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Tóm tắt 

Mục tiêu: Đánh giá khả năng li giải các dòng tế bào ung thư CD19
+
 của các tế 

bào CAR-T. Phương pháp nghiên cứu: Nghiên cứu thực nghiệm, mô tả cắt 

ngang có đối chứng. Các dòng tế bào ung thư Daudi, 1D2 (CD19
+
) và K562 

(CD19
-
) được đánh dấu bằng CFSE. Tế bào CAR-T hoặc PBMC (effector) được 

bổ sung vào các giếng nuôi chứa tế bào ung thư CD19
+
 hoặc K562 (target) theo 

tỷ lệ target:effector (T:E) 1:2, 1:5, 1:10. Hỗn hợp tế bào được nuôi trong tủ ấm 

37ºC, 5% CO2 trong 6 giờ, sau đó phân tích bằng flow cytometry. Kết quả: Tế 

bào CAR-T có khả năng li giải tế bào ung thư CD19
+
 và khả năng li giải tăng tỷ 

lệ thuận với tỷ lệ CAR-T nuôi cấy đồng thời với tế bào CD19
+
, sự khác biệt có ý 

nghĩa thống kê so với nhóm chứng PBMC và CD19
-
 (p < 0,05). Kết luận: Tế bào 

CAR-T có khả năng li giải các dòng tế bào ung thư CD19
+
. 

Từ khóa: CAR-T, CD19
+
. 

 

EVALUATION OF THE LYTIC EFFECTS OF CAR-T CELLS ON CD19+ 
CANCER CELL LINES 

Abstract 

Objectives: To evaluate lytic effects of CAR-T on CD19
+
 cancer cell lines. 

Methods: Experimental, descriptive, cross-sectional study with control groups. 

Daudi, 1D2 (CD19
+
) and K562 (CD19

-
) cancer cell lines were labelled with CFSE. 

CAR-T or PBMC cells (effector) were added to the culture wells containing CD19
+
 

or K562 cancer cells (target) with the target:effector ratio (T:E) of 1:2, 1:5, 1:10. 
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The cells were incubated at 37ºC, 5% CO2 for 6 hours, then analyzed by flow 

cytometry. Results: CAR-T had the ability to lyse CD19
+
 cancer cells, and the 

lysis ability increased according to the ratio of CAR-T co-cultured with CD19
+
 

cells. The difference was statistically significant when compared to control 

groups (PBMC and CD19
-
) (p < 0.05). Conclusion: CAR-T cells exhibit the 

ability to lyse CD19
+
 cancer cell lines. 

Keywords: CAR-T, CD19
+
. 

 
ĐẶT VẤN ĐỀ 

Theo ước tính của Tổ chức Y tế Thế 

giới, mỗi năm trên toàn thế giới có 

khoảng trên 18 triệu trường hợp mới 

mắc và 9,5 triệu người chết vì bệnh 

ung thư [1]. Bệnh bạch cầu nguyên bào 

lympho cấp tính (ALL - Acute 

Lymphoblastic Leukemia) hoặc bệnh 

bạch cầu cấp dòng lympho, Lơ-xê-mi 

cấp dòng lympho là một trong những 

bệnh ung thư phổ biến nhất ở trẻ em 

trên thế giới, chiếm khoảng 75% tất cả 

các loại ung thư máu [2, 3].  

Liệu pháp điều trị chủ yếu hiện 

được sử dụng cho ALL là hóa trị liệu, 

tuy nhiên, hiệu quả của phương pháp 

điều trị này chỉ đạt tối đa 20% ở người 

trưởng thành [4]. Liệu pháp miễn dịch 

sử dụng tế bào T mang thụ thể nhân 

tạo CAR (Chimeric antigen receptors) 

có khả năng nhận biết các kháng 

nguyên đặc hiệu trên bề mặt tế bào ung 

thư, từ đó kích hoạt khả năng phân giải 

tế bào ung thư đang là vấn đề được 

nhiều nhà khoa học quan tâm [5, 6]. Sử 

dụng thụ thể CAR-T đang ngày càng 

phổ biến trong nghiên cứu và điều trị 
ung thư do khả năng tăng sinh và khả 

năng giết của tế bào T gây độc (Tc), 

đồng thời có tính đặc hiệu liên kết 

thông qua thụ thể kháng nguyên CAR 

[6, 7].  

