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TÓM TẮT 

 Nghiên cứu này khảo sát khả năng tái mã hóa thành tế bào nguyền bào sợi của người thành tế bào giống tế 

bào gan bằng biểu hiện quá mức HNF4 Tế bào nguyên bào sợi được phân lập và nhân nuôi từ mô da bao quy 

đầu của bệnh nhân khỏe mạnh hiến tặng. Gen HNF4 được biểu hiện quá mức thông qua hoạt hóa bằng 

Doxycilin vector biểu hiện gen Tet.on-eGFP-HNF4. Tế bào sau quá trình xử lý tái mã hóa được đánh giá sự 

thay đổi hình thái, biểu hiện các protein đặc trưng tế bào gan như: albumin, α-fetoprotein (AFP) và HNF4 sau 

khi nhuộm miễn dịch huỳnh quang và khả năng tích lũy glycogen trong tế bào bằng phương pháp nhuộm PAS. 

Nghiên cứu đã phân lập và nhân nuôi thành công tế bào nguyên bào sợi. Kết quả cho thấy sau chuyển gen, vector 

Tet.on-eGFP-HNF4 biểu hiện trong hầu hết tế bào và không ảnh hưởng đến tốc độ tăng trưởng của tế bào. Tế 

bào sau hai tuần xử lý có hình thái tương tự tế bào gan, biểu hiện dương tính khi nhuộm albumin, AFP, HNF4 và 

PAS. Nghiên cứu đã tạo được tế bào có một số đặc trưng của tế bào giống tế bào gan từ nguyên bào sợi, tuy 

nhiên cần các nghiên cứu khảo sát để đánh giá mức độ hoàn thiện của loại tế bào này.   

Từ khóa: Tái mã hóa, biểu hiện quá mức, HNF4, nguyên bào sợi, hệ thống Tet-On, tế bào gan 

MỞ ĐẦU 

 Tế bào gan phân lập từ mô gan người được đánh 

giá là tiêu chuẩn vàng cho các nghiên cứu y sinh và các 

thử nghiệm để phát triển các loại thuốc mới 

(Yamaguchi et al., 2019). Tuy nhiên, nguồn hiến tặng 

gan để phân tách tế bào cho các định hướng trên vô 

cùng hạn chế. Do vậy việc nghiên cứu tạo ra nguồn tế 

bào có khả năng thay thế tế bào gan là nhu cầu thiết 

thực (Yamaguchi et al., 2019). Đối với liệu pháp cấy 

ghép tế bào gốc để biệt hóa in vivo, Liu và cộng sự 

(2011) đã thông báo kết quả cho thấy ở những chuột 

cấy ghép 2×106 tế bào gốc cảm ứng người, tỷ lệ tế bào 

biểu hiện albumin (ALB) người trong mô gan chuột là 

13% và tỉ lệ này đạt 35% khi ghép 7×106 tế bào. Tế bào 

gan cảm ứng (induced hepatocytes- iHeps) của người 

có nguồn gốc in vitro đã được xác định có khả năng tích 

hợp với mạch máu của vật chủ trong vòng 48 giờ sau 

khi cấy ghép và tiết ALB người tăng ở ngày thứ 10 sau 

khi ghép là 50–3900 μg/mL (Carpentier et al., 2014). 

Những nghiên cứu cấy ghép tế bào iHeps và tế bào gan 

phân lập từ mô gan trên mô hình chuột đã cho thấy có 

sự tương đồng về hiệu quả trong cấy ghép của hai loại 

tế bào này (Yamaguchi et al., 2019). Đối với định 

hướng mục tiêu dùng iHeps làm tế bào sàng lọc và thử 

nghiệm thuốc, Kim et al. (2019) đã chứng mình không 

có sự khác biệt về biểu hiện các gen chỉ thị trong thử 

nghiệm trên tế bào iHeps và tế bào gan. 

 Tế bào nguyên bào sợi có khả năng chuyển biệt hóa 

thành tế bào gan cả trong điều kiện in vivo (Song et al., 

2019) và in vitro (Huang et al., 2019). Khi cấy ghép tế 

bào nguyên bảo sợi vào chuột đã bị làm suy yếu chức 

năng gan tương tự bệnh xơ gan, Song et al. (2018) đã 

nhận thấy các tế bào này đã chuyển sang trạng thái 

tương tự tế bào gan. Các tế bào iHeps được tạo ra trong 

cơ thể sống này có biểu hiện tương tự với các tế bào 

gan nội sinh (eHeps) và cũng có các đặc điểm chức 
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năng tương tự, chẳng hạn như tiết albumin, tổng hợp 

urê, hoạt động của cytochrome và khả năng đáp ứng 

thuốc (Song et al., 2019). Nakamori et al. (2017) đã 

thông báo về khả năng chuyển biệt hóa tế bào nguyên 

bào sợi của người sang tế bào gan cảm ứng iHeps bằng 

cách biểu quá mức một tập hợp các yếu tố phiên mã. 

