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Trong linh vurc nghién ctru y sinh hoc, phén tich hinh thai mé va té bao bang kinh hién vi dién td truyén
qua la mét phuwong phép ly tudng dé nghién ctru céu tric néi bao va céc loai vét chét sinh hoc khéac. Né cung
cép hinh nh chan thuc véi dé phan gidi chi vai nanomet sé hé tro qué trinh nghién ctru, dénh gia nhiing
bién déi, tén thuong siéu céu tric cia moé, té bao. Tuy nhién, dé hién thj dwoc hinh dnh mét céch ré nét, sét
thuc nhét, céc nha nghién clu phdi ddm bdo rdng mau mé y sinh hoc cén duoc chuén bj tét qua cac budc
doi héi ky thuét va do chinh xéc cao. Trong bai tbng quan nay, ching téi mong muén cung cép théng tin téng
quan vé phuong phap nghién ctru siéu céu triic mé y sinh hoc bang kinh hién vi dién ti truyén qua, déng
thoi gitip nhitng nguoi méi hinh dung téng thé vé phuong phap nghién ctru siéu céu tric cac mau y sinh hoc.

Tir khoa: Hién vi dién ttr truyén qua, siéu cau tric mau sinh hoc.

. DAT VAN BE

Kinh hién vi dién t& (Electron Microscopy —
EM) ra d&i vao nhirng nam 1930 la loai kinh cho
phép nghién ciru mau & cap dd siéu cau truc
(SCT) va m&i day tham chi 1a cip d6 nguyén t.
Diéu nay mang dén nhirng buéc tién vuwot troi
trong khoa hoc n6i chung va y sinh hoc néi riéng.
Tw khéi diém d6, nhiéu loai kinh hién vi dién t
da dworc thiét ké va cai tién nham muc dich cai
thién chat lwong hinh dnh va nang cao dé phan
giai gop phan dé hiéu rd hon sw séng quanh ta.
Mot sb loai hién dai nhw: Kinh hién vi dién to
truyén qua (Transmission Electron Microscopy
-TEM); Kinh hién vi dién t&r quét (Scanning
Electron Microscopy — SEM); Kinh hién vi dién
tl phan hdi (Reflective Electron Microscopy);
Kinh hién vi dién t& quét truyén qua (Scanning
Transmission Electron Microscopy (STEM).!
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Hién nay & Viét Nam, nghién ctru SCT mau
mo y sinh hoc (biomedical samples -BMS) cha
yéu st dung kinh SEM va TEM. Trong d6, SEM
str dung chum electron quét dé thu thong tin bé
mat mau, TEM hoat dong véi dién ap gia tdc
cao mang dac tinh dam xuyén qua mau nén
c6 thé quan sat thdy hau nhw tat ca clu truc
bén trong mau. TEM hiru ich cho quan sat cac
thanh phan cla té bao nhw bd khung té bao, hé
thédng mang, cac bao quan, tiéu thé ciing nhw
cac cAu truc chuyén biét trong cac té bao biét
héa, vi du nhw vi nhung mao, phirc hé tiép hop,
tiéu thé than kinh...2 M6 sinh hoc khac v&i cac
mau vé co hay cac loai vat liéu & ché ching
kha mém, cu tao cé nhiéu thanh phan hiu co,
nhiéu nwéc, dé bi hdng nén khong thé soi truc
tiép chung trén TEM. D&c diém thu hinh anh
cta TEM khi chum electron di xuyén qua mau
va cac cau tric bén trong kinh déu phai duoc
d&t trong méi trwéng chan khéng cao dé tranh
anh huwéng do va cham gilra cac dién t&r voi
cac phan ti trong khéng khi bén trong nén doi
hdi yéu ciu vé chat lwong tiéu ban rat cao. Mau
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phai di méng va khéng bi bién dang. Théng
thwong, dd day cua lat c&t mau khéng qua
100nm, khoang 60 - 80nm tuy loai mau.22 Bdng
thi, mau phai dwoc khiy nwéc hoan toan trwde
khi soi, néu khéng méi trwong chan khéng sé
hat sach d4u vét cla nwéc va pha hiy mau,
hodc chum electron sé lam nwéc bi phan giai,
bay hoi gay mét c4u tric, bién dang tham chi c6
thé& hay hoai mau.* Vi vay, dé hién thj dwoc hinh
anh tbt nhat cia mau dat ra nhirng yéu cau khat
khe trong cbéng tac chudn bj mau, béi mot sai
s6t nhé & bat cv khau nao déu cé thé dan dén
sai léch rat 16n & két qua khi soi mau.

O Viét Nam, hién nay co rat it co sé& nghién
ctvu chuyén sau vé SCT mau y sinh hoc va chua
c6 nhiéu van ban néu day du, chi tiét quy trinh
chuén bi m&u mé y sinh hoc cho kinh TEM. Bai
tdng quan nay nham cung cap théng tin va cap
nhat nhirng kién thtrc nén tang vé kinh TEM,
trinh bay quy trinh chuan bi mau mé y sinh hoc
cho TEM va céac (rng dung thuc tién, hé tro nha
nghién ctru maoi tiép can ky thuat nay. Tt do,
dam bao tét cho cong tac nghién ciru, danh gia
va phan tich hinh dnh clia mau mé y sinh hoc
bang kinh TEM.

Il. NOI DUNG TONG QUAN

Nhitng néi dung trong phan tbng quan
nay dwoc nghién clru va tébng hop tlr cac
ngudn tai liéu, tap chi tin cay nhuw PubMed,
Scopus, va Web of Science... véi tir khoa la
“Trasmission electron microscopy”, “Biomedical
sample preparation”, “ultrastructure biomedical
sample” tap trung vao cac nghién ctru, bao cao
tir khodng 2010 dén 2023.

