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TOM TAT

Hién nay, té bao géc tdy xuong dang quan tadm duoc nghién ciri. St dung té bao gde tiy xuong tr than ¢
thé diéu tri thanh céng c4c truong hop khéng lién xuwong, khdp gia than dai, hoai ttr vé khudn chém xuong dui.

Muc tiéu: Pénh gia chét luong khdi té bao gdc tur tiy xwong bing phurong phép ly tam phan Iép ty trong
té bao.

Déi twong va phuong phép nghién ciru: 33 bénh nhén khép gid, cham lién xuwong duoc diéu tri tai
Bénh vign Trung uong Hué tir thang 3/2013 dén thdng 9/2014. M&i bénh nhén dwoc Iy 300-400 ml dich
tay xwong tir xuwong chéu, tach Iy thanh phén té bao don nhéan bng phirong phép ly tdm phén 16p ty trong
té bao (Dtng dung dich Ficoll c6 ty trong 1,077 g/).

Két qua: Thé tich khdi té bao géc tiy xuong 7-10mi, sb luong té bdo cé nhan: 213,26 + 173,49 G/L. Té
bao don nhén la: 78,95 + 41,40 G/L; sb lwong té bao gbc CD34(+) 1a: 20,72 + 7,58 x 10°.

Két ludn: Quy trinh thu thép, chiét tach khdi té bao gbe tir tiy xuong bing phuong phép ly tam phan
I6p ty trong té bao cho chét luong cao.

Tir khéa: Té bao géc tay xuong, khép gid, chét lvong khéi té bao géc

ABSTRACT
EVALUATE THE QUALITY OF STEM CELLS MASS FROM BONE MARROW BY DENSITY-
GRADIENT CENTRIFUGATION METHOD AT HUE CENTRAL HOSPITAL '
Le Phuoc Quang’, Nguyen Duy Thang', Nguyen Thi Hong Hanh’,
Tran Van Luong’, Bui Minh Duc’, Phan Quang Hoang Minh’,
Nguyen Xuan Luong’', Dong Van Tam’

Recently, bone marrow stem cells have received intense interests from researchershas. Cases of non-
healing fracture, long bone nonunions, and aseptic femoral head osteonecrosis can be successfully treated
using autologous bone marrow stem cells.

Objectives: To assess the quality of the collection process, volume extraction of stem cells from bone
marrow by density-gradient centrifugation method.

Subjects and methods: A total of 33 patients with nonuinions of long bone, short stature and in limb
length discrepancy were treated in Hue central Hospital from 3/2013 to 9/2014 . Each patient was withdrawn
300-400 milliliters of bone marrow from the pelvis. Mononuclear cells component was separated by the
gradient density centrifugation method using Ficoll solution 1.077.
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Results: The volume of block bone marrow stem cells were from 7 to 10 milliliters, the number of
nuclear cells were 213.26 + 173.49 G/L, mononuclear cells were 78. 95 + 41.40 G/L; number of CD 34(+)

cells were 20.72 + 7.58 x 10°.

Conclusion: The process of collecting, extracting stem cells from bone marrow fluid mass by density

-gradient centrifugation method had good quality.

Key words: bone marrow stem cell, nononion, quality mass of stem cells.

I. PAT VAN BE

Hién nay, viéc phat hién va sir dung té bao gbc
(TBG) trong diéu tri cac bénh Iy ung thu, cic tén
thuong hay thay thé cac co quan, t chuc trong co
thé con nguoi dang dugc tép trung nghién ctu va
da thu duge nhitng két qua rat kha quan. Té bao gbe
dang dugc (ing dung réng rii khdng chi trong diéu
tri bénh cla cac bénh ly huyét hoc ma con trong
nhiéu bénh cla cac co quan td chirc khac véi muc
dich phuc hdi, téi tao t& chirc. Cac té bao gbe duge
thu thap & nhiéu vi tri khac nhau trong co thé nhu:
Gan phdi, mau ngoai vi, mau cudng rn.... dic biét
la tiy xuong. Tity xuong la mot tb chire chira nhiéu
Joai té bao géc‘khéc nhau nhu: té bao géc tao mau,
té bao gbe trung ma, té bao gbc nodi mac...[2]