Các iHeps thu được trong các báo cáo khác nhau cho 

thấy sự biểu hiện rộng rãi của các gen liên quan đến 

chức năng trao đổi chất của tế bào gan, phản ánh sự 

trưởng thành về chức năng khi hoạt hóa biểu hiện các 

gen hay nhóm gen khác nhau (Nakamori et al., 2017). 

Một công bố gần đây cho thấy, gen HNF4 có vai trò 

và ưu thế trong việc tái biệt hóa tạo tê bào giống tế bào 

gan (Yamaguchi et al., 2019).  

 Là một thành viên trong nhóm HNF-4 nên HNF-

4α cũng là một yếu tố phiên mã liên kết với DNA cần 

thiết cho quá trình phiên mã cho các gen đặc trưng. 

Gen này đóng một vai trò quan trọng trong sự phát 

triển của gan, thận, tuyến ruột. Gen HNF-4α đã được 

chứng minh có thể hoạt động như một gen điều phối 

trong các tác nhân phiên mã trong quá trình định 

hướng biệt hóa thành tế bào gan (Ishii et al., 2008). 

Việc ứng dụng tác nhân HNF-4α để biệt hóa tế bào 

nguyên bào sơi thành tế bào gan, cho đến gần đây đã 

có một công bố tác động vào quá trình biểu hiện của 

gen này để tái lập trình tạo tế bào chức năng gan 

(Simeonov  et al., 2014; Nakamori et al., 2017; 

Ballester et al., 2019). Tuy nhiên, các nghiên cứu này 

sử dụng phương pháp chuyển nạp gen thông qua hệ 

thống lenti-virus. Trong khi đó, hệ thống Tet-On có 

một số lợi thế so với các hệ thống biểu hiện gen được 

điều hòa khác (Yamaguchi et al., 2019). Trong nghiên 

cứu này, chúng tôi trình bày kết quả bước đầu về khả 

năng sử dụng hệ thống Tet.On để biểu hiện quá mức 

gen HNF4 nhằm chuyển biệt hóa tế bào nguyên bào 

sợi thành tế bào có một số đặc trưng của gan. 

VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

Phương pháp phân lập tế bào 

 Tế bào nguyên bào sợi được phân lập từ mẫu da quy 

đầu. Mẫu da quy đầu được thu nhận tại Bệnh viện Sanh 

Pôn từ những bệnh nhân khỏe mạnh hiến tặng. Mẫu xử 

lý và nhân nuôi trong môi trường DMEM/F12 bổ sung 

10% FBS, 10 ng/mL FGF, 10 ng/mL EGF, 2 mM L-

glutamine, 1x kháng sinh (từ dung dịch 100x bao gồm: 

10.000 U/mL Penicillin, 10.000 µg/mL Streptomycin và 

25 µg/mL Amphotericin B) (Sigma, Hoa Kỳ). 

Phương pháp chuẩn bị vector 

 Vetor mang gen HNF-4α là sản phẩm đề tài 

VAST.ĐL03/16-17, được chuẩn bị theo phương pháp 

gắn vào vector Tet.On. Gen HNF-4α được tổng hợp 

sau đó chuyển vào vector pTRE-tight-BI (Clontech, 

Japan) nhờ xúc tác của enzyme T4 ligase (BioBasic, 

Canada). Tiếp theo, DNA plasmid có chứa gen HNF-

4α được cắt bằng cặp enzyme BamHI-NheI để tách 

đoạn gen HNF4 -BI. Đoạn DNA này được 

chuyển sang vector Tet.On system (mang gen eGFP) 

để được vector cuối Tet.on-eGFP-HNF4. 