1. Téng quan vé kinh hién vi dién tr truyén
qua

Kinh hién vi dién t& truyén qua (TEM) la mot
thiét bi nghién ctu SCT, s& dung chum dién t
duoc gia tdc voi dién thé cao, cung hé théng
thau kinh tlr va khau do6 dé chiéu xuyén qua

mau vat, tao &nh véi do phéng dai lén co thé toi
hang triéu I4n anh c6 thé tao ra trén man huynh
quang, hay anh chup bang cac may ky thuat sé.
Kinh TEM dworc thiét ké va ché tao dau tién vao
nhirng ndm dau ctia thap nién 30 thé ky XX bai
hai nha khoa hoc Ernst Ruska va Max Knoll,
tuy nhién phai gan mét thap ky sau do, hinh
anh chyp TEM dau tién cla té bao nhan thyc
mé&i dwoe ghi lai béi Keith Porter.® Ké ttr d6 kinh
TEM la thiét bi va ky thuat khéng thé thiéu trong
cong tac nghién ctru cAu tric md va té bao &
cép dd nanomet.

CAu tao ctia TEM gdm: Hé théng chiéu sang
(sung dién tlr va cac thiu kinh hoi tu), bubng
mau, hé thdng tao anh (cac thau kinh) va hé
thdng hat chan khong.® O’ trén cung cla cot
kinh Ia sung ban dién t& (electron gun) dwoc
gan véi ngudn dién cao thé dé thiét l1ap dong
nang cho chum dién t&r. Dién thé gia téc phu
hop cho cac mau cé d6 day dién hinh dao dong
tr 100kV t&i 300kV, dbi véi cac mau méng thi
nén dung dién thé thap hon.¢ Cét kinh bao géom
mét chudi cac thau kinh dién tiv, khau do dé hoi
tu chum dién t& Ién mau va bd phan khuéch
dai hinh &nh l&én man quan sat (hodc dau thu)
(Hinh 1).
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Hinh 1. C4u tao cét kinh TEM

Nguyén ly hoat dong cla TEM la khi cac
dién tlr xuat phat tir catét di vé phia anét dwoc
gia téc tao thanh chum dién t& ndng lwong cao,
va cham v&i mau trén dwdng di va tao ra nhiéu
loai tin hiéu. V&i TEM, chum dién t& dwoc tao
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ra béi cac sung dién t&, thwerng st dung soi dbt
vt liéu vonfram hoac tinh thé LaB.5
N&ng lwong dién i E lién hé dién thé gia téc
U theo cbng thirc:
mv?2 p2

E= =——=eU
2 2m

V&i e la dién tich cua mét dién tr (1.602 x
10 C); m la khéi luong dién tr (9.109 x 10
kg)

Theo De Broglie, cac dién tlr chuyén dong
nhuw moét séng, c6 bwdc séng lién hé véi ddong
lwgng p theo hé thirc: A=h/p.

Do d6: A=h/\N2meU (v&i h la hdng sé Planck)

Nhuw vay, véi dién thé gia tbc U = 200kV, ta
sé c6 mot séng cé budc song A = 0,00251nm,
ngan hon rat nhiéu so véi anh sang kha kién
(380 — 760nm) hay tia X (0,01 — 10nm). Buwéc
séng ngan gitp ting kha nang dam xuyén,
gidm nhiéu xa t d6 cho phép TEM quan sét
dwoc cu trac rat nhd véi dd phan giai cao.

Hinh anh cta TEM s dung théng tin chira
trong séng dién t& thoat ra t» mau dé tao anh
theo co ché twong phan khéi lwong va do day
mau. Do twong phan gitra hai vung lién ké trong
anh TEM c6 thé hiéu 1a sy khac biét vé mat do
electron trén méat phang &nh. Do do, chat lwong
anh phu thudc hoan toan vao sw chuén bj mau
va quy trinh cia nha nghién clru dwa ra, sw
thanh thao tay nghé cta d6i ngd k¥ thuat vién
am hiéu da dwoc dao tao va thwc hanh tét.

2. Muc dich phan tich SCT trén TEM va cac
linh vre y sinh hoc nghién ciru

Theo kha nang phan giai cia TEM gilp quan
sat cac doi twong khac nhau & cac mirc 6 phan
gidi khac nhau, tir kich thwéc angstrom cua
phtrc hop dai phan tr dén cap d6 nanomet cho
phirc hop dui té bao va té bao dén micromet
cho hinh thai mé.*

Vé muc dich phan tich trén kinh TEM, thi

nhét 1a phan tich SCT mau vat & cap do siéu
nhd c¢& nanomet ma khong thé kiém tra bang
céac thiét bi hodc ky thuat khac. Muc dich thi
hai cia TEM Ia phat hién mién dich té bao cla
cac khang nguyén dwgc xac dinh vé& mat sinh
héa bén trong té bao. Céac linh vyc chinh st
dung kinh hién vi dién ti cho nghién ciru la y
hoc lam sang, y hoc co s&, y hoc thyc hanh,
vi sinh vat va méi trwdng, nghién cu thyc
nghiém, cong nghé san xuét thuéc va duwoc
ph&m, giam dinh phap y... V&i md dong vat ndi
chung va cac loai vi sinh vat nhé bé nhuw virus,
vi khuén, vi nAm déu c6 thé quan sat ré cac
bao quan ty thé, bd golgi, hat nhiém séc, cac
tiéu thé lysosome, chéat nhiém sic, ADN, nhan
té bao, mang té bao, cac thé lién két té& bao,
clu truc collagen, elastin...Ngoai ra con phan
tich cac ion, cac nguyén td, cac hat nano dang
exosome trong t& bao. Trong bai viét clia minh
cac tac gia Lesley Graham va céng sy nam
2007, tac gia Wolff.G, Barcena.M nam 2021 va
tukasz Mielanczyk nam 2015 ciing nhw nhiéu
tac gia khac da néu vé cac rng dung va quy
trinh x& ly mau vai ting loai. 478