Céc té bao gdc ciia tily xwong dd dugc nghién
cliu rat sau va ung dung phd bién trong 1am sang
véi két qua rat tdt, dac biét 1a trong diéu tri nhitng
bénh Iy huyét hoc. Bén canh d6, mét trong nhimng
mg dung cia té bao gbc di dugc mot sé tac gia
nghién ctru va thuc hién thanh cong trong diéu tri
nhing tdn thuong xwong, khop khé héi phuc nhur:
Hoai tir vo khudn chom xwong dui, diéu tri khop
gia, gdy xwong khong lién, rit ngén thoi gian kéo
dai chi ...[1]

Dich tay xuong c¢6 chira mot phén céc té bao géc,
con lai da sb 14 cac té bao dang trudng thanh hoic da
truong thanh Khéng co vai trd trong tao xuong. Vi
vy, dé& dat dugc yéu cAu va muc dich diéu tri, dich
tily xuong duge xir 1y ¢6 dic bang phuong phap ly
tam phan 16p ty trong té bao dé tap trung dugc phan
16n s6 lugng té bao gdc va loai bo da s6 céc thanh
phén té bao truedng thanh.

Sé lugng va chét lugng té bao gbc trong san
phidm c6 dic nay c6 anh hudng rat 16n dén két qua
didu tri ciia bénh nhan trén 14m sang. Chét lugng
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san phim té bao gbc ¢o dic dong vai trd quyét
dinh cho su thanh céng hay that bai cua ca ghép
té bao gbe.

Xuéit phat tir thuc tién d6, ching t5i tién hanh dé
tai nay nham muc tiéu sau: Ddnh gid 56 heong va
chdt hwong 1é bao goc thu duoc tir ity xuong theo
phuwong phdp ly tdm phdn lop ty trong té bao.

II. POI TUQNG VA PHUONG PHAP
NGHIEN CUU

2.1. P6i twgng nghién ciru: 33 bénh nhan co chi
dinh ghép té bao gbc tlly xuong ty than tai Trung
tdm Chén thuong chinh hinh - Bénh vién Trung
wong Hué tir thang 3/2013 dén thang 9/2014.

2.2. Phwong phdp nghién ciru: nghién ciru mé
ta cdt ngang

- C& mau nghién ciru: chon méu ngdu nhién
thuan tién, tng sb mau dat tidu chuan 1a 33.

- Cac k¥ thuat str dung trong nghién ciru: Ky
thuat ldy tiy xuong, K§ thudt xir Iy c6 dac té bao
gbe tir tiii dich tiy xwong, K§ thuat xac dinh cac
thanh phan va chit lugng khdi TBG, K¥ thut dém
té bao CD 34, Xac dinh ty 1é té bao sbng.

- Thu thap va xir Iy s8 liéu: phdn mém SPSS 15.0.

IIL. KET QUA NGHIEN CUU
Baéng 3.1. Phdn bé bénh nhén theo nhom tudi

Nhém tudi n %
<50 (Nhém I) 25 75,80
> 50 (Nhom II) 8 24,20
Tdng cong 33 100,0
Tudi thap nhat 13
Tudi cao nhét 71
Tubi trung binh + SD 37,90 + 16,20
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Bang 3.2. Phdn b6 bénh nhdn theo gici

