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Tém tit:

Muyc tiéu ctia nghién ciru nay l1a tao phdi bo nhan ban bang phwong phap ciy chuyen nhén té bao soma (nguyén bao
soi da tai bo) vao té bao trirng bo khong c6 zona pellucida. Phu’o’ng phap nay bao gom cac buéc: Loai nhian té bao
trirng bo thanh thuc khong cé zona pellucida bang dao vi phiu thuit hoic micro pipette; dung hop té bao trirng
nhan véi té bao cho (nguyén bao s¢i da tai bo); nudi in vitro trong hé théng nudi microwell. Két qua nghién ciru cho
thy, ty 18 té bao trirng dworc loai nhan thanh cong dat 84,89%, ty 18 té bao trirmg dung hop thanh cong véi té bao cho
dat 86,91%. Sau khi dung hgp, cac té bao trimg da dung hop véi té bao cho dwgc lwa chon cho qua trinh hoat héa va
nudi in vitro trong méi truong SOFaa. Tai thoi diém 18 gio sau hoat héa, 88,89% té bao trimg di dwoc tii ciu tric &
giai doan 2 tién nhan. Ty 1¢ phat trién phan chia va tao phdi nang bo nhan bian twong wng dat 87,61 va 24,78%. Két
qua nay cho thiy, cac tac gia da thuc hién thanh cong phwong phap tao phdi bo nhin ban khong c6 zona pellucida.

Phuong phap tao phdi bo nhan ban khong c6 zona pellucida don gian, dé sir dung va hi¢u qua.

Tir khoa: Ccfy chuyén nhdn, microwell, phéi bo nhdn bdan khong co zona pellucida.
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Abstract:

The objective of this work was to apply a new zona-free cloning method for
producing cloned bovine embryos. The procedure of the method included
enucleation of matured oocytes without zona pellucida using a microblade
or micropipette; electrofusion of oocyte-donor cell pairs; in vitro culture in
microwell system. By this method, the percentage of enucleated oocytes was
84.89%, and the percentage of fused oocytes with donor cells was 86.91%.
After fusion, oocytes fused with donor cells were selected for activation and
in vitro culture in SOFaa medium. At 18 hours after activation and culture,
the rate of reconstructed oocytes was 88.89%. The development rates
of cleavage and blastocyst embryos were 87.61 and 24.78%, respectively.
In conclusion, the method of zona-free cloning of bovine embryos was
conducted successfully in our lab. This method could be an easy, simple,
fast, and efficient operation.
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Nhan ban dong vat bang phuong
phap ciy chuyén nhan té bao soma
(SCNT) da va dang dugc ap dung &
nhiéu phong thi nghiém trén thé gidi.
Tuy nhién, hi¢u qua ctia phuong phap
nay van thp va ty 1é tao con non dao
dong 5-10% tuy thudc loai [1]. Hién
nay quy trinh tao phoi nhan ban bang
SCNT van chi thyc hién & trong cac
phong thi nghiém, doi héi nhiing k¥
nang vi thao tac phirc tap va chi phi
cao. Bé gitip cho viéc tao phdi nhén
ban tr& thanh mot phuong phap dé ap
dung phuc vu nghién ctru, mot s6 nha
khoa hoc da cai tién lam cho quy trinh
tao phoi nhan ban bang SCNT tré nén
don glan va dé ap dung hon [2, 3].
Diém nbi bat trong cai tién cua cac nha
khoa hoc chinh 1a viéc st dung té bao
tring khong c6é zona pellucida (ZP).
Céc phdi nang tao ra tir phuong phap
nay c6 chit lugng tuong tu nhu phoi
nang c6 ZP.

Phuong phap tao phdi nhan ban
khong c6 ZP 1la mot phuong phap don
gian, hiéu qua va dé sur dung hon khi



dugc so sanh v6i phuong phap nhan
ban truyén thong [4]. Qué trinh chuin
bi té bao chat bé“mg cach loai nhan té
bao trimg khong c6 mang c¢6 thé duoc
thuc hién ma khong can phai nhuom
té bao trimng v4i thudc nhuém huynh
quang, hiéu qua loai nhan Ién tdi 95-
100% va bao ton dugc 96-97% thé tich
té bao trimg [5]. Ty 1é dung hop gitra
té bao trimg nhan khong c6 ZP véi té
bao soma 1én t&i 95-100% khi duoc
so sanh vdi 60-70% cia phuong phap
nhan ban truyén thong [6]. S6 lugng
phoi nang duoc tao ra biang phuong
phap khong ZP bang hodc cao hon
so v6i phuong phap nhan ban truyén
thong [7]. Két qua cdy truyén phoi
ciing di dwoc so sanh dbi v6i ca hai
phuong phap. Phuong phdp nhan ban
khong c6 ZP c6 thé lam ting sb luong
phodi nhan ban va con non nhan ban béi
tinh don gian va hi€u qua cao [7].

