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TÓM TẮT 

Mục tiêu: Nghiên cứu này nhằm đánh giá độ bền sinh học, cơ học và tính tương thích 

tế bào của giá thể vô bào từ động mạch cuống rốn (DUA - Decellularized Umbilical Artery) 

được xử lý bằng Glutaraldehyde (GA) 0,1%. 

Đối tượng và phương pháp nghiên cứu: Giá thể vô bào động mạch cuống rốn sau 

khi được xử lý bằng GA 0,1% (G - DUA) được ngâm trong dung dịch PBS (pH 7,4) ở nhiệt 

độ 370C trong thời gian 2 tuần, 4 tuần và 8 tuần, sự thay đổi về khả năng chịu lực và khối 

lượng còn lại được so sánh với nhóm mạch chưa được xử lý bằng GA (DUA). Tính tương 

thích sinh học được đánh giá bằng thử nghiệm độc tính gián tiếp (MTT assay), khả năng 

di trú (Scratch wound healing assay) và sự bám dính trực tiếp của nguyên bào sợi lên bề 

mặt giá thể (G - DUA) thông qua nhuộm H&E. 

Kết quả: Quá trình xử lý bằng Glutaraldehyde cho thấy hiệu quả rõ rệt trong việc cải 

thiện độ bền của giá thể. Về sự thay đổi khối lượng, tại tuần thứ 4, nhóm DUA đã mất 

khoảng 25% khối lượng (còn lại 75,2 ± 2,41%), trong khi nhóm G - DUA gần như không 

thay đổi (101,94 ± 0,77%)1. Sự suy giảm này tiếp diễn đến tuần thứ 8, khối lượng còn lại 

của nhóm DUA chỉ là 55,38 ± 2,18%, trong khi con số này ở nhóm G - DUA là 99,46 ± 

1,361% (p < 0,0001).  

Tương tự, về độ bền cơ học, khả năng chịu lực của nhóm DUA đã giảm gần một 

nửa sau 4 tuần (2,886 ± 0,67 N) và tiếp tục giảm mạnh ở tuần thứ 8 (1 ± 0,31 N). Ngược 

lại, nhóm G - DUA duy trì độ bền tốt hơn một cách đáng kể, với khả năng chịu lực lần 

lượt là 5,526 ± 0,67 N tại tuần 4 và 4,4 ± 0,58 N tại tuần 8 (p < 0,0001). Về tính tương 

thích sinh học, kết quả cho thấy dịch chiết từ G - DUA không gây độc cho tế bào; tỷ lệ tế 
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bào sống đạt trên 99% ở tất cả các thời điểm, tương đương với nhóm đối chứng âm 

PTFE (p > 0,05)1. Giá thể G - DUA cũng không ảnh hưởng đến sự di trú và bám dính của 

nguyên bào sợi trên bề mặt. 

Kết luận: Việc xử lý bằng Glutaraldehyde giúp cải thiện đáng kể độ bền cơ học và sinh 

học của giá thể DUA mà không gây độc tính tế bào nguyên bào sợi chuột trong ống nghiệm.  

Từ khoá: Giá thể vô bào, Glutaraldehyde, liên kết chéo, tương thích sinh học. 

ABSTRACT 

Objectives: This study aimed to evaluate the biomechanical durability and 

cytocompatibility of decellularized umbilical artery (DUA) scaffolds treated with 0.1% 

glutaraldehyde (GA). 

Subjects and methods: The 0.1% GA-treated decellularized umbilical artery 

scaffolds (G - DUA) were incubated in PBS (pH 7.4) at 37°C for 2, 4, and 8 weeks. 

Changes in tensile strength and remaining mass were compared with the untreated group 

(DUA). Biocompatibility was assessed using an indirect cytotoxicity test (MTT assay), a 

cell migration test (scratch wound healing assay), and by evaluating the direct adhesion of 

fibroblasts onto the G - DUA scaffold surface via H&E staining. 

Results: Glutaraldehyde treatment demonstrated a pronounced effect on enhancing 

the durability of the scaffold. Regarding mass change, at week 4, the DUA group lost 

approximately 25% of its mass (75.2 ± 2.41% remaining), whereas the G - DUA group 

showed almost no change (101.94 ± 0.77%). This degradation continued to week 8, 

where the remaining mass of the DUA group was only 55.38 ± 2.18%, in contrast to 99.46 

± 1.361% for the G-DUA group (p < 0.0001). Similarly, in terms of mechanical strength, 

the tensile strength of the DUA group decreased by nearly half after 4 weeks (2.886 ± 

0.67 N) and continued to decline sharply by week 8 (1 ± 0.31 N). Conversely, the G-DUA 

group maintained significantly better durability, with tensile strengths of 5.526 ± 0.67 N at 

week 4 and 4.4 ± 0.58 N at week 8, respectively (p < 0.0001). Regarding biocompatibility, 

the results indicated that the extract from G-DUA was not cytotoxic; cell viability rates 

exceeded 99% at all time points, comparable to the PTFE negative control group (p > 0.05). 

The G - DUA scaffold also did not adversely affect migration and adhesion of fibroblasts 

on its surface. 

Conclusion: Glutaraldehyde treatment significantly enhances the mechanical 

strength and biodegradation resistance of decellularized human umbilical artery scaffolds 

without inducing in vitro cytotoxicity in fibroblasts. 

Keywords: Decellularized scaffold, Glutaraldehyde, Cross-linking, Biocompatibility. 
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1. ĐẶT VẤN ĐỀ  

Nhu cầu về các mảnh ghép mạch máu 

đường kính nhỏ (< 6 mm) trong phẫu thuật 

tim mạch, đặc biệt là phẫu thuật bắc cầu 

động mạch vành, ngày càng gia tăng do sự 

phổ biến của các bệnh lý như xơ vữa động 

mạch [1]. Hiện nay, mạch máu tự thân vẫn 

được coi là tiêu chuẩn vàng, tuy nhiên, 

nguồn cung cấp này rất hạn chế, với ước 

tính chỉ khoảng 20% bệnh nhân có mạch 

máu phù hợp để sử dụng [2]. Các loại 

mạch máu tổng hợp từ vật liệu expanded 

polytetrafluoroethylene (ePTFE) và 

polyethylene terephthalate (Dacron) 

thường dẫn đến các vấn đề nghiêm trọng 

như huyết khối, tỷ lệ duy trì thông suốt thấp 

và không tương thích về mặt cơ học khi 

ghép cho các mạch máu đường kính nhỏ 

[3]. Để giải quyết những hạn chế này, kỹ 

thuật mô (Tissue engineering) nổi lên như 

một hướng tiếp cận đầy tiềm năng với mục 

tiêu tạo ra các mạch máu nhân tạo có cấu 

trúc và chức năng tương tự mạch máu tự 

nhiên, hứa hẹn khắc phục các nhược điểm 

của vật liệu tổng hợp [4]. 

