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Tóm tắt

Ung thư vẫn là một trong những nguyên nhân gây tử vong hàng
đầu trên toàn thế giới, trong đó ung thư phổi chiếm tỉ lệ cao nhất
trong các ca tử vong liên quan đến ung thư. Việc phát hiện sớm
các tế bào khối u lưu hành (CTCs) có vai trò quan trọng trong
chẩn đoán kịp thời, đánh giá tiên lượng và theo dõi điều trị. Tuy
nhiên, CTCs rất hiếm trong máu ngoại vi, với khoảng một CTC
trên 106–107 bạch cầu, khiến việc phân lập và phát hiện chúng trở
nên rất khó khăn về mặt kỹ thuật. Luận án này trình bày sự phát
triển của một nền tảng Lab-on-a-Chip (LoC) tích hợp nhằm phân
lập, phát hiện và đếm số tế bào ung thư phổi A549 sử dụng kết
hợp giữa tách từ tính, đo cảm trở điện và các kỹ thuật học máy.

Mục tiêu nghiên cứu bao gồm: (1) nghiên cứu và phát triển
nền tảng Lab-on-a-Chip tích hợp bằng cách thiết kế và chế tạo
thiết bị vi lưu chất với cấu trúc tách từ tính được tối ưu hóa, hệ
thống phát hiện và đếm số CTC; và (2) thực nghiệm xác minh hệ
thống đề xuất và đánh giá có hệ thống hiệu suất của nó về hiệu
quả bắt giữ, độ chính xác phát hiện và độ bền trong các điều kiện
hoạt động liên quan.

Hệ thống đề xuất sử dụng hạt nano Fe3O4 siêu từ tính được
chức năng hóa với các aptamer đặc hiệu EpCAM để gắn kết chọn
lọc với tế bào ung thư A549. Chip vi lưu chất có thiết kế kênh hình
rắn với các vùng bẫy được tối ưu hóa tạo ra các gradient trường
từ tính cao dưới tác dụng của nam châm vĩnh cửu bên ngoài. Một
mạch đo cảm trở dựa trên kỹ thuật khuếch đại lock-in đã được
phát triển để thu thập tín hiệu tổng trở tế bào. Các thuật toán xử
lý tín hiệu sử dụng phát hiện đỉnh và mô hình học máy đã được
triển khai cho phân loại và đếm tế bào tự động.
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Kết quả mô phỏng cho thấy hiệu suất bắt giữ là 80%, 94%
và 100% đối với kích thước hạt từ tính là 1,36 µm, 3,00 µm và
4,50 µm. Chip vi lưu chất đã chế tạo với kích thước kênh 30 µm
cho phép căn chỉnh dòng chảy một tế bào cho phép đo cảm trở
chính xác. Hệ thống đo cảm trở phân biệt thành công tín hiệu tế
bào đặc trưng bởi các đỉnh lưỡng cực khỏi nhiễu nền. Các mô
hình học máy, bao gồm IsolationForest và OneClassSVM, đạt độ
chính xác phân loại vượt quá 88% trong nhận dạng tín hiệu tế bào.

Luận án này đóng góp cho lĩnh vực chẩn đoán ung thư bằng
cách giới thiệu một nền tảng gọn nhẹ, tiết kiệm chi phí và tự động
hóa cho phát hiện CTC. Việc tích hợp tách từ tính, cảm biến tổng
trở và xử lý tín hiệu thông minh trên một chip vi lưu chất duy nhất
cung cấp một hướng tiếp cận đầy hứa hẹn cho các ứng dụng sàng
lọc ung thư tại điểm chăm sóc sức khỏe. Hướng nghiên cứu tương
lai sẽ tập trung vào xác minh lâm sàng với mẫu bệnh nhân và tối
ưu hóa thêm độ nhạy và độ đặc hiệu của hệ thống.

