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TOM TAT

Muc tiéu: Banh gié sé luong té bao géc trung mé tir mé mé ngudi & hai méi trirong nudi cdy khéc nhau.

Déi tirong va phwong phap nghién cteu: M&u mé mé nguoi.

Két qua: Sau 20 ngay nudi céy té bao, sé luong té bao thu duoc 4,5 x 10° té bao/ml & méi truong 1 va
hiéu qua phét trién té bao dat 85,5%. O’ moi trirong 2, sé luong té bao thu duoc & 2,2 x 10° té bao/ml va
hiéu qué phét trién té bao dat 70,7%.

Két luan: Té bao duoc nubi céy trén méi trurong DMEM/F12, 10% FBS, 1% antibiotic/antimycotic thu duoc
s6 lurong té bao don nhan cao nhat (4,5 + 0,4) x 10°té bao/ml va hiéu qua phéat trién té bao dat trén 85,5%.

Ttr khoa: Té bao gbc trung mé tir mé, enzyme collagenase, glucose, nudi cay, biét hoa.

ABSTRACT
STUDY ON CULTURE OF MESENCHYMAL STEM CELLS
FROM HUMAN ADIPOSE TISSUE AT HUE CENTRAL HOPITAL

Nguyen Duy Thang?, Phan Thi Thuy Hoa’, Che Thi Cam Ha?,
Dong Si Sang’, Tran Ngoc Vu', Ton Nu Tra Mai'’, Huynh Phuoc Hanh'

Objective: Determinating the MSC counts after culturing cells from two different culture environments.

Research methods: A sample from human adipose tissue.

Results: After 20 days of culturing cells, MSC counts are 4.5x10° cells/ml on the environment 1 and
85.5% cell growth efficiency. MSC counts on the environment 2 are 2,2 x 10° cells/ml and 70,7% cell growth
efficiency.

Conclusion: The cells cultured on the enviroment DMEM/F12, 10% FBS, 1% antibiotic/antimycotic
have the highest mononuclear cell count: (4.5 £ 0.4) x 10° cells/ml and 85.5% cell growth efficiency.

Key words: Adipose-derived mesenchymal stem cells, enzyme collagenase, glucose, in Vvitro,
differentiate.

“Day la két qua cta dé tai KHCN cap Tinh dwoc Ngan sach nha nwéc tinh Thira Thién Hué dau
tw”. Chung téi xin tran trong cam on sw hé tro nay!

I. PAT VAN PE ngudn khac nhau, trong d6 cac ngudn thu nhan phd
Té bao gdc trung md (MSC) 1 quan thé té bao cd  bién 14 & tay xuong, diy rén. M6 mé 1a nguon MSC
dac tinh ty lam mdi va biét hoa da dang trong méi  c6 mat & khép moi noi va ¢ mot sd loi thé so vai
truong thich hop, MSC ¢6 thé thu nhén tir rt nhiéu  céc ngudn té bao gdc khac, ¢ thé thu nhan véi sb
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luong 16, it xAm hai co thé, c6 tinh mém déo cao
va kha nang biét hoa thanh té bao md, té bao xuong,
té bao co, té bao gan, té bao than kinh va céc té bao
ndi md va biéu mo .

Hi¢u qua cua MSC tr m6é md& da dugc chung
minh trong liéu phap té bao va y hoc tai tao nhu tai
tao co tim, da, gan, tuy, xuong, sun, ... Nhiéu cong
trinh nghién ctru vé nudi cdy tiang sinh t& bao gbc
trung mé in vitro cho thay sb luong MSC trong mdi
lidu trinh ghép té bao gdc 1a 10° té bao/kg thé trong.
Qua nhing nghién ciru vé& nudi cy t& bao, nhidu
nha khoa hoc da khang dinh ring giam nong d6 FBS
trong moi trudng nudi cdy sé gitip MSC ting cudng
thé hién cac dic tinh can thiét sau cdy ghép va tranh
duoc sy thai loai khi ghép té bao véi sb lugng 16n.
Vi vay, ching t6i tién hanh tham do nudi ciy té
bao ¢ hai moi truong: (1) Méi truong 1 1a DMEM/
F12, 10% FBS, 1% antibiotic/antimycotic, (2) M6i
truong 2 la DMEM/F12, 9% FBS, 1% glucose, 1%
antibiotic/antimycotic

Muc tiéu cua dé tai: Panh gia s luong té bao
gbc trung mo tir mdé m& ngudi ¢ hai moi trudng nudi
cdy khac nhau.

