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THU NHËN, NU¤I CÊY TÕ BµO GèC TRUNG M¤ Tõ NHAU THAI NG¦êI Vµ 
BIÖT HãA THµNH TÕ BµO Mì, TÕ BµO X¦¥NG IN VITRO 

 
TRÇN CÈM Tó, HOµNG NGHÜA S¥N 

ViÖn Sinh häc nhiÖt ®íi 

QuÇn thÓ tÕ bµo gèc trung m« (MSCs -
Mesenchymal Stem Cells) ®+ ®−îc chøng minh 
hiÖn diÖn ë c¸c m« thai vµ m« tr−ëng thµnh, bao 
gåm tñy x−¬ng, gan, m¸u cuèng rèn, dÞch èi, 
m¸u ngo¹i vi. TÕ bµo gèc trung m« cã thÓ c¶m 
øng biÖt hãa thµnh x−¬ng, mì, sôn, x¬ vµ néi b× 
khi ®−îc nu«i cÊy trong m«i tr−êng víi nh÷ng 
®iÒu kiÖn thÝch hîp [1, 3, 6, 9, 10]. 

MSCs thÓ hiÖn kh¶ n¨ng biÖt hãa ®a dßng vµ 
®Æc ®iÓm ®iÒu hßa miÔn dÞch nªn chóng høa hÑn 
lµ mét t¸c nh©n liÖu ph¸p rÊt kh¶ thi. Nh÷ng d÷ 
liÖu vÒ cÊy ghÐp tiÒn l©m sµng còng ®+ chøng 
minh r»ng sù cÊy ghÐp MSCs kh«ng chØ ng¨n 
ngõa sù th¶i lo¹i mµ cßn cã hiÖu qu¶ ®iÒu hßa 
miÔn dÞch [2].  

MSCs lµ mét quÇn thÓ hiÕm (kho¶ng 0,001 - 
0,01%) trong tñy x−¬ng ng−êi tr−ëng thµnh [6]. 
Ngoµi ra, sè l−îng cña MSCs trong tñy x−¬ng 
gi¶m dÇn theo tuæi [7]. MSCs cßn t−¬ng ®èi Ýt 
trong m¸u ngo¹i vi vµ trong m¸u cuèng rèn [3]. 

Mét nghiªn cøu gÇn ®©y cho thÊy quÇn thÓ tÕ 
bµo MSCs tån t¹i trong tÜnh m¹ch cuèng rèn [12]. 
H¬n thÕ n÷a MSCs cßn hiÖn diÖn trong c¸c m« 
nh− gan, tñy x−¬ng, thËn [1]. Tuy nhiªn, mÉu 
thuéc nh÷ng m« trªn rÊt khã thu nhËn, do ®ã viÖc 
t×m kiÕm mét nguån thÝch hîp, tr¸nh c¸c vÊn ®Ò 
vÒ ®¹o ®øc còng nh− thiÕt lËp hÖ thèng nu«i cÊy 
thÝch hîp lµ mét thö th¸ch vµ rÊt cÇn thiÕt. 

Bµi b¸o nµy, tr×nh bµy c¸c kÕt qu¶ nghiªn cøu 
thu nhËn tÕ bµo gièng MSCs tõ nhau thai ng−êi, 
®©y lµ mét nguån rÊt dåi dµo vµ kh«ng ¶nh h−ëng 
g× ®Õn søc kháe con ng−êi. TÕ bµo gèc trung m« 
thu tõ nhau thai biÓu hiÖn c¸c chØ thÞ (marker) bÒ 
mÆt gièng MSCs thu tõ tñy x−¬ng. NÕu sö dông 
nh÷ng tÕ bµo gèc trung m« tõ nhau thai (Placenta 
Mesenchymal Stem Cells - PMSCs) sÏ kh«ng g©y 
tranh c+i g× vÒ ®¹o lý. Nhau thai lµ mét nguån dåi 
dµo, dÔ thu nhËn cña c¸c tÕ bµo ®a tiÒm n¨ng 
phôc vô cho c¸c øng dông thùc nghiÖm vµ l©m 
sµng trong t−¬ng lai. 

