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Tóm tắt 

Mục tiêu nghiên cứu là đánh giá hiệu quả của quy trình khử hóa tế bào kết hợp khử khoáng 

xương bò để chế tạo mô xương ghép ứng dụng trong nha khoa tái tạo. Mô xương được thu 

nhận từ chỏm xương đùi bò, làm sạch và khử trùng. Sau đó mô xương được khử hóa tế bào 

bằng cách ngâm lần lượt trong NaCl 1 M, hỗn hợp KCl 0,075 M và EDTA 0,1 %, hỗn hợp 

SDS 0,5 % và EDTA 0,1 %. Mô xương tiếp tục được khử khoáng bằng hỗn hợp HCl 8 % 

và axit formic 8 %. Phổ tán xạ năng lượng tia X ghi nhận hàm lượng canxi và phốt pho 

trong mô xương giảm gần 90 % so với ban đầu (p < 0,001). Trọng lượng khô của mô xương 

sau xử lý cũng bị chiết rút rõ rệt lên đến 30,29 % so với trước xử lý (p < 0,001). Hình ảnh 

mô học và hình chụp dưới kính hiển vi điện tử quét cho thấy mô xương không chứa thành 

phần tế bào mà vẫn duy trì hình thái cấu trúc của khung ngoại bào. Như vậy quy trình khử 

hóa tế bào kết hợp khử khoáng trong nghiên cứu có tiềm năng chế tạo mô xương ghép từ 

xương bò cho ứng dụng tái tạo mô xương trong nha khoa. 
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1 Đặt vấn đề 

Phẫu thuật ghép xương là một phương pháp thường dùng 

để điều trị các khuyết hổng xương ở vùng hàm mặt. Xương 

ghép tự thân được xem là tiêu chuẩn vàng vì có những đặc 

tính cần thiết cho tái tạo xương gồm độ bền cơ học, tính 

tương hợp sinh học, dẫn tạo xương, kích tạo xương và thoái 

biến sinh học. Tuy nhiên, hạn chế của xương ghép tự thân 

chủ yếu liên quan đến quá trình lấy mảnh ghép, bao gồm 

đau, mất máu và nhiễm trùng tại vị trí lấy xương, kéo dài 

thời gian phẫu thuật, khối lượng xương lấy được không 

nhiều [1]. Khung xương khử khoáng (KXKK) là một loại 

vật liệu ghép giàu tiềm năng cho việc sửa chữa hoặc tái 

tạo mô xương trong thực hành nha khoa. KXKK đồng loài 

thương mại CGDBM100 giúp gia tăng thể tích xương khi 

nâng xoang hở trong phẫu thuật cấy ghép nha khoa nhờ 

tác động tích cực lên sự hình thành mô xương mới và thao 

tác dễ dàng [2]. Ghép khung xương bò khử khoáng 

(Bovine-derived demineralized bone matrix - BDMBM) 

làm tăng thể tích xương ổ răng sau ghép sáu tháng tương 

tự như ghép mào xương chậu tự thân ở bệnh nhân bị khe 

hở môi - vòm miệng một bên [3]. Nghiên cứu tổng quan 

hệ thống gần đây cũng kết luận rằng xương đông khô khử 

khoáng có hiệu quả tương đương với các vật liệu ghép 

xương khác trong phẫu thuật nâng xoang và ghép xương, 

giúp giảm thiểu chi phí và hạn chế phẫu thuật lấy xương 

ghép tự thân [4]. 

KXKK là sản phẩm của quá trình xử lý mô xương ghép 

bằng dung dịch axit để loại bỏ các thành phần chất 

khoáng trong khi giữ lại khung ngoại bào (Extracellular 

matrix - ECM) cấu tạo bởi collagen, các protein không 
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collagen, các yếu tố sinh học có khả năng tạo xương 

như các protein hình thái xương và một phần nhỏ các 

mảnh vụn tế bào [5]. Thành phần tế bào còn sót lại có 

nguy cơ gây ra các phản ứng miễn dịch, ảnh hưởng đến 

tính an toàn và hiệu quả của mô ghép. Do đó KXKK 

cần phải được loại bỏ yếu tố tế bào để giảm nguy cơ 

gây phản ứng miễn dịch dẫn đến thải ghép [1].  

