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Nghiên cứu nhằm xây dựng và tối ưu quy trình đánh giá biểu hiện gen TNFα trên tế bào diệt tự nhiên 

(NK) được nuôi cấy từ máu ngoại vi của bệnh nhân ung thư phổi không tế bào nhỏ (NSCLC). Mẫu nghiên 

cứu bao gồm 10 bệnh nhân được chẩn đoán NSCLC, tế bào NK được phân lập và nuôi cấy nhằm kích hoạt 

và tăng sinh số lượng tế bào. Quy trình được tối ưu hóa các thông số phản ứng PCR và Real-time PCR, 

bao gồm nhiệt độ gắn mồi, nồng độ mồi, sử dụng β-actin làm gen nội chuẩn. Phân tích biểu hiện TNFα 

được thực hiện bằng phương pháp 2-∆∆Ct. Kết quả cho thấy, sau 21 ngày, mức biểu hiện TNFα trung bình 

tăng 2,22 ± 1,08 lần so với thời điểm ban đầu, trong khi biểu hiện của gen β-actin duy trì ổn định giữa các 

thời điểm khảo sát, đảm bảo độ tin cậy cho phân tích định lượng. Quy trình tối ưu hóa cho phép đánh giá 

hiệu quả biểu hiện TNFα trên tế bào NK, phản ánh hoạt tính miễn dịch của tế bào. Nghiên cứu góp phần 

khẳng định tiềm năng ứng dụng tế bào NK hoạt hóa ex vivo trong liệu pháp miễn dịch ung thư tại Việt Nam.
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I. ĐẶT VẤN ĐỀ

Ung thư phổi vẫn là một trong những nguyên 
nhân hàng đầu gây tử vong do ung thư trên toàn 
cầu, chiếm khoảng 18% tổng số ca tử vong do 
ung thư tính đến năm 2023.1 Dù đã có những 
tiến bộ đáng kể trong điều trị bằng phẫu thuật, 
xạ trị, hóa trị và liệu pháp nhắm trúng đích, tỷ 
lệ sống sót sau 5 năm của bệnh nhân ung thư 
phổi vẫn còn thấp, đặc biệt ở giai đoạn muộn. 
Sự phát triển của liệu pháp miễn dịch gần đây, 
đặc biệt là các chất ức chế điểm kiểm soát miễn 
dịch (immune checkpoint inhibitors – ICIs), đã 
mở ra hướng đi mới trong điều trị, tuy nhiên chỉ 
một tỷ lệ nhỏ bệnh nhân đáp ứng hiệu quả với 
các liệu pháp này.2

Một trong những yếu tố quyết định hiệu quả 
điều trị miễn dịch là khả năng hoạt hóa và chức 
năng của các tế bào miễn dịch bẩm sinh, trong 
đó có tế bào diệt tự nhiên (Natural Killer – NK). 
Tế bào NK không chỉ tham gia tiêu diệt trực tiếp 
tế bào ung thư mà còn điều hòa đáp ứng miễn 
dịch thông qua tiết cytokine, trong đó TNFα 
(Tumor Necrosis Factor alpha) là một trong 
những cytokine quan trọng. TNFα có khả năng 
khởi phát phản ứng viêm, làm tăng tính thấm 
mạch, hỗ trợ di chuyển của tế bào miễn dịch đến 
vị trí khối u và thúc đẩy quá trình chết tế bào 
thông qua con đường chết theo chương trình.3-5

