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¶nh h−ëng cña m«i tr−êng nu«i cÊy ®Õn tiÒm n¨ng gia t¨ng 
vµ biÖt hãa cña tÕ bµo gèc ph«I chuét nu«I cÊy in vitro 
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TÕ bµo gèc (stem cell) míi ®−îc chó ý ®Õn 
trong nh÷ng n¨m gÇn ®©y do ý nghÜa khoa häc 
vµ thùc tiÔn cña nã. Kh¶ n¨ng ph©n chia liªn tôc 
vµ cã thÓ biÖt hãa thµnh c¸c lo¹i tÕ bµo kh¸c 
nhau cña c¬ thÓ lµ tiÒm n¨ng cña tÕ bµo gèc mµ 
c¸c tÕ bµo b×nh th−êng (chuyªn hãa) kh¸c 
kh«ng cã [1,4]. ChÝnh nhê cã tiÒm n¨ng nµy mµ 
tÕ bµo gèc ®−îc øng dông trong nhiÒu lÜnh vùc 
nh− trong liÖu ph¸p tÕ bµo ®iÒu trÞ bÖnh ®¸i 
®−êng, bÖnh ló lÉn (alzheimer), bÖnh m¸u, bÖnh 
tim…, trong nghiªn cøu qu¸ tr×nh ung th− hãa tÕ 
bµo vµ ®iÒu trÞ ung th−, trong t¹o ®éng vËt 
chuyÓn gien cho c¸c s¶n phÈm quý, trong 
nghiªn cøu di truyÒn vµ qu¸ tr×nh ph¸t triÓn c¸ 
thÓ…[1,5,6].        

Khi nh©n nu«i in vitro tÕ bµo gèc b»ng c¸c 
m«i tr−êng nu«i cÊy tÕ bµo ®éng vËt th«ng 
th−êng, tÕ bµo gèc nhanh chãng mÊt ®i tiÒm 
n¨ng quý gi¸ nµy; chóng bÞ chÕt do m«i tr−êng 
kh«ng phï hîp hay biÖt hãa kh«ng ®Þnh h−íng 
thµnh c¸c lo¹i tÕ bµo chuyªn hãa kh¸c nhau, 
ngõng ph©n chia råi chÕt theo ch−¬ng tr×nh 
(apoptosis). ViÖc nghiªn cøu bæ sung c¸c chÊt 
vµo m«i tr−êng nu«i cÊy ®Ó ®iÒu khiÓn tèc ®é 
gia t¨ng vµ biÖt hãa ®Þnh h−íng cña tÕ bµo gèc 
®ang ®−îc tËp trung nghiªn cøu. Mét sè c«ng 
tr×nh nghiªn cøu cho thÊy nÕu bæ sung LIF 
(Leukemie Inhibit Factor) vµo m«i tr−êng nu«i 
cÊy th× sÏ duy tr× ®−îc kh¶ n¨ng gia t¨ng vµ biÖt 
hãa cña tÕ bµo gèc [2,3]. KÕt qu¶ nghiªn cøu 
cña chóng t«i cho thÊy dïng m«i tr−êng ®_ nu«i 
tÕ bµo FC (Feeder Cells) trong 2 ngµy ®Ó nu«i tÕ 
bµo gèc còng sÏ gi÷ ®−îc tÕ bµo gèc kh«ng biÖt 
hãa vµ tiÕp tôc gia t¨ng, cßn huyÕt thanh cña 
thai bß vµ huyÕt thanh cña bª míi sinh võa thóc 
®Èy qu¸ tr×nh ®æi míi tÕ bµo, võa thóc ®Èy qu¸ 
tr×nh biÖt hãa tù nhiªn cña tÕ bµo gèc. 

I. ph−¬ng ph¸p nghiªn cøu 

1. Thu nhËn ph«i, t¸ch vµ nh©n nu«i tÕ bµo 
FC cña ph«i chuét 

Chuét nh¾t tr¾ng dßng Swiss cã träng l−îng 
25-30g (4-6 tuÇn tuæi), do ViÖn VÖ sinh DÞch tÔ 
Trung −¬ng cung cÊp ®−îc theo dâi hµng ngµy 
chu kú cña tÕ bµo ©m ®¹o. Chuét c¸i ë thêi kú 
tiÒn ®éng dôc ®−îc ghÐp ®ùc (1♀/1♂) vµ tiÕp 
tôc theo dâi trong hai ngµy tiÕp theo. Ngµy thÊy 
cã nót tr¾ng hay tinh trïng ë ©m ®¹o ®−îc xem 
lµ ngµy ph«i thø nhÊt. 

