
 115 

Tạp chí phân tích Hóa, Lý và Sinh học - Tập 29, số 03/2023 

 

 

NGHIÊN CỨU CHẾ TẠO THIẾT BỊ VI LƢU GIÚP PHÂN LẬP EXOSOME 

TỪ MÔI TRƢỜNG ĐỒNG NUÔI CẤY TẾ BÀO UNG THƢ VÀ TẾ BÀO 

THÀNH MẠCH MÁU 

Đến tòa soạn 03-07-2023 

Nguyễn Thị Phƣơng Nga
1
, Trịnh Văn Giáp

3
 , Nguyễn Thành Dƣơng

2,3* 

1
Trường Đại học Công nghiệp Hà Nội 

2
Viện Kỹ thuật nhiệt đới, Viện Hàn lâm Khoa học và Công nghệ Việt Nam 

3
Học viện Khoa học và Công nghệ Hà Nội, Viện Hàn lâm Khoa học và Công nghệ Việt Nam 

 

* Email: ntduong182@gmail.com 

 
SUMMARY 

FABRICATION OF MICROFLUIDIC DEVICE FOR EXTRACTION OF EXOSOME 

FROM CELL CULTURE MEDIUM OF CO-CULTURE CANCER CELLS AND 

ENDOTHELIAL CELLS 

 

The angiogenesis, the formation of new blood vessels, is crucial for nourishing and developing cells as well 

as restoring the damaged area. In cancer, angiogenesis plays a crucial role by promoting the formation of 

new blood vessels to feed cancer cells. These cells actively release signals that stimulate surrounding tissues 

to initiate and facilitate the process of angiogenesis. Exosomes, extracellular vesicles isolated from cancer 

cells, have been identified as a precursor for understanding the mechanism of angiogenesis and developing 

new cancer treatments. Therefore, the evaluation of exosome formation, properties, and the application of 

exosome as anti-angiogenic drugs carrier for cancer treatment has been widely interested. The main 

purpose of this research is to fabricate a microfluidics device for co-culturing cancer cells and blood vessel 

cells, in order to isolate and identify exosome characteristics and their effects on the development of 

HUVEC cells. In this study, we fabricated a microfluidic device that can be cultured simultaneously with 

two types of cells from commercially available materials - PMMA machined by laser engraving and PEGDA 

hydrogel. The microfluidic device consisted of 3 layers, including 2 layers of PMMA (24 x 50 mm) and a 

layer of cover glass. The isolated exosome form HepG2 cells had the average size around 65.4 nm by 

dynamic light scatering (DLS) measurement. Further, HUVEC cells can develop faster at a rate of about 2 

times with the present of exosomes from HeG2 cells than single cell culture. Thus, the device is a promising 

approach to future cancer treatment with wide range of applications. 
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1. GIỚI THIỆU 

Ung thư được biết đến là một nhóm các bệnh liên 

quan đến việc tăng sinh tế bào một cách mất kiểm 

soát và những tế bào đó có khả năng xâm lấn 

những mô khác bằng cách phát triển trực tiếp vào 

mô lân cận hoặc di chuyển đến những bộ phận 

khác trong cơ thể (di căn). Theo số liệu thu nhập 

được của tổ chức Y tế Thế giới, có khoảng 19,3 

triệu bệnh nhân ung thư mới và khoảng 10 triệu ca 

tử vong trong năm 2020 [1]. Tại Việt Nam, theo 

thống kê của hội nghị khoa học quốc tế và phòng 

chống ung thư, nước ta có hàng triệu bệnh nhân 

ung thư với 182.563 ca mắc mới trong năm 2020 

[2]. Theo sự phát triển của khoa học và kỹ thuật, 
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các phương pháp chữa trị ung thư ngày càng hoàn 

thiện và tân tiến trong đó các phương pháp thường 

gặp nhất bao gồm: hóa trị, xạ trị, phẫu thuật, điều 

trị miễn dịch,...[3]. Tuy nhiên, các phương pháp 

này vẫn còn những giới hạn nhất định, cần có 

thêm các phương pháp điều trị mới, hiệu quả hơn 

để ngăn chặn sự phát triển và giảm thiểu hậu quả 

của căn bệnh này. 

