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Abstract: Developing models for preclinical examinations to avoid using animals has been 

increasing worldwide. Besides creating cell lines or tissues specialized for in vitro testing, 

biological wastes are also utilized as a potential tissue source for ex vivo examinations. In 

particular, the human skin from plastic surgery can be an ideal source of skin models to evaluate 

the effectiveness of some biological products with the advantage of possessing a natural finished 

skin structure. However, to maintain skin viability under laboratory conditions, it is necessary to 

establish ex vivo skin tissue nurturing conditions. Therefore, we tested conditions for culturing 

skin tissue outside the body using the air-liquid interface tissue culture method paired with 

Wharton's Jelly (WJ) extracted from umbilical cords and a specialized nutrient medium.The results 

showed that the skin tissue could maintain and survive in the air-liquid interface tissue culture 

conditions. Results from observations showed a consistent in size and color of the skin tissues up 

to day 10 when cultured solely in the nutrient medium. However, when supplemented with 

Wharton's Jelly (WJ), the tissues maintained their characteristics until day 15. Additionally, the 

histological analysis indicated that cultured skin tissues could maintain their normal structure of 

three epidermis, dermis, and hypodermis layers; signs of epidermal detachment from the dermis 

were observed after 10 days in the nutrient medium alone, whereas this separation occurred after 

15 days when supplemented with Wharton's Jelly (WJ). Moreover, hair follicles, melanocytes, and 

keratinocytes were observed to be appropriately positioned and exhibited their characteristic 

structures. These results indicated that skin could survive in a nutrient medium for ten days, 

particularly prolonged over 15 days in a when supplemented with WJ. These 

results indicated the potential to maintain skin tissue ex vivo and use it for different tests under 

laboratory conditions. 
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Tóm tắt: Việc phát triển các mô hình cho mục đích thử nghiệm tiền lâm sàng nhằm tránh sử dụng 

động vật đang là xu hướng mới trên thế giới. Bên cạnh việc tạo ra các dòng tế bào hoặc mô chuyên 

hoá cho thử nghiệm in vitro, các phế phẩm sinh học cũng đang được tận dụng như một nguồn mô 

tiềm năng cho thử nghiệm ex vivo. Trong đó, phần da người từ phẫu thuật tạo hình thẩm mỹ có thể 

là một nguồn mô hình da lý tưởng để đánh giá hiệu quả của một số sinh phẩm với ưu điểm sở hữu 

cấu trúc da hoàn thiện tự nhiên. Tuy nhiên, nhằm duy trì khả năng sống của da trong điều kiện 

phòng thí nghiệm thì cần phải thiết lập được điều kiện nuôi dưỡng mô da ex vivo. Do đó, chúng tôi 

tiến hành thử nghiệm các điều kiện nuôi cấy mô da bên ngoài cơ thể bằng phương pháp nuôi cấy 

mô bán tiếp xúc với môi trường dinh dưỡng và môi trường dinh dưỡng kết hợp lớp Wharton’s 

Jelly (WJ) từ dây rốn. Kết quả cho thấy mô da có thể được duy trì ổn định trong các điều kiện nuôi 

cấy mô bán tiếp xúc. Các quan sát bên ngoài cho thấy kích thước và màu sắc mô da không bị biến 

đổi cho đến 10 ngày khi nuôi trong môi trường dinh dưỡng và đến 15 ngày khi nuôi trong môi 

trường dinh dưỡng kết hợp với lớp WJ. Đồng thời, kết quả phân tích mô học chỉ ra rằng da vẫn giữ 

được cấu trúc đầy đủ ba lớp gồm biểu bì, trung bì và hạ bì; chỉ xuất hiện sự bong tróc lớp biểu bì 

và tách rời khỏi trung bì từ sau ngày thứ 10 hoặc ngày thứ 15 tương ứng với mô được nuôi trong 

điều kiện môi trường dinh dưỡng hay môi trường dinh dưỡng kết hợp với WJ. Các nang nông, tế 

bào sắc tố và tế bào sừng cũng được quan sát thấy ở đúng vị trí và giữ được cấu trúc bình thường 

trong cấu trúc mô da. Các kết quả này cho thấy mô da có thể được nuôi sống trong môi trường 

dinh dưỡng đến 10 ngày ở phòng thí nghiệm; đặc biệt khi kết hợp môi trường dinh dưỡng với WJ 

có giúp kéo dài sự sống của mô da bên ngoài cơ thể đến trên 15 ngày. Kết quả từ nghiên cứu này 

cho thấy tiềm năng duy trì mô da ex vivo và sử dụng cho các thử nghiệm khác nhau ở điều kiện 

phòng thí nghiệm. 