Việc đánh giá biểu hiện gen TNFα trên tế 
bào NK được nuôi cấy từ mẫu máu ngoại vi 
bệnh nhân ung thư phổi không chỉ mang giá trị 
nghiên cứu cơ bản về cơ chế sinh học khối u mà 
còn có tiềm năng trở thành dấu ấn tiên lượng 
hoặc thậm chí là mục tiêu điều trị. Tuy nhiên, 
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hiện nay chưa có quy trình chuẩn hóa cho việc 
đánh giá biểu hiện gen TNFα từ việc nuôi cấy 
tế bào NK ở bệnh nhân ung thư, đặc biệt là ở 
bệnh nhân ung thư phổi tại Việt Nam. Điều này 
đặt ra nhu cầu cần thiết trong việc xây dựng và 
tối ưu hóa một quy trình có độ ổn định, nhạy và 
đặc hiệu, có thể ứng dụng rộng rãi trong nghiên 
cứu và lâm sàng. Nghiên cứu này được thực 
hiện nhằm mục tiêu tối ưu quy trình đánh giá 
biểu hiện gen TNFα trên tế bào NK nuôi cấy từ 
máu bệnh nhân ung thư phổi, góp phần cung 
cấp thêm công cụ hữu ích cho các nghiên cứu 
về miễn dịch học ung thư và mở rộng tiềm năng 
ứng dụng trong y học cá thể hóa.

II. ĐỐI TƯỢNG VÀ PHƯƠNG PHÁP
1. Đối tượng

Thu thập và bảo quản mẫu sinh phẩm

Mười mẫu máu toàn phần (mỗi mẫu khoảng 
10 - 20ml) được thu thập từ tĩnh mạch của các 
bệnh nhân ung thư phổi không tế bào nhỏ điều 
trị tại Bệnh viện Đại học Y Hà Nội trong khoảng 
thời gian từ tháng 09/2022 đến 04/2023. Sau 
đó, các mẫu tế bào NK nuôi cấy (2ml môi 
trường chứa ít nhất 2x105 tế bào/ml) được tách 
ra tại hai thời điểm – ngày bắt đầu (ngày 0) và 
ngày thu hoạch (ngày 21), được bảo quản ở 
nhiệt độ -800C cho đến khi tiến hành phân tích.

2. Phương pháp

Kỹ thuật tách chiết RNA tổng số (theo 

khuyến cáo của nhà sản xuất)

RNA tổng số từ mẫu tế bào được tách chiết 
sử dụng bộ kit RNeasy Mini Kit (Qiagen, USA). 
Quy trình tiến hành như sau: 600μl dung dịch 
RLT được thêm vào mẫu, sau đó ly tâm ở 
15.000 vòng/phút trong 2 phút ở 40C để phá vỡ 
tế bào. RNA được kết tủa bằng 600μl ethanol 
70% và tiếp tục ly tâm ở 10.000 vòng/phút trong 
16 giây. Các bước rửa tủa RNA được thực hiện 
lần lượt bằng dung dịch RW1 và RPE, sau đó 
tủa RNA được thu hồi và hòa tan trong 30μl 
nước không chứa RNase. Mẫu RNA được ủ ở 
nhiệt độ phòng trong 1 phút trước khi ly tâm 
lần cuối ở 10.000 vòng/phút trong 1 phút để thu 
RNA tổng số.

Kỹ thuật tổng hợp ngược cDNA (RT-PCR)

Tổng hợp cDNA từ RNA tổng số được 
thực hiện bằng qScript cDNA Synthesis Kit 
(QuantaBio, USA), với tổng thể tích phản ứng 
20μl bao gồm: 4μl dung dịch phản ứng Master 
mix (5X), 500ng RNA, 1μl enzyme qScript 
Reverse Transcriptase (20X) và nước cất. Chu 
trình nhiệt cho phản ứng: 220C trong 5 phút, 
420C trong 30 phút, 850C trong 5 phút và giữ ở 
40C. Sản phẩm cDNA thu được được sử dụng 
ngay trong các phản ứng Real-time PCR hoặc 
lưu trữ ở -200C.

