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TÓM TẮT
Nội mạc tử cung là cấu trúc đặc trưng trải qua các giai đoạn tuần tự liên quan đến sự tái tạo và
bong tróc vùng chức năng. Sự tái tạo được cho là phát sinh từ cấu trúc mô đệm và các tế bào gốc
cư trú tại lớp đáy của nội mạc. Nhiều bệnh lý nội mạc tử cung ảnh hưởng đến quá trình này dẫn
đến mất khả năng sinh sản. Các nghiên cứu liệu pháp tái tạo còn nhiều hạn chế chủ yếu do thiếu
cácmô hình ởmức độ động vật dễ tiếp cận. Bài báo này trình bàymô hình nuôi cấy tiếp xúc không
khí (air-liquid) được thiết lập nhằm khảo sát điều kiện phù hợp trong duy trì sự phát triển mô tử
cung in vitro ở chuột nhắt trắng. Mô hình nuôi cấy chìm được sử dụng làm đối chứng. Quá trình
nuôi cấy kéo dài 16 ngày và các đánh giá về cấu trúc (nhuộm H&E), sức sống (nhuộm sống/chết)
và chức năng (cấy phôi) củamô tử cung được thực hiện. Kết quả nghiên cứu cho thấy, mô tử cung
chuột nhắt trắng được nuôi cấy trong mô hình air−liquid có sự phục hồi cấu trúc mô, cấu trúc mô
được duy trì đến ngày 12 và suy thoái vào ngày 16. Trong khi đó, mô hình nuôi cấy chìm cho thấy
sự suy thoái thể hiện rõ từ ngày 12. Bên cạnh đó, sức sống của mô được nuôi trong điều kiện này
cũng cho thấy sự vượt trội so với mô hình nuôi cấy chìm (P-value < 0,05). Ngoài ra, hiện tượng bám
của phôi trên bề mặt nội mạc tử cung chỉ được ghi nhận ở nghiệm thức nuôi mô air−liquid. Từ đó
có thể thấy, điều kiện air−liquid giúp duy trì cấu trúcmô ổn định trong 12 ngày và cấu trúc này phù
hợp trong nghiên cứu điều trị tổn thương mô nội mạc tử cung in vitro ở chuột nhắt trắng với thời
gian khảo sát lên đến 3 chu kỳ động dục.
Từ khoá: Nội mạc tử cung, nuôi cấy mô, sự làm tổ phôi, sự tái tạo

GIỚI THIỆU
Quá trình tái tạo nội mạc tử cung giữ vai trò quan
trọng đối với các chu kỳ điều hòa sự bong tróc và sửa
chữa mô trong chu kỳ kinh nguyệt và để chuẩn bị tử
cung cho sự làm tổ phôi và mang thai. Tương tác giữa
phôi với cơ thể mẹ là cần thiết để bắt đầu, duy trì thai
kỳ và được cho là nguyên nhân gây ra tỷ lệ chết phôi
sớm khi bị rối loạn1. Vai trò tiếp xúc đầu tiên của
nội mạc tử cung với phôi trong quá trình làm tổ là các
tế bào biểu mô nội mạc tử cung, một lớp các tế bào
biểu mô trụ đơn, được xác định về cấu trúc và chức
năng bởi sự phân bố phân cực của các bào quan, pro-
tein và sự hình thành cấu trúc giả tầng1. Chức năng,
sự phát triển và tồn tại của các tế bào biểu mô tương
quan với mức độ phân cực của chúng2,3. Tuy nhiên,
khi được nuôi trong điều kiện nuôi cấy chìm, tế bào
biểu mô không duy trì kiểu hình trong thời gian nuôi
cấy kéo dài và biểu hiện những thay đổi rõ rệt về tính
toàn vẹn hình thái và chức năng của chúng4,5. Do
đó, việc nghiên cứu liệu pháp thúc đẩy phục hồi chức
năngnộimạc tử cung thông qua thửnghiệm tương tác
phôi và nộimạc tử cung gặp nhiều thách thức. Các nỗ
lực trong nhiều năm để nuôi cấy toàn bộ hoặc một số
phần sừng tử cung của chuột đều vô ích6. Một trong