Từ khóa: Mô hình da, ex vivo, nuôi cấy bán tiếp xúc, Wharton’s Jelly (WJ). 

1. Mở đầu * 

Mô hình động vật từ lâu đã được sử dụng 

như là tiêu chuẩn bắt buộc của các thử nghiệm 

tiền lâm sàng trong điều trị nhiều loại bệnh lý 

khác nhau. Cho đến nay, mô hình động vật này 

vẫn đang được ưa chuộng dù phải đối mặt với 
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các vấn đề đạo đức và sự phản đối liên quan 

đến các vấn đề y đức, sáng kiến 3R và một số 

trường hợp chính thức của Viện Y tế Quốc gia 

Hoa Kỳ (NIH) [1]. Đối với mô hình nghiên cứu 

trên da trong lĩnh vực thẩm mỹ và da liễu trị 

liệu, đặc điểm mô da động vật cũng khác nhau 

về độ dày của lớp sừng, mật độ lông, khả năng 

hấp thụ nước, thành phần lipid và hình thái da; 

ngay cả da lợn hay da chuột có đặc điểm gần 

giống với da người nhất cũng có tính thấm cao 

hơn so với da người [2, 3]. Việc các đặc điểm 
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da động vật không đại diện cho da người đã đặt 

ra những nghi vấn về tác dụng thực tế của các 

loại thuốc hay những hợp chất sử dụng cho 

người được thử nghiệm trên mô hình động vật.  

Do vậy, các giải pháp thay thế cũng đã 

được xem xét nhằm hạn chế thử nghiệm trên 

động vật [4]; ví dụ như thử nghiệm trên các 

dòng tế bào sừng, nguyên bào sợi da in vitro và 

sử dụng các phương pháp dự đoán dựa trên việc 

tổng hợp những dữ liệu sẵn có để phân tích mối 

tương quan giữa hoạt tính sinh học và cấu trúc 

của hợp chất thử nghiệm. Bên cạnh đó, các phế 

phẩm sinh học đang được tận dụng như một mô 

hình thử nghiệm ex vivo tiềm năng [5, 6]. Đã có 

nhiều nghiên cứu sử dụng mô da ex vivo cho 

các nghiên cứu thử nghiệm khác nhau như sửa 

chữa hàng rào bảo vệ da [7], hỗ trợ và điều trị 

vết thương [8], độc tính hoá học [9], bệnh lý 

viêm mãn tính [10], nhiễm nấm [11]  và các thử 

nghiệm ngoài da [12]. Do vậy, mô da người ex 

vivo mới là mô hình tối ưu cho các thử nghiệm 

đánh giá độc tính và khả năng thẩm thấu của 

thuốc qua da [13].   

