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TÓM TẮT
Sự rối loạn tái tạo mô nội mạc tử cung sau tổn thương là nguyên nhân chính dẫn đến sự kết dính
trong buồng tử cung, vô kinh và có thể gây ra vô sinh ở phụ nữ. Trong các nghiên cứu hỗ trợ tái
tạo nội mạc tử cung, việc sử dụng đơn lẻ hoặc kết hợp liệu pháp tế bào gốc, sử dụng nội tiết tố,
yếu tố tăng trưởng và ghép giá thể ngày càng được chú trọng. Bài báo trình bày việc đánh giá vai
trò của giá thể có kết hợp tế bào gốc, có hoặc không sự hiện diện của hormone estrogen lên sự tái
tạo nội mạc ở mô hình mảnh mô tử cung bị tổn thương in vitro. Các mảnh mô tử cung của người
được thu nhận và gây tổn thương cơ học để tạo mô hình in vitro. Giá thể fibrin được chế tạo, kết
hợp với tế bào gốc mô mỡ người hoặc tế bào gốc tủy xương người để thực hiện điều trị mô hình
bị tổn thương đã thiết lập trong điều kiện có hay không sự hiện diện của estrogen. Các đánh giá
mô học được thực hiện nhằm so sánh và xác định hiệu quả tái tạo của các liệu pháp điều trị sau 14
ngày khảo sát. Kết quả cho thấy mảnh mô tử cung không có sự khác biệt về cấu trúc mô học giữa
nghiệm thức đối chứng (không điều trị) và điều trị đơn lẻ bằng tế bào gốc. Tuy nhiên, khi kết hợp
tế bào gốc với giá thể fibrin trong sự hiện diện của estrogen, hệ thống ống tuyến tử cung được
hình thành, cấu trúc phân lớp của nội mạc tử cung được thể hiện rõ ràng hơn. Tóm lại, hiệu quả tái
tạo nội mạc tử cung được xác định rõ khi điều trị kết hợp các tế bào gốc này với giá thể fibrin trong
sự hiện diện của estrogen. Kết quả cho thấy sự kết hợp tế bào và giá thể trong liệu pháp kỹ nghệ
mô dần thể hiện được tiềm năng ứng dụng trong các nghiên cứu in vitro, đặc biệt trong lĩnh vực
điều trị vô sinh hiếm muộn; cung cấp nền tảng khoa học cho các thử nghiệm lâm sàng sau này.
Từ khoá: estrogen, giá thể fibrin, nội mạc tử cung, tế bào gốcmômỡ người, tế bào gốc tủy xương
người

GIỚI THIỆU
Tổ chức Y tế Thế giới định nghĩa vô sinh là bệnh lý
dẫn đến không thể thụ thai sau ít nhất một năm giao
hợp mà không sử dụng bất kỳ một biện pháp tránh
thai nào. Những phát triển gần đây trong công nghệ
hỗ trợ sinh sản đã thúc đẩy tạo ra nhiều sự lựa chọn
trong điều trị và mang lại thành công cho nhiều bệnh
nhân hiếm muộn. Tuy nhiên, phương pháp điều trị
đặc hiệu cho vô sinh do yếu tố tử cung vẫn chưa được
thiết lập. Theo một báo cáo năm 2015 của Trung tâm
Trung tâm Kiểm soát và Phòng ngừa Dịch bệnh Hoa
Kỳ, có khoảng 6% phụ nữ đang điều trị vô sinh có tử
cung bị rối loạn chức năng1,2. Bên cạnh đó, 36–53
triệu ca mang thai trên toàn thế giới bị chấm dứt thai
kỳ hàng năm, trong đó khoảng 90% xảy ra trong tam
cá nguyệt đầu tiên. Tỉ lệ sẩy thai sớm là khoảng 6,3%
ở những bệnh nhân có tiền sử tổn thương nội mạc tử
cung3.
Các liệu pháp tái tạo cơ quan được thiết lập vào những
năm 1970, dựa trên việc nuôi cấy các tế bào đã biệt
hóa, chẳng hạn như tế bào biểu bì và tế bào sụn4.