Tai Viét Nam, vi€c nghién cttu tao
phoi bo nhan ban bang ky thuat SCNT
truyén théng da duoc thuc hién tai
Vién Cong nghé sinh hoc (Vién Han
lam KH&CN Vi¢t Nam) voi su hop
tac cua Vién Nghién ctru ndng nghiép
qudc gia Phap (INRA) va Pai hoc
Kinki, Nhat Ban [8, 9]. Tuy nhién,
cho dén nay van chua c6 noi nao cong
bd vé viéc tao duge phoi bd nhan ban
khong c¢6 ZP. Ching t6i tién hanh
nghién ctru nay voi muc ti€u tao dugc
phoi bo nhan ban khong c6 ZP bang ky
thuat SCNT trong diéu kién Viét Nam,
tor d6 hudng toi viée tao dugce bo nhan
ban tai Viét Nam.

Vat liéu va phuong phap nghién ciiu

Thu té bao trieng va nudi thanh
thuc in vitro té bao trirng bo

Thu budng trimg bo tir 160 mo va
chuyén vé phong thi nghiém trong
dung dich NaCl 0,9% ¢ 32 dén 35°C
trong vong 2-3 gid. Su dung phuong
phap choc hit dé thu té bao tring bo
tu nhiing nang c6 duong kinh 2-6 mm
trén budng trimg. Lya chon va sir dung
cac té bao trimg bo ¢6 tir 2 16p té bao
cumulus trd 1én, khoi té bao chit dong
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nhét, chit ch& cho nudi thanh thuc in
vitro. Céc té bao trimg bo dugc nudi
thanh thuc in vitro tir 20 d&én 22 gio
trong moi truong TCM 199 ¢6 b sung
10% (v/v) huyét thanh thai bé (FCS,
Sigma), cysteamine, sodium pyruvate,
khang sinh va hormone & diéu kién
38,5°C, 5% CO,, 5% O, va do am
khong khi bao hoa.

Chudn bj té bao chit nhin

Luwa chon cdc té bdo trieng bo thanh
thuc va loai bo ZP: Sau nudi thanh thuc
in vitro 20-22 gid, loai bo 16p té bao
cumulus cua té bao trimg trong moi
truong 0,1% hyaluronidase (Sigma).
Sau khi loai bo té bao cumulus, cac
té bao tring dugc rira 3 1an trong moi
truong TALP - Hepes + 10% FCS va
chuyén sang méi truong TCM 199 -
Hepes (Sigma) + 10% FCS. Lua chon
cac t& bao trimg ¢ thé cuc thir nhét
v6i khdi té bao chit ddng nhat chit ché
dudi kinh hién vi soi ndi. Céc t& bao
trang co thé cuc thir nhat s& dugc loai
bo ZP trong moi truong TALP - Hepes
+ 5 mg/ml pronase (Sigma). Sau khi
d3 loai bo hoan toan ZP chuyén céc té
bao triing sang mai truong TCM 199 -
Hepes + 10% FCS dé bét hoat pronase.

Loagi nhdn té bao trimg: Té bao
trimg sau khi dugc loai ZP s€ duogc
chuyén sang méi truong SOFaa c6 bo
sung 4 uM Demecolcine (Sigma). Sau
30-40 phut, Iya chon céc té bao trimg
v6i khéi hinh non 16 1én trén mang té
bao trimg su dung cho qua trinh loai
nhan. Qua trinh loai nhan té bao trimg
duoc tién hanh nhu sau: Loai boé mot
phan té bao chét c6 hinh non 15i ra trén
mang té bao trimg bang mot dao cit
vi phau thuat hodc micro pipette dudi
kinh hién vi soi nbi c6 do phong dai
100 1an trong méi trudng cé chira 5 pg/
ml cytochalasin B (Sigma). Phén thé
tich t bao chat bi loai chiém 10-15%
thé tich té bao trimg.