Trong các hướng tiếp cận để chế tạo 

mạch máu nhân tạo, khung chất nền ngoại 

bào (Extracellular Matrix - ECM) thu được 

từ quá trình khử tế bào (decellularization) 

các nguồn mạch máu đồng loài hoặc dị loài 

đã thu hút sự chú ý rộng rãi. Quá trình này 

giúp loại bỏ các thành phần tế bào mang 

tính kháng nguyên, nhờ đó giảm thiểu 

phản ứng miễn dịch và thải ghép, trong khi 

vẫn bảo tồn được cấu trúc vi mô và các 

thành phần sinh học quan trọng của ECM 

như collagen và elastin [2]. Collagen đóng 

vai trò then chốt trong việc đảm bảo độ bền 

cơ học, cung cấp cấu trúc nền cho sự bám 

dính và tăng sinh của tế bào [5], trong khi 

elastin cung cấp khả năng đàn hồi, giúp 

cấu trúc ghép chịu được áp lực trong quá 

trình lưu thông máu, đồng thời elastin cũng 

điều chỉnh sự di cư và tăng sinh của tế bào 

cơ trơn mạch máu từ đó ức chế sự tăng 

sản lớp nội mạc, đặc biệt tại vị trí miếng nối 

nơi có sự bất tương đồng về độ đàn hồi 

giữa mạch ghép và mạch nhận [6]. Nhờ 

những ưu điểm này, ECM có khả năng 

tương thích sinh học cao và hỗ trợ quá 

trình tái tạo mô của cơ thể chủ. Trong số 

các nguồn mô tiềm năng, động mạch 

cuống rốn người (Human umbilical arteries 

- HUAs) là một lựa chọn khả thi để tạo ra 

các mảnh ghép mạch máu đường kính nhỏ 

với chiều dài phù hợp và không cần các 

thủ thuật xâm lấn để thu thập [1]. 

Tuy nhiên, một trong những nhược 

điểm của quá trình khử tế bào động mạch 

cuống rốn là nguy cơ làm tổn hại đến các 

thành phần chịu lực của ECM, dẫn đến sự 

suy giảm các đặc tính cơ học của mạch 

ghép, nghiên cứu trên thực nghiệm của 

Gui (2009) và Hsia (2023) sử dụng động 

mạch cuống rốn khử tế bào là mạch ghép 

đều ghi nhận tình trạng giãn mạch sau khi 

ghép [5], [7]. Glutaraldehyde (GA) là một 

hoá chất thường được sử dụng trong các 

vật liệu cấy ghép như van tim sinh học [8] 

để tăng cường sự ổn định của cấu trúc 

ECM, cải thiện độ bền cơ học và kiểm 

soát tốc độ phân hủy sinh học. GA tạo ra 

các liên kết bền vững với các nhóm amin 

trong protein trong đó chủ yếu là collagen, 

giúp tăng cường đáng kể độ bền và kéo 

dài thời gian tồn tại của vật liệu trong cơ 

thể [9]. Song lượng GA tồn dư sau quá 

trình xử lý có thể gây độc cho tế bào và là 

một trong những nguyên nhân chính dẫn 

đến hiện tượng vôi hóa mảnh ghép, làm 

suy giảm chức năng và tuổi thọ của vật 

liệu cấy ghép [10]. 
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Đến nay, việc ứng dụng GA để tăng 

cường ổn định và khả năng chịu lực của 

giá thể vô bào từ động mạch cuống rốn có 

thể là một giải pháp tiềm năng và vẫn chưa 

được nghiên cứu một cách hệ thống. Do 

đó, nghiên cứu này được thực hiện nhằm 

mục tiêu bước đầu đánh giá các độ ổn định 

cơ học, sự phân hủy sinh học và tính 

tương thích in vitro của giá thể vô bào từ 

động mạch cuống rốn người được xử lý 

bằng glutaraldehyde.  

2. ĐỐI TƯỢNG VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1. Đối tượng nghiên cứu 

Giá thể vô bào từ động mạch cuống 

rốn người (DUA), xử lý bằng 

Glutaraldehyde (G - DUA) được chuẩn bị 

Bộ môn Phẫu thuật Thực hành Thực 

nghiệm (Học viện Quân y). 

2.2. Phương pháp nghiên cứu 

2.2.1. Phương pháp thu thập, bảo quản, 
vận chuyển động mạch cuống rốn người 

Dây rốn được bảo quản ở 4°C ngay 

sau khi sinh. Tất cả các mẫu dây rốn được 

xử lý trong vòng 12 giờ kể từ khi thu thập. 

Các đoạn dây rốn, dài khoảng 5-7 cm, trải 

qua quy trình làm sạch. Đầu tiên, chúng 

được rửa bằng Betadine 5% (Sigma, Hoa 

Kỳ) trong khoảng 30 giây, sau đó rửa hai 

lần với PBS chứa 1% Penicillin - 

Streptomycin trong (Gibco, Hoa Kỳ) 1 phút 

mỗi lần. Các động mạch dây rốn sau đó 

được tách vô khuẩn. Tưới rửa lòng mạch 

bằng PBS lạnh cho đến khi cặn máu được 

loại bỏ hoàn toàn. Các mạch máu sau đó 

được bảo quả trong môi trường DMEM 

(Gibco, Hoa Kỳ), bổ sung 10% huyết thanh 

bào thai bò (Gibco, Hoa Kỳ) và 10% 

dimethyl sulfoxide (Kanto chemical, Nhật 

Bản) rồi bảo quản ở -800C. 

