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TÓM TẮT 

Nghiên cứu được thực hiện nhằm nâng cao hiệu quả tạo phôi bằng bò thụ tinh trong ống nghiệm. Tế bào trứng 

bò được nuôi thành thục trong môi trường BO-IVM hoặc TCM-199 và đánh giá tỷ lệ thành thục bằng phương pháp 

nhuộm orcein; và được thụ tinh trong ống nghiệm ở nồng độ 1, 2 hoặc 5 × 10
6
 tinh trùng/ml trong 3, 6 hoặc 12 giờ để 

tìm ra điều kiện tối ưu. Sau đó, các hợp tử được chuyển qua nuôi trong môi trường nuôi phôi SOF có hoặc không có 

tế bào cumulus đến giai đoạn phôi nang vào ngày 7. Không có sự khác biệt đáng kể về tỷ lệ tế bào trứng thành thục 

khi nuôi trong môi trường BO-IVM hoặc TCM-199. Trứng bò thụ tinh trong ống nghiệm với nồng độ 2 × 10
6
 tinh 

trùng/ml trong 6 giờ cho tỷ lệ thụ tinh và tỷ lệ phôi nang cao nhất. Tỷ lệ phân chia và tỷ lệ phôi nang của phôi bò từ 

thụ tinh trong ống nghiệm được nuôi trong môi trường SOF có chứa tế bào cumulus cao hơn so với môi trường 

không có tế bào cumulus (76,34% so với 54,23%, P <0,05; và 34,16% so với 27,22%, P <0,05). Để nâng cao hiệu 

quả tạo phôi bò in vitro, tế bào trứng sau khi được nuôi thành thục trong môi trường TCM-199, cho thụ tinh với nồng 

độ 2×10
6
 tinh trùng/ml trong 6 giờ và nuôi phôi trong môi trường SOF có bổ sung tế bào cumulus.  

Từ khoá: Trứng bò, thụ tinh ống nghiệm, tế bào cumulus, phôi bò in vitro. 

Improvement of the Efficiency of Bovine in vitro Fertilization Embryo Production 

ABSTRACT 

The present study was conducted to improve the efficiency of in vitro production of bovine embryos. Bovine 

oocytes were matured either in BO-IVM or TCM199 medium then evaluated the maturation rates by orcein staining. 

After maturation, bovine oocytes were in vitro fertilized (IVF) in a medium with frozen-thawed sperms at different 

concentrations (1, 2, or 5 × 10
6
 sperms/ml) for 12 hours. The fertilization process was then evaluated at 3, 6 or 12h of 

oocytes and sperms co-incubation to determine the optimal sperm concentration and co-incubation time. Denuded 

zygotes were then transferred into SOF medium with or without pre-cultured cumulus cell to evaluate the cleavage 

rates at day 3 and blastocyst formation rates at day 7. There was no significant difference in the maturation rate of 

bovine oocytes cultured in BO-IVM or TCM199. Fertilization of bovine oocytes with frozen-thawed sperms at 2 × 10
6
 

sperms/ml for 6 h significantly improve the fertilization rate and blastocyst formation rate (69.87% and 29.1%). The 

cleavage rate and blastocyst rate of cattle fertilized oocytes cultured in SOF medium with pre-cultured cumulus cells 

were higher than those of embryos cultured without cumulus cells (76.34% and 34.16% vs 54.23% and 27,22%,  

P <0.05). The optimal conditions for in vitro produced cattle embryos can be performed as the maturation of the 

oocytes with TCM199 medium, fertilization at 2 × 10
6
 sperms/ml for 6 hours, then cultured in SOF medium with pre-

cultured cumulus cells. 

Keywords: Bovine oocyte, in vitro fertilization, cumulus cell, bovine embryo. 

