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Tóm tắt. Nghiên cứu này được thực hiện nhằm nghiên cứu điều kiện nuôi cấy tế bào đơn nhân máu 

ngoại vi (Peripheral Blood Mononuclear Cells – PBMCs) từ chó (Canis lupus familiaris) để ứng dụng 

trong các mô hình miễn dịch và thử nghiệm in vitro. PBMCs được phân lập từ máu toàn phần bằng 

phương pháp phân lớp Ficoll, sau đó nuôi cấy trong đĩa 96 giếng với hai loại môi trường (RPMI-1640 

và DMEM) và ba nồng độ huyết thanh bò thai (FBS: 5, 10, 15%). Các chỉ tiêu gồm hình thái tế bào, mật 

độ, tỷ lệ sống của tế bào huyền phù, và khả năng sống của tế bào bám dính (phép thử MTT) được đánh 

giá tại các mốc thời gian 1, 3, 6 và 9 ngày. Kết quả cho thấy môi trường RPMI-1640 duy trì mật độ tế 

bào huyền phù cao hơn, đặc biệt vào ngày thứ 6 (2,733 ± 0,104 ×10⁵ tế bào/mL; p < 0,05), trong khi môi 

trường DMEM kết hợp với 10% FBS thúc đẩy tốt khả năng bám dính và duy trì mức OD MTT cao hơn, 

phản ánh sự hiện diện của nhiều tế bào sống có hoạt động enzyme chuyển hóa nội bào tích cực. Tỷ lệ 

sống và OD MTT trong nhóm 10% FBS không khác biệt có ý nghĩa so với 15% FBS, cho thấy đây là 

nồng độ phù hợp cho các ứng dụng nuôi cấy. 

Từ khoá: tế bào đơn nhân máu ngoại vi, chó, nuôi cấy tế bào, FBS, MTT 
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Abstract. This study aimed to establish culture conditions for peripheral blood mononuclear cells 

(PBMCs) from dogs (Canis lupus familiaris) for application in immunological models and in vitro testing. 

PBMCs were isolated from whole blood using Ficoll gradient centrifugation and then cultured in 96-

well plates using two different media (RPMI-1640 and DMEM) supplemented with three 

concentrations of fetal bovine serum (FBS: 5%, 10%, 15%). Parameters including cell morphology, cell 

density, viability of suspended cells, and adhesion cell viability (assessed by the MTT assay) were 
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evaluated at days 1, 3, 6, and 9. The results showed that RPMI-1640 medium maintained a higher 

density of suspended cells, particularly on day 6 (2.733 ± 0.104 ×10⁵ cells/mL; p < 0.05), while DMEM 

supplemented with 10% FBS promoted better cell adhesion and sustained higher MTT optical density 

(OD) values, reflecting the presence of more viable cells with active intracellular metabolic enzyme 

activity. There was no significant difference in viability or MTT OD between the 10% and 15% FBS 

groups, indicating that 10% FBS is an appropriate concentration for culture applications. 

Keywords: cell culture, dog, FBS, MTT, peripheral blood mononuclear cells 

1 Mở đầu 

Tế bào đơn nhân máu ngoại vi (Peripheral 

Blood Mononuclear Cells – PBMCs) là một quần 

thể tế bào miễn dịch lưu hành trong máu, gồm các 

dòng lymphocyte (T, B, NK) và monocyte, có vai 

trò trung tâm trong phản ứng miễn dịch tự nhiên 

và thích nghi. Các tế bào này phản ánh trực tiếp 

trạng thái miễn dịch và sinh lý tại thời điểm thu 

mẫu, do đó thường được sử dụng trong các 

nghiên cứu về cơ chế bệnh học, đánh giá độc tính 

miễn dịch, phát triển liệu pháp điều hòa miễn 

dịch và sàng lọc tiền lâm sàng [1, 2]. Trong mô 

hình in vitro, PBMCs cho phép tái hiện các phản 

ứng miễn dịch trong điều kiện kiểm soát, hỗ trợ 

đánh giá hiệu quả và an toàn của nhiều loại tác 

nhân sinh học, bao gồm thuốc, hóa chất và vắc-xin 

[3, 4]. 

Trong khi PBMCs từ người đã được ứng 

dụng rộng rãi trong y sinh học, PBMCs từ động 

vật, đặc biệt là chó (Canis lupus familiaris), đang 

nổi lên như một mô hình thay thế đáng quan tâm. 

So với loài gặm nhấm, chó sở hữu hệ thống miễn 

dịch có nhiều điểm tương đồng với người, bao 

gồm cơ chế phân tử và thành phần tế bào miễn 

dịch [5]. Nhờ các đặc điểm này, PBMCs từ chó 

ngày càng được ứng dụng trong nghiên cứu tiền 

lâm sàng, độc học miễn dịch, và phát triển dược 

phẩm hoặc liệu pháp miễn dịch cho thú y và 

người [6]. 

Tại Việt Nam, đặc biệt ở khu vực Đồng 

bằng sông Cửu Long (ĐBSCL), nhu cầu chăm sóc 

sức khỏe thú cưng, bao gồm chó, đang gia tăng 

đáng kể cùng với sự phát triển của ngành thú y. 

Tuy nhiên, các nghiên cứu cơ bản về nuôi cấy tế 

bào đơn nhân máu ngoại vi từ chó tại địa phương 

còn hạn chế. Việc thiết lập một quy trình chuẩn 

hóa, khả thi và phù hợp với điều kiện cơ sở vật 

chất vùng ĐBSCL là tiền đề quan trọng để khai 

thác mô hình PBMCs trong các hướng nghiên cứu 

đặc thù như đánh giá độc tính thuốc thú y, sàng 

lọc dược liệu bản địa, thử nghiệm vắc-xin mới, 

cũng như nghiên cứu ảnh hưởng môi trường đến 

sức khỏe thú cưng [7, 8]. 