I. PH¦¥NG PH¸P NGHI£N CøU 

1. Ho¸ chÊt 

PBS (Phosphate - buffered Saline); cån 70% 
(China); Trypsin-EDTA 0,25% (Gibco - 
Invitrogen); NH4Cl; Tris pH7.6 (Invitrogen); 
M«i tr−êng Dulbecco’s modified Eagle’s 
medium (DMEM - Gibco - Invitroge); m«i 
tr−êng huyÕt thanh (FBS - Gibco); dung dÞch 
Penicillin - Steptomycin (Gibco - Invitrogen); 
Basic fibroblast growth factor (b-FGF, Gibco - 
Invitrgen); collagenas (Gibo - Invitrogen). 

Phycoerythin (PE); Fluorescein 
isothiocyanate (FITC); Allophycocyanin (APC). 

β-glycerol 2-phosphate (Sigma), Ascorbic 
acid (Sigma), hEGF (Gibco – Invitrogen), 
Dexamethasone (Sigma); Insulin (Sigma); 
Indomethacine (Sigma). 

AgNO3 (China); Ethanol (Sigma); 
Formaldehyde (China); 2-propanol (Sigma); Oil 
Red O (Wako). 

2. VËt liÖu 

Nhau thai ng−êi ®−îc thu nhËn t¹i BÖnh viÖn 
Phô s¶n Hïng V−¬ng. 

3. Ph−¬ng ph¸p 

Nghiªn cøu thùc nghiÖm ®−îc tiÕn hµnh t¹i 
Phßng C«ng nghÖ tÕ bµo ®éng vËt, ViÖn Sinh 
häc NhiÖt ®íi. 

a. Ph−¬ng ph¸p xö lý mÉu, thu nhËn vµ nu«i 
cÊy MSCs tõ nhau thai 

Nhau thai (tõ 38 - 40 tuÇn) thu nhËn khi míi 
sinh ®+ ®−îc sù ®ång ý cña s¶n phô vµ BÖnh 
viÖn. Toµn bé m¸u cuèng rèn hót bá vµ nhu 
nhËn m« nhau thai xung quanh cuèng rèn, sau 
®ã röa s¹ch b»ng PSB gi÷ trong èng 50 mL 
chuyÓn vÒ phßng thÝ nghiÖm. 
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MÉu m« ®−îc c¾t nhuyÔn b»ng kÐo sau ®ã 
xö lý víi Trypsin - EDTA 0,25%, ñ trong tñ Êm 
37oC kho¶ng 10 phót. TiÕn hµnh läc c¸c mÉu 
m« b»ng mµng läc kÝch th−íc 100 µm. Ly t©m 
víi vËn tèc 1600 vßng/phót trong thêi gian 7 
phót ë nhiÖt ®é 4oC, tÕ bµo ®−îc thu nhËn vµ 
dung gi¶i trong dung dÞch gåm 155 mM NH4Cl, 
20 mM Tris pH 7,6 trong vßng 5 phót. Råi tiÕn 
hµnh ly t©m thu cÆn tÕ bµo ë tèc ®é 1500 
vßng/phót trong thêi gian  5 phót ë nhiÖt ®é 4oC. 
CÆn tÕ bµo ®−îc ®¸nh tan trong m«i tr−êng 
DMEM bæ sung 10% FBS, 100 U/mL 
penicillin-streptomycin vµ 5 ng/mL bFGF. TÕ 
bµo nu«i trong tñ Êm 5% CO2, 37oC. 

Thay m«i tr−êng 2 lÇn/tuÇn. Khi nu«i ®−îc 3 
®Õn 5 ngµy, lo¹i bá nh÷ng m¶nh m« nhá cßn sãt 
l¹i vµ tÕ bµo tiÕp tôc ®−îc nu«i cÊy. Khi c¸c tÕ 
bµo chiÕm h¬n 80% diÖn tÝch b×nh nu«i th× tiÕn 
hµnh cÊy chuyÓn b»ng trypsin - EDTA 0,25% vµ 
pha lo+ng 3 lÇn khi chuyÓn qua b×nh nu«i míi. 

b. C¸c kiÓu h×nh chØ thÞ (marker) bÒ mÆt 

TÕ bµo gèc trung m« tõ nhau thai vµ tñy 
x−¬ng ®−îc nhuém víi nhiÒu lo¹i kh¸ng thÓ ®¬n 
dßng kÕt hîp víi Fluorescein isothiocyanate 
(FITC) hoÆc phycoerythin (PE) hoÆc 
Allophycocyanin (APC); CD31-PE, CD45-APC, 
CD105-FITC, CD34-APC, HLA-ABC-FITC, 
HLA-DR-FICT, CD166-FITC, CD13-PE,

CD73-FITC, CD14-FITC. 