2.2.2. Phương pháp tạo và xử lý giá thể 
DUA bằng glutaraldehyde. 

Động mạch cuống rốn được khử tế 

bào theo quy trình đã được nghiên cứu 

trước đây của nhóm nghiên cứu [11]. Cụ 

thể, động mạch cuống rốn được xử lý sốc 

nhiệt để phá vỡ màng tế bào bằng 3 chu kỳ 

đông - rã đông từ nhiệt độ - 800C đến 

250C, sau đó được ngâm trong dung dịch 

Triton X-100 trong 24 giờ rồi truyền rửa 

bằng hệ thống bơm nhu động với dung 

dịch SDS 0,3%/EDTA trong 6 giờ. Sau đó, 

mẫu được rửa trong PBS 24 giờ. Tiếp đó, 

mẫu được xử lý bằn glutaraldehyde 0,1% 

trong 6 giờ [12], rửa trong PBS 24 giờ, thay 

dung dịch mới mỗi 8 giờ, phần 

glutaraldehyde dư thừa được trung hoà 

bằng glycine 0,2 M trong 24 giờ [8].  

2.2.3. Phương pháp đánh giá độ bền 

sinh học của giá thể vô bào DUA và 

G-DUA 

● Đánh giá sự thay đổi khối lượng: 

Thử nghiệm phân hủy trong dung 

dịch đệm phosphate (PBS) là một 

phương pháp được sử dụng để nghiên 

cứu cách mà vật liệu phân hủy trong một 

dung dịch mô phỏng điều kiện của dịch 

cơ thể [13]. Thử nghiêm thực hiện bằng 

cách như sau: Các mẫu từ hai nhóm G-

DUA và DUA (n = 5 cho mỗi nhóm tại mỗi 

mốc thời gian) được cắt thành đoạn dài 1 

cm, sấy khô và cân để xác định khối 

lượng khô ban đầu (m₀). Mỗi mẫu được 

ngâm trong 5 mL dung dịch PBS 1X, pH 

7,4 vô trùng và ủ ở 370C. Tại các mốc 

thời gian tuần 2 (T2), tuần 4 (T4) và tuần 

8 (T8), các mẫu được lấy ra, rửa sạch, 

sấy khô và cân để xác định khối lượng 

cuối cùng (mₜ) [14], [15]. 
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Tỷ lệ khối lượng còn lại của mỗi nhóm 

được tính theo công thức: 

% Khối lượng còn lại = (mₜ/m₀) x 100%  

Khối lượng còn lại được so sánh giữa 

2 nhóm để đánh giá mức độ bị thuỷ phân 

trong môi trường PBS. 

• Đánh giá khả năng chịu lực còn lại: 

Các mẫu từ hai nhóm G - DUA và DUA 

được chuẩn bị (n = 5 ở mỗi thời điểm [16]. 

Khả năng chịu lực (N) của các mẫu được 

đo tại hai thời điểm: ban đầu (T0), sau 4 

tuần (T4) và 8 tuần ngâm trong PBS ở 

370C. Các mẫu được đánh giá bằng hệ 

thống máy QC-506B1 (Qctech, Đài Loan). 

Khả năng chịu lực sẽ được ghi nhận để so 

sánh sự thay đổi về đặc tính chịu lực giữa 

hai nhóm theo thời gian. 

2.2.4. Phương pháp đánh giá độ bền 
sinh học của giá thể vô bào G - DUA 

• Dòng tế bào sử dụng để đánh giá 

độc tính 

Nguyên bào sợi được phân lập từ da 

chuột cống trắng theo quy trình sau [17]: 

Lớp thượng bì được loại bỏ bằng cách ủ 

với Trypsin-EDTA (Gibco, Hoa Kỳ). Sau 

đó, phần trung bì được xử lý bằng 

Collagenase Type I (Gibco, Hoa Kỳ) trong 

3 giờ để thu nhận tế bào. Tế bào được lọc, 

ly tâm và nuôi cấy trong môi trường hoàn 

chỉnh (DMEM F12 với 10% FBS và 1% 

Penicillin-Streptomycin) ở điều kiện 370C, 

5% CO₂. Môi trường được thay định kỳ sau 

2 - 3 ngày, và tế bào được thu hoạch khi 

đạt độ phủ 80 - 90%. Nguyên bào sợi sẽ 

được cấy chuyển đến lần cấy chuyển thứ 2 

đến thứ 5 để sử dụng cho các thí nghiệm. 

• Đánh giá độc tính tế bào gián tiếp  

Độc tính tế bào gián tiếp của giá thể vô 

bào G - DUA được đánh giá theo tiêu 

chuẩn ISO 10993-5 (Bộ Khoa học và Công 

nghệ Việt Nam, 2020) [18], sử dụng 

phương pháp dịch chiết. Vật liệu 

Polytetrafluoroethylene (PTFE) được sử 

dụng làm vật liệu đối chứng âm tính. 

Polytetrafluoroethylene (PTFE), đặc biệt là 

ePTFE, là một vật liệu phổ biến cho các 

mạch ghép vì nó tương thích sinh học, có 

tính hình thành cục máu đông thấp [19]. 

DMSO (Kanto Chemical, Nhật Bản) được 

sử dụng ở nồng độ 10% làm chất gây độc 

tế bào.  

Đầu tiên, dịch chiết vật liệu được 

chuẩn bị bằng cách ngâm G-DUA và PTFE 

trong môi trường nuôi cấy hoàn chỉnh 

(DMEM/F12, 10% FBS, 1% Penicillin - 

Streptomycin) ở 370C trong 24 giờ, với tỷ lệ 

bề mặt/thể tích là 2,5 ml/cm² [10]. 

Phương pháp đánh giá tính tương thích 

sinh học của giá thể G-DUA được tham khảo 

theo quy trình của Nguyễn Thị Lê Na và 

cộng sự [20]: Tế bào nguyên bào sợi được 

gieo vào đĩa 96 giếng với mật độ 8x10³ tế 

bào/cm² trong 100 µL môi trường nuôi cấy 

đầy đủ (DMEM/F12, 10% FBS, 1% Penicillin 

- Streptomycin) và nuôi cấy trong 24 giờ. Sau 

đó, môi trường cũ được thay thế bằng 100 

µL dịch chiết từ các nhóm vật liệu (n = 6) đã 

được chuẩn bị ở trên trong 370C, 5% CO2. 