Tóm tắt kết cấu và nội dung luận án

Giới thiệu

Phần mở đầu trình bày bối cảnh và nền tảng của nghiên cứu, nhấn
mạnh gánh nặng ngày càng tăng của bệnh ung thư, đặc biệt là ung
thư phổi. Phần này xác định việc phát hiện các tế bào khối u lưu
hành (CTCs) là một nhiệm vụ quan trọng nhưng đầy thách thức
do sự hiếm hoi của chúng trong máu. Luận án đặt ra mục tiêu phát
triển một hệ thống vi lưu chất tích hợp tách từ tính và đo cảm trở
để phân lập và phân tích CTCs. Các mục tiêu nghiên cứu, ý nghĩa
khoa học và cấu trúc của luận án được trình bày trong phần này.
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Chương 1: Tổng quan về Nghiên cứu

Chương 1 cung cấp một tổng quan toàn diện về tình hình ung thư
và cơ chế di căn. Hình 1.2 minh họa quá trình di căn qua các tế
bào khối u lưu hành (CTCs). Trong quá trình di căn, các tế bào
khối u tách rời khỏi khối u nguyên phát và xâm nhập vào hệ tuần
hoàn, từ đó trở thành tế bào khối u lưu hành. Quá trình này liên
quan đến sự chuyển đổi biểu mô–trung mô và đánh dấu giai đoạn
đầu của quá trình di căn.

Hình 1.2: Sơ đồ minh họa quá trình di căn khối u qua CTCs/CTM.

Hình 1.4 trình bày sơ đồ khối của hệ thống tách tế bào CTC
sử dụng hạt nano từ tính và kháng thể sinh học kết hợp với công
nghệ vi lưu chất. Cấu trúc biochip gồm hai phần: phần thứ nhất
tách bạch cầu (WBCs) khỏi dung dịch sử dụng kết hợp hạt nano
từ tính và kháng thể nhận diện đặc hiệu WBCs. Phần thứ hai tách
các tế bào biểu hiện protein màng EpCAM sử dụng kháng thể đặc
hiệu EpCAM.
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Hình 1.4: Sơ đồ khối của hệ thống tách tế bào CTC sử dụng hạt
nano từ tính và kháng thể sinh học.

Luận án đề xuất một hệ thống Lab-on-a-Chip sử dụng nền
tảng chip vi lưu chất tích hợp. Hình 1.11 minh họa nền tảng Lab-
on-a-Chip tích hợp để phân tích tế bào đơn lẻ, chi tiết các giai
đoạn vận hành tuần tự: (a) Vùng bẫy từ tính phía trên để làm giàu
chọn lọc CTCs được gắn nhãn từ tính. (b) Kênh vi lưu chất quán
tính để sắp xếp và giãn cách tế bào. (c) Đơn vị đóng gói tế bào
tạo vi giọt nước trong dầu tại ngã T. (d) Vùng điện cực tích hợp
để phát hiện nội dung giọt dựa trên cảm trở. (e) Phần thao tác và
phân loại vi giọt chủ động. (f) Ngã phân loại hạ lưu dẫn giọt vào
cửa thu thập hoặc chất thải dựa trên phản hồi cảm biến.
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Hình 1.11: Minh họa sơ đồ của nền tảng Lab-on-a-Chip tích hợp
để phân tích tế bào đơn lẻ, chi tiết các giai đoạn vận hành tuần tự:
(a) Vùng bẫy từ tính phía trên để làm giàu chọn lọc CTCs được
gắn nhãn từ tính. (b) Kênh vi lưu chất quán tính để sắp xếp và giãn
cách tế bào. (c) Đơn vị đóng gói tế bào tạo vi giọt nước trong dầu
tại ngã T. (d) Vùng điện cực tích hợp để phát hiện nội dung giọt
dựa trên cảm trở. (e) Phần thao tác và phân loại vi giọt chủ động.
(f) Ngã phân loại hạ lưu dẫn giọt vào cửa thu thập hoặc chất thải
dựa trên phản hồi cảm biến.