những lý do chính của sự thất bại là sừng tử cung bao
gồm các loại tế bào không đồng nhất được sắp xếp
phân lớp đảm bảo cho sự toàn vẹn về cấu trúc và chức
năng, trong khi các hệ thống trong ống nghiệm không
đủ hỗ trợ để duy trì sự sắp xếp này. Một trở ngại khác
là khó xác định vị trí phôi bằng kính hiển vi và các vị
trí làm tổ tiếp theo bên trong lòng tử cung được nuôi
cấy6. Để giải quyết vấn đề này, việc thay đổi điều kiện
nuôi cấy, thiết lập môi trường nuôi mô phỏng tương
tác bên trong cơ thể là cần thiết.
Mô hình nuôi cấy tiếp xúc không khí (air−liquid) là
môi trường tiềm năng trong việc duy trì đặc điểm cấu
trúc mô có thành phần biểu mô như nội mạc tử cung
bởi vì trong cấu trúc này, các tế bào biểu mô có thể
vừa tiếp xúc với môi trường lỏng vừa tiếp xúc không
khí phù hợp với đặc tính phát triển in vivo của chúng.
Bên cạnh đó, các thành phần cấu trúc mô nội mạc
tử cung được bảo toàn và thử nghiệm liệu pháp điều
trị hay đánh giá tương tác phôi với nội mạc tử cung
có khả năng thực hiện dễ dàng trên mô hình này.
Trong nghiên cứu này, điều kiện nuôi cấy tiếp xúc
không khí (air−liquid) in vitro của mảnh mô tử cung
ở chuột nhắt trắng được thiết lập và thời gian nuôi cấy
được khảo sát. Từ đó, nghiên cứu khẳng định vai trò
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của điều kiện nuôi cấy tiếp xúc không khí và đề xuất
khoảng thời gian phù hợp cho các liệu pháp tái tạo có
thể được ứng dụng trong mô hình này.

VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP
Động vật thí nghiệm
Chuột nhắt trắng cáiMusmusculus var. Albino (8−12
tuần tuổi), cân nặng 30−35 gram, được chăm sóc tại
Phòng thí nghiệm Kỹ nghệ mô và Vật liệu Y sinh
(TrườngĐại họcKhoa họcTựnhiên, ĐHQG−HCM).
Tại phòng thí nghiệm, chuột được cho ăn uống tự do,
được kiểm soát nhiệt độ 20−26ºC, chu kỳ sáng tối (12
giờ sáng và 12 giờ tối). Tổng số chuột thí nghiệm
được sử dụng trong nghiên cứu là 12. Nghiên cứu này
được chấp thuận bởi Hội đồng đạo đức trong nghiên
cứu trên động vật (Số: 580B/KHTN-ACUCUS) của
Trường Đại học Khoa học Tự nhiên, ĐHQG−HCM.

Phương pháp thu nhậnmô tử cung
Để thu nhận mô tử cung đồng bộ ở giai đoạn động
dục, chuột ở giai đoạn không động dục được lựa chọn
thông qua thực hiện tiêu bảnmẫu phết tế bào âm đạo.
Chuột có mật độ tế bào bạch cầu cao trong tiêu bản
mẫu âm đạo được lựa chọn để kích thích động dục.
Các liều hormone PMSG 5 IU (ProSpec, Mỹ) và hCG
5 IU (LG Chem Ltd, Hàn Quốc) được tiêm tương ứng
vào phúc mạc và bắp đùi chuột với khoảng cách giữa
2 liều tiêm là 48 giờ. Sừng tử cung được thu nhận sau
khi tiêm hCG 14−16 giờ và sau đó được cắt đôi theo
chiều dọc để lộ khoang tử cung (Hình 1). Các mảnh
mô kích thước 2x2 mm được thu nhận bằng dao mổ.

Phương pháp nuôi cấymô tử cung in vitro
Mảnh mô tử cung với kích thước 2 x 2 mm được thu
nhận và được nuôi cấy trong hai điều kiện bao gồm
nuôi cấy tiếp xúc không khí (air-liquid) và nuôi cấy
chìm. Các mảnh mô được nuôi cấy trong điều kiện
air−liquid bằng cách đặtmảnhmô vào giếng chèn của
đĩa chèn 12 giếng. Giếng chèn chứa mô tử cung được
đặt vào đĩa tương ứng có chứa 1 mL môi trường nuôi
mô gồm: DMEM-F12 (Sigma-Aldrich,Mỹ) chứa 20%
FBS (Sigma-Aldrich, Mỹ), 10 nM estradiol (Sigma-
Aldrich, Mỹ), 100 nM progesterone (Sigma-Aldrich,
Mỹ), 10 ng/mL EGF (Sigma-Aldrich, Mỹ), 1% ITS
(Sigma-Aldrich, Mỹ) và 1% penicillin/streptomycin
(Sigma-Aldrich, Mỹ) (Hình 2). Các mảnh mô được
nuôi cấy chìm trong cùng môi trường nuôi cấy được
sử dụng làm đối chứng (mảnh mô ngập hoàn toàn
trong môi trường nuôi. Đĩa nuôi được ủ ở 37◦C, 5%
CO2 (Tủ nuôi Panasonic MCO-170AICUV, Nhật) và
môi trường nuôi cấy được thay mỗi hai ngày. Mỗi
giếng nuôi chứa 3−6mảnhmô, thời gian nuôi cấy kéo
dài 16 ngày.