II. POI TUQONG VA PHUONG PHAP
NGHIEN CUU

2.1. Pbi twgng nghién ciru

5 ml dich m& bung ctia mét bénh nhan nir, 50
tudi, sau phﬁu thuét bao tdn v tai Bénh vién Trung
uong Hué.

2.2. Phwong phap nghién ctru

2.2.1. Thiét ké nghién ciru: Nghién ctru thuc
nghiém

2.2.2. Hod chit - Dung cu

Trypsin-EDTA 0,25%, huyét thanh thai bo
(FBS) (Sigma-Aldrich), antibiotic/antimycotic
1%, Trypan Blue 0,4%, PBS, glucose, DMEM/F12
(Gibco, Life Technologies), collagenase B (Roche),
ethanol 96% (W.S.P), formaldehyde 36% (Eden-
labo), eosin 2% (Theralab), Giemsa May-Grunwald
(Cypress Diagnostics), Oil red-O 0,5% , mang loc
70um (Biologix).
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2.2.3. Quy trinh nghién ciru

- Hat 5 ml dich m& bung, quy trinh dugc thuc
hién tai khoa Gay mé Hdi strc.

- Thay phan mé m& bing enzyme collagenase
va phan 1ap té bao don nhan: Tién hanh 4 5ml m&
hat da xu ly voi Smg collagenase/5Sml PBS trong
vong 30 phut trong ti 4m & nhiét d6 37°C, khudy
nhe lién tuc sau 10 phut. Loc bang mang loc 70pum.
Dich duoc loc cho vao éng falcon 15ml, ly tAm 800
vong/phut trong 10 phuat ¢ nhiét 3§ phong. Loai bd
dich ndi, cho thém 2 ml PBS, ly tdm 1an 2 v6i 800
vong/phut trong 10 phuat ¢ nhiét 4o phong. Loai bd
dich ndi va cho vao 2ml DMEM/F12, 10% FBS, 1%
antibiotic/antimycotic .

Xac dinh té bao séng bang cach nhuém Trypan
Blue 0,4%, t& bao chét bit mau xanh duong.

- Nubi cdy so cap va thir cap

Té bao duoc cho cac binh nudi véi mat dd nudi
50.000 té bao/cm?, thém moi truong vira da 3ml va
nudi & 37°C trong 24h. Tién hanh nuéi cy so cap va
cdy chuyén tang sinh trong hai méi trudng nudi cdy
khac nhau, so sanh hiéu qua phat trién t& bao trén
hai méi trudong nudi cdy nay.

- X4c dinh dic tinh té bao sau nudi céiy

Kiém tra dic tinh t& bao bang cach biét hoa
thanh té bao m&. MSCs dugc nudi trong mdi trudng
DMEM/F12, 10% FBS c6 bd sung cac tac nhan
biét hoa thanh té bao tao md: 0,5 mM IBMX, 50
UM Indomethacin va 0,5 uM Dexamethasone . Sau
khoang 1 - 2 tudn nuéi cdy trong méi truong biét
hoa, té bao dugc cb dinh bfmg Formandehyde 10%
trong 30 phiit va nhuém vai thuée nhudm Oil red-O
0,5% it nhat 60 phut & nhiét &6 phong. Oil red-O 1a
thude nhudm lipid, khi nhuém mau té bao cb dinh,
bét ky noi nao c6 chira cac giot md, Oil Red-O s&
hoa tan vao trong d6 va lam chung c6 mau do.

2.3. Xir Iy s6 liéu: Theo phuong phap théng ké y
hoc, phén mém Microsoft Excel 2010

III. KET QUA NGHIEN CUU VA BAN
LUAN
3.1. Két qua phan lap té bao don nhan
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Sau khi loc va ly tam, tién hanh dém sb luong
té bao trén buong dém Neubauer, chung t6i nhan
théy tuy van con su hién dién mot it té bao tap:
hong ciu, bach ciu, m&, nhung xuét hién nhiéu té
bao don nhan mau tréng, hinh tron hodc oval, ¢cé
kich thuéc trung binh va gin bang nhau, khong bit
mau v6i Trypan blue. S6 lugng té bao chét (bat
mau xanh tim) 1a rét it, chi quan sat thdy mot vai
té bao/vi truong.