Các nhóm thí nghiệm bao gồm: (1) Nhóm G-

DUA - Mẫu thử nghiệm, (2) Nhóm PTFE - 

Vật liệu đối chứng âm tính, (3) Nhóm Mẫu 

trắng (Blank) - môi trường nuôi cấy thông 

thường, và (4) DMSO (môi trường chứa 10% 

DMSO) - Đối chứng dương tính. 

Sau 24, 48 và 72 giờ tiếp xúc với dịch 

chiết, độc tính với guyên bào sợi được đánh 

giá bằng: 

- Phương pháp định tính: tế bào được 

quan sát bằng nhuộm crystal violet. Cụ thể: 
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+ Với dịch chiết không gây độc tính, hình 

thái nguyên bào sợi khoẻ mạnh đặc trưng 

bởi hình dạng hình thoi đặc trưng, kích 

thước tế bào tương đương với nhóm đối 

chứng và bào tương đồng nhất, không xuất 

hiện các hạt hoặc không bào bất thường, 

mật độ tế bào tương đương với nhóm chứng 

môi trường nuôi cấy thông thường.  

+ Với dịch chiết gây độc tính, tế bào có 

thể co tròn hoặc mất hình dạng hình thoi 

đặc trưng, kích thước có thể thay đổi lớn 

hơn hoặc nhỏ hơn bình thường, và bào 

tương có thể không đồng nhất, xuất hiện 

các hạt hoặc không bào bất thường, hoặc 

bị co rút. Về mật độ, số lượng tế bào sẽ ít 

hơn so với nhóm chứng môi trường nuôi 

cấy do tế bào chết hoặc bong ra, và sự 

phân bố trở nên không đều trên bề mặt 

nuôi cấy, có thể tập trung thành đám hoặc 

tạo thành các vùng trống. 

- Phương pháp định lượng: tỷ lệ tế bào 

sống được định lượng bằng thử nghiệm 

MTT (Invitrogen, Mỹ) theo hướng dẫn của 

nhà sản xuất. Nguyên lý của thử nghiệm 

MTT dựa trên khả năng của các enzyme 

reductase trong ty thể (mitochondria) của 

tế bào sống để khử muối tetrazolium 3-

(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

diphenyltetrazolium bromide (MTT) thành 

tinh thể formazan có màu tím. Tinh thể 

formazan này tích lũy bên trong tế bào. 

Các tinh thể formazan được hoà tan trong 

DMSO. Độ hấp thụ quang (absorbance) 

của dung dịch được đo bằng máy quang 

phổ (spectrophotometer) tại bước sóng 

thường là 570 nm. Độ hấp thụ quang tỷ lệ 

thuận với số lượng tế bào sống trong mẫu. 

Để thực hiện thí nghiệm, môi trường thử 

nghiệm được thay thế bằng 110 µL dung 

dịch MTT (100 µL môi trường DMEM/F12 

+10 µL dung dịch MTT (12 mM)). Sau 4 giờ 

ủ với tế bào, dung dịch MTT được hút bỏ 

và 100 µL DMSO được thêm vào mỗi 

giếng. Độ hấp thụ quang (OD) được đo ở 

bước sóng 570 nm. Tỷ lệ sống được tính 

theo công thức [16]: 

Tỷ lệ sống (%) = (OD_thí 

nghiệm/OD_blank) x 100% 

Tỉ lệ lớn hơn 70% có nghĩa là mẫu G-

DUA không gây độc với tế bào [12], [16]. 

• Đánh giá khả năng di trú của tế bào 

(Scratch Wound Healing Assay) 

Phương pháp đánh giá khả năng di trú 

của tế bào được tham khảo theo quy trình 

của tác giả Nguyễn Thị Lê Na và cộng sự 

[20]. Nguyên bào sợi từ da chuột được 

gieo vào các giếng của đĩa 24 giếng với 

mật độ 8 x 103 tế bào/giếng. Khi các tế bào 

đạt đến mật độ > 95% của đĩa nuôi cấy, 

môi trường nuôi cấy được bổ sung 

mitomycin (Thermo Fisher, Hoa Kỳ) đạt 

nồng độ 10 μg/mL trong 2 giờ để ức chế 

sự tăng sinh tế bào trước khi tạo vết xước 

bằng cách sử dụng dụng cụ cào (SLP, 

Hàn Quốc). Các giếng sau đó được rửa 

hai lần bằng PBS (Gibco, Hoa Kỳ) để loại 

bỏ các tế bào đã bong ra. Môi trường cũ 

được thay thế bằng các loại dịch chiết đã 

chuẩn bị từ mẫu G-DUA, PTFE với đối 

chứng là môi trường nuôi cấy (ĐC). Hình 

ảnh của vùng trống được chụp tại các thời 

điểm 0,12, 24, 48 và 54 giờ bằng kính 

hiển vi đảo ngược. Mức độ di trú của tế 

bào vào vùng trống được phân tích và 

định lượng bằng phần mềm ImageJ 

(National Institutes of Health, Bethesda, 

Maryland, Hoa kỳ). Thí nghiệm được lặp lại 

ba lần (n = 3). 

• Đánh giá sự bám dính tế bào nguyên 

bào sợi lên giá thể G-DUA 

Thí nghiệm đánh giá sự bám dính 

nguyên bào sợi lên giá thể được thực hiện 

theo quy trình của tác giả Nguyễn Thị Ngọc 
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Mỹ và cộng sự [12]. Các mẫu giá thể G - 

DUA (n = 5) (kích thước 5 x 5 mm) được 

chiếu tia cực tím trong 2 giờ, ngâm trong 

cồn y tế 75% trong 1 giờ, sau đó rửa lại 

bằng dung dịch Natri clorua 0,9% 3 lần mỗi 

lần 30 phút và đặt vào giếng của đĩa 24 

giếng [21]. Nguyên bào sợi được gieo trực 

tiếp lên bề mặt mỗi mẫu với mật độ 5 x 104 

tế bào/mẫu. Sau khi nuôi cấy trong 48 giờ 

tại điều kiện 370C, 5% CO2, các mẫu được 

thu thập, cố định trong dung dịch formalin 

10% trong 24 giờ để cố định cấu trúc mô. 

