 

10 ngày liền vết thương và cắt chỉ, chuyển trang trại nuôi ban đầu chăm sóc. 

2.3.4. Quy trình tiêm nội khớp TBGTM mô mỡ 

+ Theo các tác giả Sungho Y. và Huang J., sau khi cầm máu kỹ, đóng 

các lớp cân - da vết mổ xong, quan sát khớp không sưng phồng (chảy máu), 

tiến hành tiêm nội khớp thường quy. Lý do bởi lúc này chưa có phản ứng 

viêm tại khớp ngay sau khi tạo tổn thương, chúng tôi sử dụng tiêm dưới 

hướng dẫn của siêu âm để đảm bảo độ chính xác. 

+ Khớp tiêm: Động vật nằm ngửa trên bàn, đánh số thứ tự các khớp 1-2-

3-4 (khớp khuỷu phải – khuỷu trái – gối trái – gối phải). Các bơm tiêm 

giống nhau được Trung tâm Nghiên cứu ứng dụng TBG chuẩn bị có đánh 

số thứ tự tương ứng; trong đó có 2 liều 2 × 106 TBGTM và 2 liều giả dược 

Nacl 0,9%. Người tiêm không được biết liều TBG hay giả dược  

2.3.5. Đánh giá kết quả nghiên cứu trên in vivo 

2.3.5.1. Trợ tử động vật, lấy mẫu chi 

- Sau 12 và 24 tuần, nhận bàn giao ĐVNC không có dấu hiệu bất 

thường, không viêm nhiễm tại vùng khớp. Gây tử vong ĐVNC bằng 

EUTHASOL®-Euthanasia solution 100ml tiêm tĩnh mạch, liều 1ml/ 10 

pounds ≈ 4,53kg. Cả 4 chi đều được tiến hành phẫu thuật cắt cụt đến trên 1 

khớp (vai và hông). Xử lý xác ĐVNC theo quy định tại Bệnh viện Thú y. 

2.3.5.2. Chụp cộng hưởng từ khớp 

- Tiến hành chụp MRI khớp theo quy trình thường quy trên máy MRI 1,5 T.  

- Kết quả theo bảng điểm MOCART2.0 và Bảng phân độ theo Kim Y.S. 
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2.3.5.3. Phẫu tích khớp quan sát đại thể lần 2: 

+ Bảng điểm OARSI - Outerbridge: Phân thành 5 độ: 0 - 4. 

+ Điểm ICRS: Kết quả chia thành 4 độ: từ độ IV đến độ I 

2.3.5.4. Lấy mẫu tổn thương làm mô bệnh học 

- Lấy toàn bộ mô tái tạo tại khu vực đã tạo tổn thương trước đó, rộng ra 

đến cả phần sụn lành và sâu đến lớp xương dưới sụn. Gồm 64 mẫu, trong 

đó người làm mô bệnh học không biết 32 mẫu tiêm TBG và 32 mẫu đối 

chứng. 

-  Quá trình xử lý mô và làm tiêu bản mô bệnh học sụn khớp theo quy 

trình đã được chúng tôi thiết lập và công bố.  

- Các thang điểm đánh giá:  

+ Bảng đánh giá mô học sửa chữa sụn O’Driscoll đề xuất năm 1986. 

+ Hệ thống tính điểm mô học để tái tạo sụn theo Wakitani S. năm 2002. 

+ Thang điểm mô bệnh học của ICRS đưa ra năm 2003. 

+ Hệ thống chấm điểm mô học OARSI - 2010 trên chó: phân loại cấu 

trúc sụn, tổn thương chondrocyte, nhuộm hoá mô đánh giá proteoglycan và 

phân loại tổn thương dấu thuỷ triều – Tidemark. 

2.3.3.5. Mối tương quan giữa các chỉ tiêu MRI, đại thể và mô bệnh học. 

- Đánh giá mối tương quan giữa điểm MOCART - điểm quan sát đại thể 

và mô bệnh học ICRS. 

2.4. Đạo đức nghiên cứu 

2.5. Xử lý số liệu 

Chương 3: KẾT QUẢ NGHIÊN CỨU 

3.1. Kết quả nghiên cứu trên in vitro  

3.1.1. Kết quả thu thập mô mỡ 

Bảng 3.1. Kết quả thu nhận mô mỡ 

Vị trí Khối lượng (gram) Cấy khuẩn 

Mô mỡ dưới da 28 Âm tính 

Mô mỡ tuyến thượng thận 27 Âm tính 

Mô mỡ tử cung – buồng trứng 13 Âm tính 

Tổng 68 Âm tính 

  Khối lượng trung bình mô mỡ thu nhận được 22,67 gram/một vị trí. 

