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ĐẶT VẤN ĐỀ 

Bề mặt nhãn cầu (BMNC) bị tổn thương do nhiều nguyên nhân khác 

nhau như: bỏng mắt do hoá chất hoặc nhiệt, hội chứng Stevens-Johnson, 

nhiễm khuẩn mắt nặng, nhiều phẫu thuật thực hiện trên cùng một mắt, đeo 

kính tiếp xúc... Một trong những di chứng thường gặp khi tổn thương BMNC 

là hội chứng suy giảm tế bào gốc vùng rìa giác mạc (Limbal stem cell 

deficiency-LSCD). Hậu quả của hội chứng này là làm mất độ trong của giác 

mạc do màng xơ mạch từ phía kết mạc xâm lấn qua vùng rìa lên bề mặt giác 

mạc. Hội chứng suy giảm tế bào gốc vùng rìa giác mạc cũng có thể gây ra 

hiện tượng loét biểu mô giác mạc khó hàn gắn, tróc biểu mô giác mạc tái 

phát, thậm chí có thể gây thủng giác mạc. Vì vậy, thị lực mắt bị bệnh bị suy 

giảm ở nhiều mức độ khác nhau [1],[2]. 

Để điều trị ngoại khoa hội chứng LSCD, các nhà nhãn khoa đã sử dụng 

nhiều phương pháp khác nhau như: ghép màng ối đơn thuần, ghép kết mạc rìa 

tự thân hoặc dị thân, ghép giác-củng mạc vùng rìa. Với phương pháp ghép kết 

mạc rìa, ghép giác-củng mạc rìa tự thân, mảnh mô dùng để ghép được lấy từ 

mắt lành phải khá lớn. Phương pháp ghép tấm biểu mô giác mạc nuôi cấy 

được cho là có nhiều ưu điểm vượt trội so với các phương pháp sử dụng trước 

đây. Quá trình nuôi cấy đã giảm thiểu số lượng tế bào không có chức năng 

bình thường, việc sinh thiết vùng rìa có thể nhắc lại nếu cần thiết, giảm nguy 

cơ thải loại mảnh ghép vì trong tấm biểu mô giác mạc nuôi cấy không có mặt 

của tế bào Langerhans-tế bào đóng vai trò trình diện kháng nguyên. Phương 

pháp này đã được thực hiện tương đối phổ biến trên thế giới [3],[4],[5],[6]. 

Tuy nhiên, phương pháp này lại không thực hiện được ở các trường hợp bệnh 

nhân (BN) tổn thương cả hai mắt. 



2 

 

Đối với các trường hợp BN bị tổn thương BMNC cả hai mắt, trước đây, 

các bác sỹ nhãn khoa đã sử dụng phẫu thuật ghép tế bào gốc dị thân từ mắt 

người thân trong gia đình hoặc từ vùng rìa giác mạc của người hiến. Tuy 

nhiên, những BN này phải dùng thuốc chống thải loại mảnh ghép và nguy cơ 

thải mảnh ghép khá cao [7],[8]. 

Trong cơ thể, biểu mô giác mạc và biểu mô lợp niêm mạc miệng 

(NMM) là loại biểu mô lát tầng không sừng hoá. Những tế bào lớp đáy của cả 

hai loại biểu mô này có khả năng phân chia để duy trì quá trình tái tạo sinh lý. 

Cả hai loại biểu mô này đều có nguồn gốc phôi thai là ngoại bì da. Năm 2003, 

Nakamura T. và cộng sự (CS.) đã nuôi cấy thành công tấm biểu mô NMM và 

ghép tự thân cho thỏ bị bỏng giác mạc [2],[9]. Cũng tác giả này là người đầu 

tiên mô tả thành công việc ghép tấm biểu mô NMM nuôi cấy trên người bị 

LSCD [10]. Sau đó rất nhiều tác giả thông báo thực hiện thành công kỹ thuật 

này [11],[12],[13],[14],[15],[16],[17],[18],[19],[20],[21],[22],[23],[24],[25].  

Các nghiên cứu cho thấy hình dạng, kích thước và cấu trúc siêu vi của 

tế bào tấm biểu mô NMM nuôi cấy khá tương đồng với biểu mô giác mạc 

bình thường [26]. Như vậy, việc sử dụng tấm biểu mô NMM nuôi cấy để điều 

trị tổn thương giác mạc là một lựa chọn tốt cho các BN bị tổn thương cả hai 

mắt và không còn vùng rìa.  

Với mong muốn áp dụng vào Việt Nam một phương pháp điều trị mới 

cho các BN bị hội chứng suy giảm tế bào gốc vùng rìa cả hai mắt, chúng tôi 

tiến hành đề tài: “Nghiên cứu nuôi tạo tấm biểu mô từ tế bào gốc biểu mô 

niêm mạc miệng” nhằm mục tiêu sau đây: 

1. Xác định vị trí, kích thước mảnh mô niêm mạc miệng và môi trường 

nuôi cấy phù hợp cho nuôi tạo tấm biểu mô. 

2. Xác định phương pháp phù hợp để nuôi tạo tấm biểu mô niêm mạc miệng. 
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CHƢƠNG 1:  

TỔNG QUAN 

1.1. Cấu trúc của bề mặt nhãn cầu 

BMNC là vùng được giới hạn bởi hai đường xám của mi trên và mi 

dưới, bao gồm biểu mô giác mạc, biểu mô kết mạc và ranh giới là biểu mô 

vùng rìa giác mạc (Hình 1.1). 

1.1.1. Giác mạc 

Giác mạc chiếm 1/6 vỏ ngoài của nhãn cầu, hình hơi bầu dục, dày 0,8–

0,9mm ở vùng trung tâm và 1,1 mm ở chu biên. Giác mạc là cấu trúc vô 

mạch, gồm 5 lớp: Biểu mô giác mạc, màng Bowman, nhu mô giác mạc, màng 

Descemet và nội mô giác mạc.                      

(1) Biểu mô giác mạc: là biểu mô lát tầng không sừng hoá, gồm 4-6 hàng 

tế bào, chiếm khoảng 10% bề dày của giác mạc. Biểu mô được chia thành 3 

lớp: lớp đáy, lớp tế bào hình cánh, lớp bề mặt. Các tế bào lớp đáy hình trụ, 

các tế bào liên kết với nhau bằng thể liên kết và liên kết với màng đáy bằng 

thể bán liên kết, các tế bào được sinh ra sẽ phát triển lên các lớp phía trên. 

Các tế bào lớp giữa (tế bào hình cánh) có nhân tròn hoặc dài, các tế bào liên 

kết với nhau bằng thể liên kết và các mộng liên kết. Các tế bào bề mặt có hình 

đa diện dẹt, liên kết với nhau bằng vòng dính, dải bịt và thể liên kết, bề mặt tế 

bào có những vi nhung mao ngắn và được phủ bởi một lớp glycocalyx. Lớp 

glycocalyx này liên kết với mucin của phim nước mắt, bảo vệ sự toàn vẹn của 

BMNC. Trong bào tương của các tế bào biểu mô giác mạc đã biệt hóa thể 

hiện dấu ấn của xơ trung gian K3 (keratin 3) và K12. Đặc biệt, K12 là dấu ấn 

tốt nhất và chỉ có ở những lớp trên đáy của biểu mô giác mạc. 

(2) Màng Bowman: Gồm màng đáy của biểu mô và màng Bowman chính 

thức. Màng Bowman là lớp ngoài của chân bì giác mạc (nhu mô giác mạc), 
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gồm các sợi collagen xếp theo các hướng khác nhau. Màng Bowman rất dai 

và là lớp bảo vệ quan trọng của nhãn cầu. 

(3) Chân bì giác mạc: Chiếm 90% bề dày giác mạc, gồm các sợi collagen 

chủ yếu là type I, III, ít collagen type IV và V. Xen giữa các sợi và lá collagen 

là những tế bào sợi dẹt gọi là giác mạc bào (keratocyte), khoảng gian sợi và 

gian bào chứa chất căn bản giàu glycosaminoglycan. 

(4) Màng Descemet: Dày 5-10µm, được tạo ra từ chất tiết của nội mô 

giác mạc. Nó được coi như là màng đáy của biểu mô sau giác mạc. 

(5) Nội mô giác mạc: Là biểu mô lát đơn gồm 1 hàng tế bào đa diện dẹt 

xếp đều đặn phủ mặt sau giác mạc. Các tế bào nội mô giác mạc không có khả 

năng phân chia. 

 

Hình 1.1. Giác mạc thỏ bình thƣờng (H.E.x250) 

1. Biểu mô trước giác mạc 2. Màng Bowman 3. Nhu mô 4. Màng Descemet  

5. Nội mô giác mạc 

1 

2

 

3 

4 
5 
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1.1.2. Kết mạc  

Kết mạc trải từ vùng rìa củng giác mạc đến đường xám của bờ mi, được 

chia thành 3 phần. Kết mạc mi lợp mặt trong của mi mắt, thuộc loại biểu mô 

trụ tầng. Kết mạc nhãn cầu lợp mặt trước nhãn cầu (trừ diện giác mạc), thuộc 

loại biểu mô lát tầng không sừng hoá. Kết mạc cùng đồ tiếp nối kết mạc nhãn 

cầu với kết mạc mi. 

Biểu mô của kết mạc nhãn cầu gồm 6-8 hàng tế bào, các tế bào biểu mô 

kết mạc không đều đặn và có kích thước nhỏ hơn so với các tế bào biểu mô 

giác mạc. Xen kẽ với các tế bào nằm trên cùng của kết mạc có tế bào hình đài 

tiết nhày, chiếm khoảng 5-10% số lượng tế bào biểu mô bề mặt nhãn cầu, 

chúng tiết dịch nhày tạo thành phần của phim nước mắt. Các tế bào hình đài 

chỉ có trong kết mạc, không có ở giác mạc.  

1.1.3. Vùng rìa củng-giác mạc  

Vùng rìa là vùng tiếp nối giữa củng mạc với giác mạc, ở đây có sự 

chuyển tiếp từ biểu mô giác mạc thành biểu mô kết mạc nhãn cầu, vùng này 

không có màng Bowman và màng Descemet. Việc phân định ranh giới giữa 

vùng rìa và kết mạc là tương đối khó, vị trí tương ứng là nơi gặp nhau giữa 

mống mắt và mô nền giác mạc; hơn nữa, khác với kết mạc, biểu mô vùng rìa 

không có tế bào hình đài tiết nhày [27]. 

Quan sát trên lâm sàng, Davanger M. và Evensen A. (1971) đã mô tả 

biểu mô vùng rìa có các đường vạch sắc tố đậm vuông góc với giác mạc được 

gọi là hàng rào Vogt [28]. Về mặt cấu tạo, vùng rìa củng-giác mạc là một vùng 

hình nhẫn nằm giữa củng mạc và giác mạc. Vòng nhẫn này rộng hơn ở phía trên 

(1,5mm) và phía dưới (1mm), còn ở hai bên thì hẹp (khoảng 0,8mm) [1].  

Biểu mô vùng rìa củng giác mạc gồm 7-10 hàng tế bào, các tế bào liên 

kết chặt chẽ với nhau giống như các tế bào của biểu mô giác mạc. Bên dưới 
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màng đáy, mô liên kết của vùng rìa tập trung nhiều dây thần kinh và giàu mạch 

máu, ngoài ra còn thấy sự có mặt của một số tế bào trung mô. 

1.1.4. Các yếu tố liên quan đảm bảo sự toàn vẹn của BMNC [29]. 

Để có thể thực hiện được chức năng nhìn của mắt, ngoài hệ thống thần 

kinh toàn vẹn, sự toàn vẹn của BMNC là cần thiết giúp cho hình ảnh nhìn 

thấy có thể tới điểm hội tụ trên võng mạc. Có rất nhiều yếu tố tham gia để 

đảm bảo sự toàn vẹn của BMNC đó là: 

1.1.4.1. Mi mắt  

 Mi mắt có tác dụng bảo vệ BMNC khỏi các sang chấn về mặt cơ học từ 

môi trường bên ngoài, cấu trúc mềm mại của bờ tự do mi mắt giúp dàn trải 

đều của phim nước mắt trên BMNC làm BMNC luôn nhẵn bóng và đủ độ ẩm 

cần thiết. Ở BN bỏng mắt, bờ tự do của mi bị tổn thương ở nhiều mức độ 

khác nhau ảnh hưởng đến sự bền vững của màng nước mắt và gây ảnh hưởng 

đến sự toàn vẹn của BMNC. 

1.1.4.2. Phim nước mắt. 

Sự toàn vẹn của bề mặt nhãn cầu cũng được đảm bảo bởi mối quan hệ 

mật thiết giữa biểu mô bề mặt nhãn cầu và phim nước mắt. Các rối loạn bề 

mặt nhãn cầu làm phim nước mắt kém bền vững và ngược lại. Hai đặc tính cơ 

bản của biểu mô bề mặt nhãn cầu là biểu mô không sừng hoá và tiết mucin (là 

thành phần quan trọng của màng phim nước mắt do tế bào hình đài tiết ra) 

đóng vai trò quan trọng để đảm bảo sự bền vững của màng phim nước mắt.  

1.1.4.3. Các tuyến lệ 

Thành phần không kém quan trọng của phim nước mắt là nước mắt 

cùng các chất điện phân và các loại protein do tuyến lệ chính và tuyến lệ phụ 

tiết ra. Trong các trường hợp bỏng mắt toàn bộ, hệ thống tuyến lệ phụ đều bị 
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tổn hại cùng với biểu mô bề mặt nhãn cầu, do đó phim nước mắt bị phá huỷ 

hoàn toàn, gây tình trạng khô mắt nặng nề.  

1.1.4.4. Sự toàn vẹn của hai cung phản xạ điều tiết nước mắt 

Sự khởi phát hai cung phản xạ điều tiết nước mắt đều bắt nguồn từ 

những cảm giác của bề mặt nhãn cầu, gây ảnh hưởng tới quá trình điều tiết 

nước mắt và chớp mi mắt. Trên những mắt bị bỏng, toàn bộ bề mặt nhãn cầu bị 

tổn thương kèm theo các nhánh thần kinh cảm giác cho bề mặt nhãn cầu cũng 

bị tổn thương. Do vậy, tình trạng khô mắt ngày càng nặng nề hơn do giảm sút 

trầm trọng về số lượng cũng như chất lượng nước mắt và tần số chớp mắt.  

1.1.4.5. Chức năng của tế bào biểu mô BMNC được hỗ trợ bởi nguyên bào 

sợi nhu mô và chất cơ bản. 

Sự trong suốt của giác mạc phụ thuộc vào sự sắp xếp của các sợi 

collagen và sự đồng nhất về kích thước sợi cũng như khoảng cách giữa các 

sợi. Trong quá trình hàn gắn biểu mô giác mạc, chất cơ bản ngoại bào có chứa 

các thành phần như fibronectin, enzyme protease, các yếu tố phát triển có vai 

trò quyết định trong sự kết dính và di thực trên bề mặt nhu mô giác mạc của 

các tế bào biểu mô. 

1.2. Cấu trúc biểu mô bề mặt khoang miệng 

NMM có cấu tạo gồm hai phần chính: biểu mô và lớp đệm. Ở nhiều 

vùng của miệng, NMM gắn chặt vào cấu trúc mô phía dưới bởi thành phần 

mô liên kết lỏng lẻo là tầng dưới niêm mạc, trừ ở vùng vòm miệng, lớp đệm 

của NMM dính chặt vào màng xương. Ba lớp này có cấu trúc tương tự như 

cấu trúc của biểu mô, chân bì và hạ bì của da [30].  

Biểu mô NMM là loại biểu mô tầng, có thể sừng hoá hoặc không sừng 

hoá hoặc bán sừng hóa tuỳ thuộc vào từng vùng khác nhau [31]. Biểu mô gồm 
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các lớp: (1) lớp đáy (basal cell layer), lớp này chứa các tế bào gốc, các tế bào 

gốc sinh ra các tế bào lớp đáy và các tế bào biểu mô khác, (2) lớp gai (prickle 

cell layer), gồm các tế bào liên kết với nhau bởi thể liên kết đảm bảo tính bền 

vững cho biểu mô, (3) các lớp còn lại có cấu trúc khác nhau tuỳ loại biểu mô 

thuộc các vùng khác nhau của NMM. Đối với biểu mô sừng hoá sẽ có lớp 

hạt và lớp sừng (ở lớp này tế bào không thấy nhân). Ở biểu mô bán sừng, 

có lớp hạt và lớp sừng (lớp này tế bào vẫn còn nhân). Ở biểu mô không 

sừng hoá, có lớp trung gian và lớp bề mặt chứa các tế bào dẹt, nhân hình 

bầu dục nhỏ và bị bong ra ngoài. Biểu mô được thay thế nhờ các tế bào ở 

lớp sâu hơn (Hình 1.2) [32]. 

 

Hình 1.2. Cấu trúc biểu mô NMM [33] 

A. Biểu mô sừng hóa  B. Biểu mô bán sừng hóa   C. Biểu mô không sừng hóa 

Ở NMM, sự phân bố tế bào gốc chưa được nghiên cứu một cách đầy 

đủ, song về mặt cấu trúc mô học biểu mô NMM thuộc loại tầng và có kiểu 

tăng sinh giống như biểu bì da. Y văn đã chỉ ra rằng tế bào gốc biểu mô 

NMM có đủ các đặc tính tăng sinh trong suốt đời sống của nó nhưng lại 
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không thể phân biệt chúng với các tế bào đáy khác [34]. Do vấn đề đạo đức 

mà người ta không thể làm các nghiệm pháp để chứng minh sự tồn tại của tế 

bào gốc trên người mà chỉ có thể làm trong phòng thí nghiệm. 

Ở những mô có sự đổi mới liên tục nói chung, sự tự đổi mới được diễn 

ra song song cùng với cơ chế mở rộng quần thể tế bào trưởng thành trước khi 

vào giai đoạn biệt hoá sau cùng [35]. Quá trình biệt hóa tế bào ở NMM diễn 

ra theo sơ đồ sau (Hình 1.3): 

 

Hình 1.3. Sơ đồ biệt hoá tế bào 

Các tế bào biểu mô nằm ở lớp đáy của biểu mô mỏng hoặc 2-3 lớp sát 

màng đáy đối với biểu mô dày (như ở má) là các tế bào có hình trụ hoặc hình 

đa diện và có khả năng phân chia để duy trì quần thể tế bào biểu mô ổn định. 

Các tế bào phân chia thường tạo thành từng cụm, nhìn thấy nhiều hơn ở chỗ 

sâu nhất của lõm biểu mô [36].  

Nhiều chất có hoạt tính sinh học, mà phần lớn là các cytokin có thể 

kích thích hoặc ức chế tăng sinh biểu mô bao gồm: Yếu tố phát triển biểu bì 

(Epidermal growth factor-EGF), yếu tố phát triển chuyển dạng (Transforming 

(2) Tế bào tăng 

sinh chuyển tiếp 

(1) Tế bào gốc 

(3) Tế bào đã 

biệt hoá 
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growth factor-TGF), yếu tố phát triển có nguồn gốc tiểu cầu (Platelet derived 

growth factor-PDGF), chất tương tác tế bào (Interleukin 1-IL1). Tốc độ tăng 

sinh là kết quả của việc tương tác giữa các yếu tố kích thích và ức chế, mà 

hoạt động thông qua hệ thống điều khiển phức tạp bao gồm việc gắn của các 

yếu tố peptid trên receptor bề mặt tế bào, phosphoryl hóa các yếu tố tại bào 

tương tế bào, hoạt động sao mã ở trong nhân dẫn tới sự sản xuất các protein 

liên quan tới sự điều khiển chu trình tế bào. 

Hoạt động gián phân của tế bào cũng bị ảnh hưởng bởi một số các yếu 

tố như thời điểm trong ngày, stress và tình trạng viêm nhiễm. Sự biến đổi 

thành tế bào biệt hóa nhờ sự tác động của nồng độ Ca
2+

 ngoại bào, phorrbol 

esters, vitamin A và vitamin D3 [37].  

Keratin là một loại xơ trung gian có trong các tế bào biểu mô. Chúng là 

những protein dạng sợi dài, hình thành nên một mạng lưới khắp tế bào. 

Những keratin tìm thấy trong biểu mô luôn có cấu trúc cặp, gồm một keratin 

type 1 (acide) và một keratin type 2 (base hoặc trung tính), cho tới nay đã biết 

khoảng 15 keratin của mỗi type [27]. Khi tế bào rời lớp đáy và bước vào quá 

trình biệt hóa, nó lớn hơn và dẹt dần, tích lũy xơ keratin trong bào tương. Ở 

biểu mô tầng của NMM nói chung, K5 và K14 thể hiện ở các tế bào lớp đáy. 

Ở biểu mô lát tầng không sừng hóa ở khoang miệng (trong đó có niêm mạc 

má), K4 và K13 thể hiện ở các tế bào lớp trên đáy. 

Sự trưởng thành của các tế bào ở lớp trên đáy thể hiện ở những protein 

màng liên kết giữa các tế bào với nhau, các tế bào ở lớp đáy được gắn nhau 

bởi các liên kết có integrin. Quá trình biệt hóa liên quan tới sự di cư và mất đi 

integrin và sự dần tăng lên của các cadherin. 

Ở biểu mô lát tầng không sừng hóa, sự tích lipid và xơ keratin, sự thay 

đổi về hình thái không điển hình như biểu mô sừng hóa, nhưng tế bào lớp trên 
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cùng của biểu mô vẫn còn nhân và các bào quan, các xơ trung gian không tập 

trung tạo thành các bó xơ lớn như thấy ở biểu mô lát tầng sừng hoá.  

 Đặc tính tự nhiên của tế bào gốc là có chu kỳ phân chia chậm, nên có 

thể phân biệt chúng với các tế bào khác bằng chất đánh dấu trong DNA 

(deoxyribonucleic acid) của tế bào như: 5- bromo-2 deoxyuridine (BrdU) hay 

3H-thymidine (3H- TdR), Edu, Cdu - là các chất chuyên biệt cho pha S (pha 

phân chia -synthesis) của tế bào. Các chất này được hấp thụ vào DNA của tế 

bào đang phân chia bao gồm tế bào gốc và tế bào tăng sinh chuyển tiếp. Ở các 

tế bào tăng sinh chuyển tiếp, tín hiệu mất đi do sự phân chia nhanh và quá 

trình biệt hóa-chết tự nhiên của tế bào. Tế bào gốc do phân chia chậm vẫn giữ 

chất đánh dấu này sau khoảng thời gian 6-8 tuần. 

Ở NMM, khi tế bào gốc phân chia, nó sẽ tạo ra một tế bào con mới giữ 

nguyên được đặc tính của tế bào gốc có khả năng phân chia vô hạn định, và 

một tế bào con khác bước vào quá trình biệt hoá, vi môi trường của tế bào 

(bao gồm mạch máu, các yếu tố phát triển và các tế bào hỗ trợ) sẽ quyết định 

số phận tế bào trở thành tế bào gốc hay không. Hatfield LD. và CS. (2005) chỉ 

ra một loại micro RNA không mã hoá (ribonucleic acid) thể hiện khác nhau ở 

tế bào gốc và có khả năng điều khiển sự  phân chia tế bào này [38]. 

Các tương tác giữa tế bào biểu mô và mô liên kết cũng đóng vai trò 

quan trọng trong việc điều khiển sự phát triển mô. Các nghiên cứu thử nghiệm 

cũng chỉ ra rằng các kiểu biệt hoá đặc biệt theo vùng của vùng miệng được 

duy trì thông qua tương tác biểu mô và mô liên kết vùng đó [36],[39]. Việc sử 

dụng các thực nghiệm kinh điển, mẫu mô từ các vùng khác nhau của NMM 

tách ra làm hai phần biểu mô và mô liên kết, sau đó kết hợp khác loại và kết 

quả là mô liên kết có tác động lên sự phát triển biểu mô về kiểu biệt hoá thể 

hiện ở keratin và các marker carbohydrate bề mặt. Đặc điểm hình thái biểu 
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mô và thể hiện keratin bị ảnh hưởng bởi nguyên bào sợi phía dưới [40] và 

chất nền trung mô [41]. Nếu không có nguyên bào sợi ở trong chất nền, biểu 

mô sẽ dừng tăng sinh, trong khi quá trình biệt hoá tiếp tục thể hiện ở sự xuất 

hiện không bào thoái hoá khi nuôi cấy nếu không sử dụng nguyên bào sợi.  

Có nhiều cytokin và yếu tố phát triển điều khiển sự tăng sinh và biệt 

hoá biểu mô [42]. Sự tăng sinh và biệt hoá của biểu mô thể hiện sự tương tác 

qua lại linh hoạt giữa biểu mô và nguyên bào sợi, phụ thuộc vào các yếu tố 

phát triển được sản xuất bởi nguyên bào sợi và có thể các thành phần mô liên 

kết khác qua cơ chế cận tiết. 

1.3. Hội chứng suy giảm tế bào gốc vùng rìa giác mạc 

1.3.1. Nguyên nhân 

Hội chứng suy giảm tế bào gốc vùng rìa có thể nguyên phát, liên quan tới 

những bệnh lý làm thay đổi vi môi trường của tế bào gốc, ví dụ như: tật không 

mống mắt, viêm giác mạc liên quan tới suy nhiều tuyến nội tiết, chứng đỏ da 

dày sừng bẩm sinh; hoặc có thể là hậu quả thứ phát của sự phá huỷ tế bào gốc 

do các yếu tố bên ngoài như: bỏng hoá chất, bỏng nhiệt, hội chứng Stevens 

Jonhson, đeo kính áp tròng, nhiễm khuẩn lan rộng [29],[43],[44]. 

1.3.2. Biểu hiện lâm sàng của hội chứng suy giảm vùng rìa 

Suy giảm vùng rìa có thể xảy ra lan tràn toàn bộ hoặc chỉ ở một góc của 

vùng rìa. Trong trường hợp suy giảm một phần vùng rìa, sự xâm lấn của biểu 

mô kết mạc chỉ ảnh hưởng tới một phần bề mặt giác mạc và biểu hiện ở nhiều 

mức độ khác nhau, trong khi biểu mô giác mạc ở trung tâm vẫn còn bình 

thường. Triệu chứng chủ quan của người bệnh là nhìn mờ, cộm chói, chảy 

nước mắt, co quắp mi mắt và có thể có những đợt đau đỏ mắt tái phát.  