Cấu trúc mô da có 3 lớp chính là biểu bì, 

trung bì và hạ bì. Lớp biểu bì là lớp ngoài cùng, 

chủ yếu chứa các tế bào sừng để tạo thành lớp 

sừng bảo vệ da, các tế bào hắc tố và tế bào 

Langerhans tham gia điều hòa các hoạt động 

của hệ thống miễn dịch trong da [14]. Lớp trung 

bì nằm ngay bên dưới lớp biểu bì qua màng 

đáy, chứa các loại tế bào gốc trung mô, nguyên 

bào sợi, các thành phần chất nền ngoại bào gồm 

có sợi collagen, elastin và proteoglycan tạo 

thành cấu trúc nâng đỡ da [15]. Lớp trung bì 

cũng chứa các mạch máu, dây thần kinh, các 

phần phụ của da như nang lông, tuyến bã và 

tuyến mồ hôi [15]. Lớp hạ bì, nằm dưới lớp 

trung bì, là lớp sâu nhất của da, bao gồm mô 

mỡ, mô liên kết và các mạch máu, là lớp cách 

nhiệt và lớp đệm cho cơ thể [15]. Phần mẫu mô 

da người được thu thập sau các ca phẫu thuật 

thẩm mỹ là một nguồn mẫu mô lý tưởng để kiểm 

tra tác dụng của các sinh phẩm và thuốc bôi ngoài 

da với ưu điểm sở hữu cấu trúc da tự nhiên bao 

gồm các quần thể tế bào (tế bào sừng, tế bào hắc 

tố, tế bào Langerhans, nguyên bào sợi) và ma 

trận các thành phần collagen, elastin và 

glycosaminoglycan [2]. Bên cạnh những thử 

nghiệm ngắn hạn, một số khác yêu cầu các hoạt 

động sinh lý và cấu trúc của mô da phải được 

đảm bảo và theo dõi trong suốt thời gian dài 

thử thuốc. Nuôi cấy bán tiếp xúc môi trường 

(Air-liquid interface - ALI) đã được chứng 

minh là một phương pháp hiệu quả trong nuôi 

cấy mô và tế bào có nguồn gốc từ da và phổi 

[16, 17]. Cơ chế của phương pháp này là cho 

phép bề mặt trên của mẫu tiếp xúc với không 

khí và phần còn lại tiếp xúc với môi trường 

dinh dưỡng nhằm mục đích tạo điều kiện nuôi 

giống tối đa với mô tự nhiên trong cơ thể.  

Wharton’s jelly (WJ) là lớp màng nhầy nằm 

xen giữa các mạch máu trong dây rốn, chủ yếu 

chứa collagen, fibronectin và glycosaminoglycan 

là các phân tử có tính đàn hồi trong trong chất 

nền bên trong lớp hạ bì của da [18, 19]. Do đó, 

chúng tôi nhận thấy WJ có thể là thành phần hỗ 

trợ, giúp ổn định cấu trúc và cho phép môi 

trường dinh dưỡng tiếp cận bề mặt bên dưới 

cho mô hình nuôi cấy da ex vivo [20]. Hơn nữa, 

WJ chứa hàm lượng lớn axit hyaluronic và cung 

cấp các yếu tố tăng trưởng như yếu tố tăng 

trưởng nguyên bào sợi (FGF), yếu tố tăng 

trưởng nội mô (EGF), yếu tố tăng trưởng giống 

Insulin - 1 (IGF-I), yếu tố tăng trưởng có nguồn 

gốc tiểu cầu (PDGF) và yếu tố chuyển đổi tăng 

trưởng beta (TGF-β) giúp thúc đẩy sự phát triển 

mô da [21]. Mặc dù WJ đã được nghiên cứu 

làm chất phủ bề mặt chai nuôi cấy nhằm hỗ trợ 

tế bào gốc trung mô và tế bào nội mô người 

bám dính và phát triển [19]; tuy nhiên, chưa có 

báo cáo nào sử dụng WJ làm chất hỗ trợ nuôi 

mô da ex vivo. 

Trong nghiên cứu này, chúng tôi thử nghiệm 

hai điều kiện nuôi mô da ex vivo, gồm môi trường 

dinh dưỡng thông thường và môi trường dinh 

dưỡng kết hợp WJ, nhằm tìm ra điều kiện kéo dài 

thời gian nuôi mô da trong phòng thí nghiệm. Kết 

quả của nghiên cứu sẽ cho phép thúc đẩy lợi thế 

của việc sử dụng mô da người ex vivo cho một số 

thử nghiệm thuốc trên da. 

2. Vật liệu và phương pháp nghiên cứu  

2.1. Chuẩn bị chất phủ bề mặt Wharton’s Jelly (WJ) 

Dây rốn được thu thập và bảo quản trong 

dung dịch Ringer lactate có bổ sung 5% kháng 
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sinh Penicilin/Streptomycin (P/S) ở 4 oC cho 

đến khi xử lý. Mẫu dây rốn được rửa một lần 

với cồn 70° trước khi rửa hai lần với đệm PBS 

bổ sung 1% P/S; sau đó dây rốn được cắt thành 

các đoạn nhỏ hơn có chiều dài khoảng 5 cm. 