Tăng sinh mạch máu (angiogenesis) là một quá 

trình tự nhiên của cơ thể, trong đó các mạch máu 

mới được tạo thành từ các mạch máu đã có trước 

đó [4,5]. Cơ chế hình thành và nuôi dưỡng khối u 

là yếu tố quan trọng trong phát triển ung thư và có 

thể được điều trị bằng các dược chất đã được FDA 

công nhận như Acid all-trans-retinoic,    

Asentrioxide, Eribulin, Hydroxyurea, Ixabepilone, 

Mitotane, Omacetaxine, Romidepsin, Vorinostat 

[6]. Tuy nhiên, hiệu quả tác động của các thuốc 

hiện nay đến sự hình thành mạch máu tăng sinh 

mới còn thấp, khả năng trúng đích đến mạch máu 

tăng sinh không cao, ảnh hưởng đến mạch máu 

bình thường [7]. Do đó rất cần nghiên cứu và phát 

triển các dược chất mới đem lại hiệu quả cao hơn 

trong điều trị ung thư bằng phương pháp này.  

Exosome là các túi ngoại bào, có nguồn gốc từ nội 

bào với kích thước 40 – 160 nm, được cấu tạo bởi 

lớp kép phospholipid cấu thành từ các protein bề 

mặt tế bào, tetraspanins, lipid và carbonhydrate, 

bên trong nhân chứa protein, lipid và axit nucleic 

[7,8]. Sự hình thành exosome khi các túi bào dung 

hợp với màng tế bào hình thành các túi kẽ (ILV) 

trong đa mạch nội bào (MVB) và giải phóng 

chúng vào khoảng gian bào [9]. Trong khảo sát 

của Zhang và cộng sự đã chuẩn bị vật liệu vảy có 

ái lực miễn dịch Tim4@ILI-01 với mục đích làm 

giàu exosome từ huyết thanh của bệnh nhân bị ung 

thư biểu mô tuyến cho thấy hiệu quả thu giữ là 

85%  với kích thước exosome vào khoảng 60-

150nm [10]. Tuy nhiên có thể thấy, việc phân lập 

exosome thường từ các môi trường nuôi cấy tế bào 

đơn lập không thể hiện chính xác quá trình tăng 

sinh mạch do đó việc phân lập các môi trường 

nuôi cấy riêng biệt của các tế bào này cũng bị hạn 

chế dẫn tới việc đánh giá exosome từ nguồn tế bào 

cụ thể còn gặp nhiều khó khăn. Chính vì vậy, cần 

có các thiết bị mới có khả năng mô phỏng quá 

trình tăng sinh mạch máu, đồng thời giúp phân lập 

exosome một cách chọn lọc, phục vụ các nghiên 

cứu về exosome cũng như ứng dụng exosome 

trong điều trị bệnh. 

Trong nghiên cứu này chúng tôi phát triển thiết bị 

vi lưu giúp nuôi cấy đồng thời hai dòng tế bào (tế 

bào mạch máu và tế bào ung thư) có khả năng 

thông tin liên lạc giữa các loại tế bào với nhau 

đồng thời giúp phân lập exosome trong dịch nuôi 

cấy từng loại tế bào một cách riêng rẽ [11]. Qua 

đó, tiến hành nghiên cứu ảnh hưởng của exosome 

từ tế bào ung thư tới sự phát triển của tế bào mạch 

máu ở những điều kiện môi trường khác nhau giúp 

đánh giá tác động của chúng nhằm đưa ra phương 

hướng điều trị bệnh mới trong tương lai.                                

 

Hình 1: Mô hình vi lưu giúp đồng nuôi cấy tế bào, phân tách môi trường nuôi cấy và phân lập exosome 

nhằm đánh giá tác động tới sự tăng sinh mạch máu 
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2. NGUYÊN VẬT LIỆU VÀ PHƢƠNG PHÁP 

