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Giới thiệu

Xơ gan là tình trạng tổn thương gan mạn tính, dẫn 
tới hình thành những mô xơ xâm chiếm không gian của 
tế bào gan. Theo số liệu thống kê của Mokdad và cộng 
sự [1], chỉ trong năm 2010, xơ gan là nguyên nhân gây 
tử vong cho hơn một triệu người. Đồng thời, xơ gan 
còn là yếu tố nguy cơ cao của ung thư gan [2]. Hiện 
nay, y học vẫn chưa có liệu pháp điều trị khỏi bệnh xơ 
gan vì: (1) xơ hóa gan là quá trình kéo dài và rất khó 
phục hồi khi mô gan xuất hiện dải xơ [3]; (2) liệu pháp 
hóa trị phải duy trì sử dụng lâu dài và không mang lại 
hiệu quả cao do dùng thuốc giúp ức chế quá trình xơ 
hóa (anti-TGF, anti-PDGF) thì hoạt động chức năng 
gan khó hồi phục, dùng thuốc có tác dụng ức chế miễn 
dịch bảo vệ gan thì khó ngăn chặn sự tiến triển của xơ 
hóa [4], và dùng cả hai loại thuốc trên vẫn chưa cho 
thấy hiệu quả [5]; (3) ghép gan vẫn chưa giải quyết 
được do tình trạng thiếu hụt nguồn mô, nguy cơ thải 
loại sau ghép cao, chi phí điều trị cao và gây xâm lấn 
[6].

Ghép tế bào gốc là liệu pháp mới đang được nghiên 
cứu trong điều trị bệnh xơ gan. Liệu pháp tế bào gốc 

có thể thay thế các phương pháp điều trị xơ gan truyền 
thống như trên vì: (1) tế bào gốc có thể thu nhận từ 
nhiều nguồn như mô mỡ, tủy xương, máu dây rốn [7]; 
(2) ghép tế bào gốc tự thân giảm nguy cơ thải loại miễn 
dịch; (3) tế bào gốc khi ghép giúp ức chế quá trình 
xơ hóa nhờ tiết các cytokine, cải thiện hoạt động chức 
năng gan vì tế bào gốc đã được chứng minh khả năng 
biệt hóa thành tế bào chức năng giống tế bào gan, kích 
thích sự phân chia của tế bào gan trưởng thành [8-12]. 
Do đó, tế bào gốc đang được sử dụng nhiều trong các 
nghiên cứu lâm sàng điều trị bệnh xơ gan và mang lại 
hiệu quả tích cực [4, 13]. Tế bào gốc trung mô từ tủy 
xương (BM-MSC) đang được sử dụng nhiều trên lâm 
sàng (26/31 nghiên cứu sử dụng tế bào gốc) để điều trị 
xơ gan [14]. Kết quả ghi nhận, ghép BM-MSC giúp 
bệnh nhân cải thiện chức năng gan và chỉ số MELD 
[14, 15]. Đồng thời, BM-MSC dễ thu nhận và có thể 
cấy ghép tự thân. Do đó, BM-MSC là một nguồn tế bào 
tiềm năng lớn trong điều trị bệnh xơ gan.

Việt Nam là vùng có tỷ lệ bệnh gan rất cao [16]. 
Nhằm góp phần nghiên cứu tìm ra liệu pháp hiệu quả 
cho điều trị bệnh xơ gan, cung cấp cơ sở cận lâm sàng 
cho các nghiên cứu xa hơn trên lâm sàng, chúng tôi 
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Trên thế giới, liệu pháp tế bào gốc cho thấy tiềm năng lớn trong các nghiên cứu điều trị bệnh xơ gan. Tuy 
nhiên, hiện nay vẫn chưa thống nhất phác đồ điều trị về nguồn tế bào, phương pháp tiêm, đồng thời ở nước 
ta chưa có các công bố về lĩnh vực này. Nhằm mục đích nghiên cứu phát triển liệu pháp mới trong điều trị 
xơ gan ở nước ta, các tác giả tiến hành gây tạo mô hình chuột xơ gan bằng CCl4 và thử nghiệm tiêm 106 tế 
bào gốc trung mô tủy xương để điều trị. Kết quả cho thấy, sau 21 ngày tiêm 106 tế bào vào tĩnh mạch đuôi 
của chuột bị bệnh xơ gan, nhóm chuột điều trị phục hồi chỉ số Albumin từ 1,753±0,042 lên 2,116±0,120, 
giảm 9 lần biểu hiện các gen xơ hóa như TGF, giảm 13 lần Procollagen, giảm 3000 lần Integrin, giảm sự 
biểu hiện của collagen-1, SMAα và giảm diện tích các dải xơ trên hình thái mô học so với nhóm đối chứng.