Các đoạn này được cắt dọc theo chiều dài, loại 

bỏ phần mạch máu (động mạch, tĩnh mạch) bên 

trong để làm bộc lộ lớp WJ (Hình 1A). Thu lớp 

WJ bằng cách bóc tách và ép ra từ phần mô còn 

lại của dây rốn. Lớp WJ được hòa loãng trong 

dung dịch muối được đệm hóa  phosphate 

(PBS) với tỷ lệ 1 : 1 và khử tế bào bằng cách sốc 

nhiệt (đông lạnh ở -20 oC trong tối thiểu 24 giờ và 

rã đông ở 37 oC trong 30 phút). Khi sử dụng, phủ 

một lớp WJ đã pha loãng này lên bề mặt giếng 

nuôi cấy trước khi nuôi mô da (Hình 1B). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Hình 1. Hình ảnh lớp Wharton Jelly (WJ). 

A) Hình ảnh lớp WJ bên trong dây rốn. B) Hình ảnh lớp WJ phủ lên bề mặt giếng nuôi mô 

được quan sát dưới kính hiển vi (độ phóng đại 10X).

2.2. Thu thập mô da   

Mẫu mô da thu được từ phẫu thuật cắt bỏ 

vùng da ngực của bệnh nhân phì đại tuyến vú 

tại Trung tâm Thẩm mỹ Vinmec (đã được chấp 

thuận bởi Hội đồng Y đức trong nghiên cứu Y 

Sinh học - Công ty Cổ phần Bệnh viện ĐKQT 

Vinmec, Quyết định số 278/2020/QĐ-

VINMEC). Mẫu được vận chuyển và bảo quản 

trong dung dịch Ringer lactate có bổ sung 5% 

P/S ở 4 oC trước khi được xử lý tiếp theo.  

Tiêu chuẩn lựa chọn mẫu mô da cho nghiên 

cứu: Giới tính nữ; tuổi < 50 tuổi; người hiến 

không bị viêm da, không mắc các bệnh truyền 

nhiễm, không mắc các bệnh rối loạn sắc tố da 

(bạch biến, lupus ban đỏ, xơ cứng,…) hoặc các 

triệu chứng về da (vàng da, viêm da); mẫu da thu 

thập trước khi xử lý có độ dày khoảng 2 - 8 mm 

và diện tích tối thiểu là 10 cm2; cấu trúc mô 

nguyên vẹn ba lớp (biểu bì, trung bì, hạ bì); da 

có màu vàng tự nhiên, căng, sáng, không bị 

sạm, nám da, mô da không có dấu hiệu bị hoại 

tử và nhiễm trùng. Tiêu chuẩn loại trừ: mô bị 

tổn thương hoặc mô da không toàn vẹn cấu trúc 

ba lớp; da lấy từ vùng mô sẹo, vùng viêm, sạm 

da, nám da; mô có dấu hiệu bị nhiễm trùng, 

hoại tử hoặc dung dịch thu thập; lưu trữ mô có 

nguy cơ bị nhiễm khuẩn.  

2.3. Thiết lập mô hình da ex vivo 

Mẫu da (n = 3) được rửa với cồn 70° và 

dung dịch đệm PBS bổ sung 1% P/S. Mô da 

được cắt thành từng miếng có kích thước 1 x 1 

cm2 và chuyển vào các giếng của đĩa nuôi cấy 

12 giếng (Corning, Mỹ) chứa sẵn các điều kiện 

thử nghiệm tương ứng như sau: 

Nhóm 1: Dung dịch đệm PBS (đối chứng âm). 

Nhóm 2: Môi trường dinh dưỡng (MTDD), 

gồm có DMEM/F12 (Gibco, Massachusetts, 

USA) + 10% FBS (Gibco, Massachusetts, 

USA) + 1 mM CaCl2).  

Nhóm 3: Môi trường dinh dưỡng 

(DMEM/F12 + 10% FBS) kết hợp lớp lót WJ 

(MTDD + WJ). 