Langer và Vacanti5 đã chỉ ra rằng việc sử dụng giá thể
cho phép các tế bào phát triển tại các vị trí cấy ghép
hiệu quả hơn so với việc tiêm trực tiếp dịch chứa tế
bào. Mặc dù, vào năm 2014, việc cấy ghép tử cung
đã mang lại kết quả sinh con thành công ở một bệnh
nhân bị lão hóa tử cung6. Tuy nhiên, việc cấy ghép tử
cung gặp nhiều trở ngại, thí dụ như tình trạng thiếu
người hiến tặng, có thể bị đào thải và việc sử dụng
thuốc ức chế miễn dịch trong thời gian dài7.
Tiến bộ mới nhất trong kỹ nghệ mô và y học tái tạo
là sử dụng vật liệu sinh học thúc đẩy sự tái tạo và sửa
chữa mô thông qua việc phóng thích các yếu tố hoạt
tính sinh học vào các vị trí bị tổn thương củamô3. Sự
kết hợp giữa giá thể có nguồn gốc sinh học với liệu
pháp tế bào gốc đã cho thấy tiềm năng cho việc sửa
chữa chức năng của nội mạc tử cung. Theo các báo
cáo, bệnhnhânbị tổn thươngnộimạc tử cungđã được
cấy ghép tế bào gốc trung mô tủy xương (BM-MSCs),
tế bào gốc trung mô nội mạc tử cung (eMSCs) và tế
bào gốc từ máu kinh nguyệt (MenSCs) vào khoang tử
cung thông qua các giá thể sinh học, có thể kích thích
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sự phát triển của nội mạc tử cung8,9. Mặc dù bước
đầu liệu pháp kết hợp tế bào gốc và giá thể có nguồn
gốc sinh học đã khẳng định hiệu quả tái tạo trong cấy
ghép. Tuy vậy, đến nay, vẫn chưa có phác đồ điều trị
cụ thể cho việc điều trị tổn thương nội mạc tử cung.
Nghiên cứu này được thực hiện nhằm thiết lập liệu
pháp kỹ nghệmô trong điều trị tổn thương nộimạc tử
cung in vitro bằng cách kết hợp giá thể fibrin và tế bào
gốc trung mô (có nguồn gốc mô mỡ và tủy xương).
Bên cạnh đó, nghiên cứu cũng giúp xác định vai trò
hormone estrogen trong sự kết hợp này.

VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP

Đối tượng nghiên cứu

Mẫu máu ngoại vi được thu nhận từ người tình
nguyện khỏe mạnh đã được xét nghiệm âm tính với
HIV, HBV, HCV và giang mai. Mô tử cung được thu
nhận từ các bệnh nhân hiến tặng có chỉ định cắt tử
cung toàn phần, không mắc các bệnh lý ung thư nội
mạc tử cung, lạc nội mạc tử cung, u xơ tử cung.
Việc thu nhận máu ngoại vi và mô tử cung ở người
tình nguyện được thực hiện sau khi thông qua Hội
đồng Y đức (Số 2395/GCN-BVHV), Bệnh viện Hùng
Vương tạiThành phố Hồ Chí Minh)
Phương pháp tạo mô hình mô tử cung mất lớp nội
mạc tử cung
Mô tử cung người sau khi được thu nhận được bảo
quản trong dung dịch muối đệm phosphate (PBS) 1X
kháng sinh (Sigma, USA) ở 4 oC và vận chuyển về
phòng thí nghiệm trong 2 giờ. Phương pháp tạo mô
hình này nhằm mô phỏng lại thao tác nạo phá thai
bằng cách sử dụng cây nạo để nạo sạch lớp nội mạc
và dùng gạc y tế vô trùng chà xát nhiều lần để loại
bỏ hoàn toàn lớp nội mạc tử cung. Hiệu quả loại bỏ
lớp nội mạc được đánh giá bằng phương pháp nhuộm
H&E. Sau đó, các mảnh mô tử cung bị tổn thương
được duy trì trong môi trường DMEM/F12 (Sigma,
USA) có bổ sung 10% FBS (Sigma, USA), 1% kháng
sinh (Sigma, USA) và đánh giá mức độ tổn thương
sau 7 và 14 ngày.