Từ khóa: bệnh xơ gan, liệu pháp tế bào gốc, mô hình chuột xơ gan, tế bào gốc trung mô, tế bào gốc tuỷ xương.

Chỉ số phân loại 3.5

*Tác giả liên hệ: Email: thnhung@hcmus.edu.vn



564(4) 4.2016

Khoa học Y - Dược

tiến hành thử nghiệm điều trị bệnh xơ gan bằng BM-
MSC trên mô hình chuột bị xơ gan bởi CCl4.

Vật liệu và phương pháp

Mô hình chuột xơ gan: thực hiện theo quy trình 
của Trương Hải Nhung và cộng sự [17], chuột được 
uống CCl4 bằng cách pha với dầu olive (3:7 v/v), thông 
qua đường thực quản, liều lượng 1 ml CCl4/kg, 3 lần/
tuần trong 11 tuần. Đánh giá các chỉ tiêu thực hiện mô 
hình gồm men (AST, ALT, Albumin, Bilirubin), biểu 
hiện gen (Fibronectin, Integrin, TGF, Procollagen, 
Nt5e), mô học nhuộm H&E và Trichrome, biểu hiện 
collagen-1 và SMA-α.

Chuẩn bị BM-MSC: chuột nhắt trắng (Mus 

musculus var. albino) đực, 4 tuần tuổi, cân nặng khoảng 
5 g, khỏe mạnh được mua từ Viện Pasteur TP Hồ Chí 
Minh.  Tiến hành thu đùi chuột, loại bỏ phần cơ đùi, 
thu tủy từ xương đùi và xương cẳng chân chuột, nuôi 
cấy tăng sinh và chọn lọc BM-MSC trong môi trường 
DMEM/F12 (Gibco) bổ sung 10% FBS (Sigma) và 1% 
Antibiotic (Gibco), trong điều kiện 37oC, 5% CO2.

Ghép tế bào: chuột mô hình bệnh xơ gan được chia 
ngẫu nhiên thành 2 nhóm: nhóm đối chứng (n=5) tiêm 
0,15 ml PBS,  nhóm thí nghiệm (n=5) tiêm 106 huyền 
phù tế bào đơn trong 0,15 ml PBS-/con qua tĩnh mạch 
đuôi, chuột bình thường được sử dụng làm đối chứng 
dương. Sau 21 ngày ghép, hiệu quả điều trị bệnh sẽ 
được đánh giá dựa trên các chỉ tiêu:

Men gan: thu 0,2 ml huyết tương, đo các chỉ tiêu 
như AST/ALT bằng KIT GOT(ASAT)/GPT(ALAT) 
IFCC Mod.liquiUV test (GERMANY), Albumin và 
Billirubin bằng Kit QuantiChrom BCG Albumin/
Billirubin Assay (Bioassay Systems, CA, USA) theo 
quy trình của nhà sản xuất. 

Đánh giá mức độ biểu hiện các gen xơ hóa bằng 
qRT-PCR: sinh thiết mô gan chuột, tách mRNA tổng từ 
mô gan bằng bộ Kit Easy-BLUE Total RNA Extraction 
(iNtON Biotechnology, Korea). Đánh giá mức độ biểu 
hiện gen bằng qRT-PCR (qRT-PCR Master Mix Kit, 
1-Step Agilent, CA, USA), gồm các gen:

Bảng trình tự các mồi sử dụng trong phản ứng qRT-PCR của nghiên cứu

Tên mồi Trình tự

Fibronectin 3’-TGAAGAGGGGCACATGCTGA-5’
5’-GTGGGAGTTGGGCTGACTCG-3’

Procollagen 3’-CCTGGACGCCATCAAGGTCTAC-5’
5’-CAAGTTCCGGTGTGACTCG-3’

Integrin 3’-GCCAGGGCTGGTTATACAGA-5’
5’-TCACAATGGCACACAGGTTT-3’

Nt5e 3’-TTTGGAAGGTGGATTTCCTG-5’
5’-CCTCTCAAATCCAGGGACAA3-’

TGF-β 3’-CTTCAGCTCCACAGAGAAGAACTGC-5’
5’-CACAATCATGTTGGACAACTGCTCC-3’

GAPDH (chứng nội) 3’-AAGTTGTCATGGATGACC-5’
5’-ATCACCATCTTCCAGGAGC-3’

Đánh giá mô học: cố định mô gan trong 
Parafolmardehyde 4% (Merck Millipore, Germany), 
nhuộm H&E và Trichrome theo quy trình của Bệnh 
viện Chợ Rẫy (TP Hồ Chí Minh).

