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Tóm tắt 

Mục tiêu: Đánh giá hiệu quả làm giàu tế bào gốc tạo máu bằng chọn lọc tế bào CD34+ có trong khối 
tế bào đơn nhân (MNC) được thu thập từ máu ngoại vi sau điều trị huy động. Đối tượng và phương pháp: 
Bốn khối MNC được thu thập từ 4 bệnh nhân có chỉ định ghép tế bào gốc tạo máu. Sử dụng hạt bead 
gắn kháng thể CD34 trên hệ thống CliniMACS Plus để chọn lọc các tế bào CD34+ khỏi khối MNC. Kết quả: 
Hiệu xuất thu hồi tế bào CD34+ trung bình đạt 72,17%, hiệu xuất loại bỏ các tế bào lympho T, lympho B 
và tế bào NK đạt 99,9%. Kết luận: Chọn lọc CD34+ cung cấp giải pháp giúp tối ưu hóa liệu pháp ghép tế 
bào gốc tạo máu thông qua quá trình làm giàu tế bào gốc tạo máu và loại bỏ tối đa các thành phần tế 
bào máu trưởng thành.  

Từ khóa: Tế bào gốc tạo máu, chọn lọc CD34+, hệ thống CliniMACS. 

Summary 

Objective: Hematopoietic stem cell enrichment by selecting CD34+ cells from mononuclear cells 
(MNC) collected using an apheresis machine after mobilization therapy. Subjects and methods: Four 
hematopoietic stem cell (HSC) harvest apheresis units were collected from four patients who were 
candidates for hematopoietic stem cell transplantation (HSCT). Enrichment of HSC by using microbeads 
directly conjugated to CD34 antibodies for magnetic labeling of CD34-expressing cells from the harvest 
apheresis on the CliniMACS Plus system. Results: The recovery efficiency of CD34+cell was 72.17%, and 
the removal efficiency of T lymphocytes, B lymphocytes, and NK cells was 99.9%. Conclusion: 
Immunomagnetic CD34+ cell selection CD34+ provides a promising solution to optimize HSCT by 
CD34+ cell enrichment in harvest apheresis 
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I. ĐẶT VẤN ĐỀ 

Hiện nay ghép tế bào gốc tạo máu (HSCT) là liệu 
pháp điều trị tế bào gốc duy nhất được Cục Quản lý 
Thực phẩm và Dược phẩm Hoa Kỳ (FDA) chấp thuận. 
Liệu pháp này đã được đưa vào các hướng dẫn của 
các tổ chức y tế thế giới để điều trị cho bệnh nhân 
mắc bệnh máu ác tính. Các thử nghiệm lâm sàng 
cũng cho thấy HSCT mang lại hiệu quả cải thiện lâm 
sàng đáng ghi nhận trên các bệnh nhân tự miễ̃n như 
bệnh lupus ban đỏ hệ thống, xơ cứng rải rác (MS), 
nhược cơ (MN)… Theo hội Ghép tế bào máu và tuỷ 
của châu Âu (European Society for Blood and 
Marrow Transplantation - EBMT) có hơn 40.000 ca 
HSCT được thực hiện hàng năm tại châu Âu 1. Trong 
khối tế bào thu được từ các nguồn tủy xương, máu 
cuống rốn hay máu ngoại vi sau huy động, tỷ lệ tế 
bào CD34(+) vốn được biết đến là tế bào gốc tạo 
máu lại chiếm một tỷ lệ vô cùng khiêm tốn từ 0,2 - 
3,5%  trên tổng số tế bào thu thập được [2], phần 
lớn còn lại là những tế bào máu trưởng thành dương 
tính với CD45(+) như: bạch cầu hạt, monocyte, các 
tế bào dòng lympho như tế bào T hỗ trợ (CD4+),  tế 
bào T độc (CD8+), tế bào B, tế bào diệt tự nhiên (NK), 
tế bào đuôi gai, … Sự tồn tại một lượng quá lớn các 
tế bào máu trưởng thành là một trong những 
nguyên nhân gây ra tình trạng tái phát trong ghép 
tự thân và mảnh ghép chống chủ trong ghép đồng 
loài3. Ngoài ra, thể tích bảo quản của khối tế bào 
chưa qua xử lý cũng rất lớn, điều đó có nghĩa là 
bệnh nhân sẽ phải nhận một lượng lớn hóa chất bảo 
quản, thường là DMSO, làm ra tăng nguy cơ của các 
phản ứng bất lợi cho bệnh nhân trong và sau khi 
ghép tế bào gốc tạo máu 4. 