Phương pháp chuẩn bị tế bào gốc cho điều
trị

Các dòng tế bào gốc trung mô từ mô mỡ người
(hADSC) và tế bào gốc trung mô từ tủy xương người
(hBMSC) được cung cấp bởi Phòng thí nghiệm Kỹ
nghệmô và Vật liệu Y sinh, TrườngĐại học Khoa học
Tự nhiên, Đại học quốc gia thành phố Hồ Chí Minh.
Các dòng tế bào hADSCvà hBMSCđược nuôi cấy đến
thế hệ thứ 4 (P4) thì được tách khỏi bề mặt chai nuôi
bằng Trypsin/(Sigma, USA).

Phương pháp tạo giá thể fibrin và chuẩn bị
phức hợp tế bào–giá thể fibrin
Giá thể fibrin được chế tạo theo quy trình đã được
công bố của chính nhóm nghiên cứu 10. Huyết tương
từ máu ngoại vi người được cho vào dụng cụ tạo
khuôn, bổ sung dung dịch CaCl2 0,8M (Sigma, USA)
với tỉ lệ 4:1, để dung dịch ở nhiệt độ phòng cho đến
khi hình thành khối gel.
Phức hợp tế bào–khung fibrin được chuẩn bị bằng
cách huyền phù 5x104 tế bào trong 0,3 mL huyết
tương. Sau đó dung dịch huyết tương được bổ sung
thêm 0,075 mL CaCl2 0,8 M để tạo khung fibrin chứa
tế bào.

Phương pháp trị liệu trên mô hình mô tử
cungmất lớp nội mạc
Các mảnh mô tử cung bị mất lớp nội mạc được cắt
nhỏ đạt kích thước 5x5mm (Hình 1). Mảnhmô được
đặt vào đĩa Ø35, được cố định bằng lưới thép không
gỉ. Các mảnh mô được điều trị tái tạo theo các nhóm
nghiệm thức sau: (1) bơm trực tiếp dịch huyền phù
hADSC; (2) bơm trực tiếp dịch huyền phù hBMSC;
(3), (4) bơm phức hợp hADSC (5x104 tế bào)–fibrin
và nuôi cấy trong môi trường có bổ sung tương ứng
estrogen (Sigma, USA) nồng độ 4x104 mg/mL, 8x104

mg/mL; (5), (6) bơm phức hợp hBMSCs (5x104 tế
bào)–fibrin và nuôi cấy trong môi trường có bổ sung
tương ứng estrogen nồng độ 4x104 mg/mL, 8x104

mg/mL. Các mảnh mô sau điều trị được nuôi cấy 14
ngày ở điều kiện 37 oC, 5% CO2.

Hình 1: Hình ảnh thu nhận và nuôi cấy mô tử cung
A. Mô tử cung thu nhận từ bệnh nhân; B.Mô tử cung
trong môi trường nuôi cấy

Phương pháp đánh giá hiệu quả điều trị
Thuốc nhuộm hematoxylin và eosin được sử dụng để
đánh giá sự thay đổi cấu trúc mô trong quá trình nuôi
cấy. Mâũ mô được cố định bằng dung dịch formalin
10% và gửi đến Bộ môn Mô phôi và Giải phâũ bệnh
trường Đại học Y dược thành phố Hồ Chí Minh để
nhuộm H&E.
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KẾT QUẢ
Kết quả tạo mô hình mô tử cung bị mất lớp
nội mạc
Ở tử cung, mặt nội mạc có thể được phân biệt với mặt
thanh mạc bằng mắt thường. Mặt nội mạc dày, gồ
ghề, nhớt và mềm, có thể có màu đỏ máu hoặc hồng
phớt, trong khi mặt thanh mạc có màu đỏ sẫm, nhẵn
và chắc chắn hơn. Đây là đặc điểm để chọn đúng mặt
nội mạc trong việc loại bỏ lớp nội mạc tử cung.
Kết quả từHình 2 cho thấy, trước khi nạo, mô tử cung
người có cấu trúc bình thường gồm lớp cơ và lớp nội
mạc, trong lớp nội mạc có các tế bào biểu mô nội mạc
tử cung, hệ thống ống tuyến với lớp tế bào biểu mô
tuyến trụ đơn đặc trưng và mạch máu. Với phương
pháp cơ học, lớp nội mạc đã được loại bỏ hoàn toàn
đến tầng đáy và cấu trúc này duy trì sau 7 và 14 ngày
nuôi cấy. Tại thời điểm ngày 7 và 14 sau tác động
tổn thương, hoàn toàn không quan sát được hệ thống
tuyến tử cung hay mạch máu trong cấu trúc mô nuôi
cấy. Bên cạnh đó, bề mặt mảnh mô không quan sát
được biểu mô nội mạc. Do vậy đến 14 ngày sau khi
tạo mô hình, mô tử cung vẫn không có khả năng tái
tạo lại lớp nội mạc đã bị tổn thương.