 

1. ĐẶT VẤN ĐỀ 

Công nghệ phôi ngày nay đþĉc hiểu nhþ 

một tổ hĉp các kï thuật sinh sân, di truyền, sinh 

học tế bào và phân tā nhằm sā dýng hĉp lí các 

nguồn nguyên liệu mang thông tin di truyền 

(tinh trùng, trĀng, tế bào sinh dþĈng). Să kết 

hĉp và Āng dýng các kï thuật trên giúp chû 

động nång cao năng suçt vật nuôi (Haley & 

Visscher, 1998), täo ra các động vật cò đặc tính 
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di truyền quý hoặc đặc biệt vĆi mýc đích phýc 

vý các nghiên cĀu y sinh học (Illmensee, 2002); 

công nghệ phôi đồng thąi góp phæn bâo tồn să 

đa däng cûa các nguồn gen thông qua việc 

thành lập các ngân hàng tế bào sống (Prentice 

& Anzar, 2011). Giống nhþ trên các loài động 

vật khác, quá trình täo phôi trong ống nghiệm ć 

bò bao gồm ba bþĆc kỹ thuật chính: nuôi thành 

thýc tế bào trĀng, thý tinh trong ống nghiệm và 

nuôi phôi in vitro.  

Công nghệ phôi bñ đã cò nhĂng bþĆc tiến 

đáng kể tÿ khi con bê thý tinh ống nghiệm đæu 

tiên đþĉc ra đąi täi Hoa KĊ vào năm 1982 

(Brackett & cs., 1982). Bê đăc này là kết quâ cûa 

quá trình thý tinh trong ống nghiệm giĂa các 

tinh trùng tþĄi vĆi trĀng đã thành thýc in vivo. 

Sau đò, hĉp tā đþĉc cçy ngay vào vòi trĀng bò 

nhận. NhĂng năm tiếp theo, täi nhiều phòng thí 

nghiệm trên thế giĆi, các kï thuật liên quan công 

nghệ phôi trên tiếp týc đþĉc nghiên cĀu theo 

hþĆng câi tiến các điều kiện nuôi trĀng thành 

thýc trong ống nghiệm (Sirard & cs., 1988), kiện 

toàn năng lăc thý tinh cûa tinh trùng (Parrish & 

cs., 1988), thý tinh ống nghiệm, nuôi phôi (Greve 

& Madison 1991), xác đðnh giĆi tính phôi bằng kï 

thuật PCR (Sachan & cs., 2020), khai thác trĀng 

trên động vật sống vĆi să giúp cûa máy siêu âm 

(Ovum Pick Up - OPU) để thý tinh ống nghiệm 

(Greve & Madison, 1991; Presicce & cs., 2020). 

VĆi các kỹ thuật ngày càng tiến bộ, täo phôi động 

vật đang phát triển ngày càng mänh theo hþĆng 

nghiên cĀu và thþĄng mäi hoá sân phèm. Theo 

báo cáo cûa Hiệp hội cçy truyền phôi quốc tế 

(IETS) trong năm 2018 cò khoâng 500 nghìn phôi 

bò in vivo và hĄn 1 triệu phôi in vitro đþĉc täo ra 

trong đò hĄn 1 triệu phôi đþĉc cçy cho bò nhận 

(Viana, 2019). Tuy nhiên, hiệu quâ täo và sā 

dýng phôi bò in vitro còn thçp do ânh hþćng bći 

nhiều yếu tố nhþ: nguồn gốc và giai đoän phát 

triển cûa tế bào trĀng không rõ ràng nên chçt 

lþĉng tế bào trĀng không đâm bâo; chçt lþĉng và 

khâ năng thý tinh cûa tinh đông länh cüng phý 

thuộc vào cá thể, lô khai thác; môi trþąng và điều 

kiện nuôi phôi sau IVF; hĄn nĂa, phôi bò in vitro 

sau cçy chuyển cüng thể hiện khâ năng phát 

triển kém hĄn hẳn so vĆi phôi bò in vivo (Farin & 

cs., 2006). Trong nhĂng năm gæn đåy, hiệu quâ 

täo phôi bò in vitro đã đþĉc câi thiện đáng kể vĆi 

tỷ lệ trĀng thành thýc đät tÿ 85-90%, tỷ lệ thý 

tinh (tính bằng tỷ lệ phân chia cûa phôi 48 gią 

sau IVF) đät tÿ 70-85% và tỷ lệ phôi nang dao 

động tÿ 20-40% (Ferré & cs., 2020).  