Các mẫu được ủ trong tủ ấm 37 oC và 5% 

CO2 và thay môi trường định kỳ hai ngày một lần. 

Mô da được đánh giá đại thể trong nuôi cấy 

theo các tiêu chí sau: sự thay đổi màu sắc, kích 

thước, cấu trúc, dấu hiệu nhiễm khuẩn và hoại tử. 

2.4. Xử lý mô học và nhuộm hoá mô 

Các mẫu mô da được rửa trong đệm PBS và 

ngâm trong dung dịch formalin 4% trong vòng 

48 giờ. Mẫu được chuyển vào ống chứa PBS 

chứa 15% saccharose cho đến khi chìm xuống 

hoàn toàn rồi chuyển sang PBS chứa 30% 
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saccharose. Mẫu được gắn lên khuôn đúc bằng 

dung dịch OCT và làm đông trong buồng lạnh -

16 oC (Hình 2). Mẫu được cắt thành các lát 

mỏng có độ dày 5 - 8 μm sử dụng máy cắt lạnh 

Slee MNT (SLEE medical GmbH, Đức) và đặt 

lên lam kính. Sử dụng phương pháp nhuộm 

Hematoxylin và Eosin (H&E) để đánh giá đặc 

điểm cấu trúc da trong các điều kiện nuôi. Tiêu 

bản mô da được ngâm trong cồn 96° trong 15 

phút, sau đó được rửa loại bỏ OCT với nước 

cất. Mẫu lần lượt được nhuộm với Hematoxylin 

trong 10 phút và Eosin trong 30 giây. Mẫu được 

rửa với nước cất sau mỗi lần nhuộm. Mẫu tiêu 

bản được gắn lamen với glycerol và quan sát 

dưới kính hiển vi Zeiss AxioPlan 2 Imaging 

Microscope (Carl Zeiss, Đức). 

2.5. Phương pháp xử lý dữ liệu 

Dữ liệu số được trình bày dưới dạng Giá trị 

trung bình ± Độ lệch chuẩn. 
f 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hình 2. Hình ảnh đúc nến và cắt mẫu mô da. 

A) Mẫu da được gắn lên khuôn đúc bằng dung dịch OCT. 

B) Mẫu da được cắt lát dọc để kiểm tra cấu trúc các lớp da. 

3. Kết quả 

3.1. Đặc điểm và hình thái mẫu mô da sau xử lý 

Mẫu mô da sau khi xử lý sẽ được kiểm tra 

các đặc điểm trước khi nuôi theo dõi. Các mẫu 

mô đều có đặc điểm khá tương đồng nhau, cụ 

thể là trọng lượng khoảng 0,3 gram, kích thước 

1 x 1 cm2, màu da vàng đồng đều và quan sát 

không thấy hiện tượng mẫu bị hoại tử hay cấu 

trúc da bị tổn thương (Hình 3). 
e 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hình 3. Sơ đồ quy trình xử lý và đặc điểm mảnh mô da sau xử lý sử dụng cho nuôi cấy thí nghiệm. 
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3.2. Đặc điểm mẫu mô da trong quá trình 

nuôi dưỡng 

Các mẫu da sau khi xử lý đạt tiêu chuẩn 

được nuôi theo ba điều kiện như đã mô tả ở 

phần phương pháp. Qua thời gian, các mẫu da 

được nuôi cấy ex vivo dần thay đổi sắc tố bề 

mặt từ màu vàng sang màu đen (Hình 4). Với 

nhóm đối chứng âm (nuôi trong dung dịch PBS), 

da có sự thay đổi rõ rệt sau ba đến năm ngày. 