Đánh giá sức sốngmô nội mạc tử cung
Mảnhmô tử cung kích thước 2 x 2mmđược đánh giá
sức sống ở cả hai điều kiện nuôi cấy trong suốt thời
gian khảo sát, tại các mốc thời gian ngày thứ 4, 8, 12
và 16 của quá trình nuôi cấy. Mỗi mảnh mô được rửa
trong PBS và sau đó được ủ với 100 µL hỗn hợp thuốc
nhuộm đánh giá sức sống là 4 µM Calcein AM và 6
µMEthD1 (Live/dead kit, L3224, Thermo, Mỹ). Mẫu
được ủ ở nhiệt độ 37ºC trong 30 phút. Mô được ghi
nhận hình ảnh dưới kính hiển vi huỳnh quang (Olym-
pus, Nhật Bản).

Đánh giá cấu trúc nội mạc tử cung thông
quamô học
Để đánh giá cấu trúc mô tử cung, các mảnh mô sau
khi được thu nhận tại các mốc thời gian khảo sát tiếp
tục được cố định trong 10% formalin (Merck, Đức),
được bảo quản ở 4 ◦C qua đêm. Sau đó, các mô này
được rửa, khử nước và nhúng trong paraffinđể tạo các
lát cắt kích thước 5 µm. Các lát cắt mô được cố định
trên lame và được nhuộm với hematoxylin và eosin
(H&E, Sigma-Aldrich, Mỹ). Đánh giá này được thực
hiện ở cả nội dung khảo sát điều kiện nuôi cấy mảnh
mô tử cung in vitro tại các mốc thời gian ngày 0, 4, 8,
12 và 16 của quá trình nuôi cấy.

Đánh giá chức năng nội mạc tử cung thông
qua khả năng làm tổ phôi
Mô tử cung sau khi được nuôi cấy được đánh giá chức
năng hỗ trợ làm tổ của phôi tại thời điểm có hiệu quả
tái tạo cấu trúc cao nhất (dựa trên kết quả mô học).
Phôi nang được thu nhận bằng cách cho chuột nhắt
trắng cái đã được gây siêu bài noãn (10 IUPMSGvà 10
IU hCG) giao phối tự nhiên với chuột đực (theo tỉ lệ
1 đực: 2 cái). Nút nhày âm đạo là dấu hiệu nhận diện
quá trình giao phối diễn ra thành công. Sau khi giải
phẫu, phôi từ sừng tử cung được thu nhận. Thời điểm
thu nhận phôi nang là ngày phôi 4,5 (sau liều tiêm
hCG 4,5 ngày). Phôi được thu nhận dưới kính hiển
vi đảo ngược (Olympus, Nhật Bản) và được bơm lên
trên bề mặt nội mạc tử cung dưới kính hiển vi soi nổi
(Zeiss SteREO Discovery.V8, Đức). Mô tử cung sau
khi được chuyển phôi tiếp tục được nuôi cấy. Đánh
giá mô học được thực hiện sau 4 ngày.

Phân tích thống kê dữ liệu
PhầnmềmGraphPadPrism9 và ImageJ được sử dụng
để phân tích dữ liệu cường độ ánh sáng ảnh có tín
hiệu huỳnh quang với thử nghiệm T-test VÀ ONE-
way ANOVA (được trình bày dưới dạng trung bình
± độ lệch chuẩn [Mean ± SD]). Mục đích kiểm tra
cường độ tín hiệu nhận huỳnh quang trong mảnhmô
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Hình 1: Thao tác thu nhận mảnh mô tử cung. A. Tách đôi mô tử cung theo chiều dọc; B. Thao tác cắt mô tử cung
2 x 2 mm; C. Thu mô.