Chudn bi té bao cho

Nguyén bao s¢i bo dugc phan 1ap tu
mau mo tai ciia bo sita cao san trudng
thanh. Loai bé md thura, 16ng bao xung
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quanh manh mo tai va ct thanh nhiing
manh mo6 co6 dién tich khoang 1 mm?,
bat cac manh md vao trong dia nudi
c6 chtra moéi truong nudi nguyén bao
so1 dulbecco modified eagles (DMEM,
Sigma) + 10% (V/V) FCS. Nudi cac
manh mé trong didu kién 5% Co,,

37°C va d6 am khong khi bao hoa. Sau
9-10 ngay kiém tra cac dia nuéi, loai bo
manh mo tai tor nhitng dia nuoi c6 chtra
nguyén bao sgi bo phat trién. Thay moi
truong nudi va nudi tiép cho téi khi
nguyén bao soi bo phat trién dat ti >
80% thé tich day dia nudi thi tién hanh
ciy chuyén. Sir dung nguyén bao soi
bo & 1an cay chuyén thi 6-10 cho qua
trinh cdy SCNT. Trudc khi dugc cdy
chuyén vao té bao trimg nhan, nguyén
bao soi s€ dugc nuodi 48 gio trong moi
truong nudi thiéu huyét thanh DMEM
+0,5% huyét thanh thai bé. Muc dich
cua viéc nuoi nguyén bao sgi bo trong
mdi truong nudi thiéu huyét thanh 1a
ddng pha nhan ctia nguyén bao soi vé
giai doan GO/G1 cua chu trinh té bao.

Cdy SCNT, dung hop va kich hoat
té bao trirng

Cdy SCNT: Céc té bao tring sau
loai nhan sé& duoc chuyén vao moi
truong TCM 199 - Hepes ¢ bd sung
10 pg/ml phytohemagglutinin (PHA,
Sigma) trong vong 3-5 gidy. PHA c6
tac dung nhu mot chit keo dinh dé gin
té bao trung nhan da loai nhan voi té
bao cho. Tiép theo chuyén té bao trimg
vao trong moi truong co chira t& bao
cho da chuén bi trudc d6 va gin vai té
bao cho theo nguyén tic: Mot t& bao
trimg gan voi mot té bao cho.

Dung hop té bao trirng nhén véi té
bao cho: Cap té bao trung nhén - té
bao cho trudc khi dung hop s€ dugc
chuyén sang moéi truong dung hop
(0,2 M manitol, 50 uM CaClZ, 100 uM
MgSO,, 0,1% PVA) tir 1 dén 2 phut
Sau d6 chuyén cac cap té bao tring - té
bao cho nay vao budng dung hop duoc
két ndi v6i may dung hop (BTX, San
Diego, CA) dé dung hop té bao cho vai
té bao trimg nhan. Céac cap té bao trimg
nhan - té bao cho sau dung hop s& dugc
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chuyén sang méi truong SOFaa c6 bo
sung FCS, dé trong t nudi 2 giod. Sau
2 gio, kiém tra cac cip té bao trung - té
bao cho da dung hgp dugc vdi nhau.
Céc cip té bao trimg - t& bao cho da
dung hop dugc véi nhau 1a khi té bao
cho di chuyén vao bén trong t& bao
chat cua té bao tring nhan.

Kich hoat té bao trirng: Chi st dung
cap té bao trimg - té bao cho di dung
hop duoc voi nhau cho qua trinh kich
hoat té bao trimg dé tao phdi bo nhan
ban. Qua trinh kich hoat té bao trimg
duogc thyc hién nhu sau: Chuyén cap
té bao tring - té bao cho da dung hop
dugc v6i nhau sang moi truong TALP
- Hepes c6 bd sung 5 mM ionomycine
trong vong 4 phut; sau d6 sé dugc
chuyén sang méi truong SOFaa c6 bo
sung 1,9 mM 6-DMAP trong vong 3
gio.

Thu tinh in vitro té bao trirng bo

Tinh trung bo dong lanh duoc giai
dong & 37°C va rira 3 lan trong moi
truong rua tinh trung BO [10] khong
c6 bovine serum albumin (BSA,
Sigma) nhung c6 bo sung 5 mM
caffeine bang cach ly tim 1.800 vong/
phut & 37°C trong vong 5 phut. Sau do
tinh trung s& duoc pha lodng bang moi
truong BO ¢6 bd sung BSA cho t6i khi
mat do tinh tring dat 15-18 x 10° té
bao/ml. Tao cac giot thu tinh c6 chira
tinh trung da pha loang (95 pl/giot).
Chuyén cac té bao trimg bo sau nudi
thanh thyc in vitro sang giot thu tinh va
dé ¢ 0 diéu kién 5% CO,,5%0,, 38,5°C,
d6 4m khong khi bao hoa Sau 5-6 gio,
loai bo 16p té bao cumuslus bao xung
quanh va chuyén cac té bao tring sang
moi truong nudi phoi SOFaa co bd
sung huyét thanh thai bé.