Nhiều nhất tại mô mỡ dưới da (28g), ít nhất là mô mỡ TC-BT (13g). 

3.1.2. Phân lập và nuôi cấy sơ cấp 

Sử dụng phương pháp phân lập SVF từ mô mỡ bằng cả phương pháp 

vật lý (cắt và nghiền mô) và phương pháp hóa học (phân giải bằng enzym 

Collagenase) (hình 3.2)   
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Hình 3.2. Quy trình phân lập, nuôi cấy sơ cấp TBGTM từ mô mỡ 

Sau quá trình phân giải các mô mỡ bằng enzyme, số lượng TB SVF thu 

thập được từ 1g mô mỡ tử cung buồng trứng (1,36 ± 0,5 x 106 TB/g) cao 

hơn đáng kể so với số lượng TB thu được từ mô mỡ tại các vùng khác. 

Chính vì vậy số lượng TBGTM từ mô mỡ tử cung buồng trứng sau thu thập 

cũng cao nhất sau đó là mỡ cạnh tuyến thượng thận và mỡ dưới da. Thời 

gian TB bám dính khoảng 12 giờ sau khi nuôi và các TB mọc sau khoảng 

36 giờ nuôi cấy. Thời gian nuôi cấy trung bình khoảng 9.5 ngày (nhanh 

nhất là 5.3 ngày, chậm nhất: 13.5 ngày). 

3.1.3. Nuôi cấy thứ cấp và đánh giá 

TB được cai kháng sinh, nuôi cấy trong môi trường DMEM/F12 bổ sung 

10% FBS. Kết thúc giai đoạn 2 (P2), các TB được thu hoạch và bảo quản 

lạnh ở -80oC sau đó sẽ được rã đông và tái nuôi cấy đến P4 để tiêm khớp. 

Thời gian nhân đôi của TBGTM từ mô mỡ là 90 ± 12 và 105 ± 15 giờ đối 

với mô mỡ TC-BT và mô mỡ dưới da sau P2 trong quá trình nuôi cấy thứ 

cấp và ít hơn đáng kể khi so sánh với thời gian nhân đôi của các TB gốc từ 

mô mỡ tuyến (160 ± 12 giờ) (Hình 3.4a). Tuy có sự khác biệt về số lượng 

TB phân lập và thời gian nhân đôi, nhưng TBGTM có nguồn gốc từ mô mỡ 

ở các vị trí khác nhau đều duy trì được hình thái đặc trưng của TB gốc trung 

mô trong quá trình nuôi cấy. 
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Hình 3.4a. Đánh giá thời gian nhân đôi của TBGTM tại các vị trí khác nhau 

 

Khả năng biệt hóa TBGTM phân lập từ mô mỡ của chó được đánh giá 

thông qua thí nghiệm đánh giá khả năng biệt hóa sụn và nhuộm với thuốc 

nhuộm Safranin O để phát hiện các proteoglycan đặc hiệu cho các TB sụn. 

Kết quả cho thấy sự hình thành các cụm tế bào sau 21 ngày nuôi cấy 

TBGTM trong môi trường biệt hóa đồng thời các cụm này đều bắt mầu với 

thuốc nhuộm (Hình 3.5a). 

Thí nghiệm RT-qPCR được thực hiện để định lượng tương đối biểu hiện 

của 8 dấu ấn bề mặt đặc hiệu với 3 mẫu (TB đơn nhân máu ngoại vi - – 

PBMC, TBGTM từ mô mỡ dưới da, từ mô mỡ tử cung). Nhóm từ mô mỡ 

dưới da và mỡ tử cung đều có biểu hiện cao CD146, CD73, CD90, CD105, 

CD166, biểu hiện yếu với CD14 và không có biểu hiện với CD34, 

CD45 (Hình 3.5b). 

Mức ổn định về di truyền của tế bào TBGTM được phân lập từ mô mỡ 

chó được đánh giá qua xét nghiệm Comet. Kết quả của nghiên cứu cho 

thấy, tế bào TBGTM ổn định về mặt di truyền qua các lần cấy chuyển cho 

đến P4 (Hình 3.5c). Kết quả của nghiên cứu cho thấy TBGTM từ mô mỡ 

chó có khả năng biệt hóa sụn, biểu hiện RNA của các dấu ấn bề mặt đặc 

hiệu cũng như sự ổn định của các yếu tố di truyền qua 4 giai đoạn nuôi cấy. 
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Hình 3.5. Các phương pháp đánh giá đặc điểm và chất lượng TB gốc trung mô từ 

mô mỡ trên chó 

3.1.4. Chia liều TBGTM từ mô mỡ 

Tại P2 tổng số TB được bảo quản đông lạnh là 49,2 x 106 TB, trong đó 

số lượng từ mỡ dưới da là 32,8 x 106 TB. Vì vậy, chúng tôi chọn sử dụng 

nguồn từ mô mỡ dưới da để nuôi cấy tăng sinh đến P4 sau đó đánh giá chất 

lượng và cấy ghép cho ĐVNC. 