NGHIÊN CỨU 

2.1. Nguyên vật liệu 

Tế bào ung thư gan người (Human Hepatocellular 

carcinoma cells-HepG2) và tế bào nội mô tĩnh 

mạch người (HUVEC)  được cung cấp bởi 

American Type Culture Collection (ATCC- Hoa 

Kỳ). Môi trường DMEM (Fisher, Hoa Kỳ) được 

bổ sung thêm 10% FBS (Invitrogen, Hoa Kỳ) và 

1% Penicillin-Streptomycin 10.000 U/mL 

(Mediatech, Hoa Kỳ). Môi trường EBM – 2 

(Lonza, Hoa Kỳ) được bổ sung thêm FBS 10 mL, 

hydrocortisone 0,20 mL, hFGF-B 2,00 mL, VEGF 

0,50 mL, R3-IGF-1 0,50 mL, ascorbic acid 0,50 

mL, hEGF 0,50 mL, GA-1000 0,50 mL và heparin 

0,50 mL. Tấm mica trong PMMA được mua từ 

sản phẩm thương mại của công tư FuSheng (Đài 

Loan). PEGDA (Mw =700 Da) được cung cấp bởi 

Sigma (Hoa Kỳ). Dung dịch màu thực phẩm cùng 

thiết bị đẩy xilanh giúp thử nghiệm khả năng hoạt 

động của tế bào. 

2.2. Phƣơng pháp nghiên cứu 

2.2.1. Chế tạo thiết bị vi lưu nuôi cấy đồng thời tế 

bào ung thư gan và tế bào mạch máu 

Thiết bị gồm hai lớp PMMA và một lớp kính phía 

dưới cùng. Hệ vi lưu trên các tấm PMMA của 

thiết bị được thiết kế bởi phần mềm CorelDraw 

2020 (Corel Corporation, Canada) và được gia 

công chế tạo bằng cách cắt và khắc laser trên máy 

cắt và khắc laser chuyên dụng tại cơ sở dịch vụ cắt 

khắc laser (Phan Long Ltd, Việt Nam). Các miếng 

PMMA sau khi được gia công được rửa bằng dung 

dịch nước cất và cồn 900 để loại bỏ các bụi bẩn 

sau khi gia công.  

Tấm kính hình chữ nhật, kích thước 24 x 50 mm 

được xử lý bề mặt để tăng cường khả năng liên kết 

giữa mặt kính và hydrogel theo quy trình sau: Đầu 

tiên, kính sẽ được ngâm 12 h trong 50 mL dung 

dịch NaOH 10%. Sau đó, kính được rửa lần lượt 

bằng 20 mL etanol 70%, 20 mL etanol 100% và 

làm khô ở nhiệt độ 700C. Các phiến kính được 

ngâm với 2 mL TMSPMA trong 12 h trước khi 

được làm sạch một lần nữa bằng nước cất, 20 mL 

etanol 70% và 20mL etanol 100%. Sau khi được 

làm sạch, mặt kính được gắn với tấm PMMA gia 

công ở trên  bằng keo UV. 

Dung dịch PEGDA với các nồng độ khác nhau 

1%, 2%, 5%, 8% và 10% được nhỏ từ từ đến đầy 

vào vùng tròn lớn chính giữa thiết bị. Khối 

hydrogel được tạo thành khi chiếu dưới đèn UV 

trong thời gian 180 giây. Sau đó, ba đường ống 

được gắn vào ba đầu ra và vào trên bề mặt của 

thiết bị bằng keo UV. Cuối cùng, thiết bị được bổ 

sung dung dịch đệm phosphate và giữ dưới đèn 

UV để khử khuẩn qua đêm trước khi được đem đi 

sử dụng cho các thí nghiệm tiếp theo. 

2.2.2. Thử nghiệm khả năng hoạt động của thiết bị 

vi lưu 

Chuẩn bị 5 mL dung dịch mầu thực phẩm được 

bơm bằng thiết bị đẩy xi lanh với vận tốc 10 

µL/phút vào đầu ống chính giữa của thiết bị. Dòng 

dung dịch màu sẽ chảy, thẩm thấu qua lớp 

hydrogel và đi sang hai vùng giếng dùng để nuôi 

cấy tế bào. Khả năng hoạt động của dòng chảy 

dung dịch màu trong hệ vi lưu khi đi qua hydrogel 

được hình thành với các nồng độ khác nhau giúp 

đánh giá ảnh hưởng của nồng độ PEGDA tới hoạt 

động của thiết bị. Bên cạnh đó, dòng dung dịch 

màu thực phẩm được đẩy vào thiết bị với các vận 

tốc khác nhau nhờ thiết bị đẩy xylanh lần lượt là 

10 µL/phút, 20 µL/phút, 50 µL/phút, 100 µL/phút 

và 200 µL/phút. Sự nứt vỡ của hydrogel và mặt 

kính đáy được theo dõi để kiểm tra khả năng hoạt 

động cũng như giới hạn hoạt động của thiết bị. 

