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(57) Giai phap hitu ich dé cap dén quy trinh biét héa té bao goc trung md thanh té bao gan,
trong d6 quy trinh ndy bao gom céc budc a) chuén bj dich chlet té bao gan; b) chudn bj té
bao gdc trung md; va c) biét hod té bao gbe trung m6 thanh té bao gan. Quy trinh theo giai
phap hitu ich khac biét & chd qua trinh tao dich chiét té bao gan dwoc thyc hién trong moi
truong PBS bb sung chit e ché protease va viée pha vo m6 gan duoc thyc hién béang nito
16ng trong 30 gidy va tan dong nhanh ¢ 37°C, d6ng nhit mau bang siéu @m 10 gidy nghi 20
gidy dé thu dich chiét té bao gan dung dé cam Ung biét hoa té bao gdc trung md, va té bao
gdc trung mé duoc nudi cdy biét hoa trén nen fibronectin v&i moi truong DMEM/F12 bd
sung 10% FBS, 1X chit khang sinh/khang ndm va tir 30-60 ng/ml dich chiét té bao gan.
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Linh vue ky thuat dwoge dé cip

Giai phap hitu ich thude linh vuc cong ngh¢ sinh hoc y - dugc, cham soc
sttc khoé va y hoc tai tao. Cu thé 1a giai phap hiru ich dé cap dén quy trinh biét
hoa té bao gc trung md thanh t& bao gan (g dung trong tai tao gan va diéu tri
céc bénh lién quan dén suy thoai té bao gan.

Tinh trang ky thuit cia giai phap hiru ich

Nhiu nghién ctru dé chi ra céc té bao gdc trung mé co tiém ning biét hoa
thanh t& bao gan. Té bao gbc trung md c6 ngudn gde tir tiy xwong (Shi, Mao et
al. 2008, Li, Tao et al. 2010, Min Wang 2010, Behshad Pournasr MSc 2011,
Mohsin, Shams et al. 2011), té bao gdc trung mo tir mau day rén (Moon, Yoon
Hh Fau - Lee et al. 2009) va tir m6 m& (Sgodda, Aurich et al. 2007, Lue, Lin et
al. 2010, Sterodimas, de Faria et al. 2010, Puglisi, Saulnier N Fau - Piscaglia et
al. 2011, Ruiz 2011, Abbas Sahebghadam 2012, Harn, Lin et al. 2012) da dugc
nghién ctru k§. Bang cach sit dung cac yéu t ting truong EGF, HGF hay nhitng
tac nhan khac nhu OSM, dexamethason, ITS... d& tao ra MSC da cling duogc
cong bd (Shi, Mao et al. 2008, Ruiz 2011).

D3 c6 nghién ctru cam Gng biét hoa t& bao gbc thanh t& bao gan dira vao
cac moi trudng cé bd sung cac yéu té cam ting nhu HGF, OSM, FGF va axit
ascobic. Nguyén tic chung cla quy trinh cam Gng nay 1a: sit dung cac yéu td
ting trudng hudng té bao gan dé kich thich té baog gdc biét hoa thanh té bao gan
trong mdi trudmng cd bd sung cac yéu t6 nay theo ty 16 va ndng d6 phu hop (Lue,
Lin et al. 2010, Min Wang 2010, Abbas Sahebghadam 2012). Quy trinh nay c6
wu diém 13 d3 c6 nhiéu céng bd lién quan. Tuy nhién, viéc st dung cac chit cam
g nay con nhidu didu ban luan vi cic quy trinh khéc nhau lai st dung céc ty 18
va ndéng d6 rat khac nhau, chi phi mua cac yéu t6 ting truong va hoa chat 1a kha
cao. Ngoai ra, cac yéu td ting trudng van co nhitng rii ro nhit dinh. Ngoai ra,

viéc st dung cac hoa chat nay c6 kha nang gy phan vé khi ghép t€ bao vao co
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thé, nén viéc st dung hoéa chét cam ung bi€t hoa té bao khong dugc uu tién dbi
v6i cac thanh phan nudi cdy co kha ning ciy ghép dé diéu tri bénh.