Kết quả tái tạomônộimạc tử cung sau điều
trị
Sau khi được điều trị với nhiều liệu pháp khác nhau,
mô tử cung bị tổn thương cho thấy khả năng tái tạo
khác nhau thông qua cấu trúc mô học. Cụ thể, trong
các nghiệm thức chỉ sử dụng hADSC và hBMSC được
bơm trực tiếp lên bề mặt, các tế bào này không hình
thành được cấu trúc mới mô phỏng lớp nội mạc đã
mất sau 7 và 14 ngày (Hình 3A, Hình 3B, Hình 4A,
Hình 4B). Hình ảnh mô học cho thấy cấu trúc mô cơ
được thể hiện khá rõ nét, không ghi nhận được hệ
thống tuyến tử cung, mạch máu hay các tế bào biểu
mô nội mạc ở các nhóm nghiệm thức này.
Tuy nhiên, ở các nhóm nghiệm thức kết hợp tế bào
hADSC hoặc hBMSC với giá thể fibrin trong sự hiện
diện của estrogen có sự khác biệt trong hình ảnh mô
học. Cấu trúc mô bên trên mô cơ xuất hiện và duy trì
sau 14 ngày thực hiện liệu pháp điều trị. Bên cạnh đó,
hệ thống giống tuyến tử cung xuất hiện ở cả 4 nhóm
nghiệm thức 3, 4, 5, 6 này, và rõ ràng nhất ở nhóm
nghiệm thức kết hợp tế bào hADSC hoặc hBMSC với
giá thể fibrin với estrogen nồng độ 8.104 mg/mL sau
14 ngày nuôi cấy (Hình 3C-F, Hình 4C-F). Tuy vậy,
các cấu trúc giống tuyến này chứa các tế bào biểu mô
chưa có hình thái trụ đơn rõ ràng như ở mô chưa gây
tổn thương. Bên cạnh đó, tất cả các nhóm nghiệm
thức đều không thể hiện được sự tái tạo biểu mô nội
mạc tử cung sau điều trị.