Chương 2: Cơ sở Lý thuyết và Mô phỏng

Chương này thiết lập khung lý thuyết cho các phương pháp đề
xuất. Chương trình bày cơ chế gắn kết aptamer–hạt từ tính, trong
đó hạt nano Fe3O4 được chức năng hóa với aptamer đặc hiệu Ep-
CAM để nhắm chọn lọc tế bào ung thư phổi A549 (Hình 2.1).
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Hình 2.1: Sự gắn kết của MB lên protein màng của tế bào đích
A549 được trung gian bởi aptamer NH2.

Luận án đề xuất thiết kế vi kênh tích hợp buồng (Hình 2.2) sử
dụng lực từ để bẫy các tế bào được gắn nhãn trong các buồng bên
trong khi cho phép các thành phần máu khác đi qua. Kích thước
kênh là 100 µm chiều rộng cho kênh chính, trong khi các buồng
kéo dài đến độ dài 340 µm và chiều rộng 100 µm.
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Hình 2.2: Hệ thống vi lưu chất đề xuất để phân lập CTC trong các
buồng. A. Sơ đồ thiết bị vi lưu chất gồm một tấm kênh đặt trên đế
thủy tinh. Kích thước kênh là 100 µm chiều rộng cho kênh chính,
trong khi các buồng (vùng giữ tế bào) kéo dài đến độ dài 340 µm
và chiều rộng 100 µm.

Để đảm bảo hiệu quả đếm tế bào dựa trên cảm trở ở hạ lưu,
một cấu trúc vi lưu chất quán tính xoắn ốc liên tục được đề xuất
(Hình 2.4). Cấu trúc này tận dụng lực thủy động lực học để tập
trung và giãn cách hiệu quả dòng tế bào, sử dụng một loạt vòng
xoắn ốc với kích thước giảm dần.
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Hình 2.4: Cấu trúc xoắn ốc liên tục được đề xuất với kích thước
giảm dần.

Hình 2.6 cho thấy cấu trúc vi kênh để phát hiện và đếm tế bào
sử dụng cảm biến cảm trở tích hợp. Thiết kế bao gồm các điện
cực tạo thành các cặp đo lường vi sai, giảm thiểu nhiễu và tối ưu
hóa độ chính xác.
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Hình 2.6: Cấu trúc vi kênh để phát hiện và đếm tế bào sử dụng
cảm biến cảm trở tích hợp trong Lab-on-a-chip.

Để phân loại giọt, luận án trình bày thiết bị phân loại và tách
vi giọt vi lưu (Hình 2.8). Thiết kế kết hợp các cặp điện cực vàng
chịu điện áp DC cao và thấp khác nhau để đạt cả hiệu ứng điều
hướng và tách.
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Hình 2.8: Thiết bị phân loại và tách vi giọt vi lưu. (a) Minh họa sơ
đồ kết hợp các cặp điện cực vàng chịu điện ápDC cao và thấp khác
nhau với kích thước khác nhau để đạt cả hiệu ứng điều hướng và
tách. (b) Cấu trúc nước trong dầu được thiết kế để tạo giọt thông
qua hiệu ứng tập trung dòng với các cặp điện cực vàng gần hai
cửa ra. (c) Kích thước của cửa vào, cửa ra, kênh chính và điện cực
vàng.

Chương 3: Chuẩn bị Vật liệu và Thiết lập Thực nghiệm

Chương 3 mô tả thiết lập thực nghiệm và chuẩn bị vật liệu. Hình
3.7 cho thấy hình ảnh thiết lập hệ thống đếm tế bào, bao gồm các
thành phần chính như kính hiển vi, mạch đo cảm trở, máy tính
phân tích và camera.
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Hình 3.7: Hình ảnh thiết lập hệ thống đếm tế bào.