Những giải pháp công nghệ hiện đại ngày nay 
đã cho phép lựa chọn các thành phần cũng như tỷ lệ̣ 
các loại tế bào có trong khối tế bào gốc tạo máu 
nhằm tố́i ưu hóa cho từng mục đích điều trị khác 
nhau. Một trong những công nghệ đó là làm giàu tế 
bào CD34+ (CD34+ enrichment) trong khối tế bào 
gố ́c tạo máu thu thập từ̀ máu ngoại vi sau huy động. 
Lợi dụng hai “dấu ấn” bề mặt đặc trưng của tế bào 
gốc tạo máu là CD34 và CD133 5, công nghệ MACS 
(Magnetic-Activated Cell Sorting) sử dụng các hạt từ 
MicroBeads có gắn các kháng thể gắn đặc hiệu với 

các dấu ấn bề mặt của tế bào gốc tạo máu, nhờ đó 
tách quần thể này ra khỏi khối tế bào còn lại. Công 
nghệ MACS, đã được Cục Quản lý Thực phẩm và 
Dược phẩm Hoa Kỳ (FDA) phê duyệt, được sử dụng 
để chọn lọc các tế bào gốc tạo máu, đồng thời loại 
bỏ một cách thụ động các tế bào lympho T có thể 
gây ra bệnh mảnh ghép chống chủ (GvHD - Graft 
versus Host Disease). Với công nghệ này tỷ lệ CD34+ 
trên tổng số CD45+ từ 2-3% tăng lên tới 90-99% 
trong khối tế́ bào ghép nhờ đó giảm thể tích khối tế 
bào cần truyền, giảm tối đa các tế bào không có lợi 
nhưng vẫn đảm bảo liều tế bào CD34+ cần thiết. 

Tuy nhiên, đánh giá chất lượng và hiệu quả làm 
giàu tế bào gố́c tạo máu sau khi chọn lọc tế bào 
CD34+ vẫn cần được nghiên cứu kỹ lưỡng nhằm xác 
định tính khả thi và cải tiến quy trình trong bối cảnh 
thực tiễn lâm sàng. Điều này đòi hỏi sự đánh giá 
không chỉ về tỷ lệ thu hồi tế bào CD34+, mà còn về 
khả năng loại bỏ các tế bào miễn dịch không mong 
muốn cũng như đảm bảo độ vô khuẩn của chế 
phẩm tế bào sau khi chọn lọc. Vì vậy, chúng tôi thực 
hiện nghiên cứu này với mục tiêu: Đánh giá chất 
lượng khối tế bào gốc tạo máu giàu CD34+ trên hệ 
thống CliniMACS Plus tại Bệnh viện Trung ương Quân 
đội 108. 

II. ĐỐI TƯỢNG VÀ PHƯƠNG PHÁP 

2.1. Đối tượng 

4 đơn vị tế bào đơn nhân máu ngoại vi được thu 
thập từ 4 bệnh nhân mắc bệnh tự miễn (2 bệnh 
nhân Lupus và 2 bệnh nhân nhược cơ) có chỉ định 
ghép tế bào gốc tạo máu tự thân tại bệnh viện 
Trung ương Quân đội 108 từ tháng 03/2021 đến 
tháng 04/2022. 