Trong suy giảm tế bào gốc toàn bộ, mức độ tổn thương phụ thuộc vào 

nguyên nhân do thứ phát hay nguyên phát. Biểu hiện lâm sàng có thể chỉ là 
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giác mạc mờ đục, bề mặt gồ ghề không đều, có tân mạch nông hoặc sâu trong 

bề dày giác mạc hoặc kết mạc hóa giác mạc. Nặng hơn nữa có thể là ổ loét 

giác mạc khó hàn gắn, bờ ổ loét ranh giới rõ và gồ lên, xung quanh ổ loét có 

thể tồn tại tổ chức xơ tân mạch, BMNC gồ ghề với biểu hiện của một quá 

trình viêm mãn tính, nhuyễn giác mạc, giác mạc mỏng hoặc thủng giác mạc 

có thể xảy ra trong trường hợp nặng.  

1.3.3. Phương pháp điều trị hội chứng suy giảm tế bào gốc vùng rìa giác 

mạc  

Có nhiều phương pháp điều trị hội chứng LSCD. Việc nuôi tạo tấm 

biểu mô giác mạc từ tế bào gốc vùng rìa giác mạc để ghép điều trị cho các BN 

bị hội chứng LSCD là một phương pháp hiện đại và hiệu quả.  

Phương pháp ghép tấm biểu mô giác mạc nuôi cấy được Pellegrini và 

CS. mô tả đầu tiên vào năm 1997. Tế bào biểu mô vùng rìa được lấy từ mắt 

bên lành nếu một mắt bị tổn thương, hoặc lấy ở vùng rìa còn bình thường trên 

mắt bị tổn thương tế bào gốc một phần hoặc từ người thân hoặc từ vùng rìa 

của người hiến nếu BN bị tổn thương cả hai mắt. Mảnh tổ chức mang tế bào 

gốc của biểu mô được nuôi cấy, nhân lên và tạo nên tấm tế bào biểu mô vùng 

rìa. Sau khi phẫu tích hết tổ chức xơ mạch trên bề mặt giác mạc và vùng rìa, 

tấm tế bào biểu mô nuôi cấy được cố định trên bề mặt giác mạc [45].  

Về mặt lý thuyết, kỹ thuật này có ưu điểm vượt trội hơn các phương 

pháp khác đã được áp dụng từ trước: (1) Mảnh mô cần cho quá trình nuôi cấy 

kích thước sẽ nhỏ hơn, (2) Quá trình nuôi cấy đã giảm thiểu số lượng tế bào 

không có chức năng bình thường nằm trong mô của người cho, (3) Việc sinh 

thiết các tế bào gốc ở vùng rìa có thể nhắc lại nếu cần thiết. Ưu điểm nổi trội 

nhất của kỹ thuật này là giảm nguy cơ thải loại mảnh ghép vì sự vắng mặt của 

các tế bào Langerhans đóng vai trò trình diện kháng nguyên. Tuy nhiên, 
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phương pháp này còn nhiều vấn đề cần nghiên cứu và trong trường hợp 

LSCD toàn bộ cả hai bên mắt thì ghép vùng rìa đồng loại hoặc sử dụng nguồn 

tế bào biểu mô tự thân thay thế là giải pháp phải lựa chọn.  

Có nhiều thông báo về ghép thành công tấm biểu mô NMM nuôi cấy. 

Sử dụng tấm biểu mô NMM nuôi cấy là một lựa chọn hợp lý và có nhiều ưu 

điểm hơn các phương pháp ghép dị thân. Khi ghép dị thân, BN phải sử dụng 

thuốc ức chế miễn dịch để chống thải loại mảnh ghép gây nhiều tác dụng phụ 

và tốn kém, hơn nữa nếu sử dụng lâu dài thì cũng không thể đảm bảo chắc 

chắn sự tồn tại của mảnh ghép.  

Ở biểu mô NMM, tế bào ở giai đoạn biệt hoá thấp hơn so với tế bào 

dòng sừng ở da, nó có khả năng phân chia rất nhanh và kéo dài ở điều kiện 

nuôi cấy mà không hoá sừng. Hơn nữa, K3 thể hiện ở cả biểu mô giác mạc và 

biểu mô NMM chứ không có ở biểu mô da, chứng tỏ sự gần gũi hơn của biểu 

mô NMM và giác mạc.  

Khi cấy ghép tấm biểu mô NMM nuôi cấy có thể có hiện tượng xâm 

lấn tân mạch ngoại vi vào giác mạc làm mất khả năng nhìn của người bệnh. 

Tuy nhiên, có thể khắc phục biến chứng này bằng việc sử dụng kháng FGF2 

(Fibroblast growth factor 2-yếu tố phát triển nguyên bào sợi 2).  

Tái thiết bề mặt nhãn cầu bằng phương pháp ghép tấm biểu mô nuôi 

cấy từ tế bào gốc phôi cũng đã được Ryusuke Homma và CS. (2004) tiến 

hành những thử nghiệm đầu tiên. Tế bào gốc phôi được nuôi trên nền 

collagen type IV trong vòng 8 ngày và sau đó được ghép vào giác mạc chuột 

tổn thương. Phân tích hình ảnh mô học sau ghép cho kết quả tốt [46].  Tuy 

nhiên để áp dụng phương pháp này trên người còn nhiều khó khăn do những 

hàng rào cản về mặt thực tế và đạo đức. 
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Như vậy, trong trường hợp không thể có tấm biểu mô giác mạc nuôi 

cấy, việc lựa chọn phương pháp ghép tấm biểu mô NMM nuôi cấy là lựa chọn 

khả quan giúp cải thiện tầm nhìn cho BN, bảo vệ phần còn lại của nhãn cầu và 

giảm các triệu chứng khó chịu gây ra cho người bệnh. 

1.4. Những nghiên cứu về nuôi tạo tấm biểu mô NMM  

1.4.1. Các loại nền nuôi cấy tế bào 

Yếu tố quan trọng để nuôi tạo tấm biểu mô là lựa chọn giá đỡ chính xác 

về tính phù hợp sinh học, độ xốp, ổn định sinh học và đặc tính vật lí. Các giá 

sử dụng trong nuôi cấy NMM gồm các loại sau: 

  Các giá có nguồn gốc tự nhiên: 

Chân bì không có tế bào: Chân bì da của tử thi (AlloDerm
TM

) đã được 

Izumi K. và CS. (1999), Izumi K. và CS. (2000) sử dụng [47],[48], Yoshizawa 

M. và CS. (2004) cũng sử dụng màng này nhưng phủ collagen typ IV [49]. 

Màng ối: Là giá đỡ tiện dụng và được sử dụng rộng rãi nhất trong nuôi 

tạo tấm biểu mô NMM. Màng ối có nhiều đặc điểm vượt trội hơn so với các 

màng sinh học khác về: tính chun giãn, tính trong suốt, mềm mại, nhẵn bóng, 

mỏng, khó rách. 

Theo nghiên cứu của Fukuda K. và CS. (1999), màng đáy của màng ối 

hoàn toàn giống với màng đáy của kết mạc vì có chứa collagen typ IV, V, 

fibronectin, laminin-1, laminin-5, vì thế màng ối được sử dụng để thay thế kết 

mạc [50]. Các thành phần này đóng vai trò quan trọng trong sự biệt hoá và 

tăng sinh của các tế bào biểu mô. 

Màng ối có chức năng của một biểu mô phủ, là biểu mô chế tiết và có 

khả năng trao đổi chất qua đường tế bào và gian tế bào. 
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Tế bào biểu mô màng ối có một số tính chất quan trọng: Không biểu lộ 

kháng nguyên HLA-A, B hoặc DR (human leukocyte antigens) trên bề mặt, là 

3 loại kháng nguyên có vai trò quan trọng nhất trong vấn đề thải loại mảnh 

ghép, HLA-DR liên quan tới 6 tháng đầu, HLA-A liên quan tới 2 năm đầu và 

HLA-B ảnh hưởng tới sự tồn tại vĩnh viễn của mảnh ghép. Vì vậy sau khi 

ghép vào cơ thể, hiện tượng thải loại miễn dịch không xảy ra. 

Qua nhiều nghiên cứu lâm sàng cho thấy màng ối tạo điều kiện thuận 

lợi cho quá trình biểu mô hoá và ngăn chặn quá trình viêm và tăng sinh xơ 

trên bề mặt nhãn cầu, hỗ trợ sự di cư, kết dính của tế bào biểu mô, thúc đẩy sự 

biệt hoá tế bào, có khả năng thay thế màng cơ bản của kết mạc [51],[52]. 

Mặt khác, hiệu quả chống viêm và bảo vệ bề mặt nhãn cầu của màng ối 

được giải thích qua sự có mặt nhiều loại cytokin chống viêm như IL-1α, IL-

1β. Màng ối còn có khả năng kháng khuẩn nên nguy cơ nhiễm trùng hậu phẫu 

ít hơn so với ghép các màng sinh học khác. Việc bóc tách màng ối ra khỏi 

màng đệm rất dễ dàng, cùng với tính chun giãn tốt của màng ối tạo điều kiện 

cho các thao tác dàn trải trong quá trình phẫu thuật được dễ dàng. 

Màng ối là một nguyên liệu sẵn có, dễ lấy, dễ xử lý. Màng ối được bảo 

quản ở nhiệt độ - 80
O 

C có thể để được nhiều tháng [2],[53],[54]. 

 Như vậy, màng ối là một màng sinh học có nhiều ưu điểm vượt trội, 

được sử dụng để che phủ bề mặt nhãn cầu và nền nuôi cấy đạt hiệu quả cao. 

*Chuẩn bị màng ối làm nền nuôi cấy  

Thông qua hai đề tài: đề tài cấp bộ “Nghiên cứu nuôi cấy tế bào rìa 

giác mạc và ứng dụng trong một số tổn thương giác mạc” và đề tài nhánh 

“Nghiên cứu quy trình tạo tấm biểu mô giác mạc người để điều trị tổn thương 

giác mạc do bỏng” thuộc đề tài nhà nước “Nghiên cứu phát triển và ứng dụng 

công nghệ tế bào gốc để điều trị một số bệnh về tim mạch, cơ quan tạo máu 
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và thị giác người”, chúng tôi đã đưa ra được quy trình xử lí màng ối dùng làm 

nền nuôi tạo tấm biểu mô hiệu quả, màng ối được xử lý theo quy trình này là 

màng ối đã loại bỏ biểu mô. 

 Giá gieo nguyên bào sợi: một số sản phẩm thương mại thuộc nhóm 

này bao gồm Dermagraft (Mỹ) là vật liệu thay thế chân bì, cấu tạo bởi lưới 

polymer sinh học, được gieo nguyên bào sợi [55], sản phẩm khác như 

Apligraf (Mỹ), Orcel (Mỹ), Hyalograf (Ý).... các nguyên bào sợi  trong các 

giá này sẽ sản xuất chất nền ngoại bào và các yếu tố phát triển trong vòng 2-3 

tuần, tạo ra chất nền giống chân bì. 

 Giá đỡ nền Collagen: 

Lợi điểm của giá collagen đó là nó hỗ trợ cho sự phát triển của nguyên 

bào sợi và chính nguyên bào sợi  này tạo cho tế bào biểu mô một môi trường 

phát triển phù hợp. 

 Các giá Gelatin: 

Cấu trúc không có tính kháng nguyên, có tính hấp dẫn nguyên bào sợi, 

hoạt hoá đại thực bào, kích thích biểu mô hoá và hình thành mô hạt. Một số 

thành phần như glucan có tính kháng khuẩn, kháng virus, chống đông và kích 

thích hoạt động hàn gắn vết thương hay hyaluronic được thêm vào giá để tăng 

cường đặc tính vật lí và sinh học. 

 Các giá fibrin: 

Chất hồ fibrin cung cấp sự ổn định kết dính, phù hợp với tình trạng phát 

triển rất mạnh của tế bào.  

Một lớp gel fibrin được tạo ra và phủ đều lên đáy của lồng nuôi cấy để 

làm giá đỡ cho các tế bào. Đặc tính của màng fibrin này là sẽ bị tiêu dần bởi 

các protease do các tế bào nuôi cấy tự tiết ra. Để giữ được màng fibrin tồn tại 
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trong suốt quá trình nuôi cấy phải sử dụng aprotinin để ngăn chặn sự tiêu của 

các polymer fibrin [56].  

Ưu điểm của tấm biểu mô nuôi cấy trên nền này là khi ghép không cần 

những đường khâu cố định do khả năng kết dính tốt với mô đệm bên dưới 

trong giai đoạn sớm sau mổ.  Higa cũng đã khẳng định sự có mặt của phân tử 

kết dính intergrin β1 ở tấm biểu mô nuôi trên fibrin, nó giúp cho tấm biểu mô 

tồn tại trên bề mặt nhãn cầu mà không bị loại bỏ [57]. Hirayama và CS. năm 

2012 cũng đã sử dụng giá đỡ này khi nuôi cấy và thấy thực sự hiệu quả [20]. 

 Nền tổng hợp:  

Màng tổng hợp này có đặc tính vật lí rất tốt và không sợ bị lây những 

bệnh truyền nhiễm.  

 Giá lai: 

Vật liệu này là nền bán tổng hợp, có tính phù hợp sinh học và thoái hoá 

sinh học tốt trong thực tế cũng như trong phòng thí nghiệm.  

 Nền polymer nhạy cảm nhiệt 

Đây là phương pháp nuôi cấy không sử dụng giá đỡ để tạo được tấm 

biểu mô, được đề xuất đầu tiên bởi Nishida K. và CS. (2004) [58]. Đĩa nuôi 

cấy được phủ bởi một lớp polymer nhạy cảm với nhiệt độ. Để chuẩn bị đĩa 

nuôi cấy, một lớp N- isopropylacrylamid (IPAAm) hoà tan trong dung môi 2-

propanol phủ lên bề mặt của đĩa, những đĩa này được chiếu xạ với liều 0,25 

MGy để cho các đơn phân tử trùng hợp lại với nhau và tạo ra liên kết cộng 

hoá trị của IPAAm với bề mặt của đĩa nuôi cấy. Rửa lại các đĩa nuôi cấy bằng 

nước cất lạnh để loại bỏ các phân tử IPAAm không kết dính và khử trùng 

bằng khí oxid ethylene trước khi sử dụng [59].  
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1.4.2. Chuẩn bị mẫu mô NMM và xử lý miếng mô cho nuôi cấy 

Trước khi lấy mẫu NMM, sát khuẩn kỹ khoang miệng. Thỏ được gây 

mê đường tĩnh mạch rìa tai bằng thiopental, còn đối với BN được gây tê tại 

chỗ. Kích thước mảnh mô trích thủ thay đổi tuỳ từng tác giả và phụ thuộc vào 

yêu cầu và phương pháp nuôi cấy để đảm bảo đủ lượng tế bào gốc chắc chắn 

cho sự thành công khi nuôi cấy và tối thiểu gây tổn thương cho NMM. Mảnh 

mô được xử lý qua nhiều công đoạn. Phương pháp xử lý mảnh mô cũng khác 

nhau trong các nghiên cứu. 

Trên thỏ, kích thước mảnh mô NMM trích thủ thay đổi theo từng 

nghiên cứu. Nakamura T. và CS. (2003) lấy mảnh có kích thước 4-6mm
2
 [2]. 

Shimazaki J. và CS. dùng mảnh mô đường kính 8mm khi nghiên cứu trên thỏ 

và cũng sử dụng kích thước này khi áp dụng trên người [60]. 

Trên người, theo tổng quan của Ultheim T. (2015): kích thước của các 

mảnh mô thay đổi từ 2-3mm
2
 đến 5mm

2 
[61]. Theo Shortt A. J. và CS. (2007), 

kích thước mẫu NMM sinh thiết thay đổi từ 2-3 tới 9mm
2
 [62]. Nakamura T. 

và CS. (2004) sử dụng mảnh mô 2-3 mm
2 

[10], tác giả Inatomi T. và CS. 

(2006) [63], Ang L. P. và CS. (2006) [12] cũng sử dụng kích thước này. Chen 

H. và CS. (2012) sử dụng kích thước 6x6mm hoặc lớn hơn [64], cũng tác giả 

Chen H. và CS. (2009) sử dụng mảnh mô có kích thước tương tự [16]. Kolli 

S. và CS. (2014) lấy mảnh mô có đường kính 3mm [25]. Nishida K. và CS. 

(2004) sử dụng kích thước là 3x3mm [11], Madhira S. L. và CS. (2008) [26], 

Krishnan S. và CS. (2010) [65], Burillon C. và CS. (2012) [21] sử dụng mảnh 

kích thước tương tự. Trong khi đó kích thước mảnh mô NMM chỉ là 2mm
3
 

mà Hashemi H. và CS. (2009) khi nuôi cấy bằng phương pháp dịch tế bào 

trên các nam tình nguyện từ 18-20 tuổi [66]. Priya C. G. và CS. (2011) sử 

dụng các mảnh mô của 4 BN kích thước 2x4mm [67]. 4x4x2mm là kích thước 
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của tác giả Sen S. và CS. (2011) trên 20 BN [68]. Hori Y. và CS. (2008) khi 

nghiên cứu trên người tình nguyện khỏe mạnh sử dụng mảnh niêm mạc trích 

thủ có kích thước 5x5mm [69], cũng tác giả này năm 2007 mảnh NMM trích 

thủ có kích thước 3x3mm [70]. Đường kính 8mm của mảnh mô NMM mà tác 

giả Hirayama M. và CS. (2012) tiến hành nghiên cứu trên 32 mắt BN [20], 

Shimazaki J. và CS. (2009) [60], Oie Y. và CS. [71], Satake Y. và CS. (2011) 

[18], Satake Y. và CS. (2008) [72] cũng sử dụng kích thước này. Trong 

nghiên cứu của Ma D. H. và CS. (2009), kích thước mảnh NMM của BN là 

6x6mm [14]. Hayshida Y. và CS. (2005) dùng mảnh NMM có bán kính 3mm 

[73]. Ilmarinen T. và CS. (2013) sinh thiết mảnh NMM có kích thước 5-

10mm
2
 [74]. Sotozono C. và CS. (2014) và Sotozono C. và CS. (2013), sử 

dụng mảnh niêm mạc có đường kính 6mm [75],[22].  

Có hai phương pháp chính để nuôi tạo tấm biểu mô NMM nuôi cấy đó 

là mảnh mô và dịch treo tế bào. Mỗi phương pháp đều có những ưu và 

nhược điểm riêng. (1) Ở phương pháp mảnh mô, sau khi trích thủ, mô liên 

kết phía dưới được loại bỏ bằng phương pháp cơ học, mảnh mô được xử lý 

bằng dispase, sau đó rửa bằng môi trường PBS có kháng sinh, kháng nấm 

và không có ion Mg
2+ 

và Ca
2+

. Tiếp theo, mảnh mô được xử lý qua EDTA 

(ethylenediaminetetraacetic) là một chất có khả năng gắp các ion hoá trị 2, 

rồi mô được dính vào nền nuôi cấy, sau khi mảnh mô đã bám dính, cho môi 

trường vào và tiếp tục quá trình nuôi cấy cho tới khi thu hoạch. Môi trường 

nuôi cấy nên ngập mảnh mô khoảng 2-5mm. Khi tế bào nuôi cấy đạt một 

hàng và phủ kín đáy giếng, cho tế bào tiếp xúc với không khí để biểu mô tầng 

hóa. (2) Khi nuôi cấy bằng dịch treo tế  bào, mảnh mô ngâm trong dispase để 

tách biểu mô ra khỏi màng đáy, sau đó sử dụng trypsin để li giải đám tế bào 

biểu mô tạo thành dạng dịch treo với những tế bào riêng rẽ, trypsin có thể 
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dùng cùng EDTA. Sau đó dịch tế bào được xác định mật độ trước khi đem 

nuôi cấy trong môi trường chuyên biệt cho NMM.  

Theo tổng quan của Shortt A. J. và CS. (2007): trong số 17 nghiên cứu 

về nuôi tạo tấm biểu mô thay thế cho giác mạc có tới 11 nghiên cứu sử dụng 

phương pháp mảnh mô [62]. Theo tổng quan của Utheim (2015) trong 20 nghiên 

cứu về nuôi tạo tấm biểu mô NMM để điều trị có 18 nghiên cứu sử dụng phương 

pháp dịch treo, chỉ có 2 sử dụng phương pháp mảnh mô. Trong 28 nghiên cứu về 

nuôi tạo tấm biểu mô niêm  mạc miệng áp dụng trên người mà chúng tôi tổng 

quan được có tới 23 nghiên cứu sử dụng phương pháp dịch treo.  

Mỗi tác giả có một cách nuôi cấy riêng và một phương pháp xử lý phù 

hợp: mảnh mô sau khi thu thập được sẽ rửa sạch qua PBS có kháng sinh, 

kháng nấm, sau đó được xử lí tùy phương pháp nuôi cấy khác nhau. Thời gian 

ngâm mảnh mô trong dispase, nồng độ dispase, thời gian mảnh mô ngâm 

trong trypsin và/hoặc EDTA cũng hoàn toàn khác nhau giữa các tác giả. Sau 

xử lí, tế bào được nuôi trong môi trường hoàn toàn khác nhau về thành phần 

và nồng độ các chất bổ sung, việc sử dụng nền nuôi cấy, thời gian nuôi cấy, 

thu hoạch tấm biểu mô có dùng kĩ thuật tiếp xúc không khí hay không cũng 

tùy từng tác giả.  

Trong 35 nghiên cứu tổng quan được có đề cập tới nền nuôi cấy, chủ 

yếu các tác giả sử dụng màng ối (chủ yếu đã loại bỏ biểu mô), chỉ có (a): 8  

nghiên cứu sử dụng nền polymer nhạy cảm nhiệt: Nishida K. và CS. (2004) 

[58], Burillon C. và CS. (2012) [21],  Hayashida Y. và CS. (2005) [73], Oie 

Y. và CS. (2010) [71], Hori Y và CS. (2007) [70], Hori Y. và CS. (2008) [69], 

Kocaba và CS. (2014) [24], Oie Y. và CS. (2010) [71]; (b): 3 nghiên cứu sử 

dụng nền fibrin: Satake Y. và CS. (2011) [18], Shimazaki J. và CS. (2009) 

[60], Hirayama và CS. (2012) [20]; (c): 3 nghiên cứu sử dụng nền chân bì da 
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Alloderm
TM

: Izumi K. và CS. (1999), Izumi K. và CS. (2000) [47],[48], 

Yoshizawa M. và CS. (2004) cũng sử dụng màng này nhưng phủ collagen typ 

IV [49]; (d): 1 nghiên cứu không sử dụng nền nuôi cấy mà chỉ sử dụng lồng 

nuôi có phủ collage typ IV: Ilmarinen T. và CS. (2013) [74]. 

Mảnh mô trích thủ sau khi rửa qua PBS có kháng sinh, kháng nấm, 

không có ion hóa trị 2, không protein để thuận lợi cho các bước về sau làm rã 

các tế bào biểu mô tạo dịch treo cho nuôi cấy. 

Bước tiếp theo của quy trình xử lí mảnh mô để nuôi cấy  là nhúng 

mảnh mô vào trong dispase, sau đó mô sẽ được tách rời các tế bào nhờ 

trypsin-EDTA. Dispase là một loại enzym tiêu protein, nó có khả năng phá 

hủy fibronectin và collagen typ IV là thành phần của chất nền ngoại bào và 

màng đáy, giúp cho biểu mô rời khỏi màng đáy. Thông thường các tác giả sử 

dụng dispase II với nồng độ 1,2UI (tương đương 3mg/ml) trong vòng 1 giờ ở 

37
0
C: Inatomi T. và CS. (2006) [63], Hirayama M. (2012) [20], Ang L.P. 

(2006) [12], Hori Y. (2008) [69], Ma DH. (2009) [14], Shimazaki J. (2009) 

[60], Nakamura T. (2003) [2], Nakamura T. (2004) [10]. Cũng sử dụng 

dispase II với nồng độ 1,2UI/ml nhưng Hashemi H. và CS. (2009) ngâm mô ở 

37
0
C trong vòng 2 giờ [66]. Satake Y. và CS. (2011) lại sử dụng dispase 

0,8UI/ml và cũng ngâm mô 1 giờ ở 37
0
C [18], cũng cùng nồng độ 0,8UI/ml, 

tác giả này lại ngâm mô ở 4
0
C trong 5 giờ [72]. Cùng thời gian 4

0
C trong 5 

giờ, Nakamura T. và CS. (2011) lại sử dụng nồng độ 1,2UI/ml [17]. Oie Y. và 

CS. (2010) ngâm mô ở 4
0
C trong 4 giờ nhưng sử dụng nồng độ 2,4UI/ml [71]. 

Priya và CS. sử dụng dispase II (2mg/ml) ngâm mô ở 37
0
C trong thời gian 45 

phút [67]. Ilmarinen T. và CS. (2003) ngâm mảnh mô qua đêm ở 4
0
C ở nồng 

độ 1,55mg/ml [74]. 
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Sau khi tách rời biểu mô khỏi màng đáy, dịch treo tế bào biểu mô sẽ 

được tạo ra nhờ hoạt tính của enzym trypsin và EDTA. EDTA có tác dụng 

gắp các ion hóa trị 2, làm lỏng lẻo liên kết giữa các tế bào và làm tăng hoạt 

tính của trypsin. Ang L. P. và CS. (2006), Nakamura T. và CS. (2011) sử 

dụng trypsin-EDTA 0,05% trong vòng 10 phút và không đề cập tới nhiệt độ 

sử dụng [12], [17]. Inatomi T. và CS. (2006) sử dụng nồng độ và thời gian 

như hai tác giả trên và ở 37
0
C [63]. Cùng nồng độ 0,05% Priya C. G. và CS. 

(2011) ngâm mô trong vòng 45 phút và không đề cập tới nhiệt độ [67]. Nồng 

độ 0,05% trypsin và 0,53mM EDTA, mảnh mô ngâm ở nhiệt độ phòng trong 

thời gian 10 phút được sử dụng trong nghiên cứu của Hirayama M. và CS. 

(2012) [20], Satake Y. và CS. (2008) [72], Satake Y. và CS. (2011) [18], 

Shimazaki J. và CS. (2009) [60]. Rất nhiều tác giả sử dụng nồng độ enzym là 

0,25% như Ma D. H. và CS. (2009) ngâm mô ở 37
0
C cứ 3 phút nạo mảnh mô 

1 lần và ít nhất 3 lần [14], Nakamura T. và CS. (2003) ngâm mô ở nhiệt độ 

phòng trong 30 phút [2], cũng tác giả này và CS. (2004) lại ngâm trong 10 

phút ở nhiệt độ phòng [10], Hashemi H. và CS. (2009) sử dụng enzym ở nhiệt 

độ phòng trong 20 phút [66], Ilmarinen T. (2013) sử dụng nhiệt 37
0
C nhưng 

thời gian chỉ là 15 phút [74]. Một số tác giả khác không nêu nồng độ cụ thể 

của enzym như Nishida K. và CS. (2004) [11], Chen H. và CS. (2009) [16], 

Hori Y. và CS. (2008) cùng ngâm mô trong 15 phút [69], Hayashida Y. và 

CS. (2005) ngâm 20 phút [73].  