Nudi phoi in vitro

Céc cip té bao trimg - t& bao cho
sau khi dugc xur ly véi ionomycine
va 6-DMAP (hop tir gida dinh) s¢
dugc chuyén sang nudi trong moi
truong nudi phoi SOFaa co bd sung
huyét thanh thai bé biang hé thdng
dia nuéi microwell (1 hop to gia
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dinh/microwell) ¢ diéu kién 5% CO,,
5% O,, 738,5"(?, dé am khong khi bao
hoa. Kiém tra kha nang phan chia cua
phoi & ngay thur 2; phoi dau, phdi nang
0 ngay thu 6-7 sau kich hoat. Phoi
duoc tao ra tir cac té bao tring thanh
thuc khong c¢6 ZP s€ dugc su dung nhu
1a nhém dbi chimg dé danh gia chat
luong té bao trimg va diéu kién nudi
phoi in vitro.

Ddnh gid qud trinh tdi cdu tric
nhén va chit lwong phéi bo nhén bin

Pé danh gia qua trinh tai ciu tric
nhan té bao cho, mot sb hop tu gia
dinh s& dugc thu ¢ thoi diém 18-24 gio
sau kich hoat va nhuém vé&i Hoechst
33342, Cac hop tur con lai s€ dugc nuoi
tiép dé danh gia kha ning phan chia va
hinh thanh phéi nang. Cac phdi nang
bo nhan ban va phodi nang bo thu tinh
in vitro s& dugc nhudom voi Hoechst
33342 va tong sb nhan t& bao dugc
dém dudi kinh hién vi huynh quang.

Phan tich sé ligu

S6 liéu cua tat ca cac ndi dung
nghién ciru dwoc xir Iy théng ké bang
ph?m mém Microsoft Excell 2007, su
khac nhau c6 ¥ nghia dugc kiém tra
bang y? st dung ham CHITEST, sy sai
khac c6 y nghia véi p <0,05.

Nhan t& bao tring 16i ra sau x(i ly vgi demecolcine

Hinh 1. T€ bao tring trudc loai nhan.

Két qua va thao luan
Hiéu qud ciia qud trinh logi nhdan

Trong nghién ctru nay, chung toi lya
chon céc té bao trimg co phan té bao
chat c6 chtra nhéan 10i ra sau xir 1y véi
demecolcine dé loai nhan (hinh 1). Té
bao tring sau khi da loai nhan s€ dugc
nhudm hoescht 33342 dé danh gia hiéu
qua ciia qua trinh loai nhan. Nhiing té
bao trimg dugc loai nhan thanh cong
1a nhitng té bao trimg nguyén ven sau
loai nhan va khong c6 nhan sau khi
nhuom véi hoescht 33342 (hinh 3).

Chung t6i tién hanh loai nhan 422
té bao trimg bo thanh thuc in vitro. Két
qua loai nhan cua ching t6i (bang 1)
cho thiy, 404 (92,25%) té bao tring
khong bi hong sau loai nhan. Nhiing
té bao trimg khong bi hong sau loai
nhan 1a cac té bao trimg co té bao chat
con nguyén ven, lugng té bao chét
bi loai bo dao dong 10-15% thé tich
té bao trimg ban dau (hinh 2). Ty 1¢
té bao trimg khong bi hong va khong
con nhan sau loai nhan dat 84,89%
(342/404, bang 1).

Viéc loai bo nhan cua té bao tring
nhén c¢6 anh huong téi hiéu qua tao
phoi dong vat nhan ban. Cac té bao
trimg thanh thyc in vitro da loai nhan

Phan t& bao chat bi loai c6 chiia nhan

Hinh 2. T& bao tring sau loai nhan.

Bang 1. Hiéu qua loai nhan t& bao tring.