2.2.3. Nuôi cấy tế bào 

Tế bào HepG2 được nuôi cấy trong môi trường 

DMEM (Fisher, Hoa Kỳ) và được bổ sung thêm 

10% FBS và 1% PS. Tế bào HUVEC được nuôi 

cấy trong môi trường EBM – 2 được bổ sung thêm 

FBS, hydrocortisone, hFGF-B, VEGF, R3-IGF-1, 

ascorbic acid, hEGF, GA-1000 và heparin. Các 

loại tế bào được nuôi cấy trong tủ ấm ở 37 0C, 5% 

CO2 và được thay môi trường mỗi 2 ngày. 

2.2.4. Phân lập exosome từ môi trường nuôi cấy tế 

bào 

Exosome được phân lập từ phần dịch môi trường 

nuôi cấy tế bào HepG2 bằng bộ kit kết tủa dung 
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dịch exosome ExoQuick-TCTM (System 

Biosciences, Hoa Kỳ) theo hướng dẫn của nhà sản 

xuất. Đầu tiên, dịch nuôi cấy tế bào được ly tâm ở 

3000 g trong 15 phút để kết tủa tế bào và vụn tế 

bào nếu có trong dịch. Sau đó, 50 mL dịch nổi 

được lọc qua bộ lọc ly tâm Amicon Ultra-15 

(Millipore, Đức) thu được 1 mL dịch cô đặc. Phần 

cô đặc này được chuyển sang ống tube mới. Một 

ml dung dịch ExoQuick-TC được pha loãng với 5 

mL dịch nổi. Các hạt nhỏ được hình thành, bảo 

quản lạnh qua đêm trong ít nhất 12 giờ và ly tâm ở 

1500 g trong 30 phút vào ngày hôm sau. Cuối 

cùng, các exosome được lưu giữ trong dung dịch 

đệm phosphat (PBS). Exosome được bảo quản ở 

các nhiệt độ khác nhau: nhiệt độ phòng ( 25 ⁰C), 4 

⁰C, -20 ⁰C và -80 ⁰C để khảo sát độ bền của 

exosome trong các điều kiện bảo quản. Dung dịch 

exosome được lấy ra ở các ngày 1, 4, 7, 10 và 14 

và đo kích thước hạt bằng phương pháp tán xạ ánh 

sáng động (Dynamic light scattering - DLS). 

2.2.5. Nghiên cứu các đặc điểm của exosome phân 

lập 

Kỹ thuật tán xạ ánh sáng động (DLS) được sử 

dụng để xác định kích thước exosome phân lập 

được từ dịch nuôi cấy tế bào. Kết quả được phân 

tích phân tích bằng máy Nano Zetasizer 100 

(Malvern, Anh Quốc) với Laser He-Ne (633 nm) 

cho chùm tia tới ở góc phát hiện 173⁰  và nhiệt độ 

25 ⁰C. Phép đo kích thước được thực hiện trong 

một cuvet thạch anh khối lượng thấp và được tính 

toán theo phương trình Stokes-Einstein.  

Hình ảnh exosome được quan sát bằng kính hiểm 

vi điện tử quét (SEM). Các exosome trong PBS 

được xếp lớp lên lưới kính hiển vi điện tử. Sau khi 

ủ trong 5 phút ở nhiệt độ phòng, lưới được nhuộm 

âm bản với 3% vonfram hydrat trong 2 phút. Các 

lưới này sau đó được kiểm tra và chụp ảnh lại ở 

một điện áp gia tốc 80 kV.  