S6 luong té bao don nhan séng dém duoc 1a 7,2
x 10°+ 0,8 x 10° té bao/ml.

3.2. Két qua nudi ciy so cip (chon loc MSC)

Céc té bao don nhan sau khi thu nhan dugc nudi
cdy trong hai méi trudng:

- Moi truong 1: DMEM/F12, 10% FBS, 1%
antibiotic/antimycotic

- Mo6i truong 2: DMEM/F12, 9% FBS, 1%
glucose, 1% antibiotic/antimycotic

Mai trdng 1

Két qua khi quan sat trén kinh hién vi & ca hai
mai trudng nudi cho thay:

Sau 24 gio, t& bao MSC bam trén bé mat binh nuéi,
trong khi cac té bao tap van troi lo limg trong dich
huyén phil té bao. MSC c6 dang hinh tron hogc oval.

Sau 48 gio, loai bo moéi truong cii va thay moi
truong méi nham cung cép chét dinh dudng cho su
phat trién ctia té bao MSC. Cac MSC bam gan nhu
hoan toan, mot vai té bao bat dau trai dang hinh tam
giac, hinh sao hodc da giac.

Sau 72 gid, MSC trai ra trén bé mat binh nuéi,
khi té bao da c6 hinh dang dic trung, thudng 12 hinh
thoi. Sau 5 - 7 ngay nudi ciy, MSC hop dong, bam
déu, trai rong trén bé mit binh nudi va ting sinh
nhanh. Sau 10 - 14 ngay nudi cdy, mét d¢ té bao
MSC dat 70 - 80% dién tich binh nudi, tién hanh
cdy chuyén nhim cung cap khong gian song va chit
dinh dudng cho té bao MSC.

Moi trwong 2

Hinh 3.1. Két qua nuéi cdy so cdp

A, E. Sau 24 gio nuoi céy, MSCs bét ddu bam dinh vao bé mat binh nudi;

B, F. Sau 3 ngay nudi céy, MSCs trai dang hinh tam gidc, hinh sao hodc da giac.

C, G. Sau 7 ngay nudi cdy, hau hét MSCs c6 dang hinh thoi dic trung va tang sinh
D, H. Sau 12 ngay nuéi cay,MSCs dat mét d6 cdy chuyén (70 - 80%)
C6 sy khac nhau vé téc do tang trudng va hidu qua phat trién té bao trong nudi cdy so cip & hai moi

truong nudi ciy (Bang 3.1).
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Bang 3.1.86 heong va hiéu qua phdt trién té bao trong nudi cdy so cdp

0 hai moi truong nudi cay khdac nhau

Cac tiéu chi danh gia MGéi truomg 1 MGéi truong 2
Ti 1é t& bao bam sau 24h nudi ciy (%) 72,1 £2.,6 754+ 1,1
Ti 18 té bao trai sau 24h nudi cdy (%) 2,3+0,9 52+13
Ti 1é té bao trai sau 3 ngay nudi cy (%) 30,5+ 1,7 32,3+23
Ti 18 té bao trai sau 5 ngay nudi ciy (%) 58,6 £2,9 40,7 + 3,3
Ngay dat mat do ciy chuyén (ngay) 11 12
Hiéu qua phat trién (%) 84,3 + 3,1 76,7+ 1,2
36 hegng t¢ bio thu dwoc sau nudi ey 3,7x 10402 x10° | 1,8x 105+0,1 x 10°
so cap (t€ bao/ml)

Sau 12 ngay nudi cdy so cap, té bao phat trién &
ca hai moi truong déu dat trén 70%. Cu thé sd luong
va hiéu qua phat trién té bao trong nudi cdy so cp
c6 su khac biét théng ké giira hai moi truong: (1)
0 moi truong 1, $6 luong té bao thu duoc sau nudi
cdy dat 3,7 x 105+ 0,2 x 10°té bao/ml, hiéu qua phat
trién té bao dat 84,3 £ 3,1%; (2) & méi truong 2, sb
Iuong té bao thu duoc sau nudi céy dat 1,8 x 10° +
0,1 x 10° t& bao/ml, hiéu qua phat trién té bao dat
76,7 = 1,2%. Té bao nudi ciy 6 moi trudng 1 cho két
qua cao hon mdi truong 2.