Täi Việt Nam, công nghệ phôi đþĉc nghiên 

cĀu täi Viện Khoa học và Công nghệ Việt Nam tÿ 

năm 1978. Tuy nhiên, thành công trên các đối 

tþĉng vật nuôi nhþ täo phôi trâu và bò bằng 

phþĄng pháp thý tinh ống nghiệm chî đþĉc công 

bố sau đò (Nguyễn Thð ƯĆc & cs., 1999; Lê Văn 

Ty & cs., 2005) vĆi tỷ lệ phôi nang đät 26%. Täi 

Viện Chăn nuôi, Nguyễn Thð Thoa & cs. (2009) 

læn đæu tiên báo cáo về việc täo đþĉc phôi lĉn in 

vitro vĆi tỷ lệ phôi nang đät 13,9%. Các kết quâ 

täo phôi trên động vật thăc hiện täi Học viện 

Nông nghiệp Việt Nam cüng đþĉc công bố gæn 

đåy (Đỗ Thð Kim Lành & cs., 2018; 2020) vĆi kết 

quâ tỷ lệ nuôi thành thýc trĀng lĉn đät 90% và 

tỷ lệ hình thành phôi nang trên lĉn đät trên 30%. 

Nhìn chung, các thông tin liên quan đến nghiên 

cĀu trên công nghệ phôi động vật ć Việt Nam còn 

hän chế về câ số lþĉng và chçt lþĉng. Để bắt kðp 

xu hþĆng thế giĆi về thþĄng mäi hoá phôi bò 

cüng nhþ Āng dýng các công nghệ phôi động vật 

trong các nghiên cĀu y sinh học chuyên sâu, 

nâng cao hiệu quâ täo phôi trong phòng thí 

nghiệm đòng vai trñ quan trọng. Nghiên cĀu này 

đþĉc thăc hiện nhằm tìm ra môi trþąng nuôi 

thành thýc trĀng, môi trþąng thý tinh ống 

nghiệm, nồng độ tinh trùng thích hĉp và điều 

kiện nuôi phôi tối þu nhằm nâng cao hiệu quâ 

täo phôi bò trong phòng thí nghiệm, góp phæn täo 

nguồn nguyên liệu phôi bò chçt lþĉng cho sân 

xuçt thþĄng mäi và các nghiên cĀu chuyên sâu. 

2. PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1. Vật liệu 

Đối tþĉng nghiên cĀu chính là tế bào trĀng 

và phôi bò nuôi cçy trong ống nghiệm nhằm 

đánh giá hiệu quâ cûa môi trþąng nuôi cçy tế 

bào trĀng, môi trþąng thý tinh và môi trþąng 

nuôi phôi bò in vitro. Tế bào trĀng đþĉc thu tÿ 

buồng trĀng bò thðt sau khi giết mổ täi đða bàn 

huyện Đông Anh - Hà Nội và tînh Bắc Ninh và 

vận chuyển về phòng thí nghiệm trong vòng 3 
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gią trong dung dðch nþĆc muối sinh lý 0,9% có 

bổ sung 1% kháng sinh. Tinh bò thðt đông länh 

sā dýng cho thý tinh ống nghiệm đþĉc mua tÿ 

Träm Nghiên cĀu và Sân xuçt tinh bò Moncada.  

