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Đặt vấn đề

Quy trình sản xuất phôi bò in vitro; bảo quản lạnh phôi 
bò in vitro; cấy chuyển phôi bò in vitro đã và đang được sử 
dụng rộng rãi trong nhiều phòng thí nghiệm trên thế giới. 
Cùng với sự phát triển của kỹ thuật siêu âm thu tế bào trứng, 
kỹ thuật bảo quản lạnh phôi bò ngày càng phát triển và được 
ứng dụng mang tính thương mại. Bảo quản lạnh phôi bò 
in vitro có vai trò quan trọng trong việc bảo vệ nguồn vật 
liệu di truyền trong hệ thống chăn nuôi gia súc truyền thống 
[1]. Khoảng 9,5% trong tổng số 385.000 phôi bò in vitro 
được sử dụng cho cấy chuyển phôi trên thế giới có nguồn 
gốc từ phôi đông lạnh và khoảng 250.000 phôi bò in vivo 
đông lạnh được sử dụng cho cấy chuyển phôi [2]. Tuy 
nhiên, tỷ lệ có chửa sau cấy chuyển phôi bò in vitro đông 
lạnh - giải đông vẫn thấp hơn so với phôi bò không đông 
lạnh hoặc phôi bò in vivo đông lạnh - giải đông. Thành công 
của quá trình bảo quản lạnh phôi bò in vitro phụ thuộc vào 
một số yếu tố, trong đó chất lượng phôi trước khi đông lạnh 
và phương pháp đông lạnh có vai trò quan trọng, ảnh hưởng 
đến khả năng sống và phát triển tiếp theo của phôi sau đông 
lạnh - giải đông.

Mục đích của bảo quản lạnh phôi là duy trì, lưu giữ phôi 
ở trạng thái hiện có của chúng và cho phép chúng phát triển 
sau khi được giải đông. Khi được bảo quản ở nhiệt độ thấp, 

các hoạt động của emym nội bào, hô hấp tế bào, trao đổi 
chất, sự phân chia của phôi được tạm dừng. Do đó, phôi 
có thể được bảo quản mà không gây ra bất kỳ tổn thương 
di truyền nào [3]. Phôi bò thường được đông lạnh bằng 
phương pháp đông lạnh chậm hoặc thủy tinh hóa [4]. Đông 
lạnh chậm gây nhiều tổn thương cho phôi của động vật có 
vú do sự hình thành tinh thể đá nội bào và độc tố của chất 
bảo vệ lạnh. Thủy tinh hóa là một quy trình vật lý mà theo 
đó dung dịch chuyển sang dạng ổn định như thủy tinh bằng 
cách làm lạnh nhanh chóng nhưng không có sự hình thành 
tinh thể đá [5]. Quá trình thủy tinh hóa được thực hiện trong 
dung dịch thủy tinh hóa có chứa nồng độ cao chất bảo vệ 
lạnh với một tốc độ đông lạnh nhanh nhằm ngăn chặn sự 
hình thành tinh thể đá. Phương pháp đông lạnh thủy tinh hóa 
là cách tiếp cận tối ưu vì có thể tránh được tổn thương lạnh 
và sự hình thành tinh thể đá. Thời gian từ lúc khử nước nội 
bào đến lúc kết thúc quá trình đông lạnh xảy ra rất nhanh. 

Thủy tinh hóa có một số ưu điểm vượt trội so với phương 
pháp đông lạnh chậm truyền thống như: đơn giản, dễ thực 
hiện, chi phí thấp, không cần các thiết bị đông lạnh đắt tiền, 
nâng cao hiệu quả bảo quản lạnh vì ngăn ngừa được sự hình 
thành tinh thể đá nội bào. Phương pháp đông lạnh chậm 
truyền thống thường sử dụng đơn lẻ chất bảo vệ lạnh như 
glycerol, ethylene glycol hay dimethyl sulfoxide. Trong khi 
đó, phương pháp thủy tinh hóa thường sử dụng kết hợp các 
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Tóm tắt:

Mục đích của nghiên cứu này nhằm so sánh một số phương pháp thủy tinh hóa và giai đoạn phát triển của phôi bò 
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(1) Thủy tinh hóa bằng cryotop và (2) Thủy tinh hóa bằng microdrop. Tỷ lệ phôi bò thu được sau giải đông của 
phương pháp (1) cao hơn so với (2) (100 so với 81,01%, p<0,05). Tuy nhiên không có sự khác biệt về tỷ lệ phôi sống, 
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với 91,89%; 83,1 so với 84,43% và 20,34 so với 17,79%, p>0,05). Trong nghiên cứu này, tỷ lệ hợp tử sống, phân chia, 
tạo phôi nang và phôi nang thoát màng sau giải đông tương ứng đạt 86,83, 63,83, 21,39 và 3,91%. Nghiên cứu không 
nhận thấy sự khác biệt về tỷ lệ phôi sống, phôi thoát màng sau giải đông giữa nhóm phôi dâu/dâu chặt và phôi nang 
(tương ứng 82,67 so với 88,43%; 16,54 so với 20,34%, p>0,05). Kết quả cho thấy, phôi bò in vitro được đông lạnh 
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chất bảo vệ lạnh như glycerol + ethylene glycol; glycerol 
+ dimethyl sulfoxide… [6]. Việc sử dụng kết hợp các chất 
bảo vệ lạnh sẽ nâng cao khả năng sống của phôi sau đông 
lạnh - giải đông. Thủy tinh hóa phôi bằng cryotop đã được 
ứng dụng thành công ở bò với tỷ lệ phôi sống sau đông lạnh 
- giải đông đạt >70% [2, 7]. 

Việc lựa chọn giai đoạn phát triển của phôi phù hợp với 
quá trình thủy tinh hóa vẫn còn nhiều tranh cãi [8]. Bảo 

quản lạnh phôi ở giai đoạn phôi nang cho phép cấy chuyển 
phôi ngay sau khi giải đông mà không cần phải nuôi phôi 
in vitro sau đông lạnh - giải đông [9]. Một số nhà nghiên 
cứu nhận thấy, bảo quản lạnh phôi nang ở giai đoạn sớm sẽ 
tốt hơn giai đoạn phôi nang giãn nở [10]; và phôi bò đông 
lạnh ở giai đoạn 4-8 tế bào chỉ tiếp tục phát triển đến giai 
đoạn phôi dâu sau đông lạnh - giải đông [8]. Tuy nhiên, nếu 
phôi được đông lạnh - giải đông ở giai đoạn sớm và tiếp tục 
phát triển đến giai đoạn phôi nang sau nuôi in vitro thì việc 
sử dụng các phôi nang này cho cấy chuyển sẽ giống như sử 
dụng phôi không đông lạnh [11].

Tại Việt Nam, có rất ít báo cáo về đông lạnh phôi bò sản 
xuất in vitro bằng phương pháp thủy tinh hóa. Xuất phát từ 
nhu cầu thực tế đó, nghiên cứu này được thực hiện nhằm 
đánh giá ảnh hưởng của phương pháp đông lạnh và giai 
đoạn phát triển của phôi bò sản xuất in vitro đến hiệu quả 
bảo quản lạnh phôi bò in vitro.

Vật liệu và phương pháp nghiên cứu

Vật liệu 

Tất cả các hóa chất sử dụng cho thí nghiệm trong nghiên 
cứu này được mua của Hãng Sigma-Aldrich Chemical, 
St.Louis, MO, Mỹ. Sử dụng cryotop của Hãng Kitazato, 
Nhật Bản; pipette tạo microdrop mua của Hãng Hirschman, 
Đức cho quá trình thủy tinh hóa trong nghiên cứu này.

Nghiên cứu được thực hiện trên phôi bò thịt lai Sind thụ 
tinh in vitro.

Phương pháp nghiên cứu

Thủy tinh hóa phôi bò in vitro bằng cryotop:

- Chuẩn bị môi trường:

+ Môi trường lưu phôi bò: M199-Hepes có bổ sung 10% 
huyết thanh thai bê và kháng sinh (100 iu Penicillin/ml + 0,1 
mg Streptomycin/ml).

+ Môi trường cân bằng: M199-Hepes có bổ sung 10% 
(v/v) huyết thanh thai bê, 10% (v/v) ethylene glycol, 10%  
(v/v) dymethylsulfoxide.

+ Môi trường thủy tinh hóa: M199-Hepes có bổ sung 
10% huyết thanh thai bê, 20% ethylene glycol (v/v), 20%  
dymethylsulfoxide (v/v), 0,5 M sucrose.