Hình 2: Nuôi cấy mô tử cung in vitro. A. Đặt mô tử cung vào giếng chèn; B. Bổ sung môi trường vào đĩa nuôi.

tử cung ở 2 điều kiện nuôi theo thời gian. Giá trị P-
value ≤ 0,05 được xác định có sự khác biệt mang ý
nghĩa thống kê giữa các nghiệm thức.

KẾT QUẢ
Đánh giá sức sống củamô
Kết quả nhuộmhuỳnh quang đánh giá sức sốngmảnh
mô tử cung cho thấy có sự khác biệt về tín hiệu huỳnh
quang ánh sáng xanh (Calcein AM, bắtmàu các tế bào
sống) và ánh sáng đỏ (EthD1, bắt màu các tế bào chết)
giữa các mảnh mô được nuôi cấy trong hai điều kiện
nuôi khác nhau. Trong đó, các mảnh mô được nuôi
cấy trong điều kiện air−liquid ghi nhận được tín hiệu
huỳnh quang xanh trong suốt 16 ngày nuôi cấy (Hình
3B1−B4). Tín hiệu này chỉ quan sát được đếnngày thứ
8 ở điều kiện nuôi mô chìm (Hình 3A1−A4). Ngược
lại, tín hiệu huỳnh quang đỏ đã xuất hiện nhiều vào
ngày thứ 4 và kéo dài đến ngày 16 ở nghiệm thức nuôi
mô chìm (Hình 4A1−A4). Tín hiệu này chưa rõ ràng
vào ngày thứ 4 ởmô được nuôi cấy tiếp xúc không khí
(Hình 4B1). Nó trở nên rõ ràng vào ngày thứ 8 và kéo
dài đến ngày 16 (Hình 4B2−B4) ở điều kiện này.
Để có nhận định rõ ràng hơn về sức sống mảnh mô
trong hai điều kiện nuôi, cường độ huỳnh quang được
đo và ghi nhận lại. Kết quả đánh giá về cường độ

huỳnh quang cho thấy rằng, tín hiệu huỳnh quang
xanh có xu hướng giảm ở cả hai điều kiện nuôi cấy
sau 16 ngày, tuy vậy, các mảnh mô được nuôi cấy
trong điều kiện tiếp xúc không khí có cường độ huỳnh
quang xanh cao hơn so với các mảnh mô được nuôi
cấy chìm và sự khác biệt này bắt đầu được thể hiện
từ ngày 8 (P < 0,05). Ở tín hiệu huỳnh quang đỏ, các
mảnh mô được nuôi cấy in vitro đều có xu hướng bắt
tín hiệu tăng dần theo thời gian. Các mô được nuôi
cấy chìm phát tín hiệu huỳnh quang đỏ cao hơn so
với mô được nuôi cấy tiếp xúc không khí. Sự khác
biệt này thể hiện rõ ở 8 ngày đầu (P < 0,05). Tuy vậy,
từ ngày 12 trở đi, tín hiệu huỳnh quang đỏ không có
sự khác biệt giữa hai điều kiện nuôi (P > 0,05) (Hình
5).

Đánh giá cấu trúc củamô
Bên cạnh việc đánh giá sức sống mảnh mô, cấu trúc
mô học với sự thay đổi các thành phần cấu thành nội
mạc tử cung cũng được đánh giá nhằm xác định tác
động của điều kiện nuôi cấy lên mảnh mô tử cung
theo thời gian. Kết quả quan sát cho thấy, có sự khác
biệt về hình thái các lớp nội mạc tử cung khi nuôi
cấy, thí dụ sự thay đổi lớp tế bào biểu mô phủ, hệ
thống ống tuyến và lớp nền (stromal) trong nghiệm
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Hình 3: Mảnhmô tử cung được nhuộmCalcein AM sau 16 ngày nuôi (10X). Mảnhmô tử cung trong điều kiện nuôi
cấymô chìm ở ngày 4 (A1), ngày 8 (A2), ngày 12 (A3), ngày 16 (A4). Mảnhmô tử cung trong điều kiện nuôi cấymô
tiếp xúc không khí ở ngày 4 (B1), ngày 8 (B2), ngày 12 (B3), ngày 16 (B4). Mũi tên cam: tế bào sống.
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Hình 4: Mảnhmô tử cung được nhuộm EthD1 sau 16 ngày nuôi (10X). Mảnhmô tử cung trong điều kiện nuôi cấy
mô chìm ở ngày 4 (A1), ngày 8 (A2), ngày 12 (A3), ngày 16 (A4). Mảnhmô tử cung trong điều kiện nuôi cấymô tiếp
xúc không khí ở ngày 4 (B1), ngày 8 (B2), ngày 12 (B3), ngày 16 (B4). Mũi tên xanh: tế bào chết.
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Hình 5: Đồ thị biểu hiện cường độ ánh sáng huỳnh quang trong hai điều kiện nuôi

