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TOM TAT

Két qua khdo sdt kha ndng di cu va thuee ba0 ciia hong cau ¢ Ech dong Rana rugulosa
cho thay hong cau Rana rugulosa ¢6 kha nang di cw va thyc bao twong tw nhu bach cau. Khi
tang hodc giam nhiét do nudéi u thi kha nang di cu ciia hong cau ciing tang va giam tuong
ung. Kha nang thuc bao Cua hong cau khong nhitng phu thuée vao nhitng diéu kién nhiét do
ma con phu thuéc vao doi tuwong thue bao. Khi gap phai dieu kién nhiét do bat loi, kha nang
thuee bao cia hong cau tang lén dang ké.

Tir khéa: kha nang di cu, thue bao, hdng cau.

ABSTRACT

Studying migratory and phagocytic abilities of frog Rana rugulosa Wiegmann 1834
erythrocytes under the change of the temperature in the in vitro experiment

Results of the study of the migratory and phagocytic abilities of frog erythrocytes show
that Rana rugulosa erythrocytes are capable of migration and phagocytosis as leukocytes.
Raising and lowering the incubation temperature led to the increase and decrease of
migratory activity, respectively. The phagocytic ability of erythrocyte depends on the
incubation temperature and phagocytic objects. When encountering adverse temperature
conditions, the phagocytic ability of erythrocytes increased significantly.

Keywords: migratory ability, phagocytosis, red blood cells.

1. Mé dau

Nghé nudi ca nudc ngot nhur nghé nudi ca tra, ca basa, tdbm cang xanh, cé loc, ca
16 ddng, ca sic ran d4 va dang chiém vi tri quan trong [5]. Bén canh mot sé loai ca
nude ngot ¢o gia tri kinh té trén thi hién nay mot sé ho néng dan co xu huéng chuyén
sang nudi cac loai thiy san nhu lwon, éch, rin ri voi, ba ba... Trong d6, éch dang 1a d6i
tuong duge quan tim nghién ciru va nudi nhiéu nhat. Ech khong nhing 1a thyc pham
ngon, bé dugc nhiéu ngudi wa thich ma con 1a dbi tugng hiru ich trong nong nghiép
nhu tiéu diét con triing, cac loai dich hai khac trong nong nghiép. Ngoai ra, éch con gop
phan quan trong vao céc thi nghiém vé than kinh va sinh Ii hoc. [2]

"ThS, Trwdng Dai hoc Sw pham TPHCM
sV, Trwdng Dai hoc Sw pham TPHCM
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Trong thyc nghiém va 1am sang, viéc nim duoc cac chi sé sinh Ii cuia méu cd y
nghia rat 1on trong chan doén céc trang thai sinh li va bénh 1i ciia co thé. Nhitng thay doi
vé chi s6 mau thuong dan dén nhiing bién ddi sinh 1i, thé hién nhu mot dang déap tng lai
nhimg bién d6i ciia moi truong. Pbi voi dong vat bién nhiét, nhiét do moi trudong xung
quanh 12 mét trong nhing yéu té quan trong tac dong dén cac qua trinh mién dich. Pa
c6 gia thiét cho rang, té bao hong cau co kha ning “hip thu” cac hat la [15]. Gan day,
nhom nghién cuu tai Trudng Pai hoc Tdng hop Nghién ctru Quoc gla Belgorod da co
nhimg budc khoi dau chimg minh kha ning di cu cua té bao hong ciu ¢ Rana
ridibunda, Cyprinus carpio va Gallus domesticus dudi anh hudng ctua nhiét d6 nudi u
[10]. Tuy nhién, dén nay van chua c6 nghién ctru cu thé nao vé hoat tinh di cu ciing
nhu chirc nang thyc bao cia té bao hong cau c6 nhan va viéc nghién ciru vé anh huong
ctia nhiét dd dén cac giai doan cua qua trinh thyc bao cua h6ng cAu van chua duogc dé
cap dén.