Phương pháp biến nạp vector tái tổ hợp vào tế bào  

 Vector biểu hiện Tet.On-eGFP-HNF4 được đưa 

vào tế bào nguyên bào sợi dựa vào bộ kit Lipofectamine® 

LTX DNA Transfection của hãng Invitrogen (Mỹ). Các 

bước thí nghiệm được làm theo hướng dẫn của nhà sản 

xuất. Kết thúc quá trình chuyển gen, tế bào được chuyển 

sang nuôi trong môi trường DMEM low glucose (1g/L), 

bổ sung 10% FBS (fetal bovine serum), 5 ng/mL EGF 

(epidermal growth factor), 50 IU Penicillin, 50 mg/mL 

Streptomycin, 10 µg/mL Ciprofloxacin. Thời gian nuôi 

cấy 3 ngày, ở 37°C và cấp khí CO2 5%. Để hoạt hóa biểu 

hiện của gen HNF4, môi trường nuôi cấy sẽ được bổ 

sung Doxicyclin nồng độ 100 ng/mL trong 24 giờ nuôi 

cấy tiếp theo. 

Đánh giá tế bào sau biệt hóa 

 Tế bào nguyên bào sợi sau khi hoạt hóa để tái biệt 

hóa tạo tế bào chức năng gan sẽ được theo dõi và đánh 

giá tế bào tại các thời điểm 1 tuần, 2 tuần và 3 tuần. 

Đánh giá tế bào tại các thời điểm này dựa vào thay đổi 

hình thái, nhuộm nhân và nhuộm PAS. Quá trình 

nhuộm được tiến hành theo hướng dẫn của bộ kit 

Schiff (Sigma-Aldrich).  

Nhuộm miễn dịch huỳnh quang kiểm tra chỉ thị tế 

bào gan 

 Để nhuộm miễn dịch huỳnh quang, rửa nhẹ tế bào 

với môi trường rửa tế bào sau khi hút môi trường cũ 

ra. Tiếp theo, mẫu được cố định với 4% parafor-

maldehyde trong 10–20 phút ở nhiệt độ phòng, rửa lại 

2–3 lần bằng môi trường rửa. Tiếp nữa, mở rộng màng 

tế bào để tăng tính thấm  bằng cách  nhuộm với 0,1% 

Triton X-100  có mặt PBS  trong 15 phút rồi rủa lại 

với PBS, blocking với 3% BSA trong PBS với 0,1% 

Triton X-100. Sau đó các đĩa được ủ với kháng thể 

đơn dòng trong bộ kit của hãng Santa Cruz 

Biotechnology, INC bao gồm, HNF4A(H-1): 

sc374229, AFP(C3) sc 8399, ALB(E11): sc-271601 

(pha loãng 1: 300 trong PBS) trong 1 giờ. Bước sóng 

kích thích để kháng thể phát huỳnh quang là 488 nm. 

Phổ huỳnh quang phát ra được thu ở bước sóng 450–

605 nm, sử dụng kính hiển vi Nikon Ti2. 
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Phương pháp nhuộm Periodic Acid-Schiff 

 Glycogen tích lũy trong tế bào được phân tích 

bằng phương pháp nhuộm bằng Periodic Acid-Schiff 

(PAS). Đĩa nuôi có chứa các tế bào được cố định trong 

4% paraformaldehyde và thấm màng bằng với 0,1% 

Triton X-100 trong 10 phút. Các mẫu tế bào này sau 

đó đực tiến hành oxy hóa trong 1% axit periodic trong 

10 phút, rửa lại 3 lần trong nước khử ion (dH2O), 

nhuộm bằng thuốc thuốc nhuộm Schiff trong 20 phút 

ở nhiệt độ phòng và rửa trong dH2O cho 5-10 phút. 

Nhân tế bào được nhuộm màu với Hematoxylin 

Mayer trong 1 phút, rửa lại bằng dH2O và đánh giá 

dưới kính hiển vi quang học. 

KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

Phân lập nhân nuôi tế bào nguyên bào sợi 

 Sau 2 tuần nuôi cấy, từ mẫu da quy đầu các tế bào 

nguyên bảo sợi bắt đầu mọc ra từ rìa, bám vào mặt đĩa 

nuôi. Các tế bào ban đầu thường không đồng nhất và 

có chứa một số tế bào tế bào hình tròn xen lẫn hầu hết 

các tế bào dạng thoi, thuôn dài. Đến tuần thứ ba của quá 

trình nuôi cấy, có thể quan sát thấy nhiều tế bào biểu 

hiện hình thái hình thoi với sự sắp xếp ngày càng sát 

nhau và nhân của chúng có hình bầu dục đều đặn, lớn 

và rõ ràng. Sau ba lần cấy chuyển, tế bào có dạng thoi, 

thuôn dài, các tế bào đồng nhất và bám dính vào bề mặt 

đĩa nuôi. Tiến trình xuất hiện, tăng sinh và hình thái của 

tế bào thu nhận được đều có sự tương đồng với kết quả 

nhân nuôi tế bào nguyên bào sợi từ da người theo công 

bố của Keira et al. (2004). Phương pháp phân lập tế bào 

nguyên bào sợi từ mô da người bằng mảnh mô được 

đánh giá là phương pháp hiệu quả nhất (Huschtscha et 

al., 2012). Điều này sẽ giúp mở rộng tính hữu dụng của 

các nguyên bào sợi bình thường của người đối với các 

nghiên cứu về sinh học tế bào và hoạt động điều khiển 

bộ gen chức năng liên quan đến các nghiên cứu thao tác 

di truyền (Huschtscha et al., 2012). 

Biến nạp vector vào tế bào và ảnh hưởng lên tốc độ 

tăng sinh của tế bào 

 Sau 24 giờ biến nạp vector mang gen HNF4a, tế bào 

được hoạt hóa bằng Doxiciline để hoạt hóa quá trình tổng 

hợp các protein. Kết quả cho thấy hầu hết tế bào có biểu 

hiện của gen eGFP (Hình 1A). Kết quả trong hình 1B 

cho thấy, không có sự sau khác giữa lô đối chứng và lô 

chuyển gen nhưng không hoạt hóa bằng Doxycyclin. 

Trong khi đó, tốc độ tăng sinh tế bào giảm rõ rệt trong lô 

được hoạt hóa bằng Doxycyclin. Theo Vuong et al. 

(2015), HNF-4 là một trong những gen hoạt động ức 

chế tăng sinh tế bào. Kết quả cho thấy, từ kết quả biểu 

hiện gen eGFP và tốc độ tăng sinh của tế bào cho thấy 

vector Tet.on-eGFp-HNF4 đã hoạt hóa tổng hợp các 

protein tương ứng. 

   

    

Hình 1. Tế bào biểu hiện protein eGFP (A) (độ phóng đại ảnh 200x) và tốc độ sinh trưởng của tế bào sau khi hoạt hóa bằng 
Doxicylin (B). 

 

Biểu hiện hình thái tế bào sau chuyển gen 

 Sau khi chuyển vector mang gen HNF4, sử dụng 

kính hiển vi quan sát hình thái và ghi nhận sự thay đổi 

hình thái tế bào mỗi ngày. Kết quả cho thấy hình thái 

đặc trưng của tế bào nguyên sợi (Hình 2A) có sự 

chuyển biến theo xu hướng co ngắn lại sau một tuần 

(Hình 2B). Ở tuần thứ 2, tế bào có dạng đa giác với tỷ 

lệ giữa thể tích nhân tế bào và tế bào chất tăng lên, 

hình thái này tương tự với tế bào nhu mô gan (Hình 

2C). Xu thế chuyển đổi hình thái tế bào trong quá trình 

tái mã hóa cũng đã được đề cập trong nhiều nghiên 

cứu (Ballester et al., 2019; Xie et al., 2019). Tuy 

nhiên, trong các nghiên cứu này thời gian đánh giá tế 
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bào có dạng tế bào gan có khác nhau. Trong nghiên 

cứu của Ballester et al. (2019), nhóm tác giả không đề 

cập tới thời gian đánh giá trạng thái tế bào. Trong khi 

đó, công bố của Xie et al. (2019) hình dạng tế bào 

được đánh giá sau 15 và 30 ngày. Kết quả từ ngày 15, 

tế bào bắt đầu có hình dạng của tế bào nhu mô gan và 

ngày thứ 30 toàn bộ tế bào tương tự với hình thái tế 

bào gan phân lập từ mô gan (Xie et al., 2019). 

 Kết quả nhuộm miễn dịch tế bào sau 2 tuần xử lý 

được thể hiện ở hình 3. Kết quả cho thấy, các tế bào đều 

có biểu hiện dương tính với các chỉ thị đặc trưng của tế 

bào gan như AFP, ALB và HNF4. Kết quả nhuộm miễn 

dịch huỳnh quang các chỉ thị AFP, AlB và HNF4 để 

đánh giá đặc trưng tế bào gan sau tái mã hóa cho thấy có 

sự tương đồng với các công bố trước đây (Simeonov et al., 

2014; Ballester et al., 2019; Xie et al., 20). 

     

Hình 2. Hình thái tế bào thay đổi trong quá trình tái mã hóa. A) Tế bào dạng hình thoi (độ phòng đại 200x), B) Hình thái tế bào 
sau 1 tuần xử lý (độ phóng đại 200x) và C) Hình thái tế bào sau 2 tuần xứ lý (độ phóng đại 200X). 