3.3. Két qua nudi ciy thir cAp (cAy chuyén
tang sinh)

Mbi treedrng 1

Khi bé mit binh nudi khong con dién tich dé cac té
bao phat trién, can thiét cdy chuyén dé cung cip khong
gian va dinh dudng cho té bao phat trién. Cdy chuyén
1 thao téc dé thu nhan cac MSC tuong d6i dong nhét.

Khi vira duoc cdy chuyén, MSC van con dang
tron va troi lo ling trong méi truong. Cac té bao
chwa bam vao gi4 thé nudi cdy, chiing bi co lai do tac
dong cét cac ciu ndi lién bao cua enzyme trypsin/
EDTA 0,25%.

Sau 24 gio nudi cay, MSC bit dau bam dinh va
trai dang hinh thoi dac trung va ting sinh. Sau 4 - 5
ngay, MSC hop dong, trai déu trén bé mat binh nuéi
va tiép tuc ting sinh manh.

Hinh 3.2. Két qua cdy chuyén tdng sinh
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A, E. MSCs bam va trai sau 24 gid cdy chuyén;
B, F. MSCs tang sinh sau 3 ngay ciy chuyén;

C, G. MSCs tang sinh manh sau 5 ngay ciy chuyén;

D, H. MSCs dat mat do 70 - 80%

Tuong tu nhu qua trinh nuoi cay so cap, c¢o su khac nhau vé so lugng va hiéu qua phat trién te bao trong

nudi cdy thir cdp ¢ hai méi trudng nudi cdy khac nhau (Bang 3.2).

Bang 3.2.S6 lugng va hiéu qua phat trién t& bao trong nudi cy tht cip

0 hai méi truong nudi cdy khac nhau

Cac tiéu chi danh gia

Mboi truong 1

Moi truwdong 2

Ti 16 té bao trai sau 3 ngay cdy chuyén lan 1 (%) 40,5+ 4,9 33,1 £4,3
Ti 1é té bao trai sau 5 ngay cdy chuyén lan 1 (%) 65,6 +2,9 60,1 +33
Ngay dat mat do ciy chuyén 1an 2 (ngay) 7 8

Hiéu qua phat trién (%) 85,5+ 3,8 70,7 + 2,9
S6 luong CFU-F ngay cudi cung (cum) 52433 35+22

S6 lugng té bao thu dugc sau cdy chuyén lan 1
(t€ bao/ml)

45x10°+£0,4x 10°

2,1x10°+£0,1 x 10°

Sau 8 ngay nudi cdy thu cdp, & méi truong
1 sb luong té bao thu duoc sau nudi céy dat 4,5 x
105 + 0,3 x 10° t& bao/ml, hiéu qua phat trién té bao
dat 85,5 + 3,8%. O mdi truong 2, sé luong té bao
thu dugce sau nudi céy dat 2,1 x 105 + 0,4 x 10° té
bao/ml, hiéu qua phat trién té bao dat 70,7 + 2,9%.

Két qua cua ching t6i phi hop véi nghién ctru
ctia Al-Nbaheen (2013) va nhiéu nghién ctru khéc .

Sau 20 ngay nudi cay so cip va thtr cip cho thiy
nong d6 FBS trong méi truong nudi cdy co anh
hudng dén su tang sinh va phat trién ciia té bao. Két
qua c6 su khac biét thong ké giira hai méi truong: sb
luong té bao thu dugc sau nudi cy & moi truong 1
(10% FBS) cao gap hai lan méi truong 2 (9% FBS,
1% glucose). Do d6, trong nghién ctu nay chung
t6i két luan ring moi trudng 1 12 moi truong nudi
cy t6i uu.

FBS rét can thiét cho viéc nudi cay té bao dong
vat, n6 cung cip cac chét dinh dudng, cac nhan t6
tang truong, cac nhan té bam dinh gitip té bao bam
nhanh vao bé mit nudi cdy, té bao tang sinh va duy
tri tiém nang biét hoa. Vi vay, khi giam ndng do
FBS sé& anh huong dén kha nang bam dinh va phat
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trién cua té bao. Tuy nhién, khi ghép té bao véi sb
luong 16n, sy thai loai ¢ thé xay ra nén can giam di
cac yéu tb khac loai trong qua trinh nudi cdy té bao.
Vi nhiing 1y do d6, ma nhiéu nha nghién ctru da xay
dung méi truong nudi cdy té bao dong vat khong
ding huyét thanh hay ding vai liéu thap .