TÕ bµo sîi cña ph«i chuét cßn ®−îc gäi lµ tÕ 
bµo nu«i FC (Feeder Cells), ®−îc t¸ch tõ ph«i 
13-15 ngµy tuæi theo ph−¬ng ph¸p cña Anna M. 
Wobus (2002) [1].  

2. T¸ch vµ nh©n nu«i tÕ bµo gèc cña ph«i 
chuét 

TÕ bµo gèc cña ph«i chuét ESC (Embryonic 
Stem Cell) ®−îc t¸ch tõ ph«i 5-6 ngµy tuæi theo 
ph−¬ng ph¸p cña Claudia Hegert (2002) [2].  

3. Tæ chøc thÝ nghiÖm 

§Ó nghiªn cøu ¶nh h−ëng cña c¸c yÕu tè 
trong m«i tr−êng nu«i cÊy ®Õn kh¶ n¨ng gia 
t¨ng vµ biÖt hãa cña tÕ bµo ESC, chóng t«i tæ 
chøc thÝ nghiÖm nh− sau: 

TÕ bµo ESC ®−îc nu«i trong khay cã 48 
giÕng phñ giªlatin 1%; mËt ®é ban ®Çu lµ 100 tÕ 
bµo trong 400 µl m«i tr−êng/mçi giÕng.  

C¸c m«i tr−êng ®−îc chuÈn bÞ nh− sau: M1 
= m«i tr−êng RPMI 1640 kh«ng cã FBS vµ 
kh«ng cã líp tÕ bµo FC; M2 = m«i tr−êng RPMI 
1640 cã 10% FBS vµ kh«ng cã líp tÕ bµo FC; 
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M3 = m«i tr−êng RPMI 1640 cã 10% FBS vµ cã 
líp tÕ bµo FC; M4 = m«i tr−êng RPMI 1640 cã 
10% FBS vµ 40% dung dÞch nu«i tÕ bµo FC ë 
ngµy nu«i thø hai, kh«ng cã líp tÕ bµo FC; M5 
= m«i tr−êng DMEM cã 10% FBS vµ cã líp tÕ 
bµo FC; M6 = m«i tr−êng DMEM cã 10% FBS 
vµ 40% dung dÞch nu«i tÕ bµo FC ë ngµy nu«i 
thø hai, kh«ng cã líp tÕ bµo FC; M7 = m«i 
tr−êng DMEM cã 10% NBS vµ 40% dung dÞch 
nu«i tÕ bµo FC ë ngµy nu«i thø hai, kh«ng cã 
líp tÕ bµo FC.  

FBS = huyÕt thanh cña thai bß; NBS = huyÕt

thanh cña bª míi sinh.  

Cø sau hai ngµy, tÕ bµo l¹i ®−îc thay m«i 
tr−êng míi cïng lo¹i cho tÊt c¶ c¸c giÕng nu«i. 
§Õn ngµy thø m−êi, líp tÕ bµo ESC ®−îc lµm 
bong rêi vµ ®Õm trong buång ®Õm Neubauer cã 
vµ kh«ng cã trypan blue. 

Sè liÖu ®−îc xö lý b»ng phÇn mÒm Excel. 

II. kÕt qu¶ vµ th¶o luËn 

KÕt qu¶ nghiªn cøu ®−îc tr×nh bÇy ë b¶ng 1. 

B¶ng 1 

Sù gia t¨ng vµ biÖt hãa cña tÕ bµo gèc cña ph«i chuét ESC sau 10 ngµy nu«i cÊy 

M«i tr−êng 
Nu«i cÊy 

Sè ESC 
ban ®Çu 

Sè ESC 
sau 10 ngµy 

X% ESC 
bÞ biÖt hãa 

Ngµy kh«ng 
cßn ESC 

M1 100 tb 042,0 ± 03,5 06,8 ± 0,7 18 
M2 100 tb 164,8 ± 12,7 80,5 ± 5,2 26 
M3 100 tb 339,5 ± 16,2 24,3 ± 2,6 >30 
M4 100 tb 296,0 ± 14,8 20,8 ± 2,1 >30 
M5 100 tb 390,5 ± 19,6 19,6 ± 1,8 >30 
M6 100 tb 320,1 ± 17,1 18,4 ± 1,7 >30 
M7 100 tb 280,3 ± 13,3 12,6 ± 1,1 >30 

   

TÕ bµo ESC nu«i cÊy trong m«i tr−êng M1 
(h×nh 1a) gÇn nh− kh«ng ph©n chia vµ kh«ng 
biÖt hãa, b¸m yÕu ít trªn nÒn ®¸y cña chai nu«i 
råi chÕt dÇn; sau 10 ngµy, chØ cßn kho¶ng 42% 
tÕ bµo ESC vµ chÕt hÕt sau kho¶ng 18 ngµy. 