 
Biểu đồ 3.1. Số lượng TBGTM đông lạnh 
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Rã đông 8 ống chứa 8x106 TB, tái nuôi cấy tăng sinh đến P4 sau đó thu 

hoạch và chia thành 36 liều, mỗi liều chứa 2x106 TB được huyền phù trong 

1mL NaCl 0,9% để tiêm. Phần còn lại được đông lạnh ở -80oC và thực hiện 

các xét nghiệm đánh giá vô khuẩn. Khả năng biệt hóa của TBGTM, được 

theo dõi trước và sau rã đông, cho thấy TBGTM vẫn duy trì tiềm năng biệt 

hóa ở mức đảm bảo chất lượng cho các ứng dụng trong nghiên cứu. 

3.2. Kết quả nghiên cứu trên in vivo  

3.2.1. Một số đặc điểm của nhóm động vật nghiên cứu 

- Độ tuổi trung bình là: 20,25 ± 2,44 tháng 

- Cân nặng trung bình: 15,69 ± 1,51 kg 

- Giới: 10 đực/06 cái. 

- Kết quả gần sau phẫu thuật 

Bảng 3.3: Kết quả gần sau phẫu thuật 

 Số lượng Tỷ lệ % 

Tình trạng toàn thân (n = 16 con)   

      ĐV sống 16 100 

      ĐV chết 0 0 

     Ăn uống đi lại bình thường 16 100 

     Bỏ ăn, lười đi lại 0 0 

Tại chỗ (n = 64 khớp)   

     Vết mổ liền sẹo 59 92,19 

     Sưng tấy, đọng dịch 5 7,81 

     Nhiễm trùng 0 0 
 

- Kết quả xa sau điều trị 

+ Cân nặng trung bình: 16,91 ± 1,58 kg, so với trước điều trị không có 

sự khác biệt (với p < 0,05). 

+ 100% ĐVNC sống khoẻ mạnh, phát triển tốt, có dáng đi bình thường, 

không có sự khác biệt so với trước mổ. 

Trong nghiên cứu này, chúng tôi theo dõi sau 3 tháng với 14/16 ĐVNC 

với 56 khớp; 02 ĐV chúng tôi tiếp tục theo dõi xa đến 6 tháng với 8 khớp 

để đánh giá xa khả năng tạo sụn của TBGTM mô mỡ đồng loại. 

3.2.2. Kết quả chụp cộng hưởng từ 

- Kết quả đánh giá theo bảng điểm tái tạo sụn MOCART. 
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Biểu đồ 3.2: Giá trị trung bình và sai số chuẩn tổng điểm MOCART 

 

Kết quả điểm tái tạo sụn của nhóm điều trị bằng TBGTM từ mô mỡ 

cao hơn nhóm chứng tại thời điểm 3 tháng (n = 56 khớp) với các giá trị 

trung bình lần lượt là 70.89 so với 45.00; sự khác biệt càng lớn khi chúng 

tôi theo dõi ở thời điểm sau 6 tháng (n = 8 khớp) với các giá trị 81.25 và 

40.00 điểm. (theo kiểm định Mann-Whitney, với * p < 0.05) 

- Đánh giá mức độ thoái hoá khớp qua 2 thang điểm viêm màng hoạt 

dịch (Synovitis) và gai xương (Osteophytes) theo Kim Y.S năm 2021. 

 
Biểu đồ 3.3: Điểm VMHD và gai xương trên MRI giữa 2 nhóm 

Kết quả tại biểu đồ 3.3 cho thấy, điểm trung bình VMHD trong nhóm 

chứng ở thời điểm 3 tháng (2.79 điểm) và 6 tháng (3.25 điểm) đều cao hơn 

so với nhóm tiêm TBG lần lượt là 1.82 và 1.75 điểm.  

Điểm trung bình gai xương trong nhóm chứng ở thời điểm 3 tháng (2.21 

điểm) và 6 tháng (3.25 điểm) đều cao hơn so với nhóm tiêm TBG lần lượt 

là 1.46 và 1.00 điểm (theo kiểm định Mann-Whitney, với * p < 0.05) 
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3.2.3 Quan sát đại thể 

- Điểm quan sát đại thể tái tạo sụn ICRS  

 
Biểu đồ 3.4. Giá trị trung bình và sai số chuẩn điểm đại thể tái tạo sụn theo ICRS 

Điểm sữa chữa sụn trung bình theo ICRS tại thời điểm 3 tháng ở nhóm 

tiêm TBGTM là 8.68 điểm cao hơn ở nhóm chứng, chỉ có 4.64 điểm; sự 

khác biệt rõ rệt hơn ở thời điểm 6 tháng với 9.50 so với 4.25. 