- Thủy tinh hóa phôi bò bằng cryotop: 

+ Phôi bò được rửa 3 lần trong môi trường lưu phôi 
trước khi chuyển vào môi trường cân bằng. Phôi bò được để 
trong môi trường cân bằng trong vòng 3 phút sau đó chuyển 
sang môi trường thủy tinh hóa và được nạp vào cryotop ở 
22-24oC. Sau đó, cryotop được nhúng ngập trực tiếp vào 
trong dung dịch nitơ lỏng trong vòng 25 giây.
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Abstract:

The study aimed to evaluate the influence of different 
vitrification methods and developmental stages of bovine 
embryos produced in vitro during cryopreservation in 
Vietnam. In vitro bovine embryos were frozen by two 
methods: (1) Vitrification by cryotop and (2) Vitrification 
by microdrop. The percentage of embryos obtained after 
thawing of method (1) was higher than that of (2) (100 
vs 81.01%, p<0.05). However, there was no difference 
in survival, re-expansion and hatching blastocyst rates 
after thawing between the two methods (1) and (2) (88.43 
vs 91.89%; 83.1 vs 84.43%; and 20.34 vs 17.79%, p>0.05; 
respectively). In this study, the survival, cleavage, 
blastocyst and hatching blastocyst rates of in vitro 
bovine zygotes after thawing were 86.83, 63.83, 21.39, 
and 3.91%, respectively. The authors did not observe 
any difference in survival and hatching blastocyst rates 
after thawing while vitrification at morula/compact 
morula and blastocyst stages (82.67 vs 88.43%, 16.54 
vs 20.34%, p>0.05; respectively). The results showed 
that in vitro bovine embryos were successfully frozen at 
the zygotes, the morula/compact morula and blastocyst 
stage by vitrification. 

Keywords: bovine embryos produced in vitro, cryotop, 
microdrop, vitrification.
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+ Phôi được bảo quản trong dung dịch nitơ lỏng cho tới 
khi giải đông.

Thủy tinh hóa phôi bò bằng microdrop:

- Chuẩn bị môi trường:

+ Môi trường lưu phôi bò: M199-Hepes có bổ sung 10% 
huyết thanh thai bê và kháng sinh (100 iu Penicillin/ml + 0,1 
mg Streptomycin/ml).

+ Môi trường cân bằng: M199-Hepes có bổ sung 10% 
huyết thanh thai bê (v/v), 10% ethylene glycol (v/v), 10%  
dymethylsulfoxide (v/v).

+ Môi trường thủy tinh hóa: M199-Hepes có bổ sung 
10% huyết thanh thai bê, 20% ethylene glycol (v/v), 20%  
dymethylsulfoxide (v/v) và 0,5 M sucrose.

- Thủy tinh hóa phôi bò bằng microdrop: 

+ Phôi bò được rửa 3 lần trong môi trường lưu phôi 
trước khi chuyển vào môi trường cân bằng. Phôi bò được để 
trong môi trường cân bằng trong vòng 3 phút sau đó chuyển 
sang môi trường thủy tinh hóa và được hút vào một pipette, 
rồi thả thẳng trực tiếp lên bề mặt giấy bạc đã được làm lạnh 
5-10 phút trước đó trên dung dịch nitơ lỏng để ngay lập tức 
tạo thành các giọt thủy tinh hóa có chứa phôi với lượng thể 
tích 1-2 µl. Thời gian từ lúc chuyển phôi sang môi trường 
thủy tinh hóa cho đến khi tạo giọt thủy tinh hóa trên bề mặt 
giấy bạc là 25 giây.

+ Các giọt thủy tinh hóa có chứa phôi sẽ được chuyển 
sang các ống Cryotube và bảo quản trong dung dịch nitơ 
lỏng.

Giải đông phôi bò sau thủy tinh hóa bằng cryotop:

- Chuẩn bị môi trường giải đông:

+ Môi trường T1: M199-Hepes có bổ sung 20% huyết 
thanh thai bê và kháng sinh (100 iu Penicillin/ml + 0,1 mg 
Streptomycin/ml).

+ Môi trường T2: M199-Hepes có bổ sung 0,5 M sucrose, 
20% huyết thanh thai bê và kháng sinh (100 iu Penicillin/ml 
+ 0,1 mg Streptomycin/ml).

- Giải đông phôi bò sau thủy tinh hóa bằng cryotop: 

+ Cryotop chứa phôi bò được lấy ra khỏi dung dịch nitơ 
lỏng và chuyển ngay lập tức vào môi trường T2 ở 38,5oC 
trong vòng 5 phút. 