Nghién ctru nay ching t6i tién hanh nuéi cdy té
bao trong mdi trudng ¢ bd sung 10% FBS, day la
ndng d6 da duoc chimg minh 14 t6i uu trong nhiéu
nghién ctru truée day. Pong thoi, véi muc dich giam
ndng do huyét thanh trong nuéi cy, chung toi tién
hanh nudi cdy thir nghiém trong méi truong cd bd
sung 9% FBS, 1% glucose. Két qua sau nudi ciy
so cap va thu cip cho thiy té bao nudi ciy trong
mai truong 10% FBS c¢6 két qua tét hon moi truong
giam nong do FBS. Theo chung t6i, glucose chi ¢6
tac dung cung cip ning luong cho té bao, da hd tro
cho tdc d6 bam va trai cuia té bao trong mot vai ngay
dau cuia qua trinh nudi cdy so cap, nhung viéc giam
néng do FBS d3 1am cham téc do tang sinh va su
phat trién cua té bao trong subt qua trinh nudi cdy
tiép theo. Thém vao do, trong nghién ciru nay ngudn
glucose dugc st dung khong phai la glucose chuyén
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cho nubi cdy té bao gbe c6 thé c6 anh huong dén két
qué sau nudi cdy.

Nhiing sai khac vé sé luong MSC thu dugc giira
cac nghién ctru khac nhau phu thudc vao nhidu yéu
t6 nhu: mau mé md, ngudn enzyme, tinh trang sirc
khoe ctia nguoi hién, thao tac va didu kién nuéi cy.
Két qua nghién ctru cia mét s tac gia, nhu Banas
(2007), dat 7,7 x 10°té bao/5g m& va Zhang (2011),
dat 1 x 10°té bao/g m&. Tuy nhién, két qua ching
t61 thu duoc khi nu6i céy MSC tir m6 m& dat 4,5 x
105 t& bao/ml 1a cao hon so véi cac ngudn thu nhan
MSC khac nhu tiy xuong.

3.4. Panh gia kha niing biét héa MSC (biét
héa MSC thanh té bao tao ma)

Sau 24 gio khi cac té bao da bam, tién hanh bd sung
cac chit cam tmg biét hoa vao méi trudng nudi cdy.

Nhdn xét budc dau vé nudi cidy té’bao goc...

Theo dbi t& bao dudi kinh hién vi dao nguogc tir
24 gio dén 2 tuan, ching t6i nhan thiy c6 su thay
d6i hinh dang cta té bao khi nuéi trong méi truong
biét héa: té bao tir dang thoi dai dan dan co tron lai.
Sau 4 - 5 ngay nudi cdy, xut hién cac giot m& nho
tich ty trong té bao chat, cac giot m& nay gop lai dan
dan thanh giot m& 16n va chiém gan hét thé tich té
bao.

Duéi kinh hién vi, cac giot m& tron phan chiéu
anh sang. Khi nhuém véi thude nhudém Oil Red-O,
chung bit mau dé. Tién hanh nhuém & ngay thir 10
sau khi nuoi trong mdi truong biét hoa.

Khi so sanh v6i MSCs dbi chimg (nudi trong méi
truong DMEM/F12, 10% FBS va khong c6 chat
cam ung biét hoa), cac té bao khong thay doi hinh
dang va khong bit mau thudc nhudém Oil Red-O.

Hinh 3.3. Két qua biét hod MSCs
A. MSCs khong cam ung biét héa (d61 ching); B. MSCs cam ung biét hoa trude khi nhudm;
C. MSCs sau khi nhuém Oil Red-O

IV. KET LUAN

- Sau 20 ngay nudi cdy té bao, sb lugng té bao
thu duoc 4,5 x 10° té bao/ml & méi truong 1 va hiéu
qua phat trién t& bao dat 85,5%. O méi truong 2, s6

luong té bao thu duoc 14 2,2 x 10° té bao/ml va hiéu
qua phat trién té bao dat 70,7%.

- Bu6c dau két luan méi trudong 1 (10% FBS) la
moi truong nudi cdy tdi uu.
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