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TÓM TẮT
Chất nền ngoại bào (Extracellular matrix, ECM) từ da người là nguồn vật liệu tiềm năng cho các ứng
dụng trong y học tái tạo thí dụ như điều trị tổn thương mất da, thay thế cơ quan khiếm khuyết và
mực in ba chiều sinh học. Để thu nhận ECM có thể sử dụng được, thành phần tế bào gây ra phản
ứng miễn dịch cần phải được loại bỏ. Các phương pháp khử tế bào của da thường chia thành ba
loại (vật lý, hóa học và sinh học) và tối ưu khi được kết hợp thay vì sử dụng riêng lẻ. Bài báo này
trình bày việc da người được thu nhận và bảo quản trong dung dịch muối (phosphate buffered
saline, PBS) 1X có bổ sung kháng sinh trong 24 giờ. Sau đó, mẫu da thu nhận được khử tế bào bằng
ba phương pháp, gồm sử dụng sóng siêu âm kết hợp với dung dịch sodium dodecyl sulfate (SDS),
dung dịch NaCl ưu trương kết hợp với dung dịch SDS và dung dịch trypsin ở nhiều nồng độ. Hiệu
quả khử tế bào được đánh giá bằng phương pháp nhuộm mô học và định lượng nồng độ DNA
còn lại. Kết quả cho thấy phương pháp khử tế bào bằng sóng siêu âm kết hợp với SDS giúp loại bỏ
hoàn toàn thành phần tế bào và bảo tồn cấu trúc của ECM tốt hơn. Hơn nữa, ECM không gây độc
cho nguyên bào sợi của người khi được đánh giá in vitro. Kết quả này có thể làm cơ sở cho việc thu
nhận ECM vô bào từ da người hướng đến các ứng dụng trong lĩnh vực y sinh.
Từ khoá: chất nền ngoại bào, sóng siêu âm, khử tế bào, ưu trương, sodium dodecyl sulfate