Trong thwc hanh ldm sang hién nay, md
ho&c té bao ban dau thuwdng khong cb dinh
trong glutaraldehyde, do thiéu sy s&n cé tai
ché hoé&c thiéu tdm nhin xa cGa ngwdi nghién
clru. Té hon nira 1a khi tit cd cac mé da dwoc
cb dinh trong formalin va nhung trong paraffin,
trwéc khi ngudi ta nhan ra sy can thiét phai
nghién ctu SCT. Tuy nhién, nhiéu nghién ctru
da chi ra rang, tAt cd ciu truc khong bi méat
khi mé dwoc ¢ dinh dau tién trong formalin,
va mau mé nay ciing cé thé dung dé phan tich
TEM c6 gia tri. B&i vi tbc d6 cb dinh la nhirng
yéu t6 quan trong nhét.

Trén thuwc t&, formalin thAm nhap va cb
dinh mé nhanh hon glutaraldehyde. Diéu nay
gidi thich tai sao khi cé dinh cac mau trong
glutaraldehyde, cdc manh mé nhé (vi du: day
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khéong qua 1 mm) hodc cac manh mé méng
la t6t nhéat. B&i vay, l4y mé tir cac khdi parafin
cling la mot gidi phap nham nghién ctu bd
sung cho cac danh gia vé mé bénh hoc.’

Panh gia SCT da goép phan lam bd sung,
lam sang t6 nhiéu co ché dién bién cac thay
ddi trong BMS. Cung v6i cac thiét bi va cong
nghé ma&i cda kinh hién vi dién t& néi chung
va kinh TEM néi riéng, hiéu biét v& mdi trwong
sbng va cAu tric phan t&r cta cac loai mo té
bao cang dworc rd rang hon. Néi bat 1a cac thé
hé kinh hién vi dién t& mdi c6 thé ’ng dung
hiéu qua véi mau BMS nhw: Kinh hién vi dién
tlr truy&n qua d6 phan giai cao (HR-TEM), Kinh
hién vi dién t& truyén qua quét (Scanning TEM
-STEM), Kinh hién vi dién t& truyén qua déng
lanh (Cryo-TEM), TEM thoi gian thwyc (in-situ
TEM), 4D-STEM, TEM siéu nhanh (Ultrafast-
TEM)...

3. Chuan bi mau mé y sinh hoc cho nghién

PP cét dong
(9&n mién dich)

PP truyén théng
(Cét lat siéu méng)

ctru trén TEM

V6&i mau y sinh hoc, chuan bi mau la buéc
trong yéu dé cho hinh anh tét trén kinh TEM,
muc dich 1a bdo toan cAu truc va én dinh mau,
cung cip dwoc nhiéu théng tin nhat co thé.
BMS c¢6 thé dwoc chuan bij theo nhiéu cach dé
soi trong TEM nham thu thap théng tin SCT va
c6 thé 13p lai & bat ky dau trén thé gidi. Vi vay,
két qua thu dwoc bdi mot phong thi nghiém cé
thé so sanh vé&i két qua cltia noi khac. Quy trinh
chuén bi mau hién nay gébm cac buéc: cb dinh
(fixation), kh&r nwéc (dehydration), tham nhap
dung méi chuyén tiép (infiltration of transitional
solvents), d& nhwa (resin embedding), lam
clng (polymerization), cét (sectioning), nhuém
(staining) va tao d0 twong phan (constrasting).
Tuy thudc vao loai mau, dinh hwdng nghién
ctru ma lwa chon ky thuat thwc hién phu hop.
Du6i day la so dd tdng hop cac ky thuat lam
tidu ban SCT (Hinh 2).

PP in sao bé mat

v <
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Hinh 2. So d6 cac bwéc chuan bi tiéu ban soi trén TEM
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Cé dinh (fixation)

Day la buwéc chudn bi mau dau tién, muc
dich la dé bao toan mau sinh hoc, duy tri trang
thai tw nhién cta né va dé én dinh cac phan
t&r cling nhu tranh sy ton thwong mau & cac
quy trinh phirc tap phia sau nhw khir nwérc,
xam nhap, db nhya... C6 dinh BMS cé phwong
phap hoa hoc va vat ly.

Motsd chatcd dinh hoa hoc dwoc sty dung cho
TEM nhuw: Glutaraldehyde, Paraformaldehyde,
Osmium tetroxide, dung dich Uranyl acetate va
Tannic acid... Tuy cAu tric loai mau ma nhirng
chat nay dwoc dung lan lwot hodc két hop.
Glutaraldehyde la mét dialdehyde gitp bao ton
SCT rét tét nhung xam nhap cham hon céc
monoaldehyde nhw paraformaldehyde. Vi vay,
glutaraldehyde s dung don déc cho cac mau
nhd, con déi véi cac mau cé kich thudc 16n
hon thi c6 thé s& dung hdn hop hai aldehyde.*
Thong thwong, trong diéu kién tiéu chuén, cb
dinh héa hoc bang phwong phap ngam mau
trong dung dich cb dinh glutaraldehyde.