Gidi n %
Nam 24 72,7
Nir 9 273
Téng 33 100,0
Bang 3.3. Pic diém vé tuéi va gici ciia bénh nhdn
Nam Nir "
Nhom Tuoi (ndm) p
n % n %
Khop gia 13 39,4 6 18,2 38,26 £15,70
> 0,05
Khac 11 333 3 9,1 37,36 £ 17,40
Téng 24 ik 9 25 37,88 + 16,17
Bang 3.4. Mt s6 chi s6 mdau ngogi vi cua doi tiwong nghién ciru
Chi s6 Nhém I (n=25) Nhoém II (n=8) Chung (n=33) i
. X % SD X % SD X+5SD :
SLHC M/pl 4,60+ 0,53 4,06 £ 0,37 4,48 + 0,55 <0,05
Hb g/dl 13,09 + 1,22 12,66 + 0,98 12,99 + 1,16 > 0,05
Slélzc 6,42+ 1,82 6,41 +1,08 6,42 £+ 1,66 > 0,05
Géi‘l“ 3,81+1,12 3,28+ 0,41 3,68 + 1,02 > 0,05
Lympho
G/l 1,98 £ 0,67 2,58+0,89 2,13+0.76 <0,05
Mono
G/l 0,63 +0,38 0,53+0,10 0,61+0,33 > 0,05
SLTC G/l 238,68 + 48,81 254,13 £ 71,55 242,42 + 54,33 > 0,05
Bang 3.5. Cdc chi s6 mdu ngoai vi trude va sau khi ldy tuy
Trude khi liy dich tiy Sau khi lay dich
Chi s6 xuong (n=33) tuy xuwong (n=33) p
X+ SD X=SD
SLHC
M/l 4,48 £ 0,55 4,34+ 0,54 > 0,05
Hb
o/l 12,99+ 1,16 12,64+ 1,18 > 0,05
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A 6,42 + 1,66 6,66+ 1,6 > 0,05
G/l
Giran 3,68 + 1,02 3,87+ 1,08 > 0,05
G/l
Ly‘('}"f;ho 2,13+ 0,76 2,18+ 0,70 > 0,05
Mgf;" 0,61+ 033 0,58 % 0,22 >0,05
sglc 242,42 + 54,33 228,73 £ 54,14 > 0,05
Bang 3.6: Cdc chi 6 vé tiy toan phan (TTP) cia déi tuong nghién ciru
Loz Nhom I (n=25) Nhém II (n=8) Chung (n=33)
Chi s0 p=t
X +SD X +SD X+SD
SLHCTTP 4,01 £ 0,43 3,69 + 0,36 3,94 £ 0,43 > 0,05
G/l
SLBCTTP 20,33 £ 9,35 19,76 + 4,91 20,19 + 8,42 > 0,05
G/l
SL BC DNTTP G/l 6,40 + 3,50 6,29 + 3,64 6,37 £ 3,47 > 0,05
Ty 1& CD34+ 0,51+ 0,08 0,35+ 0,06 0,47 £ 0,11 <0,05
(%)
Sé lwgng 0,10 0,04 0,07 £ 0,03 0,09 + 0,04 <0,05
CD34+TTP/Iml
(x10%)
S6 lugng CD34(+) 34,34 + 13,01 25,19 + 10,85 32,12 + 12,98 > 0,05
TTP/san phim (x10°)
Badng 3.7: Mpt s6 chi s6 tiry xuong ctia doi twong nghién ciru theo gici
, % Nam (n=24) Nir (n=9) Chung (n=33) -
Chi s X+ SD X+ SD X +SD P
SLH(E;J/ITTP 4,07 £ 0,42 3,582 0,23 3,94+ 0,43 <0,05
SLBSHTTP 20,53 9,58 19,30 + 4,32 20,19 8,42 > 0,05
SLBC;T TP 6,89 £ 3,71 5,00 + 2,40 6,37 + 3,48 > 0,05
v 1€ -+
Ty lg(%)“ 0,49+ 0,10 0,42 0,09 0,47 0,11 > 0,05
Nong d6 CD34(+)
TTP/Imi(x10% 0,098 + 0,04 0,08 £ 0,03 0,09 + 0,04 > 0,05
S lugng CD34(+)
TTP/sén phim (x10% 33,87 13,80 27,47 £ 9,66 32,12+ 12,98 > 0,05
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Bang 3.8. 86 lwong hong cdu, té bao bach cdu, té bao don nhdn va ty 1¢ ié bao séng
trong khoi té bao goc

. A wip 30 o g K £ Gia tri X£8SD
Chi s6 Gia tri thap nhat cao nhit (n=33)
SLHC M/pl 0,09 1:25 0,49 £ 0,28
SLBC G/l 77,90 980,00 213,26 + 173,49
SLBC DN G/l 27,56 180,00 78,95 + 41,40
Ty 18 té bao sbng % 92,00 99,00 97,97 + 1,47
Bang 3.9. Ty Ié va 56 hrong té bao CD34(+) trong khoi té bao goc
4 T Gi4 tri X + SD
Chi sd Gia tri thap nhat copmiitk (n=33)
Ty 16 TBCD34
' 0,56 3,92 1,46 + 0,74
(+) (%)
Tyle CD34 92,00 99,00 97,97 £ 1,47
(+) song
Nong d6 CD34(+)/1ml (x10°) 0,13 55 2,43 + 1,03
Téng s lugng CD34(+) (x10°) 10,12 43,90 20,72 £ 7,58
IV. BAN LUAN 9/2014, d4 c6 trén 33 bénh nhan c6 chi dinh ghép