Hình 6: Cấu trúc mảnh mô tử cung ở hai điều kiện nuôi theo thời gian (20X, 40X). Mảnh mô tử cung trong điều
kiện nuôi cấy mô chìm ở ngày 4 (A1), ngày 8 (A2), ngày 12 (A3), ngày 16 (A4). Mảnh mô tử cung trong điều kiện
nuôi cấy mô air-liquid ở ngày 4 (B1), ngày 8 (B2), ngày 12 (B3), ngày 16 (B4). Mũi tên xanh: Tuyến tử cung; Mũi tên
đỏ: Biểu mô phủ nội mạc tử cung; Đầumũi tên đen: tế bàomô đệm hình thoi; Đầumũi tên trắng: tế bàomô đệm
hình oval.
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Hình 7: Cấu trúc mảnh mô tử cung sau thu nhận (trước nuôi cấy) (20X, 40X). [1] Lớp cơ trơn; [2] Lớp đáy nội mạc
tử cung; [3] Lớp chức năng nội mạc tử cung; Mũi tên xanh: Tuyến tử cung; Mũi tên đỏ: Biểu mô phủ nội mạc tử
cung; Đầu mũi tên đen: tế bào mô đệm hình thoi; Đầu mũi tên trắng: tế bào mô đệm hình oval.

thức nuôi mô chìm và nuôi mô tiếp xúc không khí
(air−liquid).
Đầu tiên, về tế bào biểumô phủ, có sự xuất hiện của tế
bào biểu mô phủ ở mảnh mô được nuôi cấy ở cả hai
điều kiện khảo sát, tuy vậy, thời gian xuất hiện của
tế bào này ở những thời điểm là khác nhau giữa các
nghiệm thức. Ởmô hìnhmảnhmô được nuôi cấy air-
liquid, tế bào biểu mô phủ xuất hiện ở tất cả các thời
điểm khảo sát (Hình 6B1−B4, mũi tên đỏ). Trong khi
đó, tế bào này chỉ xuất hiện ở hai mốc thời gian đầu
khảo sát (ngày 4 và ngày 8) ở mảnh mô được nuôi
cấy chìm (Hình 6A1−A4, mũi tên đỏ). Tại tất cả các
mốc thời gian khảo sát, ở cả hai điều kiện nuôi cấy, tế
bào biểu mô phủ chưa đạt được cấu trúc trụ đơn giả
tầng, cấu trúc đặc trưng cho giai đoạn cửa sổ làm tổ
(Hình 7, mũi tên đỏ). Tuy vậy, dạng đa giác được ghi
nhận ở những tế bào biểumôphủ được nuôi cấy trong
điều kiện air−liquid ở tất cả các mốc thời gian khảo
sát (Hình 6B1−B4) và vào thời điểm ngày 4 ở điều
kiện nuôi cấy chìm. Dạng hình thoi và có nhiều lông
nhung là đặc trưng nuôi cấy mô chìm ở ngày 8 và sau
đó hoàn toàn mất đi từ ngày 12 (Hình 6A1−A4). Hệ
thống ống tuyến tử cung giữ vai trò quan trọng trong
việc tạo dịch tiết tử cung và kích hoạt biểu hiện thụ thể
trong tương tác phôi và nội mạc tử cung. Sự hiện diện
và hình dạng tuyến, các tế bào biểu mô tuyến phản
ánh chức năng của chúng (Hình 7, mũi tên xanh). Kết
quả đánh giámô học cho thấy, chỉ tại thời điểmngày 8
và ngày 12 của thử nghiệm nuôi mô air−liquid, tuyến