+ Sau 5 phút phôi được chuyển sang môi trường T1 
trong vòng 5 phút để loại bỏ hết các chất bảo vệ lạnh.

Giải đông phôi bò sau thủy tinh hóa bằng microdrop:

- Chuẩn bị môi trường giải đông:

+ Môi trường T1: M199-Hepes có bổ sung 20% huyết 
thanh thai bê và kháng sinh (100 iu Penicillin/ml + 0,1 mg 
Streptomycin/ml).

+ Môi trường T2: M199-Hepes có bổ sung 0,5 M sucrose, 
20% huyết thanh thai bê và kháng sinh (100 iu Penicillin/ml 
+ 0,1 mg Streptomycin/ml).

- Giải đông phôi bò sau thủy tinh hóa bằng microdrop: 

+ Cryotube có chứa các giọt thủy tinh hóa có phôi bò 
đông lạnh sau khi lấy ra khỏi dung dịch nitơ lỏng ngay lập 
tức được đổ lại trên bề mặt giấy bạc đã được làm lạnh 5-10 
phút trên dung dịch nitơ lỏng trước đó. Tiếp theo, các giọt 
thủy tinh hóa có chứa phôi đông lạnh được chuyển sang môi 
trường T2 ở 38,5oC trong vòng 5 phút.

+ Sau 5 phút, phôi được chuyển sang môi trường T1 
trong vòng 5 phút để loại bỏ hết các chất bảo vệ lạnh.

Nuôi in vitro phôi bò sau đông lạnh - giải đông:

- Chuẩn bị môi trường nuôi phôi bò sau đông lạnh - giải 
đông: môi trường SOF có bổ sung 2,5% huyết thanh thai bê.

- Nuôi in vitro phôi bò sau đông lạnh - giải đông: phôi bò 
sau giải đông được rửa 3 lần trong môi trường nuôi SOF có 
bổ sung 2,5% huyết thanh thai bê. Tiếp theo, chuyển phôi bò 
sang nuôi 24-48 giờ trong môi trường nuôi SOF có bổ sung 
huyết thanh thai bê ở điều kiện 38,5oC, 5% CO2, 5% O2 và 
độ ẩm không khí bão hòa để đánh giá khả năng sống và phát 
triển trở lại của phôi bò sau đông lạnh - giải đông.

Xử lý số liệu: Số liệu được xử lý bằng phần mềm 
Microsoft Excell 2010 và Minitab, sự sai khác có ý nghĩa 
được kiểm tra bằng χ2 sử dụng hàm CHITEST, sự sai khác 
có ý nghĩa với p<0,05. 

Kết quả và bàn luận

Ảnh hưởng của phương pháp đông lạnh đến hiệu quả 
bảo quản lạnh phôi bò in vitro

Trong thí nghiệm này chúng tôi sử dụng 2 phương pháp 
đông lạnh: (1) Thủy tinh hóa bằng cryotop và (2) Thủy tinh 
hóa bằng microdrop. Tất cả các phôi bò in vitro sử dụng cho 
thí nghiệm này đều ở giai đoạn phôi nang thu ở ngày thứ 7 
sau thụ tinh in vitro. Hiệu quả của 2 phương pháp đông lạnh 
được đánh giá dựa trên các tiêu chí: số phôi thu được, số 
phôi sống, số phôi phát triển và giãn nở trở lại, số phôi thoát 
màng sau đông lạnh - giải đông. Kết quả thể hiện ở bảng 1 
cho thấy, không có sự sai khác có ý nghĩa về tỷ lệ phôi sống, 
phôi giãn nở trở lại và phôi thoát màng sau đông lạnh - giải 
đông đối với cả 2 nhóm cryotop và nhóm microdrop (tương 
ứng 88,43 so với 91,89%; 83,1 so với 84,43% và 20,34 so 
với 17,79%, p>0,05).
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Bảng 1. Khả năng thu hồi và phát triển in vitro của phôi bò 
in vitro sau thủy tinh hóa bằng cryotop hoặc microdrop.