 

       

Hình 3. Hình ảnh tế bào nhuộm miễn dịch huỳnh quang. A) tế bào nhuộm với AFP, B) tế bào nhuộm với ALB và C) tế bào 

nhuộm với HNF4 (Độ phóng đại 400x). 

 

        

Hình 4. Kết quả nhuộm PAS, A) tế bào không bổ sung Doxycylin âm tính khi nhuộm PAS, B) Tế bào chuyển gen, hoạt hóa 
bằng Doxycylin dương tính khi nhuộm PAS. (độ phóng đại ảnh 100x).  
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 Kết quả tế bào sau 2 tuần xử lý nhuộm với PAS 

được thể hiện trong hình 4. Kết quả cho thấy, ở tế bào 

không hoạt hóa biểu hiện HNF4 tế bào không bắt màu 

khi nhuộm PAS (Hình 4A) và tế bào bắt màu với PAS 

ở lô hoạt hóa băng Doxycylin để biểu hiện HNF4 

(Hình 4B). Khả năng tích lũy Glicogen của tế bào được 

thể hiện trong phản ứng nhuộm PAS. Kết quả thu được 

tương tự với thông báo của Ballester et al. (2019). 

 Trong nghiên cứu này, chúng tôi đã chứng minh  

rằng các tế bào giống tế bào gan có thể được tạo ra 

một cách chỉ chuyển nạp một gen duy nhất HNF4 

vào nguyên bào sợi của người. Đây được đánh giá là 

gen đóng vai trò quan trọng nhất, dựa trên phát hiện 

rằng nó có tác dụng thúc đẩy chuyển đổi mạnh nhất 

(Nakamori et al., 2017). Kết quả cho thấy có sự tương 

đồng các báo cáo trước đây đã sử dụng gen HNF4 

để tái lập trình gan trực tiếp ở người (Huang et al., 

2014; Nakamori et al., 2017). Từ những kết quả này, 

một lần nữa khẳng định gen HNF4 đóng một vai trò 

quan trọng trong việc tái lập trình trực tiếp gan và biểu 

hiện quá mức gen này sẽ thúc đẩy quá trình tái mã hóa 

tế bào nguyên bào sợi thành tế bào gan. Chức năng 

gan của tế bào gan cảm ứng (iHeps) có thể được tăng 

cường bằng cách điều chỉnh khoảng thời gian biểu 

hiện và lượng HNF4 (Nakamori et al., 2017; Xieet 

al., 2019). 

KẾT LUẬN 

 Nghiên cứu đã phân lập và nhân nuôi thành công 

tế bào nguyên bào sợi người. Chuyển nạp vector 

Tet.on-eGFP-HNF4 vào tế bào nguyên bào sợi 

không ảnh hưởng đến sự tăng trưởng của tế bào. Biểu 

hiện quá mức gen HNF4 đã tái lập trình tế bào 

nguyên bào sợi thành tế bào có một số đặc điểm đặc 

trưng của tế bào gan. 

Lời cảm ơn: Nghiên cứu được thực hiện bởi kinh phí 

đề tài “Nghiên cứu biểu hiện quá mức gen 

HNF4 bằng vector tet.on để chuyển biệt hóa nguyên 

bào sợi người thành tế bào chức năng gan”, Mã số đề 

tài: CS.CNSH.03/20. 
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SUMMARY 

 This study investigated the ability to reprogramming human fibroblast cells into hepatocyte-like cells by 

overexpressing HNF4 gene. The fibroblast cells isolated and primary cultured from foreskin donated by healthy 

patients. The HNF4 gene overexpressed through Doxycilin activatedthe vectors Tet-on-eGFP-HNF4. The 

cells after the reprogramming process were evaluated by observing morphological changes, immunofluorescence 

staining to assess the expression of proteins specific to hepatocytes such as albumin, α-fetoprotein (AFP), 

HNF4, and PAS staining to evaluate the ability to glycogen store in cells. The research has isolated and 

successfully primary cultured fibroblasts. The results showed that after gene transfer, the vector Tet-on-eGFP-

HNF4 expressed in all cells and it did not affect the growth rate of the cell. After two weeks, the cells acquired 

hepatocytes morphology, and they were positive for albumin, AFP, HNF4 and PAS staining. The research has 

created the cells with some characteristics of liver cells from fibroblasts, however, further studies are needed to 

comprehensively evaluate them. 
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