Trong bối cảnh đó, nghiên cứu này được 

thực hiện với mục tiêu thiết lập và đánh giá bước 

đầu quy trình phân lập và nuôi cấy tế bào đơn 

nhân máu ngoại vi từ chó. Nghiên cứu tập trung 

vào việc khảo sát khả năng duy trì và phát triển 

của quần thể PBMCs trong điều kiện nuôi cấy in 

vitro. Từ đó tạo tiền đề cho các nghiên cứu chuyên 

sâu hơn trong tương lai, bao gồm đánh giá chức 

năng miễn dịch, nghiên cứu độc học miễn dịch, 

lưu trữ tế bào trong cryobank, cũng như phát 

triển các mô hình bệnh in vitro trên chó phục vụ 

nghiên cứu thú y và y học so sánh tại khu vực 

ĐBSCL và các vùng nhiệt đới có điều kiện tương 

đồng [9]. 

2 Vật liệu và phương pháp 

2.1 Mẫu vật 

Máu toàn phần được thu từ ba cá thể chó 

trưởng thành khỏe mạnh (giống chó nội, độ tuổi 

10–12 tháng, khối lượng cơ thể 8–12 kg) tại thành 

phố Cần Thơ. Các cá thể được tuyển chọn dựa 

trên tiêu chí sức khỏe tốt, không có biểu hiện bệnh 

lý, âm tính với các bệnh truyền nhiễm thường gặp 
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và có lịch sử tiêm phòng đầy đủ. Ngoài ra, chó đã 

được tẩy giun định kỳ và thời điểm thu mẫu cách 

ít nhất ba tháng kể từ mũi tiêm phòng gần nhất. 

Việc lấy mẫu máu được thực hiện tuân thủ 

nghiêm ngặt các quy định về đạo đức trong 

nghiên cứu sử dụng động vật thí nghiệm. Mỗi cá 

thể được lấy máu từ tĩnh mạch chi trước bằng 

bơm tiêm vô trùng, có bổ sung 1 mL dung dịch 

EDTA 10% (Sigma-Aldrich, Hoa Kỳ) làm chất 

chống đông. Tất cả các thao tác được tiến hành 

trong điều kiện vô trùng nhằm đảm bảo chất 

lượng mẫu và giảm thiểu tối đa ảnh hưởng đến 

sức khỏe động vật. Nghiên cứu đã được Hội đồng 

Tư vấn Đạo đức trong Nghiên cứu trên Động vật 

– Trường Đại học Cần Thơ thẩm định và phê 

duyệt, với mã số: CTU-AEC24027. 

2.2 Phân lập PBMCs 

PBMCs được phân lập bằng phương pháp 

phân lớp mật độ sử dụng Ficoll-Paque PLUS (GE 

Healthcare, Hoa Kỳ). Mẫu máu được pha loãng tỷ 

lệ 1:1 với PBS không Ca²⁺/Mg²⁺ và nhẹ nhàng đổ 

lên lớp Ficoll trong ống ly tâm 15 mL. Sau khi ly 

tâm ở 20°C (không phanh), lớp tế bào đơn nhân 

tại giao diện được thu thập, rửa 2 lần bằng PBS, ly 

tâm 400 ×g trong 10 phút [10]. Sau đó, tế bào được 

đếm bằng buồng đếm Neubauer và nhuộm 

Trypan Blue để xác định mật độ và tỷ lệ sống. 

2.3 Thiết kế thí nghiệm 

Trước khi triển khai các thí nghiệm chính, 

một giai đoạn chuẩn hóa được thực hiện nhằm 

xác định điều kiện ly tâm tối ưu cho phân lập 

PBMCs từ máu chó. Thí nghiệm được bố trí theo 

mô hình hai nhân tố: ba tốc độ ly tâm (600 ×g, 

800 ×g, 1200 ×g) kết hợp với hai thời gian ly tâm 

(10 và 20 phút), tạo thành 6 nghiệm thức, mỗi 

nghiệm thức được lặp lại 3 lần. Tiêu chí đánh giá 

gồm tổng số PBMCs thu được, tỷ lệ sống và mức 

độ tạp nhiễm hồng cầu, tiểu cầu. Điều kiện tối ưu 

được sử dụng cho các thí nghiệm tiếp theo: 

- Thí nghiệm 1: So sánh ảnh hưởng của hai 

loại môi trường nuôi cấy: RPMI-1640 và DMEM 

(Gibco, Hoa Kỳ), mỗi loại có bổ sung 10% FBS 

(Gibco), 1% Penicillin-Streptomycin và 2 mM L-

glutamine. 

- Thí nghiệm 2: Đánh giá ảnh hưởng của ba 

nồng độ FBS (5%, 10%, 15%) trong môi trường 

DMEM. 

PBMCs sau phân lập được cấy vào đĩa 96 

giếng với mật số ban đầu 4 ×10⁵ tế bào/mL, thể 

tích 100 µL/giếng, 3 lặp lại/nghiệm thức. Mẫu 

được ủ tại 37°C, 5% CO₂. Các chỉ tiêu được đánh 

giá tại các thời điểm: ngày 1, 3, 6 và 9. 

