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Trung tdm nghién ctru trién khai, Khu Cong nghé cao Thanh phé Ho Chi Minh

TOM TAT: Nguyén bao soi 1a mét trong nhimg loai t& bao c6 kha nang phén chia véi s6 luong
16n va dugc nudi cy tir ' nhimg loai m6 khac nhau v6i nhimg diéu kién déc biét cho mdi truong hop
dé thu duoc s lugng té bao t6i wu. Nghién ctru nay so sanh sy phat trién cac nguyén bao s¢i thu
nhan tir cac m6 khac nhau ¢ chudt trong nudi cdy so cap va sy anh hudng cia cay chuyén t6i té
bao, la co s¢ cho viée tao ngudn té bao phuc vu céc nghién ctru trong linh vuc y, sinh hoc. Té bao
dugc chy chuyen dé duy tri kha nang song sot va tang sinh voi s6 lugng 16n hon. Kha nang phat
trién ciing nhu séng sot cua té bao duoc kiém chimg bang phuong phap dém té bao sir dung Trypan
Blue va hinh dang té bao dugc nhudm véi 4',6- diamidino-2-phenylindole (DAPTI). Két qua thyc
nghiém cho thay, té bao tir cac co quan co kha nang phat trién khong dong nhat trong mot khoang
thoi gian nhat dinh; dong thoi, dé thu nhan nguyén bao soi tr moi loai mo ciing yéu cau nhiing diéu
ki¢n khac nhau. Ngoai ra, tim hiéu vé su dnh huéng cta phuong phap cdy chuyén sé gitp qué trinh

duy tri su séng cho té bao phuc vu cho nhimg thyc nghiém trong tuong lai.

Tur khoa: Nudi cay so cap, nudi cay t€ bao, nguyén bao sgi.

MO PAU

Nudi cdy so cip 1a mot chu trinh tao ra s6
luong té bao phuc vu cho nudi cay thir cap va
tao dong te bao. Nudi ciy so' cap co hai loai,
nudi cay té bao tir mo duge cb dinh va nudi cay
té bao don duogc tach tir manh mo. Mo dong vat
tir cac co quan duoc lién két chat chg, chinh vi
vay can tac dong lyc hodc enzyme dé cat dqut
cac cau nbi. Nhiéu thi nghiém da chimg minh
té bao c6 thé sinh truong s6 luong 16n sau mot
vai ngay hodc nhiéu tudn dé sir dung cho phan
tich (Takashima, 1998). Duy tri té bao phat trién
dai han doi héi phai tuan tha nghiém ngat ky
thuat vo trung dé tranh 1y nhiém va ton thit
tiém ning cua cic dong té bao c6 gia tri
(Phelan, 2007).

Nguyén bao s¢i (fibroblast) 1a mét loai té
bao co6 kha nang tang truong manh va la loai té
bao chiém wu thé trong cac mé lién két cia co
the, gilt vai tro quan trong trong viéc thanh lap
khung ctia cac mo lién két. Nguyén bao soi don
dong 1a ngudn té bao can thiét cho nhiéu nghién
ctru va thuong duge st dung lam té bao nudi
(feeder cells).

Mai truong nudi cay c6 anh huong 16n dén
su phat trién vé hinh dang té bao, bé mat té bao,
su lién két té bao, ddng thoi tac dong dang ké
dén sy tang sinh va phan chia té bao; vi thé, ty
1¢ c4n bang gitta modi trudng va chat dinh dudng

dong vai tro rt quan trong ddi voi su phat trién
cia té bao (Ozturk & Palsson, 1990). Nguyen
bao soi song sot va phat trién tot nhat trong moi
truong Dulbecco’s modified Eagle’s medium
(DMEM) cing v6i huyét thanh thai bé (Fetal
bovine serum, FBS) (Freshney, 2010).