- Điểm quan sát đại thể tái tạo sụn theo OARSI – Outerbridge 

 

 
 

Biểu đồ 3.5: Giá trị trung bình và sai số chuẩn điểm đại thể OARSI 
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Kết quả ở nhóm chứng tại thời điểm 3 tháng và 6 tháng đều đạt 3.25 

điểm; trong khi nhóm tiêm TBG tương ứng chỉ có 2.18 và 2.25 điểm. Điểm 

càng thấp, mức độ tổn thương đại thể càng thấp. 

3.2.4 Kết quả phân tích mô bệnh học 

- Kết quả theo phân loại OARSI đưa ra năm 2010 trên chó:  

Kết quả ghi nhận, trên tất cả 4 tiêu chí chấm điểm đều có sự khác biệt 

giữa nhóm chứng và nhóm tiêm TBGTM. Sự khác biệt có sự rõ ràng hơn ở 

nhóm 3 tháng (n = 56). Với tiêu chí nhuộm đánh giá Proteoglycan, nhóm 

TBGTM đạt 5,70 và 4,50 điểm ở hai thời điểm 3 và 6 tháng, trong khi 

nhóm chứng có điểm tương ứng là 9,54 và 8,75 điểm. 

- Kết quả tái tạo mô học theo bảng điểm của O’Driscoll 

 
Biểu đồ 3.7: Biểu đồ giá trị trung bình và sai số chuẩn tổng điểm O’Driscoll  

Tổng điểm O’Driscoll tại thời điểm 3 tháng của nhóm tiêm TBGTM và 

nhóm chứng là 16.52 và 11.62 điểm; sự khác biệt rõ ràng hơn ở 6 tháng với 

điểm tương ứng là 18.00 so với 9.00 điểm. 
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Hình 3.12. Phân tích mô bệnh học trên tiêu bản nhuộm HE và Safranin O 

Nguồn ĐVTN - 012 chân số 3 và ĐVTN - 001 chân số 3 

- Kết quả tái tạo mô học theo bảng điểm của Wakitani 

Điểm mô học tái tạo theo Wakitani ở nhóm tiêm TBGTM tại 3 tháng và 

6 theo các điểm thành phần đều có sự khác biệt. Tuy vậy, sự khác biệt có ý 

nghĩa thống kê trong tiêu chí đánh giá độ dày của sụn với các điểm ở nhóm 

tiêm TBGTM là 2,35 lên 3,00 điểm, trong khi ở nhóm chứng chỉ có 1,86 

xuống đến 1,50 điểm. 

- Kết quả mô học theo ICRS 

 
Biểu đồ 3.10: Giá trung bình và sai số chuẩn tổng điểm mô học ICRS 

Tổng điểm mô học trực quan theo ICRS ở cả 2 thời điểm 3 tháng (n = 56) 

và 6 tháng (n = 8) giữa nhóm tiêm TBGTM đều có sự khác biệt có ý nghĩa 

thống kê so với nhóm chứng với các tổng điểm trung bình tương ướng lần 

lượt là 13,90 so với 9,40 và 13,33 so với 10,50. Với * p < 0.05 
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3.3.4. Mối tương quan giữa các chỉ tiêu cận lâm sàng 

 
Biểu đồ 3.12 Mối tương quan giữa các chỉ tiêu đánh giá 

 

Trên biểu đồ 3.12 chúng tôi nhận thấy: khi điểm MRI càng cao, có mức 

độ tập trung các mẫu (từ 70,89 đến 81,25 điểm ở nhóm tiêm TBG) thì 

tương ứng với đó là điểm ICRS đại thể cũng tăng ở mức trung bình 8,68 - 

9,50 điểm và điểm ICRS mô bệnh cũng dao động ở mức cao 13,33 - 13,90 

điểm. Tương tự ở nhóm chứng, khi điểm MRI thấp thì điểm ICRS đại thể 

và mô bệnh cũng kéo theo thấp tương ứng: MOCART trung bình từ 45 

xuống đến 40 điểm, ICRS đại thể từ 4,64 xuống đến 4,25 điểm và ICRS mô 

bệnh chỉ từ 10,50 xuống đến 9,72 điểm. Như vậy 3 chỉ tiêu đánh giá kết quả 

MRI – đại thể - mô bệnh học có mối tương quan với nhau cùng tăng (nhóm 

tiêm TBGTM) hoặc cùng giảm trong nhóm chứng. 