Tuy nhiên, ở Việt Nam chưa ứng 

dụng liệu pháp tế bào CAR-T để điều 

trị ung thư nói chung và ALL nói 

riêng. Trước khi áp dụng trong điều trị 
lâm sàng thì cần đánh giá hiệu quả khả 

năng li giải các tế bào ung thư của khối 

tế bào CAR-T in vitro và tác dụng điều 

trị trên mô hình động vật mang khối 

ung thư ở người. Chúng tôi tiến hành 

nghiên cứu này nhằm: Đánh giá khả 

năng li giải của CAR-T khi nuôi cấy 

cùng với các dòng tế bào ung thư có và 

không có CD19+
. 
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ĐỐI TƯỢNG VÀ PHƯƠNG PHÁP 

NGHIÊN CỨU 

1. Đối tượng nghiên cứu 

- Tế bào Daudi (ATCC CCL-213) 

dòng tế bào ung thư hạch lympho 

CD19
+
 Burkitt (ATCC, Hoa Kỳ).  

- Tế bào K562 (ATCC CCL-243) 

dòng tế bào ung thư bạch cầu mạn tính 

dòng tủy CD19(-).    

- Tế bào CAR-T CD19RCD137/pSB 

(CAR-T2) là sản phẩm của đề tài 

nghiên cứu ứng dụng và phát triển 

công nghệ cấp quốc gia. Mã số KC 

10.39/16-20. 

- Tế bào CAR-T CD19RCD137- 
iCasp9-IL15/pSB (CAR-T4) là sản 

phẩm của đề tài nghiên cứu ứng dụng 

và phát triển công nghệ cấp quốc gia. 

Mã số KC 10.39/16-20. 

- Tế bào PBMC làm nhóm chứng. 

2. Phương pháp nghiên cứu 

* Thiết kế nghiên cứu: Nghiên cứu 

thực nghiệm, mô tả cắt ngang có đối 

chứng.  

* Phương pháp, kỹ thuật, tiêu chuẩn 

sử dụng trong nghiên cứu: 

- Kỹ thuật nuôi cấy tế bào:  

Lấy týp tế bào ung thư bạch cầu 

Daudi, 1D2 (tế bào K562 được            

chuyển nạp có CD19
+
) và chứng âm 

K562 CD19 (-) (mật độ tế bào 10
6
              

tế bào/1 mL/týp) đang bảo quản ở -

80
0
C trong FBS (10% DMSO) được 

làm ấm nhanh ở 37ºC trong khoảng 1 

phút. Sau đó, 20 mL môi trường RPMI 

1640 (10% FBS) được bổ sung từ từ 

vào ống tế bào trước khi ly tâm ở 200 

vòng trong 10 phút. Sau khi loại bỏ 

toàn bộ dịch nổi, cặn tế bào được hòa 

tan bằng môi trường nuôi cấy RPMI 

1640 (10% FBS, 37ºC) nhằm đưa mật 

độ tế bào về 10
5
 tế bào/mL. Tế bào 

được nuôi trong chai T25 ở 37ºC, 5% 

CO2, độ ẩm > 90%, không lắc đến khi 

mật độ đạt 10
6
 tế bào/mL thì tiến hành 

cấy chuyển về 5×10
5
 tế bào/mL. Thay 

môi trường nuôi cấy 2 ngày/lần. Khi số 

lượng tế bào đủ lớn, thu hoạch tế bào 

và đếm số lượng tế bào thu được, điều 

chỉnh mật độ tế bào đạt các mật độ 10
7
 

tế bào/mL.  

- Phương pháp tách PBMC: 

Máu tươi (đã xử lý chống đông) 

được pha loãng với PBS 1X (pH 7,2). 

Sau đó, máu được pha loãng 2 lần 

bằng PBS 1X trước khi được đặt           

lên trên Ficoll-Paque PREMIUM             

(p = 1,077g/mL) trong các ống falcon 

50 mL (tránh trộn lẫn Ficoll với hỗn 

hợp máu - PBS). Mỗi ống falcon chứa 

15 mL Ficoll và 30 - 33 mL máu đã 

pha loãng. Các ống falcon được ly tâm 
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tại 400g trong 35 phút (không sử dụng 

chế độ phanh). Sau khi ly tâm, lớp 

PBMC (nằm giữa plasma và Ficoll) 

được hút ra và hòa vào 40 mL PBS 1X 

(0,5% BSA; pH 7,2). Hỗn hợp trên 

được ly tâm lạnh và loại bỏ dịch 3 lần 

tại các chương trình ly tâm 350g, 10 

phút; 160g, 15 phút và 300g, 10 phút. 

Dịch nổi được loại bỏ hoàn toàn và 

sinh khối tế bào được hòa tan bằng           

4 mL môi trường nuôi cấy RPMI,            

10% FBS.  