2.2. Phương pháp nghiên cứu 

2.2.1. Ảnh hưởng của môi trường nuôi cấy 

đến tỷ lệ thành thục của tế bào trứng bò  

in vitro 

Khoâng 50 tế bào trĀng loäi A và B (Wurth 

& Kruip, 1992) đþĉc thu tÿ các nang noãn có 

kích thþĆc tÿ 3-6mm và nuôi trong 500µl môi 

trþąng nuôi trĀng bao gồm TCM199 chĀa muối 

Earle’s (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) bổ sung 

0,6mM cysteine (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, 

USA), 0,02 AU/ml follicle stimulating hormone 

(FSH - Kyoritsuseiyaku Co., Tokyo, Nhật Bân), 

5% huyết thanh bê (FBS; Invitrogen), và 50 

µg/ml gentamicin (Sigma-Aldrich) hoặc trong 

môi trþąng mua sẵn BO-IVM (IVF Bioscience, 

Anh) trong 22 gią, nuôi trong đïa 4 giếng (SPL 

life science, Hàn Quốc). Quá trình nuôi trĀng 

đþĉc thăc hiện ć 38,5°C trong tû cçy chĀa 5% 

CO2, độ èm không khí bão hoà (Mori & cs., 

2002). Sau 22 gią nuôi cçy, các tế bào trĀng 

đþĉc loäi bó lĆp tế bào cận noãn (cumulus) bằng 

dung dðch hyaluzonidaza (150IU) và tác động cĄ 

học bằng pipet thuỷ tinh. Sau đò tế bào trĀng 

đþĉc nhuộm bằng thuốc nhuộm orcein và đánh 

giá các giai đoän phát triển cûa nhån dþĆi kính 

hiển vi soi nổi cò phòng đäi 40 læn. 

2.2.2. Ảnh hưởng của nồng độ tinh trùng và 

thời gian thụ tinh đến tỷ lệ thụ tinh của 

trứng bò sau IVM và khâ năng phát triển 

của phôi bò sau IVF 

TrĀng bñ sau IVM đþĉc thý tinh trong ống 

nghiệm sā dýng tinh bñ đông länh ć nồng độ 1, 

2 hoặc 5 × 106 tinh trùng/ml. Quá trình thý tinh 

đþĉc thăc hiện trong 12 gią, ć 38,5C, 5% CO2, 

độ èm không khí bão hoà. Sau thąi gian thý 

tinh, một phæn tế bào trĀng sẽ đþĉc nhuộm 

orcein để đánh giá tỷ lệ thý tinh, phæn còn läi 

đþĉc chuyển sang môi trþąng nuôi phôi IVC để 

đánh giá khâ năng phát triển và hình thành 

phôi nang. 

Sau khi xác đðnh đþĉc nồng độ tinh trùng 

tối þu để thý tinh trong ống nghiệm, ânh hþćng 

cûa thąi gian thý tinh đến tỷ lệ thý tinh cûa 

trĀng bò nuôi in vitro và khâ năng hình thành 

phôi nang cûa phôi bñ sau IVF đþĉc đánh giá 

nhằm xác đðnh thąi gian thý tinh tối þu. TrĀng 

bñ sau IVM đþĉc cçy trung vĆi tinh trùng ć 

nồng độ tối þu đã tìm đþĉc trong 3, 6 hoặc 12 

gią ć 38,5C, 5% CO2, độ èm không khí bão hoà. 

Đánh giá tỷ lệ thý tinh và tỷ lệ hình thành phôi 

nang đþĉc thăc hiện nhþ trên. 

2.2.3. Ảnh hưởng của tế bào cumulus đến 

khâ năng phát triển của phôi bò 

Tế bào cumulus đþĉc phân lập tÿ lĆp tế bào 

cumulus loäi ra sau IVM trong môi trþąng nuôi 

cçy DMEM (Gibco, Hoa KĊ) chĀa 10% FBS và 1 

µg/ml gentamicin. Khi quan sát tế bào phát 

triển tĆi mật độ 80-100% bề mặt đïa thì tiến 

hành cçy chuyển và duy trì đến læn cçy chuyển 

thĀ 10.  