2.4 Xác định mật số và tỷ lệ sống của tế bào 

huyền phù 

Tại các thời điểm khảo sát (ngày 1, 3, 6 và 

9), phần dịch nổi chứa tế bào huyền phù được thu 

để đánh giá mật số và tỷ lệ sống tế bào bằng kỹ 

thuật nhuộm Trypan Blue 0,4% (Gibco, Thermo 

Fisher Scientific, Hoa Kỳ). Phương pháp này dựa 

trên đặc tính của thuốc nhuộm: chỉ thâm nhập 

vào các tế bào chết có màng bị tổn thương, trong 

khi các tế bào sống không bắt màu [11]. Mẫu sau 

nhuộm được đếm bằng buồng đếm Neubauer 

dưới kính hiển vi quang học (Olympus CX23, 

Nhật Bản). Mật số tế bào sống được biểu diễn 

dưới dạng ×10⁵ tế bào/mL, và tỷ lệ sống được tính 

theo công thức: 

Tỷ lệ sống (%) = (số tế bào sống / tổng số tế 

bào) × 100 

Phép thử được thực hiện lặp lại ba lần độc 

lập cho mỗi nghiệm thức. 

2.5 Quan sát hình thái và khả năng bám dính 

của tế bào 

Hình thái và trạng thái bám dính của tế bào 

được quan sát tại các mốc thời gian nghiên cứu 

(ngày 1, 3, 6 và 9) bằng kính hiển vi đảo ngược 

(Axio Vert.A1, Carl Zeiss, Đức). Tế bào PBMCs 
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được nuôi cấy trong đĩa 96 giếng đáy phẳng 

(Nunc, Thermo Fisher, Hoa Kỳ), thể tích mỗi 

giếng 100 µL. Các hình ảnh được chụp với thang 

đo 100 µm để đánh giá sự thay đổi về hình thái, 

mức độ bám dính, sự kéo dài, dàn trải của tế bào 

cũng như sự hình thành cụm tế bào (clustering). 

Quan sát hình thái là bước quan trọng đánh giá sự 

thích nghi và biệt hóa sơ khởi của PBMCs, đồng 

thời phân biệt rõ giữa quần thể tế bào huyền phù 

(không bám) và quần thể bám dính 

(monocytes/progenitors), như đã thấy ở các 

nghiên cứu trước đây [12, 13]. 

2.6 Đánh giá hoạt tính tế bào bám dính bằng 

thử nghiệm MTT 

Để định lượng khả năng sống và chuyển 

hóa năng lượng của tế bào bám dính, phép thử 

MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium 

bromide) được thực hiện tại các mốc ngày 3, 6 và 9, 

theo phương pháp mô tả bởi Mosmann (1983) [14] 

với một số hiệu chỉnh. Sau khi loại bỏ dịch nổi, 

mỗi giếng được thêm 10 µL dung dịch MTT (5 

mg/mL trong PBS, Sigma-Aldrich) và ủ 4 giờ ở 

37°C, 5% CO₂. Tế bào sống có khả năng chuyển 

hóa MTT thành tinh thể formazan màu tím. Sau 

thời gian ủ, 100 µL DMSO (dimethyl sulfoxide, 

Sigma-Aldrich) được thêm vào để hòa tan các tinh 

thể formazan. Mật độ quang học (OD) được đo tại 

bước sóng 570 nm bằng máy đo ELISA (BioTek 

Epoch, Hoa Kỳ). Kết quả được chuẩn hóa bằng 

cách trừ OD nền (giếng không có tế bào) và được 

trình bày dưới dạng OD – ODnền. Phép thử được 

lặp lại ba lần độc lập cho mỗi nghiệm thức. 

2.7 Phân tích thống kê 

Dữ liệu được phân tích bằng phần mềm 

SPSS phiên bản 26.0. Phép kiểm định ANOVA 

một yếu tố được sử dụng để so sánh giữa các 

nghiệm thức tại cùng một thời điểm, kết hợp với 

phép kiểm Tukey HSD để xác định sự khác biệt có 

ý nghĩa thống kê (p < 0,05). Kết quả được trình 

bày dưới dạng giá trị trung bình ± độ lệch chuẩn 

(mean ± SD). 

3 Kết quả và thảo luận 

3.1 Cấu trúc tế bào máu chó toàn phần 

Mẫu máu toàn phần sau nhuộm bằng bộ 

thuốc Diff-Quik (Hình 1) cho thấy sự hiện diện 

đầy đủ của các dòng tế bào máu ngoại vi, bao 

gồm hồng cầu (erythrocytes), lymphocyte, 

monocyte, và các loại bạch cầu hạt như 

neutrophil, eosinophil và basophil. Trong đó, 

lymphocyte và monocyte là hai loại tế bào chính 

cấu thành phân đoạn PBMCs, do đó cần được bảo 

toàn tối đa trong quy trình phân lập [15]. 

 

Hình 1. Cấu trúc tế bào máu toàn phần chó sau nhuộm 

Diff-Quik 

Mẫu được quan sát dưới kính hiển vi quang học với độ 

phóng đại 100×. Các tế bào bắt màu hồng đỏ là hồng cầu 

(erythrocytes). Các ký hiệu chữ trên ảnh thể hiện các loại 

bạch cầu: (N) – Bạch cầu trung tính (neutrophil), (E) – Bạch 

cầu ái toan (eosinophil), (B) – Bạch cầu ái kiềm (basophil), 

(L) – Lympho bào (lymphocyte), (M) – Bạch cầu đơn nhân 

(monocyte). Thang đo 20 μm. 
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3.2 Ảnh hưởng của tốc độ và thời gian ly tâm 