Thay d6i méi truong nudi gitp té bao khoe
manh vi dugc cung cép thém chit dinh dudng,
trong khi cdy chuyén 1a dé duy tri cho té bao
nhan 1én theo cdp sé nhan. Mdi loai té bao hay
mdi dong té bao déu c6 nhitng dic tinh riéng va
can tim hiéu dé giup té bao duy tri va phat trién
mot cach t6t nhat. C6 thé d& dang nhan biét té
bao phat trién tot hay khong ¢ cac didu kién
nuoi céy méi, nhung kho co thé biét ching co
thay (101 hay khong. Té bao goc phoi hoac té
bao goc van ning c6 thé thay doi vé mat di
truyén sau khoang 15-20 lan cdy chuyén
(Monya, 2011). Te bao goc phoi ngudoi HI va
PKUI khi dugc cdy chuyén nhiéu lan co tac
dong khong tdt téi chirc ning cua ty thé va co
thé anh hudng toi tinh da ning cia té bao (Xie
et al ., 2011). Té bao so cip thu truc tiép tir mod
¢6 dic diém sinh Iy cua té bao in vivo tot hon so
voi cac dong te bao dugc thlet 1ap nhung vong
doi cta cac t& bao nudi cay so cap thudng cd
han. Mac du vy, nguyén bao soi thuong tang
sinh nhanh chéng khi nu6i ciy va c6 thé dat
dugc sd lwong mong mudn trude khi trai qua
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qua trinh 130 hoéa (Khan & Gasser, 2016).
Nguyén bao sgi tir phdi chudt thuong duoc
dung trong nghién ctru nudi cay té bao so cap va
c6 mot sO uu diém hon mét so loai té bao khac
thu tir tb chirc mo. Tuy nhién, dé tao ra té bao tir
phoi khé tén thoi gian va can c6 ky thuat tot dé
thyc hién thanh cong. Vi thé, khai thac nguyén
bao soi tr da, xwong va mot sb co quan ndi tang
khac cua chugt 1a mét Iya chon thay thé trong
cac nghién ciru co ché hoat dong c6 lién quan
dén nhiém virus hodc qua trinh tao ra cac chét
didu hoa chéng viém nhu cytokines va
interferon (Moor & Allen, 2013). Nguyén bao
soi tir chom duoi cta chudt da dugc nghién ciru
thanh cong tao ngudn té bao phuc vu nhirng
nghién cuu chuyén sau (Hansen et al., 2011;
Wakayama, 1999). Mot s6 nghién ciru thyc
nghiém di sir dung nghién ctru trén lam nén
tang dé thuc hanh nhu cac nghién ctru nudi ciy
té bao than (De Larco & Todaro, 1978), ph6i va
da cua chuft lang (Kumar et al., 1991;
Preobrazhenska et al., 2012).

Nghién ctru nay dugc thyc hién nhim xac
dinh kha nang sinh truéng cua té bao ¢ giai
doan nudi cay so cap thong qua viéc thu nhdn
va nudi cdy nguyén bao sgi tir md xuong dudi,
than va phoi chudt nhét tring. Sau d6, tién hanh
kiém tra anh hudng cia viéc cy chuyén lip lai
nhiéu 1an d6i voéi sy phat trién va hinh thai té
bao nhiam xac dinh kha ning sir dung k¥ thuat
nuoi cfiy té bao tr md cho cac muc dich tao
dong té bao phuc vu nhirng nghién ctru chuyén
sau.

VAT LIEU VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU

Chudt

Chuot dong ICR tir 12-14 tuan tudi, 30-40
gram do Vién Pasteur (Thanh phé H6 Chi Minh
cung cdp) dugc sit dung dé lay xuong dudi,
than, phoi.

Thu miu mé

St dung ki thuat nuéi cdy vo tring dé nudi
cay tranh nhiém khuan (Rosalie, 1998). Phi 1ml
porcine gelatin 0,1% (Sigma-Aldrich, Hoa Ky)
vao mdi dia nudi cdy (35mm * 10mm, Corning
Incorporated, Hoa Ky) truée khi nuéi cay 12-
24h. Cac co quan to chirc mé sir dung dé thu
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thap té bao dugc tach ra trong diéu kién khong
nhiém khuan va bao quan trong PBS 1X (Gibco,
Hoa Ky).