Nếu sử dụng phương pháp mảnh mô, các tác giả chỉ cần lọc sạch miếng 

mô, sau đó dính trực tiếp lên nền nuôi cấy, chờ khô và bổ sung môi trường 

nuôi cấy. 

Trong nuôi cấy, ngoài việc chuẩn bị nguồn tế bào biểu mô thì một loại 

tế bào nữa cũng gây nhiều tranh cãi đó là nguyên bào sợi chuột bất hoạt 3T3 
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(3-day transfer, inoculum 3x10
5 

cells). Đây là lớp tế bào hỗ trợ cho sự tăng 

sinh và biệt hoá tế bào biểu mô.   

Nguyên bào sợi dùng trong nuôi cấy có thể từ các nguồn khác nhau, lí 

tưởng nhất là nguyên bào sợi tự thân và ở ở đúng vùng mô liên kết tương ứng 

với biểu mô muốn nuôi cấy để đảm bảo việc tương tác biểu mô-mô liên kết 

cho tế bào biểu mô một sự phát triển hoàn hảo nhất, song điều này rất khó 

thực hiện. Nguyên bào sợi chuột bất hoạt là một giải pháp. Đây là tế bào có 

những nhánh bào tương, nhân hình elip, tế bào có một đến hai nhân, khi hoạt 

động tích cực, trong bào tương có rất nhiều hệ thống lưới nội bào có hạt. 

Nguyên bào sợi sản xuất collagen, glycoaminoglycan, sợi võng, sợi chun, 

glycoprotein tìm thấy trong chất nền ngoại tế bào. Tổn thương mô kích thích 

tế bào sợi và gây ra sự gián phân của tế bào này. Không giống như tế bào biểu 

mô phủ các cấu trúc của cơ thể, nguyên bào sợi không hình thành các lớp đơn 

và không bị phân cực khi bám vào màng đáy ở một mặt của tế bào, mặc dù nó 

có thể góp vai trò trong việc tạo ra màng đáy ở một số trường hợp. 

Nguyên bào sợi  trước khi sử dụng phải được chiếu xạ hoặc bất hoạt 

bằng mitomycin để tránh sự sinh sản thêm của tế bào này. Phương pháp chiếu 

xạ  phát minh ra bởi Rheinwald năm 1980 [76], còn xử lý bằng mitomycin 

được Macpherson và Bryden năm 1971 áp dụng  [77]. 3T3 làm tăng khả năng 

sống của nhiều tế bào biểu mô bao gồm các tế bào sừng hoá, tế bào biểu mô 

cổ tử cung và tế bào biểu mô tuyến vú. Có lẽ là do biểu mô có khả năng kết 

dính với nguyên bào sợi bất hoạt, các nguyên bào sợi bất hoạt giải phóng ra 

các yếu tố cận tiết làm tăng sự sống sót của biểu mô và ức chế hoạt động của 

TGF-β, chính TGF-β này lại là yếu tố kích thích hoạt động phân chia của 

nguyên bào sợi, vậy đây là phương pháp lợi thế nhất để kích thích phát triển 

biểu mô và ức chế sinh sản quá mức của nguyên  bào sợi. Lớp tế bào này thực 
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sự có ý nghĩa đối với việc hỗ trợ sự phát triển của các tế bào biểu mô trong 

các trường hợp khó nuôi cấy. 

 Nguyên bào sợi có khả năng sản xuất ra các yếu tố tăng trưởng và khả 

năng loại bỏ các độc chất có trong môi trường nuôi cấy. Đã có rất nhiều các 

nghiên cứu khẳng định ưu điểm của nguyên bào sợi chuột trong quá trình 

nuôi cấy, song cũng không ít lo ngại bởi đây là sản phẩm có nguồn gốc động 

vật, bên cạnh đó cũng có nhiều nghiên cứu cho thấy thành công của nuôi tạo 

tấm biểu mô mà không cần tới sự có mặt của tế bào này. Cục dược phẩm và 

thực phẩm Mỹ FDA (US Food and Drug Administration) quy định tất cả các 

mô công nghệ sinh học trong quá trình sản xuất có sử dụng 3T3 được quy 

vào loại mảnh ghép dị loài [78], và nguy cơ có thể lây nhiễm các protein 

động vật [79].  

Trong các nghiên cứu chúng tôi tổng quan được, hầu hết các tác giả vẫn 

sử dụng 3T3 làm tế bào đồng nuôi cấy. Chỉ có 5 tác giả trong tổng số 31 

không sử dụng nền này: Izumi K. và CS. (2000) đã nuôi cấy tế bào gốc biểu 

mô NMM trong môi trường không huyết thanh và không 3T3 để giảm thiểu 

tiếp xúc với DNA dị loài và các virus có thể xuất hiện trong hai nguồn này 

[48]. Yoshizawa M. và CS. (2004) đã sử dụng phương pháp tương tự để sản 

xuất ra tấm kết mạc và NMM người [49]. Tác giả Oie Y. và CS. (2010) khi 

nuôi cấy tấm biểu mô NMM người tình nguyện đã thay thế nguyên bào sợi 

chuột 3T3 bằng nguyên bào sợi da người hậu gián phân thu được kết quả tốt 

(nhóm tương tự với nhóm sử dụng 3T3 về chất lượng của tấm biểu mô, tấm 

biểu mô tầng hoá đẹp) và tỉ lệ tế bào dương tính với p63 cao hơn có ý nghĩa 

thống kê [71]. Sen S. và CS. (2011) cũng không sử dụng 3T3 trong nuôi cấy 

tế bào biểu mô NMM và cũng đã thu được tấm biểu mô mang đặc điểm của 

biểu mô lát tầng không sừng hoá, các tế bào thể hiện sự chế tiết rất nhiều hạt 

mucin đặc biệt là mucin 1, 16 [68]. Ilmarinen T. và CS. (2013) đã nuôi cấy 
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tấm biểu mô NMM dù không sử dụng 3T3 nhưng kết quả thu được rất khả 

quan [80].  

1.4.3. Môi trường nuôi cấy 

Mọi môi trường nuôi cấy phải đáp ứng các đặc tính lý hoá như pH, áp 

suất thẩm thấu, nhiệt độ, nồng độ oxy, CO2.... Áp suất thẩm thấu của máu 

bình thường là 290 mosmol/kg, vậy đây là mức hợp lý nhất cho các tế bào 

nuôi cấy trong ống nghiệm. Nhiệt độ phù hợp nhất cho nuôi cấy tế bào biểu 

mô NMM là 37
0
C.  

Môi trường nuôi cấy tế bào biểu mô NMM thông thường là sự kết hợp 

của Ham’s F12 và DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) với tỉ lệ 1:1 

để phối hợp sự giàu thành phần của Ham’s F12 và cao dinh dưỡng của 

DMEM. Ngoài ra cần có các yếu tố bổ sung khác: Insulin kích thích sự thu 

nạp glucose và axit amin, nó có thể kích thích phân chia tế bào, insulin ở nồng 

độ 1-10UI/ml sẽ thúc đẩy hiệu quả tạo cụm tế bào; IGF-II (Insulin-like 

growth factor) cũng kích thích tăng dung nạp glucose. Hormon tăng trưởng có 

trong huyết thanh, đặc biệt trong huyết thanh bào thai, nồng độ 50ng/ml hay 

được sử dụng, cùng với IGFs (sometomedin) có thể có tác động tốt lên quá 

trình phân chia tế bào. Hydrocortisone với các nồng độ khác nhau có tác động 

lên sự liên kết giữa các tế bào, hydrocortisone có tác dụng tốt khi tăng sinh, 

song khi mật độ tế bào cao nó có thể gây biệt hoá tế bào, chất này cũng có 

trong huyết thanh, đặc biệt trong huyết thanh bào thai của bò. Barnes và Sato 

năm 1980 đã sử dụng 10pM triiodothyronin là yếu tố quan trọng cho tế bào 

thận chó và cũng được sử dụng trong nuôi cấy tế bào biểu mô phổi...[81], T3 

có khả năng điều khiển sự biệt hóa của tế bào và biểu lộ protein, tăng tổng 

hợp protein cho tế bào. Choleratoxin và isoproterenol được biết là các chất 

làm tăng AMP vòng (cAMP-cyclic adenosin monophosphate) của tế bào, 
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AMP vòng làm tăng sự phát triển của các cụm tế bào biểu mô khi nuôi cấy 

biểu mô tầng ở người [82]. 

Thành phần chủ yếu nhất của huyết thanh là protein, chức năng quan 

trọng của nó là vận chuyển, tăng cường kết dính tế bào, ức chế hoạt động của 

trypsin, có lợi cho sự phát triển tế bào, tăng độ quánh cho môi trường, giảm 

tác động vật lý cho tế bào khi thao tác và tăng cường năng lực cho hệ đệm 

trong nuôi cấy tế bào. Huyết thanh bê và bào thai của bò hay được sử dụng 

nhất, ngoài ra còn một số loại khác như huyết thanh của ngựa, người… 

Huyết thanh động vật, mà chủ yếu là FBS (Fetal bovine serum) được 

nhiều tác giả sử dụng trong nuôi cấy tế bào: Nakamura T. và CS. (2003, 2004) 

dùng môi trường nuôi cấy có bổ sung thêm 10% FBS, penicillin/streptomycin 

50UI/ml, insulin 5µg/ml, cholera toxin 0,1nmol/l, EGF người tái tổ hợp 

10ng/ml, penicillin-streptomycin 50UI/ml [2],[10]. Năm 2006, Nakamura T. 

và CS. đã thay huyết thanh bào thai của bò bằng huyết thanh tự thân cho kết 

quả nuôi cấy tốt [83]. 

Tác giả Madhira S. L. và CS. (2008) nuôi tế bào biểu mô NMM trong 

môi trường có chứa DMEM và Ham’s F12 với tỉ lệ 1:2 cùng với các yếu tố 

khác như EGF, insulin, penicillin, streptomicin, amphotericin, gentamicin, 

10% huyết thanh bào thai bê trong vòng 3-4 tuần trong điều kiện 37
0
C, 

5%CO2 [26]. 

Satake Y. và CS. (2008) nuôi tế bào biểu mô NMM trong hỗn hợp 1:1 

Ham’s F12 và môi trường bổ sung của Eagle với 10% huyết thanh bào thai 

bò, 5µg/ml gentamicin, 0,25µg/ml amphotericin B [72].  

Hashemi H. và CS. (2009) sử dụng DMEM và Ham’s F12 với tỉ lệ 1:1, 

bổ sung thêm 10% FBS, 1% penicillin/streptomycin/amphotericin B, insulin 

tái tổ hợp 5µg/ml, cholera toxin 0,1nmol/l, EGF 10ng/ml [66]. 
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Krishnan S. và CS. (2010) sử dụng DMEM và Ham’s F12 với tỉ lệ 1:1, 

bổ sung thêm 10% FBS, 50ng/ml streptomycin, 25ng/ml amphotericin B, 

insulin 5µg/ml, hydrocortisone 0,5mg/ml, transferrin selenium 5ng/ml, EGF 

2ng/ml [65]. 

Sen S. và CS. (2011) sử dụng DMEM và Ham’s F12 với tỉ lệ 1:1, bổ 

sung thêm 10% FCS, 1% penicillin/streptomycin/amphotericin B, insulin 

5µg/ml, EGF 10ng/ml [68].  

Mặc dù FBS được rất nhiều tác giả sử dụng, nhưng đây là sản phẩm có 

nguồn gốc động vật. FBS có nhiều thành phần dễ thay đổi tùy tùy lô sản 

phẩm. Hơn nữa, nó có thể bị nhiễm các nội độc tố, huyết sắc tố, các vi khuẩn, 

virut và các protein khác. Vì thế, lý tưởng nhất nếu vẫn sử dụng huyết thanh 

trong môi trường nuôi cấy là huyết thanh tự thân mặc dù đã có những lo ngại 

liệu huyết thanh tự thân của những trường hợp bệnh lý có thể chứa những 

chất liên quan đến cơ chế bệnh sinh có sử dụng được trong nuôi cấy hay 

không. Một số tác giả đã thành công trong việc thay thế huyết thanh bê bởi 

huyết thanh của chính BN khi nuôi cấy tấm biểu mô NMM đó là: Ang L. P. 

và CS. (2006) sử dụng huyết thanh tự thân của 10 BN bị suy giảm tế bào gốc 

toàn bộ để bổ sung vào môi trường nuôi cấy với nồng độ 5%, và bổ sung thêm 

vào môi trường nuôi cấy penicillin/streptomycin 50UI/ml, insulin 5µg/ml, 

choleratoxin 0,1nmol/l, EGF tái tổ hợp 10ng/ml [12]. Priya C. G. và CS. 

(2011) sử dụng huyết thanh tự thân của BN với nồng độ 10% và sử dụng thêm 

penicillin 100UI/ml, streptomycin 100mg/ml, insulin 10µg/ml, EGF tái tổ hợp 

người 10ng/ml, hydrocortisone 0,5mg/ml, T3 2 nmol/l, isoproterenol 

1mmol/ml [67], Satake Y. và CS. (2011) sử dụng ở nồng độ 4% huyết thanh 

tự thân và penicillin/streptomycin 50UI/ml, insulin 5µg/ml, choleratoxin 

0,1nmol/l, EGF tái tổ hợp 10ng/ml [18]. Hirayama M. và CS. (2012) sử dụng 

huyết thanh tự thân với nồng độ 4%, và bổ sung thêm vào môi trường nuôi 
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cấy 100 µg/ml streptomycin, 100 UI/ml penicillin, 10µg/ml insulin, 0,5µg/ml 

hydrocortisone, 2nmol/ml triiodothyronin, 1mmol/l isoproterenol cho kết quả 

tốt [20]. 

Việc sử dụng huyết thanh trong môi trường nuôi cấy còn nhiều bất lợi, 

vì vậy, một số tác giả đã sử dụng môi trường không huyết thanh. Theo các tác 

giả này có nhiều ưu điểm hơn: (1) Có thể lựa chọn môi trường phù hợp với 

mục tiêu nuôi cấy. Có thể lựa chọn yếu tố phát triển phù hợp với loại tế bào 

và giai đoạn nuôi cấy mong muốn. (2) Có thể điều khiển được quá trình tăng 

sinh và biệt hoá của tế bào bằng cách thay đổi các yếu tố phát triển cần thiết 

và các hoạt chất khác. Đặt nền móng cho việc sử dụng môi trường không 

huyết thanh là Hayashi và Sato (1976) [84]. Tác giả Izumi K. và CS. (2000) 

nuôi cấy tế bào NMM trong môi trường không huyết thanh và không 3T3 để 

giảm thiểu tiếp xúc với DNA dị loài và các virus có thể xuất hiện trong hai 

nguồn này [48]. Ulltveit-Moe HF E. J. và CS. (2011). Ilmarinen T. và CS. 

(2013) cũng đã sử dụng môi trường không huyết thanh để nuôi cấy tấm biểu 

mô NMM trong nghiên cứu của mình và tăng nồng độ EGF đã cho kết quả tốt 

[85],[80]. 

1.4.4. Định danh tế bào của tấm biểu mô NMM nuôi cấy 

Có nhiều phương pháp định danh tế bào của tấm biểu mô NMM nuôi cấy: 

- Quan sát hình thái tấm biểu mô sống: Là phương pháp để theo dõi 

quá trình nuôi cấy của tấm biểu mô. Kính hiển vi soi nổi và soi ngược được 

sử dụng với thiết kế đặc biệt để khoảng không thao tác với mẫu nuôi cấy 

không bị hạn chế. Đây là phương pháp kinh điển nhất được sử dụng trong 

nuôi cấy tế bào. Krishnan S. và CS. (2010), Đỗ Thùy Hương và CS. (2010), 

Nguyễn Phúc Hoàn và CS. (2011) đã sử dụng trong nghiên cứu nuôi cấy tế 

bào của mình [65],[86],[87]. 



30 

 

- Nhuộm trypan blue: Đây là phương pháp nhằm xác định tỷ lệ sống và 

chết của tế bào. Tế bào sau nuôi cấy được thu hoạch sau đó rửa sạch bằng PBS, 

trộn trypan blue 0,5% vào cặn tế bào và ủ ấm ở nhiệt độ phòng, sau đó lên kính 

để quan sát. Tác giả Krishnan S. và CS. (2010) sử dụng kỹ thuật này [65]. 

- Nhuộm giemsa: Mục đích: quan sát bề mặt của tấm biểu mô nuôi cấy 

Đây là phương pháp đơn giản nhất và hiệu quả để đánh giá hình thái bề 

mặt tấm biểu mô nuôi cấy. Đỗ Thuỳ Hương và CS. [86], Nguyễn Phúc Hoàn 

và CS. [87] đã sử dụng trong nghiên cứu của mình. 

- Nhuộm Hematoxylin-Eosin (H.E.): Đây là kỹ thuật thường quy tiến 

hành tại các labo tế bào học. Phương pháp này nhằm đánh giá cấu trúc vi thể 

của tấm biểu mô theo chiều dọc. Hầu hết các nghiên cứu đánh giá hình thái 

tấm biểu mô nuôi cấy đều dựa trên kỹ thuật này như tác giả Krishnan S. và CS. 

(2010) [65], Madhira S. L. và CS. (2008) [26], Đỗ Thuỳ Hương và CS. (2010) 

[86], Nguyễn Phúc Hoàn và CS. (2011) [87], Sen S. và CS. (2011) [68]… 

- Kỹ thuật hiển vi điện tử: Tấm biểu mô được kiểm tra bằng cả kính 

hiển vi điện tử quét (Scanning electron microscopy-SEM) và kính hiển vi điện 

tử xuyên (Transmission electron microscopy-TEM).  

Mục đích: quan sát cấu trúc siêu vi của tấm biểu mô, tìm các cấu trúc 

liên kết giữa các tế bào biểu mô với nhau và giữa tế bào biểu mô với màng ối. 

Cũng có thể xác định sự có mặt của tế bào gốc trong tấm biểu mô NMM bằng 

cách quan sát dưới kính hiển vi điện tử truyền qua.  

Kỹ thuật hiển vi điện tử là một trong những kỹ thuật không thể thiếu 

khi định danh tấm biểu mô NMM, giúp ta có hình ảnh siêu vi thể về cấu trúc 

bên trong tế bào cũng như các cấu trúc liên kết giữa các tế bào biểu mô và 

biểu mô-màng đáy. Khi nuôi cấy biểu mô NMM, quan sát ở kính hiển vi điện 

tử Hashemi H. và CS. thấy tế bào có nhiều xơ keratin, khoảng gian bào rộng, 
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bề mặt tế bào có nhiều vi nhung mao [66], Madhira S. L. và CS. (2008) thấy 

hình ảnh tế bào nuôi cấy đặc trưng cho các tế bào biểu mô tức là có thể liên 

kết [26], Sen S. và CS. (2011) dùng TEM để đánh giá chất lượng tấm biểu mô 

nuôi cấy [68]. 

- Kỹ thuật khuyếch đại chuỗi PCR (polymerase chain reaction): Đây là 

phương pháp khuếch đại DNA, là cơ sở cho các kỹ thuật khác phát hiện các 

marker của tế bào gốc như p63, đặc biệt là dạng đồng phân ∆N của p63 

(marker phân biệt tế bào gốc và tế bào tăng sinh chuyển tiếp), hoặc p75, K3, 

K12, ABCG2 (ATP-binding cassette, maker quần thể ranh giới của tế bào 

gốc), K15 (đặc biệt cho vùng rìa), K4, K13 (đặc biệt cho các biểu mô tầng 

không sừng hóa) hoặc các marker MUC (mucin, chất nhày) đảm bảo cho độ 

ẩm ướt và mạnh khỏe của biểu mô, AMP (antimicrobial peptids) đảm bảo tính 

kháng khuẩn cho biểu mô, hBD (human β defensins) có mặt ở các tế bào biểu 

mô khắp cơ thể, pax 6 là marker đặc biệt cho nhãn cầu... Mảnh mô nuôi cấy 

khi thu hoạch sẽ được xử lí qua trypsin và thu hoạch toàn bộ lượng RNA của 

mẫu, sau đó RNA được sao mã ngược nhờ đoạn mồi, phản ứng PCR được 

tiến hành để nhân bản cDNA (complementary DNA), sản phẩm của PCR sẽ 

được điện di và xác định chính xác.  

Thông qua kỹ thuật PCR, rất nhiều các marker của tế bào được phát 

hiện như:  

- K3, K12, K4, K13, đó là các xơ trung gian trong tế bào được tìm thấy 

ở tất cả các loại biểu mô và là các dấu ấn cơ bản nhất của sự biệt hoá tế bào, 

thông tin về xơ keratin trong tế bào phản ánh cả kiểu loại và tình trạng biệt 

hoá của tế bào, vị trí phân lớp của biểu mô.  

- Connexin 43 (Cx43) là thành phần của liên kết khe, là loại protein đầu 

tiên có liên quan tới sự phân bố của tế bào nguồn.  
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- p63 là loại protein được mã hoá bởi gen p63,  p63 mã hoá cho hai 

isoform chính bởi các promotor khác nhau là TAp63 và ∆Np63, ∆Np63 tham 

gia vào các chức năng khác nhau trong quá trình phát triển biểu mô và sự điều 

khiển tế bào gốc và tăng sinh chuyển tiếp. Tìm hiểu mối liên quan giữa p63 

và tế bào nguồn người ta chỉ ra rằng nồng độ p63 cao thì tăng tỷ lệ nhân/bào 

tương ở tế bào biểu mô. Điều đó có nghĩa là nếu có mặt của p63 thì tế bào 

chưa hay kém biệt hóa.  

- Ngoài ra, còn một số marker khác cũng được phát hiện: intergrin, 

ABCG2, receptor thần kinh p75, AMP (antimicrobial peptid) đảm bảo tính 

kháng khuẩn cho biểu mô bao gồm các hBD (human β defensins), MUC 

(mucin) đảm bảo sự ổn định, tính ẩm ướt và mạnh khỏe cho biểu mô,... 

- Kỹ thuật hoá mô miễn dịch: Mục đích: Đây là kỹ thuật hiện đại và 

được sử dụng phổ biến trong tất cả các nghiên cứu của các tác giả khi đánh 

giá đặc điểm của tấm biểu mô NMM nuôi cấy. Nhuộm hoá mô miễn dịch để 

xác định các marker: K3, K12, Cx-43, p63, p75, MCSP (melanoma-

associated chondrointin sulfate proteoglycan), β1 intergrin, PPARγ 

(peroxisome proliferator activated receptor), Ki67, Pax 6, occludin, 

ZO1(Zonula Occludens 1), ABCG2, desmoplakin... Nghiên cứu của Madhira 

và CS. (2008) đã xác định sự có mặt của K3/K12, p63, p75, K13, K15, 

connecxin 43 [26], Krishnan S. và CS. (2010) xác định CK12, Cx-43, p63 và 

MCSP [65]. Sen S. và CS. (2011) xác định K3/K12, Cx-43, p63, p75, 

connecxin 43, β1 intergrin (CD29), ABCG2 [68]. Priya C. G. và CS. (2011) 

xác định p63, MCSP, Ki67 [67]. Izumi K. và CS. (2007) nghiên cứu các 

marker β1 intergrin, PPARγ  [88]. Shimazaki J. và CS. (2009) nghiên cứu 

marker K3, K4, K13, ZO1 và occludin [60]. Ulltveit-Moe HF E. J. và CS. 

(2011) đánh giá các marker ABCG2 và p63 [85]. Ang L. P. và CS. năm 2006 

nghiên cứu các marker ZO1, Occludin, Desmoplakin, K4/K13, integrin α6 [12]. 
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- Kỹ thuật lưu giữ BrdU: Sự tăng sinh của tế bào được phân tích dựa 

vào định lượng tế bào gắn 5 Bromo-2-deoxyuridine trong khi tổng hợp DNA 

của tế bào nuôi cấy tăng sinh. Chỉ số đánh dấu BrdU được tiến hành phân tích 

bằng cách đếm số nhân ở vật kính 40X. Chỉ số đánh dấu được mô tả là số 

nhân dương tính/tổng số nhân x 100%. Tác giả Krishnan S. sử dụng test này 

để đánh giá khả năng tăng sinh của tế bào, test được thực hiện ở nhiều giai 

đoạn khác nhau từ ngày 1 đến ngày 21 sau khi nuôi cấy tấm biểu mô được 6 

ngày [65]. Chen H. C. và CS. (2009) sau khi nuôi cấy tấm biểu mô NMM 2 

tuần: tiếp tục nuôi một tuần trong môi trường có BrdU, sau đó nuôi tiếp 2 tuần 

không có BrdU rồi tiến hành đánh giá chất lượng tấm biểu mô [16]. 

- Test tạo cụm: Khi tách và phát triển ngoài cơ thể, một số đặc điểm 

của tế bào gốc được giữ lại và phản ánh ở kiểu của các cụm mà nó hình thành. 

Các cụm hình thành từ tế bào biểu mô được chia làm 3 loại sau [89]: (1) 

Clone toàn phần (holoclone): nó chứa hầu như toàn bộ là tế bào gốc, có viền 

ngoài nhẵn và bao gồm các tế bào nhỏ tập hợp rất chặt với nhau. Khi cấy 

chuyển, các clon này sẽ hầu như tạo ra các clone toàn phần. (2) Clone bán 

phần (paraclone), có thành phần chủ yếu là các tế bào tăng sinh chuyển tiếp 

muộn và có viền ngoài không bình thường, có chứa các tế bào dẹt và lớn hơn, 

những tế bào này ít có tiềm năng phát triển hơn và chỉ có thể tạo ra clone bán 

phần khi chuyển. (3) Clone một phần (meroclone) có các thuộc tính trung 

bình và được coi như chứa chủ yếu các tế bào tăng sinh chuyển tiếp sớm.  

Hiệu quả tạo cụm được đánh giá là số lượng cụm tế bào sinh ra từ từng 

phần tế bào biểu mô/tổng số tế bào gieo x100. Các cụm được đánh giá dựa 

vào hình dạng tế bào trong từng cụm. Nishida K. và CS. (2004) sau nuôi cấy 

khoảng 10-12 ngày, tác giả cố định và nhuộm rhodamin B và quan sát dưới 

kính hiển vi để đánh giá đặc điểm tạo cụm [11]. Nghiên cứu của Priya C. G. 