Muc tiéu nghién ciru: Khao sat kha nang di cu va thuc bao cia té bao hong cau Ech
dong Rana rugulosa duéi sy thay d6i nhiét do trong thi nghiém in vitro va anh huéng
ctia mot s6 dbi tuong thuc bao dén kha nang thyc bao h6ng cAu.

2.  Phwong phap nghién ctru
Phwong phap thu mdu mau: Lam bét dong éch bang phuong phap huy tay. Mau

éch duogc iy & tim bang phuong phép tiém hut. De tranh déng mau, kim tiém va dng
nghiém thu mau dugc tim dung dich Natri Citrat ndng d6 0,05%.

Phuwong phdp tich hong cau: Mau éch thu dugc duoc li tm trong 5 phat véi van
tdc 1500v/p. Hong cau dugc thu bang pipetman ¢ 16p day dng nghiém sau li tam.

Phwong phdp khdo sdt dic tinh di cw: Kha nang di cu cua té bao hong cau duoc
thuc hién dya trén phuong phap kiém dinh tinh di cu cia t& bao mau dudi agarose
(M.Z. Fedorova, V.N. Levin, 2001) [8]. Gel agarose (A. V. Pizov va cs., 2000 [13])
duoc trai déu trén lam kinh. Sau khi gel agarose ngudi va dong lai, dung dng duc 16 dé
tao c4c 6 nudi. Cho vao mdi 6 nudi 4pL dung dich hong cau dugc 1am lodng bang dung
dich sinh 1i NaCl 0,65% (khoang 400 ngan té bao [8]) duoc cac miu. Cac mau dugc
nudi u trong moi trudng khdong cd oxygen & cac nhiét 4o 20°C, 28°C, 37°C trong 24
gio.

Mau sau khi u 24 gio dugc ¢ dinh bang dung dich formaldehyde 10% trong 1 gio.
Sau khi ¢6 dinh mAu, tién hanh tach bo 16p gel. Nhuom tiéu ban bang thudc nhudém
Giemsa trong 15 phdt. Mau dugc quan sat va chup hinh bang kinh hién vi déo nguoc
Nikon Eclipse Ti-S. Xac dinh dién tich phan tdn bang phan mém ImageJ 1.47v.
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Hinh 2.1. Mdu dwoc cé dinh bang dung dich formaldehyde 10%

Phwong phdp khdo sdt khd ning thwe bao: Dé khao sat kha niang thyc bao cua
té bao hdng cau Ech dong, ching to6i d4 sir dung cac ddi twong thuc bao Saccharomyces
cerevisiae, Bacillus subtilis, Escherichia coli. Té bao hong cau sau khi duoc tach tir
dich mau béng phuong phép li tdm, dugc tron voi dbi tuong thuc bao theo ti 1¢ 1:50
[14]. Cho hén hop thu dugc vao trong dng nghiém dung tich 5ml va nudi 1 trong thoi
gian 30 phit ¢ cac nhiét 6 20°C, 28°C (ddi ching), 37°C. Hon hop dugc lic nhe sau
mbi 5 phit. Sau khi 1, tién hanh 1am tiéu ban, c6 dinh va nhudém tiéu ban.

Phwong phdp nhugm tiéu bdn: Tiéu ban méu duoc c¢b dinh va nhuom mau theo
phuong phap Romanowsky-Giemsa. Quan sat tiéu ban dudi kinh hleu vi quang hoc va
dém sb luong hong cau dd tham gia thuc bao va xac dinh chi s6 thuc bao (PI -
phagocytic index).

Chi s6 thuc bao PI dugc xac dinh dya trén sb té bao tham gia thuc bao trén tong
s6 té bao quan sat duoc:

PI1=2x100
N

Ch thich: PI: Chi s6 thuc bao

n: S6 té bao tham gia thuc bao

N: S6 té bao quan sat (mdi lam kinh quan sat 200 té bao)

Phwong phdp xie i 56 ligu

Céc s6 liéu vé dién tich phan tan ctia hong cau dugc xu li thong ké. Gia tri trung
binh va d¢ 1éch chuan (SD) duoc xac dinh boi One-way analysis of variance (ANOVA)
trén Minitab 16. Thi nghi¢m ghi nhan két qua c6 y nghia vé mat thong ké vai p < 0,05.