Trong m«i tr−êng M2, sau 10 ngµy, tÕ bµo 
ESC (h×nh 1b) ph©n chia nh©n lªn = 164,8 ± 
12,7, ®ång thêi mét sè lín (80,5 ± 5,2%) biÖt 
hãa thµnh tÕ bµo d¹ng sîi, ®a sè d¹ng sao vµ 
mét Ýt d¹ng tÕ bµo thÇn kinh (tÕ bµo cã sîi trôc 

vµ ph©n nh¸nh). Sau 26 ngµy, kh«ng cßn thÊy tÕ 
bµo ESC (tÕ bµo cã d¹ng h×nh cÇu vµ cã nh©n 
to), tuy nhiªn vÉn cßn tån t¹i mét sè tÕ bµo 
chuyªn hãa. VÒ thèng kª, sù kh¸c nhau gi÷a 
m«i tr−êng M1 vµ m«i tr−êng M2 lµ cã ý nghÜa 
víi α = 0,05. VÒ thµnh phÇn, m«i tr−êng M2 
kh¸c víi m«i tr−êng M1 lµ cã thªm 10% FBS. 
Nh− vËy, râ rµng FBS cã t¸c dông kÝch thÝch qu¸ 
tr×nh ph©n chia còng nh− biÖt hãa cña tÕ bµo 
ESC. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
       
 

(a) (b) (c) 

H×nh 1. TÕ bµo ESC ®−îc nh©n nu«i trong c¸c m«i tr−êng M1 (a), M2 (b) vµ M3 (c) 
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TÕ bµo ESC ®−îc nu«i cÊy trong m«i 
tr−êng M3 sau 10 ngµy ®_ ph©n chia vµ nh©n 
lªn nhanh = 339,5 ± 16,2, xuÊt hiÖn c¸c côm tÕ 
bµo thÓ ph«i vµ 24,3 ± 2,6% sè tÕ bµo ESC bÞ 
biÖt hãa (h×nh 1c). Sau 30 ngµy, sè tÕ bµo ESC 
vµ tÕ bµo chuyªn hãa vÉn tån t¹i víi tû lÖ t−¬ng 
tù nh− sau 10 ngµy (kho¶ng 24,3%). So s¸nh sù 
ph¸t triÓn cña tÕ bµo ESC trong m«i tr−êng M2 
vµ m«i tr−êng M3 cho thÊy sù kh¸c nhau cã ý 
nghÜa thèng kª, c¶ vÒ tèc ®é ph©n chia còng 
nh− sù biÖt hãa; ®iÒu nµy chøng minh líp tÕ 
bµo FC (sau xö lý MC) ®_ øc chÕ qu¸ tr×nh biÖt 
hãa cña tÕ bµo ESC vµ trùc tiÕp hay gi¸n tiÕp 
(th«ng qua øc chÕ biÖt hãa) lµm tÕ bµo ESC 
t¨ng nhanh.  

TÕ bµo ESC ®−îc nu«i trong m«i tr−êng 
M4 ph¸t triÓn t−¬ng tù nh− trong m«i tr−êng 
M3 song tèc ®é cã thÊp h¬n. Sau 10 ngµy, sè tÕ 
bµo ESC = 296,0 ± 14,8, xuÊt hiÖn c¸c côm tÕ 
bµo thÓ ph«i EB vµ sè tÕ bµo ESC bÞ biÖt hãa lµ 
20,8 ± 2,1%. KÕt qu¶ vÒ sù ph¸t triÓn cña tÕ 
bµo ESC trong m«i tr−êng M3 vµ m«i tr−êng 
M4 ®_ chøng minh cho kÕt luËn cña mét sè t¸c 
gi¶ [5], [6] lµ líp tÕ bµo FC (sau xö lý MC) ®_ 
tiÕt vµo m«i tr−êng nu«i d−ìng chóng chÊt 
thuéc nhãm LIF cã ¶nh h−ëng ®Õn ho¹t ®éng 
cña gien “c«ng t¾c Oct-4”.  