Theo bao céo, dich chiét gan gdbm khoang 643 protein, va cac protein nay
duoc chia thanh cac nhém khéc nhau, thuc hién nhiéu chirc nang quan trong,
bao gdm ca protein tham gia vao qua trinh chuyén héa (54%), van chuyén
protein (7%), cAu tric protein (5%), yéu td ting trudng va phat trién té bao gan
(2%), bao vé protein (2%), protein ddc (2%), va nhiéu protein khac (Gazzana va
Borlak 2009). Protein 14 thanh phén chinh tham gia vio qua trinh cam tng va
dinh hudng biét hoa MSC thanh té bao gan, va cung cip ddy du cac chit cin
thiét cho sy ting truong cia céc té bao gan. Hon nira, mdt s6 cong bd da chi ra
MSC cé thé biét ho thanh té bao gan bing cach dong nudi cdy MSC véi té bao
gan trong 6ng nghiém (Lange, Bruns H Fau - Kluth et al. 2006, Chen, Dong Xj
Fau - Zhang et al. 2007, Tao 2012).

Ciing dd c6 mot sd cong bd lién quan dén viéc st dung dich chiét té bao
gan cam ung t& bao gbc biét hoa thanh té bao gan, vi du, Samaneh Dolati
Carvandi, In vitro differntiation of rat mensenchymal stem cells to hepatocyte
lineage, Iran J Basic Med Sci, Vol.18, No.1, 01/2015, p.89-97, hoac Mahmoud
elhussiny salamh, The useage of liver extract verses growth factors in the
differentiation of mesenchymal stem cells into hepatocyte like cells, Journal of
International academic reasearch for multidisciplinary, Vol.2, Issue 2, 3/2014.
Nguyén Thi Kim Nguyén, Nghién ctru ddnh gia kha ning biét hoa t& bao gbc
trung md tir mé md ngudi thanh té bao gibng t& bao gan in vitro, Tap chi sinh
hoc 2014, 36(1se): 209-215, tuy nhién, viéc chiét t& bio gan thudng duoc thuc
hién bing enzym hoic biang cich nghién, do d6 c6 kha ning anh huong dén cac
thanh phin cta t& bio gan nén chét lvong biét hoa t& bao khong cao, chua dap
g duoc kha ning tmg dung trong y hoc, cu thé 13 trong ing dung 14m sang.

Do dé, cin c6 quy trinh biét hoa té bao gdc trung mo thanh té bao gan hidu
qué, khic phuc dugc cic nhugc diém vé héa chét cam tmg cling nhu hiéu qua
cam Ung sao cho giam dugc t6i da cac tic dung phu ctia hoa chét sir dung dé

cam tng, ddng thoi dam bao duoc kha ning tmg dung trong y hoc 1am sang.



2293

Ban chit ky thuat caa giai phap hiru ich

Dé khic phuc cac nhuge diém néu trén, giai phap hiru ich d& xuit quy trinh
biét hoa té bao gbe trung mo thanh té bao gan, trong dé quy trinh nay bao gém
cac budc:

a) chuén bi dich chiét t& bao gan bang cach thu nhan té bao gan chudt, sau
khi rira sach bang dung dich dém phosphat (PBS) bd sung chét khang
sinh/khang ndm, cit nhuy&n mo gan trong dung dich dém phosphat b sung chit
tic ché proteaza, sau d6 pha v& md bang cach chuyén miu vao trong nito 1éng
trong 30 gidy va tan ddng nhanh & 37°C, sau d6 ly tdm & toc dd 13000-15000
vong/phitt, thu phan cin, sau khi hoa tan cin trong PBS bd sung chét (e ché
proteaza, tién hanh siéu 4m 10 gidy nghi 20 gidy dén khi thu duoc miu dong
nhét, sau khi ly tdam & 13000-15000 vong/phut trong 10 phut, phﬁn dich duoc loc
qua mang loc 0,45um thu dugc dich chiét té bao gan;

b) chuén bi té bao gbc trung md bang cach nudi t& bao gdc trung mé trong
mbi trudng DMEM/F12 b6 sung 10% FBS va 1X chit khang sinh/khéang nim va
nudi & 37°C, 5% CO,, cdy chuyén trén moi truong chira 0,25% trypsin/EDTA
dén khi mat do dat 70-80% dién tich bé mat nudi cdy, té bao gdc trung mé duge
nudi dén thé hé 4-5; va