Phương 
pháp 
đông lạnh

Số phôi 
được đông 
lạnh

Số phôi thu 
được sau 
đông lạnh - 
giải đông
% (Mean ±SE)

Số phôi sống 
sau đông lạnh - 
giải đông 
% (Mean ±SE)

Số phôi phát 
triển và giãn nở 
trở lại sau 
đông lạnh - 
giải đông
% (Mean ±SE)

Số phôi 
thoát màng
% (Mean±SE)

Cryotop 62 62
(100)a

54
(88,43±3,01)a

50
(83,1±4,04)a

12
(20,34±2,92)a

Microdrop 62 51
(81,01±3,06)b

46
(91,89±2,62)a

42
(84,43±4,32)a

9
(17,79±3,87)a

Ghi chú: thí nghiệm được thực hiện với 8 lần lặp lại, các giá trị trong 
cùng một cột có chữ cái khác nhau là sai khác có ý nghĩa (p<0,05).

Tốc độ đông lạnh là một trong những yếu tố quan trọng 
đảm bảo cho sự thành công của quá trình đông lạnh. Tốc 
độ đông lạnh nhanh làm giảm thời gian tiếp xúc của phôi 
với nhiệt độ, giảm bớt độc tố của chất bảo vệ lạnh, qua đó 
giảm thiểu các tổn thương của phôi trong quá trình đông 
lạnh. Tốc độ đông lạnh tăng sẽ giúp phôi tránh được những 
tổn thương lạnh, làm giảm nồng độ chất bảo vệ lạnh giúp 
tế bào vượt qua vùng nhiệt độ giới hạn (-5 đến -15oC) một 
cách nhanh chóng, nước nội bào sẽ đi ra ngoài tế bào và 
đông lạnh ở bên ngoài. Điều này sẽ ngăn chặn tổn thương 
lạnh đối với các giọt lipid nội bào, lipid có trong màng tế 
bào và bộ khung xương tế bào. Tốc độ đông lạnh phụ thuộc 
vào vật chứa mẫu, độ dẫn điện và thành phần dung dịch 
[12]. Khi lượng thể tích dung dịch chứa mẫu được giảm 
thiểu sẽ làm tăng tốc độ đông lạnh - giải đông phôi [12]. 
Đối với cả 2 phương pháp thủy tinh hóa bằng cryotop và 
microdrop, lượng dung dịch thủy tinh hóa chứa mẫu đông 
lạnh chỉ dao động trong khoảng 1-3 µl. Việc sử dụng một 
lượng nhỏ thể tích dung dịch thủy tinh hóa sẽ làm tăng tốc 
độ đông lạnh, nhờ đó giảm thiểu hiện tượng bị nứt vỡ màng 
sáng, tổn thương màng sinh chất khi phôi được tiếp xúc trực 
tiếp với dung dịch nitơ lỏng, qua đó nâng cao tỷ lệ phôi sống 
sau đông lạnh - giải đông [13, 14].

Để nâng cao hiệu quả quá trình thủy tinh hóa phôi bò, 
trong nghiên cứu này chúng tôi sử dụng hỗn hợp chất bảo 
vệ lạnh ethylene glycol và dimethyl sulfoxide. Đây là những 
chất bảo vệ lạnh thấm màng có khối lượng phân tử thấp. 
Các chất bảo vệ lạnh thấm màng có khả năng thấm màng, 
hoạt động trong nội bào như một chất bảo vệ thông qua việc 
hình thành liên kết hydrogen với phân tử nước và ngăn chặn 
sự hình thành tinh thể đá nội bào trong quá trình đông lạnh 
[15]. Ngoài ra, khi sử dụng kết hợp các chất bảo vệ lạnh với 
nhau trong quá trình thủy tinh hóa sẽ giảm bớt những ảnh 
hưởng bất lợi của chúng đối với tế bào trong quá trình thủy 
tinh hóa [16].

Hình 1. Phôi nang bò in vitro giãn nở và phát triển trở lại sau 
đông lạnh - giải đông.