(2011) đánh giá khả năng tạo cụm của các tế bào biểu mô NMM thấy: mô 
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NMM bình thường là 0,22±0,02%, còn của tấm biểu mô NMM nuôi cấy là 

0,199±0,04%. Cả hai loại tế bào biểu mô đều có khả năng hình thành clone 

toàn phần [67]. 

1.4.5. Ứng dụng lâm sàng của tấm biểu mô NMM 

Tấm biểu mô NMM nuôi cấy có khả năng ứng dụng lâm sàng hoặc sử 

dụng trong các test thử nghiệm trong phòng thí nghiệm để đánh giá việc hàn 

gắn vết thương, độ độc tính và tính phù hợp sinh học.  

1.4.5.1. Ứng dụng trong nhãn khoa 

Đã có nhiều những thông báo về thành công trên thực nghiệm và lâm 

sàng về việc sử dụng tấm biểu mô NMM nuôi cấy để tái thiết bề mặt của nhãn 

cầu. Thời gian theo dõi sau ghép của tấm biểu mô cấy ghép khác nhau và kết 

quả khác nhau. 

Năm 2003, Nakamura T. và CS. đã nuôi cấy thành công tấm biểu mô 

NMM và ghép tự thân cho thỏ bị bỏng giác mạc [2],[9]. Tác giả này là người 

đầu tiên công bố thành công việc ghép tấm biểu mô NMM nuôi cấy trên BN 

bị suy giảm tế bào gốc vùng rìa toàn bộ LSCD [10]. Tiếp theo đó nhiều tác 

giả cũng đã thông báo thành công của kỹ thuật này [11],[12],[13],[14], 

[15],[16],[17],[18],[19],[20],[21],[22],[23],[24],[25]. 

Kết quả nghiên cứu của một số tác giả được tóm tắt trong bảng sau: 
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Bảng 1.1. Kết quả nghiên cứu lâm sàng của cấy ghép tấm biểu mô NMM 

Tên tác giả 

Mẫu 

nghiên 

cứu 

Thời gian 

theo dõi 

(tuần) 

Kết luận 

Nakamura 

T. (2004) 

[10]. 

6 mắt 

của 4 

BN 

13,8 -Bề mặt giác mạc phẳng trong, biểu mô hóa hoàn 

toàn sau 2 tuần cấy ghép 

-Tân mạch chỉ xuất hiện ở ngoại vi 

-Không có biến chứng sau mổ 

-Khả năng nhìn của tất cả các mắt cải thiện từ 2 

dòng trở lên ở thời điểm11 tháng 

-Tấm biểu mô ổn định và tồn tại tốt 

Nishida K. 

(2004) 

[11]. 

8 mắt 

của 4 

BN 

14 -Biểu mô hóa hoàn toàn sau 1 tháng ghép 

-Không thấy xuất hiện biến chứng gì 

-Độ trong giác mạc cải thiện tốt 

Ang L. P. 

(2006) 

[12]. 

10 mắt 19 -Bề mặt ổn định sau 3 tháng 

- Biểu mô hóa hoàn toàn sau 2-5 ngày 

-Thị lực cải thiện 9/10 mắt 

Ma D. H. 

(2009) 

[14]. 

5 mắt 26-34 -Tấm biểu mô nuôi cấy kích thích quá trình biểu mô 

hóa, giảm viêm trong bỏng cấp, tái thiết bề mặt nhãn 

cầu trong viêm mạn tính 

Kocaba V. 

(2014) 

[24]. 

23 BN 18-48 -Thị lực cải thiện rõ ở 17 BN 

-Biểu mô được cải thiện ở 15  BN 

-Chất lượng cuộc sống tăng ở 12 BN 

Satake Y 

(2011) 

[18]. 

36 BN 25,5 

(nhiều 

nhất 54,9) 

-Ủng hộ phương pháp nuôi cấy và ghép biểu mô 

giác mạc khi nghiên cứu các chỉ số về độ trong giác 

mạc, khả năng nhìn và các biến chứng sau mổ 

Nakamura 

T. (2010) 

[90]. 

19 mắt 

của 17 

BN 

55 (nhiều 

nhất 90) 

-Hầu như không xuất hiện kết mạc hóa và dính mi 

cầu 

-Tân mạch giảm dần và ổn định từ 6 tháng 

-Thị lực cải thiện rõ 

Inatomi T. 

(2006) 

[63]. 

12 BN 34 -Bề mặt nhãn cầu ổn định 

-Tầm nhìn được cải thiện 

-10 mắt không có biến chứng 
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1.4.5.2. Ứng dụng lâm sàng trong các lĩnh vực khác 

Tấm biểu mô NMM nuôi cấy được sử dụng trong lâm sàng khá phổ 

biến. Iida T. và CS. (2005) đã tách tế bào từ các mảnh NMM sau đó nuôi cấy 

trên chất nền của da tự thân đã loại bỏ biểu bì, kết quả đã thu được tấm tế bào 

tầng hoá và mang đặc điểm của tế bào biểu mô NMM. Sau nuôi cấy 3 tuần, 

tấm này được ghép cho BN bỏng nặng và kết quả cho thấy khoảng 30% 

miếng ghép tồn tại và sống sót, vậy kết quả này gợi ý cho việc sử dụng tấm 

biểu mô NMM để điều trị các trường hợp bỏng da rộng [91]. 

Ngoài việc sử dụng tấm biểu mô NMM nuôi cấy cho khoang miệng, 

các tấm biểu mô nuôi cấy còn được sử dụng cho điều trị các bệnh lý ngoài 

khoang miệng. Bhargava S. và CS. (2004) đã thành công trong việc dùng tấm 

biểu mô NMM nuôi cấy cho các phẫu thuật đường niệu [92]. Yoshizawa M. 

và CS. đã nghiên cứu ứng dụng tấm biểu mô NMM làm tấm ghép để tái thiết 

mi mắt [49]. Quint EH. và Park JM. (2014) và rất nhiều tác giả công bố thành 

công của kỹ thuật tạo hình âm đạo từ biểu mô NMM nuôi cấy, với phương 

pháp này vừa tận dụng được sự gần gũi giữa hai loại biểu mô, vừa tận dụng 

được đặc tính mềm mại của niêm mạc rất phù hợp cho âm đạo [93]. 
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CHƢƠNG 2:  

ĐỐI TƢỢNG VÀ PHƢƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1. Đối tƣợng nghiên cứu 

2.1.1. Đối tượng và vật liệu nghiên cứu: 

- Thỏ chủng Orytolagus Cuniculus khoẻ mạnh, trọng lượng 2kg±0,2kg 

do trung tâm nghiên cứu dê và thỏ Sơn Tây cung cấp, thỏ được nuôi trong 

điều kiện phòng thí nghiệm 5 ngày trước khi làm thực nghiệm và trong suốt 

thời gian thực nghiệm. 

- Mảnh mô NMM của thỏ. 

- Mảnh mô NMM của người. 

- Tế bào 3T3 do bộ môn Tế bào-Mô Phôi và Lý sinh, Đại học Khoa học 

tự nhiên cung cấp. 

- Màng ối người đã xử lý theo quy trình của bộ môn Mô-Phôi, trường 

Đại học Y Hà Nội. 

2.1.2. Mô hình nghiên cứu 

Nghiên cứu tiến hành qua hai giai đoạn: 

Giai đoạn 1: Tiến hành thực nghiệm trên thỏ (tổng số thỏ dùng trong 

nghiên cứu là 64). 

-Nghiên cứu quy trình trích thủ và xử lý mảnh NMM 

-Nghiên cứu lựa chọn môi trường phù hợp 

-Nghiên cứu lựa chọn phương pháp nuôi cấy 

-Đánh giá chất lượng tấm biểu mô 
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-Ghép thực nghiệm trên thỏ đã gây bỏng tổn thương toàn bộ vùng rìa.  

Giai đoạn 2: 

Dựa trên những kết quả trên thỏ, giai đoạn 2 sẽ tiến hành trên 17 BN 

LSCD cả hai mắt với quy trình tương tự. 

Tuy vậy, trong bản luận án này, chúng tôi chỉ dừng ở mức đánh giá 

chất lượng tấm biểu mô nuôi tạo được. 

 

 

Hình 2.1. Mô hình nghiên cứu 

2.2. Quy trình nuôi cấy 

2.2.1. Chuẩn bị trang thiết bị cần thiết cho nuôi cấy 

- Phòng nuôi cấy vô trùng, có máy lọc khí 

- Buồng thao tác vô trùng 

- Tủ lạnh thường; tủ lạnh sâu -85
0
C 

- Tủ ấm thường, tủ ấm CO2 

Nghiên cứu quy 

trình trích thủ và 

xử lý mảnh niêm 

mạc miệng 
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- KHV soi nổi có bàn làm ấm; KHV đa năng gắn camera số, kính hiển 

vi soi ngược có gắn máy ảnh số. 

- Máy ly tâm lạnh 

- Panh, kéo vô trùng, đèn cồn… 

- Cốc có mỏ, chia độ vô trùng 

- Đĩa nuôi cấy Nunc 4 giếng (Thermo Fisher Scientific); Đĩa nuôi cấy 

6 giếng, đĩa nuôi cấy 6 giếng kèm lồng nuôi cấy Corning (Mỹ) 

- Đĩa petri các loại đường kính 35mm, 60mm, 100mm Corning (Mỹ) 

- Bơm tiêm các loại 5ml, 50ml Vinahankook (Việt Nam) 

- Pipette các loại thể tích 1ml, 5ml, 10ml, 25ml Corning (Mỹ) 

- Pipette pasteur vô trùng Volac (Anh) 

- Các loại ống nghiệm 5ml, 14ml đáy nhọn Corning (Mỹ) 

- Đầu tip các loại 1-20 µl, 20-200 µl Corning (Mỹ) 

- Ống chịu lạnh 5ml Corning (Mỹ) 

- Màng lọc 0,22µm BD (Mỹ) 

- Găng tay, quần áo, mũ, khẩu trang vô trùng... 

2.2.2. Thực nghiệm trên thỏ 

2.2.2.1. Chuẩn bị màng ối 

 Bánh rau và màng bọc thai của các sản phụ mổ đẻ tại bệnh viện Phụ-

Sản Hà Nội. Các sản phụ khoẻ mạnh và đã được sàng lọc các bệnh lây truyền: 

HIV (Human immunodeficiency virus-virus gây suy giảm miễn dịch mắc phải 

ở người), HbsAg (Hepatitis B surface antigen-kháng nguyên bề mặt siêu vi 

B), giang mai, không có nhiễm trùng toàn thân, chưa vỡ ối hoặc vỡ ối trước 6 
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giờ. Cả bánh rau và màng bọc thai được lấy bằng dụng cụ vô khuẩn tại phòng 

mổ. 

- Định khu màng rau sẽ lấy để làm nền nuôi cấy bằng cách: lấy vùng 

cách 10 cm kể từ rìa bánh rau.  

- Rửa màng rau bằng nước muối sinh lý 0,9%  có pha kháng sinh và 

kháng nấm với nồng độ penicillin 100UI/ml (Wako, Nhật), 

streptomycin 100µg/ml (Wako, Nhật), amphotericin B 0,25µg/ml trong 

vòng 10 phút 

- Nạo sạch máu ở màng rau bằng nạo tế bào 

- Cắt màng rau ở vùng đạt tiêu chuẩn thành các mảnh có diện tích 3x3cm 

- Rửa màng rau lần lượt hai lần bằng PBS 1X không có ion Mg
2+ 

và Ca
2+

 

(Gibco, Mỹ) có pha kháng sinh và kháng nấm với nồng độ penicillin 

100UI/ml, streptomycin 100µg/ml, amphotericin B 0,25µg/ml  

Màng rau tiếp tục được xử lý hoặc bảo quản lạnh sâu cả ba màng ở 

nhiệt độ -80
0
C 

- Bóc màng ối ra khỏi màng rau 

- Ngâm màng ối bằng ammonia 10% (pha từ ammonia 25% của hãng 

Wako trong PBS 1X không kháng sinh, kháng nấm và không có ion 

Mg
2+ 

và Ca
2+

) 

- Nạo sạch cả hai mặt của màng ối bằng nạo tế bào 

- Rửa lại hai lần bằng PBS 1X không kháng sinh, kháng nấm và không 

có ion Mg
2+ 

và Ca
2+
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- Các mảnh màng ối sẵn sàng được căng trên lồng nuôi cấy để sử dụng 

tươi hoặc tiến hành bảo quản trong DMSO 15% (Sigma) ở -80
0
C (sử 

dụng trong vòng 6 tháng) 

 Khi sử dụng, rã đông ở nhiệt độ phòng 

- Rửa lại bằng PBS 1X không có kháng sinh, kháng nấm và không có ion 

Mg
2+ 

và Ca
2+

 

- Đối với màng rau bảo quản cả 3 màng: 

 Ngâm trong ammonia 10%  

 Nạo bỏ lớp biểu mô và trung mô 

 Rửa lại bằng PBS 1X 

- Trải màng ối lên bề mặt nhẵn vô khuẩn 

- Xác định mặt màng ối đã loại bỏ biểu mô 

- Căng phẳng màng ối lên lồng nuôi cấy đường kính 24mm, bằng nhựa 

polycarbonate của hãng Corning (Mỹ) sao cho mặt đã loại bỏ biểu mô 

màng ối hướng lên trên, không có bọt khí chen giữa đáy lồng và màng ối 

- Để khô sau khoảng 2 giờ 

- Sử dụng luôn hoặc đóng gói vô khuẩn (sử dụng trong vòng 1 tháng) 

- Nuôi cấy tế bào gốc NMM 

2.2.2.2. Chuẩn bị lớp 3T3 làm nền nuôi cấy 

a) Chuẩn bị lớp 3T3 (sử dụng mẫu 3T3 bảo quản lạnh, chưa qua xử lý 

mitomycin) 

- Rã đông 1 ống 3T3 

- Lấy 8ml DMEM+10%FBS vào ống falcon 14 đáy nhọn 

- Hút toàn bộ dịch treo 3T3 vào và trộn đều 
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- Ly tâm 300g, 5 phút ở nhiệt độ phòng 

- Hút bỏ dịch nổi 

- Lấy cặn và làm tan cặn tế bào 

- Thêm DMEM+10%FBS vào cặn sao cho số lượng tế bào thu được là 

1x10
6
/12ml DMEM+10%FBS, trộn đều và cho vào bình flask 75cm

2
 

- Láng đều đáy flask 

- Gặt tế bào sau 3 ngày 

- Lấy flask ra khỏi tủ ấm 

- Bỏ hết dịch nổi 

- Rửa flask bằng 10ml PBS (không ion hóa trị 2) 

- Chuẩn bị dung dịch gồm 10ml DMEM+10%FBS+100µl mitomycin C 

(Sigma) 

- Bơm dung dịch vào flask vừa thu hoạch 

- Ủ trong tủ ấm trong vòng 2 giờ 

- Hút bỏ DMEM 

- Rửa lại flask 3 lần bằng DMEM, mỗi lần 10ml 

- Thêm 2ml trypsin-EDTA 1X vào chai, để tủ ấm 3 phút 

- Làm bong tế bào khỏi chai 

- Thêm 8ml DMEM vào chai 

- Hút toàn bộ vào ống falcon 14ml 

- Ly tâm 300g, 5 phút 

- Hút bỏ dịch nổi 
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- Làm tan cặn 

- Thêm 10ml DMEM vào ống falcon và trộn đều 

- Xác định lượng tế bào trong dung dịch bằng nhuộm trypan blue 

- Cấy với số lượng 2,5x10
5
 tế bào sống/2ml/1 giếng 

- Ủ trong tủ ấm 

- Sẵn sàng cho nuôi cấy tế bào biểu mô sau 1-3 ngày. 

b) Chuẩn bị lớp 3T3 (sử dụng mẫu 3T3 đã qua xử lý mitomycin bảo quản 

lạnh) 

- Rã đông 1 ống tế bào, thông thường có mật độ khoảng 3.3x10
6
/ml/tube 

- Lấy 8ml DMEM 1X (Gibco) có 10% FBS (Gibco) vào ống falcon 14ml 

đáy nhọn 

- Hút toàn bộ dịch chứa 3T3 vào ống falcon 

- Ly tâm 400-500g trong vòng 5 phút ở nhiệt độ phòng 

- Hút bỏ dịch nổi 

- Trộn đều cặn, thêm vào 10ml DMEM +10%FBS vào ống trộn đều 

- Lấy 10µl dịch treo trộn với 10µl trypan blue 0,4% (Sigma-Mỹ), trộn 

đều và đếm mật độ tế bào bằng buồng đếm Neubauer 

- Pha thành dịch treo với mật độ tế bào 3,5x10
5 

tế bào sống/2ml/1 giếng 

nuôi cấy 

- Nuôi cấy trong tủ ấm trong vòng 1-3 ngày trước khi nuôi cấy cùng tế 

bào biểu mô 

- Trong quá trình nuôi cấy thay lớp 3T3: 3 ngày một lần 
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2.2.2.3. Chuẩn bị mảnh mô NMM cho nuôi cấy 

- Gây mê thỏ bằng đường tĩnh mạch rìa tai với thiopental liều 20mg/kg 

cân nặng. 

- Sát trùng khoang miệng bằng betadine và nước muối sinh lí có 

penicillin, streptomycin và kháng nấm amphotericin B. 

- Vị trí trích thủ: (1) mặt trong niêm mạc má phần trung tâm, (2) mặt 

trong niêm mạc má cách góc miệng 2mm và vuông góc, (3) mặt trong 

niêm mạc môi dưới phần trung tâm.  

- Dùng dao tròn (Kai medical 30F, 60F, 80F) trích thủ các mảnh niêm 

mạc với kích thước: đường kính 3mm, 6mm, 8mm. 

      + Kiểm tra cấu trúc vi thể của mảnh NMM 

      + Mảnh NMM được rửa bằng PBS 1X có pha kháng sinh và 

kháng nấm với nồng độ penicillin 100UI/ml, streptomycin 100µg/ml, 

amphotericin B 0,25µg/ml  

 (1) Nuôi bằng phương pháp mảnh mô (hình 2.2): 

- Cắt nhỏ mảnh NMM lớn thành các mảnh nhỏ có kích thước 1x1mm 

- Ủ miếng mô trong dung dịch Dispase II 1,2UI/ml (Roche) ở 37
0
C trong 

5 phút (pha từ dispase 2,4UI/ml trong DMEM/F12 có kháng sinh, 

kháng nấm và không có FBS) 

- Rửa lại bằng PBS 1X 

- Ngâm mảnh mô trong EDTA 0,05% (Gibco) trong vòng 3 phút ở nhiệt 

độ phòng 

- Rửa sạch lại bằng môi trường nuôi cấy 

- Nuôi cấy các mảnh mô đã được xử lý trên nền màng ối: 
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+  Mảnh mô NMM sau khi qua xử lý được đặt trực tiếp lên vào đáy 

của lồng nuôi cấy 

+ Kiểm tra mặt biểu mô hướng lên phía trên 

+ Chờ mảnh mô dính chặt vào màng ối 

+ Nhỏ 1,5ml môi trường vào giếng nuôi cấy và 1ml môi trường vào 

lồng nuôi cấy. 

+ Hộp chứa các giếng nuôi cấy được đặt trong tủ ấm 37
0
C, 5% CO2.  

+ Thay môi trường đều đặn 2 ngày/lần. Thời gian nuôi cấy là 14-16 

ngày. 

- Đánh giá sự phát triển của tế bào gốc và chất lượng của tấm biểu mô 

nuôi cấy. 

 

Hình 2.2. Mô hình nuôi cấy bằng mảnh mô 

(2) Nuôi cấy bằng dịch treo (hình 2.3): 

- Cắt nhỏ mảnh NMM lớn thành các mảnh nhỏ có kích thước 0,5x0,5mm 

- Ủ mảnh NMM trong Dispase II 1,2 UI/ml trong tủ 37
0
C, 5% CO2, thời 

gian 1 giờ 

- Bóc rời mảnh biểu mô khỏi mô liên kết dưới kính hiển vi soi nổi 

- Mảnh mô tiếp tục ngâm trong Trypsin-EDTA 0,05% (Gibco), thời gian 

2 phút 
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- Rửa lại mảnh biểu mô và bằng DMEM+Ham’s F12 có pha kháng sinh 

và kháng nấm với nồng độ penicillin 100UI/ml, streptomycin 

100µg/ml, amphotericin B 0,25µg/ml và 10% FBS để dừng tác động 

của trypsin 

- Nạo lấy các tế bào lớp đáy biểu mô 

- Ly tâm lấy các tế bào biểu mô ở nhiệt độ 4
0
C 

- Đếm tổng số tế bào thu được 

- Tạo dịch treo có mật độ tế bào 1x10
6
 tế bào/ml 

- Nuôi cấy trong lồng nuôi cấy: 

+ Cho 1 ml dịch treo tế bào vào lồng nuôi cấy. 

+ Thêm môi trường vào giếng đặt lồng nuôi cấy đã chuẩn bị 3T3 

(nếu sử dụng phương pháp nuôi cấy dùng 3T3 chuột) 

+ Đặt giếng nuôi cấy trong tủ ấm 37
o
C, 5% CO2. Thay môi 

trường đều đặn 2 ngày 1 lần. Thời gian nuôi cấy khoảng 14-16 ngày. 

- Đánh giá sự phát triển của tế bào gốc và chất lượng của tấm biểu mô 

nuôi cấy. 

- Nếu sử dụng lớp 3T3: 03 ngày thay 3T3 một lần. 

 

 

Hình 2.3. Mô hình nuôi cấy bằng dịch treo 
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(3) Nuôi cấy bằng phương pháp mảnh biểu mô 

- Cắt nhỏ mảnh NMM lớn thành các mảnh nhỏ có kích thước 0,5x0,5mm 

- Ủ mảnh NMM trong dispase II 1,2 UI/ml trong tủ 37
0
C, 5% CO2, thời 

gian 45-60 giờ 

- Bóc rời mảnh biểu mô khỏi mô nền dưới kính hiển vi soi nổi 

- Nhúng mảnh mô trong Trysin-EDTA 0,05% (Gibco), thời gian 30 giây 

- Rửa lại mảnh biểu mô và mô liên kết bằng DMEM+Ham’s F12 có 

kháng sinh, kháng nấm và 10% FBS để dừng tác động của trypsin 

- Dán mảnh biểu mô lên trên nền màng ối  

- Kiểm tra và xác định biểu mô dán đúng hướng lên trên dưới kính hiển 

vi soi nổi 

- Dán mô nền xuống đáy giếng nuôi cấy với tỉ lệ 3 mảnh biểu mô/2 mảnh 

mô nền 

- Chờ mảnh mô dính chặt vào màng ối và mảnh mô nền dính chặt vào 

đáy giếng nuôi cấy 

- Nhỏ 1,5ml môi trường vào giếng nuôi cấy và 1ml môi trường vào lồng 

nuôi cấy. 

- Hộp chứa các giếng nuôi cấy được đặt trong tủ ấm 37
0
C, 5% CO2 

- Thay môi trường đều đặn 2 ngày/lần. Thời gian nuôi cấy là 14-16 ngày 

- Đánh giá sự phát triển của tế bào gốc và chất lượng của tấm biểu mô 

nuôi cấy. 

Quy trình tạo tầng cho tấm biểu mô nuôi cấy: 

- Khoảng ngày thứ 12 của quy trình nuôi cấy, khi thấy tế bào biểu mô 

mọc kín đáy lồng nuôi cấy, tiến hành tạo tầng cho tấm biểu mô. 
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2.2.2.3. Môi trường nuôi cấy, quy trình nuôi cấy và theo dõi 

- Môi trường nuôi cấy SHEM 1: gồm DMEM/F12 tỉ lệ 1:1 (Gibco-Mỹ), 

có bổ sung: FBS 10% (Gibco-Mỹ), insulin 5µg/ml (Gibco-Mỹ), human 

rec EGF 10ng/ml (Invitrogen-Mỹ), penicillin 100UI/ml (Wako-Nhật), 

streptomycin 100µg/ml (Wako-Nhật), amphotericin B 0,25µg/ml 

(Gibco-Mỹ). 

- Môi trường nuôi cấy SHEM 2: gồm DMEM/F12 tỉ lệ 1:1, có bổ sung: 

FBS 10%, insulin 5µg/ml, EGF 10ng/ml, triiodothyronin 1,3ng/ml 

(Sigma), isoproterenol 0,25µg/ml (Sigma), hydrocortisone 0,5µg/ml 

(Sigma), penicillin 100UI/ml, streptomycin 100µg/ml, amphotericin B 

0,25µg/ml. 

Nuôi cấy mảnh mô hoặc dịch treo của biểu mô NMM trong tủ 37
0
C, 5% 

CO2. Thay môi trường hai ngày một lần. Theo dõi sự phát triển của các tế bào 

biểu mô giác mạc bằng kính hiển vi soi nổi. Khi các tế bào đã phủ kín đáy của 

lồng nuôi cấy, sử dụng kỹ thuật tạo tầng (air-lifting) để tăng số hàng cho tấm 

biểu mô nuôi cấy trong thời gian 2-4 ngày. 

Quy trình tạo tầng cho tấm biểu mô nuôi cấy như sau:  

 Khoảng ngày thứ 12 của nuôi cấy, khi thấy các tế bào biểu mô mọc 

kín giếng nuôi cấy, tiến hành tạo tầng cho tấm biểu mô 

 Bơm môi trường vào giếng nuôi cấy và lồng nuôi cấy 

 Hút hết môi trường trong lồng nuôi cấy bỏ đi, để cho các tế bào biểu 

mô tiếp xúc với không khí 

 Đặt giếng nuôi cấy trong tủ ấm 37
o
C, 5%CO2 

 Thay môi trường trong giếng nuôi cấy hàng ngày. 
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Quy trình lấy tấm biểu mô nuôi cấy để định danh hoặc ghép lại cho thỏ 

thực nghiệm hoặc cho BN: 

 Hút hết toàn bộ môi trường nuôi cấy có bổ sung 10% FBS 

 Rửa hai lần tấm biểu mô nuôi cấy bằng môi trường nuôi cấy không 

bổ sung FBS 

 Cắt tấm biểu mô nuôi cấy theo chu vi của lồng nuôi cấy 

 Đặt tấm biểu mô đã cắt trong môi trường DMEM/Ham’s F12 trong 

điều kiện 37
0
C để chuyển cho phẫu thuật viên cấy ghép. 