Céc sb liéu vé kha ning thyc bao cua hong cau duoc xir 1i bang cac thuat toan
thong ké trén may vi tinh bang phan mém Minitab 16.

Giatri PI dugc trinh bay & dang ti 1¢ va khoang udc luong véi do tin cay 95%.
3. Kétqua va bién luan _
3.1. Khd néng di cw tw phéat ciia té bao hong cau Ech dong

Pé khao sat kha ning di cu ty phét cua té bao hong cau, thi nghiém duoc tién
hanh véi dung dich mau chua tach hong cau (gom hong cau va bach cau). Két qua thi
nghiém cho thay, trudc khi di cu cac té€ bao chiém toan bo dién tich 6 nudi (hinh 3.1

106



Tap chi KHOA HOC BHSP TPHCM V0 Vian Thanh va tgk

A); sau 24 gid nudi 1, c4c té bao di chuyén tap trung ra phan ria caa 6 nudi (hinh 3.1
B). Trong qua trinh di cu, té bao hong cau da di cu tich cyc va nhanh hon té bao hach
cau (hinh 3.1 C).

Theo két qua ciia mot nghién ctru cia S.I. Golovko (2010) [9], trong mdi so sanh
turong quan véi t& bao hong cu cua ca va chim, té bao hong cau éch ¢6 ham lugng du
trir té bao chét va duy trir mang cao hon cho phép chung hinh thanh chan gia dai hon. Su
hinh thanh chan gia & hong cau c6 nhan cua éch, ciing nhu & ca va chim, cho phép
ching tham gia vao hoat dong di cu [6], thuc hién cac chuyén dong kiéu amip va tham
gia vao qué trinh thyc bao [15], twong tu bach cau.

Hinh 3.1. Sw phan bo cua té bao mau Rana rugulosa trong 6 nudi

Trudc di cu: A — do phong dai x40; sau 24 gio nudi u: B — do phong dai x40, C —
d6 phong dai x400; 1 — vang ria 6 nudi, 2 — hong cau, 3 — bach cau

3.2. Dic tinh di cw ciia té bao hong cau Ech dong dudi sw thay déi nhigt dé trong
thi nghiém in vitro

Dé khao sat sy anh huong cua nhiét do dén dic tinh di cu cua té bao h6ng cAu, thi
nghiém dugc tién hanh trong cac diéu kién nhiét do nudi u 20°C (nhiét do thap so véi
diéu kién binh thuong), nhiét do phong (doi ching, khoang 28°C), 37°C (nhiét do cao
S0 vai diéu kién binh thuong). Pac tinh di cu cua t€ bao hong cau dugce danh gia thong
qua Viéc xac dinh dién tich phéan tan cua cac t€ bao hong cau trong 0.

Béng 3.1. Dién tich phdn tin ciia hong cau sau 24 gio
u trong cdc diéu kién nhiét do khao sat

Nhiét d6 (°C) S6 mau Gia tri trung binh (mm?)
37 30 5,6561 + 0,5004 °
28 30 5,1850 + 0,9003 "
20 30 41672 +0,7440 °

Chu thich: 2, ®, ©: két qua phan nhém theo Tukey
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Tir bang 3.1, ta thay dién tich phéan tan cia té bao hong cau khi & ¢ 3 nhiét do
khac nhau (20°C 28°C 37°C) la khac nhau va sy khac biét ndy c6 ¥ nghia thong ké (p
<0 05) Cu thé, khi tang nhiét d6 nuéi i 1én dén 37°C, dién tich phan tan cua té bao
hong cau ting 0,4712mm? so véi d6i chimg (28°C), khoang wéc luong 95% CI dao
dong trong khoang 0,0198mm? dén 0,9225mm?; khi nhiét do nudi u giam xuéng 20°C
(so véi dbi ching — 28°C), dién tich phéan tan cia té bao hong cau giam 1,0178mm?,
khoang udc luong 95% CI dao dong trong khoang 0,5664mm? dén 1,4692mm?.