c) biét hoa té bao gbc trung md thanh té bao gan bing cach phu 1én trén bé
mat dia nudi cdy fibronectin sau d6 bd sung méi truong DMEM/F12 b sung
10% FBS, 1X chét khang sinh/khdng ndm va tir 30-60 pg/ml dich chiét té bao
gan thu duoc tir bude a), sau d6 bd sung t& bao gbe trung mod thu duge tir bude
b) v6i mét do 5x10° té bao/cm? va nudi céy & nhiét d§ 37°C, 5% CO, trong 21
ngdy, thu dugc té bao gan;
khéc biét & chd:

qua trinh tao dich chiét t& bao gan dugc thuc hién trong moi truong PBS bd
sung chét trc ché proteaza va viéc pha vd mé gan duoc thyc hién bang nito long
trong 30 gidy va tan dong nhanh & 37°C, ddng nhit mau bing siéu 4m 10 gidy
nghi 20 gidy dé thu dich chiét té bao gan ding dé cam Ung biét héa t& bao gbc

trung mo; va
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té bao gdc trung md dugc nudi cdy biét hoa trén nén fibronectin voi moi
truong DMEM/F12 b6 sung 10% FBS, 1X chat khéng sinh/khang ndm va tir 30-
60 pg/ml dich chiét t& bao gan.

Theo mot phuong &n uwu tién, trong do budc pha v& md trong nito 1ong
~ duoc thyc hién lap lai khoang tir 6 dén 8 1an két hop véi siéu 4m khoang tir 7
dén 10 1an dé thu dich chiét té bao gan.

Theo mdt phwong an uu tién, trong d6 t& bao gbc trung md duoc cly
chuyén sang moi truong nudi cdy méi sau 3 ngay nudi cdy dén khi thu duoc té
bao gan biét hoa.

Theo mdt phuong 4n wu tién, trong d6 té bao gbc trung md thu duge tir md
md ciia nguoi, md md cua chudt hodc md tuy xuong ctia chudt.

M ta vin tit cac hinh vé

Hinh 1 13 4nh chup té bao gdc trung md tir t& bao md clia ngudi.

Hinh 2 13 anh chup té bao gbc trung mé thanh té bao gan biéu hién sau 21
ngdy nudi cdy, miii tén xanh chi cac té bio c6 hinh da giac, hinh tron, hinh ovan
va c6 nhan 16m, mili tén den chi c4c té bao c6 02 nhan.

MO ta chi tiét giai phap hitu ich

Sau déy, giai phap duoc mo ta chi tiét v6i cac vi du va phuong 4n thuc hién
cu thé, tuy nhién, cic vi du va cac phwong 4n ndy chi nhdm lam r3 ban chit cua
giai phap chtr khéng nhdm gidi han pham vi yéu cAu bao hd ctia giai phéap hitu
ich.

Giai phap hiru ich dé xuét quy trinh biét héa té bao gbc trung mo thanh té
bao gan, trong d6 quy trinh nay bao gém cac budc: a) chuan bi dich chiét t bao
gan; b) chudn bj t& bao gbc trung md; va c) biét hoa té bao gdc trung md thanh té
bao gan.

Dé thu nhin dugc dich chiét té bao gan, mau gan dugc thu nhan tir chudt
bing cach gay mé dong vat, khir tring vi tri phiu thudt bang cdn va providin,
sau do giai phau dé thu dugc toan bd md gan. Mau gan sau khi thu dugc nay
dugc st dung dé thu nhén dich chiét té bao gan.

Trong budc chuén bi dich chiét té bao gan, mau gan chudt sau khi duoc thu

nhan duoc rira sach bang dung dich dém phosphat (PBS) bd sung chit khang
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sinh/khang ndm. Cac chat khang sinh/khang ndm 1a ché phim khéng sinh/khang
nidm duoc sir dung rong rai trong linh vuc k¥ thudt nay dé xir Iy md va c6 thé
mua duge ngoai thi trudng. Sau khi cit nhuyén md gan trong dung dich dém
phosphat bd sung chat e ché proteaza. MAu mé duoc pha v& bing cach chuyén
vao trong nito 16ng trong 30 gidy va tan dong nhanh & 37°C. Qua4 trinh ndy nhdm
pha v& két cdu cia té bao gan, nhung khéng anh hudng dén chét lwong thanh
phan c6 trong té bao.

Theo mot phuong an wu ti€én, trong d6 budc phd v& md trong nito 16ng
duoc thuc hién 1dp lai khoang tir 6 dén 8 1an dé thu dugc té bao gan tach biét.