Khử tế bào là kỹ thuật loại bỏ tế bào và các yếu tố gây phản 

ứng miễn dịch khỏi mô và cơ quan mà vẫn bảo tồn cấu trúc 

và các yếu tố sinh học bên trong ECM. Hiện nay, có ba 

phương pháp khử tế bào chính là vật lý, hóa học và sinh 

học [6]. Vì quy trình khử tế bào khỏi KXKK chưa được 

chuẩn hóa nên có thể dẫn đến sự khác biệt về chất lượng 

sản phẩm. Hơn nữa, các kỹ thuật thực hiện chủ yếu được 

báo cáo cho ứng dụng công nghệ mô xương nói chung, 

trong khi nghiên cứu về quy trình chế tạo vật liệu ghép tùy 

chỉnh, đáp ứng được đặc thù riêng cho từng lĩnh vực 

chuyên ngành còn hạn chế. Để phát triển BDMBM ứng 

dụng trong nha khoa tái tạo, cần tập trung vào nghiên cứu 

thiết lập và cải tiến quy trình xử lý mô xương, ứng dụng các 

công nghệ tiên tiến, đánh giá an toàn sinh học và thực hiện 

các nghiên cứu thử nghiệm lâm sàng để kiểm chứng hiệu 

quả của sản phẩm. Trong nghiên cứu này, một quy trình 

khử tế bào bằng phương pháp hóa học (gọi tắt là khử hóa 

tế bào - KHTB) kết hợp khử khoáng (KHTB-KK) được 

thiết lập nhằm chế tạo BDMBM từ chỏm xương đùi bò. 

Đây là tiền đề để tạo ra các sản phẩm mô xương ghép dị 

loài mang lại hiệu quả tốt, chi phí hợp lý, đáp ứng nhu cầu 

điều trị các khuyết hổng xương trong thực hành nha khoa. 

2 Phương pháp nghiên cứu 

2.1 Chế tạo khung xương bò khử khoáng từ chỏm 

xương đùi bò 

2.1.1 Thu nhận và chuẩn bị mẫu xương ban đầu 

Mẫu xương ban đầu được thu nhận từ chỏm xương đùi 

tươi (không để quá sáu giờ ở nhiệt độ phòng) lấy từ bò 

tơ đực 24 tháng tuổi tại lò mổ địa phương. Sau khi thu 

nhận, mẫu xương được làm sạch toàn bộ gân, mô mềm 

và ngâm trong dung dịch nước javen 10 % trong 15 

phút để khử trùng ban đầu, sau đó rửa sạch bằng nước 

muối sinh lý vô trùng. Tiếp theo mẫu xương được cắt 

thành các khối xương có kích thước 20 mm × 10 mm × 

10 mm (dài × rộng × cao), chứa cả phần xương vỏ và 

xương xốp. Các khối xương được chia ngẫu nhiên 

thành hai nhóm, gồm nhóm BDMBM được xử lý bằng 

quy trình KHTB-KK (Hình 1) và nhóm chứng không 

được xử lý gì để làm mẫu đối chứng khi đánh giá sự 

thay đổi của mô xương.  

2.1.2 Quy trình khử hóa tế bào kết hợp khử khoáng 

Các khối xương trong nhóm BDMBM bắt đầu được 

KHTB bằng cách ngâm lần lượt trong các dung dịch 

với thể tích gấp 10 lần thể tích khối xương, gồm NaCl 

1 M (Merck, USA) trong 18 giờ, hỗn hợp KCl 0,075 M 

(Merck, USA) và EDTA 0,1 % (Merck, USA) (tỷ lệ 

1:1, v/v) trong 16 giờ, hỗn hợp sodium dodecyl sulfate 

(SDS) 0,5 % (Sigma, USA) và 

ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) 0,1 % 

(Merck, USA) (tỷ lệ 1:1, v/v) trong 24 giờ. Các khối 

xương tiếp tục được khử khoáng bằng cách ngâm trong 

hỗn hợp dung dịch HCl 8 % (Merck, USA) và axit 

formic 8 % (Merck, USA) (tỷ lệ 1:1, v/v) với thể tích 

dung dịch gấp 20 lần thể tích khối xương trong 12 ngày. 