Té bao trimg

loai nhén (n) n; % (M £ SE)

Té bao trirmg khong bi héng sau loai nhin

Té bao trirng khéng bi héng sau loai nhan
va khong con nhin sau loai
n; % (M £ SE)

404

422 95,25+ 1,69

342
84,89 +1,38




thuong dugc st dung nhu 1a t& bao
chit nhan. K¥ thuat loai nhan té bao
tring nhan bang cach loai bo phan
té bao chat xung quanh thé cuc thir
nhit cia té bao trimg 1a phuong phap
phd bién nhat, tuy nhién hiéu qua cua
phuong phép nay van con thap. Theo
Jeon va cs (2011) [11], mac du lugng
thé tich té bao chét xung quanh thé cyc
thtr nhat bi loai bé chiém 20-30% thé
tich té bao trimg thi ty 1¢ té bao trimg
dugc loai nhan thanh cong chi dat
42-60% tong s6 té bao tring dugc loai
nhan. Nhuom té bao trimg v6i hoechst
33342 xac dinh chinh xac vi tri va hiéu
qua loai nhan 1én t¢i 100%. Tuy nhién,
viée tiép xac du chi rit ngin voi tia
UV c¢6 thé anh huong dén chat luong
té bao chat [11].

O giai doan phat trién dau tién cua
ky thuat tao phoi dong vat nhan ban
khong c6 ZP, té bao tring nhan sau
khi dugc loai bo ZP s€ dugc chia doi
béi mot dao cét vi thao tac va chi st
dung ntra té bao trimg khong cé nhan
cho cdy SCNT. Tuy nhién, nhuoc diém
cua ky thuat nay la lam lang phi 50%
té bao chit cua t& bao trimg ban dau
trong qua trinh loai nhan, khi dung hop
can phai st dung hai nira té bao chét
clia té bao trimg dé khoi phuc lai lugng
té bao chat ban dau. Do d6, phoi nhan
ban vo tinh tao ra bang ky thuat nay
¢6 thé chira ba kiéu gen khac nhau cua
ADN ty thé trong mét té bao, va khong
t6t cho sy phat trién tiép theo ciia phoi
[12]. Bé giai quyét duoc van dé nay,
Vajta va cs (2005) [12] da dua ra dé
xudt x4c dinh nhiém sic thé bﬁng cach
xtr Iy t& bao tring v6i mot chat hoa hoc
6 thé tac dong dén bo khung té bao,
qua d6 gitp cac k¥ thuat vién co thé
xé4c dinh chinh x4c vi tri cua nhan té
bao tring, luong thé tich t& bao chat
¢6 chira nhiém sac thé bi loai bo trong
qué trinh loai nhan it hon 10% thé tich
té bao trimg nhan. Bang cach nay, chi
can st dung mét té bao trirng nhén cho
qué trinh cdy chuyén nhan té bao cho,
nang cao hiéu qua qua trinh tao phoi
dong vat nhan ban khong co6 ZP.
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Hién nay, cac nha nghién ctou da
sir dung mot s6 chét hoa hoc trong qua
trinh nay v&i muc dich xac dinh duoc
chinh xac vi tri ctia nhan té bao trimg.
Ciing theo Jeon va cs (2011) [11], khi
st dung demecolcine trong qua trinh
loai nhan t& bao trimg s& ning cao
dugc hiéu qua loai nhén, ty 1¢& loai
nhan thanh cong cé thé 1én t6i 95,7%
ma té bao trimg khong bi nhiing anh
hudng tiéu cuc.
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ctia té bao cho hodc té bao cho phai
dugce chuyén vao bén trong té& bao
chat cua té bao trimg nhan bang cach
su dung ky thuat vi ti€ém hoac dung
hop té bao cho véi té bao tring nhan.
Theo Malenko va cs (2015) [7], hién
nay dung hop té bao trimg nhan véi té
bao cho 14 k§ thuat phd bién nhat trong
qua trinh tao phdi nhan ban. i vaoi ky
thuat tao phoi bo nhan ban khong mang
sang, trudc khi dung hop té bao trimg

Nhan & bao tring

Hinh 3. T€ bao triing loai nhan thanh céng.