Các mẫu sau đó được nhuộm H&E để 

đánh giá sự có mặt của nguyên bào sợi 

trên giá thể. Quy trình cụ thể như sau: Các 

mẫu sau khi cố định trong formalin 10% 

được khử nước tuần tự bằng ethanol với 

các nồng độ tăng dần: 50%, 70%, 80%, 

90%, và cuối cùng là 100%, mỗi bước kéo 

dài trong 30 phút. Tiếp theo, mẫu được 

ngâm trong xylene 3 lần x 30 phút để loại 

bỏ ethanol hoàn toàn. Mẫu sau đó được 

nhúng trong paraffin 600 trong 12 giờ trước 

khi chuyển đúc. Các lát cắt paraffin có độ 

dày 4 μm được thực hiện bằng máy cắt lát 

microtome HM325 (Thermo Scientific, Hoa 

kỳ), sau đó được loại paraffin và nhuộm 

bằng hematoxylin và eosin (Cancer 

Diagnostics, Hoa Kỳ). Hình ảnh nguyên 

bào sợi trên giá thể được đánh giá bằng 

kính hiển vi Eclipse Ei (Nikon, Nhật Bản). 

2.2.5. Hoá chất sử dụng trong nghiên cứu 

- Dung dịch: Phosphate Buffered 

Saline (PBS, pH 7,4) (Gibco, Hoa Kỳ), 

Trypsin-EDTA (Gibco, Hoa Kỳ), dung dịch 

Collagenase TypeI (Gibco, Hoa Kỳ). 

- Môi trường nuôi cấy: DMEM/F-12 

(Dulbecco's Modified Eagle Medium/Nutrient 

Mixture F-12) (Gibco, Hoa kỳ) bổ sung 10% 

Fetal Bovine Serum (FBS) (Gibco, Hoa Kỳ) 

và 1% Penicillin - Streptomycin (Gibco, 

Hoa Kỳ). 

- Hóa chất phân tích: 3-(4,5-

dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium 

bromide (MTT) (Invitrogen, Hoa Kỳ), 

Dimethyl sulfoxide (DMSO) (Kanto Chemical, 

Nhật Bản). 

2.3. Địa điểm nghiên cứu 

Thí nghiệm đánh giá độ bền sinh học 

và cơ học của giá thể G-DUA được thực 

hiện tại Bộ môn Phẫu thuật thực hành, Học 

viện Quân y.  

Thí nghiệm đánh giá độc tính và tính 

tương thích sinh học được thực hiện tại 

Khoa Sinh học, Đại học Khoa học tự nhiên, 

Đại học quốc gia Hà Nội. 

2.4. Đạo đức trong nghiên cứu 

Mẫu động mạch dây rốn được cung 

cấp bởi đề tài VINIF.2020.DA07, theo các 

quy trình được phê duyệt bởi Hội đồng Đạo 

đức của Bệnh viện Đa khoa Quốc tế 

Vinmec (số 40/2020/QĐ-VINMEC), tuân 

thủ Tuyên ngôn Helsinki. 

Nghiên cứu trên động vật được thực 

hiện theo sự chấp thuận của Hội đồng đạo 

đức trong nghiên cứu trên động vật, Học 

viện Quân y số 07/CNChT-HĐĐĐĐV. 

2.5. Phân tích Thống kê 

Phân tích thống kê được thực hiện 

bằng phần mềm GraphPad Prism 8.4 

(GraphPad Software, Inc., San Diego, 

California, Hoa kỳ). Dữ liệu được trình bày 

dưới dạng giá trị trung bình ± độ lệch chuẩn 

(SD). Kiểm định Shapiro-Wilk được sử dụng 

để đánh giá sự phân phối chuẩn của dữ 

liệu, và kiểm định Levene để đánh giá tính 

đồng nhất của phương sai. Đối với dữ liệu 

tuân theo phân phối chuẩn, phân tích 

https://kinhhienvidientu.com.vn/san-pham/kinh-hien-vi-nikon-eclipse-ei/
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phương sai (ANOVA) được tiến hành để so 

sánh đa nhóm, kiểm định hậu nghiệm bằng 

Tukey post-hoc. Trong trường hợp phân 

phối không chuẩn, kiểm định Kruskal - 

Wallis được sử dụng để so sánh đa nhóm, 

sau đó là kiểm định Dunn để hiệu chỉnh các 

so sánh cặp. Sự khác biệt được coi là có ý 

nghĩa thống kê khi p < 0,05. 

3. KẾT QUẢ 

3.1. Đánh giá độ bền sinh học và cơ học 
của giá thể vô bào G - DUA 

Để mô phỏng sử phân huỷ sinh học 

trong môi trường dịch thể một cách đơn 

giản nhất chúng tôi đã sử dụng 

PBS (Phosphate - Buffered Saline), pH 7,4. 
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Hình 1. (A) Biểu đồ so sánh phần trăm khối lượng còn lại của mẫu G - DUA và DUA  

tại các thời điểm 0, 2, 4 và 8 tuần. * p < 0,05: sự khác biệt có ý nghĩa thống kế so với DUA. 

(B) Đánh giá độ bền cơ học của giá thể trước và sau khi ngâm trong PBS 4 tuần.  

ns: sự khác biệt không có ý nghĩa thống kê. * p < 0,05: Sự khác biệt có ý nghĩa thống kê. 

Kết quả về sự phân huỷ sinh học cho 

thấy nhóm G - DUA duy trì được khối 

lượng gần trong thời gian 8 tuần. Cụ thể, 

khối lượng còn lại của nhóm G - DUA tăng 

nhẹ tại tuần 2 (103,84 ± 1,021%) và tuần 

thứ 4 (101,94 ± 0,77%) và sau đó giảm 

không đáng kể tại tuần thứ 8 (99,46 ± 

1,361%) (Hình 1A). Ngược lại, khi không 

được xử lý bằng GA các mẫu bị thuỷ phân 

nhanh chóng trong môi trường PBS, dẫn 

đến sự suy giảm khối lượng đáng kể theo 

thời gian, cụ thể khối lượng giảm xuống 

còn 92,82 ± 1,22% ở tuần 2, 75,2 ± 2,41% 

ở tuần 4, và chỉ còn 55,38 ± 2,18 % tại 

cuối tuần thứ 8. Sự khác biệt này là có ý 

nghĩa thống kê tại tất cả các thời điểm 

khảo sát (p < 0,0001, kiểm định ANOVA, 

Hình 1A).  