Ech dong Rana rugulosa sinh song cht yéu & viing nhiét déi voi khi hau nong am
quanh nim, bién d6 nhiét hep [4]. Thi nghiém khao sat dic tinh di cu dugc tién hanh &
éch bat trong thang 3 niam 2014. Giai doan thang 2-3-4, diéu kién nhiét do & TP HO Chi
Mlnh va khu vuc lan can dao dong trong khoang 27- 28°C [1]. Khi ha thap nhiét do 4
xudng con 20°C, day 1a nhiét do khong thuan loi d01 véi Ech dong tai thoi diém nay
trong nam, do do, hoat dong di cu tu phat ctia cc té bao hong cau giam di. Viéc giam
hoat dong di cu tu phat nham tiét kiém nang lugng cua co thé trudc diéu kién nhiét do
mbi treong ha thap, vi éch 1a dong vat bién nhiét. Trong khi d6, viéc tang nhiét do 1 1én
37°C c6 tac dong rat dang ké 18n viéc thuc hién cac chic nang cua té bao h6ng cau éch
[10] lam tang hoat dong di cur tw phét clia té bdo hdng cau.

3.3. Khd néng thuc bao cia té bao hang cau Ech dong

Két qua thi nghiém da chi ra rang, cac t& bao hong cau c6 nhan c6 kha nang tham
gia thuc bao twong tw nhu bach cu. Té bao hong cau khi nudi u véi cac ddi twong thuc
bao (S. cerevisiae, B. subtilis, E. coli) d4 tao ra cac chan gia dé bao lay cac té bao vi
khuan (hinh 3.2).
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Hinh 3.2. Qua trinh thiee bao ¢ hong cau Rana rugulosa
1 — té bao ndm men, 2 —hong cau

Co ché nay khong khac so véi co ché da duoc biét dén 16 ¢ té bao bach cau. Két
qué thi nghiém d4 khing dinh gia thiét cua P. Prunesco (1971) [15], ong da néu ra rang
ngoai kha ning thuc bao khong chi co & té bao bach Cau Té bao hong cau méau co kha
ning tao ra chan gia dé di chuyén dén nhing noi “cén thiét”, dé thyc hién chirc ning
mién dich khi co thé c6 nhu cau. Sy di cu nay 1a mot trong nhirng giai doan cua qua
trinh thuc bao. [12]

Ngoai ra, dé thuc hién chue ning mién dich ciia minh, & cac thé thuc bao can phai
€O su hién dién cua “dy trir mang” (membrane reserve) dudi dang cac “gap” (folds) cua
mang té bao. “Du trir mang” dugc cac hong cau (trir hong cau cua dong vat hiru nhil),
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bach cau va tiéu cau st dung dé tao ra cac chan gia trong viéc di chuyén kiéu amip.
Nho cac “nép gap” trén mang, cac thé thuc bao co thé bién doi hinh dang khi di qua cac
tieu mao mach. Pai lugng “dy trlt mang” dd dugc nghién clru nhicu ¢ te bao bach cau
dong vat hiru nhii (da s6 trén nguoi). O té bao hong cau éch cling d& phat hién “dy trix
mang” gilp chung thyc hién qua trinh di cu va thuc bao. [6]
3.4. Hogt tinh theec bao cia hong cdau Ech dong Rana rugulosa

Pé danh gia kha ning bao thyc cia té bao hong cau, thi nghiém duoc tién hanh
véi doi tegng thuc bao Saccharomyces cerevisiae, Bacillus subtilis va Escherichia coli
trong cac diéu kién nhiét d6 nudi u 20°C, nhiét @6 phong (doi chimg, khoang 28°C),
37°C.

Kha ning thuc bao caa té bao hong cau dugce danh gia thong qua chi sd thuc bao
(PI - ti 1€ phan tram té bao hong cau thuc bao trong 30-120 phut d6i vai tong so luong
te bao quan sat). Ket qua thi nghiém dugc thé hién trong bang 3.2.

