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TÓM TẮT 
Kết quả khảo sát khả năng di cư và thực bào của hồng cầu ở Ếch đồng Rana rugulosa 

cho thấy hồng cầu Rana rugulosa có khả năng di cư và thực bào tương tự như bạch cầu. Khi 
tăng hoặc giảm nhiệt độ nuôi ủ thì khả năng di cư của hồng cầu cũng tăng và giảm tương 
ứng. Khả năng thực bào của hồng cầu không những phụ thuộc vào những điều kiện nhiệt độ 
mà còn phụ thuộc vào đối tượng thực bào. Khi gặp phải điều kiện nhiệt độ bất lợi, khả năng 
thực bào của hồng cầu tăng lên đáng kể. 

Từ khóa: khả năng di cư, thực bào, hồng cầu. 
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. Mở đầu 
Nghề nuôi cá nước ngọt như nghề nuôi cá tra, cá basa, tôm càng xanh, cá lóc, cá 

rô đồng, cá sặc rằn đã và đang chiếm vị trí quan trọng [5]. Bên cạnh một số loài cá 
nước ngọt có giá trị kinh tế trên thì hiện nay một số hộ nông dân có xu hướng chuyển 
sang nuôi các loài thủy sản như lươn, ếch, rắn ri voi, ba ba… Trong đó, ếch đang là đối 
tượng được quan tâm nghiên cứu và nuôi nhiều nhất. Ếch không những là thực phẩm 
ngon, bổ được nhiều người ưa thích mà còn là đối tượng hữu ích trong nông nghiệp 
như tiêu diệt côn trùng, các loài địch hại khác trong nông nghiệp. Ngoài ra, ếch còn góp 
phần quan trọng vào các thí nghiệm về thần kinh và sinh lí học. [2] 

                                                
* ThS, Trường Đại học Sư phạm TPHCM 
** SV, Trường Đại học Sư phạm TPHCM 
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Trong thực nghiệm và lâm sàng, việc nắm được các chỉ số sinh lí của máu có ý 
nghĩa rất lớn trong chẩn đoán các trạng thái sinh lí và bệnh lí của cơ thể. Những thay đổi 
về chỉ số máu thường dẫn đến những biến đổi sinh lí, thể hiện như một dạng đáp ứng lại 
những biến đổi của môi trường. Đối với động vật biến nhiệt, nhiệt độ môi trường xung 
quanh là một trong những yếu tố quan trọng tác động đến các quá trình miễn dịch. Đã 
có giả thiết cho rằng, tế bào hồng cầu có khả năng “hấp thụ” các hạt lạ [15]. Gần đây, 
nhóm nghiên cứu tại Trường Đại học Tổng hợp Nghiên cứu Quốc gia Belgorod đã có 
những bước khởi đầu chứng minh khả năng di cư của tế bào hồng cầu ở Rana 
ridibunda, Cyprinus carpio và Gallus domesticus dưới ảnh hưởng của nhiệt độ nuôi ủ 
[10]. Tuy nhiên, đến nay vẫn chưa có nghiên cứu cụ thể nào về hoạt tính di cư cũng 
như chức năng thực bào của tế bào hồng cầu có nhân và việc nghiên cứu về ảnh hưởng 
của nhiệt độ đến các giai đoạn của quá trình thực bào của hồng cầu vẫn chưa được đề 
cập đến. 

Mục tiêu nghiên cứu: Khảo sát khả năng di cư và thực bào của tế bào hồng cầu Ếch 
đồng Rana rugulosa dưới sự thay đổi nhiệt độ trong thí nghiệm in vitro và ảnh hưởng 
của một số đối tượng thực bào đến khả năng thực bào hồng cầu. 
2. Phương pháp nghiên cứu 

Phương pháp thu mẫu máu: Làm bất động ếch bằng phương pháp hủy tủy. Máu 
ếch được lấy ở tim bằng phương pháp tiêm hút. Để tránh đông máu, kim tiêm và ống 
nghiệm thu máu được tẩm dung dịch Natri Citrat nồng độ 0,05%. 