tử cungmới có hình dạng đặc trưng với lớp đơn các tế
bào biểumôbao phủ quanh lòng ống tuyến. Trong đó,
thời điểm ngày 8 còn ghi nhận được những cấu trúc
giống tuyến đang hình thành và hiện tượng tiết dịch
được ghi nhận ở tuyến tử cung tại thời điểm ngày 12
(Hình 6B2−B3, mũi tên xanh), cấu trúc này dần mất
đi vào thời điểm ngày 16 của quá trình nuôi cấy (Hình
6B4, mũi tên xanh). Hoàn toàn không ghi nhận được
cấu trúc tuyến hoàn chỉnh này ở điều kiện nuôi cấy
chìm (Hình 6A1−A4). Về sự hiện diện của các tế bào
mô đệm, các tế bào này tồn tại ở những hình dạng
khác nhau trong suốt quá trình nuôi cấy ở cả 2 điều
kiện nuôi. Cụ thể, vào thời điểm ngày thứ 4 của quá
trình nuôi cấy, tế bào mô đệm tồn tại ở cả hai dạng
bao gồm dạng hình thoi (đầu mũi tên đen) và dạng
hình oval (đầu mũi tên trắng). Trong đó, tế bào có
dạng hình thoi phân bố chủ yếu ở phía trên của lớp
chức năng (gần biểu mô nội mạc tử cung). Tế bào có
dạng oval phân bố rộng khắp phía bên dưới của lớp
chức năng với khoảng cách giữa các tế bào lớn hơn.
Tuy nhiên, mật độ tế bào này giảm đáng kể và gần
như mất đi và mất dần dạng oval ở nghiệm thức nuôi
cấy chìm.

Đánhgiáchứcnăngmôtửcungsaunuôi cấy
Kết quả quan sát cấu trúc vị trí có phôi ở nghiệm thức
nôi cấy air-liquid chỉ ra rằng, phôi chỉ gắn kết trên bề
mặt nộimạc tử cung, chưa quan sát thấy dấu hiệu xâm
lấn vào bên trongmô (Hình 8B,mũi tên đen). Mặc dù
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Hình 8: Hình ảnh phôi gắn kết trên bề mặt mô nội mạc tử cung. A. Mảnh mô được nuôi cấy chìm; B. Mảnh mô
được nuôi air-liquid; C. Mảnh mô tử cung sẵn sàng cho phôi làm tổ (chứng dương). Mũi tên xanh: Tuyến tử cung;
Mũi tên đỏ: Biểu mô phủ nội mạc tử cung; Mũi tên đen: Phôi.

vậy, có ghi nhận được hiện tượng tế bào mô đệm quá
thưa thớt, tồn tại nhiều vùng vô bào trong cấu trúc
vùng chức năng. Khi so sánh với chứng dương (phôi
được cấy lên nội mạc tử cung sẵn sàng cho sự làm
tổ), phôi có khả năng xâm lấn vào sâu trong nội mạc
ở nhóm nghiệm thức này (Hình 8C, mũi tên đen).
Không quan sát được phôi ở mảnh mô tử cung được
nuôi cấy chìm (Hình 8A).

THẢO LUẬN
Kết quả khảo sát cho thấy mảnh mô nội mạc tử cung
được nuôi cấy trong điều kiện air−liquid có hình thái
cấu trúc mô và sức sống tốt hơn so với các mảnh mô
được nuôi cấy chìm. Để giải thích cho hiện tượng này,
về mặt cấu trúc mô học, nội mạc tử cung là một cấu
trúc rất phức tạp. Đặc biệt trong đó, các tế bào biểu
môbao gồmbiểumôphủdạng cột giả tầng và biểumô
tuyến trụ đơn với không bào rộng bên trong rất cần
thiết trong tương tác phôi và nội mạc tử cung. Bên
cạnh đó, sự hiện diện của các tế bào mô đệm với hình
dạng oval và phân bố rời rạc. Để đảm bảo duy trì cấu
trúc và sức sống nộimạc, điều kiện nuôi cấy air−liquid
là cần thiết. Bởi lẽ, các tế bào biểu mô là những tế bào
tương tác bề mặt và có vai trò trong việc tạo vi môi
trường vi mô bằng cách thấm và tiết dịch7. Để duy
trì chức năng này, việc nuôi cấy chìm trong dịch môi
trường là không phù hợp8. Mặt khác, trong phương
pháp nuôi cấy chìm, các tương tác tế bào−tế bào và
tế bào−môi trường ngoại bào không được thể hiện.
Những tương tác này chịu trách nhiệm cho sự biệt
hóa, tăng sinh, sức sống, biểu hiện của gene và pro-
tein, khả năng đáp ứng với các kích thích và các chức
năng khác của tế bào 9–11. Chính vì vậy, sức sống mô,
cấu trúc mô được nuôi cấy trong điều kiện air−liquid
duy trì tốt hơn so với điều kiện nuôi cấy chìm. Kết quả
này có sự tương đồng với các nghiên cứu trước đây.
Nghiên cứu củaMuruganandan và cộng sự (2020) cho
thấy, khimô tử cung được nuôi cấy trong điều kiện 3D
có sử dụng giá thể collagen, mảnh mô có đáp ứng với