Cụ thể là mô bắt đầu thiếu liên kết tạo nên cấu 

trúc mô rời rạc, lỏng lẻo và màu da chuyển từ 

vàng nhạt sang nâu đen. Ngược lại, các mẫu 

được nuôi trong điều kiện môi trường dinh 

dưỡng (DMEM/F12, 10% FBS, 1 mM CaCl2) 

không quan sát thấy có sự thay đổi đặc điểm da 

cho đến ngày thứ bảy nuôi cấy. Sau đó, các mẫu 

mô chỉ nuôi trong môi trường dinh dưỡng bắt 

đầu thay đổi sắc tố từ vàng nhạt sang nâu từ 

ngày thứ 8 và quan sát rõ ở ngày thứ 10, sau đó 

màu da đổi hoàn toàn thành đen khi sang ngày 

thứ 15. Tuy nhiên, các mẫu mô được nuôi trong 

điều kiện môi trường dinh dưỡng có bổ sung 

WJ vẫn giữ nguyên đặc điểm bình thường về 

kích thước và màu sắc da cho tới ngày thứ 14, 

và chỉ bắt đầu có dấu hiệu đổi màu da từ ngày 

thứ 15. Đặc biệt, phần tiếp xúc với môi trường 

đổi thành màu đen trước và sau đó lan đến các 

phần không được tiếp xúc với môi trường, các 

mẫu mô bị đổi màu da thành đen hoàn toàn sau 

ngày thứ 20. Chi tiết đặc điểm cấu trúc da và 

màu sắc thay đổi trong quá trình nuôi cấy có thể 

xem trong Hình 4 và Bảng 1. 
j 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hình 4. Đặc điểm hình thái đại thể mẫu mô da nuôi cấy trong nghiên cứu 

Màu sắc da thay đổi tại các thời điểm khác nhau tuỳ thuộc vào điều kiện nuôi. 

Bảng 1. Các  đặc điểm phân loại của da ở các điều kiện thử nghiệm được theo dõi trong 20 ngày (n = 3). 

Điều kiện 

nuôi 
Ngày 

Thay đổi 

màu sắc 

Thay đổi 

kích thước 

Biến đổi cấu 

trúc 

Dấu hiệu 

nhiễm khuẩn 
Hoại tử 

PBS 

D0-D1 - - - - - 

D2 – D7 ++ + ++ - - 

D8 – D14 +++ +++ +++ - + 

D15 – D18 +++ +++ +++ - + 

D19 - D20 +++ +++ +++ - + 

MTDD 
D0-D1 - - - - - 

D2 – D7 - - - - - 



N. Q. Minh et al. / VNU Journal of Science: Natural Sciences and Technology, Vol. 40, No. 2 (2024) 12-21 

 

18 

D8 – D14 + - - - - 

D15 – D18 ++ ++ ++ - + 

D19 - D20 +++ +++ +++ - + 

MTDD+

WJ 

D0-D1 - - - -  

D2 – D7 - - - - - 

D8 – D14 - - - - - 

D15 – D18 + - - - - 

D19 - D20 + + - - - 

- Màu sắc da: thay đổi từ vàng nhạt sang nâu đen, trong đó: vàng nhạt tự nhiên: -, bắt đầu chuyển màu vàng 

đậm: +, chuyển màu nâu: ++, chuyển màu nâu đen hoại tử: +++ 

- Kích thước: kích thước mảnh mô da co nhỏ lại, trong đó không thay đổi kích thước: -, có dấu hiệu co lại: +, 

co lại ít: ++, co lại nhiều rõ rệt: +++ 

- Cấu trúc da: quan sát đặc điểm bong tróc da bên ngoài, trong đó: không bong tróc: -, có dấu hiệu bong tróc: +, 

bong tróc nhẹ: ++, bong tróc nhiều: +++  

- Nhiễm khuẩn: không có dấu hiệu nhiễm khuẩn: -, có dấu hiệu nhiễm khuẩn nhẹ: +, có dấu hiệu nhiễm khuẩn 

trung bình: ++, có dấu hiệu nhiễm khuẩn nặng: +++  

- Hoại tử: màu da nâu đen, có dấu hiệu bong tróc, kích thước thay đổi so với ban đầu.