Mặc dù không có sự sai khác có ý nghĩa về tỷ lệ phôi 
sống, phôi giãn nở trở lại và phôi thoát màng sau đông lạnh 
- giải đông, tuy nhiên số lượng phôi nang bò in vitro thu 
được sau đông lạnh - giải đông của nhóm cryotop cao hơn 
có ý nghĩa so với microdrop (tương ứng 100 so với 81,01%, 
p<0,05). Tỷ lệ thu được 100% phôi sau đông lạnh - giải 
đông đối với phương pháp đông lạnh bằng cryotop đã được 
một số tác giả báo cáo. Theo L.O. Leme và M.A.N. Dode 
(2017) [17], A.D. Rosa và cs (2010) [18], tỷ lệ phôi bò in 
vitro thu được sau đông lạnh - giải đông bằng cryotop đạt 
100%. Van Khanh Nguyen và cs (2018) [19] cũng nhận thấy 
việc mất một số lượng phôi sau đông lạnh - giải đông bằng 
phương pháp microdrop. Việc mất phôi sau đông lạnh - giải 
đông bằng phương pháp microdrop có thể là do phôi bị bám 
dính vào pipette thủy tinh trong quá trình thủy tinh hóa. 
Đó cũng chính là nhược điểm của phương pháp thủy tinh 
hóa bằng microdrop so với cryotop [19]. Chính vì vậy, theo 
quan điểm của chúng tôi nên sử dụng phương pháp thủy 
tinh hóa bằng cryotop cho quá trình bảo quản lạnh phôi của 
những động vật nuôi có giá trị.

Ảnh hưởng của giai đoạn phát triển của phôi bò đến 
hiệu quả bảo quản lạnh phôi bò

Để đánh giá ảnh hưởng của giai đoạn phát triển phôi bò 
đến hiệu quả bảo quản lạnh phôi bò, trong thí nghiệm này 
chúng tôi sử dụng phương pháp thủy tinh hóa bằng cryotop 
cho quá trình đông lạnh phôi bò ở 3 giai đoạn: (1) Hợp tử 
(10 giờ sau thụ tinh in vitro), (2) Phôi dâu/dâu chặt và (3) 
Phôi nang. Hiệu quả bảo quản lạnh phôi dê được đánh giá 
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dựa trên các tiêu chí: số phôi sống và phát triển trở lại, số 
phôi thoát màng sau đông lạnh - giải đông. Kết quả thể hiện 
ở bảng 2 cho thấy, không có sự sai khác có ý nghĩa về tỷ 
lệ phôi sống sau giải đông ở cả 3 nhóm hợp tử, phôi dâu/
dâu chặt và phôi nang (tương ứng 86,83, 82,67 và 88,43%, 
p>0,05), tuy nhiên nhóm phôi nang vẫn có tỷ lệ sống sau 
giải đông cao hơn so với nhóm hợp tử và nhóm phôi dâu/
dâu chặt. Kết quả này của chúng tôi tương tự như báo cáo 
của J.C. Huang và cs (2006) [13], Nguyen Khanh Van và cs 
(2021) [20]. Các tác giả này cũng cho rằng việc đông lạnh 
phôi ở giai đoạn phôi nang cho tỷ lệ sống sau đông lạnh-giải 
đông cao hơn giai đoạn phôi dâu/dâu chặt. 
Bảng 2. Ảnh hưởng của giai đoạn phát triển của phôi bò đến 
hiệu quả bảo quản lạnh phôi bò.

Loại 
phôi

Số phôi 
được đông 
lạnh

Số phôi sống 
sau giải đông
% (Mean ±SE)

Số phôi 
phân chia 
sau giải đông
% (Mean ±SE)

Số phôi nang 
được hình thành 
hoặc giãn nở trở 
lại sau giải đông
% (Mean ±SE)

Số phôi nang 
thoát màng
% (Mean±SE)

Hợp tử 246 214
(86,83±1,79)a

157
(63,83±1,66)

54
(21,39±2,02)

11
(3,91±1,07)

Dâu/dâu 
chặt 69 58

(82,67±4,06)a
42
(60,25±4,4)a

12
(16,54±2,4)a

Nang 62 54
(88,43±3,01)a

50
(83,1±4,04)b

12
(20,34±2,92)a

Ghi chú: thí nghiệm được thực hiện với 10 lần lặp lại, các giá trị trong 
cùng một cột có chữ cái khác nhau là sai khác có ý nghĩa (p<0,05).

Hình 2. Hợp tử bò in vitro phân chia sau giải đông.

Sự khác biệt về cấu trúc giữa phôi nang và phôi dâu 
chính là phôi nang có khoang phôi. Nguyên nhân có thể là 
do sau khi hình thành khoang phôi, màng tế bào của phôi 
có khả năng chống lại các stress thẩm thấu và độc tố của 
chất bảo vệ lạnh trong dung dịch thủy tinh hóa tốt hơn, do 
đó phôi nang sẽ có khả năng chịu đựng tổn thương lạnh tốt 
hơn phôi dâu trong quá trình đông lạnh - giải đông [13]. 