2.2. Phương pháp 

Thiết kế: Mô tả hồi cứu - cắt ngang. 
Quy trình tiến hành nghiên cứu: Các khối tế bào 

đơn nhân (MNC) thu thập bằng hệ thống tách tế 
bào tự động Optia được lấy mẫu đánh giá các chỉ số 
trước chọn lọc. Sau đó, các khối tế bào này được 
thực hiện chọn lọc tế bào CD34+ trên hệ thống 
CliniMACS Plus và lấy mẫu sau chọn lọc để đánh giá, 
phân tích và so sánh với kết quả trước chọn lọc 
nhằm đánh giá hiệu quả của phương pháp. 
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Nguyên lý chọn lọc CD34+ bằng hệ thống 
CliniMACS Plus dựa trên công nghệ tách tế bào 
bằng từ trường (magnetic cell separation). Quy trình 
hoạt động gồm 3 bước, bước đầu tiên là gắn kháng 
thể, ủ mẫu với các hạt từ tính được phủ kháng thể 
đặc hiệu với CD34+, giúp nhận diện và gắn các hạt 
từ lên bề mặt tế bào CD34+ trong mẫu. Bước thứ hai 
là tạo từ trường, mẫu đã ủ kháng thể được đưa qua 
cột tách có từ trường mạnh, giữ lại các tế bào CD34+ 
trong cột, trong khi các tế bào không gắn hạt từ 
được loại bỏ. Bước cuối cùng là rửa và thu tế bào, tế 
bào CD34+ được rửa sạch và thu thập bằng cách 
ngắt điện trường, sản phẩm thu được đảm bảo độ 
tinh khiết cao để sử dụng trong lâm sàng. 

2.3. Các chỉ số nghiên cứu 

Thể tích mẫu 
Số lượng bạch cầu (WBC), công thức bạch cầu, 

số lượng hồng cầu (RBC), số lượng tiểu cầu (PLT) 

Số lượng CD45+, số lượng CD34+, tỷ lệ CD34+ 
sống, tỷ lệ CD34+/CD45+, tỷ lệ thu hồi tế bào CD34+. 

Độ tinh khiết của khối tế bào (Hiệu xuất loại bỏ 
các loại tế bào khác) 

2.4 . Thiết bị sử dụng trong nghiên cứu 

Quá trình chọn lọc CD34+ được thực hiện trên 
hệ thống CliniMACS Plus (Miltenyi Biotec, Đức) sử 
dụng bộ kit CD34 Enrichment. 

Đánh giá các chỉ số máu ngoại vi thực hiện trên 
hệ thống phân tích tế bào máu tự động Advia 2120i 
(Seimens, Đức). 

Đánh giá các chỉ số CD34, tế bào lympho T, 
lympho B, NK bằng hệ thống Flow cytometry  FACS 
Canto II (BD, Hoa Kỳ). 

2.5. Thu thập và xử lý số liệu 

Các số liệu nghiên cứu được thu thập và xử lý 
bằng phần mềm SPSS version 22. 

III. KẾT QUẢ 

Bảng 1. Một số chỉ số tế bào máu trước và sau chọn lọc 

Chỉ số Trước chọn lọc (n = 4) Sau chọn lọc (n = 4) p 
Thể tích (mL) 258 ± 71,66 63 ± 24,24 <0,05 
Số lượng bạch cầu (G/L) 99,18 ± 47,77 7,3 ± 2,22 <0,05 
Tỷ lệ neutrophil (%) 72,35 ± 11,57 3,23 ± 1,01 <0,05 
Tỷ lệ lymphocyte (%) 8,95 ± 6,13 89,15 ± 2,38 <0,01 
Tỷ lệ monocyte (%) 10,53 ± 7,48 1,60 ± 0,7 >0,05 
Số lượng hồng cầu (T/L) 0,31 ± 0,08 0,15 ± 0,02 <0,05 
Số lượng tiểu cầu (G/L) 761,25 ± 136,56 17,0 ± 17,27 <0,05 

Bảng số liệu trên cho thấy sự thay đổi rõ rệt của một số chỉ số tế bào máu trước và sau quá trình chọn 
lọc tế bào gốc tạo máu CD34+ bằng hệ thống CliniMACS Plus. Hầu hết các chỉ số như thể tích, số lượng hồng 
cầu, bạch cầu, tiểu cầu đều giảm đáng kể (p<0,05) cho thấy hệ thống đã loại bỏ hiệu quả các thành phần tế 
bào máu không cần thiết. 