3.3. Phân tích tiêu bản mô học 

Tiếp theo, chúng tôi phân tích tiêu bản đánh 

giá sự toàn vẹn cấu trúc da bằng phương pháp hoá 

mô nhuộm H&E. Kết quả tiêu bản mô học cho 

thấy các mẫu mô ở các điều kiện thử nghiệm đều 

có đủ cấu trúc gồm 3 lớp biểu bì, trung bì và hạ bì 

(Hình 5). Đối với mẫu nuôi trong PBS, các vùng 

ở lớp thượng bì có dấu hiệu bị tách rời với nhau 

và bị bong khỏi lớp trung bì ở ngày thứ 5 và ngày 

thứ 10, hiện tượng này cũng xuất hiện ở mẫu nuôi 

trong môi trường dinh dưỡng không có lớp WJ ở 

ngày thứ 15. Quan sát tiêu bản mô học các mẫu 

nuôi trong môi trường dinh dưỡng ở ngày thứ 10 

không thấy có sự khác biệt đáng kể so với mẫu 

thu ngày đầu tiên (Hình 5). 

Các mẫu mô ở điều kiện được bổ sung lớp 

WJ vẫn giữ được các cấu trúc đặc trưng của mô 

da ở ngày thứ 15 gồm biểu bì, trung bì, hạ bì, 

nang lông, các tế bào sừng, tế bào hắc tố da 

(melanocyte) (Hình 5, Hình 6). 
f 

 

Hình 5. Kết quả phân tích mô học đánh giá cấu trúc mô da nuôi ex vivo bằng phương pháp nhuộm H&E. Mũi tên 

đen chỉ lớp biểu bì; mũi tên xanh chỉ lớp trung bì; thanh tỷ lệ: 50 μm. MTDD: môi trường dinh dưỡng; MTDD + 

WJ: điều kiện môi trường dinh dưỡng kết hợp Wharton’s Jelly. 
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Hình 6. Tiêu bản mô học mẫu da ở ngày thứ 15 nuôi trong điều kiện môi trường dinh dưỡng 

có kết hợp lớp lót Wharton’s Jelly. 

4. Bàn luận  

Với mục đích phát triển các phương pháp 

phù hợp để duy trì khả năng sống của mô da 

bên ngoài cơ thể, chúng tôi thử nghiệm nuôi mô 

da là phế phẩm sinh học từ phẫu thuật tạo hình 

thẩm mỹ trong điều kiện môi trường dinh 

dưỡng. Kết quả cho thấy rằng, tùy thuộc vào 

các điều kiện khác nhau thì mô da có thể duy trì 

sự sống bên ngoài cơ thể trong vòng 8 đến 15 

ngày. Trong thời gian này, các đặc điểm quan 

sát bên ngoài gồm màu sắc và thể tích mô da 

không thay đổi. Khi phân tích cấu trúc mô của 

da thì thấy rằng mô da vẫn duy trì được cấu trúc 

các lớp và đặc điểm tế bào bình thường. Do 

vậy, phương pháp nuôi mô da trong môi trường 

dinh dưỡng (DMEM/F12 + 10% FBS) kết hợp 

lớp WJ từ mô dây rốn trong nghiên cứu này là 

phương pháp thích hợp để duy trì mô da ex vivo 

cho đến 15 ngày. Kết quả này tương đồng với 

các kết quả nghiên cứu trước đây về việc nuôi 

da ex vivo cũng kéo dài được đến 14 ngày trong 

phòng thí nghiệm [11, 12].  