Đánh giá độ bền cơ học của giá thể 

cho thấy sự khác biệt rõ rệt giữa nhóm 

DUA và G-DUA 4. Trong khi nhóm G-DUA 

duy trì khả năng chịu lực tương đối ổn 

định trong 4 tuần đầu (giảm không đáng 

kể từ 6,118 ± 0.30 N xuống 5,526 ± 0.67 N, 

p > 0.05), nhóm DUA cho thấy sự suy giảm 

đáng kể (giảm gần một nửa từ 5,706 ± 

0,48 N xuống 2,886 ± 0.67 N, p < 0,0001) 

4. Đến tuần thứ 8, khả năng chịu lực của 

nhóm G - DUA giảm xuống 4,4 ± 0,58 N, tuy 

nhiên vẫn cao hơn đáng kể so với nhóm 

DUA (1 ± 0,31 N, p < 0,0001) (Hình 1B).  

Kết quả này cho thấy quá trình liên kết 

chéo bằng GA cải thiện được độ bền cơ 

học và khả năng kháng phân hủy của giá 

thể trong điều kiện in vitro. 
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3.2. Kết quả đánh giá tương thích sinh học của giá thể G-DUA 

 

Hình 2. Hình thái và mật độ của tế bào nguyên bào sợi trên nhuộm crystal violet  
sau khi được nuôi cấy trong các môi trường khác nhau tại các thời điểm 24, 48 và 72 giờ 

Hình ảnh hiển vi quang học cho thấy tế 

bào trong nhóm đối chứng âm vẫn duy trì 

hình dạng thon dài, tăng sinh tốt trong khi tế 

bào trong nhóm đối chứng dương bị co tròn 

và bong ra khỏi bề mặt nuôi cấy. Kết quả 

các nhóm chứng cho thấy thí nghiệm đang 

tiến hành tốt và kết quả thu được đáng tin 

cậy. Ở các nhóm thí nghiệm, sau 24, 48 và 

72 giờ, tế bào nguyên bào sợi được nuôi 

cấy trong dịch chiết G - DUA và vật liệu 

tham chiếu PTFE đều duy trì hình thái hình 

thoi khỏe mạnh và tăng sinh ổn định, với 

mật độ tương đương nhóm đối chứng âm. 

Những kết quả này chứng tỏ dịch chiết từ G 

- DUA không gây độc cho nguyên bào sợi, 

tương tự như vật liệu y tế PTFE. 

 

Hình 3. Đánh giá định lượng sự tăng sinh của tế bào nguyên bào sợi (MDFs) thông qua thử 
nghiệm MTT. Biểu đồ thể hiện giá trị mật độ quang (OD) ở bước sóng 570nm, phản ánh số 

lượng tế bào sống trong các nhóm thí nghiệm tại các thời điểm 24, 48 và 72 giờ 
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Tương đồng với kết quả hình thái tế 

bào, thử nghiệm MTT cho thấy tại các thời 

điểm 24, 48 và 72 giờ, tỷ lệ tế bào sống 

của nhóm G - DUA lần lượt là 95,86% ± 

5,95%, 100,24% ± 7,00% và 99,29% ± 

4,11%, cao hơn ngưỡng an toàn 70% theo 

tiêu chuẩn ISO 10993-5 và tương đương 

với nhóm vật liệu tham chiếu PTFE (lần 

lượt là 97,07% ± 4,36%, 98,60% ± 6,72% 

và 100,26% ± 3,86%, p > 0,05). Trong khi 

đó, nhóm DMSO cho thấy độc tính tế bào 

nghiêm trọng, với tỷ lệ sống giảm mạnh từ 

30,64% ± 6,16% sau 24 giờ xuống chỉ còn 

14,37% ± 2,25% sau 72 giờ (p < 0,0001) 

khi so sánh với 2 nhóm G - DUA và PTFE. 

Những kết quả này chứng tỏ dịch chiết từ 

G - DUA không gây độc tế bào trên dòng tế 

bào nguyên bào sợi da chuột, tương tự vật 

liệu y tế PTFE. 

3.2. Kết đánh giá khả năng di trú của tế 
bào 

 

A 

  

B 

  

C 

Hình 4. Đánh giá khả năng di trú của tế bào nguyên bào sợi bằng thử nghiệm  
làm lành vết thương (Scratch Wound Healing Assay).  

(A) Hình ảnh đại diện khả năng di trú của tế bào tại các thời điểm 0, 24 và 48 giờ.  
(B) Biểu đồ định lượng tỷ lệ liền vết thương (%) theo thời gian.  

(C) Hình ảnh nhuộm H&E nguyên bào sợi bám dính trên giá thể (Mũi tên đỏ).  
Scale bar = 10 µm. 
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Cả ba nhóm (ĐC, PTFE, và G - DUA) 

đều cho thấy một xu hướng liền vết thương 

tương tự nhau theo thời gian. Đường cong 

biểu diễn của G-DUA (màu đỏ) gần như 

trùng khớp với đường cong của nhóm đối 

chứng và PTFE trong suốt quá trình thí 

nghiệm, đạt tỷ lệ liền vết thương trên 90% 

sau khoảng 48-54 giờ. Hình ảnh nhuộm 

H&E cung cấp bằng chứng về tương tác 

trực tiếp giữa tế bào và bề mặt vật liệu. 

Các tế bào nguyên bào sợi (mũi tên đỏ) đã 

bám dính thành công, trải phẳng và thể 

hiện hình thái thon dài đặc trưng trên bề 

mặt của giá thể G - DUA (Hình 4C). Từ các 

kết quả thu được, có thể kết luận rằng vật 

liệu G - DUA không gây ảnh hưởng bất lợi 

đến khả năng bám dính và di chuyển của 

tế bào nguyên bào sợi da chuột, cho thấy 

tính tương thích sinh học tốt và môi trường 

bề mặt thuận lợi cho hoạt động của tế bào. 

4. BÀN LUẬN 

Hiện nay, các nguồn mạch máu cho 

phẫu thuật ghép mạch đường kính nhỏ (< 

6mm) đều có những hạn chế nhất định. 