 

Chương 4: BÀN LUẬN 

4.1. Nghiên cứu trên In vitro. 

Nghiên cứu tiến hành phân lập, nuôi cấy và đánh giá chất lượng 

TBGTM từ các vị trí mô mỡ khác nhau trên chó. Kết quả cho thấy vị trí lấy 

mô ảnh hưởng đến đặc tính sinh học của TBGTM. Mô mỡ dưới da và cạnh 

tử cung buồng trứng cho hiệu suất phân lập và tốc độ tăng sinh cao hơn so 

với mỡ tuyến. TBGTM phân lập có biểu hiện CD14 thấp. Do CD14 liên 

quan đến đáp ứng miễn dịch bẩm sinh, cần có thêm nghiên cứu làm rõ vai 

trò của dấu ấn này đối với giá trị điều trị. Các TB thu được thể hiện đặc 

điểm hình thái, dấu ấn bề mặt đặc trưng, khả năng biệt hóa sụn cao và duy 

trì ổn định di truyền qua các lần cấy chuyển, tạo cơ sở cho việc xây dựng 

ngân hàng TB phục vụ nghiên cứu và ứng dụng điều trị. 

4.2. Nghiên cứu in vivo 
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4.2.1. Mô hình thực nghiệm 

Chúng tôi lựa chọn mô hình tạo tổn thương kết hợp khuyết sụn toàn bộ 

bề dày và rãnh “Groove” nhằm mô phỏng sát thực tế lâm sàng. Quy trình 

tuyển chọn, chăm sóc và theo dõi động vật được thực hiện theo phê duyệt 

đạo đức; không ghi nhận biến cố tử vong hay ảnh hưởng bất lợi sau mổ. 

Giới tính động vật được chọn ngẫu nhiên nhằm hạn chế sai lệch chọn mẫu. 

Nguồn TBGTM đồng loại được lựa chọn do ưu điểm chuẩn hóa về liều 

lượng, chất lượng và khả năng sản xuất sẵn theo lô, với nguy cơ sinh miễn 

dịch thấp. Liều sử dụng 2×10⁶ TB/khớp, tiêm nội khớp ngay sau tạo tổn 

thương dưới hướng dẫn siêu âm, dựa trên các bằng chứng cho thấy can 

thiệp sớm tối ưu hóa khả năng tái tạo sụn. 

4.2.2. Kết quả MRI 

Bảng điểm MOCART được sử dụng để đánh giá mô tái tạo sụn trên 

MRI. Ở cả hai thời điểm theo dõi, điểm MOCART của nhóm điều trị cao 

hơn có ý nghĩa thống kê so với nhóm chứng, phù hợp với các kết quả đại 

thể và mô bệnh học, khẳng định hiệu quả của liệu pháp TBGTM từ mô mỡ. 

4.2.3. Đánh giá đại thể 

Theo thang điểm OARSI và ICRS, nhóm điều trị cho bề mặt sụn trơn 

nhẵn, mức lấp đầy tổn thương 75–100% và có sự tích hợp tốt với sụn lành 

xung quanh; ngược lại, nhóm chứng chủ yếu lấp đầy <25% và thiếu sự hòa 

hợp mô. Tổng điểm đại thể ở nhóm điều trị cao hơn có ý nghĩa thống kê 

4.2.4. Đánh giá mô bệnh học 

Phân tích mô bệnh học theo các hệ thống OARSI, O’Driscoll, ICRS và 

Wakitani cho thấy nhóm điều trị có điểm số cao hơn rõ rệt. Điểm 

O’Driscoll trung bình đạt 16,52 và 18,0 tại 3 và 6 tháng, tương ứng mức tái 

tạo tốt theo phân loại của Frenkel. Mô tân sinh trong nhóm điều trị mang 

đặc tính sụn hyaline với proteoglycan và collagen typ II hiện diện rõ, trong 

khi nhóm chứng chủ yếu là mô xơ sợi. Điểm ICRS mô học cũng ghi nhận 

tổn thương xương dưới sụn ở nhóm điều trị ở mức tối thiểu. 

So với một số nghiên cứu trước đây trên chó nhỏ, kết quả của chúng tôi 

tương đương hoặc cao hơn, dù chưa thể so sánh trực tiếp do khác biệt 

nguồn TB sử dụng. 