Phản ứng PCR tối ưu nhiệt độ gắn mồi sử 
dụng mồi của gen β-actin (gen nội chuẩn) và 
TNFα

Bảng 1. Trình tự cặp mồi đặc hiệu với gen TNFα và β-actin6,7

Tên gen Trình tự mồi Độ dài mồi Độ dài sản phẩm

β actin
5’- TCC ACC TTC CAG CAG ATG TG - 3’

5’- GCA TTT GCG GTG GAC GAT- 3’
20Nu
18Nu

75bp

TNFα
5’- GGA GAA GGG TGA CCG ACT CA - 3’

5’- CTG CCC AGA CTC GGC AA - 3’
20Nu
17Nu

70bp

Các cặp mồi đặc hiệu cho gen nội chuẩn 
β-actin và gen đích TNFα (xem Bảng 1) được 
sử dụng trong phản ứng PCR. Thành phần 

mỗi phản ứng PCR (25μl) bao gồm: 12,5μl 
DreamTaq PCR Mastermix 2X, 0,5μl mồi xuôi 
(10X), 0,5μl mồi ngược (10X), 6,5μl nước cất 
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và 5μl cDNA. Chu trình nhiệt PCR: biến tính ban 
đầu 950C trong 5 phút, 40 chu kỳ x [950C trong 
30 giây, gắn mồi theo gradient nhiệt [53:63]0C 
trong 40 giây, 720C trong 30 giây], thời gian kéo 
dài cuối 720C trong 3 phút.

Sản phẩm PCR được điện di trên gel 
agarose 2% và nhuộm Syber Safe. Các băng 
sản phẩm được ghi lại bằng hệ thống chụp ảnh 
gel chuyên dụng. Tỷ lệ đậm độ băng β-actin và 
TNFα được so sánh để lựa chọn nhiệt độ gắn 
mồi tối ưu.

Phản ứng Real-time PCR tối ưu nồng độ 
mồi gen β-actin (gen nội chuẩn) và gen TNFα

Phản ứng Real-time PCR (25μl) được thiết 
lập gồm: 12,5μl Fast SYBR Green Master Mix 
2X, 0,5μl mồi F (gen β-actin (3,8; 7,6; 15,2 
pmol/ul), gen TNFα (2,9; 5,8; 11,6 pmol/ul)), 
0,5μl mồi R (gen β-actin (3,3; 6,6; 13,2 pmol/
ul), gen TNFα (3,6; 7,2; 14,4 pmol/ul), 5μl cDNA 
và 6,5μl nước cất.

Chu trình nhiệt Real-time PCR tương tự như 
PCR thông thường, sử dụng nhiệt độ gắn mồi 
đã được tối ưu hóa từ bước trước. Sự xuất hiện 
một đỉnh melting curve duy nhất được sử dụng 
làm tiêu chí đánh giá độ đặc hiệu.

Sử dụng kỹ thuật Real-time PCR bán định 
lượng sau khi đã tối ưu để đánh giá mức độ 
biểu hiện mRNA của cytokine TNFα tiết ra từ 
tế bào nuôi NK

Sau tối ưu, biểu hiện mRNA TNFα trên tế 
bào NK được định lượng bán định lượng bằng 
Real-time PCR tại hai thời điểm: trước và sau 
nuôi cấy. Gen β-actin được sử dụng làm nội 
chuẩn. Phương pháp tính toán sử dụng công 
thức 2-∆∆Ct:

- Ct(T/Tg): ngưỡng chu kỳ của gen đích 
trước kích hoạt.

- Ct(T/Ref): ngưỡng chu kỳ của gen nội 
chuẩn trước kích hoạt.

- Ct(S/Tg): ngưỡng chu kỳ của gen đích sau 
kích hoạt.

- Ct(S/Ref): ngưỡng chu kỳ của gen nội 
chuẩn sau kích hoạt.

- ΔCt(T) = Ct(T/Tg) – Ct(T/Ref); ΔCt(S) = 
Ct(S/Tg) – Ct(S/Ref)

- ΔΔCt = ΔCt(S) – ΔCt(T); tỷ lệ biểu hiện R 
= 2-∆∆Ct

3. Đạo đức nghiên cứu

Nghiên cứu này là một phần của nghiên 
cứu lớn đã được thông qua Hội đồng đạo đức 
tại Trường Đại học Y Hà Nội, mã số 1818/
HMUIRB, ngày 03/08/2018.