MỞĐẦU1

Chất nền ngoại bào (ECM) từ da là cấu trúc cấu tạo2

nên lớp trung bì, bao gồm các protein dạng sợi đàn3

hồi như collagen, elastin, fibrillin, proteoglycans và4

laminin; đây là những phân tử có tính acid và hấp thụ5

nước cao. ECM rất đa dạng do liên kết với các thụ6

thể trên bề mặt tế bào và liên tục được biến đổi bởi7

nhiều loại enzyme. Các thành phần của ECM liên kết8

với nhau để tạo thành một hỗn hợp ổn định về mặt9

cấu trúc góp phần tạo nên các đặc tính cơ học của10

mô. Ngoài ra, ECM cũng là nơi chứa các yếu tố tăng11

trưởng và các phân tử có hoạt tính sinh học 1–3. ECM12

nói chung và ECM từ da, nói riêng, được ứng dụng13

rộng rãi trong lĩnh vực y sinh. Hiện nay, với sự tiến bộ14

của kỹ nghệ mô, ECM ngày càng được sử dụng rộng15

rãi trong điều trị nhiều loại vết thương và đạt được16

kết quả tốt trên lâm sàng. Các ứng dụng có thể kể đến17

như điều trị bỏng độ 3, ghép che phủ chân răng do tụt18

nướu, sửa chữa gân cổ chân và tái tạo ngực2,4–7.19

Tế bào là thành phần kháng nguyên chính của mô;20

trong đó, các protein bề mặt tế bào chịu trách nhiệm21

cho phản ứngmiễn dịch đào thải trong cấy ghép đồng22

loài và dị loài. Do đó, để ECM được sử dụng làm vật23

liệu cấy ghép đạt tiêu chuẩn, cần phải phát triển một24

phương pháp khử tế bào phù hợp. Ưu tiên hàng đầu25

của một phương pháp tối ưu là loại bỏ hoàn toàn tế 26

bào khỏi mô trong khi vẫn bảo tồn được các thành 27

phần của ECM. Các phương pháp thường được sử 28

dụng để khử tế bào bao gồm phương pháp hóa học, 29

phương pháp sinh học và phương pháp vật lý. Nhìn 30

chung, các phương pháp này không hiệu quả khi sử 31

dụng riêng lẻ nên cần kết hợp từ hai phương pháp trở 32

lên, để tạo ra quy trình khử tế bào phù hợp cho da8,9. 33

Về tác nhân hóa học, SDS thể hiện tác dụng hòa tan 34

nhân tế bào, loại bỏ những protein trong tế bào chất. 35

SDS đã được nghiên cứu sử dụng trong các quy trình 36

khử tế bào một số loại mô và cơ quan, bao gồm ống 37

mạch máu, màng tim, mô mỡ10–12. Vì SDS cũng có 38

thể gây ra các tác động phá hủy cấu trúc sinh học của 39

ECM, cần xemxét nồng độ phùhợp cho quy trình khử 40

tế bào với đối tượng là mô da. Đồng thời, sóng siêu 41

âm được chỉ ra về khả năng hỗ trợ quá trình khử tế 42

bào vì nó có khả năng loại bỏ tế bào khỏi ECMnhưng 43

vẫn giữ nguyên cấu trúc của collagen, elastin, đồng 44

thời bảo tồn các protein và phân tử chính của ECM. 45

Sóng siêu âm cũng tạo điều kiện cho sự xâm nhập của 46

hóa chất vào các mô, giúp tăng hiệu quả của quá trình 47

khử tế bào, đã được ghi nhận ở các mô động mạch 48

(kết hợp SDS) và mô da (kết hợp NaCl) 13–16. Do đó, 49

bài báo này trình bày việc kết hợp dung dịch SDS và 50

Trích dẫn bài báo này: Vũ D N, Mỹ N T N, Quân T M, Tâm V T T, Hùng P H, Trí L Q, Hà T L B. Thu nhận chất
nền vô bào từ da người bằng phương pháp sóng siêu âm kết hợp với dung dịch sodium dodecyl
sulfate. Sci. Tech. Dev. J. - Nat. Sci. 2024; ():1-7.
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sóng siêu âm cho quy trình khử tế bào đối với mô da,51