Demecolcine c6 tac dung ddy phan
nhan té& bao tring thanh thyc ra sat
ngoai vi t& bao trimg [13]. Phan nhan
té bao trimg khi bi day ra s& co hinh
nén (hinh 1), qua dé giup cho céac k¥
thuat vién d& nhan biét duoc vi tri nhan
té bao trimg dudi kinh hién vi soi ndi
thong thuong, nhd vady ma qua trinh
loai nhan té bao trimg tré nén don gian
hon. Luong thé tich t& bao chét chira
vat liéu di truyén duogc loai bd trong
qua trinh loai nhan s€ <15%, do d6
luong té bao chit con lai du dé hoan
thién mot phoi tai cau trac sau khi da
duogc dung hop véi mot té bao cho. Bén
canh do, phuong phap nay cho phép
té bao tring khong can phai nhudém
hoechst 33342 va tiép xuc voi tia cuc
tim (UV). Viéc nhuom té bao trimg véi
hoescht 33342 va tiép xuc véi tia UV
c6 thé 1a nguyén nhéan giy ton thuong
cac bao quan trong t& bao chit, ADN
ty thé, qua do giam hiéu qua tao phoi
nhén ban [14].

Hiéu qud dung hop té bao cho véi
té bao nhin

bé tao ra dugc phoi nhan ban, nhan

Hinh 4. T& bao triing vin con nhan sau loai nhan.

nhan s& duge két dinh véi té bao cho
bang dung dich phytohemagglutinin
(PHA). Trong nghién ctru nay, ching
t6i sir dung PHA & ndng d6 1 mg/ml.
Theo Oback va cs (2007) [4] day la
ndng d6 PHA phu hop va khong anh
hudong dén su phét trién tiép theo cua
phoi nhan ban. Qua trinh dung hop té
bao trimg nhan - té bao cho thanh cong
1a sau khi dung hop té bao cho di vao
bén trong té bao chét cuia té bao tring
nhan. Trong nghién ciru ndy chung
t6i da dung hop 544 cip té bao trimg
nhan - té bao cho. Két qua cho thay, co
470 (86,91%, bang 2) cap té bao tring
nhén - t& bao cho duoc dung hop thanh
cong.

Két qua cua ching toi 1a cao hon
so v&i Oback va cs (2003) [15]. Theo
céc tac gia nay, hiéu qua dung hop té
bao cho véi té bao trimg nhan trong
nghién ctru cua ho chi dat 80%. Su
thanh cong cia qué trinh dung hop
phu thudc rat nhiéu vao viée tiép xuc
gilra té bao cho voi mang té bao trung
nhén. Viéc su dung PHA s€ lam tang
hiéu qua két dinh giita t& bao cho véi
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té bao trimg nhan, gitip cho qua trinh
két dinh té bao cho vdi té bao trimg
nhan tré nén don gian hon, rat ngén
thoi gian két dinh t& bao cho voi té
bao tring nhan so véi phuong phap
tao phoi nhan ban co ZP [15]. Bdi véi
phuorng phép tao phdi nhan ban c6 ZP,
té bao cho trudc khi dung hop vai té
bao trimg nhan s& dugc chuyén vao
dudi ZP bang mot micropipette. Do
khong c¢6 su két dinh nén té bao cho
s& di chuyén trong khong gian dudi
ZP, chinh vi thé theo Lagutina va cs
(2007) [6] hiéu qua dung hop té bao
trimg nhan véi té bao cho theo phuong
phéap nay thuong khong vuot qua 60-
70% ddi v6i bo. Trong khi do ddi véi
phuong phap tao phdi nhan ban khong
ZP, theo Lagutina va cs (2007) [6] ty 1€
té bao tramg nhan dung hop dugc voi
té bao cho 6 thé 1én t&i 100% ddi voi
bo, ngua.

Hiéu qud tao phoi bo nhin bdan
khong co ZP

Khd nang tdi cdu truc cua nhdn té

bao cho sau kich hoat: Sau khi nhan
ctia té bao cho dugc dung hop voi té
bao tring nhan da loai nhan va trai
qua qué trinh kich hoat chung s& bit
dau qua trinh hinh thanh tién nhan thi
hai. Vi 90 té bao tring da dugc cdy
SCNT va kich hoat thanh cong c6 80
(88,89%, bang 3) t& bao trimg hinh
thanh tién nhan tht hai tai thoi diém
18 gio sau kich hoat.

Két qua cua ching toi cho thay,
hiéu qua ctia qua trinh kich hoat té bao
trung bo s& dugc nang cao khi st dung
két hop ionomycine v6i 6-DMAP
trong qua trinh kich hoat. Két qua nay
ciing phu hop véi mét s6 bao cdo trude
day vé viéc sir dung két hop mot chat
héa hoc c6 kha nang lam tang lugng
Ca ndi bao v6i mot chat tc ché qua
trinh tong hop protein nhu 6-DMAP
trong qué trinh kich hoat s¢ lam tang
hiéu qud cia qua trinh kich hoat va kha
ning phét trién tiép theo ciia phdi bo
nhan ban [16].