Bảng 2. Một số đặc điểm marker bề mặt trước và sau chọn lọc 

Chỉ số Trước chọn lọc (n = 4) Sau chọn lọc (n = 4) p 

Số lượng tế bào CD45+ (G/L) 107,78 ± 57,64  6,95 ± 2,72 <0,05 

Số lượng tế bào CD34+ (tế bào/ µl) 3039,81 ± 2628,77 6746,14 ± 2746,9 <0,05 

CD34+ Viable (%) 99,18 ± 0,34 98,30 ± 0,93 >0,05 

Tỷ lệ CD34+/CD45 (%) 2,84 ± 2,62 96,66 ± 1,7 <0,01 

Tỷ lệ thu hồi CD34+ (%) 72,17 ± 14,24 
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Tỷ lệ sống của tế bào CD34+ (CD34+ Viable) duy trì ở mức cao cả trước và sau chọn lọc, với không có sự 
khác biệt đáng kể (p > 0,05), đảm bảo chất lượng tế bào sau quá trình chọn lọc. Tỷ lệ CD34+/CD45 tăng 
mạnh từ 2,84% trước chọn lọc lên 96,66% sau chọn lọc (p < 0,01). Tỷ lệ thu hồi tế bào CD34+ trung bình là 
72,17%, phản ánh khả năng thu hồi tế bào tốt của hệ thống CliniMACS Plus. 

 

Trước chọn lọc 

 
Sau chọn lọc 

Hình 1. Kết quả xét nghiệm số lượng tế bào CD34+ thực hiện máy FACS Canto II trước và sau chọn lọc CD34+. 

Bảng 3. Hiệu suất loại bỏ các tế bào không mong muốn 

Chỉ số Trước chọn lọc (n = 4) Sau chọn lọc (n = 4) Hiệu suất loại bỏ (%) 

Số lượng tế bào Lympho T 
(tế bào/µL) 

326815,99 ± 131058,48 8,29 ± 5,66 99,99 

Số lượng tế bào Lympho B 
(tế bào/µL) 

30564,01 ± 14810,96 12,71 ± 12,63 99,95 

Số lượng tế bào NK (tế bào/µL) 8434,38 ± 5781,21 0,47 ± 0,36 99,99 

Hiệu suất loại bỏ các tế bào miễn dịch (Lympho T, Lympho B, và NK) trên hệ thống CliniMACS Plus đều 
đạt >99,9%, đảm bảo khối tế bào gốc thu được giàu CD34+ và an toàn cho việc cấy ghép. 

Bảng 4. Đánh giá độ vô khuẩn của chế phẩm sau chọn lọc 

Chỉ số Dương tính (n=4) Âm tính (n = 4) 

Vi khuẩn hiếu khí (%) 0 100 

Vi khuẩn kị khí (%) 0 100 

Vi nấm (%) 0 100 
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Chế phẩm sau chọn lọc đạt độ vô khuẩn hoàn 
toàn, đảm bảo an toàn cho việc truyền tế bào gốc 
cho bệnh nhân mà không lo ngại về nguy cơ nhiễm 
khuẩn hay nấm. 