III. KẾT QUẢ 
1. Tối ưu nhiệt độ gắn mồi khuếch đại gen 
β-actin và gen TNFα

Hình 1. Kết quả điện di trên gel agarose 2% của thí nghiệm PCR 
tối ưu nhiệt độ gắn mồi khuếch đại gen β-actin và gen TNFα 

Làn M: 50bp DNA ladder (Thermo Scientific). Làn ĐC(-): đối chứng âm
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Nhận xét: Sau khi hoàn tất quá trình tách 
chiết RNA và tổng hợp cDNA, chúng tôi tiến 
hành kiểm tra khoảng nhiệt độ gắn mồi từ 530C 
đến 630C. Kết quả điện di trên gel agarose 

2% cho thấy tại nhiệt độ 550C, các sản phẩm 
khuếch đại xuất hiện rõ nét, đặc hiệu và không 
ghi nhận băng phụ đối với cả hai gen khảo sát.

Hình 2. Kết quả điện di trên gel agarose 2% của thí nghiệm PCR với nhiệt độ 
gắn mồi tối ưu (550C) khuếch đại gen TNFα (Hình A) và gen β-actin (Hình B) trên 3 mẫu 

Làn M: 50bp DNA ladder (Thermo Scientific). Làn ĐC(-): đối chứng âm.

Hình 3. Kết quả tối ưu nồng độ mồi khuếch đại gen β-actin

Nhận xét: Kết quả điện di cho thấy sản 
phẩm khuếch đại ở nhiệt độ gắn mồi tối ưu 
(550C) trên cả 3 mẫu đều xuất hiện băng sáng 
rõ ràng, không ghi nhận băng phụ, dù sử dụng 
nồng độ mồi cao (10X), cho thấy độ đặc hiệu 
tốt. Sử dụng thang chuẩn DNA 50bp xác nhận 
rằng kích thước sản phẩm khuếch đại phù hợp 
với kích thước lý thuyết mong đợi.

2. Tối ưu nồng độ mồi khuếch đại gen 
β-actin và gen TNFα

Để tối ưu nồng độ mồi gen β-actin (gen 
nội chuẩn) và gen TNFα, chúng tôi sử dụng 
phản ứng Real-time PCR với nồng độ mồi là 
3,5 pmol/ul, 7,1 pmol/ul, 14,2 pmol/ul cho gen 
β-actin; 3,2 pmol/ul, 6,5 pmol/ul, 13 pmol/ul cho 
gen TNFα.



TẠP CHÍ NGHIÊN CỨU Y HỌC

78 TCNCYH 192 (07) - 2025

Nhận xét: Dựa trên phân tích melting curve, 
nồng độ mồi 14,2 pmol/μl cho β-actin và 13 
pmol/μl cho TNFα cho kết quả tối ưu nhất, với 

Hình 4. Kết quả tối ưu nồng độ mồi khuếch đại gen TNFα

Hình 5. Mức độ biểu hiện của mRNA TNFα trên tế bào NK 
trước và sau nuôi cấy của bệnh nhân MD-NK01

một đỉnh đặc hiệu duy nhất.
3. Kết quả Real-time PCR bán định lượng 
khuếch đại gen mã hoá TNFα ở tế bào NK

Nhận xét: Kết quả đo mức độ biểu hiện gen 
TNFα trên tế bào NK của bệnh nhân MD-NK01 
cho thấy: giá trị Ct của cả gen TNFα và gen nội 
chuẩn β-actin đều có xu hướng giảm sau 21 
ngày nuôi cấy, với mức giảm khoảng 1 chu kỳ. 

Điều này cho thấy cần chuẩn hóa mức độ biểu 
hiện tương đối bằng phương pháp ΔCt để loại 
trừ sai số do biến thiên RNA đầu vào hoặc hiệu 
suất phản ứng.