THẢO LUẬN
Kết quả cho thấy việc kết hợp tế bào gốc (hADSCs hay
hBMSCs) với giá thể sinh học cùng sự hiện diện của
hormone sinh dục estrogen ở nồng độ 8x10−4 mg/mL
đã thúc đẩy sự tái tạo nội mạc tử cung, cấu trúc nội
mạc dần được hình thành với sự hiện diện của cấu
trúc giống tuyến tử cung. Đến nay, vẫn chưa rõ loại
tế bào nào tốt nhất có thể được cấy ghép trong liệu
pháp tái tạo tử cung. Các dòng tế bào gốc đa năng
như tế bào gốc mô mỡ người (hADSC), tế bào gốc
tủy xương người (hBMSC), tế bào gốc trung mô từ
dây rốn (hUCMSC) và các tế bào gốc nội mạc tử cung
(hESC) đều đã được sử dụng; tuy nhiên, không có
nghiên cứu nào cho thấy những tế bào này biệt hóa
trực tiếp thành tế bào nội mạc tử cung và tế bào cơ tử
cung. Do đó, cần phải kiểm tra xem các tế bào này ảnh
hưởng và góp phần như thế nào trong việc sửa chữa
các tổn thương mô tử cung2. Bên cạnh đó, giá thể
sinh học có thể hỗ trợ sự gắn kết và tăng sinh của các
tế bào nội mạc tử cung. Giá thể được xác định là cần
thiết để hỗ trợ các tế bào phục hồi về mặt cấu trúc và
chức năng trước hoặc sau khi ghép. Các nghiên cứu
hiện nay đã chứngminh rằng, giá thể sinh học kết hợp
với tế bào gốc hoặc các yếu tố trị liệu (chẳng hạn như
liệu pháp hormone) tác động vào tử cung đã đạt được
những hiệu quả nhất định, trong điều trị bệnh nhân
bị tổn thương nội mạc tử cung hoặc trên động vật mô
hình2,3. Fibrin làmột loại giá thể sinh học có cấu trúc
xốp, tạo thành các lỗ do các sợi protein đan vào nhau
mà tạo thành. Các lỗ xốp này liên thông được với
nhau, kích thước các lỗ to, nhỏ không đều. Bề mặt
giá thể tương đối nhám, có nhiều rãnh, khe thuận lợi
cho tế bào bám dính và phát triển. Hơn nữa, cấu trúc
ba chiều của giá thể tạo điều kiện thuận lợi về mặt
không gian, đồng thời giúp các chất dinh dưỡng được
luân chuyển tốt trong quá trình nuôi cấy11–13. Do vậy,
đây là một trong những giá thể sinh học rất tiềm năng
trong kỹ nghệmô. Nghiên cứu này sử dụng chính fib-
rin để tăng sự kết dính của phức hợp tế bào và giá thể
fibrin lênmô và kết quả cho thấy các tế bào trong phức
hợp này được hỗ trợ tăng sinh và phát triển tốt hơn.
Kết quả này có thể đưa đến ứng dụng tương lai khi sử
dụng fibrin tự thân trong liệu pháp tái tạo nội mạc tử
cung.
Estrogen, một trong những hormone sinh dục chính
yếu của nữ giới, có vai trò làmnộimạc tử cung dày lên,
do sự tích trữ nước và chất dinh dươñg bên trong tế
bào chất của các tế bào lớp nộimạc, đồng thời làm các
ống tuyến phát triển dài và thẳng14,15. Bên cạnh đó,
estrogen còn có nhiệm vụ tạo cácmạchmáumới ở lớp
chức năng để tăng lượng máu đến lớp nội mạc, kích
thích sự phát triển của lớp nội mạc. Estrogen có thể
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Hình 2: Hình ảnh mô tử cung người trước và sau khi xử lý loại bỏ lớp nội mạc (40X) (mũi tên màu đỏ chỉ các ống
tuyến, mũi tên đen chỉ độ dày nội mạc) Trước khi xử lý; B. Sau khi xử lý 7 ngày; C. Sau khi xử lý 14 ngày

làm tăng số lượng tế bào trong quá trình tổn thương
nội mạc tử cung và thúc đẩy quá trình tái tạo nội mạc
tử cung16. Trong thí nghiệm này, estrogen được sử
dụng như một yếu tố kích thích sự tăng sinh tế bào
nhằm mô phỏng môi trường sinh lý của nội mạc tử
cung trong cơ thể. Mặc dù kết quả nghiên cứu này
đã xác định được vai trò tái tạo nội mạc tử cung của
sản phẩm kết hợp tế bào gốc và giá thể fibrin trong
sự hiện diện của estrogen nhưng cấu trúc nội mạc tử
cung sau liệu pháp tái tạo vẫn chưa hoàn thiện sau 14
ngày điều trị. Cụ thể, các tế bào biểu mô nội mạc tử
cung đã không hiện hiện do đó không thể bảo toàn
được cấu trúc phân lớp nội mạc tử cung như trong cơ
thể. Nguyên nhân dẫn đến hiện tượng này có thể là do
không gian điều kiện nuôi cấy (nuôi cấy ngập mảnh
mô trongmôi trường nuôi cấy) không phù hợp cho sự
phát triển của biểu mô nội mạc tử cung. Do đó, để hỗ
trợ tốt hơn cho mô hình nghiên cứu tái tạo nội mạc
tử cung in vitro, cần thiết thiết kế một điều kiện nuôi
đảm bảo cho sự phát triển của từng cấu trúc phân lớp,
thí dụ nuôi cấy sao cho biểu mô nội mạc tử cung có
thể tương tác với không khí (air-liquid) 17–19.
Nghiên cứu cần tiếp tục được cải thiện để có thể đưa ra
liệu pháp điều trị phù hợp và có tiềm năng ứng dụng
lâm sàng.