nhằm thu nhận thành công chất nền vô bào, hướng52

đến các ứng dụng trong lĩnh vực y sinh.53

VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP54

Vật liệu thí nghiệm55

Mẫu da người được thu nhận bằng cách cắt lọc tại56

vùng rìa vết thương bởi các bác sĩ chuyên khoa của57

Bệnh viện Quân Y 7A, Thành phố Hồ Chí Minh (có58

sự chấp thuận của Hội đồng khoa học kỹ thuật bệnh59

viện). Mẫu da được chuyển vào ống dung dịch thu60

nhận gồm PBS 1X (Gibco, Hoa Kỳ) bổ sung penicillin61

1000 IU/mL và streptomycin 1000 µg/mL (Sigma-62

Aldrich, Hoa Kỳ). Mẫu được lưu trữ ở điều kiện lạnh63

với đá gel trong quá trình vận chuyển về phòng thí64

nghiệm trong vòng 24 giờ.65

Phân lập vànuôi cấy nguyênbào sợi từmẫu66

da thu nhận67

Mẫu mô da thu nhận được cạo sạch lớp thượng bì và68

lớp mỡ, cắt thành các mảnh nhỏ kích thước khoảng69

1x1 mm2. Sau đó, các mảnh mô được ủ trong 170

mL trypsin/EDTA 0,25% (Sigma-Aldrich, Hoa Kỳ)17.71

Sau 45 phút, thêm môi trường nuôi cấy DMEM/F1272

(Sigma-Aldrich, Hoa Kỳ) có bổ sung 10% FBS (Fetal73

bovine serum) (Sigma-Aldrich, Hoa Kỳ) với tỉ lệ 1:1;74

lọc dung dịch tế bào qua màng lọc 70 µm và ly tâm75

3000 vòng/phút trong 5 phút. Các tế bào được chuyển76

vào chai nuôi (Nunc, Hoa Kỳ), bổ sung môi trường77

nuôi cấy và ủ trong tủ ấmở 37ºC, 5%CO2 (Panasonic,78

Nhật Bản). Khi tế bào đạt độ bao phủ khoảng 80%79

diện tích bình nuôi thì tiến hành cấy chuyền. Tế bào80

nuôi cấy thành công được đánh giá bằng cách quan81

sát hình dạng dưới kính hiển vi đảo ngược (Olym-82

pus, Nhật Bản) và nhuộmmiễn dịch huỳnh quang với83

kháng thể vimentin.84

Phương pháp khử tế bàomẫu da thu nhận85

Mẫu da thu nhận được rửa bằng ethanol 100%86

(Merck, Đức); sau đó, rửa lại nhiều lần bằng PBS 1X87

và cắt lọc để loại bỏ các phần thừa như lông, mỡ. Mẫu88

được ngâm trong dung dịch PBS 1X, lắc qua đêm ở89

nhiệt độ phòng và được cắt thành các kích thước cỡ90

1x1 cm2. Các mảnh da được chuyển sang falcon chứa91

isopropanol (Sigma-Aldrich, Hoa Kỳ), lắc qua đêm để92

loại bỏ mỡ và lắc mẫu với PBS 1X trong 4 giờ. Tiếp93

theo, mẫu được rửa lần lượt qua dung dịch PBS 1X94

có chứa kháng sinh 10X, 8X, 4X, 2X và không chứa95

kháng sinh (mỗi nồng độ ngâm trong 5 phút). Sau96

đó, các mảnh da được chuyển sang dung dịch PBS 1X97

có chứa kháng nấm amphotericin B (Sigma-Aldrich,98

Hoa Kỳ) với nồng độ là 50 mg/L trong vòng 10 phút.99

Cuối cùng rửa lắc mảnh da với PBS 1X qua đêm trước 100

khi tiến hành các thí nghiệm tiếp theo. 101

Nghiệm thức 1 102

Các mẫu da được đặt trong falcon chứa 10 mL SDS 103

0,7% (Sigma-Aldrich, Hoa Kỳ)10–12; chuyển falcon 104

vào bể siêu âm (Elma, Đức)13–15; siêu âm liên tục 105

trong 5 giờ ở nhiệt độ phòng, tần số 34 kHz. Các mẫu 106

da sau khi siêu âm được rửa lại bằng PBS 1X và lắc 107

trong tủ ấm với tốc độ 80 vòng/ phút, ở 37oC trong 108

24 giờ. Sau đó, mẫu được chuyển sang PBS 1X và bảo 109

quản ở tủ mát khoảng 4oC. 110

Nghiệm thức 2 111

Các mẫu da được đặt trong falcon chứa 10 mL NaCl 112

1 M (Sigma-Aldrich, Hoa Kỳ), chuyển falcon vào tủ 113

ấm 37oC trong 24 giờ. Sau đó, chuyển mẫu sang fal- 114

con mới chứa SDS 0,5%10–12; đặt trong tủ ấm lắc với 115

tốc độ 60 vòng/phút, ở nhiệt độ 37oC trong 2 giờ,. 116