Đánh giá biểu hiện collagen-1 và SMA-α bằng 
nhuộm hóa mô miễn dịch: mô gan được cố định trong 

Effectiveness of the treatment of 
liver cirrhosis by using bone marrow 

mesenchymal stem cell in a mouse model
                                 

Summary

In the world, stem cell therapy has shown a 
potential in liver cirrhosis treatment. Up to now, 
we have not found out the best regimen of cell 
types, injection methods, while Vietnam has not 
yet published any result in this field. For that 
reason, this research aims to developing a new 
therapy for liver cirrhosis treatment in Vietnam. 
The authors conducted experiments using bone 
marrow mesenchymal stem cell for treatment in 
the mouse model with liver cirrhosis by CCl4. 
The result showed that 21 days after injected 
106 stem cells into tail vein, the treatment group 
was improved with the Albumin index from 
1.753±0.042 to 2.116±0.120; the expression 
of genes related to fibrosis was decreased 
such as TGF (by 9 times), Procollagen (by 13 
times), Integrin (by 3000 times); and the result 
also showed the reduction in the presence of 
collagen-1, SMA-α and the smaller fibrotic areas 
in histology compared with the control group.

Keywords: bone marrow derived stem cells, 
liver cirhosis, mouse model of liver cirrhosis, 
mesenchymal stem cells, stem cell therapy.
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4% paraformaldehyde (Merck Millipore, Đức). Lát cắt 
(slide) paraffin được khử paraffin và tái hydrate hóa 
bằng sodium citrate (10mM, pH 6) ở 95-1000C trong 
20 phút. Các slide được làm lạnh xuống khoảng 20-30 
phút ở nhiệt độ phòng. Sau đó, các slide được block 
trong 30 phút ở nhiệt độ phòng với blocking buffer 
(2% huyết thanh dê, 1% BSA, 0,1% Triton X100, 
0,05% Tween 20, 0,01M PBS pH 7,2-7,4, 0,05% 
sodium azide). Slides được nhuộm kháng thể kháng 
collagen I (Santa Cruz Biotechnology, Inc) hoặc anti-
sma-Anfa (Santa Cruz Biotechnology, Inc) với nồng 
độ pha loãng 1:100 trong TBS 1% BSA qua đêm ở 
40C. Peroxidase nội sinh được block bằng peroxidase 
blocking buffer (3% H2O2 trong PBS) trong 10 phút 
ở nhiệt độ phòng. Horseradish peroxidase-conjugated 
secondary goat-anti-rabbit antibody trong TBS 1% 
BSA được nhuộm trong 1 giờ ở nhiệt độ phòng. Kết 
quả nhuộm kháng thể được kiểm tra bằng cách sử dụng 
ACE kit (Sigma-Aldrich, St Louis, MO) theo hướng 
dẫn. Nhân tế bào được nhuộm bằng hematoxylin-Gill 

III (Merck Millipore, Đức). Slides được rửa sạch bằng 
Tween 20 TBS (2-3 lần) giữa mỗi bước.

Phương pháp xử lý thống kê: kiểm định thống kê 
student t-test, phân tích kết quả bằng Microsoft Excel 
2010 và Prism 6.

Kết quả

Kết quả chỉ tiêu sinh hóa (hình 1a, 1b) của các nhóm 
chuột sau thời gian gây mô hình thể hiện tình trạng gan 
bị tổn thương nặng bởi sự gia tăng mạnh các chỉ số 
như AST (tăng 5 lần), ALT (tăng 10 lần) và Bilirubin 
(2 lần) trong huyết tương so với chuột thường. Đồng 
thời, hoạt động chức năng gan suy giảm thể hiện qua 

sự giảm nồng độ Albumin huyết tương so với chuột 
thường (p<0,05). So sánh các chỉ tiêu sinh hóa nhóm 
chuột xơ gan được điều trị bằng tế bào và nhóm đối 
chứng (tiêm PBS): chuột xơ gan giảm tình trạng tổn 
thương gan thông qua các chỉ số AST, ALT, Bilirubin 
giảm về mức bình thường. Tuy nhiên, chức năng sản 
xuất Albumin trên nhóm được điều trị bằng BM-MSC 
được phục hồi về mức bình thường và cao hơn nhóm 
đối chứng (p<0,05).