Xuong dudi dugc thu nhin va gitt trong
PBS 1X. Loai bo da duéi, thu nhan phﬁn xuong
dudi bén trong. Mau dugc cit nhd thanh timg
doan 2-3 mm va dugc rua sach nhiéu lan véi
PBS 1X. Hut bo gelatin 0,1% va chuyén xuong
vao dia nudi cdy, dat kinh ¢b dinh xuong theo
phuong phap ¢ dinh mau, bd sung 1,5ml moéi
truong nudi cdy DMEM (Sigma-Aldrich, Hoa
Ky)/ 10% FBS (Gibco, Hoa Ky)/1% khang sinh
goém penicillin va streptomycin (Gibco, Hoa
Ky). U mdu trong ti nudi cdy ¢ 37°C, 5% CO,
va thay méi truong khi co qua nhiéu té bao va
can bd sung dinh dudng cho méi trudng nudi,
hogc dé loai bo bot cac manh vun hay té bao
chét.

Thu miu mé than va phdi: Dung con 70%
rua sach vung da, thu nhén than, phéi va git
mau riéng biét trong PBS 1X. Rira sach miu
nhiéu lan véi PBS 1X dé loai bo mau va md
thira. Nghién nho mo va tach té bao don voi
0,5ml Trypsin EDTA 0,25% trong 5-10 phut, 0
mau trong ti nudi ciy & 37°C, 5% CO,. Su
dung 0,5ml méi trudng bat hoat Trypsin, thu té
bao tu méu vao eppendoft 1.5 ml. Ly tam voi
tbc d6 5200 vong/phut trong 5 phut & 25°C, thu
té bao véi Iml méi truong nudi cdy DMEM/
10%FBS/1% khang sinh (véi mau phdi) va
DMEM/10% FBS khoéng c6 khang sinh (véi
mau than). U mau trong ti nudi ciy & 37°C, 5%
CO, va thay mdi trudng khi méi truong chuyén
mau vang (pH<6,8). Sau 3 ngiy, b6 sung khang
sinh vao méi truong nudi ciy mau than.

Nudi cdy so cAp va ciy chuyén

Huat bé méi trudng cii, rira mau 2 lan véi
2ml PBS 1X. Téch té bao ra khoi bé mit dia voi
0,5ml Trypsin EDTA 0,25% (Gibco, Hoa Ky)
va U trong ti nudi ciy 37°C, 5% CO, khoang 5
phat, bd sung 0,5ml moi truong bat hoat
Trypsin, ly tdm thu té bao vdi toc do 5200
vong/phut trong 5 phit ¢ 25°C. Quan st té bao
nuoi cay phat trlen to1 mat d¢ phu 80-100% bé
mit dia nudi cy thi cdy chuyén. Té bao duogc
nudi trong méi truong nudi cdy DMEM/10%
FBS/1% khéang sinh.

Pém té bao sir dung Trypan Blue
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Thu nhén dich huyén phu té bao trong 1ml
mdi truong. Nhuom 10pL dich té bao voi 10uL
Trypan Blue 0,2% (Sigma-Aldrich, Hoa Ky),
theo ty 1& 1:1. Pwa 10puL dung dich vao budng
dém hong cau. Pém sé té bao song va chét
trung binh & 4 goc, mdi goc gorn 16 6 vudng
nho. Su dung cong thue tinh s6 té bao: So té
bao/ml = Trung binh s6 té bao dém dwoc & 4
goc x 10.000 x N; trong d6 N = 2 la ty 1¢ pha
lodng 2 lan _v6i Trypan Blue. Ty 1¢ té bao song
co trong mau duoc xac dinh nhu sau: 7y I¢ té
bao song (%) = (S6 té bao song/Tong s6 té bao)
x 100%.

Nhudm té bao véi DAPI

Thube nhudém 4' 6-diamidino-2-
phenylindole (DAPI) (Molecular Probes, Hoa
Ky) duoc pha loang véi PBS 1:50000 trudc khi
su dung. Hit bé moi truong cli va rua voi PBS
nhiéu lan. C6 dinh t& bao véi 0.5 ml 4%
paraformaldehyde (Sigma-Aldrich, Hoa Ky),
trong 40 phit. Rira 2 1an v6i PBS, mdi lan 15
phat. X ly miu véi 300ul 0,1% Triton X-
100(Sigma-Aldrich, Hoa Ky) dé tang tinh thAm
thiu mang té bao. DAPI duoc nhudm tét nhét
sau 1-3 tiéng, & nhiét d6 phong, rira mau voi
PBS 2 lan, 15 phit mdi lan. Sir dung 0,3uL
DAPI phu kin bé mit dia cy, u trong 1-5 phut.
Rira sach thuéc nhuém vé6i PBS. Quan sat mau
& A3sgam-461nm VOi kinh hién vi huynh quang.