Với mạch ghép tự thân như tĩnh mạch hiển 

lớn, động mạch ngực trong mặc dù đạt 

được hiệu quả sau ghép lớn nhất song 

nguồn cung hạn chế, khoảng một phần ba 

số bệnh nhân không đủ điều kiện để ghép 

mạch máu tự thân do thiếu mạch máu tự 

thân phù hợp do các bệnh lý toàn thân, đã 

lấy cho trước đó. Phẫu thuật lấy mạch tự 

thân bản thân nó có thể dẫn đến thiếu máu 

chi, viêm mô tế bào, bệnh thần kinh, nhiễm 

trùng vết thương và vết thương không lành 

tại vị trí lấy mạch [22]. Các vật liệu tổng 

hợp như PTFE và Dacron thường gặp các 

vấn đề nghiêm trọng như huyết khối, tỷ lệ 

duy trì thông mạch thấp [7]. Các vật liệu 

này có bề mặt không tương thích với máu, 

dẫn đến kích hoạt quá trình đông máu và 

hình thành huyết khối, bề mặt kỵ nước của 

chúng làm tăng tương tác với tế bào máu 

và hấp phụ protein, thúc đẩy quá trình 

đông máu, thêm vào đó sự khác biệt về độ 

đàn hồi và độ cứng giữa vật liệu tổng hợp 

và mạch máu tự nhiên gây ra sự không 

tương thích cơ học tại miệng nối, dẫn đến 

tăng sinh nội mạc tại vị trí nối và làm hẹp 

lòng mạch. Giá thể vô bào từ động mạch là 

một tổ chức vô bào có cấu trúc phức tạp, 

được tạo ra bởi sự kết hợp của các protein 

chức năng và cấu trúc do tế bào chủ tiết ra 

[23]. Các protein này được tiết ra theo cách 

đặc hiệu cho mô để đáp ứng các nhu cầu 

cho mô, để tạo ra một cấu trúc tổng hợp 

với các đặc tính cơ học và các phân tử tín 

hiệu phù hợp để hỗ trợ chức năng mạch 

máu bình thường và cân bằng nội môi tế 

bào [23]. Vì vậy, đây có thể là một vật liệu 

lý tưởng để điều chế các mạch máu nhân 

tạo. Giá thể vô bào từ động mạch cuống 

rốn được nghiên cứu từ lâu mới kỳ vọng 

tạo ra một dạng mạch ghép có thể sử dụng 

sẵn [5], [7], [24], [25].  

Hiện tượng giãn mạch đã được ghi 

nhận bởi Gui (2009) và Hsia (2023) khi 

nghiên cứu ghép giá thể vô bào từ động 

mạch cuống rốn trên mô hình động vật [5], 

[7]. Xử lý giá thể vô bào bằng GA có thể là 

một giải pháp để tăng cường độ bền sinh 

học và cơ học của giá thể vô bào từ động 

mạch cuống rốn, trên cơ sở phương pháp 

này đã được ứng dùng rộng rãi trong xử lý 

van tim sinh học [8]. Nghiên cứu này được 

thực thiết kế để đánh giá độ bền và tính 

tương thích sinh học của giá thể vô bào từ 

động mạch cuống rốn người được xử lý 

bằng tác nhân liên kết chéo Glutaraldehyde 

(G - DUA). Các kết quả ban đầu thu được 

cho thấy phương pháp gia cường này cải 
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thiện đáng kể sự ổn định về mặt cơ học và 

khả năng kháng phân hủy sinh học của giá 

thể mà không gây độc tính tế bào.  

Kết quả nghiên cứu cho thấy việc được 

xử lý bằng gluaraldehyde 0,1% có thể cải 

thiện đáng kể độ bền của giá thể vô bào 

động mạch cuống rốn trong trong môi 

trường PBS (pH 7,4 370), dung dịch để môi 

trường mô phỏng dịch cơ thể. Sau khi 

ngâm 8 tuần, nhóm DUA mất gần một nửa 

khối lượng, trong khi khối lượng của nhóm 

G - DUA gần như được bảo toàn (99,46%) 

(Hình 1A). Tương tự, độ bền cơ học của 

nhóm G - DUA gần như không đổi sau 4 

tuần, trái ngược hoàn toàn với sự suy giảm 

gần 50% khả năng chịu lực ở nhóm DUA 

(Hình 1B). Sự ổn định này có thể được lý 

giải bởi cơ chế hoạt động của 

glutaraldehyde, một tác nhân tạo ra các 

liên kết cộng hóa trị bền vững giữa các chuỗi 

protein, chủ yếu là collagen trong cấu trúc 

chất nền ngoại bào (ECM) [10]. Tương tự, 

độ bền cơ học của nhóm G - DUA được duy 

trì ổn định trong 4 tuần đầu (5,526 ± 0,7 N), 

giảm khoảng 27% sau 8 tuần (4,4 ± 0,58 

N), trong khi đó với giá thể không được xử 

lý với GA, khả năng chịu lực giảm nhanh 

chóng gần 50% sau 4 tuần đầu (2,886 ± 

0,67 N) và 80% sau 8 tuần (1 ± 0,31 N) 

(Hình 1B).  

Sự ổn định sau khi được xử lý bằng 

GA do quá trình phản ứng với các nhóm 

amin bậc một của lysine và hydroxylysine 

trong collagen cạnh nhau tạo thành các 

base Schiff trung gian, tạo ra các liên kết 

cộng hóa trị bền vững giữa các chuỗi 

protein sau đó chuyển đổi các monome sợi 

lỏng lẻo thành các polyme sợi ổn định, chủ 

yếu là collagen trong cấu trúc nền ngoại 

bào (ECM) [10]. Việc hình thành một mạng 

lưới liên kết chéo dày đặc giúp cấu trúc 

chất nền ngoại bào (ECM) trở nên kháng 

lại sự phân hủy của các enzyme và quá 

trình thủy phân tự nhiên, một yếu tố cốt lõi 

để đảm bảo mảnh ghép duy trì được sự 

toàn vẹn cấu trúc trong giai đoạn đầu sau 

cấy ghép. 