Sau IVF, hĉp tā đþĉc loäi bó màng cumulus 

và tinh trùng bám dính và chuyển sang môi 

trþąng nuôi phôi SOF(-) bổ sung 1 µg/ml insulin 

(Sigma-Aldrich), 0,4% BSA và 1 µg/ml 

gentamicin ć 38,5°C trong tû cçy chĀa 5% CO2, 

độ èm không khí bão hoà. Sau 3 ngày, phôi đþĉc 

chuyển sang môi trþąng SOF(+) chĀa 1 µg/ml 

insulin, 5% FBS và 1 µg/ml gentamicin ć 38,5°C 

trong tû cçy chĀa 5% CO2, 5% O2, và 90% N2. Để 

đánh giá ânh hþćng cûa tế bào cumulus đến 

khâ năng phát triển cûa phôi sau IVF, chúng tôi 

tiến hành nuôi phôi trong đïa cçy có hoặc không 

có lĆp tế bào cumulus bám trên bề mặt đïa cçy. 

Tỷ lệ phôi phån chia đþĉc đánh giá vào ngày 

thĀ 3 và tỷ lệ hình thành phôi nang đþĉc đánh 

giá vào ngày thĀ 7 cûa quá trình nuôi phôi. 

2.3. Xử lý số liệu 

Các chî tiêu đþĉc đánh giá bao gồm tỷ lệ tế 

bào trĀng phát triển đến giai đoän đæu cûa 

giâm phân II (tỷ lệ thành thýc), tỷ lệ thý tinh, 

tỷ lệ hình thành phôi nang. Số liệu đþĉc phân 

tích phþĄng sai (one way ANOVA), sā dýng mô 

hình tuyế n tính chung (GLM). Khi các tþĄng tác 

đáng kể không đþĉc quan sát thçy giĂa hai 
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tham số, chúng đþĉc loäi trÿ khói mô hình. Các 

khác biệt vĆi giá trð P ≤0,05 đþĉc xem là có ý 

nghïa thống kê.  

3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

3.1. Ảnh hưởng của môi trường nuôi trứng 

đến tỷ lệ thành thục của trứng 

Tế bào trĀng có chçt lþĉng loäi A và B đþĉc 

đþa vào nuôi trong môi trþąng BO-IVM và TCM 

199. Thí nghiệm đþĉc thăc hiện qua 5 læn nhắc 

läi, mỗi læn tÿ 16-25 trĀng/lô thí nghiệm đþĉc 

đánh giá. Kết quâ trĀng thành thýc sau 22 gią 

đþĉc trình bày qua bâng 1. 

Trong môi trþąng BO-IVM, số tế bào trĀng 

thành thýc là 104 trĀng trên tổng số 120 trĀng 

đät tỷ lệ 83,42 ± 5,67% không có să khác biệt 

đáng kể vĆi tỷ lệ thành thýc cûa tế bào trĀng 

nuôi trong môi trþąng TCM 199 (78,85 ± 3,78%). 

Đồng thąi cüng không cò să khác biệt giĂa tỷ lệ 

tế bào trĀng vþĉt qua giai đoän túi mæm 

(GVBD) khi nuôi trong hai môi trþąng kể trên 

(98,8% và 97,65%). 

Môi trþąng BO-IVM là môi trþąng mua sẵn 

vĆi giá thành cao, môi trþąng TCM199 là môi 

trþąng đþĉc chuèn bð täi phòng thí nghiệm vĆi 

giá thành rẻ hĄn. Tÿ kết quâ cûa thí nghiệm 

trên, chúng tôi lăa chọn môi trþąng TCM 199 

làm môi trþąng nuôi thành thýc trĀng bò trong 

các thí nghiệm tiếp theo. 

Bảng 1. Ảnh hưởng của môi trường nuôi đến sự thành thục của trứng bò 

Môi trường Số trứng nghiên cứu Số trứng vượt qua giai đoạn túi mầm (GVBD, %) Số trứng thành thục (%) 

TCM 199 88 86 (97,65 ± 2,35) 68 (78,85 ± 3,78) 

BO-IVM 120 118 (98,8 ± 0,78) 104 (83,42 ± 5,67) 

Ghi chú: Số liệu được biểu diễn dưới dạng: giá trị trung bình (Mean) ± sai số chuẩn (SEM); Số lần nhắc lại thí 

nghiệm n = 5 

 

Hình 1. Tế bào trứng bò loại A (chî müi tên đen) và B (chî müi tên trắng) 
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Hình 2. Tế bào trứng bò thành thục nhuộm Orcein  