Mau .
di pha vai
kich thude
1x1x1mm

C6 dinh bude dau véi

Glutaraldehyde

Quy trinh cb dinh héa hoc phd bién nhét 4p
dung cho chuén bi mau BMS cho TEM théng
thuwdng 1a ¢ dinh hai buéc véi glutaraldehyde
(GA) va osmium tetroxide (OsO,). Cac aldehyde
bao tén phan I&n protein béng cach tao lién két
ngang v&i nhau, nhung lai han ché véi lipid.
Vi vay, ¢b dinh bwéc dau bang GA dé cé dinh
protein, ¢d dinh buéc hai dwoc thwe hién véi
OsO, la chét phan tng chii yéu vai lipid khong
bdo hoa bang cach tao thanh cac hop chét
bd sung v&i chudi axit béo va phan ng véi
tryptophan va histidine trong protein do doé tao
lién két chéo cac chubi polypeptide v&i nhau.2
Osmium cling déng thdi tao mat dé dién t& cho
mang va cac cau tric cla té bao ma né lién két,
gilip tdng dod twong phan khi tién hanh phan
tich hinh anh. St dung 2 - 3% glutaraldehyde
v&i dung dich dém, sau dé 1a OsO, 1% & nhiét
dd phong thi nghiém trong it nhat tir 1 - 3 gi®y
cho BMS |a phu hop va phé bién nhét hién nay.
Lwuy cac buwéc cd dinh thuwdong duorc thye hién
trong td hut, dac biét la khi st dung OsO, vi n6
cuc ky dé bay hoi va doc hai.

-

Cb dinh bude hai véi
Osmium tetroxide

Hinh 4. Cac bwéc ¢é dinh mau héa hoc bang cac chat ¢6 dinh

Tbc dd tham nhap clia ca hai chat cb dinh
nay vao md déu cham, nén dé dam bao cb dinh
dwoc hét cac vang, mau can duoc pha thanh
cac manh nho (dwdi 1mm3) va st dung dém co
pH twong dwong véi dich ndi bao (7,2 - 7,4),
cac dung dich dém dwogc st dung phd bién hién
nay nhu photphate, cacodylate... Tt ca cac
buéc cb dinh nén dwoc thwe hién trén da lanh
va véi cac thubc thir méi pha dé gidm thiéu

nhirtng twong tac gitra cac thanh t6, qua trinh
tw phan rd mé, thay déi cu truc va bai xuét
protein gy ra béi OsO, .2

Cé dinh vat ly thwdng la phwong phap déng
lanh. N6 ¢6 wu diém vuot trdi hon cb dinh hoa
hoc b&i kha nang cb dinh chi tinh bang mili
giay, bat dong cac dai phan t&r gan nhw ngay
lap tirc. Diéu nay hé tro I6n cho nhirng nghién
ctu lién quan dén dong hoc té bao khi hoat tinh
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ctia men va tinh khang nguyén it bi thay di,
protein bi thoai hda khéng dang ké, gil lai dwoc
nhirng chat dam dac dién t& trong cla luéi noi
bao khéng hat va bd may golgi; nhirng hinh anh
gid sinh ra do ¢b dinh lanh ciing dé& dang hiéu
hon vi chi lién quan dén nhirng qua trinh vat Iy.®
Hon nira, bién phap nay han ché téi thiéu cac
thay ddi cAu truc lien quan dén tham thau xay
khi cé dinh hoa hoc.? Cac k§ thuat cb dinh déng
lanh gébm: Déng lanh nhang (plunge freezing)
v&i nhirng mau nhd nhw cac t& bao hodc cac
bao quan (dd sau vé dinh hinh 1 - 2um); Béng
lanh ap suét cao (High pressure freezing -HPF)
v&i nhivng mau Ién hon (d6 sau vd dinh hinh
t&i 500um); Bong lanh béng dong khi propane
(d6 s&u vo dinh hinh t&i 40um); déng lanh dét
ngét (10 - 15um dd séu v6 dinh hinh) va lam
lanh thay thé (t&i 200um dé sau vé dinh hinh).?

Khtr nwéc (Dehydration) va xam nhap
dung mai chuyén tiép (Infiltration)

Sau cb dinh hai bwéc, mau can duoc khir
nwéc dé ngan ngira sw pha vé cac thanh phan
cau tao dwéi tac dung cla méi trwdng chan
khong. Muc tiéu clia budc khir nwée 1a thay thé
tht cd nwdc ty do trong mau bang chét 16ng
c6 thé hoa 1an ca véi nuwéc va véi chat duc.
Cac dung méi nhw codn etylic, cébn metyl, con
isopropyl, axeton hodc monome ctia méi treed'ng
ddc nhwa hoa tan trong nwéc thwong duoc st
dung dé& khtr nwéc mau. Codn etylic con goi la
cobn ethanol, 1a chat kh& nwéc duwoc st dung
réng rai nhat vi né khong 1am cirng md va lam
cho mé qua gion dé cat siéu moéng tiép theo.
Cac tac nhan khac c6 thé dwoc siv dung tuy
thudc vao ban chét cua vat liéu duc dang duoc
st dung. Vi du, axeton dwoc st dung khi duc
mau bang nhya polyester Vestopal. Cac hop
chét tro nhu ethylene va propylene glycol ciing
c6 thé dwoc sir dung lam chét kh& nwéc hiéu
qua vi ching vira phuc vu dé thay thé nwéc moé
vira 6n dinh hé thdng dai phan ti cla té bao.