2.2.2.4. Thu hoạch và định danh tế bào nuôi cấy  

Sau khi nuôi cấy được tấm biểu mô kích thước 4 cm
2
, tiến  hành định 

danh tế bào của tấm biểu mô nuôi cấy bằng các kỹ thuật hiển vi quang học, 

hiển vi điện tử, hoá mô, hoá mô miễn dịch. 

a. Nhuộm giemsa 

Mục đích: quan sát bề mặt của tấm biểu mô nuôi cấy 

- Tấm biểu mô vừa lấy ra khỏi giếng nuôi cấy được trải phẳng lên 

lam kính. 

- Cố định bằng cồn tuyệt đối
 
trong vòng 3 phút. 

- Rửa lại bằng nước thường. 

- Chuẩn bị giemsa 10% (Merck-Đức) pha trong nước cất ngay trước 

khi dùng. 

- Nhuộm giemsa trong 10 phút. 

- Rửa lam kính dưới vòi nước chảy. 

- Để khô, dán lamella, sau đó kiểm tra trên kính. 

b. Nhuộm Hematoxylin-Eosin 

Mục đích: quan sát mặt cắt đứng của tấm biểu mô  



50 

 

-  Tấm biểu mô vừa lấy ra khỏi giếng được cố định ngay bằng dung dịch 

formol 10% trong 1-2 giờ  

-  Rửa nước trong 1-2 giờ 

-  Khử nước bằng cồn 70
o
, 80

o
, 90

o
, 95

o
, 100

o
 

-  Làm trong miếng mô bằng cách ngâm lần lượt qua 3 lọ xylen  

-  Ngấm nến ở tủ 60
0 
C trong vòng 2 giờ 

-  Đúc miếng mô trong khuôn nến  

-  Cắt mẫu thành những lát mỏng 5-7µm 

-  Nhuộm màu theo phương pháp H.E. (Merck-Đức), quy trình như sau: 

o Mẫu mô cắt lát mỏng 5-7µm được đưa lên lam kính 

o Dàn đều mẫu mô bằng dung dịch Mayer, trên mặt phẳng ấm 

o Để tiêu bản khô trong tủ ấm 45
0
C trong vòng 2 ngày 

o Chạy 3 lọ xylene để tẩy nến (10 phút 1 lọ) 

o Chạy 3 lọ cồn 90
0
 (10 phút 1 lọ) 

o Rửa bằng nước cất 

o Nhuộm Hemalun trong vòng 5 phút 

o Rửa dưới vòi nước lã trong 30 phút 

o Nhuộm Eosin trong vòng 5 phút 

o Rửa nước 10 giây 

o Nhúng qua 2 cốc cồn 100 trong vòng 10 giây 

o Nhúng xylene nóng 56
0
C trong vòng 1 giờ 

o Dán lamella phủ mẫu vật 

- Quan sát bằng kính hiển vi quang học. 

c. Kỹ thuật hiển vi điện tử 

Tấm biểu mô được kiểm tra bằng kính hiển vi điện tử quét (SEM) và 

kính hiển vi điện tử xuyên (TEM).  
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Mục đích: quan sát cấu trúc siêu vi của tấm biểu mô, tìm các cấu trúc 

liên kết giữa các tế bào biểu mô với nhau và giữa tế bào biểu mô với màng ối. 

- Tấm biểu mô vừa lấy ra khỏi giếng được cố định ngay bằng dung 

dịch glutaraldehyde 2,5% pha với đệm PBS trong 2 giờ. 

- Rửa 3 lần trong 15 phút với PBS. 

- Tiếp tục cố định trong 1giờ 30 phút bằng dung dịch osmium
 

tetroxide 1%. 

- Rửa lại miếng mô thêm 3 lần nữa bằng PBS.  

- Chuyển qua cồn để khử nước (50
0
, 70

0
, 80

0
, 90

0
,
 
95

0
, và 100

0
). 

Với TEM, miếng mô sẽ được đúc trong khuôn nhựa epon, cắt lát siêu 

mỏng (300-400A
o
). Những lát cắt này sẽ được đặt trên lưới đồng, và được 

nhuộm bằng uranyl acetate và citrate chì. Mẫu được đọc trên kính Jeol 1010. 

Với SEM, miếng mô sẽ được chuyển qua dung dịch 

hexamethyldisilazane trong vòng 10 phút, sau đó để khô trong không khí. Khi 

đã khô, miếng mô được mạ phủ vàng, sau đó kiểm tra trên kính. (S-4800 – 

Hitachi).  

d. Kỹ thuật hóa mô (nhuộm P.A.S.-Periodic acid-Schiff) 

- Mục đích: Định tính và bán định lượng hydratcacbon, glycoprotein 

và mucin 

- Một phần tấm biểu mô được cố định bằng dung dịch Carnoy và cắt 

thành những lát mỏng.  

- Khử nến 

- Ngâm tiêu bản vào dung dịch acid periodic 1% trong vòng 15 phút 

- Rửa dưới vòi nước chảy trong vòng 5 phút 

- Rửa lại bằng nước cất trong vòng 5 phút 

- Ngâm tiêu bản vào dung dịch Shiff trong vòng 30 phút để chỗ tối 

- Cho vào 2 cốc SO2
  
đậy kín, mỗi cốc 2 phút 
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- Rửa nước thường 2-5 phút 

- Rửa nước cất 

- Nhuộm nhân bằng Hematoxylin trong 3 phút 

- Ngâm nước thường 15 phút 

- Nhúng cồn 100 nhanh 

- Ngâm xylene 

- Gắn lamen 

- Nhận định kết quả: sản phẩm dương tính trong phản ứng P.A.S. có 

màu tím đỏ. 

e. Kỹ thuật hoá mô miễn dịch 

 Mục đích: để xác định một số loại keratin đặc hiệu có ở biểu mô NMM 

(trong đó K3 là loại keratin chỉ thấy ở các loại biểu mô tầng trong đó có 

NMM) và p63 là một loại protein nhân tế bào, đây là loại protein thấy xuất 

hiện nhiều ở các tế bào chưa biệt hóa. 

- Tấm biểu mô vừa lấy ra khỏi giếng được cố định ngay bằng dung dịch 

formol 10% trong 1-2 giờ  

- Chạy nước để rửa sạch formol khoảng 1-2 giờ 

- Khử nước bằng cồn 70
o
, 80

o
, 90

o
, 95

o
, 100

o
 

- Làm trong miếng mô bằng cách ngâm lần lượt qua 3 lọ xylene  

- Đúc miếng mô trong khuôn nến  

- Cắt mẫu thành những lát mỏng 5-7µm 

- Khử nến bằng xylene 

- Khử xylene bằng cồn ethanol 100%, 95%, 75% 

- Rửa mẫu 3 lần (5phút/lần) với PBST (phosphate buffered saline with 

tween) ở nhiệt độ phòng 

- Bộc lộ kháng nguyên bằng nhiệt độ (96
0
C trong 30 phút) 

- Rửa lại 2 lần (5phút/lần) với PBST ở nhiệt độ phòng 
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- Để hạn chế việc gắn không đặc hiệu, mẫu được ủ với dung dịch chặn 

BSA 5% (bovine serum albumin) trong 1giờ ở nhiệt độ phòng 

- Mẫu được ủ với kháng thể thứ nhất P63-L-CE nếu nhuộm p63, CK 

cocktail 1ml nếu nhuộm K3/K12 (Leica biosystems-Anh)  ở nhiệt độ 

phòng trong vòng 2 giờ 

- Rửa lại bằng PBS 3 lần (5phút/lần) 

- Chặn peroxidase 

- Rửa lại 2 lần (5phút/lần) với PBST ở nhiệt độ phòng 

- Mẫu tiếp tục được ủ với kháng thể thứ hai trong vòng 60 phút ở nhiệt 

độ phòng 

- Rửa 3 lần với PBS 

- Phát hiện sự gắn đặc hiệu kháng nguyên-kháng thể bằng kit DAB (3, 

3’-diaminobenzidine) 

- Dán lamen 

- Kiểm tra trên kính 

- Nhận định kết quả: dương tính nếu  

+ Bào tương của tế bào bắt màu nâu khi nhuộm K3/K12 

+ Nhân tế bào bắt màu nâu nếu nhuộm p63. 

2.2.3. Thử nghiệm trên BN tự nguyện.  

Tiến hành sau khi có kết quả định hướng của thực nghiệm trên thỏ. 

Trước mổ BN được điều trị các bệnh răng miệng nếu có, đánh răng đều 

đặn, không hút thuốc lá. 

BN nằm trên bàn mổ, sát trùng NMM bằng polydone-iodine 10%. Gây 

tê tại chỗ bằng tiêm 1ml lidocain 2% dưới niêm mạc má 

Sinh thiết một mảnh niêm mạc mặt trong má có đường kính 3 mm 
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Rửa mảnh mô bằng PBS pha kháng sinh, kháng nấm, sau đó ngâm 

mảnh sinh thiết trong môi trường DMEM, chuyển ngay tới phòng nuôi cấy tế 

bào xử lý 

- Cắt nhỏ thành các mảnh 0,5x0,5mm, nuôi cấy bằng mảnh biểu mô 

- Nuôi cấy trong môi trường SHEM2. 

2.3. Chỉ tiêu nghiên cứu 

 Tỷ lệ nuôi tạo thành công tấm biểu mô. 

 Thời gian nuôi cấy. 

 Cấu trúc vi thể của tấm biểu mô nuôi cấy. 

 Cấu trúc siêu vi thể của tấm biểu mô nuôi cấy. 

 Cấu trúc hoá học của tấm biểu nuôi cấy. 

2.4. Địa điểm và thời gian nghiên cứu 

Nghiên cứu tiến hành tại bộ môn Mô-Phôi và khoa Kết-Giác mạc Bệnh 

viện Mắt Trung ương. 

Từ tháng 10/1010 đến 10/2013. 

2.5. Thiết kế nghiên cứu 

Nghiên cứu tiến cứu. 

2.6. Xử lí số liệu nghiên cứu 

Xử lí số liệu theo phần mềm SPSS 16.0, sử dụng T test, sự khác biệt có 

ý nghĩa thống kê nếu p<0,05. 

2.7. Đạo đức nghiên cứu 

Đề tài là một phần của đề tài độc lập cấp nhà nước “Nghiên cứu quy 

trình sử dụng tế bào gốc để điểu trị một số bệnh cả bề mặt nhãn cầu” thuộc 

bộ môn Mô-Phôi, Trường Đại học Y Hà Nội, đã được thông qua hội đồng đạo 

đức Y học, Trường Đại học Y Hà Nội (chứng nhận chấp thuận số 77/HĐĐĐ-

YHN ngày 16/07/2010). 
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CHƢƠNG 3:  

KẾT QUẢ NGHIÊN CỨU 

3.1. Kết quả nghiên cứu về nuôi tạo tấm biểu mô trên thỏ thực nghiệm. 

3.1.1. Lựa chọn vị trí sinh thiết và kích thước mảnh mô nuôi cấy 

Sinh thiết NMM trên 5 thỏ chủng Orytolagus Cuniculus ở 3 vị trí khác 

nhau: (1) mặt trong niêm mạc má phần trung tâm, (2) mặt trong niêm mạc má 

cách góc miệng 2mm và vuông góc, (3) mặt trong niêm mạc môi dưới phần 

trung tâm, chúng tôi nhận thấy:  

Ở vị trí mặt trong niêm mạc má phần trung tâm: Biểu mô là biểu mô lát 

tầng không sừng hóa. Biểu mô dày, gồm 18-20 hàng tế bào, chia làm 3 lớp (1) 

Lớp tế bào đáy gồm 2-3 hàng tế bào có kích thước nhỏ, nhân hình trứng, sẫm 

màu, bào tương rất ưa base (2) Các tế bào lớp gai gồm khoảng 10-12 hàng tế 

bào nằm trên lớp đáy, các tế bào có hình đa diện, nhân tròn, sáng màu (3) Các 

tế bào sát bề mặt có khoảng 3-4 lớp, tế bào dẹt nhân dẹt sẫm màu (hình 3.1). 

Trên các tiêu bản nhuộm p63, nhân các tế bào lớp đáy bắt màu rất đậm. Mô 

liên kết của lớp đệm tạo thành các nhú chân bì rất cao. Trong mô liên kết, tế 

bào thưa thớt (hình 3.2). 
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 Hình 3.1. Niêm mạc thỏ vùng giữa má (H.E.x250)  

1. Biểu mô   2. Mô đệm  3. Nhân tế bào biểu mô 

 

Hình 3.2. Niêm mạc thỏ vùng giữa má (p63x500) 

1. Biểu mô   2. Mô đệm  3. Nhân tế bào biểu mô 

1 

2 

3 

1 

3 

2 
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Mặt trong niêm mạc má cách góc miệng 2mm và vuông góc, mặt trong 

niêm mạc môi dưới phần trung tâm: Biểu mô là loại lát tầng không sừng hóa. 

Biểu mô mỏng, gồm 4-5 hàng tế bào. Các tế bào lớp đáy có nhân hình trứng, 

sẫm màu, bào tương ưa base. Lớp giữa gồm 3-4 hàng tế bào đa diện, nhân 

tròn, sáng màu. Lớp trên cùng là một hàng tế bào dẹt, có nhân dẹt. Ranh giới 

giữa biểu mô và mô liên kết bên dưới tương đối bằng phẳng, không có các 

nhú chân bì. Các tế bào ở trong mô liên kết thưa thớt. Trong lớp đệm có 

những ống bài xuất và đám nang tuyến nước bọt (hình 3.3). 

 

 

 Hình 3.3. Niêm mạc môi thỏ (H.E.x250) 

1. Biểu mô  2. Mô đệm  3. Tuyến nước bọt 4. Ống bài xuất của tuyến nước bọt 

Khi trích thủ mẫu để làm nghiên cứu, chúng tôi nhận thấy: 

- Phương pháp nuôi bằng mảnh mô: cần mảnh mô có đường kính là 

6mm để nuôi tạo được hai tấm biểu mô. 

1 

2 

3 
4 



58 

 

- Phương  pháp dịch treo: kích thước mảnh mô phải có đường kính là 

8mm mới đủ lượng tế bào tạo được 2 ml dịch treo có mật độ 1x10
6
 

tế bào/ml để nuôi tạo thành hai tấm biểu mô. 

- Phương pháp nuôi bằng mảnh biểu mô: đường kính của mảnh mô 

trích thủ là 3mm, sau đó mảnh mô được cắt thành các mảnh kích 

thước 0,5x0,5mm để nuôi thành hai tấm biểu mô.  

3.1.2. Lựa chọn môi trường nuôi cấy 

Giai đoạn đầu tiến hành thực nghiệm chúng tôi nuôi 18 mẫu mảnh mô 

NMM bằng môi trường SHEM1, kết quả thu được chỉ có 30% mẫu mọc, toàn 

bộ các mẫu mọc đều không kín đáy sau 28 ngày nuôi cấy. Sau đó, nghiên cứu 

chuyển sang sử dụng môi trường SHEM2, là môi trường SHEM 1 có bổ sung 

thêm insulin, hydrocortisone, triiodothyronine, isoproterenol và toàn bộ kết 

quả nghiên cứu tiến hành nuôi cấy trong môi trường SHEM2 với tỉ lệ nuôi tạo 

thành công tấm biểu mô là 87,5%. Tỉ lệ mọc của tấm biểu mô nuôi cấy sử 

dụng hai loại môi trường SHEM 1 và SHEM 2 khác biệt có ý nghĩa thống kê 

với p<0,001 được ghi trong bảng 3.1. 

Bảng 3.1. Tỷ lệ mọc của tấm biểu mô NMM bằng các môi trường nuôi cấy 

khác nhau 

 Số mẫu nuôi Số mẫu mọc Tỉ lệ (%) p 

SHEM 1 18 6 30 

p<0,001 

SHEM 2 56 49 87,5 
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3.1.3. Lựa chọn phương pháp nuôi cấy 

Giai đoạn 1: Chúng tôi đã nuôi 17 giếng bằng mảnh mô, 20 giếng bằng 

dịch treo, 19 miếng bằng mảnh biểu mô. Tỷ lệ nuôi tạo thành công tấm biểu 

mô được ghi trong bảng 3.2. 

Bảng 3.2. Tỷ lệ nuôi tạo thành công tấm biểu mô NMM  

bằng các phương pháp nuôi cấy khác nhau 

 
Số mẫu 

nuôi 

Số mẫu 

mọc 

Tỷ lệ nuôi tạo 

thành công 

(%) 

p 

Mảnh mô (1) 17 13 76,47 p (1, 2)>0,05 

Dịch treo (2) 20 19 95 p (1, 3)>0,05 

p (2, 3)>0,05 
Mảnh biểu mô (3) 19 17 89,47 

Kết quả cho thấy: nuôi cấy bằng dịch treo cho tỷ lệ tạo được tấm biểu 

mô là 95%, phương pháp bằng mảnh mô có tỉ lệ nuôi tạo thành công thấp hơn 

chỉ khoảng 76,47%, tuy nhiên sự khác biệt không có ý nghĩa thống kê, 

phương pháp nuôi bằng dịch treo có tỷ lệ nuôi tạo thành công cao hơn phương 

pháp mảnh biểu mô, song sự khác biệt không có ý nghĩa thống kê. 

-  Giai đoạn 2: Chúng tôi đã nuôi 30 mẫu theo phương pháp mảnh biểu 

mô, tỉ lệ mọc và tạo tấm biểu mô là 100%. Trong số này chúng tôi đã ghép 

tự thân 15 tấm cho 15 mắt thỏ bị mất toàn bộ biểu mô trước giác mạc một 

bên mắt. 

Đánh giá tác dụng của lớp tế bào nuôi 3T3 trong các phương pháp nuôi 

tạo tấm biểu mô NMM: tỷ lệ mọc của mẫu nuôi cấy sử dụng nguyên bào sợi 
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chuột 3T3 cao hơn khi không sử dụng lớp này (100% so với 81,48%). Kết quả 

được ghi trong bảng 3. 3. 

Bảng 3. 3. Tỷ lệ nuôi tạo thành công tấm biểu mô NMM  

sử dụng lớp tế bào nuôi 3T3 

 Số mẫu nuôi Số mẫu mọc 
Tỷ lệ nuôi tạo 

thành công 
p 

3T3 (+) 

(1) 
10 10 100  

3T3 (-) 

(2) 
27 22 81,48 p(1,2)<0,05 

Đánh giá tác dụng của nguyên bào sợi tự thân, chúng tôi nuôi cấy 19 

mẫu sử dụng nguyên bào sợi tự thân thay thế cho lớp nguyên bào sợi chuột 

3T3. Kết quả được ghi trong bảng 3.4. 

Bảng 3.4. Tỷ lệ nuôi tạo thành công tấm biểu mô NMM  

sử dụng lớp tế bào nuôi khác nhau 

 
Số mẫu nuôi Số mẫu mọc 

Tỷ lệ nuôi tạo 

thành công (%) 
p 

3T3 (+) chuột 

(1) 
10 10 100  

NBS tự thân 

(2) 
19 17 89,47 p(1,2)>0,05 
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Tỷ lệ nuôi tạo thành công tấm biểu mô NMM sử dụng lớp tế bào nuôi 

chuột cao hơn khi sử dụng nguyên bào sợi tự thân, tuy nhiên sự khác nhau 

không có ý nghĩa thống kê.  

- Giai đoạn 2: Chúng tôi đã nuôi 30 mẫu theo phương pháp mảnh biểu 

mô, có sự hỗ trợ của nguyên bào sợi tự thân, tỉ lệ mọc và tạo tấm biểu mô là 

100%. Trong số này chúng tôi đã ghép tự thân 15 tấm cho 15 mắt thỏ bị mất 

toàn bộ biểu mô trước giác mạc một bên mắt. 

3.1.4. Hình thái và tốc độ phát triển của tấm biểu mô được nuôi cấy bằng 

các phương pháp khác nhau 

 Tấm biểu mô nuôi cấy bằng mảnh mô nguyên vẹn: 

- 3 ngày sau nuôi cấy: các tế bào đã phát triển lan ra xung quanh mảnh mô. 

Ranh giới nơi các tế bào đang lan rộng quan sát rõ. Các tế bào có hình tròn, 

hình đa diện và hình thoi dài (hình 3.4).  

 

 

Hình 3.4. Tấm biểu mô sau nuôi cấy ba ngày (KHV soi nổix100) 

1. Mảnh mô    2. Các tế bào đang lan rộng 

1 

2 
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- 10-12 ngày sau nuôi cấy: các tế bào tạo thành một lớp phủ kín đáy của 

lồng nuôi cấy. Bề mặt của tấm biểu mô không phẳng, có chỗ tạo thành các gờ 

khá cao. Ở các gờ này, các tế bào có hình thoi, nhân tế bào dẹt khi quan sát 

dưới kính hiển vi soi ngược (hình 3.5).  

- 14-16 ngày sau nuôi cấy: quan sát trên lắt cắt dọc nhuộm H.E. thấy tấm 

biểu mô không phẳng. Trong tấm biểu mô, ngoài tế bào biểu mô có nhiều 

nguyên bào sợi với hình thái điển hình (hình 3.6).  

 

 

Hình 3.5. Tấm biểu mô sau nuôi cấy 12 ngày (KHV soi ngƣợcx250) 

1. Tế bào biểu mô   2.Gờ nổi 

1 

2 



63 

 

 

Hình 3.6. Tấm biểu mô sau nuôi cấy 12 ngày (H.E.x500) 

1. Tế bào biểu mô   2.Gờ nổi 

 Tấm biểu mô nuôi cấy bằng dịch treo tế bào 

- 2 ngày sau nuôi cấy: có khá nhiều các tế bào tròn bám vào màng đáy, ở 

những ngày sau, các tế bào này xoè rộng với các nhánh bào tương khá dài 

(hình 3.7, 3.8). 

 

Hình 3.7. Tấm biểu mô sau nuôi cấy 3 ngày (kính hiển vi soi nổix125) 

1 

2 
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Hình 3.8. Tấm biểu mô sau nuôi cấy 7 ngày (giemsax1000) 

 

 

- 12-14 ngày sau nuôi cấy: tế bào biểu mô phủ kín lồng nuôi cấy.  

- Sau khi tạo tầng, quan sát trên lát cắt dọc nhuộm H.E thấy: tấm biểu mô 

phẳng, gồm 5-7 hàng tế bào, các lớp tế bào trên có xu hướng dẹt dần. 

Khoảng gian bào của tấm biểu mô rộng. Không thấy các tế bào hình thoi 

xen lẫn (hình 3.9).  
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Hình 3.9. Lát cắt đứng dọc của tấm biểu mô sau 21 ngày nuôi cấy  

(nuôi bằng dịch treo) (H.E.x1000) 

- Khi quan sát trên bề mặt tấm biểu mô nuôi cấy vào ngày thứ 14 bằng 

phương pháp nhuộm giemsa: tấm biểu mô nuôi bằng dịch treo được phủ 

kín, khoảng gian tế bào rộng và có kích thước không đều nhau. Không 

thấy các tế bào hình thoi xen lẫn ở tấm biểu mô (hình 3.10).  

 

Hình 3.10. Tấm biểu mô sau nuôi cấy dịch treo 14 ngày (giemsax250) 
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Khi quan sát bằng kính hiển vi điện tử, khoảng gian bào giữa các tế bào 

ở lớp giữa của tấm biểu mô khá rộng. Các tế bào ở đây liên kết với nhau bằng 

các mộng bào tương và thể liên kết. Trong bào tương các tế bào, các bào quan 

rất phát triển, có các hạt glycogen, các bó xơ trương lực, lưới nội bào có hạt 

(hình 3.11). 

 

Hình 3.11. Ranh giới giữa hai tế bào tấm biểu mô nuôi cấy (TEM) 

1. Thể liên kết 2.Khoảng gian bào  3. Đám hạt glycogen  

4. Các bó xơ trương lực      5. Lưới nội bào 

 

 

3 

1 

4 

5 

2 
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*Tấm biểu mô nuôi cấy bằng mảnh biểu mô 

- 3-4 ngày sau nuôi cấy: Các tế bào bò lan khỏi tấm biểu mô. Các tế bào này 

có hình tròn, một số có hình đa diện với các nhánh bào tương dài (hình 

3.12). 

 

Hình 3.12. Tấm biểu mô nuôi cấy 4 ngày (kính hiển vi soi ngƣợcx125) 

1.Mảnh biểu mô 2. Tế bào biểu mô bò lan  3. Nền màng ối 

- Các ngày tiếp theo các tế bào lan rộng dần, lúc đầu các tế bào có hình đa 

diện lớn, khoảng gian bào rộng, khi các tế bào phát triển kín đáy lồng nuôi 

cấy vào khoảng ngày thứ 10-12, các tế bào nằm sát vào nhau, kích thước 

nhỏ đi, khoảng gian bào hẹp tuy nhiên vẫn quan sát thấy rõ ranh giới giữa 

các tế bào với nhau, nhiều hình ảnh tế bào đang phân chia (hình 3.13, 

3.14). 

1 

2 

3 
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Hình 3.13. Tấm biểu mô sau nuôi cấy 7 ngày (giemsax500). 

Tế bào đang phân chia 

 

Hình 3.14. Tấm biểu mô sau nuôi cấy 12 ngày (giemsax500) 
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- Sau khi tạo tầng, quan sát trên lát cắt dọc nhuộm H.E thấy: tấm biểu mô 

phẳng, gồm 5-7 hàng tế bào, các lớp tế bào trên có xu hướng dẹt dần. 

Khoảng gian bào của tấm biểu mô nuôi bằng mảnh biểu mô hẹp hơn so với 

nuôi dịch treo. Không thấy các tế bào hình thoi xen lẫn (hình 3.15).  

 

Hình 3.15. Lát cắt đứng dọc của tấm biểu mô sau 21 ngày nuôi cấy 

(Nuôi bằng mảnh biểu mô)  (H.E.x1000) 

1.Màng ối 2. Tấm biểu mô 

Khi quan sát trên bề mặt tấm biểu mô nuôi cấy vào ngày thứ 14 bằng 

phương pháp nhuộm giemsa: tấm biểu mô được phủ kín. Ở phương pháp 

mảnh biểu mô, khoảng gian bào hẹp và đều nhau trên toàn đáy lồng nuôi cấy, 

ngược lại với kết quả của phương pháp dịch treo có khoảng gian tế bào rộng 

hơn và có những khoảng gian tế bào với kích thước không đều nhau. Không 

thấy các tế bào hình thoi xen lẫn (hình 3.16).  