Kha néang phat trién in vitro ciia
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Bang 2. Hiéu qua dung hgp t& bao tring nhan véi t& bao cho.

Ciap te bao trimg
nhén - té bao cho (n)

Cip té bao trirng nhén - té bao cho héng
hoic khong dung hop dugc sau dung

Cip té bao trimg nhan - té bao cho
dung hgp thanh cong

hop (n) n, % (M SE)
470
44 4 86,91+ 1,98

Bang 3. Kha nang tai cau tric clia nhan t& bao cho sau khi dugc cay chuyén

vao t& bao triing nhan va kich hoat.

Thoi gian sau

Té bao trirmg di ciy chuyén nhan

Té bao trirng c6 2 tien nhan

kich hoat va kich hoat (n) n, % (M = SE)
. 80
18 gio 90 88.89 4 2.9

Bang 4. Kha nang tao phoi bo nhan ban khéng cé ZP.

L . Phin chia Phéi nang Téng sb t& bao
ap n, % (M = SE) n, % (M = SE) M + SE
L 334 91

Nhan ban 380 87,61 + 0,65° 24.78 4 0,64 86,3+2,14

Déi chimg 104 28

(IVF) L2y 86,08 + 1,43° 24,06 = 1,89 105,6 + 1,65

Ghi chti: Cac gia tri trong cting mot cot c6 chi cai khac nhau la sai khac c6 y nghta (p <0,05).

Hinh 5. Phéi bo nhan ban 6 giai doan
4 t& bao (ngay thi 2 sau hoat hoa).

phéi bo nhén ban dwoc tao ra bang ky
thudt SCNT: Cac té bao trimg nhan sau
khi d4 dung hop dugc véi té bao cho
va kich hoat s€ dugc chuyén vao nudi
trong hé théng nudi microwell. Hiéu
qua tao phoi bo nhan ban sau dung
hop phu thudc vao nhiéu yéu td, nhu
qua trinh kich hoat, moi truong va hé
thong nudi phoi. Theo két qua nghién
ctru cua chung t6i, ty 1¢ phan chia va
tao phoi nang bo nhan ban tuong Gng
dat 87,61 va 24,78% (bang 4, hinh 5 va
6). Két qua nay cho thiy, hé théng nuéi
phoi in vitro cling nhu méi truong nuodi
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Hinh 6. Phoi nang bo nhan ban sau
cay chuyén nhan khéong c6 ZP.

phoi SOFaa cua chung t6i 1a phu hop
cho viéc tao phdi bo nhan ban.

Trong nghién ctu nay, ty I¢ phan
chia, ph6i nang bo thu dugc tu té
bao trimg di cdy SCNT va tiép theo
dugc kich hoat bang ionomycine va
6-DMAP 1a twong ty nhu nhom déi
chung (bang 4, p >0,05). Tuy nhién,
phoi nang bo nhan ban ctia chung t6i
c6 téng s6 té bao thip hon so vai phoi
d6i chung (phdi IVF) (86,3 so voi
105,6). Két qua nay phu hop véi bao
cdo cua Liu va cs (1998), Yamazaki



va cs (2005) [16, 17]. Cac tac gia nay
ciing st dung két hop ionomycine va
6-DMAP trong qua trinh kich hoat
té bao trimg bo. Mic du tong sd té
bao cta phdi nang bo nhan ban trong
nghién clru cua ching t6i 14 cao hon
so v6i Yamazaki va cs (2005) (75,4)
[17] nhung lai thap hon so véi Jang va
cs (2011) (118,6) [18]. Su khac nhau
giita cac két qua nghién ciru co thé 1a
do diéu kién thi nghiém, chat luong
té bao trimg, ciing nhu diéu kién nudi
phoi in vitro.

Viée su dung 6-DMAP cho phép
kich hoat kha nang sinh san don tinh
O trung bo véi ty 1€ phan chia dat
80%, ty 1€ phoi nang dat 20-30% [19].
Tuy nhién, néu chi st dung riéng 1&
6-DMAP thi khong du dé kich hoat
qué trinh sinh san don tinh cua té bao
tring [20]. Theo Kharche va Birade
(2013) [21], té bao tring bo khi duoc
xir Iy v&i ionomycin (5 phut), tiép theo
1a xtr 1y v6i 6-DMAP s& lam tang tdi
da su kich hoat qua trinh sinh san don
tinh ¢ trang bo. Siti Khadijah va cs
(2014) [22] ciing nhan thdy, viéc s
dung két hop ionomycin v6i 6-DMAP
trong qué trinh kich hoat té bao trimg
bo s€ cho ty 1€ phan chia va phoi nang
sau kich hoat cao.