Bảng 2. Kết quả đánh giá mức độ biểu hiện mRNA của gen TNFα 
trước và sau nuôi cấy trên 10 BN UTPKTBN

Mã
bệnh nhân

Trước nuôi cấy Sau nuôi cấy
ΔΔCt 2-ΔΔCt

Ct β-actin Ct TNFα Ct β-actin Ct TNFα

MD-NK01 21,54 23,99 20,56 22,86 -0,15 1,11
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Mã
bệnh nhân

Trước nuôi cấy Sau nuôi cấy
ΔΔCt 2-ΔΔCt

Ct β-actin Ct TNFα Ct β-actin Ct TNFα

MD-NK02 19,58 23,13 20,43 22,45 -1,53 2,89

MD-NK03 18,45 22,51 19,36 21,96 -1,46 2,75

MD-NK04 20,27 23,93 20,64 23,58 -0,72 1,65

MD-NK05 19,53 25,63 18,68 24,34 -0,44 1,36

MD-NK06 19,46 24,46 20,45 23,54 -1,91 3,76

MD-NK07 20,32 23,52 21,21 23,26 -1,15 2,22

MD-NK08 18,97 25,44 17,43 24,33 0,43 0,74

MD-NK09 19,43 24,55 20,67 24,87 -0,92 1,89

MD-NK10 18,81 24,58 19,52 23,33 -1,96 3,89

X ± SD 2,22 ± 1,08

Nhận xét: Kết quả tổng hợp từ 10 mẫu cho 
thấy biểu hiện TNFα tăng trung bình 2,22 ± 1,08 
lần sau 21 ngày nuôi cấy.

IV. BÀN LUẬN
Nghiên cứu đã tiến hành xây dựng quy trình 

tối ưu đánh giá biểu hiện gen TNFα trên tế bào 
NK từ máu ngoại vi bệnh nhân ung thư phổi 
không tế bào nhỏ. Các bước tối ưu bao gồm 
xác định nhiệt độ gắn mồi, nồng độ mồi phù 
hợp cho cả hai gen β-actin (nội chuẩn) và TNFα 
(gen đích), cũng như đánh giá đặc hiệu thông 
qua đường cong nóng chảy. Về tối ưu nhiệt độ 
gắn mồi, kết quả điện di cho thấy các băng sắc 
nét nhất và không có băng phụ được quan sát 
rõ ở khoảng 53,70C đến 550C đối với cả hai gen. 
Điều này cho thấy các cặp mồi đã hoạt động 
hiệu quả trong khoảng nhiệt độ thấp, đặc biệt 
là ở 550C – được lựa chọn làm điều kiện chuẩn 
cho các phản ứng tiếp theo. Mặc dù băng điện 
di đoạn gen β-actin và TNFα lần lượt là 530C 
và 59,40C cũng cho hình ảnh sáng và rõ nét 
nhưng chúng tôi vẫn chọn 550C làm nhiệt độ 
gắn mồi tối ưu cho cả hai gen nhằm đảm bảo 
tính đồng bộ và độ lặp lại khi tiến hành Real-

time PCR trên nhiều mẫu. Ngoài ra, dù 530C 
hoặc 59,40C cho tín hiệu mạnh hơn, nhưng sự 
khác biệt không đáng kể so với 550C, trong khi 
550C cho phép cân bằng giữa độ đặc hiệu và 
hiệu suất khuếch đại khi xét cả hai cặp mồi. 
Việc lựa chọn nhiệt độ gắn mồi phù hợp là yếu 
tố quan trọng trong phản ứng PCR nhằm tăng 
độ đặc hiệu, giảm sản phẩm không đặc hiệu 
và đảm bảo độ chính xác trong phân tích định 
lượng. Nhiệt độ quá thấp có thể dẫn đến gắn 
mồi không đặc hiệu, trong khi nhiệt độ quá cao 
lại làm giảm hiệu suất khuếch đại. Tối ưu nồng 
độ mồi cũng là một bước quan trọng trong quá 
trình thiết lập phản ứng PCR hiệu quả. Trong 
nghiên cứu này, ba mức nồng độ mồi khác 
nhau được thử nghiệm cho cả hai gen, và nồng 
độ 14,2 pmol/µl đối với β-actin và 13 pmol/µl đối 
với TNFα được xác định là tối ưu. Việc lựa chọn 
mức nồng độ này đảm bảo hiệu suất khuếch 
đại cao mà không gây lãng phí hóa chất. Sự 
cân đối giữa hiệu quả khuếch đại và tiết kiệm 
tài nguyên là một yếu tố đáng lưu ý, đặc biệt 
trong các phòng thí nghiệm có nguồn lực hạn 
chế. Đường cong nóng chảy (melting curve) 
là công cụ quan trọng trong Real-time PCR 
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để đánh giá tính đặc hiệu của sản phẩm PCR. 
Trong nghiên cứu, mỗi phản ứng chỉ tạo ra một 
đỉnh duy nhất trong đường cong nóng chảy, cho 
thấy không có sản phẩm không đặc hiệu như 
primer-dimer hoặc các băng ngoài mong muốn. 
Điều này chứng minh rằng cặp mồi được thiết 
kế có độ đặc hiệu cao, khuếch đại chính xác 
đoạn gen mục tiêu.8 Thực tế, tính đặc hiệu của 
đường cong nóng chảy là một tiêu chí cần thiết 
để đảm bảo độ tin cậy trong các ứng dụng định 
lượng mRNA, đặc biệt khi không thực hiện giải 
trình tự sản phẩm PCR.