1 

2 
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Hình 3.16. Sau nuôi cấy bằng mảnh biểu mô 14 ngày (giemsax250) 

Dưới kính hiển vi điện tử, bề mặt hàng tế bào trên cùng có nhiều vi 

nhung mao ngắn chia nhánh (hình 3.17). 

 

Hình 3.17. Bề mặt tấm biểu mô nuôi cấy sau 14 ngày (SEM) 
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Dưới kính hiển vi điện tử truyền qua, khoảng gian bào giữa các tế bào lớp 

trên đáy khá rộng, các tế bào liên kết với nhau bởi các cầu bào tương (hình 

3.18). 

 

Hình 3.18. Ranh giới các tế bào biểu mô tấm biểu mô nuôi cấy sau 14 

ngày (TEM) 

 

Các tế bào lớp đáy có nhân lớn, màng nhân có những lõm nông, hạt 

nhân rất lớn, chất nhiễm sắc phân tán, bào tương có lưới nội bào có hạt và ti 

thể phong phú, nhiều đám hạt glycogen. Các tế bào lớp đáy liên hệ chặt chẽ 

với các tế bào ở lớp trên đáy bởi các mộng và thể liên kết còn với màng đáy 

bởi thể bán liên kết (hình 3.19). 
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Hình 3.19. Tế bào lớp đáy tấm biểu mô nuôi cấy thỏ sau nuôi cấy  

14 ngày (TEM) 

1. Nhân tế bào 2. Ti thể 3. Lưới nội bào có hạt  

4. Mộng liên kết 5. Màng ối 

 

 

 

 

1 

5 

3 

4 

2 
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Bào tương các tế bào lớp đáy có nhiều đám hạt glycogen. Các tế bào 

lớp đáy liên hệ chặt chẽ với màng ối bởi thể bán liên kết (hình 3.20). 

 

Hình 3.20. Mặt đáy tế bào biểu mô sát với màng ối sau nuôi cấy  

14 ngày (TEM) 

1.Tế bào biểu mô   2. Màng ối   3. Thể bán liên kết   4. Đám hạt glycogen 

3.1.5. Hình thái và tốc độ phát triển của lớp nguyên bào sợi  

3.1.5.1. Lớp 3T3 

Lớp 3T3 sau khi chuẩn bị bằng mẫu 3T3 đã qua xử lí mitomycin các 

nguyên bào sợi bất hoạt này được nuôi trên đáy giếng nuôi cấy từ 1-3 ngày, 

sau 3 ngày nuôi cấy cho thấy hình ảnh nguyên bào sợi dài, phủ kín đáy giếng 

nuôi cấy (hình 3.21). 

Các ngày sau đó, các tế bào thoái hóa dần, bong tróc khỏi nền giếng, vì 

vậy, sau 3 ngày sử dụng lớp 3T3 này phải thay mới. 

1 2 

3 

4 
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Hình 3.21. Lớp 3T3 chuẩn bị cho nuôi cấy (hiển vi soi ngƣợcx250) 

3.1.5.2. Lớp nguyên bào sợi tự thân 

Các mảnh mô liên kết tách ra từ mảnh NMM được đồng nuôi cấy ở 

giếng nuôi cấy. Vào ngày thứ 3, 5 của quá trình nuôi cấy, các nguyên bào sợi 

có hình thoi dài, đa diện, nhiều nhánh bò lan ra xung quanh mảnh mô liên kết 

(hình 3.22, 3.23), chỉ ngày thứ 6, khoảng 1/2 diện tích của đáy giếng nuôi cấy 

đã được phủ bởi nguyên bào sợi và tới khoảng ngày thứ 10 thì toàn bộ đáy 

giếng được phủ kín (hình 3.24).  
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Hình 3.22. Sự phát triển của nguyên bào sợi đáy giếng nuôi cấy ngày 3 

(hiển vi soi ngƣợcx250) 

1. Mảnh mô đệm 2. Nguyên bào sợi 

 

Hình 3.23. Sự phát triển của nguyên bào sợi đáy giếng nuôi cấy ngày 5 

(giemsax250) 

1. Mảnh mô đệm 2. Nguyên bào sợi 

1 

1 

2 

1 

2 
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Hình 3.24. Sự phát triển của nguyên bào sợi đáy giếng nuôi cấy ngày 

10 (hiển vi soi ngƣợcx250)  

 3.1.6. Kết quả định danh tế bào tấm biểu mô nuôi cấy bằng hóa mô miễn dịch 

Trên các tiêu bản nhuộm hóa mô miễn dịch phát hiện p63, nhân các tế 

bào của tấm biểu mô bắt màu nâu sẫm, đặc biệt là nhân các tế bào lớp đáy 

(hình 3.25). 

Nhuộm phát hiện K3 và K12: K3 và K12 thể hiện yếu ở các tế bào lớp 

trên đáy (hình 3.26). 
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Hình 3.25. Tấm biểu mô nuôi cấy 18 ngày (p63x250)  

1. Biểu mô 2. Màng ối 

 

Hình 3.26. Tấm biểu mô nuôi cấy 18 ngày (K3x250) 

1. Biểu mô 2. Màng ối 

1 

2

2 

1 

2
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Nhuộm P.A.S. để phát hiện glycogen và chất nhày: Trong bào tương các 

tế bào lớp dưới có ít glycogen. Không thấy các tế bào tiết nhày (hình 3.27). 

 

 

Hình 3.27. Tấm biểu mô nuôi cấy 18 ngày (P.A.S.x500) 

1. Biểu mô 2. Màng ối 3. Glycogen 

 

3.1.7. Kết quả ghép tấm biểu mô NMM nuôi cấy cho thỏ gây bỏng thực nghiệm 

Tổng số thỏ sống trong quá trình làm thực nghiệm là 21, trong đó 15 

thỏ được ghép tấm biểu mô NMM nuôi cấy ở các thời điểm khác nhau. 

Các tiêu chí đánh giá bao gồm độ trong và áp của tấm biểu mô, sự toàn 

vẹn của bề mặt nhãn cầu và tân mạch giác mạc. Tiến hành giết thỏ theo từng 

lô ở từng thời điểm theo dõi và kiểm tra cấu trúc vi thể của giác mạc thỏ đã 

được ghép tấm biểu mô NMM nuôi cấy. 
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Tất cả các thỏ ở các lô đều có  kết quả  tốt:  giác mạc trong, biểu mô 

liền tốt, nhẵn bóng, không còn tân mạch. Chỉ có 1 thỏ có kết quả trung bình: 

tân mạch qua rìa vào chu biên ở thời điểm 60 ngày nhưng không vào đến 

trung tâm giác mạc. 

3.2. Kết quả nuôi cấy tấm biểu mô NMM từ tế bào gốc NMM trên ngƣời 

3.2.1. Lựa chọn vị trí sinh thiết và kích thước mảnh mô nuôi cấy 

Dựa trên kết quả phân tích trên thỏ, chúng tôi lựa chọn vị trí sinh thiết 

trên người là mặt trong trung tâm niêm mạc má. Kết quả cho thấy biểu mô 

cũng gồm nhiều hàng tế bào (khoảng 10-15 hàng tế bào), nhưng không dày 

như niêm mạc vùng tương ứng của thỏ. Tuy vậy, lớp đáy dày và gồm khoảng 

3-4 lớp gồm các tế bào có kích thước nhỏ, bào tương bắt màu base đậm, lớp 

Malpighi gồm nhiều hàng (7-10 hàng), gồm các tế bào hình đa diện, nhân 

hình cầu, kích thước tế bào lớp này lớn hơn của thỏ ở vị trí tương ứng, ranh 

giới giữa các tế bào khá rõ. Trên cùng là khoảng 2-3 hàng tế bào dẹt, chứa 

nhân dẹt (hình 3.28, 3.30). Trên tiêu bản nhuộm p63, nhân tế bào đặc biệt là ở 

lớp đáy bắt màu đậm. Các nhú chân bì cũng có kích thước lớn, chia nhánh rõ. 

Mô đệm lỏng lẻo, ít tế bào (hình 3.29, 3.31). Cấu trúc NMM vùng giữa má ở 

nam và nữ đều giống nhau. 
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Hình 3.28. Niêm mạc vùng giữa má BN Phạm Ngọc T. (H.E.x500)  

1. Biểu mô   2. Mô đệm 

 

Hình 3.29. Niêm mạc vùng giữa má BN Phạm Ngọc T. (p63x500) 

1. Biểu mô   2. Mô đệm 

1 

2 

1 
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Hình 3.30. Niêm mạc vùng giữa má BN Võ Nữ Ngọc Y. (H.E.x500)  

1. Biểu mô   2. Mô đệm 

 

 

Hình 3.31. Niêm mạc vùng giữa má BN Võ Nữ Ngọc Y. (p63x500) 

1. Biểu mô   2. Mô đệm   3. Nhân tế bào biểu mô 

1 

2 

3 

1 
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Dựa trên kết quả nghiên cứu thực nghiệm trên thỏ, sau khi cân nhắc về 

độ phức tạp của quy trình và kết quả thành công nuôi tạo của hai phương pháp 

dịch treo và mảnh biểu mô, cùng với kích thước trích thủ mảnh mô, phương 

pháp mảnh biểu mô đã được lựa chọn trong nghiên cứu ứng dụng trên người 

của chúng tôi. Kích thước mảnh mô được lựa chọn là đường kính 3mm, vị trí 

sinh thiết ở mặt trong vùng giữa má. 

3.2.2. Lựa chọn môi trường nuôi cấy 

Dựa trên kết quả nghiên cứu thực nghiệm trên thỏ, chúng tôi đã tiến 

hành nuôi cấy NMM của 17 BN (4 BN nuôi 2 lần) bằng môi trường SHEM2. 

Số tấm biểu mô nuôi tạo được là 54 trên tổng số 60 giếng nuôi cấy (tỷ lệ nuôi 

tạo thành công là 90%, 3 BN nuôi cấy không thành công). Số tấm biểu mô 

được ghép lại cho BN là 22.  

3.2.3. Lựa chon phương pháp nuôi cấy 

 Dựa trên kết quả nuôi cấy trên thỏ, chúng tôi lựa chọn phương pháp 

nuôi cấy là mảnh biểu mô, kết quả cho tỷ lệ nuôi tạo thành công tấm biểu mô 

là 54 tấm trên tổng số 60 giếng nuôi cấy (tỷ lệ là 90%). 
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3.2.4. Hình thái và tốc độ phát triển của tấm biểu mô 

 Thời gian nuôi cấy các tế bào biểu mô là 16-28 ngày. Trên kính hiển 

vi soi ngược, tấm biểu mô nuôi cấy ở thời điểm thu hoạch phẳng, các tế bào 

biểu mô có hình đa diện nằm sát nhau (hình 3.32). Trên tiêu bản nhuộm HE. 

tấm biểu mô nuôi cấy có khoảng 4-5 hàng tế bào, hàng tế bào trên cùng dẹt và 

có nhân dẹt (hình 3.33).    

 

Hình 3.32. Tấm biểu mô NMM của BN Nguyễn Hữu C. 14 tuổi.  

(KHV soi ngƣợc x 250) 
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Hình 3.33. Tấm biểu mô NMM của BN Phạm Ngọc T. 24 tuổi. 

(H.E.x500) 

1.Biểu mô 2.Màng ối 

Trên hình ảnh siêu vi, bề mặt tế bào hàng trên cùng của tấm biểu mô 

nuôi cấy có những vi nhung mao ngắn và chia nhánh, giống với hình ảnh của 

tế bào bề mặt ở giác mạc người bình thường. Song chúng tôi nhận thấy, kích 

thước của các vi nhung mao ở đây lớn hơn, và số lượng vi nhung mao ít hơn 

so với tấm biểu mô nuôi cấy ở thỏ (hình 3.34). 

 

1 

2 
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Hình 3.34. Bề mặt tấm biểu mô nuôi cấy BN Nguyễn Văn L. (SEM) 

Dưới kính hiển vi điện tử truyền qua, trên bề mặt tế bào lớp trên cùng 

thấy rõ các vi nhung mao ngắn, bào tương có nhiều ti thể dài, mào rõ, chất 

nền sẫm màu và lưới nội bào có hạt phát triển mạnh, lưới nội bào có lòng hẹp 

và ít ribosom bám ngoài, khoảng gian bào rất hẹp (hình 3.35, 3.36) 

 



86 

 

 

             

Hình 3.35. Tế bào lớp bề mặt tấm biểu mô nuôi cấy BN Trần Thị Thúy P. 

(TEM) 

1. Vi nhung mao   2. Ranh giới giữa hai tế bào 3. Lưới nội bào có hạt 

1 

2 

3 



87 

 

 

Hình 3.36. Cấu trúc tế bào bề mặt tấm biểu mô nuôi cấy BN Nguyễn 

Văn L. (TEM) 

1. Vi nhung mao 2. Lưới nội bào 3. Ti thể 

 

 

 

 

 

1 

2 

3 
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Ở lớp trên của tấm biểu mô nuôi cấy, tế bào của tấm biểu mô liên kết 

với nhau bằng các cầu bào tương dài (dài hơn so với cầu bào tương khi nuôi 

cấy trên thỏ thực nghiệm) (hình 3.38) và các thể liên kết (hình 3.37), trong 

bào tương tế bào có nhiều lưới nội bào có hạt, ti thể, hạt glycogen (hình 3.38, 

3.39), bộ Golgi nằm gần nhân với các túi dẹt và không bào, ranh giới giữa các 

tế bào rộng, tuy nhiên hẹp hơn so với khoảng gian bào của tấm biểu mô khi 

nuôi cấy trên thỏ (hình 3.39).  

 

Hình 3.37. Ranh giới giữa các tế bào biểu mô nuôi cấy  

BN Nguyễn Văn L. (TEM) 

1. Thể liên kết 2. Khoảng gian bào 

1 

2 
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Hình 3.38. Ranh giới giữa hai tế bào tấm biểu mô nuôi cấy 

 BN Nguyễn Thị P. (TEM) 

1. Cầu bào tương   2. Thể liên kết 3. Lưới nội bào có hạt 4. Ti thể 

 

3 

2 

1 

4 
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Hình 3.39. Tế bào lớp đáy của tấm biểu mô NMM nuôi cấy 

 BN Lê Văn L. (TEM) 

1. Nhân tế bào   2. Bộ Golgi 3. Không bào 4. Lưới nội bào 

3.1.5. Kết quả định danh tế bào tấm biểu mô nuôi cấy bằng hóa mô miễn dịch  

Trên các tiêu bản nhuộm hóa mô miễn dịch phát hiện p63, nhân các tế 

bào của tấm biểu mô bắt màu nâu sẫm, đặc biệt là nhân các tế bào lớp đáy 

(hình 3.40). 

Nhuộm phát hiện K3: K3 thể hiện yếu ở các tế bào lớp đáy và thể hiện rõ ở 

các tế bào lớp trên (hình 3.41). 

1 

2 

3 

4 
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Hình 3.40. Tấm biểu mô NMM nuôi cấy của BN Hoàng Tiến D. 

(p63x500) 

1. Biểu mô 2. Màng ối 

 

Hình 3.41. Tấm biểu mô NMM nuôi cấy của BN Nguyễn Văn N. 

(K3x1000) 

1. Biểu mô 2. Màng ối 

1 

1 

2 

2 

1 
2 
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3.1.6. Kết quả ghép tấm biểu mô NMM nuôi cấy  

Đánh giá kết quả  phẫu thuật dựa trên 3 yếu tố: độ  trong và áp của tấm 

biểu mô, tình trạng biểu mô bề mặt nhãn cầu, tăng sinh tân mạch nông, sâu 

hoặc tổ chức xơ trên giác mạc. 

Phẫu thuật ghép thành công ở 12 ca. Trong đó 9 ca có thị lực cải thiện, 

chúng tôi nhận thấy ở các BN này có sự cải thiện rõ rệt về thị lực nhìn gần, 

trong khoảng 10–30 cm. Đặc biệt 3 BN loạn dưỡng giác mạc (ở 6 ca phẫu 

thuật) và 1 BN bỏng (BN số 5) đã có thể đọc, viết và soạn tin nhắn qua điện 

thoại, đọc được sách ở cỡ chữ bình thường, không phóng to, tuy nhiên phải 

dùng ở khoảng cách rất gần. 
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CHƢƠNG 4:  

BÀN LUẬN 

4.1. Về lựa chọn nền nuôi cấy 

Nền nuôi cấy đóng vai trò quan trọng trong nghiên cứu nuôi cấy tế bào. 

Nghiên cứu của chúng tôi sử dụng giá đỡ là màng ối đã nạo sạch biểu mô theo 

quy trình chuẩn của bộ môn Mô-Phôi, Trường Đại học Y Hà Nội.  

Hiện nay, các tác giả trên thế giới chưa thống nhất được cách sử dụng 

màng ối làm nền nuôi cấy và kể cả cách xử lý loại bỏ biểu mô màng ối. Tuy 

nhiên, việc sử dụng màng ối đã loại bỏ biểu mô là xu hướng được sử dụng 

rộng rãi hơn do: (1) hiệu quả nuôi cấy cao, (2) đối với biểu mô, màng đáy 

không chỉ là giá đỡ đơn thuần về mặt cơ học, mà các protein ở màng đáy đóng 

vai trò quan trọng trong sự tăng sinh, biệt hóa, tạo hình và ngăn cản sự chết 

theo chương trình cho các tế bào biểu mô. Ở màng ối, các protein collagen 

type IV, V, fibronectin, laminin 1, laminin 5 đóng vai trò quyết định trong sự 

biệt hóa và tăng sinh của tế bào biểu mô [50].  

Muốn tế bào biểu mô nuôi cấy có thể tiếp xúc trực tiếp với màng ối thì 

bước quan trọng là phải loại bỏ toàn bộ biểu mô màng ối [94],[95],[96].  

Hiện nay trên thế giới có 3 cách chính để loại bỏ biểu mô màng ối khỏi 

mô nền, đó là: (1) sử dụng EDTA là một chất hóa học có khả năng gắp các 

ion hóa trị II, các ion này là thành phần không thể thiếu trong các mối liên kết 

giữa các tế bào, (2) sử dụng dispase là enzyme tiêu hủy các thành phần ngoại 

bào, đặc biệt là các thành phần màng đáy như collagen VI, fibronectin và 

laminin để giải phóng các tế bào biểu mô, (3) sử dụng ammonia 10%. Sau 
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đó, biện pháp cơ học tiếp tục được sử dụng để nạo bỏ tế bào biểu mô đã 

suy yếu.  

Gần đây, Hopkinson đã đề xuất phương pháp loại bỏ biểu mô màng ối 

mới bằng việc ngâm màng ối trong thermolysin 125µg/ml, kết quả cho thấy 

bằng phương pháp này, phần màng ối đã loại bỏ biểu mô không bị ảnh hưởng 

tới cấu trúc phân tử, và cấu trúc hình thái của màng đáy như khi sử dụng 

EDTA và Dispase [97]. 

Khi so sánh chất lượng của tấm biểu mô vùng rìa nuôi cấy bằng 

phương pháp dịch treo trên nền màng ối nạo bỏ sạch biểu mô và nuôi cấy trên 

nền màng ối còn nguyên vẹn, Kozumi N. và CS. (2007) thấy: tấm biểu mô 

nuôi trên nền màng ối loại đã loại bỏ biểu mô có khả năng tạo tầng và biệt hóa 

tốt hơn, các tế bào gắn chặt với màng đáy, khoảng gian bào giữa các tế bào 

hẹp hơn, số lượng các mối liên kết giữa các tế bào biểu mô nhiều hơn. Ngược 

lại, khi nuôi cấy trên nền màng ối còn nguyên cả biểu mô, khả năng tạo tầng 

kém, nhiều vùng chỉ tạo được lớp đơn tế bào, ít mối liên kết giữa tế bào-tế 

bào, tế bào-màng đáy, khoảng gian các tế bào khá rộng [98].  

Trong các nghiên cứu nuôi tạo tấm biểu mô giác mạc từ tế bào gốc 

vùng rìa giác mạc và biểu mô kết mạc của chúng tôi cũng cho thấy việc sử 

dụng màng ối đã nạo bỏ biểu mô thực sự có hiệu quả [99],[100]. 

Bên cạnh đó, nhiều nghiên cứu lại khẳng định sự ưu việt của màng ối 

để nguyên biểu mô khi nuôi cấy tế bào biểu mô, vì màng ối để nguyên biểu 

mô cung cấp vi môi trường thuận lợi cho sự phát triển của tế bào gốc [101], 

[102],[103]. Fukuda K. (1999) cho rằng biểu mô màng ối có chứa những yếu 

tố tăng trưởng, yếu tố phát triển biểu bì EGF, yếu tố phát triển giác mạc bào 
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KGF (Keratinocyte growth factor), yếu tố phát triển thần kinh NGF (Nerve 

growth factor). Chính những yếu tố này sẽ giúp tế bào biểu mô phát triển và 

phân chia. Màng ối có khả năng duy trì tính gốc của tế bào biểu mô [50].  

Việc có nên sử dụng màng ối trong quá trình nuôi cấy tấm biểu mô hay 

không cũng được nhiều tác giả quan tâm. Nếu không sử dụng màng ối, bề mặt 

giác mạc sau ghép sẽ trong hơn so với nhóm có sử dụng màng ối làm nền 

nuôi cấy. Higa K. và CS. (2012) theo dõi bệnh nhân được ghép tấm biểu mô 

NMM nuôi cấy trên màng fibrin (nhóm 1) và màng ối (nhóm 2) thấy những 

bệnh nhân ở nhóm 1 cải thiện thị lực tốt hơn và giảm hiện tượng tân mạch 

tăng sinh [20]. Điều này được giải thích là do tấm biểu mô không giá đỡ khi 

ghép sẽ tiếp xúc trực tiếp với chất nền ở giác mạc, tế bào biểu mô cấy ghép 

liên hệ trực tiếp với giác mạc bào mà không bị ngăn cản bởi màng ối. Kết quả 

này cũng được Hayashida Y. và CS. (2005) minh chứng [73].  

Tác giả Kocaba V. và CS. (2014) không sử dụng màng ối và cũng 

không sử dụng màng fibrin, mà tác giả này sử dụng màng polymer nhạy cảm 

nhiệt, theo tác giả này việc sử dụng màng polymer nhạy cảm nhiệt thực sự có 

hiệu quả khi đánh giá hiệu quả lâm sàng, lý giải đó là do khi thu hoạch tấm 

biểu mô nuôi cấy phục vụ cho cấy ghép không cần phải sử dụng enzyme để 

tách tấm biểu mô khỏi giếng nuôi cấy, việc không sử dụng enzyme trong khâu 

thu hoạch thực sự có lợi vì không làm hủy hoại các protein của màng đáy và 

các protein tương tác giữa các tế bào với nhau [24]. Có rất nhiều tác giả sử 

dụng giá đỡ này trong nghiên cứu nuôi cấy tấm biểu mô như Nishida K. và 

CS. (2004) [58], Hori Y. và CS. (2007) [70], Hori Y. và CS. 2008 [69], Oie 

Y. và CS. (2010) [71], Hayashida Y. và CS. (2005) [73]. 
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Tế bào biểu mô NMM có khả năng tiết ra các yếu tố tăng sinh mạch 

nên gây ra sự xâm nhập của mô liên kết vào mảnh ghép, tuy nhiên giác mạc 

bào lại sản sinh ra yếu tố chống lại sự hình thành tân mạch như 

thrombospondin, vì vậy, nếu không có nền màng ối thì sự hình thành tân 

mạch sẽ giảm đi.  

Lợi thế của tấm biểu mô không giá đỡ (giá fibrin hoặc màng nhạy cảm 

nhiệt) trong ghép là không cần khâu hay dùng hồ fibrin để dính tấm biểu mô 

lên mô nền giác mạc, song cơ chế cho vấn đề này vẫn cần được sáng tỏ. 

Nishida K. và CS. (2004) cho rằng cơ chế chính của hiện tượng này là chất 

nền nguyên vẹn và các phân tử kết dính [58]. Higa K. cũng đã khẳng định sự 

có mặt của phân tử kết dính intergrin β1 ở tấm biểu mô nuôi trên fibrin đó là 

yếu tố có thể giúp cho tấm biểu mô tồn tại tốt trên bề mặt nhãn cầu [57].  

Ngược lại, khi sử dụng màng ối làm nền nuôi cấy khi ghép cần phải 

khâu nên có thể gây ra hiện tượng phát triển của các tế bào biểu mô ở mặt 

dưới của màng ối, điều này phải khắc phục bằng sử dụng keo fibrin [104].  

Nghiên cứu của Higa K. tiến hành trên mô hình thỏ bị nạo bỏ biểu mô 

giác mạc và vùng rìa, nhưng không gây thương tổn gì mô đệm, vì vậy, kết quả 

ghép tấm biểu mô nuôi cấy trên nền fibrin cho kết quả tốt [57]. Kocaba V. và 

CS. (2014) khi ghép tấm biểu mô NMM nuôi cấy trên nền màng polymer 

nhạy cảm nhiệt cho bệnh nhân nhận thấy: sau khi ghép 12 tháng, thị lực của 9 

BN không cải thiện nhưng không thấy xuất hiện tân mạch trong mô nền giác 

mạc, tác giả cho rằng thị lực của bệnh nhân không cải thiện là do mô nền giác 

mạc vốn đã đục trước ghép [24].  



97 

 

Trên thực tế, ở những bệnh nhân bị tổn thương bị tổn thương bề mặt 

nhãn cầu do bỏng thường mô nền giác mạc tổn thương nặng nề. Đối với các 

bệnh nhân này, việc ghép tấm biểu mô NMM nuôi cấy trên nền màng ối là rất 

có lợi vì tận dụng được rất nhiều đặc tính quý báu của màng ối đó là màng vô 

mạch, đặc tính vật lí tốt, có đặc tính ức chế tăng sinh mạch và chống viêm, có 

các yếu tố phát triển và các đặc tính chống hình thành tổ chức liên kết và giàu 

thành phần màng đáy [105],[106].  

Kocaba V. và CS. (2014) mặc dù khẳng định ưu việt của màng polymer 

nhạy cảm nhiệt, song lại có những kết luận minh chứng cho việc sử dụng 

màng ối làm nền nuôi cấy là phù hợp, đó là tác giả không thấy sự tái tạo trở 

lại của màng Bowman do bị hủy trước khi ghép khi sử dụng màng polymer 

làm nền nuôi cấy, vì thế sự tồn tại của màng ối như một hàng rào ngăn lớp 

biểu mô và mô nền tỏ ra là lợi thế hơn về mặt sinh lý [24]. 