Tèi thiÓu 15.000 sù kiÖn ®−îc ph©n tÝch 
b»ng hÖ thèng flow cytometry (FACS, BD 
Biosciences) vµ ph©n tÝch b»ng phÇn mÒm 
Cellquest. 

c. C¸c thÝ nghiÖm vÒ biÖt hãa 

TiÒm n¨ng biÖt hãa cña MSCs tõ nhau thai 
®−îc kiÓm tra b»ng m«i tr−êng ®Æc hiÖu. BiÖt hãa 
thµnh tÕ bµo x−¬ng (osteoblast) ®−îc c¶m øng 
b»ng m«i tr−êng DMEM 1%FBS bæ sung 10 mM 
β-glycerol 2-phosphate, 0,2 mM Ascorbic acid, 
50ng/mL hEGF, 0,1 mM Dexamethasone. BiÖt 
hãa thµnh tÕ bµo mì b»ng m«i tr−êng DMEM 
1%FBS bæ sung 0,1 M dexamethasone, 0,1 mM 
insulin, 10 mM indomethacine.  

II. KÕT QU¶ nghiªn cøu 

1. §Æc ®iÓm kiÓu h×nh c¸c tÕ bµo ®· ®−îc 
thu nhËn 

Tõ 9 -14 ngµy tõ thêi ®iÓm nu«i cÊy ban ®Çu 
trong b×nh nu«i xuÊt hiÖn 10 ®Õn 14 quÇn thÓ. 
C¸c tÕ bµo ban ®Çu ph¸t triÓn vµ cã 2 d¹ng kiÓu 
h×nh ®Æc tr−ng d¹ng mét lµ d¹ng quÇn thÓ tÕ bµo 
cã h×nh d¹ng thon dµi gièng fibroblast (h×nh 1A), 
vµ d¹ng kh¸c lµ kiÓu nhiÒu gãc c¹nh (h×nh 1B). 
TÕ bµo sau 7 ngµy nu«i cÊy (h×nh 1C) vµ sau 14 
ngµy nu«i cÊy (h×nh 1D). 

 

A   B  
 

C   D  
H×nh 1. C¸c d¹ng h×nh th¸i tÕ bµo thu nhËn tõ nhau thai ng−êi 

A: TÕ bµo cã d¹ng kiÓu h×nh gièng fibroblast; B: TÕ bµo cã d¹ng kiÓu h×nh gãc c¹nh;  
C: TÕ bµo sau 7 ngµy nu«i cÊy; D: TÕ bµo sau 14 ngµy nu«i cÊy. 
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H×nh 2. C¸c marker bÒ mÆt cña PMSCs 

 

A   B  
H×nh 3. KÕt qu¶ nhuém tÕ bµo b»ng Alizarin Red S 

A. TÕ bµo kh«ng c¶m øng (®èi chøng); B. TÕ bµo c¶m øng biÖt hãa, c¸c tÕ bµo x−¬ng b¾t mµu ®á víi thuèc nhuém. 
 

A   B  
H×nh 4. KÕt qu¶ nhuém tÕ bµo b»ng Von Kossa 

A. TÕ bµo kh«ng c¶m øng (®èi chøng); B. TÕ bµo c¶m øng biÖt hãa, c¸c tÕ bµo x−¬ng b¾t mµu x¸m (b¹c) víi thuèc nhuém. 

A   B  
H×nh 5. KÕt qu¶ nhuém tÕ bµo b»ng Oil Red OA.  