đến hiệu quả phân lập PBMCs 

Việc tối ưu hóa điều kiện ly tâm là bước 

quyết định đến hiệu quả phân lập PBMCs. Trong 

quá trình phân lập PBMCs, lực ly tâm cần đủ lớn 

để phân tách tế bào theo khối lượng riêng nhưng 

không gây tổn thương cơ học lên màng tế bào. Kết 

quả định lượng trong Bảng 1 cho thấy rằng tốc độ 

ly tâm 800 ×g trong 20 phút là điều kiện tối ưu, 

cho mật số tế bào sống đạt 9,13 × 10⁵ tế bào/mL và 

tỷ lệ sống 92,20%. Đây là mức cao nhất trong tất 

cả các nghiệm thức, phản ánh sự cân bằng giữa 

lực ly tâm hiệu quả và độ an toàn tế bào. Đồng 

thời, môi trường nuôi cấy sau phân lập và sau 3 

ngày nuôi cấy ở nghiệm thức này sạch, ít lẫn hồng 

cầu và tiểu cầu hơn (Hình 2 (a) và Hình 2 (b)). 

Ngược lại, tốc độ ly tâm thấp (600 ×g) với 

thời gian ngắn (10 phút) tạo ra lực tách yếu, dẫn 

đến mật số PBMCs thu nhận thấp (4,20 × 10⁵ tế 

bào/mL). Trong khi đó, tốc độ cao hơn (1200 ×g) 

làm tăng lực nén và khả năng vỡ màng tế bào, làm 

giảm đáng kể tỷ lệ sống. Sự khác biệt về mật số và 

tỷ lệ sống giữa các nghiệm thức đều có ý nghĩa 

thống kê (p < 0,05), khẳng định vai trò quan trọng 

của tối ưu hóa ly tâm trong phân lập PBMCs. 

Kết quả của nghiên cứu này phù hợp với 

các hướng dẫn kỹ thuật trên người [16], trong đó 

quá trình ly tâm thường được thực hiện trong thời 

gian dài (20–30 phút) và ở tốc độ thấp (400–800 

×g) nhằm đảm bảo hiệu suất tách lớp PBMCs ổn 

định và tỷ lệ sống cao. Điều này đặc biệt quan 

trọng trong các nghiên cứu sử dụng PBMCs từ 

chó cho phân tích chức năng miễn dịch, thử 

nghiệm kháng nguyên, hoặc nuôi cấy dài hạn 

trong các mô hình in vitro [17]. 

Bảng 1. Ảnh hưởng của tốc độ và thời gian ly tâm đến 

mật số và tỷ lệ sống của PBMCs phân lập từ máu chó. 

Tốc độ 

ly tâm 

(×g) 

Thời 

gian ly 

tâm 

(phút) 

Mật số tế bào 

sống 

(×105 tế 

bào/mL) 

Tỷ lệ sống 

(%) 

600 10 4,200  0,492c 93,04  3,11a 

800 10 5,167  0,952bc 90,92  2,03ab 

1200 10 5,600  0,984bc 85,73  0,54c 

600 20 7,383  1,360ab 94,64  2,00a 

800 20 9,133  0,895a 92,20  1,00ab 

1200 20 8,750  0,826a 88,28  1,97bc 

Ghi chú: Các chữ cái khác nhau trong cùng một cột biểu thị 

sự khác biệt có ý nghĩa thống kê ở mức p < 0,05. 

Hình 2. (a) PBMCs chó ngay sau khi phân lập 
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Hình 2. (b) PBMCs chó ngày 3  

Hình được chụp bằng kính hiển vi đảo ngược với các nghiệm thức: (A) 600 ×g – 10 phút; (B) 800 ×g – 10 phút; (C) 1200 ×g – 10 

phút; (D) 600 ×g – 20 phút; (E) 800 ×g – 20 phút; (F) 1200 ×g – 20 phút. Độ phóng đại áp dụng 20x. Thang đo 100 μm.

3.3 Ảnh hưởng của môi trường nuôi cấy đến 

sự sống, mật số và hình thái của PBMCs 

chó in vitro 

Kết quả quan sát dưới kính hiển vi đảo 

ngược (Hình 3) cho thấy sự khác biệt rõ rệt về 

hình thái và mức độ bám dính của tế bào PBMCs 

chó giữa hai môi trường nuôi cấy: RPMI-1640 và 

DMEM. Trong giai đoạn đầu (ngày 1), tế bào từ cả 

hai nhóm đều xuất hiện dưới dạng hình tròn, lơ 

lửng, điều này phản ánh trạng thái sau phân lập. 

Tuy nhiên, từ ngày 3 trở đi, tế bào nuôi trong môi 

trường DMEM bắt đầu lan rộng và dẹt hơn rõ rệt, 

đặc trưng cho quá trình bám dính và biệt hóa, 

trong khi RPMI-1640 vẫn duy trì trạng thái huyền 

phù là chủ yếu. 

Bổ sung cho quan sát vi học, dữ liệu định 

lượng mật số tế bào huyền phù sống ở Bảng 2 

cung cấp bằng chứng rõ ràng hơn. Trong ba ngày 

đầu, mật số tế bào ở hai môi trường là tương 

đương, khác biệt không có ý nghĩa thống kê. Tuy 

nhiên, từ ngày 6 trở đi, môi trường RPMI-1640 

duy trì mật số cao hơn đáng kể, khác biệt có ý 

nghĩa thống kê so với DMEM. Sự suy giảm nhanh 

ở môi trường DMEM cho thấy rằng phần lớn tế 

bào đã bám dính thay vì còn lơ lửng. 