IV. BÀN LUẬN 

Tỷ lệ thu hồi trung bình của tế bào CD34+ sau 
chọn lọc của chúng tôi là 72,17%, tương tự so với 
các nghiên cứu trước đây về sử dụng hệ thống 
CliniMACS. Schumm và cộng sự đã báo cáo về việc 
phân lập thành công các tế bào CD34+ ngoại vi tự 
thân và đồng loài có độ tinh khiết cao bằng thiết bị 
CliniMACS 6. Tổng cộng có 71 lần chọn lọc đã được 
thực hiện với tỷ lệ thu hồi trung bình của tế bào 
CD34+ đạt 71% và tỷ lệ tế bào CD34+ chiếm 97% 
tổng số tế bào trong khối ghép sau xử lý. Trong một 
nghiên cứu khác, McNiece và cộng sự cũng thực 
hiện nghiên cứu so sánh chọn lọc CD34+ trên 2 hệ 
thống khác nhau trong đó có hệ thống CliniMACS. 
Kết quả cho thấy tỷ lệ tế bào CD34+ và tỷ lệ thu hồi 
lần lượt là 54% và 80% 7. Olivia Caunday Rigot và 
cộng sự đã đánh giá tác động của việc bảo quản qua 
đêm đối với khả năng thu hồi, khả năng sống và vô 
trùng của tế bào trước khi xử lý, cũng như đánh giá 
khả năng thu hồi tế bào CD34+ trong sản phẩm cuối 
cùng. Kết quả thu được tất cả các xét nghiệm đánh 
giá nhiễ̃m khuẩn đều âm tính, tỷ lệ tế bào CD34+ là 
98,5% 8. Hệ thống CliniMACS Plus đã chứng tỏ hiệu 
quả trong việc loại bỏ các tế bào miễn dịch như tế 
bào T, B và NK với hiệu suất trên 99,9%. Điều này 
đặc biệt quan trọng trong các quy trình ghép tế 
bào gốc tạo máu để giảm nguy cơ GvHD đối với 
ghép đồng loài và hạn chế bệnh tồn dư tối thiểu 
(MRD) đối vớ ́i ghép tự thân. Việc đảm bảo tỷ lệ 
sống của tế bào CD34+ ở mức cao (> 98%) và mức 
vô khuẩn tuyệt đối sau quy trình chọn lọc cũng là 
một thành công lớn. Kết quả này không chỉ phản 
ánh khả năng chọn lọc chính xác của hệ thống mà 
còn đảm bảo an toàn sinh học cho người bệnh khi 
sử dụng khối tế bào để ghép. Đây là yếu tố quan 
trọng để tối ưu hóa kết quả điều trị và đảm bảo sự 
an toàn dài hạn cho bệnh nhân. 

Tuy nhiên với công nghệ CD34+ enrichment, 
việc loại bỏ gần như hoàn toàn các thành phần tế 

bào khác như tế bào T nhớ, tế bào NK, tế bào đuôi 
gai khiến cho bệnh nhân hoàn toàn mất đi khả năng 
tự vệ của bản thân trước nguy cơ nhiễm trùng sau 
ghép. Hiện nay sự thất bại của ghép tế bào gốc 
không chỉ đến từ nguy cơ GvHD mà một phần 
không nhỏ đến từ tình trạng nhiễm trùng toàn thân 
9. Công nghệ Active T cell depletion như một sự bổ 
sung cho công nghệ CD34+ enrichment bởi nó giúp 
loại bỏ tế bào T đang hoạt động nhờ Hệ thống 
CliniMACS® TCRα/β. Công nghệ này giúp loại bỏ các 
tế bào chịu trách nhiệm phát triển mảnh ghép 
chống chủ nhóm tế bào TCRα/ β+ 10, trong khi đó 
vẫn giữ lại tế bào TCRγ/δ+ và tế bào NK có tác dụng 
hỗ trợ mọc ghép và giúp chống lại nhiễm trùng. Do 
đó sự kết hợp giữa CD34+ enrichment và Active T 
cell depletion giúp tạo ra các sản phẩm tế bào gốc 
tạo máu đa dạng hơn phục vụ cho nhiều mục đích 
điều trị hơn đặc biệt hướng tới các bệnh lý liên quan 
tới hệ miễn dịch. 

V. KẾT LUẬN 

Mặc dù số lượng mẫu còn hạn chế (n = 4), tuy 
nhiên kết quả nghiên cứu cho thấy tối ưu hóa thành 
phần tế bào thông qua kỹ thuật chọn lọc tế bào 
CD34+ trên hệ thống CliniMACS Plus tạo ra khối tế 
bào gốc tạo máu với nhiều ưu điểm vượt trội như 
tăng tỷ lệ quần thể tế bào gốc tạo máu, giảm thiểu 
các tế bào miễn dịch không mong muốn và giảm 
thể tích khối sản phẩm khi ghép. Không những thế, 
các sản phẩm sau chọn lọc hoàn toàn vô khuẩn đảm 
bảo an toàn và giữ được chất lượng tế bào cao. Điều 
này mở ra nhiều cơ hội cho các nghiên cứu và ứng 
dụng lâm sàng trong điều trị các bệnh lý liên quan 
đến tế bào gốc tạo máu. Các kết quả này có thể là 
nền tảng cho các nghiên cứu tiếp theo nhằm tối ưu 
hóa quy trình chọn lọc và cải thiện các phương pháp 
điều trị liên quan đến tế bào gốc tạo máu sau này. 
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