Kết quả chỉ tiêu mức độ biểu hiện gen gây xơ hóa 
(hình 1c): chuột mô hình tăng biểu hiện mạnh các gen 
xơ hóa (mức độ biểu hiện các gen của chuột thường là 
20), dẫn tới hình thành mô xơ ở chuột mô hình. Sau khi 
được thử nghiệm điều trị bằng BM-MSC chuột tăng 
biểu hiện Fibronectin (kết quả tương tự ở nhóm đối 
chứng), giảm biểu hiện mạnh các gen Integrin, TFG, 
Procollagen và Nt5e khi so với chuột mô hình và chuột 
đối chứng (p<0,05). Do đó, ghép tế bào làm giảm sự 
sản xuất mô xơ ở chuột xơ gan.

Kết quả chỉ tiêu hình thái mô học: đánh giá sự khác 
biệt về tình trạng bệnh giữa các nhóm chuột ở cấp độ 
mô học (hình 2): chuột mô hình dưới tác động của 
CCl4, mô gan biểu hiện tình trạng tổn thương mạnh 
như viêm, cấu trúc mô thay đổi, nhiều tế bào gan chết 
hoặc nhiễm mỡ (nhuộm H&E) so với nhóm đối chứng. 
Xuất hiện các dải xơ, thành phần chính là collagen bao 
quanh mạch, khu vực cửa và xơ bắc cầu (nối liền hai 
khu vực cửa) khi nhuộm Trichrome. Trong cấu trúc mô 
xơ collagen type-1 chiếm một lượng lớn [18], thể hiện 
trên hình thái mô học khi nhuộm với kháng thể kháng 
collagen type-1. Ngoài ra, chuột mô hình còn cho thấy 

Hình 1: biểu đồ so sánh chỉ tiêu sinh hoá và biểu hiện gen trên các nhóm chuột 
(a) Biểu đồ so sánh giá trị AST và ALT; (b) Biểu đồ so sánh giá trị Albumin và Bilirubin;(c) Biểu đồ so sánh mức biểu hiện gen

model: nhóm mô hình xơ gan, PBS-tail: nhóm tiêm giả dược PBS, BMMSC tail: nhóm ghép tế bào
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Hình 1: biểu đồ so sánh chỉ tiêu sinh hoá và biểu hiện gen trên các nhóm chuột
(a) Biểu đồ so sánh giá trị AST và ALT; (b) Biểu đồ so sánh giá trị Albumin và Bilirubin;(c) Biểu đồ so sánh

mức biểu hiện gen
model: nhóm mô hình xơ gan, PBS-tail: nhóm tiêm giả dược PBS, BMMSC tail: nhóm ghép tế bào
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số lượng lớn SMA-α là dấu hiệu trên bề mặt tế bào 
nguyên bào sợi cơ [19].

Sau thời gian được điều trị với BM-MSC, cấu trúc 
mô gan chuột mô hình được hồi phục nhanh hơn nhóm 
đối chứng thể hiện qua các đặc điểm: cấu trúc mô 
học ổn định (nhuộm H&E, Trichrome), giảm tế bào 
chết và nhiễm mỡ, giảm sự bắt màu với thuốc nhuộm 
Trichrome, đồng nghĩa với việc các dải xơ trên mô học 
đã tiêu biến dần, tương đồng với hình ảnh nhuộm hóa 
mô miễn dịch collagen type 1 và SMA-α.

Thảo luận

Chuột được gây mô hình bệnh xơ gan bằng CCl4 
biểu hiện tình trạng tổn thương gan cấp tính thể hiện 
qua các chỉ số sinh hóa, tăng biểu hiện mạnh các gen 
gây xơ hóa, xuất hiện các dải xơ trên cấu trúc mô. 
Trong thời gian điều trị bằng cấy ghép tế bào, chuột 
không bị gây độc bởi CCl4, nên chuột có thể tự cải 
thiện tình trạng bệnh như: phục hồi chỉ số AST, ALT, 
Bilirubin, giảm biểu hiện các gen xơ hóa Integrin, 
TFG, Procollagen và Nt5e. Kết quả này ghi nhận 
tương đồng với Kuo và cộng sự, Carvalho và cộng sự 
[8, 20]. Tuy nhiên, mức độ phục hồi là khác biệt giữa 
hai nhóm được điều trị tế bào và nhóm chứng.