TÕ bµo kh«ng c¶m øng (®èi chøng); B. TÕ bµo c¶m øng biÖt hãa, c¸c giät lipit trong tÕ bµo mì 
b¾t mµu ®á víi thuèc nhuém. 
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Tuy nhiªn, sau khi cÊy chuyÒn b»ng trypsin 
- EDTA, c¸c quÇn thÓ tÕ bµo gãc c¹nh dÇn biÕn 
mÊt chØ cßn l¹i c¸c quÇn thÓ tÕ bµo h×nh thon dµi 
gièng fibroblast tiÕp tôc t¨ng sinh. Sau ®ã c¸c 
quÇn thÓ tÕ bµo nµy ®−îc kiÓm tra biÓu hiÖn c¸c 
marker bÒ mÆt b»ng hÖ thèng flow cytometry. 

2. §Æc ®iÓm kiÓu h×nh c¸c chØ thÞ (marker) 
bÒ mÆt 

§Æc ®iÓm kiÓu h×nh miÔn dÞch cña tÕ bµo 
gèc trung m« thu tõ nhau thai (PMSCs) lµ chóng 
d−¬ng tÝnh víi nhiÒu chØ thÞ (marker) CD105, 
CD73, CD13, CD166, HLA-ABC. Ngoµi ra, 
PMSCs ®+ ©m tÝnh c¸c chØ thÞ (marker) cña tÕ 
bµo gèc t¹o m¸u nh− CD34, CD45, HLA-DR 
(h×nh 2).  

3. C¸c thÝ nghiÖm biÖt hãa 

TiÕn hµnh nhuém c¸c mÉu PMSCs ®+ ®−îc 
c¶m øng ®Ó x¸c ®Þnh sù biÖt hãa cña chóng. 

KÕt qu¶ biÖt hãa tÕ bµo x−¬ng (osteoblast). 

KÕt qu¶ nhuém Alizarin Red S (h×nh 3) vµ 
Von Kossa (h×nh 4) ë ngµy 23 sau c¶m øng 
b»ng m«i tr−êng biÖt hãa. 

KÕt qu¶ biÖt hãa tÕ bµo mì (adipocyte). 

KÕt qu¶ nhuém Oil Red O (h×nh 5) sau 30 
ngµy c¶m øng b»ng m«i tr−êng biÖt ho¸. 

III. TH¶O LUËN 

C¸c kÕt qu¶ thu ®−îc cho thÊy MSCs cã 
hiÖn diÖn trong nhau thai ng−êi. B»ng c¸ch sö 
dông c¸c kü thuËt nu«i cÊy tÕ bµo th«ng th−êng 
cã thÓ thu nhËn vµ t¨ng sinh tÕ bµo in vitro mét 
c¸ch hiÖu qu¶. MÆc dï tÕ bµo nu«i cÊy ban ®Çu 
bao gåm c¶ kiÓu tÕ bµo gièng fibroblast vµ 
kh«ng gièng fibroblast, nh−ng chØ cã quÇn thÓ 
gièng fibroblast tån t¹i sau khi cÊy chuyÒn. 

HiÖn nay, ch−a cã chØ thÞ (marker) bÒ mÆt 
nµo ®Æc hiÖu hoµn toµn ®Ó x¸c ®Þnh MSCs, do 
®ã MSCs ®−îc x¸c ®Þnh dùa vµo c¸c ®Æc tÝnh 
kiÓu h×nh miÔn dÞch, dùa vµo h×nh th¸i vµ bëi 
kh¶ n¨ng kÐo dµi sù tù lµm míi trong khi vÉn cã 
thÓ biÖt hãa ra c¸c dßng tÕ bµo trung m« kh¸c. 
MSCs kh«ng biÓu hiÖn chØ thÞ (marker) tÕ bµo 
t¹o m¸u (CD45, CD34, CD14) còng nh− chØ thÞ 
(marker) cña tÕ bµo néi b× (CD34, CD31) t−¬ng 
tù c¸c kÕt qu¶ cña Pittenger (1999); Van den 
Heuvel vµ cs., (1987); Majumdar vµ cs., (1998). 

MSCs biÓu hiÖn mét sè l−îng lín c¸c ph©n tö kÕ 
dÝnh (CD44 vµ integrins), vµi chØ thÞ (marker) tÕ 
bµo nÒn (SH-2, SH-3 vµ SH-4) còng nh− vµi 
receptor cytokine (IL-1R, TNF-aR) [4-6, 8].  