- Đánh dấu CFSE và đồng nuôi cấy 

CAR-T với các tế bào CD19
+
: 

Một ngày trước khi thực hiện thí 

nghiệm, tế bào CAR-T được rã đông 

nhanh trong bể ổn định nhiệt 37ºC, hòa 

tan trong 10 mL RPMI đã được làm 

ấm và ly tâm thu tế bào (300 vòng/phút 

trong 10 phút). Sau khi rửa hai lần với 

PBS 1X (ly tâm 300g trong 10 phút và 

loại bỏ dịch nổi), tế bào được hòa tan 

trong RPMI, 10% FBS về mật độ 

10
6
/mL và được nuôi qua đêm trong tủ 

ấm 37ºC, 5% CO2, độ ẩm > 90%.  

Các dòng tế bào ung thư Daudi, 1D2 

(CD19
+
)

 
và K562 (chứng âm CD19

-
) 

được đánh dấu bằng CFSE thông qua 

sử dụng bộ kit Cayman 7-AAD CFSE 

cytotoxicity assay. Chuyển 10
5
 tế 

bào/mL vào giếng của đĩa 24-well. 

Sau 30 phút bổ sung tế bào CAR-T 

hoặc PBMC (effector) được thu bằng 

ly tâm và được bổ sung vào các giếng 

nuôi chứa tế bào ung thư CD19
+ 

hoặc 

K562 (target) theo tỷ lệ target:effector 

(T:E) 1:2, 1:5, 1:10 với cỡ mẫu mỗi tỷ 

lệ n = 6. Hỗn hợp tế bào được nuôi 

trong tủ ấm 37ºC, 5% CO2, độ ẩm             

> 90% trước khi được phân tích bằng 

flow cytometry.  

- Đánh giá khả năng li giải in vitro 

tế bào CD19
+
 của CAR-T:  

Sau 6 giờ đồng nuôi cấy, thu tế bào 

và rửa 2 lần bằng PBS 1X, sau đó được 

nhuộm với 7-AAD 1X trong 100 µL 

PBS 1X, 0,1% BSA trong 30 phút ở 

4
0
C. Sau khi ủ, tế bào được rửa bằng 

PBS 1X và hòa tan bằng 300 µL FACS 

Buffer và phân tích bằng máy 

BDFacsLyric. Quần thể CFSE
+
 được 

chọn để đếm tỷ lệ tế bào sống chết, từ 

đó đánh giá khả năng li giải tế bào 

CD19
+
 của khối tế bào CAR-T ở các 

liều khác nhau.  

* Xử lý số liệu: So sánh trung bình 

của 2 nhóm độc lập bằng T-test, so 

sánh trung bình của 3 nhóm bằng phân 

tích phương sai ANOVA. Số liệu được 

xử lý bằng phần mềm SPSS 20.0 và 

GraphPad Prism 6. Sự khác biệt có ý 

nghĩa thống kê khi p < 0,05. 

3. Đạo đức nghiên cứu 

Nghiên cứu được chấp thuận của 

Hội đồng Đạo đức trong nghiên cứu         

Y sinh học Bệnh viện Quân y 103 số 

180/2021/CNChT-HĐĐĐ.
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KẾT QUẢ NGHIÊN CỨU 

1. Đánh giá khả năng li giải tế bào K562 của tế bào CAR-T bằng đánh 
dấu CFSE 

 

Hình 1. Tỷ lệ tế bào K562 CFSE
+
 bị li giải sau 6 giờ đồng nuôi cấy với PBMC 

hoặc CAR-T tại các tỷ lệ khác nhau. 

 

Kết quả hình 1 cho thấy, tỷ lệ điều 

trị CAR-T/PBMC tăng thì tỷ lệ tế bào 

K562 chết cũng tăng lên. Ở tỷ lệ 

K562:CAR-T cao nhất là 1:10 thì tỷ lệ 

tế bào K562 CFSE
+
 chết sau 6 giờ 

đồng nuôi cấy nằm trong khoảng 8 - 

15%, trong khi tỷ lệ này ở nhóm đồng 

nuôi cấy PBMC là chết 6 - 12%. Hiệu 

quả li giải giữa nhóm đồng nuôi cấy 

CAR-T và PBMC với tế bào K562 

không có sự khác biệt có ý nghĩa thống 

kê (p > 0,05).  

Như vậy, CAR-T CD19RCD137 và 

iCasp9-IL15 không có khả năng li giải 

dòng tế bào K562 nguyên bản, không 

biểu hiện CD19 khác biệt so với nhóm 

chứng PBMC.  

2. Đánh giá khả năng li giải tế bào 

CD19+ của tế bào CAR-T bằng đánh 

dấu CFSE 

Hai dòng tế bào Daudi (CD19
+
) và 

1D2 (CD19
+
) được sử dụng cho đánh 

giá khả năng li giải của tế bào CAR-T 

với tế bào ung thư CD19
+
. 