(nhiễm sắc thể ć träng thái Metaphase II) 

Bảng 2. Ảnh hưởng của nồng độ tinh trùng đến tỷ lệ thụ tinh trong ống nghiệm 

Nồng độ tinh trùng Số trứng nghiên cứu (n) Số trứng được thụ tinh (%) 

1 × 10
6
 tinh trùng/ml 52 20 (37,53

a
 ± 2,37) 

2 × 10
6
 tinh trùng/ml 49 33 (67,83

b
 ± 3,6) 

5 × 10
6
 tinh trùng/ml 57 31 (52,78

b
 ± 6,79) 

Ghi chú: Số liệu được biểu diễn dưới dạng: giá trị trung bình (Mean) ± sai số chuẩn (SEM); Số lần nhắc lại thí 

nghiệm là 4-5 lần; Trong cùng một cột, các chữ cái khác nhau thể hiện sự khác biệt có ý nghĩa thống kê P <0,05.  

3.2. Ảnh hưởng của nồng độ tinh trùng và 

thời gian thụ tinh đến tỷ lệ thụ tinh của 

trứng bò và khả năng phát triển của phôi 

3.2.1. Ảnh hưởng của nồng độ tinh trùng 

đến tỷ lệ thụ tinh của trứng bò sau IVM 

Tinh bò thðt đông länh đþĉc giâi đông trong 

nþĆc çm 37oC trong 30 giåy. Sau đò, loäi bó các 

môi trþąng đã sā dýng để bâo quân tinh trùng 

bằng cách ly tåm trong môi trþąng IVF và pha 

loãng tinh trùng ć các nồng độ khác nhau:  

1 × 106/ml, 2 × 106/ml hoặc 5 × 106/ml. Mỗi lô thí 

nghiệm đþĉc lặp läi tÿ 4 (nồng độ 2 ×106 tinh 

trùng/ml) đến 5 (1 và 5 × 106 tinh trùng/ml) læn, 

mỗi læn tÿ 10-15 trĀng đþĉc đánh giá. Kết quâ 

thý tinh thăc hiện trong 12 gią đþĉc trình bày ć 

bâng 2. 

Trong cĄ thể sống, chî một vài tinh trùng 

bĄi ngþĉc đến vð trí thý tinh để gặp tế bào 

trĀng., tỷ lệ tinh trùng/tế bào trĀng nằm trong 

khoâng 1:1 (Hunter, 1993). Tuy nhiên để đâm 

bâo tỷ lệ thý tinh và tỷ lệ phân chia cûa phôi 

trong thý tinh trong ống nghiệm, nồng độ tinh 

trùng thþąng nằm trong khoâng 0,5×106-5 ×106 

tinh trùng/ml (Gordon, 2003). Trong nghiên cĀu 

này, tỷ lệ thý tinh cûa trĀng trong môi trþąng 

có nồng độ tinh trùng 2 × 106 và 5 × 106 læn lþĉt 

là 67,83% và 52,78% cao hĄn đáng kể so vĆi tỷ lệ 

thý tinh cûa tế bào trĀng nuôi trong môi trþąng 

có nồng độ tinh trùng ć 1×106 (37,53%, P <0,05).  

3.2.2. Ảnh hưởng của nồng độ tinh trùng đến 

khâ năng phát triển của phôi bò sau IVF 

Nồng độ tinh trùng có ânh hþćng đáng kể 

đến khâ năng phån chia và phát triển đến giai 

đoän phôi nang cûa hĉp tā (Ward & cs., 2002). 

Do đò, việc xác đðnh nồng độ tinh trùng phù hĉp 

giúp đâm bâo tỷ lệ tế bào trĀng đþĉc thý tinh 

cao nhþng tỷ lệ thý tinh đa tinh trùng läi ć mĀc 

thçp nhçt. Mýc đích cûa thí nghiệm là đánh giá 

ânh hþćng cûa nồng độ tinh trùng đến khâ năng 

phát triển cûa phôi bò sau thý tinh trong ống 

nghiệm. Thí nghiệm đþĉc tiến hành vĆi ba nồng 

độ tinh 1 × 106, 2 × 106 (6 læn nhắc läi) và 5 × 106  
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(5 læn nhắc läi) vĆi tổng số tế bào trĀng læn lþĉt 

là 216, 203 và 174 trĀng. Kết quâ đþĉc thể hiện 

qua bâng 3. 