Tỷ lệ sống tế bào trong Bảng 3 phản ánh xu 

hướng tương tự: kể từ ngày 6, môi trường RPMI-

1640 duy trì tỷ lệ sống cao hơn, khác biệt có ý 

nghĩa thống kê so với môi trường DMEM. Điều 

này cho thấy RPMI-1640 phù hợp hơn trong việc 

duy trì sự sống của tế bào huyền phù không bám 

dính – đặc biệt quan trọng khi mục tiêu là thu 

nhận PBMCs dạng lơ lửng. 

 

Hình 3. Sự thay đổi hình thái tế bào PBMCs chó trong 

hai môi trường nuôi cấy qua các mốc thời gian 

 A–D: PBMCs nuôi trong RPMI-1640 tại ngày 1, 3, 6 và 9. 

E–H: PBMCs nuôi trong DMEM tại ngày 1, 3, 6 và 9. 20x. 

Thang đo: 100 μm. 
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Bảng 2. Mật số tế bào huyền phù sống (×10⁵ tế bào/mL) 

tại các mốc thời gian trong hai môi trường nuôi cấy 

Thời gian 

(ngày) 

RPMI-1640 

(×105 tế bào/mL) 

DMEM 

(×105 tế bào/mL) 

1 3,633  0,643a 3,567  0,362a 

3 3,183  0,247a 2,683  0,764a 

6 2,733  0,104a 1,400  0,150b 

9 1,683  0,176a 0,567  0,104b 

Ghi chú: Các chữ cái khác nhau trong cùng một cột biểu thị 

sự khác biệt có ý nghĩa thống kê (p < 0,05, Tukey HSD). 

Bảng 3. Tỷ lệ sống (%) của tế bào huyền phù tại các mốc 

thời gian trong hai môi trường nuôi cấy 

Thời gian 

(ngày) 

RPMI-1640 

(%) 

DMEM 

(%) 

1 91,68  3,31a 91,17  1,64a 

3 91,37  1,37a 90,19  1,94a 

6 76,66  1,40a 62,14  2,27b 

9 49,81  4,66a 29,60  0,37b 

Ghi chú: Các chữ cái khác nhau trong cùng một cột biểu thị 

sự khác biệt có ý nghĩa thống kê (p < 0,05, Tukey HSD). 

Ngược lại, kết quả phép thử MTT (Bảng 4) 

cho thấy môi trường DMEM vượt trội hơn về khả 

năng hỗ trợ tế bào bám dính và duy trì hoạt tính 

chuyển hóa. Cụ thể, giá trị OD ở nghiệm thức 

DMEM tại các ngày 3, 6 và 9 đều cao hơn RPMI-

1640, khác biệt có ý nghĩa thống kê. Điều này cho 

thấy sự khác biệt rõ rệt về sinh lý chức năng giữa 

hai quần thể tế bào trong hai điều kiện nuôi cấy. 

Bảng 4. Độ hấp thụ quang (OD – ODnền) của tế bào 

PBMCs bám dính tại bước sóng 570 nm 

Thời gian 

(ngày) 

RPMI-1640 (OD – 

ODnền, 570 nm) 

DMEM (OD – 

ODnền, 570 nm) 

3 0,099  0,017b 0,123  0,010a 

6 0,184  0,008b 0,222  0,021a 

9 0,150  0,008b 0,208  0,005a 

Ghi chú: Các chữ cái khác nhau trong cùng một cột biểu thị 

sự khác biệt có ý nghĩa thống kê (p < 0,05, Tukey HSD). 

Với các kết quả trên, có thể nhận định rằng 

môi trường DMEM thúc đẩy quá trình bám dính 

và hoạt hóa chuyển hóa của PBMCs hiệu quả hơn, 

do đó phù hợp cho mục tiêu biệt hóa hoặc nuôi 

cấy dài ngày các dòng đơn nhân như 

monocyte/macrophage [18, 19]. Ngược lại, môi 

trường RPMI-1640 thể hiện ưu thế trong việc duy 

trì tế bào huyền phù sống, thích hợp cho các 

nghiên cứu phân tích miễn dịch ở dòng lympho 

chưa biệt hóa [19]. Sự khác biệt này có thể liên 

quan đến thành phần dinh dưỡng giữa hai loại 

môi trường, đặc biệt là nồng độ amino acids 

không thiết yếu cao hơn trong DMEM so với 

RPMI, góp phần điều chỉnh chuyển hóa và trạng 

thái hoạt hóa của tế bào đơn nhân [20]. 

3.4 Ảnh hưởng của nồng độ FBS đến khả 

năng sống và tăng trưởng của PBMCs chó 

in vitro 

Sự thay đổi hình thái bám dính của PBMCs 

theo thời gian trong các nồng độ FBS khác nhau 

được thể hiện rõ qua Hình 4. Ở cả ba nồng độ FBS 

(5%, 10% và 15%), tế bào PBMCs bắt đầu bám 

dính từ ngày thứ 3 và dần hình thành cụm, lan tỏa 

đáy giếng ở các mốc ngày 6 và 9. Tuy nhiên, sự 

khác biệt về mật độ và hình thái tế bào bám dính 

được quan sát rõ hơn ở các nghiệm thức có nồng 

độ FBS cao hơn, đặc biệt là 15%. 

Số liệu định lượng từ Bảng 5 cho thấy xu 

hướng giảm dần về mật số tế bào huyền phù sống 

theo thời gian ở cả ba nồng độ FBS (5%, 10% và 

15%). Ở thời điểm ngày 1, mật số tế bào không có 

sự khác biệt giữa các nghiệm thức (p > 0,05), phản 

ánh tính đồng nhất ban đầu của quần thể tế bào. 