Kết quả cho thấy: Ở cả 2 nhóm nuôi 

cấy đồng thời hai thế hệ CAR-T 

CD19RCD137/iCasp9-IL15 với tế bào 

Daudi/1D2 đều có tỷ lệ tế bào 

Daudi/1D2 chết (bị li giải) cao hơn có 

ý nghĩa thống kê so với nhóm nuôi 

đồng thời PBMC và các tế bào trên         

(p < 0,05) (Hình 2, Hình 3).  
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Mặt khác, tỷ lệ tế bào ung thư bị li 
giải tăng lên tương ứng với tỷ lệ đồng 

nuôi cấy CAR-T và tế bào CD19
+
 (p < 0,05).  

Kết quả cũng cho thấy khả năng li 

giải tế bào CD19
+
 tương đương nhau 

giữa hai thế hệ tế bào CAR-T (p > 0,05).  

Như vậy, hai thế hệ CAR-T 

CD19RCD137 và iCasp9-IL15 đều có 

khả năng li giải tế bào ung thư CD19
+
 

và khả năng li giải tăng theo sự tăng 

của tỷ lệ CAR-T được đồng nuôi cấy 

với tế bào CD19
+
.  

 

 
Hình 2. Tỷ lệ tế bào Daudi, 1D2 CFSE

+
 bị li giải sau 6 giờ đồng nuôi cấy với 

PBMC kích hoạt hoặc CAR-T tại các tỷ lệ khác nhau. 
 

 
Hình 3. Hình ảnh đại diện khả năng li giải tế bào CD19

+
 (Daudi) của CAR-T. 
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BÀN LUẬN 

Liệu pháp miễn dịch sử dụng tế bào 

T được biến đổi với thụ thể kháng 

nguyên khảm (CAR) đã được chứng 

minh hiệu quả trong điều trị bệnh bạch 

cầu và u lympho kháng với hóa trị liệu. 

Các nghiên cứu lâm sàng gần đây đã 

cho thấy phản ứng tuyệt vời của tế bào 

CAR-T trong nhiều loại khối u tế bào 

B
8-10

.  

Ung thư tế bào B đại diện cho một 

nhóm bệnh huyết học không đồng 

nhất, hầu hết đều đáp ứng với hóa trị 
liệu. Tuy nhiên, có rất nhiều bệnh nhân 

đã bị tái phát bệnh. Do đó, trước những 

khó khăn gặp phải trong điều trị bệnh 

nhân ung thư ác tính tế bào B tái phát, 

cần có những nỗ lực để phát triển các 

liệu pháp điều trị đặc hiệu hơn và ít 

độc hơn [11]. 

Sự biểu hiện CD19 bị hạn chế trong 

tất cả các giai đoạn phát triển của tế 

bào B và nó không được biểu hiện 

trong tế bào gốc tạo máu. CD19 là 

kháng nguyên lý tưởng do nó biểu hiện 

mạnh trên bề mặt tất cả các tế bào B 

nhưng lại không biểu hiện trong tế bào 

gốc tạo máu [12]. Hơn nữa, việc các tế 

bào B khỏe mạnh bị tiêu diệt do hiện 

tượng “nhắm đích ngoài khối u” có thể 

được xử lý bằng cách tiêm bổ sung 

kháng thể cho người bệnh. Đến nay, 

hầu hết các thử nghiệm lâm sàng tế 

bào CAR-T điều trị ALL đều tập trung 

nhắm đích là thụ thể CD19.  

Tế bào CAR-T trong nghiên cứu của 

chúng tôi có khả năng nhắm đích 

kháng nguyên CD19, liên kết với tế 

bào thông qua thụ thể này và gây li giải 

tế bào ung thư có biểu hiện CD19
+
.  

Kết quả nghiên cứu của chúng tôi 

rất phù hợp với cơ chế này: Cả hai thế 

hệ CAR-T CD19RCD137 và iCasp9-

IL15 đều ít gây li giải tế bào CD19- 

nhưng đều có khả năng li giải rõ rệt tế 

bào ung thư CD19
+
. Mặt khác, khả 

năng li giải tăng theo sự tăng của tỷ lệ 

CAR-T được đồng nuôi cấy với tế bào 

CD19
+
.  

Kết quả này là tiền đề quan trọng để 

tiếp tục thực hiện những nghiên cứu 

tiếp theo in vitro và in vivo để khẳng 

định tác dụng li giải và gây chết tế bào 

ung thư của khối tế bào CAR-T.  

 

KẾT LUẬN 

Tế bào CAR-T có khả năng li giải 

các dòng tế bào ung thư có CD19
+ 

như 

tế bào Daudi và 1D2.  
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