Kết quâ trong bâng 3 cho thçy, nồng độ tinh 

2 × 106 cho tỷ lệ phôi phân chia và tỷ lệ hình 

thành phôi nang cao hĄn, cò 142 phôi phån chia 

trong tổng số 203 trĀng đþĉc thý tinh, đät 

69,87% so vĆi 41,83% và 47,46% (P ≤0,05); tỷ lệ 

phôi nang đät 29,1% so vĆi 11,26% và 20,53%  

(P ≤0,05). Nhþ vậy, để đät hiệu quâ täo phôi cao 

trong quá trình thý tinh ống nghiệm và tiết kiệm 

đþĉc liều tinh, nồng độ tinh trùng 2 × 106/ml đã 

đþĉc lăa chọn cho các thí nghiệm tiếp theo. 

3.2.3. Ảnh hưởng của thời gian thụ tinh đến 

tỷ lệ thụ tinh của trứng bò sau IVM 

Sumantri & cs. (1997) đã chî ra rằng, để đät 

đþĉc tỷ lệ thý tinh cao nhçt, tinh trùng khai thác 

tÿ các giống bò khác nhau cæn thąi gian thý tinh 

kéo dài khác nhau. Để nâng cao hiệu quâ täo 

phôi, quá trình thý tinh ống nghiệm đþĉc thăc 

hiện vĆi nồng độ tinh trùng trong môi trþąng thý 

tinh là 2 × 106 tinh trùng/ml, thąi gian thý tinh 

kéo dài 3, 6 (5 læn nhắc läi) hoặc 12 gią (4 læn 

nhắc läi) vĆi số trĀng sā dýng trong các lô læn 

lþĉt là 54, 57 và 45 trĀng (Bâng 4). 

Kết quâ trong bâng 4 cho thçy, nhóm trĀng 

có thąi gian thý tinh kéo dài 6 và 12 gią có tỷ lệ 

thý tinh læn lþĉt là 63,2% và 61,5%, cao hĄn 

đáng kể so vĆi tỷ lệ thý tinh cûa tế bào trĀng 

đþĉc nuôi thý tinh trong 3 gią (38,9%, P <0,05). 

Kết quâ này có să tþĄng đồng vĆi nghiên cĀu 

cûa Ward & cs. (2002), thąi gian thý tinh trong 

1 gią làm hän chế tỷ lệ phôi phân chia trong khi 

kéo dài tÿ 5-10 gią cho tỷ lệ phôi phån chia đến 

76%. Tÿ kết quâ cûa thí nghiệm cho thçy thąi 

gian thích hĉp cho quá trình thý tinh trong ống 

nghiệm cûa trĀng bò là 6 gią. 

Bảng 3. Ảnh hưởng của nồng độ tinh trùng đến tỷ lệ phôi phân chia  

và số lượng phôi nang (ngày thĀ 7) 

Nồng độ tinh Số trứng nghiên cứu Số phôi phân chia (%) Số phôi nang (%) 

1 × 106 tinh trùng/ml 216 88 (41,83
a
 ± 6,31) 24 (11,26

c
 ± 1,85)

 

2 × 106 tinh trùng/ml 203 142 (69,87
b
 ± 4,07) 59 (29,1

d
 ± 4,11) 

5 × 106 tinh trùng/ml 174 82 (47,46
a
 ± 3,27) 35 (20,53

e
 ± 1,49) 

Ghi chú: Số liệu được biểu diễn dưới dạng: giá trị trung bình (Mean) ± sai số chuẩn (SEM); Số lần nhắc lại thí 

nghiệm là 5-6 lần; Trong cùng một cột, các chữ cái khác nhau thể hiện sự khác biệt có ý nghĩa thống kê P <0,05. 