Đến ngày 3, mặc dù mật số có giảm so với ngày 1, 

nhưng vẫn không có sự khác biệt thống kê giữa 

các nồng độ FBS (p > 0,05). 
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Hình 4. Sự thay đổi hình thái PBMCs chó trong các nồng độ FBS khác nhau tại các mốc thời gian 

A–D: PBMCs nuôi với 5% FBS tại ngày 1, 3, 6 và 9. E–H: PBMCs nuôi với 10% FBS tại ngày 1, 3, 6 và 9. I–L: PBMCs nuôi 

với 15% FBS tại ngày 1, 3, 6 và 9. Độ phóng đại 20x. Thang đo 100 μm. 

Bảng 5. Mật số tế bào huyền phù sống (×10⁵ tế bào/mL) tại các mốc thời gian khi nuôi cấy với ba nồng độ FBS 

Thời gian (ngày) 5% FBS (×10⁵ tế bào/mL) 10% FBS (×10⁵ tế bào/mL) 15% FBS (×10⁵ tế bào/mL) 

1 3,667 ± 0,431ᵃ 3,700 ± 0,400ᵃ 3,717 ± 0,732ᵃ 

3 2,333 ± 0,275ᵃ 2,367 ± 0,225ᵃ 2,317 ± 0,503ᵃ 

6 1,167 ± 0,202ᵇ 1,800 ± 0,304ᵃ 1,733 ± 0,325ᵃ 

9 0,733 ± 0,176ᵃ 1,600 ± 0,087ᵃ 1,450 ± 0,250ᵃ 

Ghi chú: Các chữ cái khác nhau trong cùng một cột biểu thị sự khác biệt có ý nghĩa thống kê (p < 0,05, Tukey HSD).

Từ ngày nuôi cấy thứ 6 trở đi, mật số 

PBMCs huyền phù sống ở nghiệm thức 5% FBS 

giảm rõ rệt và thấp hơn có ý nghĩa thống kê so với 

các nghiệm thức có nồng độ FBS cao hơn. Xu 

hướng này tiếp tục duy trì đến cuối thời gian nuôi 

cấy, cho thấy nồng độ huyết thanh thấp không đủ 

duy trì ổn định quần thể PBMCs trong điều kiện 

nuôi cấy kéo dài. Ngược lại, các nghiệm thức bổ 

sung ≥10% FBS giúp duy trì mật độ tế bào huyền 

phù sống cao hơn. Điều này có thể liên quan đến 

việc FBS cung cấp các yếu tố tăng trưởng, protein 

huyết thanh và các phân tử chống oxy hóa, qua 

đó giúp tế bào giảm stress nuôi cấy và hạn chế 

quá trình chết theo chương trình trong môi 

trường in vitro.
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Bảng 6. Tỷ lệ sống (%) của tế bào huyền phù tại các mốc thời gian khi nuôi cấy với ba nồng độ FBS 

Thời gian (ngày) 5% FBS (%) 10% FBS (%) 15% FBS (%) 

1 91,57  3,25a 91,31  4,77a 90,95  8,39a 

3 90,19  2,55a 90,47  1,47a 90,58  4,03a 

6 52,91  4,78b 75,16  6,70a 77,66  4,14a 

9 29,65  3,80b 50,61  1,72a 56,05  4,89a 

Ghi chú: Các chữ cái khác nhau trong cùng một cột biểu thị sự khác biệt có ý nghĩa thống kê (p < 0,05, Tukey HSD).

Phân tích tỷ lệ sống của PBMCs huyền phù 

ở Bảng 6 cho thấy trong 3 ngày đầu nuôi cấy, các 

nhóm FBS đều duy trì tỷ lệ sống cao và không có 

sự khác biệt đáng kể giữa các nồng độ. Tuy nhiên, 

từ ngày thứ 6 trở đi, sự suy giảm tỷ lệ sống bắt 

đầu xuất hiện rõ rệt ở nhóm sử dụng 5% FBS, 

trong khi các nhóm 10% và 15% vẫn duy trì khả 

năng sống cao hơn đáng kể. Xu hướng này tiếp 

tục được ghi nhận ở ngày thứ 9, cho thấy nồng độ 

FBS thấp không đủ duy trì khả năng sống của các 

tế bào huyền phù trong điều kiện nuôi cấy 

kéo dài.  

Kết quả này có thể liên quan đến vai trò của 

FBS như một nguồn cung cấp protein, yếu tố tăng 

trưởng và các thành phần bảo vệ màng tế bào. Khi 

nồng độ FBS thấp, các yếu tố này không đủ để 

duy trì ổn định màng tế bào và cân bằng nội môi, 

dẫn đến gia tăng quá trình chết tế bào theo 

chương trình trong quá trình nuôi cấy dài ngày. 

Thử nghiệm MTT được sử dụng để đánh 

giá hoạt động sống (cell viability) của các tế bào 

bám dính thông qua sự hình thành tinh thể 

formazan (Hình 5). Hình ảnh quan sát cho thấy sự 

gia tăng mật độ tinh thể ở nhóm 10% và 15% FBS 

từ ngày 6 trở đi, phản ánh mức độ sống và tăng 

trưởng của tế bào tốt hơn so với nhóm 5%. Giá trị 

OD sau trừ nền (ODnền) trong Bảng 7 cho thấy ở 

ngày 6 và 9, nhóm 15% FBS có OD cao nhất (0,207 

± 0,012 và 0,190 ± 0,014), cao hơn đáng kể so với 

nhóm 5% (0,165 ± 0,012 và 0,143 ± 0,009; p < 0,05). 

Nhóm 10% cũng cho kết quả cao hơn nhóm 5%, 

mặc dù không có sự khác biệt thống kê so với 

15%. Những dữ liệu này cho thấy FBS ≥10% hỗ 

trợ hiệu quả hoạt động sống của tế bào trong suốt 

quá trình nuôi cấy. 