Kết quả nghiên cứu cho thấy rằng biểu hiện 
mRNA của TNFα trên tế bào NK tăng rõ rệt sau 
21 ngày nuôi cấy hoạt hóa, với mức tăng trung 
bình 2,22 ± 1,08 lần so với trước nuôi cấy. Điều 
này phản ánh hiệu quả của quá trình nuôi cấy 
kéo dài trong việc kích hoạt và duy trì chức 
năng miễn dịch của tế bào NK. Sự gia tăng 
này tương đồng với xu hướng được ghi nhận 
trong các nghiên cứu trước đó, như nghiên 
cứu của Sutlu và cộng sự (2010), trong đó các 
tế bào NK được hoạt hóa bằng IL-2 và IL-15 
cũng cho thấy mức biểu hiện TNFα và IFNγ 
tăng cao sau quá trình nuôi cấy.9 TNFα là một 
cytokine chủ chốt trong việc điều hòa đáp ứng 
miễn dịch, có khả năng thúc đẩy quá trình viêm 
cấp, tăng tính thấm mạch, và hỗ trợ thu hút các 
tế bào miễn dịch đến vị trí khối u. Vai trò kép 
của TNFα trong ung thư – vừa có thể chống 
lại sự phát triển của khối u, vừa có thể thúc 
đẩy viêm mạn tính gây hại nếu mất kiểm soát 
– đã được phân tích chi tiết trong tổng quan 
của Balkwill (2009). Tác giả nhấn mạnh rằng 
TNFα, khi được sử dụng đúng liều và trong 
thời điểm phù hợp, có thể là công cụ hữu hiệu 
để kích hoạt các tế bào miễn dịch và tăng khả 
năng tiêu diệt tế bào ung thư.10 Một điểm đáng 
chú ý khác là sự dao động trong mức độ tăng 
biểu hiện TNFα giữa các bệnh nhân. Điều này 
có thể phản ánh sự khác biệt cá thể trong khả 
năng đáp ứng miễn dịch hoặc tình trạng miễn 

dịch nền của mỗi người. Do đó, trong tương lai, 
việc kết hợp đánh giá biểu hiện TNFα với các 
chỉ số khác như IFNγ, IL-10, hoặc biểu hiện 
các receptor kích hoạt (như NKG2D, NKp30) 
có thể cung cấp cái nhìn toàn diện hơn về chức 
năng tế bào NK.11-13 Từ góc độ ứng dụng, kết 
quả nghiên cứu gợi mở tiềm năng sử dụng tế 
bào NK được hoạt hóa ex vivo như một liệu 
pháp miễn dịch hỗ trợ điều trị bệnh nhân ung 
thư phổi. Granzin và cộng sự (2016) cũng đã 
chứng minh rằng các tế bào NK mở rộng ex 
vivo không chỉ tăng tiết cytokine mà còn cải 
thiện khả năng tiêu diệt tế bào ung thư trong 
mô hình chuột mang khối u người.14 Việc định 
lượng TNFα có thể đóng vai trò như một chỉ 
số đánh giá chất lượng tế bào NK trước khi 
đưa vào điều trị, đồng thời giúp xây dựng các 
chiến lược trị liệu miễn dịch cá thể hóa. Tóm 
lại, nghiên cứu không chỉ cung cấp quy trình 
đánh giá TNFα có tính thực tiễn cao, mà còn 
đặt nền móng cho những ứng dụng rộng rãi 
hơn của tế bào NK hoạt hóa trong điều trị ung 
thư tại Việt Nam.