Các mẫu da sau khi xử lý được rửa lại bằng PBS 1X 117

và lắc trong tủ ấm 37oC trong 24 giờ với tốc độ 80 118

vòng/phút. Sau đó, mẫu được chuyển sang PBS 1X và 119

bảo quản ở tủ mát khoảng 4oC. 120

Nghiệm thức 3 121

Các mẫu da được đặt trong falcon chứa 10 mL 122

trypsin/EDTA18 0,25% ủ ở 4oC trong 48 giờ. Tiếp tục 123

chuyển mẫu sang falcon chứa 10 mL trypsin/ EDTA 124

0,05% ủ ở 4oC trong 48 giờ. Sau đó, mẫu được chuyển 125

sang PBS 1X và bảo quản ở tủ mát khoảng 4oC. 126

Phương pháp đánh giá hiệu quả việc khử tế 127

bàomẫu da thu nhận 128

NhuộmHematoxylin & Eosin (H&E) 129

Mẫu da sau khi khử tế bào được cố định trong dung 130

dịch formalin 10%, gửi nhuộm H&E tại phòng Giải 131

phẫu bệnh, Bệnh viện Đại Phước, Thành phố Hồ Chí 132

Minh. Mẫu sau khi nhuộm được quan sát dưới kính 133

hiển vi quang học. 134

Định lượngDNA 135

Mẫu da chưa qua xử lý và đã xử lý được đo nồng độ 136

DNA bằng KIT Gen EluteTM (Sigma-Aldrich, Hoa 137

Kỳ) theo hướng dẫn của nhà sản xuất. Sau khi tách 138

chiết được DNA, tiến hành đo nồng độ bằng máy 139

NanoDrop (Thermo Scientific, Hoa Kỳ). 140

Đánhgiáđộc tính cấp tính trực tiếp củaECM 141

vô bào trên nguyên bào sợi (NBS) nuôi cấy 142

NBS được cấy vào đĩa 6 giếng với mật độ 5x104 tế 143

bào/giếng, bổ sung môi trường nuôi cấy, ủ trong tủ 144

ấm 37oC, 5%CO2. Khi NBS đạt độ bao phủ 80−90%, 145
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đặt mảnh ECM da vô bào lên bề mặt đĩa ở vị trí trung146

tâm (chiếm khoảng 1/10 bề mặt đĩa), ủ 24 giờ trong147

tủ ấm 37oC, 5% CO2. Quan sát, đánh giá mức độ gây148

độc dưới kính hiển vi đảo ngược dựa theo tiêu chuẩn149

ISO 10993-5:2009. Nếu phản ứng ở cấp độ 0−2, mẫu150

này được xemnhư không gây độc đối vớiNBS. Sau đó,151

các đĩa tế bào được tiến hành nhuộm MTT, đo OD ở152

bước sóng 570 nm, xác định mức độ độc tính thông153

qua %RGR (relative growth rate) với công thức:154

%RGR=(OD mẫu nghiệm thức)/(OD mẫu chứng155

âm)x100%156

Mẫu được xem là không độc đối với tế bào khi giá trị157

%RGR cao hơn 70%.158

Phương pháp xử lý số liệu159

Số liệu thu nhận được xử lý theo chương trình Stat-160

graphic 7.0 của Trường Đại học Michigan (Mỹ), theo161

phương pháp phân tích thống kê ANOVA one-way.162

Dữ liệu được biểu thị dưới dạng trung bình± độ lệch163

tiêu chuẩn và khác biệt thông kê có ý nghĩa ở mức giá164

trị p-value < 0,05.165

KẾT QUẢ166

Kếtquảphân lậpvànuôi cấynguyênbàosợi167

từ mẫu da thu nhận168

Hình 1: Nguyên bào sợi được nuôi cấy 24 giờ (200X)

Nguyên bào sợi được phân lập từ mẫu mô da, nuôi169

cấy, và đánh giá các đặc tính về hình thái và sự biểu170

hiện vimentin. Theo kết quả quan sát dưới kính hiển171

vi đảo ngược (Hình 1), nguyên bào sợi bám dính tốt,172

có dạng hình thoi đặc trưng và mật độ bao phủ cao173

cho thấy các yếu tố nhưmôi trường nuôi cấy, nhiệt độ174

đủ ổn định để tạo điều kiện cho nguyên bào sợi phát175

triển. Đồng thời cũng cho thấy quá trình thu nhận176

mẫu da cũng như bảo quản bằng dung dịch PBS 1X177

có chứa kháng sinh tối ưu, đạt hiệu quả tốt, thích hợp178

dùng để quảnmô sống trong 24 giờ. Ngoài ra, kết quả179

nhuộm hóa mô miễn dịch và quan sát dưới kính hiển180

vi huỳnh quang (Hình 2) cho thấy vùng tế bào chất181

Hình 2: Kết quả nhuộm vimentin nguyên bào sợi
(400X)