Hình 3.8 cho thấy hệ thống tổng thể để đóng gói tế bào trong
giọt và phân loại giọt sử dụng DEP. Chip vi lưu chất có hai kênh
đầu vào (dầu và dung dịch nước) và một kênh xả.
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Hình 3.8: Hệ thống tổng thể để đóng gói tế bào trong giọt và phân
loại giọt sử dụng DEP.

Để đánh giá hiệu quả gắn kết của MBs trên tế bào ung thư
phổi A549, nghiên cứu đề xuất phương pháp sử dụng kết hợp kỹ
thuật nhận diện đối tượng và phân đoạn ngữ nghĩa (Hình 3.10).
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Hình 3.10: Sơ đồ mô hình phát hiện và phân đoạn tế bào và hạt
từ tính.

Chương 4: Kết quả và Thảo luận

Chương 4 trình bày các kết quả của nghiên cứu. Kết quả chế
tạo: Chip vi lưu chất đã được chế tạo thành công sử dụng công
nghệ PDMS. Hình 4.1 cho thấy chip đã chế tạo với kênh cảm biến
30 µm, đảm bảo căn chỉnh tế bào đơn lẻ để đo cảm trở chính xác.

Hình 4.1: Kết quả chip LoC sau chế tạo.

Kết quả gắn kết: Kết quả ủ và gắn kết hạt từ miễn dịch
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(IMBs) lên bề mặt tế bào ung thư A549 được trình bày trong Hình
4.11. Kết quả cho thấy gắn kết hiệu quả với hạt từ tính có kích
thước khác nhau (1,36 µm, 3,0 µm, 4,5 µm).

Hình 4.11: Kết quả gắn kết hạt từ tính–tế bào A549 với kích thước
hạt khác nhau (1,36 µm, 3,0 µm, 4,5 µm).

Nghiên cứu sử dụng mô hình phân đoạn dựa trên YOLOv8 để
đánh giá hiệu quả gắn kết. Hình 4.12 cho thấy kết quả phân đoạn
tế bào ung thư gắn với hạt từ tính 3,0 µm và 4,5 µm.

Hình 4.12: Dự đoán phân đoạn Yolov8. (A) Mô hình phân đoạn
với MB 3,0 µm, (B) Mô hình phân đoạn với MB 4,5 µm.
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Hiệu quả gắn kết được phân tích thống kê thêm. Hình 4.14
trình bày phân phối diện tích vùng phủ cho cả hai kích thước hạt,
cho thấy hạt nhỏ hơn (3,0 µm) nhìn chung thể hiện hiệu quả gắn
kết cao hơn do tỉ lệ diện tích bề mặt trên thể tích lớn hơn.

Hình 4.14: Hiệu quả gắn kết của MBs trong quá trình nhận diện tế
bào A549, được biểu diễn dưới dạng biểu đồ thống kê thông qua
phân phối giá trị diện tích vùng phủ phần trăm. (A) Phân phối
diện tích MB 3,0 µm gắn lên từng tế bào. (B) Phân phối diện tích
MB 4,5 µm gắn lên từng tế bào. (C) Đường cong Gaussian minh
họa phân phối xác suất của MBs trong cả hai trường hợp.

Để xác minh hiệu quả bắt giữ trong vi kênh vi lưu chất, các
thí nghiệm đã được tiến hành với tế bào được nhuộm màu. Hình
4.15 cho thấy việc bắt giữ tế bào A549 (nhuộm xanh) trong các
hốc bẫy.

15



Hình 4.15: Kết quả tế bào A549 (nhuộm xanh) được bắt giữ trong
kênh vi lưu chất.

Tạo giọt: Khả năng đóng gói tế bào trong giọt của hệ thống
cũng được đánh giá. Hình 4.18 minh họa quá trình tạo giọt tại ngã
T.

Hình 4.18: Kết quả tạo giọt bởi kênh T.

Độ chính xác đếm tế bào:Để định lượng độ chính xác của hệ
thống đo cảm trở, một quy trình xử lý và xác minh dữ liệu nhiều
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bước được thực hiện. Hình 4.26 minh họa hệ thống đếm tế bào
gồm điện cực và khuôn kênh, cùng với dữ liệu thô thu thập bởi
hệ thống DAQ và dữ liệu sau lọc dải thông.