- Điểm mô học theo OARSI 

Đối với bảng điểm OARSI trên chó, chúng tôi sử dụng hệ thống OARSI 

được khuyến nghị cho tái tạo sụn, bao gồm các tiêu chí: đánh giá cấu trúc 

sụn, tổn thương chondrocyte, nhuộm hóa mô Safranin-O/Fast Green (đánh 

giá proteoglycan) và tổn thương dấu thủy triều (tidemark). Đây là những 
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tiêu chí phù hợp với mục tiêu nghiên cứu và tương thích với các thang điểm 

khác được sử dụng. 

Kết quả cho thấy cả bốn tiêu chí đều có sự khác biệt có ý nghĩa thống kê 

giữa nhóm chứng và nhóm điều trị. Ở nhóm điều trị, các mẫu mô có tỷ lệ 

bắt màu Safranin-O cao, với điểm trung bình proteoglycan đạt 6,57 và 6,00 

tại thời điểm 3 và 6 tháng, cho thấy mô tân tạo mang đặc tính của sụn 

hyaline. Ngược lại, nhóm chứng có hàm lượng proteoglycan thấp, phản ánh 

bản chất mô xơ sợi. Kết quả này phù hợp với nhận định của Shortkroff S., 

khi nhóm chứng không ghi nhận sự hiện diện proteoglycan và collagen typ 

II mà chủ yếu là collagen typ I. 

Đánh giá tổn thương dấu thủy triều cũng cho thấy ở nhóm chứng có sự 

lan rộng và mất cấu trúc tidemark, biểu hiện thoái hóa tiến triển, trong khi 

nhóm điều trị hầu như không bị ảnh hưởng. 

- Điểm mô học theo Wakitani 

Điểm số mô học tái tạo sụn theo Wakitani dựa trên các tiêu chí chấm 

điểm chính là hình thái TB, nhuộm ma trận, độ đều bề mặt; trong đó có tiêu 

chí độ dày của mô tái tạo và đánh giá sự tích hợp của mô với sụn lành xung 

quanh có ý nghĩa quan trọng trong việc đánh giá hiệu quả tái tạo sụn. Kết 

quả nghiên cứu cho thấy, trong nhóm điều trị đạt được khá tốt ở 2 thời điểm 

3 tháng và 6 tháng đạt được mức 8,68 và 9,50 điểm, khác biệt có ý nghĩa 

thống kê so với nhóm chứng tương ứng là 4,64 và 4,25 điểm. Kết quả này 

cũng tương tự của Yamaguchi S. và cs, năm 2016 trên mô hình chuột. 

4.2.5. Kết quả mối tương quan giữa các chỉ tiêu đánh giá cận lâm sàng 

Đánh giá kết quả bằng quan sát đại thể lần hai hoặc mô bệnh học có độ 

chính xác cao, tuy nhiên đây chỉ là các phương pháp thực hiện tại những 

thời điểm xác định, trong khi quá trình tái tạo sụn diễn ra liên tục. Chụp 

cộng hưởng từ (MRI) cho phép theo dõi dọc ở nhiều mốc thời gian khác 

nhau, là phương pháp không xâm lấn và khả thi trong điều kiện hiện nay. 

Mặc dù trong y văn vẫn còn tranh luận về mức độ tương quan giữa MRI và 

mô bệnh học do khác biệt thiết kế nghiên cứu, xu hướng đánh giá không 

xâm lấn bằng MRI được xem là tất yếu trong tương lai. 

Các nghiên cứu của Goebel L. (2017) và Schagemann J. (2022) trên mô 

hình cừu ghi nhận sự tương quan giữa điểm MOCART với đánh giá đại thể 

ICRS và mô bệnh học về mức độ lấp đầy, bề mặt và tích hợp mô tái tạo. 

Tương tự, nghiên cứu thực nghiệm trên chó của chúng tôi cũng cho thấy 

mối tương quan thuận giữa tổng điểm MOCART với điểm ICRS đại thể và 

mô học ở nhóm tiêm TBG, đồng thời ghi nhận xu hướng giảm điểm ở nhóm 

chứng. Những kết quả này củng cố giá trị đối chiếu khi chuyển sang thử 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=%22Yamaguchi%20S%22%5BAuthor%5D
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nghiệm lâm sàng, cho phép sử dụng bảng điểm MOCART để theo dõi quá 

trình tái tạo sụn thay cho nội soi hoặc sinh thiết lặp lại, vốn là các phương 

pháp xâm lấn và khó triển khai trên lâm sàng do đạo đức nghiên cứu. 

4.3. Tiềm năng ứng dụng trên lâm sàng 

- Mô hình nghiên cứu 

Trong nghiên cứu này, chúng tôi lựa chọn mô hình trên chó có nhiều đặc 

điểm tương đồng với con người. Tổn thương được tạo hỗn hợp dạng rãnh 

Groove kết hợp khuyết sụn toàn bộ bề dày nhưng không xâm lấn lớp xương 

dưới sụn. 