Tõ nh÷ng kÕt qu¶ nghiªn cøu cho phÐp 
kh¼ng ®Þnh r»ng c¸c tÕ bµo gièng MSCs thu 
nhËn tõ nhau thai cã thÓ dÔ dµng thu nhËn vµ 
t¨ng sinh mµ kh«ng cã sù thay ®æi nµo vÒ ®Æc 
tÝnh vµ h×nh th¸i, khi nu«i trong m«i tr−êng chØ 
víi huyÕt thanh. Nhau thai cã thÓ lµ mét nguån 
thu nhËn MSCs ®Çy høa hÑn vµ dåi dµo. Nh÷ng 
d÷ liÖu ban ®Çu vÒ kh¶ n¨ng biÖt hãa cña 
PMSCs ®Çy høa hÑn. Chóng cã kh¶ n¨ng biÖt 
hãa ra nhiÒu lo¹i tÕ bµo nh− tÕ bµo x−¬ng, tÕ bµo 
mì, tÕ bµo sôn... vµ cã thÓ ®−îc sö dông trong 
mét sè  liÖu ph¸p nh− ®iÒu trÞ tæn th−¬ng x−¬ng, 
bÖnh thiÕu m¸u chi côc bé, sù h×nh thµnh m¹ch 
míi.... Ngoµi ra, cßn v× kh«ng vÊp ph¶i c¸c vÊn 
®Ò ®¹o lý còng nh− cã thÓ thu nhËn sè l−îng rÊt 
lín tÕ bµo, PMSCs cßn cã thÓ lµ nguån thay thÕ 
hÊp dÉn cña c¸c tÕ bµo tiÒn th©n hoÆc tÕ bµo gèc 
phôc vô cho c¸c nghiªn cøu c¬ b¶n. Nh÷ng 
nghiªn cøu tiÕp theo cÇn tiÕn hµnh víi môch 
®Ých t×m hiÓu vµ kh¸m ph¸ c¸c tiÒm n¨ng øng 
dông trong l©m sµng. 

Lêi c¶m ¬n: Chóng t«i ch©n thµnh c¸m ¬n 
Gi¸o s− Osamu Ohneda, Khoa Y häc t¸i sinh vµ 
Sinh häc tÕ bµo gèc, §¹i häc Tsukuba, NhËt B¶n 
®+ gióp ®ì chóng t«i trong qu¸ tr×nh sµng läc 
c¸c biÓu hiÖn marker bÒ mÆt cña tÕ bµo gèc 
còng nh− nh÷ng hç trî vÒ kü thuËt. 
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ISOLATION, CULTURE MESENCHYMAL STEM CELLS DERIVED  
FROM HUMAN PLACENTA AND DIFFERENTIATION TO ADIPOCYE, 

OSTEOBLAST IN VITRO 
 

Tran Cam Tu, Hoang Nghia Son 
 
 

Summary 
 

The presence within bone marrow of a population of mesenchymal stem cells (MSCs) able to differentiate 
into a number of different mesenchymal tissues, including bone and cartilage. Since then MSCs have been 
demonstrated in a variety of fetal and adult tissues, including bone marrow, fetal blood and liver, cord blood, 
amniotic fluid and, in adult peripheral blood. MSCs from these sources can be extensively expanded in vitro 
and when cultured under specific conditions retain their ability to differentiate into multiple lineages including 
bone, cartilage, fat, muscle, nerve, and stromal cells. There has been great interest in these cells both because 
of their value as a model for studying the molecular basis of differentiation and their therapeutic potential for 
tissue repair and immune modulation. However, MSCs are a rare population in these tissues. Here we tried to 
identify cells with MSC-like potency in human placenta. We isolated adherent cells from trypsin-digested 
term placentas and examined these cells for morphology, surface markers, and differentiation potential and 
found that they expressed several stem cell markers. We suggest that placenta-derived cells have multilineage 
differentiation potential similar to MSCs in terms of morphology and cell-surface antigen expression. The 
placenta may prove to be a useful source of MSCs. 
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