Trong nghién ciru ciia ching ti d4 chia cac doi
tugng nghién ctru thanh 2 nhdm: Nhom I 13 nhitng
bénh nhén tir 50 tudi trd xudng - 1a nhiing dbi tuong
trong do tudi lao dong, co stic khoe va hoat dong
manh; Nhém II gébm nhimg bénh nhén trén 50 — 1a
nhirng déi tugng ngoai d6 tudi lao dong. Tudi trung
binh cua cac bénh nhéan nay 1a 37,88 £ 16,17, chi
c6 1 bénh nhén 13 tudi con lai da s6 cac bénh nhan
déu & tudi trudng thanh, trong dé sb bénh nhan
trong do tudi lao dong 1a 25 bénh nhan (chiém ty
18 75,8%). Diéu nay cho thiy ring cac ton thuong
xuong khép khé hdi phuc chii yéu xay ra & do
tudi lao déng va & nam gidi, la nhitng d6i tuong
phai hoat dong manh két hop véi cuong do lam
viéc nang nhoc nén dé gip phai cic chin thuong
trong lao dong, sinh hoat. Chinh vi viy viéc diéu trj
céc ton thuong va phuc hdi chirc ning van dong cho
nhitg bénh nhan nay mang y nghia quan trong vé
kinh té - x4 hoi (Bang 3.1.)

Trong thdi gian tir thang 2/2013 dén thang
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té bao gdc tuy xuong tr thin diéu trj cac tén thuong
xwong khép khé hdi phuc nhw khép gia, cham lién
xuong, khuyét hdng xwong, nang xuong... c¢6 du
tiéu chuin dé dua vao nghién ciru, trong do c6 24
bénh nhin nam va 9 bénh nhin nt, ty 1€ nam /nit ~
3/1 (Bang 3.2.) Két qua nghién ctru cia ching toi
ciing trong ddng véi két qua nghién ciru ciia tic gia
Nguyén Thanh Binh khi néi vé dac diém gi6i tinh
ctia nhirng bénh nhan tdn thuong xwong khép 6 chi
dinh ghép té bao gbc tity xwong tw than [1].

Toan bd cac dbi tugng nghién ctru déu dugc kiém
tra cong thirc mau, bilan déng cdm méu trude khi
¢6 chi dinh ghép té bao gdc tuy xuong. Cong thic
méau dugc tién hanh trén may CellDyn 3200 hoic
Sysmex XS800i . Bang 3.6 cho thiy cac gia tri trung
binh ctia mot s6 chi sé mau ngoai vi nhu sé luong
hdng cau, heamoglobin, s6 lwong bach cdu, cong
thirc bach cau, s6 luong tiéu ciu déu nim trong gidi
han binh thuong cla ngudi trudng thanh. Cé 1 bénh
nhén c6 chi s6 Hb 1a 11,1 g/dl, thdp hon cila nguoi
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binh thudng nhung van c6 thé ldy dich tiy xuong
duge ma khéng can truyén mau.

Xét riéng theo timg nhém tudi cua bénh nhén,
chiing t6i nhén thiy ring nhom bénh nhan trén 50
tudi (nhém II) c6 sb lugng hdng cu thap hon so véi
nhom bénh nhin dudi 50 tudi (nhém I). Trong khi
d6 thi s6 lvong bach ciu Lympho thi lai cao hon
nhém bénh nhéan dudi 50 tudi, sy khéac biét nay co y
nghia théng ké (p < 0,05) (Bang 3.4). Su khac bigt
ndy ¢6 thé do nhém bénh nhan trén 50 tudi c6 ché
d6 dinh dudmg khéng tt bing nhém bénh nhén tré
hon va su hdi phuc sau chan thuong thudng kém
hon nhém bénh nhin khac nén anh huéng dén qua
trinh sinh mau. Tuy nhién hdu hét cic bénh nhan
c6 s6 lugng hdng ciu va ndng do huyét sic t6 van
n3m trong gi6i han binh thudng ciia ngudi Viét Nam
trudng thanh nén van bao dam an toan cho qua trinh
thu thap dich tuy xuong [3]