2.2.6. Ảnh hưởng của exosome tới sự phát triển 

của tế bào HUVEC 

Tế bào HUVEC được nuôi ở một giếng của hệ 

thiết bị. Môi trường nuôi cấy được bổ sung thêm 1 

µg/mL exosome và bơm vào hệ với vận tốc 0,3 

µL/phút trong vòng 72 giờ. Sau lần lượt từng 

khoảng thời gian là 24 giờ, 48 giờ và 72 giờ nuôi 

cấy, dung dịch nuôi cấy được loại bỏ và rửa lại 

bằng PBS, 1 mL Trypsin-EDTA 0.25% được thêm 

vào vùng nuôi cấy tế bào HUVEC và được hút nhẹ 

ra sau 30 giây. Dung dịch PBS được thêm vào để 

làm sạch môi trường trước khi 1 mL dung dịch 

EBM-2 mới được nhỏ vào lại. Dung dịch EBM-2 

và tế bào toàn bộ được chuyển sang ống 

Eppendorf và xoay nhẹ để đảm bảo các tế bào 

được phân bố đều. Sau đó, lấy ra 100 µL tế bào 

HUVEC cho vào ống Eppendorf mới và thêm 400 

µL 0,4% Trypan Blue (nồng độ cuối cùng 0,32%) 

và trộn nhẹ nhàng. Dùng pipet lấy 100 µL huyền 

phù tế bào được xử lý bằng Trypan Blue nhỏ nhẹ 

vào thiết bị đếm tế bào để thu được kết quả số 

lượng tế bào HUVEC. 

2.2.7. Thống kê và xử lý số liệu 

Số liệu được thống kê và xử lý bằng phần mềm 

OriginPro 2022 (OriginLab, MA, USA). Tất cả số 

liệu được biểu diễn dưới dạng giá trị trung bình ± 

SD và có độ lặp lại 3 lần. 

3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

3.1. Chế tạo thiết bị thiết bị vi lƣu nuôi cấy 

đồng thời tế bào  

Thiết bị vi lưu được chế tạo bởi 3 lớp trong đó có 

2 lớp PMMA và 1 lớp là phiến kính có kích thước 

50 × 24 mm (Hình 2). Các chi tiết được tạo bởi 

tấm PMMA của thiết bị vi lưu được thiết kế bằng 

phần mềm CoreDraw ver.24.02 với độ dài, độ 

rộng xác định. Mặt đầu tiên của thiết bị là một tấm 

PMMA trong với độ dầy 5mm được cắt với kích 

thước 24 × 50 mm, trên đó có 3 lỗ tròn (bán kính 

1mm) để có thể dễ dàng nối với các ống nhựa y tế 

sử dụng làm đầu ra và vào của dòng chảy (Hình 

2A). Tấm PMMA thứ 2 có kích thước tương tự 

với độ dầy 3 mm. Tấm PMMA này được cắt laze 

để có một hình tròn lớn bán kính 6,5mm ở trung 

tâm để tạo khối hydrogel và 2 hình elip ở 2 bên 

tương ứng là 2 giếng để tiến hành nuôi cấy tế bào 

(Hình 2B). Hai vùng cắt hình elip được nối với 

hình tròn lớn bằng các kênh được chế tạo bằng 

phương pháp khắc laze với độ dài chiều rộng 1 

mm nhằm đảm bảo khả năng di chuyển của vật 

chất và môi trường thực hiện nuôi cấy tế bào. Mặt 

dưới cùng của thiết bị là một phiến kính hình chữ 

nhật được xử lý bằng dung dịch TMSPMA giúp 

khối hydrogel bám chắc hơn vào bề mặt kính và 
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không bị trôi theo dòng chảy chất lỏng trong quá 

trình nuôi cấy tế bào.Việc sử dụng công nghệ cắt 

và khắc laze giúp chế tạo thành công một thiết bị 

vi lưu đúng với thiết kế,  giá thành rẻ, nhanh, 

thuận tiện và độ chính xác cao. 

Phiến kính sau khi xử lý bề mặt được gắn vào mặt 

dưới là các kênh khắc của tấm PMMA bằng keo 

UV. Hỗn hợp dung dịch PEGDA được bơm vào 

khu vực hình tròn trung tâm của thiết bị với các 

nồng độ khác nhau và được chiếu đèn UV. Từ đó, 

tạo ra phản ứng dây chuyền liên kết các phân tử 

PEGDA lại với nhau tạo khối hydrogel. Sau khi 

hydrogel đông lại, tấm PMMA được gắn lên phần 

phía trên bề mặt hydrogel vùng với các ống dây để 

có một thiết bị hoàn chỉnh với kích thước 24 × 50 

× 7 mm với 3 đầu vào và ra của dòng chảy (Hình 

2C và 2D). Với cấu tạo gồm 3 giếng, 2 giếng ở 2 

bên được sử dụng để nuôi cấy tế bào, giếng trung 

tâm được làm đầy bởi khối hydrogel giúp ngăn 

cản sự phát triển của tế bào ra khỏi khu vực nuôi 

cấy do chúng không có khả năng bám dính trên bề 

mặt cũng như bên trong bề mặt hydrogel. Cuối 

cùng thiết bị được bổ sung dung dịch đệm 

phosphate và giữ dưới đèn UV để khử khuẩn qua 

đêm trước khi đem đi sử dụng nhằm đảm bảo khả 

năng phát triển của tế bào ở các vùng riêng biệt. 