Théng thweng, chat khir nuwéc la ethanol
(E) hodc acetone, va dung mdi chuyén tiép la
propylen oxide (PO-1,2-epoxypropane). Nong
do chét khir nwéc can tang dan tir 50° dén 70°
dén, 80°, 90°, 95° va cudi cung 1a 100° v&i thoi
gian khoang 10 - 15 phat méi lan, trong 2 1an
l& pht hop.® Muc dich cua viéc tdng dan néng
dd vi dung méi la chét it phan cuc sé thay thé
dan céc lién két trong phan t& nwdc, tranh hién
twong mat nuwéc dot ngdt gay bién dang mau.
Qua trinh nay da kha nang dé loai bé nuwéc khoi
té bao va sau dé thuan loi phuc vu cho khau dé
nhwa.? Khir nwéc thwe hién bang phwong phap
déng lanh thay thé (Freeze-substitution (FS))
dwoc ap dung cho mau cb dinh déng lanh.

Sau khi khtr nwéc, can xam nhap dung moi
chuyén tiép dé khir con va dé mau sén sang
cho bwéc d6 nhua (resin embedding). Dung
moi chuyén tiép dwoc st dung thuong l1a PO
vi dac tinh hoa 1an dwoc ca v&i con va nhya
epoxy khéng anh hwéng dén mau. Cac buéc
thyc hién co trong Hinh 5.

e o eSS oSS aSe el

Ul EO T et Tl I 1 e O |
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PlreEpan (1:2) POeEpan (1:1) PO:Epan {2:1) P

I [1 i b b 1 phia

[oa===] / m Mo dd gin sdng

y vitir kfwadm dic

Hinh 5. Quy trinh khir nwéc va xam nhap
dung méi chuyén tiép
Puc mau (Embedding & Polymerization)
Hau hét mau mé y sinh hoc déu phai dwoc
cat thanh cac lat cit di méng dé chum dién
t& xuyén qua. Muén vay mau can phai dugc
bao boc trong chét c6 di dd cing trong qua

312

TCNCYH 189 (04) - 2025



TAP CHI NGHIEN ClPU Y HOC

trinh cat mau bang may cat siéu méng. Qua
trinh nay goi la duc mau. Trwdc day, sap parafin
dwoc sir dung lam phwong tién duc nhwng
dwoc phat hién 1a qua mém dé cho phép cét
cac phadn méng hon khoang 1um. Tinh chét
clia méi trwong duc mau ly twédng gdbm: Hoa
tan trong ethanol (hoac axeton) truéc khi trung
hop; khéng bién ddi mau vat vé méat héa hoc;
khéng lam gian doan vat ly hoac bién dang mau
vat ly; kha nang cirng dong déu; tao ra mot khbi
dd cing nhwng dd déo dé cét cac phan siéu
mong va phai 6n dinh dwéi birc xa dién tl. Chéat
dic dau tién dwoc tim thdy phu hop véi kinh
hién vi dién t& 1a poly-butyl methacrylate, tuy

- A
Khay dic mau silicon

x
Mau

1~

™ Nhuya Epoxy

Smm

nhién hién nay phan I6n st dung tir cac don
phan epoxy nhw nhwya Spurr’s, nhwa Araldite
hodc Epon 812 dwoc lwa chon dung phd bién
vi c6 d6 nhét thap, dé thdm vao cAu trac té bao,
phu hop dé& duc cac mau y sinh hoc véi ty 1é
hai chét lam cirng trong hdn hop nay phu hop
dd cirng cla md va khdi nhya, ddm bao voi
qua trinh cat mau va coé thé bao quan dwoc
lau dai, ddng thei. Sau khi dd nhwa l1dng xong,
can trung hop khdi mau (polymerization) duéi
sw gia nhiét vira phai khoang 60 - 70°C thoi
gian khoang 2 - 4 ngay dé lam cirng khéi nhua
(Hinh 6B). Dén day méi két thuc qua trinh dac
mau va san sang cat mau lam tiéu ban.*

B

Nhyra long

/_' ™1 “Khudn

Miiu

U & nhigt dg 35, 45,
60°C mdi 24h/lin

Hinh 6. Quy trinh dic mau. A - Khuén dic mau epoxy; B — Cac bwéc dé nhwa

Cat mau (Sectioning)

Cat mau can phai ddm bao cat dung, tring
vung nghién ctru. Do d6, cat mau chia 2 giai
doan cét got thd va siéu cat. Cat got thd nham
muc dich loai bd bét cac phan mau khéng can
va dé dinh hwdng cét siéu méng. Tiéu ban ban
moéng bang nhuém Xanh Toludin hodc Xanh
Methylen ciing cé thé dwoc dung dé nghién
ctu vi thé soi trén kinh Hién vi quang hoc. Khéi
mau thwong dwoc gan trong mam cép va dau
tron cla khéi duc dwoc cat tw do bang lwdi dao
thuy tinh thanh mét kim tw thap cat ngan bén
canh cé goc khoang 45° va mat vudng khoang
0,5mm. Dién tich ctia méat khdi cang nhé thi
cang dé cét cac phan siéu méng.

Sau khi xac dinh vung nghién ctu trén
tiéu ban cat ban mdéng dinh huwéng xong, tién

hanh céat sieu méng lam tiéu ban SCT bang
may cat siéu mang (ultramicrotome) v&i luEi
dao kim cwong hoac dao thuy tinh (Hinh 7A).
Dao thly tinh da dwoc chirng minh la phd
bién nhét trong sb cac lwdi cat vi ching khéng
dat, twong dbéi dé ché tao va thuan tién khi st
dung. M6t con dao thly tinh thwdng cé hinh
tam giac va lam tir mét manh thay tinh vuéng
doc theo mét dwdng chéo trén bé mat cda no.
Lwdi cat phai thang va déu va mat trwdc (dbi
dién vé&i mau) rat phang va nhan. Canh duoc
danh boéng, gay clia dao kim cwong ctrng hon
va chéng mai mon hon thdy tinh, nhwng né
khéng phai la lu&i cat tét hon. Ngoai ra, dao
kim cwong phai dwoc lam sach trwéc méi 1an
str dung. Géc vat cia dao théng thwong la
khodng 45° va goc khe h& thwong duoc diéu
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chinh thanh 2 - 5°. Canh tay clia may cét siéu
méng gilr chac khdi mau bén trong sé thuc
hién cac clr dong Ién xudng déu d&n voi lap
trinh chinh xac tbc do cét va do day méi lat cat.
HAu hét, cac may siéu cit méi déu co co ché
cai dat tw dong. D6 day thong thwong clia cac