Bdng 3.2. Chi s6 thire bao Pl cua té bao hong cau doi véi cde doi twong thue bao
khé&c nhau trong cac nhiét do nudi u khdc nhau (Prop. (%))

Nhiét d6 nudi i Ddi twong thyc bao
(°C) S. cerevisiae B. subtilis E. coli
20 36,95 *# 24,58 2B 36,78 *#
28 31,87°4 31,02 °A 33,93°°
37 36,03 *# 26,37 °B 33,52 ¢
Chu thich: *® °— sy phan nhom khéc biét theo cot
A B, C

— sy phan nhom khac biét theo hang

Tir bang 3.2 ta thay, khi thay d6i nhiét do u, chi sd thuc bao Pl cia té bao hong
cau ddi voi S. cerevisiae co sy thay ddi co ¥ nghia théng ké (p < 0,05). Khi ha thap
nhiét 6 u tir 28°C xudng con 20°C, chi sb thuc bao PI ting 1,160 lan. Pong thoi, khi
tang nhiét 6 u dén 37°C, chi s6 thuc bao PI tang tir 1,131 lan.

0 nhigt d6 u la 28°C chi s thuc bao Pl cia té bao hong cau thap hon chi s6 thuc
bao Pl cia té bao hong cau ¢ nhiét do u 20°C va 37°C. Ech 1a dong vat bién nhiét, cac
hoat dong sinh 1i cta éch nhay cam voi nhiing thay d6i cta nhiét do moi truong [ [11].
Khi nhiét d6 moéi truong ha thap (20°C) hoic tang cao (37°C) khién hé théng mién dich
cta éch nhay cam hon [11], Sw ¢6 mit cia ndm men (vat thé la) 12 tin hiéu 1am ting
hoat tinh thyc bao, tir do, ti I¢ thyc bao ¢ 2 nhiét do G nay cao hon so vai ti I¢ thuc bao
& nhiét d6 u ddi chung (28°C). [17]

Thi nghiém tién hanh véi dbi tugng thuc bao B. subtilis, chi s6 thyc bao PI thu
dugc co su thay dbi ngugc lai (p < 0.05). Khi ha thép nhiét do u tr 28°C xuéng con
20°C hoic tang 1én dén 37°C, chi s thuc bao Pl déu giam lan luot 1a 1,262 1an va 1,073
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lan twong tmg. B. subtilis 1a vi khuan wa 4m, diéu kién nhiét ¢ 37°C 1a diéu kién thuan
loi cho cac hoat dong sinh trudng, trao doi chat, co thé B. subtilis da thé tong hop duoc
khang sinh (antibiotic) subtinlin [7]. Khang sinh nay d& kim hdm qua trinh thuc bao cua
té bao hong cau Rana rugulosa. O diéu kién nhiét do 20°C, day l1a nhiét d6 thap so voi
nhiét d¢ toi wru cho B. subtilis sinh truong. C6 thé, khi 0 & nhiét do ndy, B. subtilis bt
dau chuyén sang ton tai ¢ dang bao tir [3], cac tin hiéu hoa hoc hoat hda qua trinh thuc
bao bi giam di, tir 46, 1am giam ti 1¢ thuc bao cia té bao hong cau éch.

Khao sét chi s6 thuc bao Pl caa hong cau Ech dong dbi véi E. coli, ta thay duoc
mot khuynh hudng thay ddi khac. Cu thé, khi ha thap nhiét do o tir 28°C xudng con
20°C, chi s6 thyre bao PI tang 1,097 lan (p < 0,05), con khi nhiét d6 u tang lén dén 37°C
thi chi s6 thuc bao Pl giam tir 33,93% xubng 33,52%, tuy nhién, sy khac biét nay
khong c6 ¥ nghia thong ké (p > 0,05). E. coli duoc xem nhu mot “mau thir d& dang”
trong cac thi nghiém vé hé thong mién dich ty nhién [11], dong thoi, day 1a mot ddi
twong ki sinh quen thudc & cac loai dong vat. Piéu ndy c6 thé giai thich cho sy khong
khéc biét vé chi sb thuc bao PI du6i sy thay dbi nhiét do tir 28°C 1én 37°C [11]. Trong
khi d6, nhiét 6 i 20°C c6 thé da anh huong dén dong thoi ca E. coli lan hoat dong sinh
li ciia Rana rugulosa, trong d6, hé mién dich c6 nhitng phan tng tra 16i manh hon [11]
trong khi E. coli tré nén yéu hon, d& bi cac t& bao thuc bao tin cong hon, tir d6, khiu ¢
nhiét d6 nay d4 1am tang ti 1é thuc bao cua té bao hong cau.