Nghiên cứu được thực hiện trên mô hình tổn thương sụn cấp tính, với 

TB gốc trung mô từ mô mỡ được tiêm nội khớp ngay sau khi tạo tổn 

thương. Trong thực hành lâm sàng, điều trị sớm sau chấn thương là yêu cầu 

cấp thiết nhằm hạn chế tiến triển thành thoái hóa khớp. 

- Nghiên cứu trên In vitro 

Quy trình phân lập nuôi cấy, tăng sinh và biệt hoá TBGTM từ mô mỡ 

thành dòng TB tạo sụn trong nghiên cứu này có thể được nghiên cứu áp 

dụng trên lâm sàng. Kết quả cho thấy TBGTM từ mô mỡ dưới da bụng là 

nguồn mô dồi dào, dễ lấy, ít xâm lấn so với từ tuỷ xương, đây là hướng đi 

hứa hẹn nhiều tiềm năng trong tương lai. Chúng tôi đã tạo ra các liều 

TBGTM từ mô mỡ theo ý định nghiên cứu như một ngân hàng mô nhằm 

phục vụ cho các mục đích nghiên cứu khác nhau.    

Trên lâm sàng mới chỉ có các thử nghiệm từ nguồn TBGTM từ mô mỡ 

tự thân, nhưng có những nhược điểm là chất lượng TB sẽ bị ảnh hưởng bởi 

nhiều yếu tố dẫn tới việc sẽ thu được ít hơn lượng TB có chất lượng cho 

điều trị. Xu hướng đặt ra là nghiên cứu có nguồn TBG mô mỡ đồng loại dồi 

dào, dễ lấy có chất lượng TB tốt. Tuy vậy, mô đồng loại vướng rào cản 

pháp lý. Do đó, kết quả nghiên cứu này cũng góp một phần như một minh 

chứng tin cậy về độ an toàn và hiệu quả của liệu pháp, tiến tới các bước tiếp 

theo nhằm cấp phép thử nghiệm trên lâm sàng. 

- Nghiên cứu trên In vivo 

Nghiên cứu đã áp dụng bảng điểm MOCART trong mô hình thực 

nghiệm trên chó, kế thừa các nghiên cứu trước đó trên cừu. Kết quả MRI 

cho thấy sự tương quan chặt chẽ với đánh giá đại thể và mô bệnh học, qua 

đó khẳng định độ tin cậy của chẩn đoán hình ảnh trong đánh giá tái tạo sụn. 

Điều này cho phép cân nhắc ứng dụng bảng điểm này trong thực hành lâm 

sàng, đặc biệt trong bối cảnh việc phẫu thuật quan sát khớp lần hai trên 

người bị hạn chế do yếu tố đạo đức. 
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Phân tích mô bệnh học vẫn được xem là “tiêu chuẩn vàng” trong đánh 

giá chất lượng mô sụn. Nghiên cứu đã ứng dụng và tối ưu hóa quy trình 

đánh giá mô sụn, chứng minh tính khả thi trong điều kiện thực hành tại Việt 

Nam, qua đó bổ sung công cụ cận lâm sàng có độ chính xác cao trong đánh 

giá chất lượng sụn khớp. 

Trên mô hình thực nghiệm, liệu pháp TBGTM từ mô mỡ đồng loại nuôi 

cấy với liều 2×10⁶ TB/khớp cho thấy khả năng hình thành sụn hyaline có ý 

nghĩa sau tổn thương sụn khớp. Thiết kế nghiên cứu mù đôi có nhóm chứng 

cùng hệ thống thang điểm đánh giá toàn diện đã củng cố độ tin cậy của kết 

quả. Việc sử dụng nguồn TB đồng loại nuôi cấy giúp bảo đảm số lượng và 

chất lượng TB, tạo tiền đề xây dựng nguồn TB chuẩn hóa cho các nghiên 

cứu tiếp theo. Mặc dù việc ứng dụng lâm sàng còn chịu ràng buộc pháp lý, 

kết quả tiền lâm sàng có ý nghĩa quan trọng trong định hướng phát triển các 

liệu pháp tái tạo sụn hyaline trong tương lai. 

Chương 5: KẾT LUẬN 

Qua nghiên cứu 17 động vật thí nghiệm là loài chó trưởng thành từ 

tháng 10/2022 đến 10/2023, phân lập TBGTM từ mô mỡ một cá thể chó để 

nuôi cấy, gây tổn thương sụn khớp trên 16 chó và tiêm TGBTM. Chúng tôi 

rút ra kết luận sau: 

1. Kết quả phân lập, nuôi cấy, định danh TBGTM mỡ chó ở VN 

- Đã thiết lập được quy trình thu nhận mô mỡ ở các vị trí dưới da, mô 

mỡ tử cung, mỡ tuyến trên chó một cách hiệu quả. 