Hỗn hợp dung dịch khử khoáng được thay mới mỗi 24 

giờ. Sau mỗi bước xử lý, các khối xương được rửa kỹ 

với dung dịch phosphate buffer saline (PBS) 1X 

(Gibco, USA) lạnh, vô trùng bằng cách quay ly tâm 

lạnh 200 vòng/phút trong 5 phút, lặp lại 3 lần nhằm làm 

sạch các hóa chất còn sót lại rồi để khô tự nhiên ở nhiệt 

độ phòng. Vào cuối quy trình, lượng axit dư còn lại 

trong các khối xương được trung hoà bằng dung dịch 

ammonia 5 % trong 15 phút, sau đó rửa lại bằng nước 

cất lạnh, vô trùng cho đến khi đạt giá trị pH ~ 7,0 và để 

khô tự nhiên ở nhiệt độ phòng. 

 

Hình 1  Sau khi thu nhận và chuẩn bị mẫu xương ban đầu, 

các khối xương được xử lý bằng quy trình KHTB-KK. 

BDMBM có hình thái gần giống miếng bọt biển màu trắng, 

sạch, không có mô mềm hoặc mảnh vụn còn sót lại. 

2.1.3 Đông lạnh, đông khô và khử trùng 

BDMBM được đông lạnh lần lượt ở 4 ℃ trong 30 phút, 

−20 ℃ trong một giờ và −80 ℃ trong 24 giờ rồi tiếp 

tục được đông khô lạnh ở áp suất 0,4 mbar trong 48 giờ. 
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Sau đó BDMBM được đóng gói và khử trùng bằng tia 

gamma với liều chiếu 25 kGy ở 4 ℃.  

2.2 Đánh giá hiệu quả của quy trình khử hóa tế bào kết 

hợp khử khoáng 

2.2.1 Đo trọng lượng khô 

Trọng lượng khô của các khối xương được đo bằng cân 

phân tích AB204 (Mettler Toledo, USA). Các khối 

xương được khảo sát sau mỗi bước xử lý với các dung 

dịch khác nhau vào các ngày 1, 2, 3, 5, 6 và 15. Các 

khối xương chưa xử lý biểu thị ngày 0. 

2.2.2 Phổ tán xạ năng lượng tia X (Energy-dispersive 

X-ray spectroscopy - EDX) 

Phân tích hàm lượng canxi (Ca) và phốt pho (P) trong 

mô xương được thực hiện bằng thiết bị EMAX 

ENERGY EX-400 (Horiba, Japan) tại Trung tâm Thiết 

bị - Phân tích Sinh Hóa Lý, Viện Khoa học Vật liệu 

Ứng dụng, Thành phố Hồ Chí Minh.  

2.2.3 Đánh giá mô học 

Tiêu bản mô học nhuộm Hematoxylin (Sigma, USA) 

và Eosin (Sigma, USA) cho mô xương được thực hiện 

theo quy trình của phòng thí nghiệm Trung tâm Nghiên 

cứu Y sinh, Trường Đại học Y khoa Phạm Ngọc Thạch. 

Hình ảnh mô học được chụp bằng kính hiển vi soi 

ngược Olympus IX73 (Japan). 

2.2.4 Kính hiển vi điện tử quét (Scanning electron 

microscopy - SEM) 

Hình thái cấu trúc của mô xương được khảo sát bằng 

kính hiển vi điện tử quét phát xạ trường SU 8010 

(Hitachi, Japan) tại Viện Công nghệ Nano, Đại học 

Quốc gia Thành phố Hồ Chí Minh. 

2.3 Phương pháp xử lý số liệu 

Quy trình chế tạo BDMBM từ chỏm xương đùi bò bằng 

quy trình KHTB-KK và các bước đánh giá hiệu quả của 

quy trình xử lý được minh họa trong Hình 2. Các thí 

nghiệm được thực hiện trên 5 mẫu độc lập với độ lặp lại 

3 lần. Dữ liệu được thể hiện dưới dạng trung bình  độ 

lệch chuẩn và được phân tích thống kê bằng phần mềm 

Prism 10 (GraphPad Software, USA). Phép kiểm t được 

sử dụng để so sánh giữa hai nhóm nghiên cứu. Sự khác 

biệt có ý nghĩa thống kê khi giá trị p < 0,05.
 