Phương pháp tách hồng cầu: Máu ếch thu được được li tâm trong 5 phút với vận 
tốc 1500v/p. Hồng cầu được thu bằng pipetman ở lớp đáy ống nghiệm sau li tâm. 

Phương pháp khảo sát đặc tính di cư: Khả năng di cư của tế bào hồng cầu được 
thực hiện dựa trên phương pháp kiểm định tính di cư của tế bào máu dưới agarose 
(M.Z. Fedorova, V.N. Levin, 2001) [8]. Gel agarose (A. V. Pizov và cs., 2000 [13]) 
được trải đều trên lam kính. Sau khi gel agarose nguội và đông lại, dùng ống đục lỗ để 
tạo các ổ nuôi. Cho vào mỗi ô nuôi 4µL dung dịch hồng cầu được làm loãng bằng dung 
dịch sinh lí NaCl 0,65% (khoảng 400 ngàn tế bào [8]) được các mẫu. Các mẫu được 
nuôi ủ trong môi trường không có oxygen ở các nhiệt độ 20oC, 28oC, 37oC trong 24 
giờ.  

Mẫu sau khi ủ 24 giờ được cố định bằng dung dịch formaldehyde 10% trong 1 giờ. 
Sau khi cố định mẫu, tiến hành tách bỏ lớp gel. Nhuộm tiêu bản bằng thuốc nhuộm 
Giemsa trong 15 phút. Mẫu được quan sát và chụp hình bằng kính hiển vi đảo ngược 
Nikon Eclipse Ti-S. Xác định diện tích phân tán bằng phần mềm ImageJ 1.47v. 
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Hình 2.1. Mẫu được cố định bằng dung dịch formaldehyde 10% 
 

Phương pháp khảo sát khả năng thực bào: Để khảo sát khả năng thực bào của 
tế bào hồng cầu Ếch đồng, chúng tôi đã sử dụng các đối tượng thực bào Saccharomyces 
cerevisiae, Bacillus subtilis, Escherichia coli. Tế bào hồng cầu sau khi được tách từ 
dịch máu bằng phương pháp li tâm, được trộn với đối tượng thực bào theo tỉ lệ 1:50 
[14]. Cho hỗn hợp thu được vào trong ống nghiệm dung tích 5ml và nuôi ủ trong thời 
gian 30 phút ở các nhiệt độ 20oC, 28oC (đối chứng), 37oC. Hỗn hợp được lắc nhẹ sau 
mỗi 5 phút. Sau khi ủ, tiến hành làm tiêu bản, cố định và nhuộm tiêu bản. 

Phương pháp nhuộm tiêu bản: Tiêu bản máu được cố định và nhuộm màu theo 
phương pháp Romanowsky-Giemsa. Quan sát tiêu bản dưới kính hiểu vi quang học và 
đếm số lượng hồng cầu đã tham gia thực bào và xác định chỉ số thực bào (PI - 
phagocytic index). 

Chỉ số thực bào PI được xác định dựa trên số tế bào tham gia thực bào trên tổng 
số tế bào quan sát được: 

 
 

Chú thích:  PI: Chỉ số thực bào 
n: Số tế bào tham gia thực bào 
N: Số tế bào quan sát (mỗi lam kính quan sát 200 tế bào) 
Phương pháp xử lí số liệu 
Các số liệu về diện tích phân tán của hồng cầu được xử lí thống kê. Giá trị trung 

bình và độ lệch chuẩn (SD) được xác định bởi One-way analysis of variance (ANOVA) 
trên Minitab 16. Thí nghiệm ghi nhận kết quả có ý nghĩa về mặt thống kê với p ≤ 0,05. 

Các số liệu về khả năng thực bào của hồng cầu được xử lí bằng các thuật toán 
thống kê trên máy vi tính bằng phần mềm Minitab 16. 