lat cdt mau sinh hoc trong khodng 60 - 90nm.
Sau khi cat, cac lat cét sé troi vao va ndi trén
mot mang chva nwéc ngay canh. Tién hanh
vét mau thanh tirng cum tir 2 dén 4 1at 1én luGi
d®& mau bang cay chai léng mi. Dat cac lat cat
nam & trung tam lwdi.

rbon i

3 y

y A
TN

i

Hinh 7. May cat siéu méng, lw&i gan dao kim cwong (A) va cac loai lwéi d& mau (B)

Céc tAm lwdi dwoc lam ti kim loai khéng
nhiém ti tinh (ddng, vang, bach kim, niken,
rhodium) nhdm khéng gay anh huwéng dén hé
thdng dwng hinh cta kinh, chum dién t&r sé
di qua cac mat lwéi nay dé dén bd phan tao
anh. C6 nhiéu cach b tri mat lwai khac nhau,
tuy theo muc dich nghién ciru cu thé ma nha
nghién ctru lwa chon loai lwédi cho phu hop.
Ngoai ra, d& nang d& mau trén cac mét lwéi tt
hon, cac tAm lwdi thwong dwoc boc thém mot
mang nhwya méng (thwdng la formvar), va co
thé dwoc cing cb thém bang I&p phd carbon
(Hinh 7B).?

Nhudm tiéu ban (Staining & contrasting)

Day la buéc cubi cung dé lam tiéu ban SCT.
Lwa chon thubc nhudm la rat quan trong. Do cac
mau sinh hoc tw than hau hét dwoc ciu thanh
b&i cac phan t nhe (C, H, O, N), nén dé ting
cwdng sy twong phan ching dwoc gan véi cac
nguyén t&¢ kim loai nang. Thubc nhudm dong
vai tro hép thu céac electron clia chum tia hoac
phan tan mot phan chum electron. Hai ky thuat
tao twong phan chinh la tao twong phan dwong
tinh va tao twong phan am tinh. Cac kim loai
nang dwoc st dung chd yéu la uranium (uranyl
acetate (UA)), chi (lead citrate) va tungsten

(Wolfram) hodc vang trong gén nhan mién
dich vang.® Théng thuwong hién nay, sir dung
phwong phap nhuém twong phan kép véi UA
va chi citrate 1a ky thuat tiéu chuan cho TEM.

Wu diém cta UA |a tao ra mat do electron va
do twong phan rat tét cling nhu tao ra hat min
cho hinh anh do trong lwvgng nguyén ti la 238
urani. Cac ion uranyl sé lién két v&i protein, lipid,
cac nhém carboxyl axit sialic nhw glycoprotein
va ganglioside va v@i cac nhom axit phosphate
cla DNA va RNA. Ganglioside la glycolipid va
tap trung trén bé mat t& bao. Glycoprotein cé
nhiéu trong tat cd cac mang va mét phan cla
glycocalyx. Do d6, UA lam téng hién thj mang,
axit nucleic va axit nucleic va ribosome. Nhuoc
diém clGa UA la nhay cdm v&i anh sang, dac
biét 1a tia cwc tim va bj két tia néu tiép xuc.
Ngoai ra, UA vira 1a chat phéng xa, vira doc hai,
néu nubt phai, hit phai dwéi dang bui hoic tiép
xUc véi da bi hé thi rat doc hai. Do do, can co
bién phap an toan bao hé cho ngwoi thyc hién
va cac UA khong s dung hét ciing can duoc
bao quén an toan dung quy cach, dung dich UA
nén dé & lo thuy tinh boc kin tranh anh sang va
dé trong ta lanh khoang 4°C, thoi gian tir vai
thang dén 1 nam.
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Ngoai ra, moét gidi phap giup tang tao do
twong phan 1a ky thuat tao bong dé (Shadow
casting technique), day la phwong phap dwoc
ap dung dé nghién clru cac virus va cac dai
phan tlr, dac biét khi kich thwdc cla chung rat
nhé va & dang sgi. Phwong phap nay dwoc
thwe hién véi may bdc bay kim loai trong chan
khéng. Qua trinh nay tao mét I&¢p pha kim loai
& mot bén clia mau trong khi tao hiéu rng béng
dd & phia sau.’

Tao dé twong phan dwong tinh

Cac mudi kim loai nang dwoc si dung
trong tao dd twong phan dwong tinh gén VoI
céac dai phan tlr & trong mau va tang kha nang
phan tan cac hat electron cla chung, tir d6
tang do twong phan trén toan bd cac mau vat.
Hoa chét thwong dung 1a Uranyl acetate (UA)
va Chi citrate. UA phan &ng v&i phospho va
nhém amino cla acid nucleic va protein. Chi
citrate gén v&i phan t& mang dién tich am nhw
cac nhom Hydroxyl va phan tir da nhudém voi
Osmium tetroxide. Ky thuat nay thwc hién véi
hau hét cac mau mé y sinh hoc, mau md ngudi,
dong vat.