KẾT LUẬN
Bài báo trình bày việc đã tạo thành công mô hình mô
tử cung bị mất lớp nội mạc sau 14 ngày nuôi cấy, tuy
vậy, những mô tử cung này vẫn không có khả năng
tái tạo lại lớp nội mạc đã bị tổn thương. Liệu pháp
tác động kết hợp tế bào hADSC hoặc hBMSC với giá
thể fibrin trong sự hiện diện của estrogen ở nồng độ
8x10−4 mg/mL thúc đẩy sự tái tạo nội mạc tử cung,
cấu trúc nộimạc dầnđược hình thành với sự hiện diện
của cấu trúc giống tuyến tử cung. Kết quả của nghiên
cứu góp phần cho thấy tiềmnăng ứng dụng các nguồn
tế bào gốc, liệu pháp hormone và vai trò hỗ trợ của giá
thể trong việc hỗ trợ tái tạo lớp nội mạc tử cung.
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Hình 3: Ảnh hưởng của hADSC và gel fibrin lên sự hình thành cấu trúc mô phỏng nội mạc tử cung (40X) (mũi tên
đỏ chỉ các ống tuyếnmới được hình thành). A, B: cấu trúc củamô hìnhmô tử cung người bị mất lớp nộimạc được bơm
trực tiếp hADSC sau 7, 14 ngày; C, D: cấu trúc của mô hình mô tử cung người bị mất lớp nội mạc được bơm phức hợp
hADSC và gel fibrin và nuôi cấy trongmôi trường có bổ sung estrogen nồng độ 4x10−4 mg/ml sau 7, 14 ngày; E, F: cấu
trúc củamô hìnhmô tử cung người bị mất lớp nội mạc được bơm phức hợp hADSC và gel fibrin và nuôi cấy trongmôi
trường có bổ sung estrogen nồng độ 8x10−4 mg/ml sau 7, 14 ngày.

hESCHuman Endometrial StemCells: Tế bào gốc nội
mạc tử cung người
hUCMSC Human Umbilical Cord Mesenchymal
Stem Cells: Tế bào gốc trung mô từ dây rốn người
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ABSTRACT
The disorder of endometrial tissue regeneration is the main cause of uterine adhesions, amenor-
rhea, and infertility inwomen. Monthly changes in the endometrial cycle and injured uterine regen-
eration confirm the role of stemcells, hormonal regulation aswell as endometrial tissue structure. In
previous studies, the use of a single or combined stem cell therapy, hormone therapy, and scaffold
transplantation had been increasingly emphasized. This paper presented the evaluatation of the
role of the stem cell and matrix combination in the presence of estrogen hormone in endometrial
regeneration on the human injured uterine tissue model. Human uterine tissue fragments were
collected andmechanically damaged for in vitromodeling. The fibrin scaffolds were fabricated and
combined with, respectively, human adipose tissue stem cells (hADSCs) and human bone marrow
stem cells (hBMSCs) to be treated in an established injuredmodel in conditions with or without es-
trogen. Histological assessments were performed to compare and confirm the regenerative effect
of the treatments after 14 days of investigation. The results showed that there was no difference in
the histological structure between the control treatment (no treatment) and the single treatment
with stem cells. However, when stem cells were combined with fibrin matrix in the presence of
estrogen, the uterine glands were formed where the layered structure of the endometrium was
clearly demonstrated. In conclusion, the endometrial regenerating effect was well established by
the combined treatment of these stem cells with fibrin scaffolds in the presence of estrogen. The
combination of cells and scaffolds in tissue engineering therapy gradually showed the potential
applications for in vitro studies, especially in the field of infertility treatment.
Key words: endometrial, estrogen, human bone marrow stem cells, human adipose tissue stem
cells, fibrin scaffolds
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