KET QUA VA THAO LUAN

Té bao phat trién trong qua trinh nuéi ciy so
cap

Thi nghiém nudi cdy in vitro so cip té bao
tir xuong dudi, mo than va mo phdi phat trién
voi nhitng két qua khac nhau sau 7 ngay.
Nguyén bao soi phét trién tir xwong cho két qua
t6t, t& bao phat trién day ddc va lan nhanh. Té
bao phdi duoc nudi cdy voi mau mo s& d& dang
phat trién tot trong diéu kién thuén lgi. Thi
nghiém trén chudt lang, sau 7 ngay thu dugc
nguyén bao soi phat trién day dic tir mo phdi va
can dén 14 ngay dé dat dugc 2,5 x 10° té bao/ml
(Seluanov, 2010). Véi thi nghiém trén chudt
nhit trang két qua dugc ghi nhan sau 5 ngay, té
bao phdi phat trién rat nhanh, chong 1én nhau

chiém 80% bé mit dia véi xu hudng ting nhanh
va bam t6t ¢ ria ngoai dia rdi lan nhanh vao
trung tdm. Nudi cdy so cip md than twong dbi
kho do ciu tao cua than kha phuc tap, voi nhiéu
16p khac nhau. Nguyén bao s¢i thdn phat trlen
tir trung mo-biéu moé chuyén tiép; vi thé, can
tach riéng phan biéu mé cua than dé nudi ciy
(Dressler, 2006). Sau 3 ngay, chi c6 nhiing té
bao don rii rac khap bé mit dia, té bao phat
trién va nhan déi din xung quanh chung vai toc
d6 tang sinh cham, sau 7 ngay chi dat dugc 40%
d6 pht (hinh 1).
Cz"'ly chuyén duy tri sw séng té bao

Dbi véi té bao tir xwong dudi, qua 4 1an cay
chuyén, nguyén bio soi van phat trién tét va
nhanh chong bam dinh véi bé mit dia theo timg
cum trai déu dia, hinh thai t& bao 6n dinh & dang
hinh thoi kéo dai. Trong khi té bao phdi chiu tac
dong cua qua trinh trypsin tach té bao ciing nhu
cay chuyen nhiéu lan da khién cho hinh dang té
bao thay d6i kha rd rét, phan I6n té bao phdi &
dang tron vi khong ¢ kha ning bam trai trén bé
mit. T¢é bao than ¢6 hinh thoi dai véi nhiu
phan bam trai lan dan ra trén bé mat dia va dic
biét phat trién tot va on dinh hon so véi té bao
phéi (hinh 2).

Céy chuyén tao diéu kién t6i wu vé khong
gian va mdi truong dinh dudng gitip té bao ting
sinh nhanh chéng. Nguyén bao soi tr xuong
dudi dé dang va nhanh chong thich nghi, bam
trai va ting sinh v6i diéu kién cay chuyen to 4
dén 10, 15 lan (Lander et al., 1978). O nghién
ctru ndy, véi 4 lan nhic lai, két qué ghi nhan
nguyén bao soi xuong dudi phat trién rat kha
quan voi sy thich nghi nhanh chong va phat
trién on dinh. Nguyen bao soi tir phéi thich nghi
chdm hon, véi thoi gian cdy chuyén lap ngin da
phan nao anh hudéng dén su phat trién va trang
thai cua nguyén bao soi phdi. Sau 2 lan ciy
chuyén, hinh dang nguyén bao soi phéi thay d6i,
bi co lai va di dang, hodc gian rach véi nhan to
ra bat thudng.

Tuong tu, nguyén bao soi tr mo than dan bi
bién dang nhung mot sé van gitr dugc dang hinh
thoi va bam trai trén bé mit dia cho dén sau 12
ngay, thich nghi tot hon té bao phdi qua qua
trinh cdy chuyén.
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ol : B

PR : : o % & 2 4
Hinh 1. Hinh thai nguyén bao soi nudi cy tr (A) xuong dudi, (B) phdi va (C) thén sau (1) 1 ngay,
(2) 3 ngay (3) 5 ngay va (4) 7 ngay. Kinh hién vi 10x.