các hormone trong môi trường nuôi cấy thông qua sự
thay đổi về hình thái của các cấu trúc tuyến và tế bào
biểumô tuyến8. Hay nghiên cứu của Chen và Schoen
(2019) cũng cho thấy, điều kiện nuôi cấy 3D giúp hỗ
trợ duy trì cấu trúc và chức năng lớp biểu mô nội mạc
tử cung7. Mặc dù các nghiên cứu trước đây cũng
xác định hiệu quả của điều kiện nuôi cấy air−liquid
ở mảnhmô tử cung. Tuy nhiên, khảo sát lần này thực
hiện khảo sát thời gian nuôi cấy dài hơn, khoảng 4 chu
kỳ động dục ở chuột nhắt trắng, thay vì 24 giờ hay 3
ngày trong nghiên cứu trên cùng đối tượng 6,12 hay 3

4
chu kỳ ở người8. Hơn nữa, điều kiện air−liquid được
thiết kế trong khảo sát này là hệ thống đĩa chèn, dễ
dàng thực hiện nuôi cấy, là mô hình phù hợp trong
đánh giá tương tác phôi−nội mạc tử cung trong các
nghiên cứu tái tạo nội mạc tử cung thay vì điều kiện
nuôi cấy với mô được phủ collagen khó khăn trong
việc đánh giá làm tổ phôi và quy trình thực hiện phức
tạp8.
Tuy vậy, kết quả khảo sát cũng chỉ ra rằng, các mảnh
mô tử cung được nuôi cấy trong điều kiện air−liquid
với môi trường nuôi cấy có bổ sung FBS, estrogen,
progesterone và ITS vẫn chưa thể duy trì được cấu
trúc nội mạc tử cung ban đầu với sự trưởng thành
về hình thái của các tế bào biểu mô phủ và biểu mô
tuyến. Bên cạnh đó, các tế bàomô đệm vẫn chưa hoàn
toàn đạt được hình thái oval. Từ đó có thể thấy, mặc
dù điều kiện nuôi cấy có khả năng duy trì sức sống
mô trong 12 ngày nhưng các yếu tố kích thích từ môi
trường vẫn chưa đủ để giúp duy trì được hình thái tế
bào trong mô. Cụ thể, các tế bào biểu mô chưa có
cấu trúc giả tầng và chưa có hiện tượng phân cực với
không bào lớn như hình thái đặc trưng đã được chứng
minh trong công bố củaMazur,M. T. và cộng sự trước
đây13. Bên cạnh đó, kết quả đánh giá khả năng làm
tổ của phôi cũng cho thấy kết quả tương tự về sự chưa
sẵn sàng của nội mạc tử cung. Cụ thể, phôi được ghi
nhận chỉ bám dính và không xâm lấn vào sâu trong
nội mạc. Sự xâm lấn của phôi vào nội mạc tử cung
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phụ thuộc vào sự sẵn sàng của nội mạc tử cung thông
qua hình thái và chức năng của tế bào nội mạc. Sự
tiết cytokine, yếu tố tăng trưởng của các tế bào biểu
mô, tuyến tử cung và các tế bào mô đệm đã biệt hóa
(hình dạng oval, phân bố rời rạc) là điều kiện để thúc
đẩy phôi xâm lấn vào sâu bên trong thông qua tương
tác phôi–nội mạc thúc đẩy sự hợp bào lá nuôi phôi
và tiết enzyme từ cấu trúc này14. Tuy vậy, trong điều
kiện nuôi cấy in vitro, hình thái các tế bàomô nội mạc
chưa đạt đến trạng thái sẵn sàng cho quá trình xâm lấn
này.
Mặc dù vậy, thời gian mô tử cung chuột được duy trì
sức sống sau 12 ngày nuôi cấy tương ứng với 3 chu
kỳ động dục ở loài động vật này mở ra tiềm năng ứng
dụng mô hình nuôi cấy vào các nghiên cứu tái tạo nội
mạc tử cung thời gian dài. Ngoài ra, việc mô tiếp tục
duy trì được sức sống sau 4 ngày tính từ thời điểm
cho hiệu quả tái tạo mô cao nhất (ngày 8) của quá
trình nuôi cấy cũng mang ý nghĩa lớn cho các đánh
giá tương tác phôi−nội mạc tử cung sau điều trị hai
chu kỳ động dục (ở chuột), thời gian này đủ để khảo
sát quá trình gắn kết và xâm nhập của phôi vào nội
mạc tử cung15.