 

Hình 2  Sơ đồ tóm tắt các bước của quy trình KHTB-KK và đánh giá hiệu quả của quy trình xử lý 

 để chế tạo BDMBM từ chỏm xương đùi bò.  
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Theo Hình 2, để đánh giá hiệu quả chiết rút chất 

khoáng, trọng lượng khô của các khối xương sau mỗi 

bước xử lý với các dung dịch khác nhau được đo vào 

các ngày 1, 2, 3, 5, 6 và 15 và so sánh với các khối 

xương chưa xử lý (ngày 0). Hàm lượng Ca và P trong 

mô xương trước và sau xử lý được phân tích định lượng 

bằng EDX. Để đánh giá hiệu quả khử tế bào, mô xương 

trước và sau xử lý được đánh giá mô học và khảo sát 

hình thái cấu trúc dưới SEM. 

3 Kết quả 

3.1 Hiệu quả chiết rút chất khoáng 

Kết quả phân tích định lượng thành phần chất khoáng 

trong mô xương bằng EDX được trình bày trong Bảng 

1. Ở nhóm chứng, Ca chiếm 15,76 % và P chiếm 7,42 

% khối lượng của mô xương. Ở nhóm BDMBM, Ca chỉ 

chiếm 1,78 % khối lượng và gần như không phát hiện 

được P (0,77 %) trong mô xương. Sự khác biệt giữa hai 

nhóm có ý nghĩa thống kê (p < 0,001). Những kết quả 

này cho thấy quy trình KHTB-KK đạt hiệu quả cao 

trong việc chiết rút chất khoáng khỏi mô xương. 

Bảng 1  Hàm lượng nguyên tố canxi và phốt pho trong mô xương trước và sau xử lý bằng quy trình KHTB-KK 

Hàm lượng (%) 
Nhóm chứng 

(n = 5) 

Nhóm BDMBM 

(n = 5) 
Giá trị p 

Ca 15,76 ± 5,63 1,78 ± 1,29 < 0,001*** 

P 7,41 ± 1,81 0,77 ± 0,38 < 0.001*** 

Phép kiểm t so sánh hàm lượng Ca và P trung bình trong mô xương giữa nhóm chứng với nhóm BDMBM. 
***: Sự khác biệt có ý nghĩa thống kê với p < 0,001. 

Sự thay đổi trọng lượng khô của mô xương theo thời 

gian xử lý bằng quy trình KHTB-KK được trình bày 

trong Bảng 2. Trọng lượng khô của mô xương chưa xử 

lý là (3,07 ± 0,16) g. Trong ba ngày đầu tiên xử lý với 

các dung dịch khử tế bào, trọng lượng khô của mô 

xương lần lượt giảm xuống còn (3,06 ± 0,15) g, (3,02 

± 0,15) g và (3,03 ± 0,16) g nhưng không đáng kể (giá 

trị p lần lượt là 0,857, 0,562 và 0,701). Trọng lượng 

khô của mô xương thay đổi có ý nghĩa thống kê kể từ 

ngày thứ năm (p < 0,001) khi mô xương được khử 

khoáng bằng hỗn hợp HCl 8 % và axit formic 8 %, với 

trọng lượng bị chiết rút lên đến 30,29 % sau khi kết thúc 

quy trình vào ngày thứ 15 (p < 0,001). Những kết quả 

này gợi ý rằng khả năng chiết rút chất khoáng khỏi mô 

xương chủ yếu là nhờ sử dụng hỗn hợp dung dịch axit 

khử khoáng. 

Bảng 2  Sự thay đổi trọng lượng khô của mô xương theo thời gian xử lý bằng quy trình KHTB-KK 

n = 5 Ngày 0 Ngày 1 Ngày 2 Ngày 3 Ngày 5 Ngày 6 Ngày 15 

Trọng lượng 

khô (g) 
3,07 ± 0,16 3,06 ± 0,15 3,02 ± 0,15 3,03 ± 0,16 2,46 ± 0,09 2,23 ± 0,08 2,14 ± 0,25 

Trọng lượng bị 

chiết rút (%) 
0 0,33 1,63 1,30 19,87 27,33 30,29 

Giá trị p -/- 0,857 0,562 0,701 < 0,001*** < 0,001*** < 0,001*** 

Phép kiểm t so sánh trọng lượng khô trung bình của mô xương vào các ngày 1, 2, 3, 5, 6 và 15 với ngày 0. 
***: Sự khác biệt có ý nghĩa thống kê với p < 0,001. 