Mức độ phục hồi ở lô chuột được điều trị bằng 
BM-MSC là tốt hơn so với nhóm đối chứng vì: khác 
biệt về chỉ số Albumin nhóm điều trị cao hơn so với 
nhóm đối chứng cho thấy hoạt động chức năng gan ở 
lô đối chứng vẫn chưa hồi phục, ghi nhận tương đồng 
về cải thiện chỉ số Albumin ở bệnh nhân sau ghép BM-
MSC trong báo cáo của Terai và cộng sự [21]. Các gen 
xơ hóa như TGF, Procollagen, Integrin giảm mạnh ở 
nhóm điều trị so với đối chứng, dẫn tới kết quả giảm 
mạnh biểu hiện mô xơ trên cấu trúc mô học nhuộm 
Trichrome, collagen type 1 ở nhóm điều trị so với nhóm 
đối chứng. Kết quả nhuộm SMA-α cho thấy nhóm điều 
trị giảm mạnh chỉ số này. SMA-α  biểu hiện đặc trưng 
trên nguyên bào sợi cơ. Trong xơ gan, nguyên bào sợi 
cơ đóng vai trò chính trong việc sản xuất mô xơ [18, 
22]. Do đó, nhóm chuột được điều trị bằng BM-MSC 
không còn biểu hiện nguyên bào sợi cơ, dẫn tới giảm 
biểu hiện các gen xơ hóa và giảm hình thành mô xơ 
trên hình thái mô học. Ngoài ra, các nghiên cứu khác 
như Jang và cộng sự [23] tiến hành ghép BM-MSC 
trên mô hình chuột Rat xơ gan cũng ghi nhận nhóm 
điều trị giảm biểu hiện TGF, collagen-1 và SMAα so 
với đối chứng.

So sánh với các cơ chế đã được chứng minh về hiệu 
quả của BM-MSC trong việc điều trị bệnh xơ gan như: 
tế bào gốc góp phần ức chế sự phát triển của tế bào 
hình sao, là nguồn tế bào chính chuyển dạng thành 
nguyên bào sợi cơ [24], làm giảm sản xuất yếu tố gây 
xơ của Krizhanovsky và cộng sự [25], cải thiện chức 
năng gan và giảm xơ thông qua sự tăng hoạt động của 
enzyme phân giải chất nền ngoại bào hóa [26, 27], 
dung hợp với tế bào gan trưởng thành giúp tế bào gan 
phân chia trong báo cáo của Wang và cộng sự [28], 
ức chế phosphoryl hóa Smad2/3, giảm sản xuất yếu tố 
xơ hóa ở nguyên bào sợi cơ của Jang và cộng sự [23]. 
Kết quả của nghiên cứu này ủng hộ giả thiết BM-MSC 
góp phần ức chế tế bào hình sao và ức chế quá trình 
sinh xơ bởi vì các kết quả ghi nhận tương đồng với các 
nghiên cứu khác về sự giảm số lượng HSC trong gan, 
giảm biểu hiện các gen gây xơ hóa và dải xơ trên hình 
thái mô học.

Kết luận

Tiêm 106 tế bào BM-MSC thông qua tĩnh mạch 
đuôi lên mô hình chuột bị xơ gan do CCl4 cho thấy: 
BM-MSC góp phần phục hồi chức năng gan thể hiện ở 
chỉ số Albumin, tăng cường quá trình phục hồi mô gan 
tổn thương thông qua sự giảm biểu hiện nguyên bào 

Hình 2: kết quả nhuộm mô gan với H&E, Trichrome, collagen-1, SMA-α 
(X100)

Mũi tên chỉ các vị trí viêm, xơ và dương tính kháng thể Sau thời gian được điều trị với BM-MSC, cấu trúc mô gan chuột mô hình được hồi phục
nhanh hơn nhóm đối chứng thể hiện qua các đặc điểm: cấu trúc mô học ổn định (nhuộm H&E,
Trichrome), giảm tế bào chết và nhiễm mỡ, giảm sự bắt màu với thuốc nhuộm Trichrome, đồng
nghĩa với việc các dải xơ trên mô học đã tiêu biến dần, tương đồng với hình ảnh nhuộm hóa mô
miễn dịch collagen type 1 và SMA-α.

Thảo luận

Hình 2: kết quả nhuộm mô gan với H&E, Trichrome, collagen-1, SMA-α (X100)
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sợi cơ, giảm quá trình xơ hóa gan.
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