Trong hai m«i tr−êng M5 vµ M6 sö dông 
DMEM, tÕ bµo ESC ph©n chia nhanh h¬n, cã tû 
lÖ biÖt hãa thÊp h¬n so víi trong m«i tr−êng 
M3 vµ M4 sö dông RPMI1640. Sau 10 ngµy, sè 
tÕ bµo ESC = 390,5 ± 19,6/M5 vµ = 320,1 ± 
17,1/M6; sè tÕ bµo ESC bÞ biÖt hãa lµ 19,6 ± 
1,8%/M5 vµ 18,4 ± 1,7%/M6, t−¬ng øng víi 
m«i tr−êng M3 vµ m«i tr−êng M4 lµ = 339,5 ± 
16,2/M3, 296,0 ± 14,8/M4 vµ 24,3 ± 2,6%/M3, 
20,8 ± 2,1%/M4. C¸c côm tÕ bµo thÓ ph«i h×nh 
thµnh trong hai m«i tr−êng M5 vµ M6 còng cã 
kÝch th−íc lín h¬n khi so s¸nhvíi hai m«i 
tr−êng M3 vµ M4. 

So s¸nh sù ph¸t triÓn cña tÕ bµo ESC trong 
hai m«i tr−êng M6 sö dông FBS víi m«i tr−êng 
M7 sö dông NBS thÊy sù kh¸c biÖt cã ý nghÜa 
thèng kª c¶ vÒ sù gia t¨ng cña tÕ bµo ESC còng 
nh− tû lÖ biÖt hãa; víi m«i tr−êng M6 sè tÕ bµo 
ESC = 320,1 ± 17,1 vµ tû lÖ biÖt hãa = 18,4 ±

1,7% cßn víi m«i tr−êng M7 t−¬ng øng lµ = 
280,3 ± 13,3% vµ 12,6 ± 1,1%. KÕt qu¶ nµy 
cho thÊy t¸c dông kÝch thÝch qu¸ tr×nh ph©n 
chia còng nh− biÖt hãa tÕ bµo ESC cña FBS 
m¹nh h¬n NBS. 

III. kÕt luËn 

Tõ nh÷ng kÕt qu¶ trªn, cã thÓ rót ra nh÷ng 
kÕt luËn sau: 

1. Nu«i cÊy trong m«i tr−êng RPMI1640 
®¬n thuÇn (kh«ng cã FBS, kh«ng cã tÕ bµo nu«i 
FC), tÕ bµo gèc cña ph«i chuét ESC bÞ chÕt do 
m«i tr−êng kh«ng phï hîp. 

2. HuyÕt thanh cña thai bß FBS vµ huyÕt 
thanh cña bª míi sinh NBS ®Òu cã t¸c dông 
kÝch thÝch qu¸ tr×nh ph©n chia còng nh− biÖt 
hãa cña tÕ bµo ESC, song t¸c dông cña FBS 
m¹nh h¬n NBS. 

3. Líp tÕ bµo FC (sau xö lý MC) còng nh− 
dung dÞch ®_ nu«i tÕ bµo FC trong hai ngµy cã 
t¸c dông k×m h_m qu¸ tr×nh biÖt hãa nh−ng 
kh«ng øc chÕ sù ph©n chia gia t¨ng cña tÕ bµo 
ESC. 

4. C¸c m«i tr−êng M5, M6 vµ M7 ®Òu cã 
thÓ sö dông ®Ó nh©n nu«i tÕ bµo ESC, tuú theo 
®iÒu kiÖn cã ®−îc vµ môc ®Ých sö dông mµ 
chän m«i tr−êng nµo cho thÝch hîp h¬n.  
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effect of the supplemented media on the proliferated  
and Differentiated Capacities of in vitro  

cultured mouse stem cells 

Do Thi Thao, Do Khac Hieu, Nguyen Mong Hung 

Summary 

The ability of continuous dividing and differentiating into various cell types of living organisms is the 
potentials of stem cells which make them different from other normal cells. These potentials of stem cells 
arise many possible applications such as in practical treatment of diabetes, alzheimer, blood cancer, heart 
disease…, in the studies on carcinogenic process for future suggesting therapies, in producing transgenic 
animals for making valuable products, in genetic study and evolutional development. In our studies, we 
focused on the effects of supplement factors added into the growth media in order to regulate the proliferation 
and the specialization of stem cells. Our results showed that: 

1. Mouse embryonic stem cells (ESC) were died when growing in the plain RPMI1640 medium (without 
FBS and without Feeder cells FC) due to the unsuitable medium. 

2. Both the fetal bovine serum (FBS) and the newborn bovine serum (NBS) had effects on the stimulation 
of proliferation and differentitation of the ESC; however, FBS showed stronger effect than NBS. 

3. The FC (after treatment with MC) as well as the 2 days FC growing extracted medium showed the same 
effect on the suppression of the differentiation but not the proliferation of the ESC. 

4. The M5, M6 and M7 media were all able to be used for the culture of the mouse ESC. The choosen 
medium only was dependent on the laboratory availability and the scientific purposes.  

Ngµy nhËn bµi: 20-6-2005 