Sau khi pha v& md, tién hanh ly tim & téc do 13000-15000 vong/pht, thu
phﬁn cin. Phin cin dugc hoa tan trong PBS bd sung chét uc ché proteaza va tién
hanh siéu am 10 gidy nghi 20 gidy dén khi thu dugc mAu ddng nhét.

Theo mot phuong an wu ti€n, trong dd qua trinh si€éu am duogc thuc hién
trong khoang tir 7 dén 10 1an dé thu dich chiét té bao gan.

Dich sau khi siéu dm dugc ly tdam & 13000-15000 vong/phut trong 10 phit,
phén dich dugc loc qua mang loc 0,45um thu dugc dich chiét t& bao gan déng
nhét.

Trong budc chudn bi t& bao gdc trung mo, t& bao gdc trung mé theo giai
phap co thé thu duoc tir t& bio mé md ciia nguoi, md md cta chudt hodc md tuy
xuong cia chudt. Té bao gdc trung mé nay co thé thu dugc bing phwong phép,
vi du, bang phuong phép caa (Shi, Mao et al. 2008, Li, Tao et al. 2010, Min
Wang 2010, Behshad Pournasr MSc 2011, Mohsin, Shams et al. 2011), (Moon,
Yoon Hh Fau - Lee et al. 2009) hoac (Sgodda, Aurich et al. 2007, Lue, Lin et al.
2010, Sterodimas, de Faria et al. 2010, Puglisi, Saulnier N Fau - Piscaglia et al.
2011, Ruiz 2011, Abbas Sahebghadam 2012, Harn, Lin et al. 2012) hoac Phuc
Van Pham (2013).

Tién hanh nudi té bao gbc trung md trong mdi truong DMEM/F12 b sung
10% FBS va 1X chit khang sinh/khang ndm trong diéu kién nuéi & 37°C, 5%
CO,. Mbi trudng nudi cdy duoc thay méi sau 3 ngay. Tién hanh cdy chuyén trén
mdi trudng chira 0,25% trypsi/EDTA dén khi mat d6 dat 70-80% dién tich bé
mat nudi céy. Té bao géc trung mé dugc nudi dén thé hé 4-5 duge st dung lam

té bao biét hoa thanh té bao gan.
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Trong budc biét hoa té bao gbc trung md thanh té bao gan, ddy 13 qua trinh
quyét dinh dén chit lwong té bao gan thu dugc. Tién hanh phu 1én trén bé mit
dia nudi cy fibronectin, sau d6 bd sung moi truong DMEM/F12 bd sung 10%
FBS, 1X chét khang sinh/khang nim 1a méi truong nudi cdy co ban. Céc tic gia
da thr nghi€ém va nhan théy rﬁng viéc st dung moi truong cai tién DMEM/F12
1a thich hop nhét dé thu duoc cac té bao nudi céy khoe manh, tao thuin 1gi cho
qué trinh biét hoa. D& cam tng, méi truong nudi ciy duoc bd sung tir 30-60
ng/ml dich chiét t& bao gan thu dugc tir quy trinh theo san xuét, cu thé 1a tir budc
chuén bi dich chiét t& bao gan. Té bao géc trung mo sau khi dugc nuoi dén mat
ddc thich hop néu trén dugce bd sung vao moi truong biét hoa voi mat do 5x10°
t& bao/cm’® va nudi ciy o nhiét 4o 37°C, 5% CO, trong 21 ngay, thu dugc té bao
gan.

Theo mét phwong an wu tién, trong d6 t& bao gbc trung mod duge ciy
chuyén sang méi truong nudi cdy méi sau 3 ngay nudi ciy dén khi thu duogc té

bao gan biét hoa.
Vi du thue hién gidi phap hitu ich
Vi du 1: Chudn bi dich chiét gan