xung quanh nhân bắt màu xanh lá, vùng nhân cómàu 182

xanh lợt hoặc không màu. Dấu hiệu cho thấy tế bào 183

dương tính với vimentin. Nguồn nguyên bào sợi này 184

được sử dụng làm nguyên liệu để đánh giá độc tính 185

của ECM. 186

Kết quả đánh giá hiệu quả khử tế bào mẫu 187

da thu nhận 188

Kết quả nhuộmH&E 189

Quan sát mẫu mô da chưa qua xử lý (Hình 3A) cho 190

thấy được cấu trúc của lớp thượng bì và trung bì vẫn 191

còn nguyên vẹn. Kết quả ở nghiệm thức 1 (Hình 3B), 192

không thấy sự xuất hiện của tế bào bắt màu tím xanh, 193

thay vào đó các bó sợi ECM có xu hướng co cụm lại 194

tạo thành mảng màu đậm hơn tạo ra những khoảng 195

trống trong chất nền. Tương tự, đối với nghiệm thức 2 196

quan sát cũng không thấy sự xuất hiện của tế bào, cấu 197

trúc ECM có nhiều khoảng trống hơn so với nghiệm 198

thức 1 (Hình 3C). Ở nghiệm thức xử lý mô da với 199

trypsin để loại bỏ tế bào (Hình 3D) cho thấymật độ tế 200

bào có xu hướng giảm so với mô da tự nhiên, nhưng 201

vẫn xuất hiện khá nhiều, hiện diện ẩn sâu bên trong 202

chất nền. 203

Kết quả đánh giá hàm lượngDNA tồn đọng 204

DNA là thành phần của nhân tế bào, là tác nhân gây 205

ra hiện tượng đáp ứng miễn dịch đối với mô ghép. 206

DNA cho phép của một mô khử tế bào cần phải thấp 207

hơn 50 ng/mg trọng lượng khô8. Vì vậy, mô đã xử 208

lý được tách chiết và đo nồng độ DNA tồn đọng. Ở 209

kết quả nhuộm H&E, nghiệm thức trypsin cho thấy 210

tế bào còn xuất hiện nhiều trong mô xử lý, nên nhóm 211

nghiên cứu chỉ thực hiện so sánh nồng độ DNA của 2 212

nghiệm thức còn lại và so với mô tự nhiên. 213

Mô da tự nhiên với tế bào còn nguyên vẹn có nồng 214

độ DNA cao 148±11,97 ng/mg trọng lượng khô. 215

Nồng độ DNA của 2 nghiệm thức 1 và 2 lần lượt là 216
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Hình 3: Các mẫu mô da nhuộm H&E (40X). A: Mô da chưa qua xử lý; B: Mô da xử lý theo nghiệm thức 1 (NT1); C:
Mô da xử lý theo nghiệm thức 2 (NT2); D: Mô da xử lý theo nghiệm thức 3 (NT3). Mũi tên chỉ vị trí tế bào.

Hình 4: Biểu đồ nồng độ DNA đo được của các
nghiệm thức. DC: mẫu chưa khử tế bào; NT1:
Nghiệm thức 1; NT2: Nghiệm thức 2. ****: Khác biệt
có ý nghĩa thống kê với p-value < 0,0001; ns: Khác
biệt không có ý nghĩa thống kê với p-value > 0,05.