Bảng 4. Ảnh hưởng của thời gian thụ tinh đến tỷ lệ thụ tinh 

Thời gian thụ tinh (giờ) Số trứng (n) Số trứng thụ tinh (%) 

3 54 21 (38,86
a
 ± 2,67) 

6 57 36 (63,21
b
 ± 3,11) 

12 45 28 (61,48
b
 ± 7,19) 

Ghi chú: Số liệu được biểu diễn dưới dạng: giá trị trung bình (Mean) ± sai số chuẩn (SEM); Số lần nhắc lại thí 

nghiệm là 4-5 lần; Trong cùng một cột, các chữ cái khác nhau thể hiện sự khác biệt có ý nghĩa thống kê P <0,05. 

Bảng 5. Khả năng phát triển của phôi IVF trong môi trường SOF có  

và không bổ sung tế bào Cumulus (CCs) 

Điều kiện nuôi cấy Số phôi nghiên cứu(n) Số phôi phân chia (%) Số phôi nang (%) 

SOF + CCs 218 168 (76,38
a
 ± 2,39) 75 (34,16

c
 ± 0,92) 

SOF 222 121 (54,23
b
 ± 1,49) 61 (27,22

d
 ± 0,72) 

Ghi chú: Số liệu được biểu diễn dưới dạng: giá trị trung bình (Mean) ± sai số chuẩn (SEM); Số lần nhắc lại thí 

nghiệm là 5 lần; Trong cùng một cột, các chữ cái khác nhau thể hiện sự khác biệt có ý nghĩa thống kê P <0,001. 
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Hình 3. Phôi nang 7 ngày tuổi (chỉ mũi tên) hình thành  

trong điều kiện nuôi cấy chung với tế bào cumulus 

3.3. Nghiên cứu ảnh hưởng của tế bào 

cumulus đến khả năng phát triển của phôi 

bò sau IVF 

Tế bào cận noãn (tế bào cumulus) đã đþĉc 

chĀng minh có vai trò quan trọng trong quá 

trình thành thýc và quá trình thý tinh cûa tế 

bào trĀng bò (Chian & cs., 1995; Zhang & cs., 

1995). Să có mặt cûa tế bào cumulus trong quá 

trình nuôi phôi còn có tác dýng làm tăng chçt 

lþĉng phôi và tăng tỷ lệ thý thai ć nhĂng bệnh 

nhân hiếm muộn (Guo & cs., 2016). Trong 

nghiên cĀu này, ânh hþćng cûa lĆp tế bào 

cumulus trong đïa cçy phôi đþĉc đánh giá nhằm 

lăa chọn điều kiện nuôi phôi thích hĉp. Thí 

nghiệm đþĉc thăc hiện qua 5 læn nhắc läi cho 

mỗi lô thí nghiệm vĆi tổng số trĀng nghiên cĀu 

læn lþĉt là 218 và 222 trĀng (Bâng 5). 

Kết quâ bâng 5 cho thçy, phôi đþĉc nuôi 

trong môi trþąng SOF vĆi să có mặt cûa tế bào 

cumulus phát triển tốt hĄn so vĆi nuôi trong môi 

trþąng SOF không bổ sung thêm tế bào cumulus 

(34,16% so vĆi 27,22%, P <0,001). 

4. KẾT LUẬN 

Hai môi trþąng nuôi thành thýc tế bào 

trĀng bò BO-IVM và TCM-199 đều mang läi 

hiệu quâ cao trong việc nuôi thành thýc tế bào 

trĀng bò. 

Tế bào trĀng thý tinh vĆi nồng độ pha loãng 

tinh trùng 2 × 106/ml trong thąi gian thý tinh 6 

gią cho tỷ lệ thý tinh, tỷ lệ hình thành phôi 

nang cao nhçt.  

Bổ sung tế bào cumulus trong môi trþąng 

nuôi phôi SOF giúp câi thiện tỷ lệ phôi phát 

triển đến giai đoän phôi nang. 
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