V. KẾT LUẬN
Nghiên cứu đã xây dựng thành công quy 

trình tối ưu đánh giá biểu hiện gen TNFα trên 
tế bào NK nuôi cấy từ máu ngoại vi bệnh nhân 
ung thư phổi. Thông qua việc tối ưu các thông 
số phản ứng PCR và Real-time PCR, bao gồm 
nhiệt độ gắn mồi và nồng độ mồi, chúng tôi đảm 
bảo được tính đặc hiệu và hiệu suất cao của 
phản ứng. Kết quả cho thấy sau 21 ngày nuôi 
cấy hoạt hóa, tế bào NK biểu hiện TNFα tăng 
đáng kể trên hầu hết các mẫu, với mức tăng 
trung bình là 2,22 ± 1,08 lần. Điều này chứng 
minh rằng quy trình nuôi cấy và hoạt hóa có thể 
làm tăng hoạt tính miễn dịch của tế bào NK, 
đồng thời TNFα có thể là dấu ấn sinh học phản 
ánh hiệu quả hoạt hóa tế bào. Kết quả nghiên 
cứu là bước khởi đầu quan trọng hướng tới 
việc ứng dụng tế bào NK hoạt hóa ex vivo trong 



TẠP CHÍ NGHIÊN CỨU Y HỌC

81TCNCYH 192 (07) - 2025

liệu pháp miễn dịch cá thể hóa cho bệnh nhân 
ung thư phổi tại Việt Nam.

LỜI CẢM ƠN
Kết quả nghiên cứu này thuộc đề tài cấp nhà 

nước “Nghiên cứu sử dụng tế bào miễn dịch tự 
thân gamma delta T (γδT) và diệt tự nhiên (NK) 
trong điều trị ung thư phổi” do Trường Đại học Y 
Hà Nội chủ trì. Chúng tôi xin trân trọng cảm ơn.
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Summary
OPTIMIZATION OF THE EVALUATION PROTOCOL 

FOR TNFα GENE EXPRESSION IN CULTURED NATURAL 
KILLER CELLS FROM LUNG CANCER PATIENTS 

USING REAL-TIME PCR METHOD
This study aimed to establish and optimize a standardized protocol for evaluating TNFα gene 

expression in natural killer (NK) cells cultured from peripheral blood of patients with non- small 
cell lung cancer (NSCLC). Peripheral blood samples were collected from 10 patients diagnosed 
with NSCLC, NK cells were isolated and expanded under controlled culture conditions to enhance 
cellular activation and proliferation. The protocol was optimized with respect to critical PCR and 
Real-time PCR parameters, including annealing temperature, primer concentration, and the use of 
β-actin as an internal control gene. TNFα expression levels were quantified using the 2-∆∆Ct method. 
After 21 days of culture, TNFα expression showed a mean increase of 2.22 ± 1.08- fold compared 
to baseline, while β-actin expression remained stable across time points, ensuring the reliability of 
quantitative analyses. The optimized protocol provides an effective approach for quantifying TNFα 
gene expression in NK cells, serving as an indicator of enhanced immune functionality. These 
findings support the potential application of ex vivo-expanded NK cells as an adjunctive strategy in 
cancer immunotherapy, particularly within the clinical context of Vietnam. 

Keywords: TNFα, NK cells, Real-time PCR, lung cancer, gene expression.