Tao d6 twong phan am tinh

Tao d6 twong phan am tinh Ia mét quy trinh
nhanh gon, thuwdng dwoc str dung khi can dua
ra cac két luan nhanh chéng. Céc chét tao twong
phan bao quanh c4u tric sinh hoc, tang cudng
hinh dang va dwdng vién ctia mau. Ky thuat nay
dwoc str dung déi véi cac vat thé cé kich thuéc
nhé hon 100nm (virus, vi khuén, hat esosome.. D,
c6 thé cho hinh anh trwc tiép ma khong can
cat. Cac mudi cla kim loai nang thudng st
dung gbm: uranyl acetate, phosphotungstic
acid (PTA), ammonium molydate... C6 hai cach
nhudm am tinh 1a: Nhé giot va tha ndi (ca hai
cach mau can duorc bat hoat).?

Nhudm gan nhan mién dich

Nguyén ly ctia né la danh dau vi tri cla
khang nguyén trong mau bang khang thé dac

hiéu. Cac khang thé hodc lién hop truc tiép voi
phan tlr danh d4u, hoac gian tiép bang viéc lién
két v&i khang thé thir cp cé gén chat danh
diu. Kinh TEM cho phép ching ta phan biét
cac bao quan dudi té bao, va do d6 dinh vi SCT
cua vj tri khang nguyén. Phuong phap dwoc
wa chudng nhat d& chuén bj sinh mau cho gan
nhan mién dich 1a ky thuat c&t déng lanh cla
Tokuyasu, b&i vi né la ky thuat gédn nhan mién
dich sau ddc duy nhéat khéng doi héi khir nwde
trong mau bang dung mdi phan cuc truéc khi
st dung cac marker lién quan.*transmission
electron microscopy (TEM G&n nhan mién dich
tdi wu la dat dwoc céac tiéu chi gdm: bao tén tbi
da khang nguyén; c6 dd ddc hiéu gan két khang
nguyén khang thé cao; s&n pham lién hop cudi
cung sé hién thi rd rang trén kinh TEM. Lui
chra mau dwoc dat trén mot giot khang thé
so cap, thwdng trong dung dich dém c6 chira
albumin huyét thanh bo, gelatin hodc siva, va
rira sach, sau doé tiép xtc véi khang thé thir cap
lién hop v&i cac hat vang keo trong pham vi
dwong kinh 5 dén 20nm.

Mét sb phong thi nghiém c6 thé tang cudng
thém do twong phan electron & bwéc sau khi cd
dinh osmic va trwéc khi mé dwge nhung nhya.
Mbt van dé khac nira la trong quéa trinh nhuém
twong phan can thém moét it hat NaOH 1M dé
hap thu CO, sinh ra, tranh CO, két tda vé&i chi.

Soi mau va hién thj hinh anh

Sau cac quy trinh chuan bi mau, mau da
san sang cho soi va chup hinh b&i TEM. Céac
kinh TEM hién dai c6 giao dién may tinh chi tiét
va dé diéu khién. Quan sat mau bat dau tir do
phéng dai thap (x100 - x1000) dé dinh khu lat
cat trén lwéi va chon ra ving quan tam dé quan
sat & dd phong dai cao hon.2 Hinh anh trang
den thé hién mic dd can dién t& khac nhau:
cac cAu tric co vat chét it, khdi lwong riéng
thdp (khéng bao) cé mau trdng hon, trong khi
céac cAu truc chira vat chéat nhiéu (nhan, mang
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t& bao, melanin...) cho mau den. Qua trinh lwa
chon hinh anh, diéu chinh do séc nét va do min
ctia hinh anh can sy nhan nai, kién tri va nhay
bén. Béng thoi cling tranh cac anh hwéng cla
chum tia va ap Iwc chan khong gay pha huy lat

QUY TRINH CHUAN BI TIEU BAN
MO Y SINH HQC

1. Pha mau kich thwde Tmim?®

2. Cd dinh ban dau véi gluatraldehude 2-
3% trong dém cacodylate 0.1M, pH 7.3 x
2-3h

3. Rita mau trong dém cacodylate 0,1M,
pH 7.3 x 10 phat x 2 lan;

4. C6 dinh sau trong OsO, 1% trong dém
cacodylate 0,1, pIl 7.3 trong 2h;

5. Rirta mau trong dém cacodylate 0, 1M,
pPH 7.3;

6. Klnt nuwde mau bang cén ethanol hodc
aceton ndng do ting din 50% - 100% x 15
phut x 2 lan;

7. Khir ¢cén bang propylen oxide x 10 phiit
x 2 lan;

8. Piic miu trong Epon 812; 11 trong ti am
lan luot: 35°C (24h). 45°C (24h), 60°C
(24h):

9. Ciat got tho, cat ban mong day 0,5 -2pm,
lam tiéu ban nhudém Xanh Toludin 1% dé
dinh hiréng;

10. Cét siéu moéng day 60-80nm x 2-3 lat
11. Lam tiéu ban trén lrdi déng 200 mat
hrdn;

12. Nhudém tiéu ban véi uranyl acetat 1%,
chi citrate, NaOH 11N;

13. So1 ién ban trén kinh TEM.

cat trén lwdi. Cé thé sir dung may anh CCD
dé chup anh ky thuat sé. Khi ghi hinh va lwu
hinh &nh can cai d&t cac théng sb may, thong
sb anh, théng tin anh, mau soi dé khi xuét anh
sé cho nhiéu théng tin nhat co thé.

QUY TRINH CHUAN BI TIEU BAN
MO DUC PARAFFIN

1. Chia khéi paraffin vimg nghién ctr; kich thuée man
1mm?.

2. Ri paraffin: Dt khéi lén tAm gidy loc, dé trong tir
&m 60-70°C;

3. Téy paraffin bing xylen lan hrot: 100% 12 -24h;
thay tiép 2 lan x 30 phut va 2 lan x 15 phit;

4. Bi nwde méu bang hon hep xylen — ethanol 100%
(1:1) x 5 phnt; sau do ethanol 100% x 5 phit;
ethanol 95%, 80%, 70% x 10 phit méi loai.