Téng thé tich dich tiy xwong: Mot sb tac gia da
{mg dung ghép truc tiép dich tily xwong chua qua xir
Iy ¢b diic vao 4 khdp gia than xuong dai véi thé tich
thay d6i khac nhau. Hernigou (2005) liy trung binh
250m! tiy xuong, chiét tach ¢ dic huyén dich lai
con 30 ml va ghép vao bénh nhan. Gangji (2005) da
l&y 350-400 ml djch tiry xuong dé chiét tich c6 dic
con 50 ml dé ghép diéu tri cho 10 bénh nhan khép
hang bi hoai tir chom xuong dui L, 1T [8], [9].

Theo théng tr hudng din hoat dong truyén mau
2013, nguoi khoe manh ¢6 can ning tir 45kg trd 1én
duge phép hién mau toan phan khong qua 9 ml/kg
can nang va khong qua 500ml méi lan [8]. Bén canh
dd, dich tuy xuong nim trong cac khoang xuong
x8p ciia xuong chau nén cang it anh hudng nhiéu
dén huyét dong. Chinh vi vay, ching toi 4p dung
14y thé tich dich tiy xuong chung cho tat ca 33 bénh
nhan 14 tir 300 dén 400 ml, tiy thugc vao can ning
cua bénh nhan. [3], [4].

Trong sudt qua trinh lay djch tiy xwong, bénh
nhén déu duoc truyén dich nhu nuée mudi sinh 1y
0,9% hodc Ringer. Chung tbi da tién hanh kiém tra
cong thitc mau ngoai vi ngay sau khi lay dich tiy
xuong xong va nhin thay rang: sau khi liy khoang
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350ml dich tay xwong céc chi s6 mau ngoai vi cla
bénh nhén nhu héng cau, lugng huyét sic t6 (Hb),
tiéu cau c6 giam nhung khong c¢6 y nghia théng
ké (p > 0,05). Sé lrgng Bach céu sau khi ldy c6
hién tugng ting nhe nhung khong déng ké. Tuy
nhién cac gié tri nay déu ndm trong giGi han binh
thudng. Két qua nay twong ddng véi két qua ciia
thc gia Ly Tudn Khai [5], [7]. Thuc té qua theo d5i
trong va sau qua trinh liy dich tiiy xwong, ching
tdi khong gip trudng hop nao bi tai bién nhu sdc
hay tut huyét ap. ..

Két qua & bang 3.8. cho thy s6 luong té bao bach
cdu trong khéi té bao gbc dugc tach theo phuong
phap ly tim phan 16p ty trong té bao la 213,26 +
173,49 G/1, trong d6 ty 1& té bao don nhan (MNC)
chiém kha cao 78,95 + 41,40 tir 27,56 — 180,00 G/l
con lai 1a céc loai bach cau hat truréng thanh. sb
luong hdng cau l4n vao trong san phém khéi té bao
géc con lai 1a khoang 0,49 £ 0,28 M/pl. Két qua nay
phit hop véi téc gia Ly Tudn Khai, s lugng hong
ciu 1An vao khéi té bao gbc la: 0,12 + 0,02 M/ul
(v6i thé tich dich tiy xwong la 250ml) [4]. Tac gia
Nguyén Thanh Binh khi nghién ctru vé san pham té
bao gdc dd c6 so sanh véi mau nghién ciru sir dung
mdy tich COM.TEC thi ty 1¢ 1an hong cau cua khéi
té bao gdc tach bing méay cao hon, day chinh 14 vu
diém cta phuong phap tach té bao gdc bing phuong
phap ly tim phén 16p ty trong bing so véi tach bang
may. Cac chi s6 v& bach ciu, sé luong té bao don
nhan trong san phim té bao gdc ¢6 sy khac biét
giira 2 nhom tudi nhung khéng cé y nghia théng ké
(p>0,05) [1].