Giá trị PI được trình bày ở dạng tỉ lệ và khoảng ước lượng với độ tin cậy 95%. 
3. Kết quả và biện luận 
3.1. Khả năng di cư tự phát của tế bào hồng cầu Ếch đồng 

Để khảo sát khả năng di cư tự phát của tế bào hồng cầu, thí nghiệm được tiến 
hành với dung dịch máu chưa tách hồng cầu (gồm hồng cầu và bạch cầu). Kết quả thí 
nghiệm cho thấy, trước khi di cư các tế bào chiếm toàn bộ diện tích ô nuôi (hình 3.1 

PI =  x 100 
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A); sau 24 giờ nuôi ủ, các tế bào di chuyển tập trung ra phần rìa của ô nuôi (hình 3.1 
B). Trong quá trình di cư, tế bào hồng cầu đã di cư tích cực và nhanh hơn tế bào hạch 
cầu (hình 3.1 C). 

Theo kết quả của một nghiên cứu của S.I. Golovko (2010) [9], trong mối so sánh 
tương quan với tế bào hồng cầu của cá và chim, tế bào hồng cầu ếch có hàm lượng dự 
trữ tế bào chất và dự trữ màng cao hơn cho phép chúng hình thành chân giả dài hơn. Sự 
hình thành chân giả ở hồng cầu có nhân của ếch, cũng như ở cá và chim, cho phép 
chúng tham gia vào hoạt động di cư [6], thực hiện các chuyển động kiểu amip và tham 
gia vào quá trình thực bào [15], tương tự bạch cầu. 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

Hình 3.1. Sự phân bố của tế bào máu Rana rugulosa trong ô nuôi 
 

Trước di cư: A – độ phóng đại х40; sau 24 giờ nuôi ủ: B – độ phóng đại х40, C – 
độ phóng đại x400; 1 – vùng rìa ô nuôi, 2 – hồng cầu, 3 –  bạch cầu 

 
3.2. Đặc tính di cư của tế bào hồng cầu Ếch đồng dưới sự thay đổi nhiệt độ trong 
thí nghiệm in vitro 

Để khảo sát sự ảnh hưởng của nhiệt độ đến đặc tính di cư của tế bào hồng cầu, thí 
nghiệm được tiến hành trong các điều kiện nhiệt độ nuôi ủ 20oC (nhiệt độ thấp so với 
điều kiện bình thường), nhiệt độ phòng (đối chứng, khoảng 28oC), 37oC (nhiệt độ cao 
so với điều kiện bình thường). Đặc tính di cư của tế bào hồng cầu được đánh giá thông 
qua việc xác định diện tích phân tán của các tế bào hồng cầu trong ô. 

Bảng 3.1. Diện tích phân tán của hồng cầu sau 24 giờ  
ủ trong các điều kiện nhiệt độ khảo sát  

 

Nhiệt độ (oC) Số mẫu Giá trị trung bình (mm2) 
37 30 5,6561 ± 0,5004 a 

28 30 5,1850 ± 0,9003 b 

20 30 4,1672 ± 0,7440 c 

Chú thích: a, b, c: kết quả phân nhóm theo Tukey 
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Từ bảng 3.1, ta thấy diện tích phân tán của tế bào hồng cầu khi ủ ở 3 nhiệt độ 
khác nhau (20oC, 28oC, 37oC) là khác nhau và sự khác biệt này có ý nghĩa thống kê (p 
< 0,05). Cụ thể, khi tăng nhiệt độ nuôi ủ lên đến 37oC, diện tích phân tán của tế bào 
hồng cầu tăng 0,4712mm2 so với đối chứng (28oC), khoảng ước lượng 95% CI dao 
động trong khoảng 0,0198mm2 đến 0,9225mm2; khi nhiệt độ nuôi ủ giảm xuống 20oC 
(so với đối chứng – 28oC), diện tích phân tán của tế bào hồng cầu giảm 1,0178mm2, 
khoảng ước lượng 95% CI dao động trong khoảng 0,5664mm2 đến 1,4692mm2. 