Liy 2 g md gan chudt va tién hanh rira mé gan tir 2-3 1an trong PBS ¢ bd
sung 5ml/l dung dich khang sinh/khang nidm (Sigma-Aldrich, St Louis, MO).
Cét nhuyn mo gan trong mdi trudng PBS b sung chét e ché protein (PBSi)
(Sigma-Aldrich, St Louis, MO) va chuyén md vao 6ng dong lanh (Corning). Pha
mAu md bang cach déng lanh nhanh trong nito 1ong 6-8 14n, 30 gidy/lan va rd
déng nhanh & 37°C. Dich sau khi phd mau dugc ly tdm 15000 vong/phiit trong
10 phut. Sau khi loai bd phﬁn dich néi, phén can dugc bd sung 15ml PBSi vao
va tién hanh siéu 4m trong thiét bi sidu 4m véi khoang thoi gian sidu dm/nghi 1a
10 gidy/20 gidy. Thyuc hién chu ky siéu 4m khoang 10 ldn. Phan dich thu duoc
ndy dugc ly tim mau & téc d6 15000 vong/phiit trong 10 phut. Phan dich ndi thu
duoc nay duge loc qua mang loc 0,45 um. Két qua thu dugc 6 mg/ml dich té bao
gan (V=20ml).
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Vi du 2: Biét héa té bao géc trung mé thanh té bao gan

Té bao gbc trung md dugc tich bang phwong phap ctia Phuc Van Phan
(2013). Tién hanh nudi t& bao gbc trung md trong mdi trudng DMEM/F12 bd
sung 10% FBS va 1X chét khang sinh/khang nim trong diu kién nudi & 37°C,
5% CO,. Moi trudong nudi cdy duoc thay mdi sau 3 ngay. Tién hanh cdy chuyén
trén moi truong chira 0,25% trypsin/EDTA dén khi mét d6 dat 70-80% dién tich
bé mat nudi céy. Té bao géc trung mé dugc nudi dén thé hé 4-5 duoc s dung
1am té bao biét hoa thanh té bao gan.

Tién hanh phui 1én trén bé mit dia nudi ciy fibronectin, sau d6 bd sung moi
truong DMEM/F12 bd sung 10% FBS, 1X chit khang sinh/khang nim va 60
ng/ml dich chiét té bao gan thu dwoc Vi du 1.

Cay té bao gdc trung md vao mdi trudong nudi cdy biét hda voi mat do
5x10° t& bao/cm?® va nudi cdy & nhiét d6 37°C, 5% CO,. Mbi trudmg dugc thay
méi sau 3 ngdy. Sau 21 ngdy nudi ciy, thu dugc té bao gan.

Pé lam d6i chung, té bao gbc trung md duge nudi trong moi truong
DMEM/F12 b sung 10% FBS, 1X antibiotic-mycotic (Sigma-Aldrich, St Louis,
MO) khéng bd sung dich chiét té bao gan.

Két qua quan sat trén kinh hién vi dugc thé hién trén Hinh 1 va Hinh 2,
theo do, t& bao gbc trung md c6 dang hinh thoi dai, té bao gan c6 dang hinh da
giac, da nhan va vung nhan 16m.

Két qua quan sat dugc thé hién trén céac hinh, trong d6 Hinh 1 1a anh chup
té bao gdc trung md tir m6é md ngudi. Hinh 2 13 anh chyp té bao sau cam tng
dich chiét 21 ngay, miii tén xanh chi cac t& bao c6 hinh da giac, hinh tron, hinh
oval va c6 nhan 16m, mii tén den chi cac t& bao c6 02 nhan.

Pé danh gia sy thay ddi trong viéc biéu hién cac gen gen lién quan dén té
bao gan, tién hanh danh gi4 bang phuong phap realtime-PCR dé kiém tra cac

gen CK18, CK19, albumin, alpha fetoprotrein véi cac cap mbi dic hiéu sau.

Tén gen Trinh ty mdi

CKI8 Mdixudi | GAGATCGAGGCTCTCAAGGA
Mdi nguoec | CAAGCTGGCCTTCAGATTTC

CK19 Mdixubi | ATGGCCGAGCAGAACCGGAA
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Mdi nguge | CCATGAGCCGCTGGTACTCC
Albumin Mbi xudi | GTGGGCAGCAAATGTTGTAA

Mbi nguge | TCATCGACTTCCAGAGCTG
Alpha Mbixudi | TGCAGCCAAAGTGAAGAGGGAA
Jetoprotrein Mbi nguoc | CATAGCGAGCAGCCCAAAGAAG

Két qua dénh gia cho thiy hinh thai t& bao: t& bao chuyén tir dang thoi dai
dic trung ca té bao gdc trung mo sang hinh dang da giac co vung nhan I6m dac
trung ctia t& bao gan. Mau té bao cb cam tng dich chiét ting biéu hién CK18
(4,22 1an), Albumin (71,50 14n), alpha-fetoprotein (54,728,32 14n) so v&i mau té
bao khong dwoc nudi trong mdi trudng bd sung dich chiét.