Như vậy, nhờ có hệ vi lưu mà thiết bị được đảm 

bảo khả năng tế bào phát triển ở các vùng riêng 

mà vẫn giữ liên hệ với nhau qua dòng chảy của 

môi trường nuôi cấy tế bào. 

Dung dịch màu thực phẩm được chuẩn bị để quan 

sát dòng chảy hoạt động trong thiết bị vi lưu khi 

qua hydrogel. Khi đó, dòng nước màu sẽ chảy, 

thẩm thấu qua lớp hydrogel và đi sang hai vùng 

giếng dùng để nuôi cấy tế bào. Kết quả thu được 

nồng độ dung dịch là 10% dòng dung dịch màu 

khó chảy qua do hydrogel có kết cấu đặc gây cản 

trở một phần dòng chảy. Khi tiến hành thử nghiệm 

ở hai nồng độ PEGDA 8% và 5% kết quả cho thấy 

dung dịch màu thực phẩm có thể dễ dàng di 

chuyển qua phần hydrogel hơn (Hình 2E). Vì vậy, 

nồng độ PEGDA được chọn để sử dụng trong thiết 

bị là 8% vì thời gian đông khi chiếu UV của nồng 

độ này nhanh hơn nồng độ 5% mà vẫn có thể đảm 

bảo khả năng hoạt động của thiết bị. Thêm vào đó, 

ở nồng độ 8%, hydrogel có độ ổn định hơn, và 

phần hyrogel khó bị phá vỡ hơn khi hoạt động ở 

dòng chảy có vận tốc cao.  

 
Hình 2: Hình ảnh chế tạo thiết bị vi lưu và mô hình thử nghiệm khả năng hoạt động của thiết bị. (A), (B) 

Hình ảnh thiết kế và các chi tiết của thiết bị PMMA trên thiết bị vi lưu. (C) (D) Hình ảnh thiết bị vi lưu nuôi 

cấy tế bào hoàn chỉnh (khối trắng ở giữa là khối hydrogel trong thiết bị). (E) Thử nghiệm khả năng hoạt 

động của thiết bị vi lưu. 

3.2 Phân lập exosome từ môi trƣờng nuôi cấy tế 

bào 

Hai loại tế bào là tế bào ung thư gan người và tế 

bào nội mô tĩnh mạch người được gieo vào 2 khu 

vực nuôi cấy với nồng độ 103 tế bào/mL. Hai dòng 

tế bào này được nuôi cấy trong môi trường nuôi 

cấy tế bào EBM-2 và được bổ sung với các thành 

phần dinh dưỡng nuôi cấy tế bào HepG2 qua khối 
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hydrogel và sang giếng nuôi cấy tế bào HUVEC 

trong điều kiện nhiệt độ 37 ⁰ C duy trình trong 72 

h. Khi lượng tế bào bao phủ 80% bề mặt đĩa nuôi 

cấy thì được chuyển sang đĩa mới, cho tới khi đủ 

lượng tế bào cần thiết cho các nghiên cứu tiếp. Hệ 

vi lưu cho thấy sự phát triển tốt ở cả 2 dòng tế bào 

trong hệ. Cụ thể, sau 3 ngày, cả 2 loại tế bào này 

đều phát triển một cách đáng kể và nhanh. Một lưu 

ý là khi nuôi cấy tế bào trong thiết bị vi lưu cần 

đảm bảo môi trường khí như nuôi cấy tế bào dạng 

2D truyền thống. Trong nghiên cứu, thiết bị bơm 

được đặt trước bên trong tủ ấm CO2 nuôi cấy tế 

bào nhằm đảm bảo diện tích bề mặt nuôi cấy lớn 

và đảm bảo được sự ổn định của nồng độ khí trong 

môi trường nuôi cấy tế bào khi di chuyển trong 

thiết bị vi lưu.  