Ếch đồng Rana rugulosa sinh sống chủ yếu ở vùng nhiệt đới với khí hậu nóng ẩm 
quanh năm, biên độ nhiệt hẹp [4]. Thí nghiệm khảo sát đặc tính di cư được tiến hành ở 
ếch bắt trong tháng 3 năm 2014. Giai đoạn tháng 2-3-4, điều kiện nhiệt độ ở TP Hồ Chí 
Minh và khu vực lân cận dao động trong khoảng 27-28oC [1]. Khi hạ thấp nhiệt độ ủ 
xuống còn 20oC, đây là nhiệt độ không thuận lợi đối với Ếch đồng tại thời điểm này 
trong năm, do đó, hoạt động di cư tự phát của các tế bào hồng cầu giảm đi. Việc giảm 
hoạt động di cư tự phát nhằm tiết kiệm năng lượng của cơ thể trước điều kiện nhiệt độ 
môi trường hạ thấp, vì ếch là động vật biến nhiệt. Trong khi đó, việc tăng nhiệt độ ủ lên 
37oC có tác động rất đáng kể lên việc thực hiện các chức năng của tế bào hồng cầu ếch 
[10] làm tăng hoạt động di cư tự phát của tế bào hồng cầu. 
3.3. Khả năng thực bào của tế bào hồng cầu Ếch đồng 

Kết quả thí nghiệm đã chỉ ra rằng, các tế bào hồng cầu có nhân có khả năng tham 
gia thực bào tương tự như bạch cầu. Tế bào hồng cầu khi nuôi ủ với các đối tượng thực 
bào (S. cerevisiae, B. subtilis, E. coli) đã tạo ra các chân giả để bao lấy các tế bào vi 
khuẩn (hình 3.2). 

 
 
 
 

 
 

Hình 3.2. Quá trình thực bào ở hồng cầu Rana rugulosa 
1 – tế bào nấm men, 2 – hồng cầu 

Cơ chế này không khác so với cơ chế đã được biết đến rõ ở tế bào bạch cầu. Kết 
quả thí nghiệm đã khẳng định giả thiết của P. Prunesco (1971) [15], ông đã nêu ra rằng 
ngoài khả năng thực bào không chỉ có ở tế bào bạch cầu. Tế bào hồng cầu máu có khả 
năng tạo ra chân giả để di chuyển đến những nơi “cần thiết”, để thực hiện chức năng 
miễn dịch khi cơ thể có nhu cầu. Sự di cư này là một trong những giai đoạn của quá 
trình thực bào. [12] 

Ngoài ra, để thực hiện chức năng miễn dịch của mình, ở các thể thực bào cần phải 
có sự hiện diện của “dự trữ màng” (membrane reserve) dưới dạng сác “gấp” (folds) của 
màng tế bào. “Dự trữ màng” được các hồng cầu (trừ hồng cầu của động vật hữu nhũ), 

1 

2 

2 

1 
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bạch cầu và tiểu cầu sử dụng để tạo ra các chân giả trong việc di chuyển kiểu amip. 
Nhờ các “nếp gấp” trên màng, các thể thực bào có thể biến đổi hình dạng khi đi qua các 
tiểu mao mạch. Đại lượng “dự trữ màng” đã được nghiên cứu nhiều ở tế bào bạch cầu 
động vật hữu nhũ (đa số trên người). Ở tế bào hồng cầu ếch cũng đã phát hiện “dự trữ 
màng” giúp chúng thực hiện quá trình di cư và thực bào. [6] 
3.4. Hoạt tính thực bào của hồng cầu Ếch đồng Rana rugulosa 

Để đánh giá khả năng bào thực của tế bào hồng cầu, thí nghiệm được tiến hành 
với đối tượng thực bào Saccharomyces cerevisiae, Bacillus subtilis và Escherichia coli 
trong các điều kiện nhiệt độ nuôi ủ 20oC, nhiệt độ phòng (đối chứng, khoảng 28oC), 
37oC. 

Khả năng thực bào của tế bào hồng cầu được đánh giá thông qua chỉ số thực bào 
(PI – tỉ lệ phần trăm tế bào hồng cầu thực bào trong 30-120 phút đối với tổng số lượng 
tế bào quan sát). Kết quả thí nghiệm được thể hiện trong bảng 3.2. 