3.2 Đặc điểm mô học 

Kết quả phân tích mô học của mô xương không xử lý 

(nhóm chứng) cho thấy cấu trúc mô xương ổn định và 

có một vài vết nhân tế bào (Hình 3). Ngược lại ở nhóm 

BDMBM, cấu trúc mô xương trở nên xốp, mỏng hơn 

với nhiều bè xương nhỏ và không còn các vết nhân tế 

bào (Hình 4). Những kết quả này chỉ ra rằng các hóa 

chất có thể xâm nhập vào sâu bên trong mô xương để 

khử khoáng và loại bỏ các thành phần tế bào hiệu quả 

mà không làm phá hủy cấu trúc của mô.
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Hình 3  Hình ảnh mô học của mô xương không xử lý 

(nhóm chứng) lần lượt chụp ở các vật kính (A) 4×, (B) 10×, 

(C) 20× và (D) 40× cho thấy cấu trúc mô xương ổn định và 

có một vài vết nhân tế bào. 

Hình 4  Hình ảnh mô học của mô xương xử lý bằng quy 

trình KHTB-KK (nhóm BDMBM) lần lượt chụp ở các vật 

kính (A) 4×, (B) 10×, (C) 20× và (D) 40× cho thấy cấu trúc 

mô xương xốp, mỏng hơn với nhiều bè xương nhỏ và 

không còn các vết nhân tế bào. 

3.3 Hình thái cấu trúc  

Kết quả khảo sát hình thái cấu trúc bằng SEM cho thấy 

cấu trúc không gian ba chiều xốp với mạng lưới liên kết 

chặt chẽ, dày đặc của mô xương không xử lý (nhóm 

chứng) (Hình 5). Trong khi đó mô xương ở nhóm 

BDMBM cũng thể hiện cấu trúc không gian ba chiều 

xốp nhưng mỏng hơn và có chiều sâu hơn (Hình 6). 

Những kết quả này một lần nữa cho thấy ưu điểm của 

quy trình KHTB-KK là duy trì được tính toàn vẹn về 

mặt hình thái cấu trúc của mô xương. 

  

Hình 5  Ảnh SEM của mô xương không xử lý (nhóm chứng) 

ở các độ phóng đại (A) 50×, (B) 200×, (C) 500× và (D) 

1000× cho thấy cấu trúc không gian ba chiều xốp với mạng 

lưới liên kết chặt chẽ, dày đặc. 

Hình 6  Ảnh SEM của mô xương xử lý bằng quy trình 

KHTB-KK (nhóm BDMBM) ở các độ phóng đại (A) 

50×, (B) 200×, (C) 500× và (D) 1000× cho thấy cấu trúc 

không gian ba chiều xốp nhưng mỏng hơn và có chiều 

sâu hơn. 
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4 Thảo luận 

Ngày càng nhiều nghiên cứu được thực hiện nhằm thiết 

lập một quy trình hiệu quả để khử tế bào trong ECM sử 

dụng làm vật liệu ghép xương. Một nghiên cứu công bố 

vào năm 2018 đã báo cáo quy trình khử tế bào của mô 

xương thu nhận từ xương đùi bệnh nhân bằng cách sử 

dụng HCl 0,6 N để khử khoáng rồi sử dụng kỹ thuật 

đông lạnh - rã đông kết hợp trypsin 0,25 % và SDS 2,5 

% để khử tế bào [7]. Mặc dù kỹ thuật đông lạnh − rã 

đông giúp duy trì tính chất cơ học của ECM, nó không 

thể khử toàn bộ tế bào. Bên cạnh đó, hoạt động đặc hiệu 

của trypsin lên các peptide có thể phá hủy nghiêm trọng 

các protein trong ECM như elastin và collagen [6]. Như 

vậy quy trình khử tế bào cần cân bằng giữa việc loại bỏ 

hoàn toàn yếu tố tế bào và vật liệu di truyền với việc 

bảo tồn ECM, từ đó duy trì được cấu trúc ba chiều, đặc 

tính cơ học và hoạt động sinh học của mô xương tự 

nhiên. Một bài báo tổng quan gần đây chỉ ra rằng 

phương pháp hóa học có khả năng loại bỏ tế bào khỏi 

mô một cách nhanh chóng và hiệu quả. Ngoài ra, các 

hóa chất có thể được sử dụng kết hợp với nhau để đẩy 

nhanh quá trình khử tế bào [8]. Trong nghiên cứu này, 

quy trình KHTB được dựa trên nguyên lý tối ưu hóa tác 

dụng và giảm thiểu tác hại của hóa chất lên mô xương. 