Mặc dù hiệu quả trong việc tăng cường 

độ bền cho các loại mảnh ghép tim mạch, 

việc sử dụng Glutaraldehyde luôn đi kèm 

với lo ngại về độc tính tế bào do lượng GA 

tồn dư [7]. Do đó, xác định độc tính trên mô 

hình tế bào là đánh giá ban đầu của bất kỳ 

loại vật liệu y tế nào [26]. Nguyên bào sợi 

đóng vai trò quan trọng bằng cách cung 

cấp môi trường hỗ trợ cho sự hình thành 

mạch máu bằng cách tiết ra các yếu tố 

tăng trưởng và các protein cấu trúc nên 

chất nên ngoại bào (ECM), điều chỉnh hành 

vi của tế bào nội mô và cung cấp một 

khung cấu trúc. Chúng cũng tăng cường 

sự nảy chồi của tế bào nội mô và sự hình 

thành mạng lưới, và là yếu tố thiết yếu cho 

cả việc xây dựng và ổn định các cấu trúc 

mạch nhân tạo [27]. Mô hình sử dụng 

nguyên bào sợi đã được sử dụng bởi nhiều 

tác giả nhằm đánh giá sự tồn dư GA trong 

mảnh ghép. Trong nghiên cứu này, kết quả 

đánh giá tương thích sinh học trong nghiên 

cứu của chúng tôi đã cho thấy những kết 

quả bước đầu khả quan. Trong thử nghiệm 

đánh giá định tính, hình thái tế bào được 

đánh giá bằng nhuộm crystal vilet (Hình 2). 

Theo đó, kết quả nhuộm mẫu trắng (blank) 

(tế bào được nuôi trong môi trường nuôi cơ 

bản), nguyên bào sợi có dạng hình sợi, 

thuôn dài ở 2 đầu với nhân nhỏ nằm ở vị trí 

trung tâm (Hình 2, cột mẫu trắng (blank)). 

Đây là hình dạng đặc trưng của tế bào 

dòng nguyên bào sợi khoẻ mạnh. Đối với 

mẫu đối chứng dương, DMSO nồng độ 
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10% là chất gây độc tế bào. Sau 24 giờ, 

phần lớn tế bào trong nhóm đối chứng bị 

chết, co tròn, bong khỏi bề mặt nuôi, còn 

rất ít tế bào còn bám lại trên đĩa nuôi cấy 

(Hình 2, cột đối chứng dương tính). Hai 

nhóm đối chứng âm và đối chứng dương 

cho thấy thử nghiệm diễn ra ổn định, quy 

trình đảm bảo tính tin cậy. Kết quả nhóm G 

- DUA và nhóm vật liệu đối chứng âm 

(PTFE) cho thấy gần như không xuất hiện 

tế bào co tròn, bong tróc khỏi bề mặt nuôi, 

phần lớn tế bào vẫn tăng sinh tốt, tế bào 

vẫn duy trì hình dạng thon dài, nhân nhỏ ở 

vị trí trung tâm, mật độ tế bào tăng dần 

theo thời gian tương tự như tế bào trong 

nhóm blank (Hình 2, cột G - DUA và 

PTFE). Kết quả quan sát ban đầu cho thấy 

dịch chiết không gây độc cho nguyên bào 

sợi. Trong thử nghiệm đánh giá định 

lượng, dịch chiết từ G - DUA không cho 

thấy bất kỳ ảnh hưởng tiêu cực nào đến 

khả năng tăng sinh của nguyên bào sợi, 

với tỷ lệ tế bào sống tương đương với 

nhóm chứng và vật liệu y tế tham chiếu là 

PTFE (Hình 3). Kết quả này chứng tỏ rằng 

glycine đã loại bỏ hiệu quả lượng 

glutaraldehyde tự do, giảm thiểu nguy cơ 

gây độc. Hơn nữa, thử nghiệm đánh giá 

khả năng di trú của tế bào cũng cho thấy 

dịch chiết G - DUA không ảnh hưởng đến 

quá trình di trú của tế bào, một hoạt động 

sinh lý nền tảng cho việc tái tạo mô (Hình 4 

A, B). Quan sát hình thái học qua nhuộm 

H&E cũng xác nhận rằng nguyên bào sợi 

có khả năng bám dính và trải đều trên bề 

mặt giá thể, đây là bước khởi đầu quan 

trọng cho sự tích hợp của vật liệu cấy ghép 

với mô chủ (Hình 4 C). 

Tuy nhiên, nghiên cứu này vẫn còn 

một số hạn chế. Toàn bộ các đánh giá mới 

chỉ được thực hiện trong điều kiện in vitro. 

Môi trường in vivo phức tạp hơn rất nhiều 

với sự tham gia của hệ miễn dịch, các yếu 

tố huyết động và các quá trình tái tạo mô 

kéo dài. Thí nghiệm ngâm trong PBS chỉ 

mô phỏng môi trường dịch cơ thể đơn 

giản, trong khi môi trường in vivo thực tế 

chứa nhiều loại enzyme có khả năng phân 

hủy vật liệu. Việc sử dụng enzyme như 

collagenase, elastase, hoặc lysozyme 

trong thí nghiệm in vitro có thể cung cấp 

thông tin giá trị về tốc độ và cơ chế phân 

hủy của vật liệu dưới tác động của các 

enzyme đặc hiệu.  

Để đánh giá toàn diện tiềm năng của 

G - DUA trong ứng dụng làm mảnh ghép 

mạch máu, cần nghiên cứu chi tiết tương 

tác giữa G - DUA với tế bào nội mô và tế 

bào cơ trơn mạch máu, cũng như ảnh 

hưởng của yếu tố tăng trưởng và stress 

cơ học lên tế bào. Bên cạnh đó, khả năng 

chống huyết khối và chống viêm của G - 

DUA cũng cần được tiếp tục đánh giá để 

có được một góc nhìn toàn diện về vật 

liệu này. 

5. KẾT LUẬN 

Kết quả từ nghiên cứu của chúng tôi 

cho thấy việc xử lý giá thể vô bào từ động 

mạch cuống rốn người bằng 

Glutaraldehyde (G - DUA) góp phần bảo 

tồn được độ bền cơ học và khả năng 

kháng phân hủy sinh học trong môi trường 

in vitro sau 8 tuần thử nghiệm. Đồng thời, 

vật liệu G - DUA không biểu hiện độc tính 

và không gây ảnh hưởng tiêu cực đến sự 

phát triển hay di trú của nguyên bào sợi. 

Những phát hiện này gợi ý rằng G - DUA là 

một vật liệu tiềm năng, cần được tiếp tục 

nghiên cứu và phát triển sâu hơn cho ứng 
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dụng chế tạo mảnh ghép mạch máu đường 

kính nhỏ trong tương lai. 
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