Bảng 3.2. Chỉ số thực bào PI của tế bào hồng cầu đối với các đối tượng thực bào 
khác nhau trong các nhiệt độ nuôi ủ khác nhau (Prop. (%)) 

 

Nhiệt độ nuôi ủ  
(oC) 

Đối tượng thực bào 

S. cerevisiae B. subtilis E. coli 

20 36,95 a A 24,58 a B 36,78 a A 
28 31,87 b A 31,02 b A 33,93 b B 
37 36,03 a A 26,37 c B 33,52  b C 

Chú thích: a, b, c – sự phân nhóm khác biệt theo cột 
A, B, C – sự phân nhóm khác biệt theo hàng 

 

Từ bảng 3.2 ta thấy, khi thay đổi nhiệt độ ủ, chỉ số thực bào PI của tế bào hồng 
cầu đối với S. cerevisiae có sự thay đổi có ý nghĩa thống kê (p < 0,05). Khi hạ thấp 
nhiệt độ ủ từ 28oC xuống còn 20oC, chỉ số thực bào PI tăng 1,160 lần. Đồng thời, khi 
tăng nhiệt độ ủ đến 37oC, chỉ số thực bào PI tăng từ 1,131 lần.  

Ở nhiệt độ ủ là 28oC, chỉ số thực bào PI của tế bào hồng cầu thấp hơn chỉ số thực 
bào PI của tế bào hồng cầu ở nhiệt độ ủ 20oC và 37oC. Ếch là động vật biến nhiệt, các 
hoạt động sinh lí của ếch nhạy cảm với những thay đổi của nhiệt độ môi trường [11]. 
Khi nhiệt độ môi trường hạ thấp (20oC) hoặc tăng cao (37oC) khiến hệ thống miễn dịch 
của ếch nhạy cảm hơn [11], sự có mặt của nấm men (vật thể lạ) là tín hiệu làm tăng 
hoạt tính thực bào, từ đó, tỉ lệ thực bào ở 2 nhiệt độ ủ này cao hơn so với tỉ lệ thực bào 
ở nhiệt độ ủ đối chứng (28oC). [17] 

Thí nghiệm tiến hành với đối tượng thực bào B. subtilis, chỉ số thực bào PI thu 
được có sự thay đổi ngược lại (p < 0.05). Khi hạ thấp nhiệt độ ủ từ 28oC xuống còn 
20oC hoặc tăng lên đến 37oC, chỉ số thực bào PI đều giảm lần lượt là 1,262 lần và 1,073 
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lần tương ứng. B. subtilis là vi khuẩn ưa ấm, điều kiện nhiệt độ 37oC là điều kiện thuận 
lợi cho các hoạt động sinh trưởng, trao đổi chất, có thể B. subtilis đã thể tổng hợp được 
kháng sinh (antibiotic) subtinlin [7]. Kháng sinh này đã kìm hãm quá trình thực bào của 
tế bào hồng cầu Rana rugulosa. Ở điều kiện nhiệt độ 20oC, đây là nhiệt độ thấp so với 
nhiệt độ tối ưu cho B. subtilis sinh trưởng. Có thể, khi ủ ở nhiệt độ này, B. subtilis bắt 
đầu chuyển sang tồn tại ở dạng bào tử [3], các tín hiệu hóa học hoạt hóa quá trình thực 
bào bị giảm đi, từ đó, làm giảm tỉ lệ thực bào của tế bào hồng cầu ếch. 

Khảo sát chỉ số thực bào PI của hồng cầu Ếch đồng đối với E. coli, ta thấy được 
một khuynh hướng thay đổi khác. Cụ thể, khi hạ thấp nhiệt độ ủ từ 28oC xuống còn 
20oC, chỉ số thực bào PI tăng 1,097 lần (p < 0,05), còn khi nhiệt độ ủ tăng lên đến 37oC 
thì chỉ số thực bào PI giảm từ 33,93% xuống 33,52%, tuy nhiên, sự khác biệt này 
không có ý nghĩa thống kê (p > 0,05). E. coli được xem như một “mẫu thử dễ dàng” 
trong các thí nghiệm về hệ thống miễn dịch tự nhiên [11], đồng thời, đây là một đối 
tượng kí sinh quen thuộc ở các loài động vật. Điều này có thể giải thích cho sự không 
khác biệt về chỉ số thực bào PI dưới sự thay đổi nhiệt độ từ 28oC lên 37oC [11]. Trong 
khi đó, nhiệt độ ủ 20oC có thể đã ảnh hưởng đến đồng thời cả E. coli lẫn hoạt động sinh 
lí của Rana rugulosa, trong đó, hệ miễn dịch có những phản ứng trả lời mạnh hơn [11] 
trong khi E. coli trở nên yếu hơn, dễ bị các tế bào thực bào tấn công hơn, từ đó, khi ủ ở 
nhiệt độ này đã làm tăng tỉ lệ thực bào của tế bào hồng cầu. 