Theo một báo cáo vào năm 2022 về quy trình sản xuất 

mô ghép sụn dị loại khử tế bào, quy trình sốc thẩm thấu 

bao gồm ngâm mẫu mô trong dung dịch ưu trương 

NaCl 1 M trong 18 giờ, sau đó ngâm trong dung dịch 

nước khử ion nhược trương trong 18 giờ đã được sử 

dụng để ly giải tế bào, giúp cải thiện hiệu quả khử tế 

bào [9]. Tương tự, quy trình KHTB cũng bắt đầu từ việc 

ly giải tế bào bằng cách ngâm mô xương trong dung 

dịch ưu trương NaCl 1 M trong 18 giờ rồi đến dung 

dịch nhược trương KCl 0,075 M trong 16 giờ, tạo thuận 

lợi cho các bước xử lý tiếp theo. Kỹ thuật khử tế bào 

bằng phương pháp hóa học hiện nay sử dụng ba nhóm 

tác nhân chính gồm chất tẩy rửa, axit-bazơ và chất 

chelat hóa. Trong số đó, chất tẩy rửa thường được sử 

dụng nhất vì phổ biến, rẻ tiền, nhanh chóng và hiệu quả 

[8]. SDS là một chất tẩy rửa phân cực có khả năng hòa 

tan màng bào tương và màng nhân, loại bỏ nhân tế bào 

và vật liệu di truyền, phá vỡ liên kết protein-protein. 

SDS còn có lợi thế loại bỏ hiệu quả vật liệu di truyền 

trong thời gian ngắn hơn so với các hóa chất khác nên 

nó được dùng khá rộng rãi trong quy trình khử tế bào. 

Tuy nhiên, SDS có nguy cơ làm thay đổi cấu trúc vi mô 

của ECM, ảnh hưởng đến sự toàn vẹn của mô [6]. Một 

nghiên cứu so sánh thực nghiệm báo cáo rằng xử lý mô 

nhau thai lợn bằng SDS 0,5 % trong 24 giờ đem lại hiệu 

quả khử tế bào tốt hơn và giảm thiểu tổn thương mô 

nhiều hơn so với các nồng độ và các thời gian xử lý 

khác [10]. Dựa trên những bằng chứng khoa học hiện 

có, BDMBM trong nghiên cứu này đã được KHTB 

bằng SDS 0,5 % trong 24 giờ. Trong khi đó EDTA là 

một tác nhân chelat hóa có thể liên kết với các ion kim 

loại, góp phần gây phân tách tế bào. Nó thường được 

sử dụng kết hợp với DNase, RNase hoặc SDS để làm 

sạch mảnh vụn tế bào khỏi mô xương [6,8]. Cần lưu ý 

rằng dung dịch axit cũng có khả năng hòa tan màng tế 

bào và vật liệu trong nhân tế bào nhờ tính phân cực của 

nó. Ngoài ra, quá trình khử khoáng sẽ giúp loại bỏ các 

thành phần tế bào và vật liệu di truyền khỏi ECM tốt 

hơn nếu diễn ra sau quá trình khử tế bào [11]. Vì vậy 

trong nghiên cứu này, mô xương được KHTB rồi mới 

khử khoáng nhằm tối ưu hóa hiệu quả của các hóa chất. 