Hinh 7. Phéi nang bo nhan ban dugc
nhudém véi hoechst 33342 xac dinh
tong so t& bao.

Bén canh viéc str dung ionomycin
va 6-DMAP cho qué trinh kich hoat
té bao trimg bo, ching t6i str dung
moi truong nudi phoi SOFaa co bod
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sung BSA va huyét thanh thai bé véi
muc dich nang cao hiéu qua tao phoi
bo nhan ban. Theo Jang va cs (2011)
[18], phoi bo nhan ban dugc nuoi trong
moi truong SOFaa c6 bd sung BSA va
huyét thanh thai bé s& nang cao kha
nang tao phdi nang bo nhan ban cling
nhu hd tro cho su ra doi ctia bé nhan
ban v6 tinh sau ciy chuyén phéi.

Chung t61 sir dung cac nguyén bao
soi bo (t& bao cho) di trai qua qua
trinh nuéi thiéu huyét thanh trong mot
thoi gian dai (48 gio) trudc khi duoc
cdy chuyén vao té bao chét cua té bao
trimg nhan & nghién ctu nay. Viéc
nudi cac nguyén bao soi bo (t& bao
cho) trong diéu kién thiéu huyét thanh
s€ lam tang ty 1€ cac nguyén bao sgi co
nhan ¢ giai doan GO/G1 cua chu trinh
té bao [23]. Theo Miranda va cs (2009)
[23], Saikhun va cs (2004) [24], khi
nhan cua nguyén bao soi dugc nudi
trong diéu kién thiéu huyét thanh s& hd
trg sy phat trién ctia phoi tai cau tric
dén giai doan phdi nang t6t hon 1a cac
nguyén bao soi nudi trong diéu kién
day du huyét thanh. Hill va cs (2000)
[25] khi nghién ctru anh huong cua té
bao cho dén hiéu qua tao phdi nang
bo nhan ban di nhan théy, viéc nudi
té bao cho trong diéu kién thiéu huyét
thanh trudc khi cay chuyén nhan sé cai
thién dang ké ty 1¢ phoi nang bo nhan
ban so vai té bao cho khong dwoc nudi
trong diéu kién thiéu huyét thanh (43
so voi 12%).

Dbi véi phoi khong c6 ZP can thiét
phai c6 mot hé thdng nudi phoi dic
trung. Trong nghién ctu nay, ching
to61 nudi phoi bo nhan ban khong co6 ZP
trong hé théng nudi micorwell. Theo
Feltrin va cs (2015) [26], viéc nudi
phoi bo nhan ban khong cé6 mang ZP
trong hé thong nuéi microwell s& hd trg
t6i da cho sy phat trién dén giai doan
phoi nang. Ngoai ra, cling theo Feltrin
va cs (2015) [26], véi lugng thé tich
moi truong nho trong cac microwell
s& lam tang ndng do cac yéu t6 thuan
loi trong mdi trudng xung quanh phdi,
qua do6 lam tang ty 1¢ phoi nang bo
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nhan ban. Tuong tu nhu vay, Malenko
va cs (2015) [7] clng cho rr?mg, khi
nuoi phoi nhan ban khong c¢6 ZP trong
hé théng nudi microwell cho ty 1& phoi
nang dao dong tir 33 dén 48%.

Lan dau tién tai Viét Nam, da tao
thanh cong phdi bo nhan ban khong co
ZP bang ky thuat SCNT véi ty 1é tao
phoi nang dat 24,78%. Phuong phap
nhan ban khong c6 ZP don gian, dé sir
dung, nhanh chéng va hiéu qua hon
so v6i phuong phdp nhan ban thong
thuong trude day.

Dé nghi tiép tuc nghién ciru va sir
dung phi bo nhan ban 1am ngudn phoi
nguyén liéu dé cdy chuyén phéi tao bd
nhan ban.

LO1 CAM ON

Nghién ctru nay dugc thuc hién tu
ngudn kinh phi ciia B Khoa hoc va
Cong nghé hd trg hoat dong thuong
xuyén cho Phong thi nghiém trong
diém cong nghé té bao dong vat.
Chung t6i xin tran trong cam on.
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