35,45±5,12 và 43,32±4,22; đều dưới 50 ng/mg trọng217

lượng khô (Hình 4). Khi so sánh kiểm định ANOVA-218

one way (p > 0,05) giữa trung bình nồng độ DNA của219

ba mẫu da, không thấy sự khác biệt rõ rệt có ý nghĩa220

thống kê giữa hai nghiệm thức 1 và 2. Như vậy khả221

năng loại bỏ DNA của tế bào ở 2 nghiệm thức này là222

như nhau.223

Kết quả đánh giá độc tính cấp tính trực tiếp 224

của ECM vô bào trên nguyên bào sợi (NBS) 225

nuôi cấy 226

Kết quả ở Hình 5 cho thấy, sau 24 giờ, đối với các đĩa 227

chứng dương sử dụngmàng latex làmvật liệu tiếp xúc, 228

NBS xung quanh màng có mật độ thưa thớt. Ngược 229

lại, đối với nhóm chứng âm và mẫu ECM da vô bào 230

(xử lý theo NT1 và NT2), NBS tại vị trí tiếp xúc vẫn 231

tiếp tục tăng sinh và phát triển. Thêm nữa, kết quả ở 232

Bảng 1 cho thấy, 2 nhóm ECM da vô bào (xử lý theo 233

NT1 và NT2) có %RGR lớn hơn 70%. Từ các kết quả 234

nêu trên có thể kết luận ECMda vô bào không gây độc 235

tính cấp tính cho NBS sau 24 giờ tiếp xúc trực tiếp. 236

THẢO LUẬN 237

Nguyên bào sợi là tế bào quan trọng nhất trong giai 238

đoạn tăng sinh của quá trình lành hóa vết thương, 239

tập trung nhiều ở lớp trung bì của da, tham gia sản 240

xuất chất nền và các yếu tố tăng trưởng như TGF-β , 241

PDGF, KGF...19. Mô da sau khi được thu nhận cần 242

được bảo quản để phân lập được nguồn nguyên bào 243

sợi phục vụ cho các thử nghiệm đánh giá sau này. Mô 244

da người nên bảo quản trong dung dịch PBS, đây là 245

dung dịchmuối đệm có độ pH tương tự như pH trong 246

cơ thể người là 7,4; đồng thời cũng là dung dịch đẳng 247
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Hình 5: Nguyên bào sợi tiếp xúc với các vật liệu sau 24 giờ (100X). A: Màng collagen thương mại (Nhóm chứng
âm); B: Màng latex (Nhóm chứng dương); C: ECM da vô bào xử lý theo NT1; D: ECM da vô bào xử lý theo NT2. Dấu
sao chỉ vị trí đặt mẫu.

Bảng 1: %RGR của các nhóm thí nghiệm

Nhóm chứng âm Nhóm chứng dương ECM da vô bào xử lý
theo NT1

ECM da vô bào xử lý
theo NT2

%RGR 100 14,73±0,002 101,88±0,002 103,76±0,008

trương không làm hư hại cấu trúc tế bào. Ngoài ra,248

nhiễm trùng do vi khuẩn và nấm gây ảnh hưởng đến249

kết quả thí nghiệm và các nhà nghiên cứu thường sử250

dụng kháng sinh, kháng nấm để ngăn ngừa các tác251

nhân gây nhiễm này. Penicillin/Streptomycin được sử252

dụng rộng rãi làm kháng sinh tiêu chuẩn trong nuôi253

cấy tế bào 20.254

Vimentin làmột loại protein dạng sợi trung gian được255

tìm thấy trong nhiều loại tế bào chưa trưởng thành256

trên khắp hệ thần kinh trung ương và cơ thể, bao gồm257

các tế bào biểu mô thần kinh nguyên thủy, nhưng258

cũng được biểu hiện trong một số loại tế bào trưởng259

thành, như tế bào nội mô của mạch máu, cơ trơn260

mạch máu và nguyên bào sợi 21.261

SDS được xem là tác nhân khử tế bào phổ biến nhất 262

hiện nay. SDS hoạt động bằng cách hòa tan màng 263

tế bào và màng nhân, loại bỏ hiệu quả tàn dư nhân 264

và protein tế bào chất. Tuy nhiên, SDS cũng có thể 265

làm biến tính protein, loại bỏ GAG và các yếu tố tăng 266

trưởng, đồng thời gây ra thiệt hại cho collagen và và 267

cấu trúc ECM, ngoài ra, nó còn có thể gây độc cho 268

cơ thể nếu sử dụng lượng quá cao mà không rửa sạch 269

hoàn toàn sau quá trình xử lý tế bào 9. Năng lượng 270

điện cao tần được chuyển đổi thành năng lượng cơ 271

học; sau đó truyền vào bể chứa mẫu trong máy phát 272

sóng siêu âm; quá trình này tạo ra hàng triệu bong 273

bóng và vỡ liên tục giúp loại bỏ thành phần tế bào 274

khỏi ECM22. Việc kết hợp hai phương pháp vật lý và 275

hóa học giúp gia tăng hiệu quả loại bỏ tế bào; đồng 276
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thời hạn chế tác động của SDS lên cấu trúc ECM 23.277