Trong công nghệ tái tạo mô xương, khung xương khử 

tế bào cho thấy nhiều tiềm năng vì có cấu trúc ba chiều, 

tính chất cơ học, tính dẫn tạo xương và kích tạo xương 

tương tự như mô xương tự nhiên [6]. Trong nghiên cứu 

này, quy trình KHTB đã loại bỏ hiệu quả các thành 

phần tế bào, đồng thời duy trì tính toàn vẹn cấu trúc của 

ECM, qua đó tạo thuận lợi cho hoạt động dẫn tạo 

xương. Điều này cũng rất quan trọng cho việc điều hòa 

hình thái tế bào và biểu hiện gen [12], điều hòa sự biệt 

hóa của tế bào gốc thành dòng tế bào tạo xương [13], 

góp phần vào hoạt động kích tạo xương. Những kết quả 

này khá tương đồng với một công bố trước đó, trong đó 

mô xương xốp thu nhận từ xương đùi bò được khử tế 

bào bằng dung dịch SDS và Triton X-100 1 %, khử 

khoáng bằng dung dịch HCl 37 % rồi thủy phân bằng 

dung dịch kiềm. Kết quả cho thấy nhân tế bào và vật 

liệu di truyền được loại bỏ hoàn toàn, vùng khoáng hóa 

chiếm từ 4,95 % đến 22,11 % và cấu trúc ECM được 

bảo tồn [14]. Tuy nhiên, các dung dịch kiềm được ghi 

nhận là làm giảm đáng kể hàm lượng các 

glycosaminoglycan, gây ảnh hưởng đến tính chất cơ 
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học của ECM nên hầu như không được sử dụng trong 

quy trình khử tế bào ở mô xương [8]. Nghiên cứu trên 

còn chỉ ra rằng mô xương thu được có đặc tính dẫn tạo 

xương và kích tạo xương [14]. So sánh khả năng thúc 

đẩy tái tạo xương tại các vị trí khuyết hổng xương sọ ở 

chuột cũng cho thấy cả xương bò khử khoáng và xương 

bò khử tế bào đều có tiềm năng tạo xương thuận lợi. 

Tuy nhiên xương khử tế bào thể hiện các đặc tính dẫn 

tạo xương, kích tạo xương và tạo xương vượt trội hơn 

đáng kể so với xương khử khoáng [15]. Mặt khác, một 

tổng quan y văn gần đây kết luận rằng đặc tính kích tạo 

xương của mô xương khử khoáng chịu ảnh hưởng rất 

nhiều bởi loại hóa chất khử khoáng. Dung dịch HCl 

(0,5-0,6) M cùng với hỗn hợp axit formic và axit citric 

(tỷ lệ 1:1, v/v) được báo cáo là tạo ra KXKK có đặc 

tính kích tạo xương đạt yêu cầu [16]. Xương không khô 

khử khoáng đồng loài được khử khoáng bằng HCl (0,5-

0,6) N có khung hữu cơ nguyên vẹn, hàm lượng phần 

trăm khoáng canxi phosphat chiếm từ 1 % đến 6 % và 

chứa nhiều protein hình thái xương cần thiết cho sự tái 

tạo xương [5]. Tương tự, nghiên cứu này cũng cho thấy 

khả năng chiết rút chất khoáng khỏi mô xương lên đến 

gần 90 % của hỗn hợp HCl và axit formic. Tuy nhiên, 

nghiên cứu đã không khảo sát đặc tính kích tạo xương 

của BDMBM. 

Tóm lại, quy trình KHTB-KK cho thấy tiềm năng chế 

tạo BDMBM ứng dụng trong nha khoa tái tạo. So với 

những quy trình khử tế bào đã báo cáo trước đó, quy 

trình KHTB khắc phục được nhược điểm của phương 

pháp vật lý là không thể khử toàn bộ tế bào cũng như 

những hạn chế của phương pháp sinh học như phá hủy 

các protein trong ECM hoặc gây ra phản ứng miễn dịch 

[6]. Hơn nữa quy trình chỉ sử dụng những hóa chất có 

sẵn, chi phí phải chăng, không đòi hỏi thiết bị phức tạp 

hoặc điều kiện kỹ thuật đặc biệt. Vì vậy quy trình cho 

thấy tiềm năng mở rộng trên quy mô sản xuất lớn hơn. 