 

Hình 5. Sự hình thành tinh thể formazan sau thử 

nghiệm MTT ở các nồng độ FBS khác nhau tại các mốc 

thời gian 

A, B, C: 5% FBS tại ngày 3, 6 và 9 tương ứng. D, E, F: 10% 

FBS tại ngày 3, 6 và 9 tương ứng. G, H, I: 15% FBS tại 

ngày 3, 6 và 9 tương ứng. Thang đo: 100 μm.

Bảng 7. Mức độ chuyển hóa tế bào bám dính thông qua giá trị OD, 570 nm sau thử nghiệm MTT tại các mốc thời gian 

và nồng độ FBS khác nhau 

Thời gian 

(ngày) 

5% FBS (OD – ODnền, 570 

nm) 

10% FBS (OD – ODnền, 570 

nm) 

15% FBS (OD – ODnền, 570 nm) 

3 0,111 ± 0,014ᵃ 0,102 ± 0,005ᵃ 0,100 ± 0,007ᵃ 

6 0,165 ± 0,012ᵇ 0,189 ± 0,015ᵃᵇ 0,207 ± 0,012ᵃ 

9 0,143 ± 0,009ᵇ 0,168 ± 0,011ᵃᵇ 0,190 ± 0,014ᵃ 

Ghi chú: Các chữ cái khác nhau trong cùng một cột biểu thị sự khác biệt có ý nghĩa thống kê (p < 0,05, Tukey HSD).
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Mặc dù nghiên cứu hiện tại đã xây dựng 

thành công một quy trình phân lập và nuôi cấy 

PBMCs từ chó hiệu quả và có tính ứng dụng cao, 

vẫn tồn tại một số hạn chế cần được ghi nhận 

nhằm định hướng cho các cải tiến trong nghiên 

cứu tiếp theo. Trước hết, nghiên cứu được thực 

hiện trên số lượng cá thể hạn chế (3 cá thể chó), do 

đó chưa phản ánh đầy đủ sự biến thiên sinh học 

trong quần thể chó với các đặc điểm khác nhau về 

giống, giới tính, độ tuổi và tình trạng sinh lý. 

Những yếu tố này đã được chứng minh có ảnh 

hưởng rõ rệt đến thành phần và hoạt tính miễn 

dịch của PBMCs từ chó, trong đó sự thay đổi tỷ lệ 

giữa các dòng tế bào đơn nhân và mức độ đáp 

ứng viêm có thể dẫn đến sai lệch trong việc đánh 

giá khả năng ứng dụng của hệ thống nuôi cấy 

[21]. Tuy nhiên, nghiên cứu này được thiết kế 

theo hướng nghiên cứu phương pháp nhằm tối 

ưu hóa quy trình phân lập và điều kiện nuôi cấy 

PBMCs in vitro, hơn là đánh giá sự khác biệt sinh 

học giữa các cá thể. Do đó, việc sử dụng một số 

lượng mẫu giới hạn vẫn có thể cung cấp thông tin 

ban đầu quan trọng để xác định các điều kiện 

nuôi cấy phù hợp, đồng thời đóng vai trò như 

một nghiên cứu thăm dò làm cơ sở cho các nghiên 

cứu quy mô lớn hơn trong tương lai. 

Bên cạnh đó, nghiên cứu chưa thực hiện các 

kỹ thuật định danh chi tiết các tiểu quần thể tế 

bào trong PBMCs, vốn là thông tin quan trọng để 

đánh giá chất lượng và đặc điểm miễn dịch học 

của mô hình nuôi cấy. Trong nghiên cứu này, 

PBMCs chủ yếu được xác định dựa trên đặc điểm 

hình thái học và hành vi bám dính đặc trưng 

trong điều kiện nuôi cấy. Mặc dù cách tiếp cận 

này thường được sử dụng trong các nghiên cứu 

tối ưu hóa điều kiện nuôi cấy ban đầu, việc thiếu 

các phương pháp phân tích marker bề mặt như 

CD3, CD4, CD8, CD21, γδ TCR, CD14 và MHC-II 

thông qua flow cytometry hoặc hóa mô miễn dịch 

khiến cho thành phần chính xác của các tiểu quần 

thể tế bào như T-lymphocyte, monocyte hay NK 

cell chưa được xác định đầy đủ, đồng thời chưa 

loại trừ hoàn toàn các tế bào không mong muốn 

có thể hiện diện trong mẫu [21, 22]. Sự thiếu vắng 

dữ liệu định danh khiến cho tính đặc hiệu của mô 

hình nuôi cấy PBMCs từ chó trong nghiên cứu 

miễn dịch học chưa được làm rõ một cách toàn 

diện. Ngoài ra, khả năng ứng dụng của mô hình 

vẫn chưa được đánh giá đầy đủ do chưa kiểm tra 

các chỉ số chức năng miễn dịch chuyên sâu như 

hoạt tính tiết cytokine (IL-6, TNF-α, IFN-γ), đáp 

ứng với chất kích thích miễn dịch (ví dụ LPS, 

PHA) hoặc khả năng thực bào. Các chỉ tiêu này 

đóng vai trò thiết yếu trong việc xác định hiệu 

năng của PBMCs từ chó khi được sử dụng để mô 

phỏng đáp ứng viêm, độc tính tế bào hoặc các 

tương tác thuốc – miễn dịch trong điều kiện in 

vitro [23, 24]. Tuy nhiên, mục tiêu chính của 

nghiên cứu là thiết lập và tối ưu hóa điều kiện 

phân lập và nuôi cấy PBMCs từ chó, thay vì đánh 

giá chức năng miễn dịch của các tế bào này. Do 

đó, các phân tích chức năng chuyên sâu không 

được đưa vào trong phạm vi của nghiên cứu hiện 

tại và sẽ là hướng phát triển quan trọng cho các 

nghiên cứu tiếp theo khi mô hình nuôi cấy đã 

được chuẩn hóa. 