Trong nghiên cứu này, môi trường dinh 

dưỡng nuôi cấy tế bào thông thường 

(DMEM/F12 + 10% FBS) có thể sử dụng để 

duy trì khả năng sống của mô da trong một thời 

gian nhất định. Hơn nữa, việc kết hợp môi 

trường dinh dưỡng với WJ làm lớp lót mô có 

thể kéo dài thời gian sống của da hơn có thể là 

do WJ là một nguồn dồi dào các yếu tố tăng 

trưởng (IGFBP, TGF-α, PDGF-AA), cytokine 

điều hoà miễn dịch (RANTES, IL-6R, IL-16), 

cytokine chống viêm (TNF-RI, TNF-RII, 

IL-1RA), cytokine liên quan đến quá trình liền 

thương (ICAM-1, G-CSF, GDF-1) cũng như 

hàm lượng lớn axit hyaluronic [22]. Mặc dù 

trước đây chưa có nghiên cứu nào sử dụng WJ 

để hỗ trợ nuôi mảnh mô da ex vivo, nhưng đã có 

nghiên cứu bổ sung yếu tố tăng trưởng như 

EGF, FGF, hydrocortisone, insulin-transferrin-

selenite và vitamine E vào môi trường nuôi để 

tăng thời gian sống của mô da trong điều kiện 

phòng thí nghiệm [12]. Theo cơ quan Quản lý 

Thực phẩm và Dược phẩm Hoa kỳ (FDA), 

những nghiên cứu độc tính cấp như xét nghiệm 

Draize phải được thử nghiệm trên mắt hoặc da 

tối đa 14 ngày [23]. Do vậy, mô da nuôi theo 

điều kiện của nghiên cứu này hoàn toàn đáp 

ứng được thời gian trên. Điều này cho thấy rằng 

kết quả của nghiên cứu của chúng tôi chứng minh 

được khả năng mô da từ những phế phẩm sinh 

học sau phẫu thuật có thể nuôi và sử dụng cho thử 

nghiệm tiền lâm sàng để thay thế cho động vật 

sống đang gặp phải sự phản đối liên quan đến vấn 

đề đạo đức nói chung, cũng như sự phù hợp về 

tính hiệu quả tương thích với con người. 

Một vấn đề cần lưu ý khi triển khai nghiên 

cứu này là kiểm soát vấn đề nhiễm khuẩn. 

Chúng tôi tiến hành bổ sung kháng sinh (P/S 1%) 

trong tất cả các dung môi bảo quản và môi 

trường nuôi mô da. Khi mẫu mô được vận 

chuyển đến phòng thí nghiệm, cần phải loại bỏ 

bớt tác nhân gây nhiễm khuẩn bằng ngâm trong 
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ethanol 70% trong 1 phút trước khi tiến hành 

các bước tiếp theo. Đồng thời, các thao tác và 

nuôi trong điều kiện vô trùng. Sử dụng các biện 

pháp này, chúng tôi không quan sát thấy các 

dấu hiệu bị nhiểm khuẩn trong tất cả các mẫu 

nghiên cứu. 

Bên cạnh các kết quả khả quan, nghiên cứu 

này cũng có những điểm yếu cần khắc phục 

trong các nghiên cứu về sau này. Thứ nhất, cỡ 

mẫu trong nghiên cứu còn nhỏ (n = 3), cần phải 

tăng số lượng cỡ mẫu lên, số lượng cỡ mẫu sẽ 

tuỳ theo kỳ vọng và sử dụng công cụ tính cỡ 

mẫu. Thứ hai là các quan sát chủ yếu là định 

tính, dựa vào quan sát đặc điểm bên ngoài và 

cấu trúc mô. Đồng thời, chưa có phân tích biểu 

hiện tế bào chết theo chu trình trong các lớp cấu 

trúc mô da. Cuối cùng, thiếu các định lượng các 

thành phần chính của cấu trúc ECM, chẳng hạn 

như collagen hay elastin trong lớp bì.  

5. Kết luận  

Mô da có thể duy trì đặc điểm hình thái và 

cấu trúc bên ngoài cơ thể bằng phương pháp 

nuôi bán tiếp xúc môi trường lỏng với điều kiện 

môi trường dinh dưỡng gồm DMEM/F12 có bổ 

sung huyết thanh thai bò và CaCl2 trong vòng 8 

đến 10 ngày, thời gian nuôi dưỡng có thể kéo 

dài đến 15 ngày khi kết hợp môi trường dinh 

dưỡng với lớp Wharton’s Jelly từ mô dây rốn. 

Kết quả này cho thấy tính khả thi của việc sử 

dụng phế phẩm da như là một mô hình da tiềm 

năng có thể sử dụng cho các nghiên cứu dược 

sinh phẩm trong thời gian dưới 15 ngày. Điều 

này cũng có ý nghĩa đặc biệt quan trọng trong 

việc có thể tiếp tục nghiên cứu để làm nguồn 

mô da thử nghiệm thay thế cho các mô hình 

động vật nhằm mục đích nghiên cứu thuốc và 

mỹ phẩm bôi trên da. 
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