Tuy nhiên, ứng dụng rộng rãi của SDS trong công 

nghiệp và đời sống có nguy cơ thải SDS quá mức vào 

môi trường, gây ảnh hưởng đến cả sinh vật lẫn môi 

trường, đặc biệt là môi trường đất và nước. Hiện nay loại 

bỏ SDS thông qua phục hồi sinh học đang được xem là 

một biện pháp hiệu quả để giảm thiểu tác động môi 

trường của chất tẩy rửa này [17]. Ngoài ra EDTA cũng 

là một hóa chất quan trọng trong quy trình KHTB. Vì 

EDTA tan trong nước và không dễ bay hơi nên nó 

thường được thải ra môi trường cùng với nước thải. Mặc 

dù EDTA ít gây độc đối với con người và môi trường, 

vẫn có nhiều lo ngại về khả năng phân hủy sinh học kém 

của nó và tình trạng huy động các kim loại nặng từ pha 

rắn gây nguy cơ cho nước ngầm [18]. Do EDTA được 

xem là một chất gây ô nhiễm tồn tại dai dẳng trong môi 

trường nên việc xử lý và xả nước thải có chứa EDTA cần 

được kiểm soát một cách nghiêm ngặt. Nhìn chung khi 

sử dụng các hóa chất mạnh trong quy trình sản xuất, cần 

hướng đến mục tiêu bền vững thông qua việc đánh giá 

và lựa chọn hóa chất, tối ưu hóa quy trình, tuân thủ các 

quy định an toàn khi sử dụng hoá chất và xử lý chất thải, 

ứng dụng công nghệ xanh nhằm hạn chế tác động tiêu 

cực lên môi trường, sinh vật và con người đồng thời tăng 

cường hiệu quả sản xuất. 

5 Kết luận và đề xuất 

Nghiên cứu này đã bước đầu thiết lập thành công quy 

trình KHTB-KK để chế tạo BDMBM, hướng đến làm 

vật liệu ghép xương trong nha khoa tái tạo. Tuy nhiên, 

hiệu quả của quy trình có sự biến thiên theo nồng độ 

của hóa chất, thời gian xử lý và các đặc điểm của mô 

xương như nguồn gốc, độ tuổi, vị trí, thành phần. Do 

đó, cần từng bước hoàn thiện và chuẩn hóa quy trình 

trong các nghiên cứu thực nghiệm tiếp theo. Ngoài ra, 

trong điều kiện thí nghiệm hiện tại, khung xương thành 

phẩm có thể được xem là một vật liệu tương hợp sinh 

học và tương thích miễn dịch, giúp hỗ trợ các cơ chế 

dẫn tạo xương và kích tạo xương. Bên cạnh đó, các tính 

chất cơ học của BDMBM như kích thước lỗ liên thông, 

độ bền nén, độ biến dạng và độ chịu lực cũng như các 

tiêu chuẩn sinh học như độ vô khuẩn, độ gây độc tế bào 

và độ an toàn tế bào cũng cần được phân tích. Tất cả 

những đặc tính này sẽ được đánh giá trong các nghiên 

cứu tiếp theo. Cần lưu ý rằng sự chuyển dịch từ kết quả 

nghiên cứu sang ứng dụng lâm sàng là một quá trình 

lâu dài và phức tạp, cần được kiểm chứng qua hàng loạt 

các thí nghiệm, nghiên cứu tiền lâm sàng và thử nghiệm 

lâm sàng dưới nhiều điều kiện khác nhau. Hơn nữa, quy 

trình được đề xuất từ nghiên cứu phải được điều chỉnh 

để phù hợp với tình hình thực tế như cơ sở hạ tầng, tài 

nguyên và nhân lực trước khi triển khai trên quy mô lớn 

hơn. 
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Abstract   Elimination of the immune response elicited by grafting remains a challenge for the fabrication of non-

autologous bone grafts. The aim of this study was to assess the effectiveness of a decellularization-combined 

demineralization process to produce bovine-derived demineralized bone matrix (BDMBM) for regenerative 

dentistry. Bone tissues were harvested from bovine femoral heads, cleaned, and disinfected. The tissues were then 

decellularized by sequentially soaking in 1 M NaCl, a mixture of 0.075 M KCl and 0.1 % EDTA (1:1, v/v), and a 

mixture of 0.5 % SDS and 0.1 % EDTA (1:1, v/v). They were further demineralized using a mixture of 8 % HCl 

and 8 % formic acid (1:1, v/v). The energy-dispersive X-ray spectroscopy found that the contents of calcium and 

phosphorus in the bone tissues after treatment were significantly reduced by nearly 90 % compared to before 

treatment (p < 0.001). The dry weight of bone tissues also showed a significant weight loss of up to 30.29 % at the 

end of process compared to the begining (p < 0.001). The analysis of histological morphology and structural 

topography under scanning electron microscopy indicated that BDMBM contained no cellular components while 

maintaining the structure of the extracellular matrix. In conclusion, the decellularization-combined 

demineralization process used in this study may offer promising method to fabricate BDMBM for bone 

regeneration applications in dentistry.  

Keywords  formic acid, EDTA, HCl, extracellular matrix, demineralization, decellularization, SDS, xenograft 

 

 

 

  