Để thu lấy exosome được tiết ra từ tế bào HepG2, 

sau 72 giờ nuôi cấy, hệ vi lưu được điều chỉnh 

đóng đầu ra ở giếng nuôi cấy tế bào HUVEC và 

mở đầu ra ở khu vực hydrogel. Môi trường nuôi 

cấy tế bào sẽ đi qua một chiều qua giếng nuôi cấy 

tế bào HepG2 rồi qua khối hydrogel ra ngoài để 

thu được dung dịch nuôi cấy tế bào HepG2. 

Exosome thu được ở 3L dịch môi trường là 1 ± 

0,15 mg. Dịch nuôi cấy tế bào được ly tâm để kết 

tủa tế bào và vụn tế bào được ly tâm ở 50 mL 

dịch nổi rồi lọc qua bộ lọc ly tâm. Phần cô đặc đó 

sẽ được chuyển sang ống tube mới rồi được hình 

thành, bảo quản lạnh trong ít nhất 12 giờ và được 

giữ trong dung dịch đệm phosphate. 

3.3 Đặc điểm của exosome phân lập 

 

Hình 3: Đặc điểm của exosome phân lập từ môi trường nuôi cấy HepG2. (A) Sự phân bố các kích thước của 

exosome, kích thước trung bình và điện thế zenta được đo từ DLS. (B) Hình ảnh TEM của exosome được 

phân lập từ tế bào HepG2 (tỉ lệ trung bình 50nm) (C) Độ bền của exosome theo thời gian 

Exosome được phân lập từ môi trường nuôi cấy tế 

bào thông qua thiết bị vi lưu kích thước trung bình 

là 65,4 nm thực hiện bằng phương pháp DLS 

(Hình 3A). Sự phân bố kích thước không được 

đồng nhất phù hợp với tính chất của exosome khi 

tách ra từ tế bào. Kết quả cho thấy sau 14 ngày 

theo dõi ở điều kiện nhiệt độ 25 và 4 ⁰ C, exsome 

đều có sự gia tăng về mặt kích thước trung bình 

với tốc độ khác nhau. Điều kiện nhiệt độ -20 ⁰ C, 

kích thước trung bình của exosome sau 4 ngày bảo 

quản có sự tăng nhẹ từ 68,7 ± 10,2 nm lên 70,2 ± 

12,7 nm. Kích thước của exosome tiếp tục tăng lên 

97,5 ± 17,0 nm sau 7 ngày bảo quản. Sau đó, 

chúng tăng lên hơn 100 nm sau ngày 10 và gia 

tăng nhẹ lên 105,4 ± 13,8 nm ở ngày cuối cùng 

kiểm tra. Kết quả này cho thấy ở -20 ⁰ C, 

exosome có tốc độ gia tăng kích thước chậm hơn 

so với điều kiện 25 ⁰ C và 4 ⁰ C.  Với điều kiện 



 121 

nhiệt độ thấp -80 ⁰ C, kích thước trung bình của 

exosome có sự tăng nhẹ, không đáng kể. Từ ngày 

1 đến ngày 4, kích thước này tăng từ 62,7 ± 11,2 

nm đến 67,5 ± 13,4 nm. Kích thước trung bình là 

70,3 ± 17,2 nm ở ngày 7 và tiếp tục tăng nhẹ lên 

73,4 ± 22,7 nm ở ngày 10. Kết quả đo được ở 

ngày cuối cùng theo dõi của exosome là 79,6 ± 

25,1 nm. Có thể thấy sau 14 ngày theo dõi, 

exosome không có sự gia tăng một cách mạnh mẽ 

về kích thước như ở ba điền kiện nhiệt độ trước đó 

(Hình 3C).  

Điện thế zeta của exosome đo được khi tiến hành 

phân lập đo được là -7,94 ± 0,78 mV  điều đó 

chứng tỏ rằng exosome có điện tích gần như trung 

tính (Hình 3B). Như vậy, exosome thu được từ 

thiết bị vi lưu không chỉ giúp cung cấp môi trường 

nuôi cấy tế bào mô phỏng ở môi trường động vật, 

mà còn thuận tiện cho việc phân lập exosome từ 

môi trường nuôi cấy tế bào, giúp giảm thiểu thời 

gian loại bỏ tế bào ra khỏi môi trường nuôi cấy khi 

tiến hành phân lập exosome[12].  