Tir bang 3.2 va hinh 3.3, ta thay kha ning thyc bao ctia hong cau Ech dong Rana
rugulosa déi v6i nhitng d6i twong thuc bao khac nhau cd sy khac biét.
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~S. cerevisiae

= B. subtilis

Chi s6 thuc bao PI (%)

wE. coli

5 37" Nhiét dou (°C)

Hinh 3.3. Biéu do thé hién chi s6 thuc bao ciia té bao hong cau Rana rugulosa
doi voi S. cerevisiae, B. subtilis va E. coli trong cac nhiét do nuéi u khdac nhau
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Tir hinh 3.3 ¢6 thé thiy kha ning thuc bao cua té bao hong cau Rana rugulosa ddi
véi cac ddi tuong khac nhau 1a khéc nhau. Trong do, chi s6 thuc bao PI dbi véi S.
cerevisiae va E. coli ludn cao hon so v&i B. subtilis & tit ca cac nhiét do khao sat. Su
khéc biét ndy mot phan 1a do B. subtilis c6 kha ning tong hop khang sinh subtilin kim
hdm qua trinh thyc bao nhu d dé cap & trén. Mic khac, sy khac biét trén con do tac
dong phuc tap cua sy thay ddi nhiét do 1én hoat dong cua h¢ mién dich. Su thay ddi
nhiét ¢ co thé anh huong Ién chirc ning mién dich cta ludng cu theo ba hudng: (1)
gay ra phan tng stress nhiét; (2) tac dong truc tiép dén cac té bao mién dich hoic hoat
dong cua cac protein churc nang; (3) cho phép tdc nhan gay bénh thich nghi vi moi
truong nhiét nhanh hon vét chii ludng cu ma né ki sinh [16]. Sy khac biét ciia chi sb
thuc bao PI 13 két qua cua sy tuong tac qua lai tir ba hudng tac dong trén, phu thudc
vao tin hiéu hoa hoc va hoat tinh sinh hoc cua vat thé la (déi tugng thyc bao), phu
thudc vao cuong do, tdc do anh hudng cia nhiét 46 1én dbi tuong thyc bao cling nhu
hoat tinh sinh 1i, hé mién dich ciia éch.

4.  Kétluan
Tur két qua thuc nghiém, dé tai d4 rit ramot s6 két luan sau:

- Té bao hdng cau Rana rugulosa c6 kha nang di cu ty phat va tham gia thuc bao.
Trong qua trinh di cu tu phat, hdng cau Rana rugulosa hinh thanh chéan gia vai nhiéu
hinh dang khac nhau. Trong qué trinh thuc bao, hong cau tao ra chan gia bao quanh dbi
tuong thuc bao twong ty nhu ¢ bach cAu.

- Sy tang nhiét d6 nudi u dan dén su tang hoat tinh di cu ty phat cua té bao h6ng
cau Rana rugulosa.

- Kha ning thuc bao cua hong cau phu thudc vao diéu kién nhiét do va ddi tuong
thuc bao. Trong do, chi sé thuc bao PI d6i véi S. cerevisiae va E. coli ludn cao hon so
v6i B. subtilis. Chi s6 thuc bao PI dbi voi S. cerevisiae ting khi ha nhiét d6 u (20°C) va
tang nhiét d6 u (37°C). Chi s thuc bao PI d6i véi B. subtilis giam khi ha nhiét d6 u
(20°C) va tang nhiét do 1 (37°C). Chi s6 thuc bao PI ddi voi E. coli tang khi ha nhiét do
1 (20°C) va thay ddi khong dang ké khi tang nhiét d6 u (37°C).
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