Hình 4.26: (a) Hệ thống đếm tế bào gồm điện cực và khuôn kênh.
(b) Dữ liệu thô thu thập bởi hệ thống DAQ. (c) Dữ liệu sau lọc
dải thông. (d) Dữ liệu đã lọc được phóng to.

Nghiên cứu đã chứng minh thành công việc phân lập tế bào
A549 với tỉ lệ thu hồi cao và phân loại tín hiệu tế bào sử dụng các
thuật toán học máy với độ chính xác cao.
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Kết luận và Hướng nghiên cứu tương lai

Luận án này đã trình bày một nghiên cứu toàn diện về việc phát
triển hệ thống vi lưu để phân lập và phân tích các tế bào khối u
lưu hành (CTCs). Một thiết bị vi lưu chất mới tích hợp các kỹ
thuật phân tách tiên tiến đã được thiết kế và chế tạo thành công.
Hệ thống đã chứng minh hiệu quả cao trong việc phân lập CTCs
từ máu, đạt tỉ lệ thu hồi cao và độ sạch cao.

Mô phỏng số cung cấp những thông tin quan trọng về hành vi
của hạt trong các kênh vi lưu, xác nhận các kết quả thực nghiệm.
Phương pháp đề xuất cung cấp một giải pháp thay thế không nhãn
và thấp chi phí so với các hệ thống thương mại hiện có, phù hợp
cho các ứng dụng lâm sàng tiềm năng.

Các đóng góp chính của luận án này có thể tóm tắt như sau:

1. Một hệ thống Lab-on-a-Chip vi lưu đa chức năng đã được
tích hợp và chế tạo thành công để phát hiện và đếm số tế
bào ung thư phổi. Nền tảng này kết hợp phân tách vi lưu
có hỗ trợ từ tính và quán tính, đóng gói tế bào đơn lẻ trong
giọt, đếm tế bào dựa trên tổng trở và xử lý tín hiệu dựa trên
học máy, cho phép phân tích thông lượng cao tự động trên
một chip duy nhất.

2. Các phương pháp mới cho phát hiện, phân loại và phân tách
tế bào đã được đề xuất và xác minh thực nghiệm, dựa trên
việc sử dụng kết hợp các kỹ thuật điện từ và xử lý hình ảnh
với mô hình học máy. Các phương pháp này tận dụng lực
từ, trường điện không đều, đo cảm trở tế bào loãng, và phân
tích hình ảnh dựa trên học sâu để cải thiện độ nhạy, tính đặc
hiệu và độ tin cậy trong phân tích tế bào ung thư phổi.
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Mặc dù các kết quả thu được trong nghiên cứu này rất đầy hứa
hẹn, vẫn còn một số hướng nghiên cứu tương lai để cải thiện thêm
hệ thống và mở rộng phạm vi ứng dụng. Trước tiên, tối ưu hóa
thêm hình học kênh và cấu hình điện cực có thể nâng cao thông
lượng và độ nhạy của hệ thống.

Thứ hai, các thử nghiệm lâm sàng quy mô lớn với mẫu bệnh
nhân là cần thiết để xác minh tính hữu ích lâm sàng của thiết bị
cho chẩn đoán và tiên lượng ung thư. Thứ ba, việc tích hợp mô-
đun phân lập với các khả năng phân tích hạ lưu, chẳng hạn như
giải trình tự tế bào đơn lẻ hoặc sàng lọc thuốc, sẽ cung cấp một
công cụ toàn diện hơn cho nghiên cứu ung thư. Cuối cùng, phát
triển một phiên bản được tự động hóa hoàn toàn và di động của
hệ thống sẽ tạo điều kiện thuận lợi cho việc sử dụng trong môi
trường chăm sóc tại điểm.
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