Hinh 2. Hinh thai nguyén bao soi nudi ciy tir (A) xuong dudi, (B) phdi va (C) than duoc tai ciy
chyén sau 3 ngay nuodi cay lién tiep(1) 3 ngay, (2) 6 ngay (3) 9 ngay va (4) 12 ngay. Kinh hién vi
10x.

Xic dinh sé lwgng va kha ning ting sinh t&  lién tiép v6i 3 ngay nuoi cdy.

bao qua cic giai doan Tur két qua thi nghiém cho thdy, nudi cay
T¢€ bao sau khi nudi cay so cap, dugc cay trén dia duong kinh 35mm, t€ bao tir dudi va mo

chuyén véi mat do 100.000 té bao/ml. SO té bao  phdi c6 sy phat trien 6n dinh va nhanh chéng

tang sinh dugc ghi nhan sau 4 lan cdy chuyén sau 7 ngay, riéng té bao tir md thidn chdm phat
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trién hon va doi hoi nhirng didu kién xtr Iy miu
ddc biét hon dé c6 thé sinh truong t6t hon.
Xuong dudi va phdi thu duge sb té bao tuong
duong 12 x 10*va than véi s6 lugng 2 x 10, So
sanh v&i nhitng truong hop nudi cay té bao tir
phdi thai chudt, nguyén bao s¢i c6 kha nang
sinh truong nhanh hon va nhiéu hon, nhung quy
trinh cay chuyén lap dugc thyc hién 8 I?m dan
t61 sy suy giam nhanh chong vé s6 luong té bao
sau moi 3 ngay cay chuyen véi trypsin (Xu,
2005). Nhin chung, té bao s& budc vao giai doan
khing hoang tir 4 dén 10 hodc 15 lan ciy
chuyén (Lander et al., 1978). Vi nhiéu lan ciy
chuyén lién tiép mdi 3 ngay, té bao mo phdi thé
hién kha nang sinh trudng bi anh hudng baoi sy
thay d6i méi truong song ciing nhu kha ning
bam trai sau khi bi trypsin tac dong nhiéu 1an.
Déi v6i nguyén bao soi tir xuong dudi, du kha
nang song t6t hon, nhung sau lan cy chuyén
thir 4, s6 lwong té bao di khong ting trudng
nlta. Nguyén bao soi tr mo thdn tang trudng
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kha tbt, nhu'ng sau lan cay chuyen 9 ngay, so
luong té bao cing giam do anh hudng cua cay
chuyén nhu té bao tir phdi va xuong dudi (hinh
3). V6i mot sb 1an cdy chuyén nhit dinh té bao
co thé phat trién nhanh hon nho tang dién tich
tlep xuc bam trai, nhung néu cay chuyén nhleu
lin s& gay anh huong dén sy song cua té bao,
dic biét 1a voi nhitng nhitng té bao co suc
chdng chiu yéu hon.

Theo két qua trén, dé dang nhan thiy rang
viéc str dung nguyén bao soi nudi ciy tir xuong
dudi s€ dat hiu qua cao hon v6i thoi gian nudi
cay SO cap ngan va tbe do tang trudng cling nhu
su chéng chiu véi viée thay dd1 méi trudong nudi
cdy hodc cdy chuyén té bao nhiéu lan twong dbi
6n dinh. Ngoai ra, m6 xuong dudi co thé tai sir
dung de tiép tuc nudi cay so cap 3-4 lan ma
khong can sir dung mau moi. Diéu nay giup tiét
ki€m chi phi cling nhu han ché s dung dong
vt thi nghiém d¢ thu nhan mau.

Hinh 3. Sb té bao song, chét va ty 1&
sdng cla té bao xuong dudi, phoi,
than cAy chuyén lap lién tiép sau 3,
6, 9, 12 ngay nudi ciy (té bao/ml).

o
o

[}
o

S té bao chét

—
o

S6 té bao séng

o

3 6 9 12
Thoi gian nuéi ciy (ngay)

Xuong dudi

Phéi

Than

Hinh 4. Hinh thai t€ bao tir (A) xwong dudi, (B) phoi, (C) than trude (1, 2) va sau téi cay chyén 12
ngay (3, 4) dugc kiém tra bang nhuém DAPI (2, 4). Kinh hién vi (20x).