Sudha B. và CS. (2009) nhận thấy màng ối điều khiển sự sống và sự 

phân chia tế bào gốc biểu mô vùng rìa trong ống nghiệm [107]. Đặc tính gốc 

của tế bào gốc biểu mô vùng rìa được bảo tồn khi nuôi cấy trong ống nghiệm 

[108],[109]. Hơn thế, nhiều tế bào lưu giữ BrdU hơn và ít tế bào lưu giữ Ki67 

hơn khi nuôi cấy ở tấm biểu mô nuôi trên màng ối so với tấm biểu mô nuôi 

không có màng ối [57].  

Như vậy, các nghiên cứu đều cho thấy màng ối ảnh hưởng tới sự biệt 

hóa và duy trì tính gốc của tế bào. Trong nghiên cứu của chúng tôi, BN Võ 

Vũ Ngọc Y. (31 tuổi) sau ghép tấm biểu mô NMM nuôi cấy thay thế cho giác 

mạc ở thời điểm 12 tháng, do xơ mạch tăng sinh phải ghép lại lần 2, trong tổ 

chức cắt gọt của giác mạc thấy tồn tại tồn tại tấm biểu mô NMM được ghép 

trước đó. Tuy nhiên, chúng tôi thấy xuất hiện tổ chức xơ mạch ở giữa tấm 
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biểu mô và nhu mô giác mạc phía dưới (hình 4.1), điều này được giải thích 

có thể trong thời gian hậu phẫu, tấm biểu mô không áp chặt vào nền giác 

mạc nên dễ bị tổ chức xơ mạch xâm lấn từ phía ngoài vào trung tâm ở  phía 

dưới của tấm biểu mô. Một trong những nguyên nhân của hiện tượng này là 

do chất lượng tấm biểu mô nuôi cấy (mức độ dai, tách dễ dàng khỏi đáy 

giếng nuôi cấy). 

 

Hình 4.1. Mảnh mô gọt sau ghép 12 tháng  

của BN Võ Vũ Ngọc Y. (31 tuổi) (H.E.x250) 

1. Biểu mô NMM 2. Tổ chức xơ mạch 

4.2. Về vị trí và kích thƣớc của mảnh NMM dùng cho nuôi cấy 

Thành công của quy trình nuôi tạo tấm biểu mô phụ thuộc nhiều vào 

chất lượng của mẫu mô nuôi cấy ban đầu. Do đó, lựa chọn được vị trí trích 

thủ để thu được mảnh mô có nhiều tế bào gốc là một bước quan trọng. Việc 

1 

2 
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xác định nơi cư trú của tế bào gốc biểu mô NMM gặp nhiều khó khăn vì 

không có một đặc điểm hình thái, giải phẫu đặc thù nào có thể nhận diện được 

[110],[111].  

Khi nghiên cứu cấu trúc vi thể NMM thỏ chúng tôi thấy: trong khi biểu 

mô ở niêm mạc vùng mặt trong niêm mạc má, cách góc miệng 2mm và vùng 

môi mỏng không thấy có nhú chân bì thì niêm mạc vùng trung tâm má thỏ có 

lớp biểu mô khá dày, đường ranh giới với mô liên kết bên dưới có các nhú 

cao. Khoảng 2-3 hàng tế bào sát đáy có kích thước nhỏ, nhân lớn, biểu hiện 

dương tính với marker p63, trong đó có những tế bào có biểu hiện dương tính 

mạnh. P63 là một protein có mặt trong nhân của các tế bào chưa biệt hóa. Đặc 

tính biểu hiện dương tính ở mức độ cao với p63 và tỷ lệ nhân/bào tương lớn là 

2 yếu tố được xem là các dấu hiệu nhận diện tế bào gốc biểu mô NMM 

[67],[73]. Ở BN, chúng tôi cũng đã nhuộm hóa mô miễn dịch p63 mảnh 

NMM, kết quả tương tự của thỏ, đặc biệt ở người các nhú chân bì cao và chia 

nhánh.  Như vậy, mảnh mô niêm mạc ở vùng giữa má có những đặc điểm 

thích hợp dùng để nuôi cấy vì khả năng thu được tế bào gốc ở vùng này cao 

hơn so với các vùng khác nếu xét trên cùng một diện tích miếng mô trích thủ. 

Kết quả của chúng tôi phù hợp với nhiều công bố trên thế giới 

[67],[110],[70],[63],[112],[14],[73]. 

Về kích thước mảnh mô trích thủ: Với mỗi đối tượng nghiên cứu, cần 

phải nuôi tạo hai tấm biểu mô, trong đó một tấm sử dụng cho ghép tự thân, 

một tấm còn lại để kiểm tra cấu trúc. Qua nghiên cứu, chúng tôi thấy khi nuôi 

cấy bằng dịch treo, mật độ tế bào nuôi cấy là 1x10
6
/ml, để có 2ml dịch treo 

cần mảnh niêm mạc có đường kính 8mm. Trong tổng quan của chúng tôi thấy 

nhiều tác giả khi sử dụng phương pháp nuôi cấy bằng dịch treo có kích thước 
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mảnh mô trích thủ nhỏ hơn, song các tác giả này chỉ nuôi 01 giếng nuôi cấy, 

Nishida K. và CS. (2004) trích thủ mảnh mô đường kính 3mm [11], Ma D. H. 

và CS. (2009) trích thủ mảnh mô với đường kính 6x6mm [14].  

Trong phương pháp nuôi bằng mảnh mô, chúng tôi phải trích thủ mảnh 

NMM có đường kính 6mm để cắt nhỏ thành 6 mảnh có kích thước 1x1mm 

dùng để nuôi cấy. Đối với phương pháp mảnh biểu mô, các mẫu NMM được 

cắt thành các mảnh có kích thước 0,5x0,5mm, và mảnh NMM trích thủ chỉ 

cần có đường kính là 3mm. Việc lấy mảnh NMM nhỏ sẽ làm giảm đau đớn 

cho BN và vết thương sau trích thủ mau lành hơn. Kích thước 3mm của mảnh 

NMM cũng là kích thước nhỏ nhất mà một số tác giả đã thông báo [99],[113]. 

Ở phương pháp nuôi cấy dùng mảnh biểu mô, do mảnh biểu mô được tách 

khỏi mô liên kết trước khi nuôi cấy nên diện tiếp xúc của các tế bào gốc lớp 

đáy được tối đa bộc lộ, với cách nuôi cấy này còn loại được hoàn toàn nguyên 

bào sợi khỏi tấm biểu mô nuôi cấy giúp tấm phẳng đẹp, còn ở phương pháp 

mảnh mô thì ngược lại.  

4.3. Về môi trƣờng nuôi cấy 

Ở giai đoạn đầu nghiên cứu chúng tôi sử dụng môi trường SHEM1, là 

môi trường được pha từ DMEM và Ham’s F12 tỉ lệ 1:1 có bổ sung thêm FBS, 

EGF, kháng sinh, kháng nấm. Chúng tôi đã nuôi 18 mẫu, kết quả chỉ có 6 mẫu 

mọc, tất cả các mẫu đều không kín đáy lồng sau 28 ngày nuôi cấy, tốc độ mọc 

rất chậm. Sau đó chúng tôi chuyển sang sử dụng môi trường SHEM2 để nuôi 

cấy tế bào gốc biểu mô NMM. Đây là môi trường SHEM1 bổ sung thêm 

insulin, hydrocortisone, triiodothyronin, isoproterenol. Với môi trường 

SHEM2, kết quả nuôi tạo tấm biểu mô khá tốt: tỉ lệ mọc trung bình là 76,74% 

với phương pháp nuôi bằng mảnh mô, 95% ở phương pháp dịch treo và 
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89,47% ở phương pháp mảnh biểu mô. Sau khi đã xác định được môi trường 

nuôi cấy, phương pháp nuôi cấy, chúng tôi đã nuôi 30 mẫu biểu mô NMM 

thỏ, tỉ lệ nuôi tạo thành công tấm biểu mô là 100% và trên 17 BN với tỉ lệ 

nuôi tạo thành công tấm biểu mô là 90% với thời gian nuôi cấy trung bình là 

16-28 ngày.  

Môi trường nuôi cấy là một trong các yếu tố quyết định sự thành công 

của quá trình nuôi cấy, ngoài các thành phần cơ bản là DMEM và Ham’s F12 

tỉ lệ 1:1 còn có các chất bổ sung khác: huyết thanh, hormon, các yếu tố tăng 

trưởng, kháng sinh và kháng nấm. Mỗi tác giả có một công thức riêng cho 

môi trường nuôi cấy. Giai đoạn đầu, chúng tôi sử dụng môi trường SHEM1 

để nuôi cấy tế bào gốc biểu mô NMM, tỉ lệ các mẫu mọc chỉ là 30%, các tấm 

biểu mô đều không đẹp. Môi trường SHEM1 là môi trường chúng tôi đã sử 

dụng để nuôi tạo thành công tấm biểu mô giác mạc từ tế bào gốc rìa giác mạc. 

Rõ ràng rằng, cùng là biểu mô nhưng yêu cầu thành phần môi trường khác 

nhau đối với mỗi loại tế bào gốc.  

Ở môi trường SHEM2, chúng tôi sử dụng môi trường SHEM1 và bổ 

sung insulin, hydrocortisone, T3, isoproterenol, các tế bào gốc biểu mô NMM 

đã tăng sinh tạo thành tấm biểu mô với tỉ lệ từ 89,5%-95%. Mặc dù so với 

nhiều tác giả khác trên thế giới, môi trường SHEM2 của chúng tôi thiếu thành 

phần choleratoxin, tuy nhiên, với tỉ lệ nuôi tạo thành công tấm biểu mô, chúng 

tôi thấy môi trường SHEM2 sử dụng tốt để nuôi tạo tấm biểu mô từ tế bào 

gốc NMM. Sở dĩ chúng tôi có kết quả như vậy là do hai lí do sau (1) có sử 

dụng FBS trong môi trường nuôi cấy, (2) cả hai chất choleratoxin và 

isoproterenol được biết là các chất làm tăng cAMP của tế bào, AMP vòng lại 

làm tăng sự phát triển của các cụm tế bào biểu mô khi nuôi cấy biểu mô tầng 
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ở người, nghiên cứu của chúng tôi sử dụng môi trường thiếu choleratoxin 

nhưng lại có sử dụng isoproterenol. 

Trong môi trường SHEM2, thành phần chủ yếu là DMEM và Ham’s 

F12 với tỉ lê 1:1. Sự kết hợp giữa Ham’s F12 là môi trường giàu thành phần 

và DMEM giàu dinh dưỡng sẽ tạo điều kiện tốt để nuôi dưỡng các tế bào 

đang tăng sinh. Ngoài hai thành phần chính, môi trường SHEM2 được bổ 

sung một số thành phần khác: 

(1) Trong điều kiện nuôi cấy tại Việt Nam, việc sử dụng kháng sinh và 

kháng nấm trong môi trường nuôi cấy tế bào, đặc biệt là biểu mô NMM là cần 

thiết, đặc biệt với các mẫu nuôi cấy trên thỏ, việc vệ sinh và sát khuẩn khoang 

miệng trước khi lấy mẫu rất khó tiến hành. Trong nghiên cứu này, chúng tôi 

sử dụng nồng độ kháng sinh streptomycin 100μg/ml, penicillin 100UI/ml, 

kháng nấm amphotericin B với nồng độ 25μg /ml. Các tác giả khác nhau sử 

dụng kháng sinh ở những nồng độ hoàn toàn khác nhau. Mặc dù gentamicin là 

một kháng sinh có tính độc với tế bào cao, song Madhira S. L. và CS. (2008), 

Satake Y. và CS. (2008) có sử dụng  gentamicin trong thành phần môi trường 

nuôi cấy [26],[72]. Amphotericin B là chất được hầu hết các tác giả sử dụng, 

tuy nhiên do tính độc nên một số nghiên cứu không sử dụng kháng nấm trong 

môi trường nuôi cấy như Hirayama M. năm 2012 không những không dùng 

amphotericin B và không sử dụng cả penicillin khi nuôi cấy [20].  

(2) Huyết thanh: Hiện tại, huyết thanh dùng chủ yếu trong nuôi cấy 

tăng sinh tế bào biểu mô để tái tạo bề mặt nhãn cầu vẫn là huyết thanh bào 

thai của bò [114],[10],[11],[115]. Huyết thanh có chứa các yếu tố tăng trưởng 

kích thích tăng sinh tế bào, các hormon, các yếu tố kết dính và ức chế hoạt 

động của trypsin và kích thích kết dính tế bào, tăng độ quánh và tăng cường 
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năng lực cho hệ đệm... tuy nhiên nó chứa rất nhiều những thành phần bất lợi, 

khó kiểm soát về mặt chất lượng cũng như vấn đề lây nhiễm, đặc biệt khi sử 

dụng huyết thanh có nguồn gốc động vật. Để giải quyết vấn đề này, cho tới 

nay, đã có rất nhiều nghiên cứu sử dụng huyết thanh tự thân cho kết quả nuôi 

cấy tốt. Các tác giả khác nhau sử dụng huyết thanh tự thân với nồng độ cũng 

hoàn toàn khác nhau. Một số tác giả đã thành công trong việc thay thế huyết 

thanh bê bởi huyết thanh của chính BN khi nuôi cấy tấm biểu mô NMM đó là: 

Nakamura T. và CS. (2006) [83], Ang L. P. và CS. (2006)  [12]. Priya C. G. 

và CS. (2011). Satake Y. và CS. (2011) [18]. Hirayama M. và CS. (2012) cho 

kết quả nuôi cấy tốt [20].  

Hội chứng LSCD rất thường gặp trong hội chứng Stevens-Jonhson 

[29],[43],[44], có một vấn đề đáng lo ngại đó là: ở những BN bị Stevens-

Johnson, nồng độ Fas ligand dạng hòa tan (sFasL) trong máu cao ở giai đoạn 

đầu bị bệnh, đây là chất có thể đóng vai trò hết sức quan trọng gây ra việc 

chết theo chương trình của các tế bào biểu mô và cơ chế bệnh học của hội 

chứng này [116]. Vì vậy, nếu sử dụng huyết thanh tự thân của các BN này sẽ 

gây hiện tượng chết theo chương trình của tế bào tại chính tấm biểu mô nuôi 

cấy. Tuy vậy, tác giả Ang L. P. và CS. (2006) đã so sánh chất lượng của tấm 

biểu mô NMM được nuôi cấy bằng môi trường huyết thanh tự thân với nồng 

độ 5% của 10 trường hợp (7 BN bị Stevens-Johnson và 3 BN bị LSCD do các 

nguyên nhân khác) và môi trường có huyết thanh bào thai bò, kết quả là tấm 

biểu mô nuôi bằng hai môi trường khác nhau nhưng có hình thái giống nhau 

và giống với biểu mô giác mạc bình thường, đều hình thành các protein liên 

quan tới màng đáy và thể bán liên kết bao gồm intergrins α6 và β4, góp phần 

đảm bảo tính toàn vẹn cho mảnh ghép [12]. 
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 Nakamura T. và CS. (2006) nghiên cứu nuôi cấy tế bào trên 09 BN sử 

dụng huyết thanh tự thân [83], Priya C. G. và CS. (2011) sử dụng huyết thanh 

tự thân của BN với nồng độ 10% và sử dụng thêm penicillin 100UI/ml, 

streptomycin 100mg/ml, insulin 10µg/ml, EGF tái tổ hợp 10ng/ml, 

hydrocortisone 0,5mg/ml, T3 2 nmol/l, isoproterenol 1mmol/ml [67], Satake 

Y. và CS. (2011) sử dụng ở nồng độ 4% huyết thanh tự thân và penicillin/ 

streptomycin 50UI/ml, insulin 5µg/ml, choleratoxin 0,1nmol/l, EGF tái tổ hợp 

10ng/ml [18]. Hirayama M. và CS. (2012) sử dụng huyết thanh tự thân với 

nồng độ 4%, và bổ sung thêm vào môi trường nuôi cấy 100 µg/ml 

streptomycin, insulin 10µg/ml, hydrocortisone 0,5mg/ml, triiodothyronin 

2nmol/ml [20]. 

Bên cạnh việc sử dụng huyết thanh tự thân để mong muốn loại bỏ các 

thành phần có nguồn gốc động vật khỏi thành phần nuôi cấy, huyết thanh 

người có nhóm máu AB cũng được sử dụng. Nghiên cứu khi nuôi cấy tế bào 

biểu mô thay thế bề mặt nhãn cầu, tác giả Zakaria N. và CS. (2014) đã so sánh 

hai loại môi trường nuôi cấy CNT20 được bổ sung 1% huyết thanh người 

nhóm máu AB và SHEM có sử dụng huyết thanh bào thai của bò với nồng độ 

5% cho kết luận môi trường sử dụng huyết thanh người thay thế cho huyết 

thanh động vật là khả thi [6].  

Để giải quyết các bất lợi do huyết thanh trong môi trường nuôi cấy gây 

ra, môi trường không huyết thanh là một lựa chọn trong nhiều nghiên cứu, tuy 

nhiên để áp dụng rộng rãi loại môi trường này cần có nhiều nghiên cứu sâu 

hơn và hiện tại giá thành của môi trường khá cao [80],[84]. Rõ ràng rằng, việc 

sử dụng môi trường có huyết thanh cho kết quả tốt hơn khi không có nó trong 
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nuôi cấy. Trong điều kiện thực tại ở Việt Nam và trong nghiên cứu của chúng 

tôi có sử dụng huyết thanh bào thai của bò ở nồng độ 10%. 

(3) Các thành phần khác: Các hormon insulin, triiodothyronin, EGF, 

hydrocortisone, isoproterenol, choleratoxin cũng được hầu hết các tác giả trên 

thế giới sử dụng khi nuôi cấy tế bào biểu mô NMM với các nồng độ khác 

nhau. Trong nghiên cứu của chúng tôi có sử dụng insulin với nồng độ 5μg/ml, 

hydrocortisone 0,5μg/ml, isoproterenol 0,25μg/ml, T3 1,3ng/ml, EGF 

10ng/ml. 

4.4. Về phƣơng pháp nuôi cấy 

4.4.1. Phương pháp nuôi cấy bằng mảnh mô 

Sau khi trích thủ được mảnh NMM, chúng tôi cắt thành các mảnh nhỏ 

1x1mm, ủ các mảnh này với dispase trong thời gian 5 phút. Dispase có tác 

dụng hủy một số thành phần protein như fibronectin, collagen IV... sẽ làm 

lỏng lẻo liên kết biểu mô và mô nền phía dưới. Tuy nhiên, khi sử dụng 

phương pháp này, trừ các tế bào ở chu vi mảnh mô được dán vào màng ối sẽ 

dễ bò lan, các tế bào khác bị hạn chế bởi mô đệm  để có thể tiếp xúc với nền 

nuôi cấy.  

Ba ngày sau khi nuôi cấy, các tế bào từ mảnh mô đã tăng sinh bò lan ra 

xung quanh, có tế bào tròn xen lẫn với các tế bào hình sao, hình thoi. Sau 

16-28 ngày nuôi cấy, tấm biểu mô nuôi cấy đã có từ 4-6 hàng tế bào. Bề mặt 

tấm biểu mô không bằng phẳng, có các gờ nổi lên. Khi cắt dọc tấm biểu mô, 

trong các gờ này là nguyên bào sợi. Theo chúng tôi, hiện tượng trên là do bên 

dưới lớp biểu mô của NMM là lớp mô liên kết lỏng lẻo, có độ đàn hồi và 

mềm dẻo hơn so với mô liên kết ở các vùng khác. Vì vậy, khi cắt gọt mẫu 
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bằng tay không thể loại bỏ hoàn toàn được lớp mô liên kết này. Trong điều 

kiện môi trường thuận lợi, những nguyên bào sợi trong mô liên kết còn sót lại 

đã tăng sinh, thậm chí ở một số mẫu nuôi cấy chúng còn chiếm ưu thế hơn so 

với tế bào biểu mô. Bề mặt tấm biểu mô không bằng phẳng sẽ ảnh hưởng 

tới hiệu quả nếu ghép lại cho BN. Hơn nữa, sự có mặt của các nguyên bào 

sợi là điều kiện thuận lợi cho tổ chức xơ mạch bò vào giác mạc, theo 

Atiyeh và CS. (2007) nguyên bào sợi chế tiết ra nhiều chất trong đó có 

fibronectin có khả năng hóa hướng động các nguyên bào sợi ở vùng lân cận 

di chuyển tới gần nó [117]. 

Khi nuôi cấy tấm biểu mô giác mạc từ tế bào gốc vùng rìa giác mạc 

trong các đề tài trước, chúng tôi cũng nuôi bằng phương pháp mảnh mô 

nhưng không thấy hiện tượng này xảy ra.  

Thêm bằng chứng cho hiện tượng này, trong nghiên cứu của Kanayama 

S. và CS. (2007) trên tấm biểu mô giác mạc và NMM nuôi cấy để xác định 

các yếu tố gây ra hiện tượng kết mạc hóa sau ghép tấm biểu mô giác mạc, 

dịch nuôi cấy được thu hoạch ở các thời điểm khác nhau, protein FGF2 và 

VEGF (vascular endothelial growth factor-yếu tố phát triển nội mô mạch 

máu), TGFβ1 (transforming growth factor β1-yếu tố phát triển chuyển dạng), 

và angiopoietin được phân tích bằng kỹ thuật ELISA (enzyme linked 

immunosorbent assay), thêm nữa, mRNA của các sản phẩm FGF2 và VEGF 

được xác định bằng RT-PCR thấy rằng: tấm biểu mô NMM nuôi cấy chế tiết 

nhiều FGF, mRNA của FGF cũng cao hơn một cách có ý nghĩa thống kê hơn 

tấm biểu mô giác mạc nuôi cấy. Điều này đã khẳng định, chính FGF2 là 

nguyên nhân dẫn tới hiện tượng tân mạch và kết mạc hóa giác mạc xảy ra ở 

tấm biểu mô NMM nuôi cấy mà đối với tấm biểu mô nuôi cấy từ tế bào gốc 
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vùng rìa giác mạc không xảy ra. Tác giả này cũng đưa ra giả thuyết rằng 

FGF2 được tổng hợp, giải phóng và tích lũy ở chất nền ngoại bào, sau đó 

nó lại được giải phóng xuống chất nền giác mạc phía dưới sau khi ghép 

[118]. FGF có khả năng kích thích sự gia tăng của nhiều tế bào khác: như 

nguyên bào sợi, tế bào nội mô mạch máu, tăng cường lắng đọng các chất 

nền ngoại bào.  

Từ tất cả các lý do trên, nên mặc dù phương pháp nuôi cấy bằng mảnh 

mô NMM đơn giản và cũng được nhiều tác giả trên thế giới sử dụng, nhưng 

sau khi nuôi 30 mẫu chúng tôi không sử dụng phương pháp này nữa. 

Vậy, đối với NMM, phương pháp nuôi cấy được ưu tiên hơn đó là nuôi 

bằng dịch treo hoặc mảnh biểu mô (không chứa mô liên kết phía dưới) để 

tránh sự di cư của tế bào sợi vào tấm biểu mô nuôi cấy. 

4.4.2. Phương pháp nuôi bằng dịch treo 

Khi xử lý tạo dịch treo tế bào và mảnh biểu mô, chúng tôi dùng enzyme 

dispase, đây là một lựa chọn thường quy khi xử lý mảnh mô vùng  rìa cũng 

như mảnh mô NMM để nuôi cấy [4],[119],[72]. Để có được dịch treo tế bào 

với mật độ 1x10
6
 tế bào/ml, chúng tôi cắt mảnh NMM vừa trích thủ thành các 

mảnh nhỏ kích thước 0,5x0,5mm. Ủ các mảnh này với dispase 1,2UI ở nhiệt 

độ 37
0
C trong thời gian 45-60 phút.  Dispase có tác dụng làm tan rã thành 

phần collagen của màng đáy, nhờ đó lớp tế bào biểu mô được tách rời ra khỏi 

mô đệm (hình 4.2).  
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Hình 4.2. Lớp biểu mô sau khi bóc tách (H.E.x250) 

Tế bào lớp đáy 

Kiểm tra cấu trúc của mô nền sau bóc tách lớp biểu mô thấy: toàn bộ 

lớp biểu mô đã được lột bỏ, không còn tế bào biểu mô nào sót lại trên bề mặt 

mô nền. Cấu trúc mô nền còn lại là mô liên kết thưa. Đồng thời, trong lớp 

biểu mô được bóc ra cũng không thấy có mặt các tế bào của mô liên kết. Như 

vậy, hiệu quả của việc ủ mảnh mô với dispase là đã loại bỏ được hoàn toàn 

mô liên kết khỏi lớp biểu mô, và quan trọng hơn cả đó là tất cả các tế bào ở 

lớp đáy của biểu mô cũng được tách theo lớp biểu mô. 

Ở bước tiếp theo, chúng tôi sử dụng hỗn hợp enzyme trypsin-EDTA để 

li giải lớp tế bào biểu mô thành những tế bào riêng rẽ sau đó nạo lấy những tế 

bào lớp đáy. Kiểm tra cấu trúc vi thể của phần còn lại của lớp biểu mô thấy 

rằng toàn bộ tế bào ở các lớp sát đáy đã được lấy vào trong dịch treo nuôi cấy 

(hình 4.3). 
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Hình 4.3. Lớp biểu mô sau khi nạo lấy lớp đáy (H.E.x500). 

Như vậy, với kỹ thuật xử lý tạo dịch treo các tế bào đầu dòng có mặt ở 

các lớp sát đáy đều đã được tận dụng triệt để. Đối với phương pháp nuôi tạo 

tấm biểu mô NMM bằng dịch treo, tấm biểu mô nuôi cấy khi nhuộm K3 được 

thể hiện ở bào tương của các tế bào lớp trên đáy. Điều chứng tỏ nguồn gốc 

của các tế bào ở tấm này không phải nguyên bào sợi mà là tế bào dòng biểu 

mô. Kết luận này của chúng tôi cũng phù hợp với kết luận của một số tác giả 

khác trên thế giới như Ma D. H. và CS. (2009) [14], Nakamura T. và CS. 

(2003) [2], Hayashida Y. và CS. (2005) [73].  