Từ bảng 3.2 và hình 3.3, ta thấy khả năng thực bào của hồng cầu Ếch đồng Rana 
rugulosa đối với những đối tượng thực bào khác nhau có sự khác biệt. 

Hình 3.3. Biểu đồ thể hiện chỉ số thực bào của tế bào hồng cầu Rana rugulosa  
đối với S. cerevisiae, B. subtilis và E. coli trong các nhiệt độ nuôi ủ khác nhau 
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Từ hình 3.3 có thể thấy khả năng thực bào của tế bào hồng cầu Rana rugulosa đối 
với các đối tượng khác nhau là khác nhau. Trong đó, chỉ số thực bào PI đối với S. 
cerevisiae và E. coli luôn cao hơn so với B. subtilis ở tất cả các nhiệt độ khảo sát. Sự 
khác biệt này một phần là do B. subtilis có khả năng tổng hợp kháng sinh subtilin kìm 
hãm quá trình thực bào như đã đề cập ở trên. Mặc khác, sự khác biệt trên còn do tác 
động phức tạp của sự thay đổi nhiệt độ lên hoạt động của hệ miễn dịch. Sự thay đổi 
nhiệt độ có thể ảnh hưởng lên chức năng miễn dịch của lưỡng cư theo ba hướng: (1) 
gây ra phản ứng stress nhiệt; (2) tác động trực tiếp đến các tế bào miễn dịch hoặc hoạt 
động của các protein chức năng; (3) cho phép tác nhân gây bệnh thích nghi với môi 
trường nhiệt nhanh hơn vật chủ lưỡng cư mà nó kí sinh [16]. Sự khác biệt của chỉ số 
thực bào PI là kết quả của sự tương tác qua lại từ ba hướng tác động trên, phụ thuộc 
vào tín hiệu hóa học và hoạt tính sinh học của vật thể lạ (đối tượng thực bào), phụ 
thuộc vào cường độ, tốc độ ảnh hưởng của nhiệt độ lên đối tượng thực bào cũng như 
hoạt tính sinh lí, hệ miễn dịch của ếch. 

4. Kết luận 

Từ kết quả thực nghiệm, đề tài đã rút ra một số kết luận sau: 

- Tế bào hồng cầu Rana rugulosa có khả năng di cư tự phát và tham gia thực bào. 
Trong quá trình di cư tự phát, hồng cầu Rana rugulosa hình thành chân giả với nhiều 
hình dạng khác nhau. Trong quá trình thực bào, hồng cầu tạo ra chân giả bao quanh đối 
tượng thực bào tương tự như ở bạch cầu. 

- Sự tăng nhiệt độ nuôi ủ dẫn đến sự tăng hoạt tính di cư tự phát của tế bào hồng 
cầu Rana rugulosa. 

- Khả năng thực bào của hồng cầu phụ thuộc vào điều kiện nhiệt độ và đối tượng 
thực bào. Trong đó, chỉ số thực bào PI đối với S. cerevisiae và E. coli luôn cao hơn so 
với B. subtilis. Chỉ số thực bào PI đối với S. cerevisiae tăng khi hạ nhiệt độ ủ (20oC) và 
tăng nhiệt độ ủ (37oC). Chỉ số thực bào PI đối với B. subtilis giảm khi hạ nhiệt độ ủ 
(20oC) và tăng nhiệt độ ủ (37oC). Chỉ số thực bào PI đối với E. coli tăng khi hạ nhiệt độ 
ủ (20oC) và thay đổi không đáng kể khi tăng nhiệt độ ủ (37oC). 
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