KẾT LUẬN
Điều kiện nuôi cấy air−liquid phù hợp hơn nuôi cấy
chìm trong mô hình nuôi cấy mảnh mô tử cung in
vitro. Cụ thể, mô tử cung được nuôi cấy trong điều
kiện air−liquid duy trì được sức sống ổn định trong
8 ngày đầu, không khác biệt với mảnh mô ngay sau
thu nhận (P > 0,05), sức sống mô có hiện tượng giảm
dần từ ngày 12 (P < 0,05). Tuy vậy, sức sống của mô
được nuôi cấy trong điều kiện này vượt trội hơn hẳn
mô được nuôi cấy chìm (P < 0,05) và duy trì đến ngày
12 của quá trình nuôi cấy. Bên cạnh đó, cấu trúc mô
học cũng chỉ ra rằng, điều kiện nuôi cấy air−liquid hỗ
trợ cho việc duy trì cấu trúc mảnhmô tử cung tốt hơn
nuôi cấy chìm. Các liệu pháp tái tạo nội mạc tử cung
có thể được đánh giá hiệu quả in vitro trên mô hình
nuôi cấy có air−liquid này này trước khi được thực
hiện trên động vật và lâm sàng.
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XUNGĐỘT LỢI ÍCH
Các tác giả cam đoan không có xung đột lợi ích trong
việc công bố bài báo này.

ĐÓNGGÓP CỦA CÁC TÁC GIẢ
Lê Thị Vĩ Tuyết: Thực hiện thí nghiệm, viết bản thảo
và liên hệ gửi bản thảo.
Hoàng Thị Diễm Tuyết, Trần Lê Bảo Hà: tham gia
hướng dẫn, chỉnh sửa bản thảo.
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ABSTRACT
The endometrium is a characteristic structure that undergoes sequential phases involving regen-
eration and shedding of the functional area. It is believed that the stroma and stem cells found in
the endothelium's basal layer are what cause regeneration. This process is impacted by numerous
endometrial diseases which decrease the fertility. The absence of readily available animal−level
models is the fundamental constraint on the research into the regenerative treatment. This paper
presented an air−liquid culture model, established to investigate the suitable conditions for main-
taining the survival of mouse uterine tissue in vitro. The submerged culture model was used as a
control. The culture lasted for 16 days. The evaluations of the structure (H & E staining), viability
(live/dead staining), and function (embryo implantation) of the uterine tissue were performed to
confirm the efficacy of themodel. The obtained results showed that themouse uterine tissues cul-
tured in an air−liquid condition recovered their tissue structure clearly, remained stable throughout
the survey up until day 12, and displayed impaired degradation on the 16th day. On the other hand,
by the 12th day, the submerged culturemodel had clearly degraded. Additionally, compared to the
submerged culturemodel, the viability of tissue cultured under air−liquid conditions demonstrated
the superiority with the P-value of 0.05. Only the tissues, cultured in an air−liquid environment,
showed the embryos attaching to the endometrium's surface. In summary, the air−liquid culture
conditions supported themaintenance of a stable tissue structure for 12 days. This model could be
suitable for the study of therapies for mouse−damaged endometrial tissue in vitro with a duration
of up to three estrous cycles.
Key words: Endometrium, implantation, regeneration, tissue culture

Cite this article : Le T T V, Hoang T T D, Tran H L B. D evelopment of an in vitro mouse cultured uterine 
tissue model for the endometrial regenerative therapy. Sci. Tech. Dev. J. - Nat. Sci.; 2023, 
7(3):2675-2685.

2685

https://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.32508/stdjns.v7i3.1265&domain=pdf&date_stamp=2023-9-30

	Phát triển mô hình nuôi cấy mảnh mô tử cung in vitro ở chuột nhắt trắng ứng dụng trong nghiên cứu liệu pháp tái tạo
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