Té bao cam ung dich chiét biéu hién protein AAT va albumin tir ngay thi
14 va biéu hién manh vio ngay 21.

Té bao cam tng dich chiét co kha ning du trir glycogen béng ching 13 té

bao duong tinh v6i thudc nhudm Pas.
Hi€u qua dat dwgc cia gidi phap hitu ich

Giai phap hitu ich cho phép tao ra dich chiét t& bao gan véi cc thanh phin
té bao khong bi pha v& bdi co hoc hodic béi enzym, hda chit. Piéu nay giup cho
kha ning biét hoa té bao gbc thanh té bao trung md hidu qui, md ra hudng didu
tri cac bénh gan bing té bao gbc trén co so cam Gng t& bao gan t than.

Quy trinh biét hoa t& bao gdc trung mo thanh té bao gan duge thuc hién
don gian, tiét kiém, cho phép cac phong thi nghiém nghién ctru, tién hanh cac
thir nghiém vé kha ning tng dung té bao gbc trong diéu tri bénh lién quan dén
gan. Hudng toi viéc sit dung quy trinh dé cam ung té bao gbc tw than dinh

hudng thanh t& bao gan trude khi ghép nhim néng cao hidu qua diéu tri.
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YEU CAU BAO HO

1. Quy trinh biét hoa té bao gbc trung md thanh té bao gan, trong do quy trinh
nay bao gcx)mkcéc budc:

a) chudn bi dich chiét t& bio gan bang cach thu nhén té bao gan chudt, sau khi
rira sach bing dung dich dém phosphat (PBS) bd sung chit khang sinh/khang
nam, cit nhuyén mé gan trong dung dich dém phosphat bd sung chit trc ché
proteaza, sau d6 pha v& md bing cach chuyén miu vio trong nito 1ong trong 30
gidly va tan déng nhanh & 37°C, sau d6 ly tdm ¢ tdc d§ 13000-15000 vong/phut,
thu ph?ln can, sau khi hoa tan cén trong PBS bd sung chét trc ché proteaza, tién
hanh siéu 4m 10 gidy nghi 20 gidy dén khi thu duwgc miu dong nhét, sau khi ly
tAm & 13000-15000 vong/phit trong 10 phut, phan dich dugc loc qua mang loc
0,45um thu dugc dich chiét t& bao gan;

b) chuén bi té bao gbe trung mo bang cach nubi té bao gde trung mod trong moi
truong DMEM/F12 b sung 10% FBS va 1X chit khang sinh/khang ndm va
nudi & 37°C, 5% CO,, ciy chuyén trén mdi truong chita 0,25% trypsin/EDTA
dén khi mét do dat 70-80% dién tich bé mit nudi cdy, t& bao gbc trung mé dugc
nudi dén thé hé 4-5; va

¢) biét hoa t& bao gdc trung md thanh té bao gan bang cach phu 18n trén bé mit
dfa nudi ciy fibronectin sau d6 bd sung méi truong DMEM/F12 bd sung 10%
FBS, 1X chit khang sinh/khdng ndm va tir 30-60 pg/ml dich chiét té bao gan thu
duge tir bude a), sau do bd sung té bao gc trung md thu duogc tir budc b) véi
mat d6 5x10° t& bao/cm? va nudi cdy ¢ nhiét 4o 37°C, 5% CO, trong 21 ngay,
thu dugc té bao gan;

khac biét & chd:

qué trinh tao dich chiét ’gé bao gan duoc thyc hién trong méi truong PBS bd sung
chit trc ché proteaza va viéc pha vd md gan dwoc thuc hién bang nito 1ong trong
30 gidy va tan dong nhanh & 37°C, dong nhit mAu bang siéu am 10 gidy nghi 20
gify dé thu dich chiét té bao gan dung dé cam tng biét hoa té bao gbc trung mo;

va
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té bao gbc trung mod duoc nudi ciy biét hoa trén nén fibronectin véi mdi trudng
DMEM/F12 bd sung 10% FBS, 1X chét khang sinh/khang ndm va tir 30-60
ng/ml dich chiét t& bao gan.

2. Quy trinh theo diém 1, trong d6 té bao gbc trung md thu duoc tir mdé md cia

nguoi, mé m& cua chudt hodc md tuy xwong ctia chudt.
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HINH 1
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