Trong cac thanh phan cia khéi té bao gbc thi
ty 16 CD34(+) va tdng sb luong té bao CD34(+) la
quan trong nhAt vi né thé hién dam do va téng sb té
bao gbe tao mau thu duge. Ty 18 té bao CD34(+) clia
khdi té bao gbc thu duge la: 1,46 + 0,74 %, sy khac
biét ndy gitta hai nhém tudi la khéng c6 y nghia
théng ké (p>0,05). Két qua nghién ctu ciing cho
thiy ndng do t& bao CD34(+)/1ml khéi té bao gdc
va téng sé luong té bao CD34(+) trong san phim
1an luot 1a: 2,43 + 1,03 va 20,72 + 7,58 x10°.
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Muc tiéu chinh ciia quy trinh chiét tach t& bao
gde tir dich tiy xuwong 12 giit lai duoc tdi da té bao
don nhén trong d6 ¢6 chira 16p té bao gbc tao méau
va cac té bao gdc trung md va loai bo phan 1on té
bao khac nhu hdng céu, tiéu cau. Két qua & bang
3.8. cho thiy luong hdng cau con lai trung binh 13
0,49 + 0,28 M/l khong c6 su khac biét nhiéu giira
2 nhém tudi. Két qua nay c6 khac so véi két qua
clia tac gia Nguyén Thanh Binh, sé lugng hong cdu
ton du trong khéi té bao gbc trung binh la: 0,18 +
0,27 M/l [11, diéu nay c6 thé 1a do thé tich dich tiy
xuong thu thip cia ching toi khac so véi tac gia
Nguyén Thanh Binh, chang t6i ldy dich tuy xuong
12300 - 400 ml, con tic gia Nguyén Thanh Binh chi
liy 250 ml.

Kha nang loai bd tdt hdng cau 1a mot tiéu chi
quan trong, dic biét trong trudng hop khdi t& bao
gbc cin bao quan trong thoi gian lau hon 3-5 ngay
trude khi ghép. Khi d6 khéi t& bao gbe cin phai bao
quan dong lanh ¢ nhiét d§ -196°C trong Nito 1ong
va phai rd dong trudc khi ghép lai cho bénh nhan.
Trude khi déng lanh, néu luong héng ciu con ton
du nhiéu thi chung ta phai quay ly tim nhim loai bo
tiép rdi mai c6 thé lam déng lanh dé bao quan duoc.
Két qua ciia ching t6i tuong tu nhu cuia céc tac gia
Nguyén Thanh Binh [1], Ly Tudn Khai [7]. Trong
nghién ciru cla tac gia Nguyén Thanh Binh con cé
su so sanh véi két qua tach bing may COM.TEC
thi thdy s6 luong ton du hdng céu con lai trong khbi
té bao géc con kha 16n. Theo Vrielink -va cong sy

(2002) khi tach tiry xwong bing 2 loai may tach té
bao khéc nhau 1a Cobe Spectra va Fenwal CS 3000
plus, khdi té bao géc thu duge ¢6 thé tich 16n hon
nén phai tiép tuc quay ly tdm c6 dic lai va loai bo
tiép hong cau [10]

V. KET LUAN

Qua nghién ctru 33 bénh nhan bi tén thuong
xuong khép va duoe chi dinh diéu tri ghép té bao
gbc tuy xuong tu thin tai Trung tim Chan Thuong
Chinh Hinh — Bénh vién TW Hué tir thang 3/2013 —
8/2014, budc dau ching t6i cé mot sb két luan sau:

- Quy trinh thu thap va xir ly t bao gbc tir dich
thy xuong biang phuong phap ly tdm phan 16p ty
trong té bao dat hiéu qua cao vé sb lugng: S6 luong
té bao gbc CD34(+) thu dugce 1a 20,72 + 7,58 x10¢
té bao.

- Chit lugng khéi té bao gdc dat duoc kha cao:

+ Ty 1é té bao séng dat trén 90% trung binh
97,97+ 1,47%

+ Nudi céy tao cum té bao géc cho két quéa 100%
¢ moc cum té bao chimg to t& bao gde thu dugc ¢é
kha niing sinh san va biét héa tot.

+ Nubi cdy vi khuén 100% mau am tinh, ching td
quy trinh thuc hién da khong dé nhiém vi khuan, dam
bao duogc tinh v8 khudn cho san phim té bao gbc.

- Quy trinh thyc thu thip dich tuy xwong bao
dam an toan cho bénh nhan: T4t ca 100% bénh nhan
khéng xay ra bét cir tai bién nao trong hodc sau khi
tién hanh liy dich tiy xuong
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