- Số lượng TBGTM thu nhận được ở mỡ cạnh tử cung là cao nhất với 

1,36 ± 0,5 x 106TB / 1 gam mỡ, tiếp đến là mô mỡ tuyến và dưới da. 

- Thời gian nhân đôi của TBGTM từ mô mỡ dưới da là 15,68 ± 1,55 ngày 

sau giai đoạn 2 (passage 2) trong quá trình nuôi cấy thứ cấp. 

- Nhóm TBGTM từ cả mô mỡ dưới da và mỡ tử cung đều có biểu hiện 

cao CD146, CD73, CD90, CD105, CD166, biểu hiện yếu với CD14 và 

không có biểu hiện với CD34, CD45 – các dấu ấn bề mặt của TB máu ngoại 

vi.  

- TBGTM từ mô mỡ ổn định về mặt di truyền qua các lần cấy chuyển 

cho đến giai đoạn 4 khi so sánh với đối chứng dương có sự đứt gãy DNA và 

hình thành những đuôi sao chổi ở mỗi TB, khi làm xét nghiệm Comet. 

- Kết quả cho thấy TBG trung mô được phân lập từ mô mỡ có khả năng 

biệt hóa sụn, biểu hiện RNA của các dấu ấn bề mặt đặc hiệu cũng như sự ổn 

định của các yếu tố di truyền qua 4 giai đoạn nuôi cấy.  
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2. Kết quả khả năng tái tạo sụn khớp của TBGTM mỡ chó 

- Nghiên cứu được thực hiện trên 16 chó tuyển chọn, khoẻ mạnh, không 

phân biệt giới tính; phẫu thuật tạo tổn thương sụn khớp cả 4 chi, tiêm ngẫu 

nhiên nội khớp với liều 2 x 106 TBG cho 1 khớp trước và 1 khớp sau trên 

mỗi 1 cá thể chó. Kết quả sau 3 và 6 tháng, tất cả các động vật nghiên cứu 

đều sống và phát triển đồng đều, không có bất thường vùng khớp và dáng 

đi. 

- Kết quả chụp MRI đánh giá theo các bảng điểm của MOCART và Kim 

Y.S  đều có sự khác biệt giữa nhóm điều trị và nhóm chứng. Ở nhóm tiêm 

TBGTM cho thấy hình ảnh khớp không hoặc chỉ có viêm màng hoạt dịch 

mức độ nhẹ, không xuất hiện gai xương, trong khi ở nhóm chứng với hình 

ảnh khớp viêm mức độ trung bình đến nặng. 

- Trên các bảng điểm quan sát đại thể và phân tích đánh giá tái tạo sụn 

khớp bằng mô bệnh học cho thấy nhóm tiêm TBGTM từ mô mỡ có hiệu 

quả trong tái tạo sụn. Kết quả mức độ lấp đầy tổn thương cao, bề mặt mô tái 

tạo bằng phẳng, tích hợp tốt với sụn lành xung quanh và mô tân sinh có các 

đặc tính của sụn hyaline khi nhuộm hoá mô Safranin - O đánh giá lượng 

Proteoglycan. Trong khi ở nhóm chứng, bề mặt sụn nham nhở, tổn thương 

lan rộng và sâu, phá huỷ lớp xương dưới sụn, bản chất mô không có đặc 

tính của sụn hyaline. Sự khác biệt có ý nghĩa thống kê. 

- Nghiên cứu không ghi nhận sự phát triển bất thường của động vật 

nghiên cứu cũng như tại các khớp. Nghiên cứu cũng nhận thấy có mối 

tương quan khi đánh giá bằng chụp MRI qua bảng điểm MOCART với các 

chỉ tiêu mô bệnh và quan sát đại thể. 

Kết quả nghiên cứu cho thấy tính an toàn, hiệu quả của liệu pháp 

TBGTM từ mô mỡ đồng loại trong tái tạo hình thành sụn hyaline sau gây 

tổn thương sụn khớp trên mô hình chó thực nghiệm. Từ kết quả nghiên cứu 

này cho thấy tiềm năng ứng dụng của TBGTM từ mô mỡ trong việc tái tạo 

mô sụn trên lâm sàng; hướng đến những nghiên cứu ứng dụng nguồn mô 

mỡ đồng loại, nuôi cấy, tăng sinh và biệt hoá dòng TB sụn với các liều điều 

trị khác nhau. 

 

 