5. Rura trong dém Cacodylat 0,1M, pH 7.3 x 10 phit x
2 lan;

6. Co dinh trong hén hop 0s0, 0,25% va 97,5% chn
ethanol trong 1h; hode 050, 1% x 1h ¢ 4°C

7. Rira mau trong dém cacodylate 0,1M, pH 7.3 x 10
phitx 2 lan;

8. Khir mréc min bing con ethanol ndng dé ting din
T0%, 80%, 96% va 100% x 15 phutx 2 lan:

9. Khircon bang propylen oxide x 10 phatx 2 lan;

10. Plic mau trong Epon 812 qua dém; sau d6 1 trong ti
Am lan lueot: 35°C (24h), 45°C (24h), 60°C (24h);

11. Cét got thd, cit ban mong day 0,5 -2pm, lam tiéu
ban nhuém Xanh Toludin 1% dé dinh hwéng;

12. Cat siéu mong day 60-80mm x 2-3 lat;

13. Lam tiéu ban trén ludéi dong 200 mit hedi;

14. Nhudm tiéu ban véi uranyl acetat 1%, chi citrate,
NaOH IN:

15. So1 tién ban trén kinh TEM.

Hinh 8. Quy trinh lam tiéu ban SCT trén kinh TEM tai Vién 69

(Hinh A — Quy trinh véi mé tuoi; Hinh B — Quy trinh véi mé c6 dinh formalin va dic paraffin,)

Hinh 9. Kinh TEM - Jeol 1400 (Japan) tai
Khoa Hinh thai, Vién 69, BTL Lang

ll. KET LUAN

Kinh hién vi dién t& truyén qua cé vai trd
to Ién trong viéc cung cap cac hinh anh rd nét
vé SCT & cép d6 nanomet va phan t&. Trong
linh vwe y sinh hoc, kinh hién vi dién t& truyén
qua la thiét bi hiéu qua nhét trong viéc quan séat
cac cAu truc siéu nhé bén trong mé té bao cla
tht ca cac bo phan co thé nguoi, dong vat, vi
sinh vat... Tuy nhién, do chi phi dau tw va duy
tri, bao tri thiét bj rat Ién, kém theo can lwong
vat tw, hoa chéat chuyén dung va can luc lvong
chuyén mén dugc dao tao dé thwc hién nén ky
thuat soi mau siéu cau tric trén TEM it dwoc
trién khai va khong sdn c6 & nhiéu noi. Ngoai
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ra viéc chudn bj mau khong tét ciing cé thé gay
sai léch két qua hodc héng mau nhu cb dinh
khong du, khong tt, khong khir hét nwéc trong
mo... Vi thé, viéc tuan thi nghiém ngat quy trinh
chuén bji mau gébm: Cé dinh mau, khir nwéc,
xam nhap, duc mau trong nhya, cat siéu méng
va nhudm tiéu ban van 1a nhirng yéu cau chinh
dé dat dwoc két qua cé chat lwgng cao. Vay
nén, viéc tim hiéu va ndm chéc cac kién thirc
co s& ban dau véi nén tang ctia chuan bi mau
va nguyén ly van hanh kinh hién vi dién t& la
rat can thiét déi v&i méi nha nghién clru, gitp
ho c6 sw hiéu biét co ban, bao quat tlr d6 biét
cach chuén bij va trién khai nghién ctru tét nhét.

KHUYEN NGHI

- Tai cac co s& dao tao y khoa néi chung
va cac trwdng nghién ctu vé y sinh hoc can
dwa cac chwong trinh gi¢i thiéu, bai gidng vé
linh vwe kinh hién vi dién t&r va trng dung trong
nghién ctru khoa hoc, chan doan lam sang. C6
thé két hop voi cac co s& co thiét bi dé dén
quan sat va thuc hanh tryc tiép, sé cé kién thirc
co ban ngay tir dau.

- M&i nha nghién ctru nén tim hiéu ky hon vé
cac phuong phap nghién ctru y khoa, trong do
c6 cac phwong phap hinh anh, hinh thai hoc.
Thwdng xuyén trao ddi véi nhitng nha khoa
hoc c6 kinh nghiém dé& ndm bét théng tin va mé
rong kién thirc nhiéu hon, phuc vu cho nghién
clu cla ban than. Can nén bat dau véi mau
don gian, twoi méi theo ding quy trinh da néu
dé bao ddm chét lwong hinh anh trén TEM.

- Can thuong xuyén t6 chirc cac hdi nghi,
hoi thdo d& cap nhat, cung cip thém nhiéu
théng tin cac nghién clru vé siéu ciu tric cho
moi NQu'dii.
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Summary

OVERVIEW OF ULTRASTRUCTURAL STUDIES IN BIOMEDICAL
TISSUES USING TRANSMISSION ELECTRON MICROSCOPY

In biomedical research, tissue and cell morphology analysis by transmission electron microscopy
is an ideal method for studying intracellular structures and other types of biological matter. It provides
realistic images with nanometer resolution supporting detailed visualization and evaluation of
ultrastructural changes and lesions in tissues and cells. However, to observe the image clearly and
realistically, researchers must ensure that the biomedical tissue sample is well prepared through
steps that require high technique and precision. In this review, we aim to provide an overview of the
ultrastructural study of biomedical tissues using transmission electron microscopy, and to provide an
overall understanding of the ultrastructural study of biomedical samples to young researchers.

Keywords: Transmission electron microscopy, ultrastructure of biological samples.
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