Dựa trên những giới hạn này, các nghiên 

cứu tiếp theo nên mở rộng quy mô mẫu nhằm 

nâng cao độ tin cậy thống kê, đồng thời tích hợp 

các kỹ thuật phân tích marker miễn dịch đặc hiệu 

để định danh và theo dõi sự thay đổi thành phần 

tế bào qua thời gian nuôi cấy. Song song đó, việc 

đánh giá chức năng miễn dịch thông qua các chỉ 

số phân tử, gene và đáp ứng chức năng sẽ giúp 

làm rõ tiềm năng ứng dụng của hệ thống PBMCs 

từ chó trong các bối cảnh nghiên cứu cụ thể. Cũng 

cần lưu ý rằng các yếu tố khác như loại môi 

trường nuôi cấy, nguồn FBS, sự có mặt của 

cytokine bổ sung (GM-CSF, IL-4) hay điều kiện 

oxy hóa (normoxia/hypoxia) đều có thể ảnh 

hưởng đáng kể đến sự sống, tăng trưởng và biệt 

hóa của tế bào và do đó cần được khảo sát có hệ 

thống trong các mô hình tiếp theo [25, 26]. 
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Tổng thể, mô hình PBMCs từ chó được 

thiết lập trong nghiên cứu này đã chứng minh 

được tính khả thi và ổn định trong điều kiện in 

vitro với môi trường nuôi cấy chứa FBS ở mức 

10%–15%. Đây là tiền đề quan trọng cho các 

nghiên cứu ứng dụng trong lĩnh vực miễn dịch 

học và độc chất học thú y. Các ứng dụng tiềm 

năng bao gồm đánh giá độc tính miễn dịch của 

các tác nhân sinh học, thuốc hoặc hóa chất thú y 

[27]; mô phỏng đáp ứng viêm và miễn dịch bẩm 

sinh/thích nghi trên mô hình loài chó vốn có hệ 

miễn dịch gần với người hơn so với chuột [28]; 

hoặc nghiên cứu bảo quản lạnh và biệt hóa dòng 

đơn nhân phục vụ liệu pháp miễn dịch và thử 

nghiệm tiền lâm sàng [29, 30]. Việc chuẩn hóa và 

hoàn thiện hệ thống nuôi cấy PBMCs từ chó 

không chỉ góp phần phục vụ nghiên cứu miễn 

dịch học và bệnh học trong lĩnh vực thú y, mà còn 

tạo nền tảng quan trọng cho các nghiên cứu y sinh 

học so sánh và xây dựng mô hình tiền lâm sàng. 

Điều này đặc biệt có ý nghĩa tại Việt Nam, nơi 

hiện chưa có hệ thống nuôi cấy tế bào chuẩn từ 

động vật để làm mô hình phục vụ đánh giá đáp 

ứng miễn dịch, thử nghiệm vắc-xin và nghiên cứu 

cơ chế bệnh truyền nhiễm ở cấp độ tế bào. 

4 Kết luận 

Nghiên cứu đã thiết lập thành công quy 

trình phân lập và nuôi cấy tế bào đơn nhân máu 

ngoại vi từ chó (Canis lupus familiaris) trong điều 

kiện in vitro. Trong giai đoạn chuẩn hóa phân lập, 

ly tâm ở 800 ×g trong 20 phút được xác định là 

điều kiện tối ưu để thu nhận PBMCs bằng 

phương pháp ly tâm với Ficoll, khi thu được mật 

độ tế bào cao, tỷ lệ sống cao và mức tạp nhiễm 

hồng cầu thấp, qua đó có thể áp dụng như bước 

chuẩn trong các quy trình phân lập PBMCs từ 

máu chó. 

Trong thí nghiệm nuôi cấy, môi trường DMEM hỗ 

trợ tốt hơn cho sự bám dính và duy trì hoạt động 

sống của các tế bào đơn nhân có xu hướng bám 

dính, trong khi RPMI-1640 giúp duy trì mật độ 

PBMCs huyền phù cao hơn trong giai đoạn đầu 

nuôi cấy. Điều này cho thấy việc lựa chọn môi 

trường có thể được điều chỉnh tùy theo mục tiêu 

nghiên cứu: DMEM phù hợp cho nghiên cứu biệt 

hóa hoặc hoạt động của các tế bào bám dính, 

RPMI-1640 dùng cho nghiên cứu duy trì quần thể 

PBMCs trong huyền phù. 

Khi khảo sát nồng độ huyết thanh, môi 

trường bổ sung 10% FBS được xác định là nồng 

độ phù hợp và kinh tế để duy trì khả năng sống 

và tăng trưởng của PBMCs trong suốt 9 ngày nuôi 

cấy, do đó có thể được xem là nồng độ huyết 

thanh khuyến nghị cho các hệ thống nuôi cấy 

PBMCs từ chó trong các thí nghiệm in vitro kéo 

dài. 

Quy trình được thiết lập trong nghiên cứu 

này cung cấp nền tảng kỹ thuật khả thi cho việc 

sử dụng PBMCs từ chó trong các nghiên cứu in 

vitro liên quan đến miễn dịch học, độc tính sinh 

học và sàng lọc tác nhân sinh học trong lĩnh vực 

thú y và y sinh học so sánh. 
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