Mặc dù phương pháp dịch treo cho tỉ lệ mọc 95% là cao nhất trong 3 

phương pháp nuôi cấy khác nhau trong nghiên cứu của chúng tôi, cao hơn 2 

phương pháp mảnh mô và mảnh biểu mô (lần lượt là 76,47 và 89,47%), tuy 

nhiên sự khác biệt này không có ý nghĩa thống kê. Hầu hết các tác giả khi 

nuôi cấy tấm biểu mô chúng tôi tổng quan được cũng sử dụng phương pháp 

dịch treo. Trong 28 nghiên cứu về nuôi tạo tấm biểu mô niêm  mạc miệng áp 

dụng trên người mà chúng tôi tổng quan được có tới 23 nghiên cứu sử dụng 
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phương pháp dịch treo bao gồm các tác giả Sotozono C. và CS. (2014) [75], 

Sotozono C. và CS. (2013) [22], Hirayama M. và CS. (2012) [20], Chen H. và 

CS. (2012) [64], Burillon C. và CS. (2012) [21], Takeda K. và CS. (2011) 

[19], Priya C. và CS. (2011) [67], Satake Y. và CS. (2011) [18], Nakamura T. 

và CS. (2011) [17], Ma D. H. và CS. (2009) [14], Chen H. và CS. (2009) [16], 

Satake Y. và CS. (2008) [72], Nakamura T. và CS. (2007) [120], Inatomi T. 

và CS. (2006) [13], Inatomi T. và CS. (2006) [63], Ang L. P. và CS. (2006) 

[12], Nishida K. và CS. (2004) [11], Nakamura T. và CS. (2004) [10], 

Ilmarinen T. và CS. (2013) [74], Hashemi H. và CS. (2009) [66], Hayashida 

Y. và CS. (2005) [73], Kocaba V. và CS. (2014) [24], Shimazaki J. và CS. 

[60]. Còn lại chỉ có 4 nghiên cứu sử dụng phương pháp mảnh mô: Madhira S. 

L. và CS. (2008) [26], Sen S. và CS. (2011) [68], Gaddipati S. và CS. (2013) 

[121]. Krishnan K. và CS. (2010) [65] và 1 nghiên cứu sử dụng cả hai phương 

pháp: Kolli S. và CS. (2014) [25].  

Tuy nhiên, trong quá trình nghiên cứu, chúng tôi thấy đây là phương 

pháp khá phức tạp, đòi hỏi nhiều bước xử lý mảnh mô qua các loại enzyme 

khác nhau với thời gian khác nhau sẽ ảnh hưởng tới chất lượng tế bào nuôi 

cấy, phải sử dụng nhiều môi trường và trang thiết bị phức tạp. Chúng tôi cũng 

chưa tổng quan thấy tác giả nào trên thế giới sử dụng phương pháp mảnh biểu 

mô, đó là phương pháp phối hợp ưu điểm của phương pháp dịch treo (loại bỏ 

được nguyên bào sợi ra khỏi dịch nuôi cấy) và phương pháp mảnh mô (đơn 

giản và không phải sử dụng nguyên bào sợi chuột 3T3), vừa khắc phục được 

yếu điểm lớn nhất của hai phương pháp này đó là sử dụng nguyên bào sợi 

chuột ở phương pháp dịch treo và sự xâm nhập của nguyên bào sợi tự thân 

vào tấm biểu mô nuôi cấy ở phương pháp mảnh mô. Phương pháp nuôi bằng 

mảnh biểu mô của chúng tôi được nghiên cứu vừa tận dụng được ưu điểm lại 
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khắc phục được yếu điểm của của hai phương pháp nuôi cấy cơ bản trên thế 

giới đang áp dụng. 

 4.4.3. Phương pháp nuôi bằng mảnh biểu mô 

So sánh hiệu quả của nuôi bằng kỹ thuật tạo dịch treo và kỹ thuật nuôi 

mảnh biểu mô thấy rằng: tỷ lệ mọc, tốc độ mọc và cấu trúc vi thể của hai tấm 

biểu mô hầu như là tương đồng với nhau. Sự khác biệt về tỉ lệ nuôi tạo thành 

công tấm biểu mô NMM là như nhau ở cả ba phương pháp mảnh mô, dịch 

treo và mảnh biểu mô bóc (lần lượt là 76,47%, 95% và 89,47%), phương pháp 

mảnh biểu mô có tỉ lệ nuôi tạo thành công thấp hơn dịch treo, nhưng sự khác 

biệt này không có ý nghĩa thống kê. Như vậy, đánh giá một cách toàn diện, kỹ 

thuật xử lý tạo mảnh biểu mô thể hiện có nhiều ưu điểm nổi bật hơn so với kỹ 

thuật xử lý tạo dịch treo bởi các lý do: giảm kích thước của mẫu mô cần cho 

nuôi cấy, rút ngắn thời gian xử lý mẫu và giảm thiểu thời gian tiếp xúc của tế 

bào nuôi cấy với enzyme trypsin-EDTA sẽ làm tăng khả năng sống sót của tế 

bào nuôi cấy, giảm thiểu trang thiết bị của phòng lab. như máy li tâm lạnh và 

nhiều dụng cụ vật tư tiêu hao khác và một lý do nữa chúng tôi cho rằng có 

liên quan tới hiệu quả tăng sinh của tế bào đó là sự duy trì được mối liên hệ 

giữa  tế bào-tế bào.  

Bên cạnh đó khi nuôi cấy mảnh biểu mô chúng tôi có sử dụng lớp tế 

bào nuôi là nguyên bào sợi được lấy từ chính mẫu mô đó, điều này đã tạo ra 

điều kiện nuôi cấy gần giống với môi trường sinh lý của tế bào nhất, các tế 

bào biểu mô có thể vẫn nhận được các tín hiệu từ các tế bào trong mô đệm 

ban đầu. Trong khi đó, với kỹ thuật nuôi dịch treo, hiện nay hầu hết các tác 

giả vẫn sử dụng lớp tế bào nuôi 3T3 lấy từ chuột mặc dù đã có những bằng 

chứng về sự tích hợp các protein của chuột vào các tế bào nuôi cấy. Nghiên 

cứu của Martin MJ. (2005) cho thấy khi tế bào gốc phôi người nuôi cấy cùng 

với môi trường có huyết thanh động vật và nguyên bào sợi chuột (cả hai 
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nguồn này đều có chứa acid sialic động vật có tên N-Glycolylneuraminic 

acid-Neu5Gc là chất mà tế bào loài người không thể tổng hợp được do bị đột 

biến gen tổng hợp trong quá trình tiến hóa) chất này được tích hợp vào trong 

tế bào người khi nuôi cấy trên nền 3T3. Ở người khỏe mạnh, thông thường 

trong máu sẽ có kháng thể kháng Neu5Gc, chính điều này làm tăng nguy cơ 

thất bại sau ghép tế bào nuôi cấy [79]. Cơ chế tích hợp vào tế bào người của 

Neu5Gc cũng đã được nghiên cứu kĩ [122].  Kết quả nghiên cứu của chúng 

tôi cho thấy nuôi cấy sử dụng nguyên bào sợi tự thân cho tỉ lệ mọc cao hơn 

khi không sử dụng lớp này (89,47% so với 81,48%). Nuôi cấy có sử dụng 

3T3 chuột cho tỉ lệ mọc cao hơn khi không sử dụng nguyên bào sợi với 

p<0,05 (100% so với 81,48%). Vậy, sử dụng nguyên bào sợi tự thân có thể 

áp dụng được. 

Theo tổng quan, chưa có nhóm nghiên cứu nào trên thế giới sử dụng kỹ 

thuật xử lý tạo mảnh biểu mô giống như chúng tôi. Theo chúng tôi, đây là một 

kỹ thuật hoàn toàn mới, thể hiện tất cả các lợi thế hơn các phương pháp nuôi 

cấy tấm biểu mô NMM hiện nay trên thế giới đang áp dụng: (1) kích thước 

mảnh mô trích thủ nhỏ, (2) quy trình nuôi cấy đơn giản, (3) sử dụng nguyên 

bào sợi tự thân làm nền nuôi cấy, (4) tấm biểu mô thu được về hình thái rất 

đẹp, mảnh ghép tốt.  

4.5. Về chất lƣợng tấm biểu mô nuôi cấy. 

Sau 16- 28 ngày nuôi cấy trong tủ 37
0
C, 5% CO2, chúng tôi thu được 

tấm biểu mô nuôi tạo từ tế bào gốc NMM. Tấm biểu mô là biểu mô lát tầng 

không sừng hóa gồm 4-5 hàng tế bào, hàng trên cùng dẹt và vẫn còn nhân. 

Trên tiêu bản nhuộm giemsa ở trước giai đoạn cho biểu mô tiếp xúc với 

không khí (giai đoạn các tế bào phủ kín đáy giếng nuôi cấy) thấy hình ảnh các 

tế bào có kích thước nhỏ, tỉ lệ nhân/bào tương lớn (hình 4.4). Về mặt hình 

thái, đây được cho là những tế bào còn non theo nghiên cứu của một số tác 

giả Izumi K. và CS. (2007), Priya C. G. và CS. (2011). 
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 Theo Izumi K. (2007), đường kính trung bình của tế bào được quy vào 

3 loại: lớn, nhỏ và trung bình, lần lượt là: 61±2,7µm, 46,3±1,7µm, 

33,9±0,9µm, các nhóm tế bào này được xác định β1 integrin, yếu tố phiên mã 

trong nhân và PPAR-γ (peroxisome proliferator-activated receptor gama) và 

đánh giá tình trạng phân chia của tế bào, kết quả cho thấy những tế bào có 

kích thước nhỏ có khả năng tạo những cụm tế bào kích thước lớn hơn và thời 

gian tăng sinh dài hơn so với tế bào thuộc nhóm trung bình và lớn [88].  

Priya C. G. và CS. (2011) sử dụng kính hiển vi đồng tiêu cự và laser 

quét đánh giá hình dạng tế bào và định lượng p63, đánh giá kèm với các 

phương pháp xác định tế bào gốc khác như test tạo cụm, xác định cx43, 

Melanoma-associated sulfate proteoglycan và đánh giá hiệu quả sau cấy ghép 

đã đưa ra kết luận: Tỉ lệ nhân/bào tương tế bào là chỉ số phản ánh tính gốc của 

tế bào [67].  

 

Hình 4.4. Tấm biểu mô NMM nuôi cấy ngày 16 (Giemsax500) 

1. Đám tế bào gốc 

1 
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Ở mức độ siêu vi, trên bề mặt các tế bào có những vi nhung mao ngắn 

chia nhánh. Các tế bào liên kết chặt chẽ với nhau bằng các mộng bào tương 

dài và các thể liên kết. Các tế bào lớp đáy gắn chặt với màng ối bằng các thể 

bán liên kết. Trong bào tương của các tế bào lớp dưới, các bào quan như lưới 

nội bào, ti thể, bộ Golgi phong phú. Kết quả nhuộm hoá mô miễn dịch tấm 

biểu mô NMM nuôi cấy cho thấy: các tế bào của tấm biểu mô có nhân bắt 

màu nâu sẫm, đặc biệt là các tế bào lớp đáy khi nhuộm phát hiện p63; các tế 

bào lớp trên thể hiện yếu khi nhuộm K3-K12, cấu trúc của tấm biểu mô NMM 

của chúng tôi giống với cấu trúc của biểu mô trước giác mạc bình thường và 

tấm biểu mô giác mạc nuôi cấy (hình 4.5) và cũng được nhiều tác giả trên thế 

giới mô tả  [123], [26], [30], [124], [2], [90].  

 

Hình 4.5. Tấm biểu mô giác mạc nuôi cấy (TEM)  

2. Vi nhung mao 2. Cầu bào tương 

1 

2 
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Các tấm biểu mô mà chúng tôi nuôi cấy được đã ghép lại trên thực 

nghiệm cho thỏ và cho BN bị hội chứng suy giảm tế bào gốc vùng rìa cả hai 

mắt với kết quả khá tốt. Vấn đề quan trọng là sự tồn tại của mảnh ghép về lâu 

dài thế nào? Trên thực nghiệm, chúng tôi đã theo dõi thỏ được ghép tấm biểu 

mô NMM nuôi cấy lâu nhất là 180 ngày, tấm biểu mô sống và áp sát vào mô 

nền giác mạc. Ở mảnh gọt bề mặt giác mạc của BN Võ Vũ Ngọc Y. (31 tuổi) 

sau ghép tấm biểu mô NMM nuôi cấy được 12 tháng, chúng tôi vẫn thấy một 

phần của tấm biểu mô tồn tại. Trên thế giới cũng có những bằng chứng về sự 

tồn tại lâu dài của tấm biểu mô sau ghép trên BN. Nghiên cứu của Kocaba V. 

và CS. (2014) cho thấy: khi nhuộm hóa mô miễn dịch của 4 tấm/tổng số 9 BN 

sau ghép 01 năm thấy CK6 thể hiện ở các lớp trên đáy của tấm biểu mô gọt 

(đây là marker biệt hóa của tế bào biểu mô NMM, marker này không thấy thể 

hiện ở giác mạc bình thường). Điều này chứng tỏ nguồn gốc của biểu mô sau 

ghép là từ các tế bào gốc của tấm biểu mô NMM cấy ghép, không phải từ giác 

mạc của chính BN. Khi nhuộm p63 các mảnh gọt này thấy tất cả các tế bào 

lớp đáy bắt nhuộm với p63, chứng tỏ khả năng tái sinh của mảnh ghép [24]. 

Tác giả Sangwan V. S. và CS. (2014) đã nhuộm P.A.S. tấm biểu mô gọt 

không thấy sự có mặt của tế bào tiết nhày, khi nhuộm hóa mô miễn dịch phát 

hiện K3/K12 thấy dương tính, nhưng khi nhuộm K12 (đặc hiệu cho giác mạc) 

thì không thấy thể hiện trong bào tương của tế bào, nhuộm K14 cũng không 

thấy sự thể hiện (đặc hiệu cho kết mạc), điều này cũng chứng tỏ nguồn gốc 

của tấm biểu mô ở đây không phải kết mạc và giác mạc mà là NMM  [23]. 

Trong phương pháp nhuộm P.A.S. để phát hiện carbonhydrat, mucin và 

glycoprotein, chúng tôi sử dụng phương pháp Periodic Acid-Schiff, đây là 

phương pháp thông thường và sử dụng rộng rãi nhất trong các phương pháp 

để xác định mucin. Tuy nhiên, trong nghiên cứu này, chúng tôi chỉ thấy ở tấm 

biểu mô NMM nuôi cấy chủ yếu là sự tồn tại rải rác của các đám hạt glycogen 
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nằm tập trung dạt về một phía của tế bào, không thấy sự xuất hiện của cấu 

trúc của các hạt nhày điển hình (nhưng không thể loại trừ sự có mặt của các 

hạt này). Sự chế tiết mucin 1, 4, 16 được tìm thấy ở trong tấm biểu mô NMM 

nuôi cấy của Krisnan S. và CS. (2010) khi sử dụng kỹ thuật RT-PCR từ sản 

phẩm RNA của mẫu nuôi cấy, các loại mucin này đảm bảo cho sự ẩm ướt và 

khỏe mạnh của bề mặt nhãn cầu khi ghép tấm biểu mô NMM nuôi cấy [65].  

Trong nghiên cứu của chúng tôi, khi sử dụng phương pháp nhuộm 

P.A.S. không thấy các tế bào hình đài tiết nhầy, kết luận này cũng phù hợp 

với  nghiên cứu của tác giả Chen H.C. và CS. (2009) khi phát hiện MUC5AC 

bằng phương pháp nhuộm hóa mô miễn dịch, đây là loại mucin liên quan tới 

cấu trúc của tế bào hình đài tiết nhày, marker này âm tính ở các mẫu biểu mô 

NMM nuôi cấy [16]. Vậy tấm biểu mô nuôi cấy trong nghiên cứu của chúng 

tôi hoàn toàn phù hợp cho việc thay thế giác mạc. 

4.6. Vấn đề tồn tại cần nghiên cứu tiếp để hoàn thiện quy trình nuôi cấy 

tấm biểu mô NMM 

Để giảm thiểu tối đa sự tiếp xúc với các sản phẩm của động vật, trong 

quy trình thu hoạch tấm biểu mô chúng tôi đã rửa sạch môi trường có huyết 

thanh bằng DMEM:Ham’s F12 với tỉ lệ 1:1. Sau đó tấm biểu mô được giữ 

trong môi trường không huyết thanh bào thai của bò và chuyển tới phòng 

phẫu thuật trong điều kiện vô khuẩn ở 37
0
C.  

Sử dụng nguyên bào sợi tự thân trong nuôi cấy tấm biểu mô theo chúng 

tôi là một phương pháp có ưu điểm hơn so với sử dụng 3T3 chuột. Tuy nhiên, 

trong quá trình lấy tấm biểu mô ra khỏi lồng nuôi cấy đôi khi gặp khó khăn 

trong việc bóc tách tấm biểu mô khỏi đáy lồng.  

Khi nghiên cứu trên người, tổng số lần tiến hành sinh thiết NMM là 26, 

do có 4 lần nuôi cấy tế bào biểu mô không mọc hoặc mọc rất thưa không 
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dùng để ghép được hoặc có chỉ định phẫu thuật thêm nên phải sinh thiết để 

nuôi cấy lần 2. Như vậy, có 22 lần nuôi cấy mọc thành tấm biểu mô hoàn 

chỉnh, phủ kín đáy giếng sau 16-28 ngày nuôi cấy trên nền màng ối. Chúng 

tôi đã tiến hành được 22 phẫu thuật ghép tấm biểu mô cho BN.  Ở 22 ca này 

chúng tôi đều có 1 tấm dùng để  ghép cho BN và 1 tấm dùng để làm tiêu bản 

mô học.  Trên tiêu bản nhuộm Giemsa thấy các tế  bào biểu mô có hình đa 

diện, kích thước đều nhau, liên kết với nhau chặt chẽ và hình thái tế  bào hoàn 

toàn bình thường. Trên tiêu bản cắt đứng dọc qua tấm biểu mô và nhuộm H.E. 

thấy rõ tấm biểu mô gồm 3 đến 4 hàng tế  bào, liên kết với nhau chặt chẽ. 

Trong khi tách tấm biểu mô khỏi đáy lồng nuôi cấy, một số tấm dính đáy lồng 

nhiều nên làm mất lớp biểu mô từng đám nhỏ (2-4mm) và 4 tấm rách trong 

khi tách. 

Ở BN Nguyễn Hữu L. (27 tuổi), trong hai giếng nuôi cấy thành công, 

sau bóc tách thử chỉ có 01 giếng thuận lợi cho cấy ghép trở lại cho BN, còn 

01 tấm rất khó bóc khỏi đáy lồng nuôi cấy, tấm này được cố định và cắt 

nhuộm H.E. cho kết quả: nguyên bào sợi đã phát triển và bám ở dưới đáy lồng 

nuôi cấy (hình 4.6). 
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Hình 4.6. Tấm biểu mô NMM nuôi cấy 18 ngày  

của BN Nguyễn Hữu L. 27 tuổi (H.E.x500) 

1. Lớp nguyên bào sợi 2.Màng ối 3.Tấm biểu mô nuôi cấy 

BN Lê Văn N., 16 tuổi trong 02 giếng nuôi cấy thành công có 01 giếng 

quá trình bóc tách dễ và 01 tấm bóc tách khó, cả hai tấm biểu mô trên màng ối 

cùng đáy lồng nuôi cấy được nhuộm giemsa quan sát bề mặt kết quả như sau: 

ở tấm biểu mô bóc tách dễ dàng, nhìn từ mặt đáy lồng nuôi cấy thấy toàn bộ 

biểu mô NMM mọc phía trên màng ối, không thấy xuất hiện nguyên bào sợi 

bám phía dưới đáy lồng (hình 4.7). Ở giếng khó bóc tách, nhìn từ đáy giếng 

nuôi cấy thấy xuất hiện các nguyên bào sợi bám vào đáy lồng nuôi cấy (hình 

4.8). Hiện tượng này chúng tôi chưa thấy tác giả nào mô tả. Đây là vấn đề tồn 

tại cần nghiên cứu tiếp để hoàn thiện quy trình nuôi cấy. 

2 
1 

3 
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Hình 4.7. Tấm biểu mô NMM nuôi cấy 21 ngày của BN Lê Văn N. 16 tuổi 

(dễ bóc) (giemsax1000) 

1.Các lỗ nhỏ của lồng nuôi cấy  2.Tế bào biểu mô 

 

Hình 4.8. Tấm biểu mô NMM nuôi cấy 21 ngày của BN Lê Văn N. 16 

tuổi (khó bóc) (giemsax250) 

1. Nguyên bào sợi 2. Tế bào biểu mô 

1 

2 

1 

2 
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Theo nhận định của chúng tôi, có thể trong quá trình nuôi cấy mảnh 

mô nền dùng cho việc tạo ra lớp nguyên bào sợi có kích thước quá lớn đã 

tiếp xúc với đáy lồng nuôi cấy nên tạo điều kiện cho nguyên bào sợi phát 

triển, thông qua các lỗ màng có đường kính là 0,4µm đã tạo được mối liên 

hệ giữa tế bào sợi này và màng ối làm cho quá trình bóc tách gặp khó khăn. 

Để hạn chế vấn đề này, theo chúng tôi, mảnh mô nền tạo lớp nguyên bào 

sợi cần phải giảm kích thước và khi nguyên bào sợi phủ kín khoảng 2/3 

diện tích đáy lồng nuôi cấy (khoảng ngày thứ 8 hoặc 9) sẽ nhấc bỏ mảnh 

mô ra khỏi đáy giếng nuôi cấy.  
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KẾT LUẬN 

Qua nghiên cứu thực nghiệm trên thỏ và thử nghiệm trên BN, chúng tôi 

có kết luận như sau: 

1. Đã xác định đƣợc vị trí, kích thƣớc mảnh NMM và môi trƣờng dùng 

để nuôi cấy: 

-  Vị trí sinh thiết mảnh NMM dùng nuôi cấy tấm biểu mô là vùng trung tâm 

má, mảnh NMM có đường kính 3mm đủ để nuôi tạo hai tấm biểu mô. 

-  Môi trường nuôi cấy tấm biểu mô NMM: Môi trường SHEM2: phối hợp 

DMEM/Ham’s F12 tỉ lệ 1:1, bổ sung thêm các yếu tố khác: EGF, 

insulin, hydrocortisone, isoproterenol, FBS, T3, kháng sinh, kháng nấm. 

2. Xác định đƣợc phƣơng pháp mới nuôi tạo tấm biểu mô NMM: quy 

trình nuôi tạo tấm biểu mô bằng phương pháp mảnh biểu mô, sử dụng 

lớp tế bào nuôi là nguyên bào sợi tự thân (các bước tiến hành xem trong 

phần phụ lục). 
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KHUYẾN NGHỊ 

(1) Cần có những nghiên cứu tiếp theo để hoàn thiện quy trình thu hoạch 

tấm biểu mô NMM. 

(2) Cần có những nghiên cứu sâu hơn nữa về môi trường nuôi cấy để loại 

trừ hoàn toàn các sản phẩm của động vật khỏi môi trường nuôi cấy sử 

dụng trên người. 

(3) Cần có những theo dõi dài hơn và quy mô hơn để đánh giá chất lượng 

tấm biểu mô nuôi cấy sau cấy ghép. 
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PHỤ  LỤC 

1. Hình ảnh sinh thiết giác mạc thỏ sau ghép ở các thời điểm 

 

Giác mạc thỏ sau ghép tấm biểu mô NMM 7 ngày (x250) 

 



 

Giác mạc thỏ sau ghép tấm biểu mô NMM 15 ngày kết quả tốt (x100) 

 

               

  

Giác mạc thỏ sau ghép tấm biểu mô NMM 30 ngày kết quả tốt (x250) 

1. Biểu mô   2. Nhu mô giác mạc 

 

  

Giác mạc thỏ sau ghép tấm biểu mô NMM 60 ngày kết quả tốt (x250) 

1 

2 



 

2. Hình ảnh mắt của BN sau phẫu thuật ghép tấm biểu mô NMM tự thân 

 

Mắt BN Phạm Ngọc T. Trƣớc và sau mổ 2 năm (kết quả tốt) 

 

3. Quy trình nuôi cấy tấm biểu mô NMM 

(i)  lấy mảnh NMM mặt trong vùng giữa má có đường kính 3mm; 

(ii)  cắt mảnh NMM này thành các mảnh nhỏ có kích thước 0,5mmx0,5mm; 

(iii)  ủ mảnh NMM đã cắt nhỏ trong dung dịch dispase II 1,2 UI/ml ở nhiệt 

độ 37
o
C trong môi trường chứa 5% CO2 từ 45 đến 60 phút; 

(iv)  rửa bằng môi trường SHEM2 (Supplemental Hormonal Epithelial 

Medium – môi trường nuôi cấy biểu mô có bổ sung hormone) để làm 

dừng tác động của dispase II; 

(v)  bóc tách biểu mô khỏi mô liên kết; 

(vi)  ngâm biểu mô và mô liên kết trong dung dịch Trypsin – EDTA 0,05% 

trong PBS trong thời gian 30 giây; 

(vii)  rửa biểu mô và mô liên kết hai lần bằng môi trường SHEM2; 



 

(viii)  đặt mảnh biểu mô lên lồng nuôi cấy đã được căng màng ối, lồng nuôi 

cấy có mặt đáy được làm bằng màng phân cách có cỡ lỗ sao cho các tế 

bào trong mảnh mô liên kết không thể vượt qua; 

(ix)  đặt mảnh mô liên kết vào giếng nuôi cấy thứ hai với tỷ lệ 3 mảnh biểu 

mô/2 mảnh mô liên kết; 

(x)  đặt lồng nuôi cấy trong giếng nuôi cấy sao cho mặt đáy của nó nằm 

trong môi trường nuôi cấy; 

(xi)  nhỏ 1ml môi trường SHEM2 vào lồng nuôi cấy và 1,5ml môi trường 

SHEM2 vào giếng  nuôi cấy và thay môi trường 2 ngày một lần;  

(xii)  tiến hành nuôi cấy cho đến khi nguyên bào sợi trong mô liên kết phủ 

2/3 giếng thì loại bỏ mảnh mô liên kết;  

(xiii)  tiếp tục nuôi cấy cho đến khi tế bào gốc trong mảnh biểu mô tăng 

sinh tạo thành một lớp biểu mô trên bề mặt màng ối thì loại bỏ mảnh 

biểu mô;  

(xiv)  tiến hành tạo tầng cho lớp biểu mô cho đến khi biểu mô phát triển đến 

độ dày gồm từ 4 đến 5 hàng tế bào;  

(xiv)  lấy tấm biểu mô đã được tạo tầng ra khỏi lồng nuôi cấy. 

 4,8,9,38,45,46,56,57,61-78,80-81,83-90,96,106,107,111,112,116,117,134-

136 

1-3,5-7,10-37,39-44,47-55,58-60,79,82,91-95,97-105,108-110,113-115,118-

120,128-133,137 