Năm 2018, Hashemi và cộng sự 24 tiến hành khử tế278

bào mẫu da người bằng cách kết hợp nhiều loại hóa279

chất như NaCl, Triton X100, EDTA, Trypsin, SDS,280

PBS. Kết quả cho thấy rằng phương pháp kết hợp281

NaCl 1M và SDS 0,5% cho hiệu quả loại bỏ tế bào tốt282

nhất. Thêm nữa, năm 2019, Hazwani và cộng sự13
283

tiến hành khử tế bào động mạch chủ bằng sóng siêu284

âm kết hợp dung dịch SDS 0,1% và 2%. Kết quả cho285

thấy với cả 2 nồng độ SDS sử dụng đều có hiệu quả286

loại bỏ hoàn toàn thành phần tế bào; đồng thời giảm287

lượng DNA tồn dư lần lượt 87% và 92%. Trong khi,288

mẫu mạch 2 nghiệm thức chỉ ngâm trong dung dịch289

SDS 0,1% và 2% vẫn còn xuất hiện cấu trúc nhân tế290

bào ở kết quả nhuộm mô học 23. Kết quả trình bày291

trong bài báo này hoàn toàn tương đồng với các công292

trình nêu trên.293

Các kết quả ban đầu về tiêu chí vô bào và an toàn in294

vitro cho phép dự đoán được khả năng tương hợp sinh295

học của chất nền ngoại bào từ mô da. Tuy nhiên, để296

cung cấp thêm dữ liệu hóa-sinh học của đối tượng vật297

liệu này, các đánh giá chuyên sâu cần được tiếp tục,298

như khảo sát thành phần collagen và GAG, cũng như299

các ảnh hưởng đến đặc tính sinh học của tế bào ( sự di300

cư, tăng sinh, biệt hóa). Ngoài ra, để mang đối tượng301

chất nền ngoại bào từ mô da trở thành sản phẩm ứng302

dụng trong từng lĩnh vực y sinh cụ thể, việc chế tạo303

các dạng vật liệu như vi hạt, dung dịch đồng hóa, gel304

− hydrogel, được xem là tiềm năng để tiếp tục phát305

triển trong các nghiên cứu tiếp theo.306

KẾT LUẬN307

Bài báo trình bày việc khử tế bào và thu nhận chất nền308

ngoại bào trung bì da bằng 2 phương pháp: (i) Kết hợp309

SDS 0,7% và sử dụng sóng siêu âm với tần số 34 kHz;310

(ii) Kết hợp NaCl 1 M và SDS 0,5%. Kết qủa đạt được311

là chất nền vô bào thu nhận được chứng minh không312

gây độc tính cấp tính cho nguyên bào sợi người nuôi313

cấy. Nghiên cứu này làm cơ sở cho việc thu nhận chất314

nền vô bào từ da người, một loại vật liệu giàu tiềm315

năng ứng dụng trong lĩnh vực y sinh.316
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DNA: Deoxyribonucleic acid318
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TGF-β : Transforming Growth Factor-β - Yếu tố tăng327
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ABSTRACT
Extracellular matrix (ECM) from the human skin is a potential source of materials for regenerative
medicine in some applications: treatment of skin loss lesions, replacement of lost tissues or 3D bio-
printing ink preparation. The ECM could only be used when the cellular component that induced
the immune response was removed. Common decellularization methods could be divided into
three categories: physical, chemical, and biological. This study showed that these categories could
attain optimal when theywere combined together rather than be individually used. This paper pre-
sented the study in which the human skin was collected and preserved in 1X phosphate buffered
saline (PBS) supplemented with antibiotics in 24 hours. After that, the obtained skin samples were
decellularized by three methods including using ultrasonic combining with sodium dodecyl sul-
fate (SDS) solution, hypertonic NaCl solution combining with SDS solution and a trypsin solution
at some concentrations. The cell reduction efficiency was assessed by a histological staining and
quantification of residual DNA concentrations. The results showed that the ultrasonic combining
with SDS completely removed the cellular component and better preserved the structure of the
ECM and the ECM was not cytotoxic to human fibroblasts in vitro. The result could be the basis for
obtaining the acellular ECM from human skin for biomedical applications.
Key words: extracellular matrix, ultrasonic, decellularization, hypertonic, sodium dodecyl sulfate
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	Phương pháp khử tế bào mẫu da thu nhận
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	Kết quả nhuộm H&E
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