Thêm vào đó, phôi ở giai đoạn phôi nang có sự đa dạng của 
các dạng tế bào, đặc biệt là trong quá trình hình thành phôi 
bào của lá nuôi phôi sẽ xảy ra sự gia tăng hoạt động Na/K 
ATPase, điều này có ảnh hưởng tích cực đến hoạt động của 
chất bảo vệ lạnh, giúp cho chất bảo vệ lạnh phát huy tối đa 
vai trò của mình trong quá trình đông lạnh - giải đông [21]. 
Một điểm khác biệt nữa trong cấu trúc của phôi dâu/dâu 
chặt với phôi nang chính là kích thước các phôi bào. Kích 
thước các tế bào của phôi dâu hoặc phôi dâu chặt lớn hơn 
so với kích thước các tế bào của phôi nang, đây cũng có thể 
là một trong những nguyên nhân khiến cho khả năng thẩm 
thấu cũng như loại bỏ các chất bảo vệ lạnh trong quá trình 
đông lạnh - giải đông của phôi dâu/dâu chặt kém hơn so với 
phôi nang [22].

Tỷ lệ hợp tử bò in vitro sống sau giải đông trong nghiên 
cứu này thấp hơn so với báo cáo của Van Khanh Nguyen 
và cs (2018) [19]. Theo nhóm tác giả này, tỷ lệ hợp tử lợn 
in vitro sống sau giải đông đạt 98,5%. Sự khác nhau này có 
thể là do chất lượng phôi, nguồn gốc phôi, chất bảo vệ lạnh 
sử dụng. Kết quả nghiên cứu của chúng tôi cho thấy, phôi bò 
in vitro được bảo quản lạnh thành công ở giai đoạn hợp tử 
với tỷ lệ phân chia, tạo phôi nang và phôi nang thoát màng 
tương ứng đạt 63,83, 21,39 và 3,91%. Bảo quản lạnh thành 
công phôi ở giai đoạn hợp tử có vai trò quan trọng trong 
việc tạo động vật chuyển gen [23]. Một số nhà nghiên cứu 
đã đông lạnh và cấy truyền phôi ở giai đoạn phôi sớm nhằm 
cải thiện khả năng phát triển của phôi in vitro sau đông lạnh 
- giải đông [24]. Theo T. Somfai và cs (2009) [24], việc 
đông lạnh và cấy truyền phôi ở giai đoạn phôi sớm có thể 
loại trừ được nguyên nhân stress gây ra bởi các điều kiện 
nuôi phôi in vitro. Bảo quản lạnh phôi ở giai đoạn hợp tử 
đã được thực hiện thành công ở lợn [24], người [25], chuột 
[26] và thỏ [27]. 

Theo J. Laurincik và cs (1994) [28], thời điểm tổng hợp 
ADN (pha S) của hợp tử bò in vivo được ước tính là 7-9 
giờ sau rụng trứng. Quá trình đông lạnh làm thay đổi và có 
những ảnh hưởng bất lợi lên sự tổng hợp ADN ở các dạng tế 
bào khác nhau [29, 30]. Chính vì vậy, trong nghiên cứu này, 
chúng tôi đông lạnh hợp tử bò tại thời điểm 10 giờ sau thụ 
tinh in vitro. Kết quả cho thấy, đã bảo quản lạnh thành công 
hợp tử bò với tỷ lệ phôi nang hình thành và tỷ lệ phôi nang 
thoát màng từ hợp tử sau giải đông tương ứng đạt 21,39 và 
3,91% (bảng 2). Trong nghiên cứu của chúng tôi, mặc dù tỷ 
lệ hợp tử sống sau giải đông cao (86,83%, bảng 2) nhưng 
khả năng phát triển in vitro đến giai đoạn phôi nang vẫn bị 
giảm đáng kể. Cơ chế hóa học của việc giảm khả năng phát 
triển của hợp tử sau đông lạnh - giải đông có thể là do hợp 
tử sau giải đông nhạy cảm với stress ôxy hóa và mức tăng 
của các phản ứng ôxy hóa loài được tạo ra bởi quá trình 
đông lạnh [24]. 
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Kết luận

Nghiên cứu đã bảo quản lạnh thành công phôi bò sản 
xuất in vitro ở giai đoạn hợp tử, dâu/dâu chặt, nang bằng 
phương pháp thủy tinh hóa với tỷ lệ phôi sống sau đông lạnh 
- giải đông tương ứng đạt 86,83, 82,67 và 88,43%.
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