73



Nuéi cay té bao soi tie mo chugt

Hinh dang té bao nhudém véi DAPI

Phuong phap nhuém DAPI duoc st dung
nhim xac dinh su ton tai cia t& bao va hinh
dang khac nhau cua té bao phat sinh tir cic mo
va chiu tic dong cua cdy chuyén lip. Té bao tir
xuong dudi, mo phdi va than trudc cdy chuyén
va sau khi cdy chuyén 12 ngay dugc nhudém
DAPI (hinh 4). Déi voi ca 3 mau, té bao trude
cdy chuyén c6 phan mang té bao van duoc nhin
thiy rd va hinh thai dong déu hon so véi sau cdy
chuyén nhiéu lan. Vi DAPI 14 thudc nhuom phat
huynh quang mau xanh duong duoc gin xen
vao DNA, dya trén nguyén tic “loai trir”, phin
té bao chit s& thé hién mau giup dé dang nhin
dién té bao. Khi quan sat té bao duoc nhudm
v6i DAPI duéi kinh hién vi huynh quang sé&
thdy su phin b cua té bao v6i ving nhan mau
xanh duong trong t& bao. Nguyén bao soi tir
xuong dudi sau va trudc cdy chuyén gan nhu
tuong duong nhau vé su phan bd thanh cum,
hinh thai dang thoi, va bam trai ndi trén bé mit
dia. Tuy nhién, phan mang té bao sau nhiéu lan
cdy chuyén da bién dang, kich thudc va mau sdc
nhan khong dong deu Tuong tu v6i nguyén bao
sQi tu ph01 trude cdy chuyen té bao dong déu
va mang té bao bam trai hién thi r5. Nhung sau
cay chuyen nhiéu lan, mang té bao kéo gidn dai,
mau sdc nhan khong dong déu. Trudc cay
chuyen té bao than phat trlen thanh cym va chi
phat tr1en quanh mo, mau sic nhén va hinh dang
te bao on dinh. Sau 12 ngay cay chuyen mang
té bao lan rong va bam trai trén bé mat dia,
chiém dién tich phat trién cta té bao moi, di
dang va bét dau c6 biéu hién yéu dan.

KET LUAN

Nghién ciru nay cung cap mot quy trinh day
du vé qua trinh tir nudi cady mo dén cay chuyén
té bao tir xwong dudi, phdi va than nham duy tri
su séng cua té bao theo thoi gian mot cach 6n
dinh va sinh truéng nhanh chéng. Mdi loai mo
doi hoi nhing diéu kién, thoi gian va quy trinh
khic biét nhau. Viéc cdy chuyén nhiéu lan sé&
gdy tic dong dén sy phat trién On dinh cua té
bao. Dya trén nhitng két qua da duoc ghi nhén,
nhitng thi nghiém tiép theo can duoc trién khai
dé tang cudng kha ning ton tai cia té bao va tao
ngudn té bao cho cac thi nghiém trong tuong
lai.
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CUTURE FIBROBLASTS ISOLATED FROM MOUSE TISSUES

Tran Thi Khanh Hoa, Hoang Thuy Duong, Nguyen Thi Kim Anh*
Biotechnology Laboratory, Research and Development Center, Saigon Hi-Tech Park

SUMMARY

Fibroblasts are cells which multiple a thounsand times or cultured from the different tissue types with
special conditions for each case to obtain the optimal number of cells. This study aims to compare the growth
of primary cultured fibroblast cells derived from different tissues of mice and the influence of the replay
subculture on cell’s properties, which producea large sources for biomedical researches. Primary cells were
subcultured to maintain cell survival and proliferation. Thedevelopment ability and cell survival were tested
by means of cell counting using Trypan Blue and shapes areobserved by 4',6-diamidino-2-phenylindole
(DAPI)staining. From the experimental results, cells from the organ are capable of heterogeneous
development in a certain time period; simultaneously, to obtain fibroblasts from each tissue type also requires
different conditions. Also, study on the influence of the subcultures helpto maintain cell life for future
experiments.
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