3.4. Nghiên cứu ảnh hƣởng của exosome phân 

lập đƣợc từ môi trƣờng nuôi cấy tế bào HepG2 

tới sự phát triển của tế bào HUVEC 

Để xác định ảnh hưởng của việc nuôi cấy đồng 

thời hai loại tế bào trong thiết bị vi lưu và so sánh 

sự phát triển của tế bào nội mô HUVEC khi có sự 

xuất hiện của exosome, hai dòng tế bào được thêm 

vào hệ vi lưu với nồng độ ban đầu là 103 tế 

bào/mL. Sau 24 giờ nuôi cấy, kết quả cho thấy khi 

nuôi cấy đồng thời với tế bào HepG2, số lượng tế 

bào HUVEC đếm được là 1,29 x 104 tế bào/mL. 

Sau 48 giờ, số lượng tế bào HUVEC nuôi cấy 

riêng biệt là 4,81 x 104 tế bào/mL thấp hơn so với 

khi được nuôi cấy đồng thời cùng HepG2 là 8,62 x 

104 tế bào/mL. Số lượng tế bào HUVEC ở 2 điều 

kiện nuôi cấy đồng thời và riêng lẻ tiếp tục tăng 

lần lượt lên đến 2,54 x105 tế bào/mL và số lượng 

tế bào HUVEC ở 2 điều kiện nuôi cấy đồng thời 

và riêng lẻ tiếp tục tăng lần lượt lên đến 2,54 x105 

tế bào/mL và 1,24 x105 tế bào/mL sau 72 giờ nuôi 

cấy. Những kết quả tăng sinh của HUVEC cho 

thấy với điều kiện nuôi cấy đồng thời, HUVEC có 

sự phát triển mạnh mẽ hơn (Hình 4). So sánh các 

kết quả giữa hai tế bào HepG2 và HUVEC cho 

thấy rằng, khi được bổ sung exosome trong điều 

kiện phân lập từ tế bào HepG2 và khi nuôi cấy 

đồng thời với HepG2, tốc độ phát triển của 

HUVEC gần như là tương tự nhau, không có sự 

khác biệt khi nuôi cấy đồng thời hai loại tế bào 

cũng như bổ sung exosome phân lập từ môi trường 

nuôi cấy tế bào HepG2 trong môi trường nuôi cấy 

tế bào HUVEC. Từ những kết quả này, có thể kết 

luận rằng exosome là một tín hiệu liên lạc giữa 

HepG2 và HUVEC và giúp HUVEC hình thành, 

tăng sinh nhanh hơn. Đây là một cơ sở quan trọng 

mở ra hướng điều trị bệnh mới đặc biệt giúp ích 

trong vấn đề giảm thiểu ung thư trong tương lai.  

 

Hình 4: Tốc độ phát triển của tế bào HUVEC khi 

nuôi cấy được bổ sung exosome từ HepG2 hoặc 

nuôi cấy đồng thời với HepG2 trong hệ vi lưu, so 

sánh với nuôi cấy tế bào HUVEC riêng lẻ. 

4. KẾT LUẬN 

Nghiên cứu đã phát triển thành công một thiết bị 

vi lưu với kích thước 24 mm x 50 mm x 7 mm 

giúp nuôi cấy đồng thời 2 dòng tế bào khác nhau 

và thuận tiện trong phân lập được dịch nuôi cấy tế 

bào một cách riêng rẽ với mô hình nuôi cấy khối u 

nhân tạo dạng 3D mô phỏng. Điều này đã chứng 

minh rằng exosome hoạt động như là đối tượng 

mang thông tin liên lạc, truyền tín hiệu giữa tế bào 

ung thư gan HepG2 và tế bào nội mô tĩnh mạch 

HUVEC. Việc phân lập và nghiên cứu các đặc 

điểm của exosome là rất quan trọng, là tiền đề để 

phát triển phương pháp điều trị ung thư mới nhắm 

vào các exosome từ tế bào ung thư cũng như xác 

định cơ chế của sự phát triển ung thư một cách sâu 

rộng hơn. 
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