Vietnam J. Agri. Sci. 2023, Vol. 21, No. 9: 1194-1201 Tap chi Khoa hoc Nong nghiép Viét Nam 2023, 21(9): 1194-1201

www.vnua.edu.vn

NGHIEN CUU TAO PHOI /¥ VITRO
TU TRUNG LON DONG LANH BANG PHUGNG PHAP THUY TINH HOA

P46 Thi Kim Lanh, Nguyén Hué Linh", Nguyén Thi Ngoc Anh
Khoa Thii y, Hoc viégn Nong nghiép Viét Nam
Tac gid lién hé: 631052@sv.vnua.edu.vn

Ngay nhan bai: 17.04.2023 Ngay chap nhan ding: 29.08.2023

TOM TAT

Nghién ctru dwoc thywe hién nhdm danh gia i 1& thanh thuc va kha nang phat trién cta trieng lon dwoc déng lanh
bang phwong phap thly tinh héa. Sau khi gidi déng, té bao trirng lon dwec nuéi thanh thuc trong méi trwéng Porcine
Oocyte Maturation (POM), tiép tuc thu tinh trong éng nghiém v&i tinh tring ra déng va cudi cung dwoc nudi trong moi
trwdng nudi phodi Porcine Zygote Medium (PZM3); nhém té bao trieng lon khéng déng lanh dwoc nudi trong moi
trwong twong tw dé lam dbi chiing. Két qua cho thay ti 1& thanh thuc (64,97 + 3,42%), ti |& thu tinh (74,37 + 2,08%) va
ti 1& hinh thanh phdi nang cua trirng lon sau gidi déng (9,61 + 1,81%). Chiing tbi ghi nhan lan du tién tai Viét Nam,
té bao trirng lon chwa thanh thuc dwgc déng lanh bang phwong phap thiy tinh hda cé khd néng phat trién dén giai
doan phdi nang sau giai ddng. Mac du cac két qué nay thap hon so véi nhém trirng khéng qua bao quan lanh (véi ti
l& thanh thuc va tao phdi Ian lwot 1a 84,30 + 1,90%:; 46,68 + 5,86% va 22,96 + 3,53%), nghién clru ndy cho thay
phwong phép thiy tinh héa c6 tiém nang to Ién trong (ng dung bao quan té bao triing lon chwa thanh thuc.

Tw khéa: Thanh thuc, thiy tinh hoa, trirng lon.
Production of in vitro Embryo from Frozen Porcine Oocytes by Virtification Method

ABSTRACT

The study was conducted to evaluate the maturation rate and development of frozen porcine oocytes by
vitrification method. After thawing, porcine oocytes were matured in Porcine Oocyte Maturation medium (POM), then
fertilized with frozen-thawed semen and cultured in Porcine Zygote Medium (PZM3); non-frozen porcine oocytes
were cultured in the same procedure as control. The results showed the maturation rate (64.97 + 3.42%), fertilization
rate (74.37 + 2.08%) and blastocyst formation rate (9.61 + 1.81%) of frozen-thawed porcine oocytes. This appeared
that for the first time in Vietham immature pig oocytes were frozen by vitrification and developed to blastocyst stage
after thawing, although these results were lower than those of the group of eggs without cryopreservation with
maturation and embryogenesis rates of 84.30 + 1.90% and 46.68 + 5.86% and 22.96 + 3.53%, respectively. This
study shows that vitrification had great potential in the application of immature pig oocytes.

Keywords: Maturation, vitrification method, porcine oocytes.

lanh tinh trung va phéi, bao quan lanh t& bao
tring phan 16n da bi bd qua cho dén gan day;
trén thuc t&, so véi t&€ bao tinh trung, t& bao

1. DAT VAN DE

Thuét ngit “bao quan lanh” dung dé chi qua

trinh 1am lanh t& bao, m6 va bao quan ching &
nhiét d6 Am sdu nham ngan chin, lam cham
ho#c ditng moi hoat dong sinh hoc, sinh 1y va bao
ton t& bao dé st dung trong tuong lai. Bao quan
lanh giao t va phéi 1a quy trinh phu trg quan
trong trong cac trung tdm thu tinh trong ong
nghiém (TTON). Tuy nhién, trai nguge vé1 dong
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triing nhay cadm hon véi nhiing tac dong vat 1y va
héa hoc dan dén ti 1& song sét, thu tinh va mang
thai rat thap (Dinnyés & cs., 2000; Smith & cs.,
2011). Hién nay, thuy tinh héa hay tri lanh cuc
nhanh 1& m6t trong nhiing kj thuiat déng lanh
dugc ap dung phd bién 6 tat ca cac trung tAm thu
tinh trong 6ng nghiém do c6 mot s6 wu diém vugt



troi so v6i phuong phap dong lanh cham truyén
thong nhu: don gian, dé thuc hién, chi phi thap,
khong can cac thiét bi déng lanh dét tién, nang
cao hiéu qua bao quan lanh vi han ché tdn
thuong lanh va ngédn ngta duge sy hinh thanh
tinh thé da noi bao (Chian & cs., 2014).

Trén thé gidi, quy trinh thiy tinh héa da
dudge nghién ciiu, ting dung trén ngudi va nhiéu
loai dong vat khac nhau. Phuong phéap thuy
tinh héa duge Kuleshova & cs. (1999) ting dung
d4u tién trén tring ngudi, nhd d6 em bé dau
tién trén thé gidi tu trtng tri lanh bing ky
thuat thuy tinh héa ra dci. Trén chuot, ti 1&
tring song sau quy trinh déng lanh va ra déng
bing phuong phap thuy tinh héa 1la 88%
(Nakagata, 1989); 80% (Shaw & cs.,1991); 99%
(Lane & Gardner, 2001). Trén bo, ti 1& tring
song sau déng lanh va rd déng la 85% (Otoi &
cs.,1998); 87% (Asada & cs., 2002); 88% (Men &
cs., 2002); déc biét Chian & cs. (2004) thu dugc
ti 1é tring bd séng sau ra doéong dat 92% khi
dung chat bao quan déng lanh 1& 15% ethylene
glycol (EG) két hop véi 15% dimethyl sulphoside
(DMSO) va dat 98% khi dung 15% ethylene
glycol (EG) két hop v6i 15% propylene glycol
(PG)... Fujihira & cs. (2005) da thuc hién quy
trinh doéng lanh va ra dong trtng heo bing
phuong phap thuy tinh héa st dung Cryotop,
v6i néng d6 EG trong dung dich thuy tinh héa 1a
30%, thu dudc ti 1é séng sau ra dong 1a 54-56%.

O Viét Nam, nghién ctiu dong lanh phoi bo
da bit dau dudc tién hanh vao nam 1984
(Nguyén & cs., 1984). Nguyén Thi Thuong
Huyén (2008) da bao quan thanh céng tring bo
bing phuong phap thuy tinh héa trong cong ra
v6i ti 1é tring song so véi téng s6 tring dem
dong lanh sau gidi déng 58,83%. Dén nam 2013,
nhém tac gid nay tiép tuc nghién ctiu bao quan
lanh t& bao triing bo giai doan tdi mAm bing
phuong phéap thuy tinh héa trong cong ra va vi
giot cho k&t qua tit ngudn cong ra cho thay ti 1&
song theo hinh thai dat 68,52 + 1,19%, ti 1é s6ng
theo phuong phap nhuéom AO/PI dat
52,69 + 3,66%, ti 18 chin dat 20,79 + 1,38%, ti 1&
thu tinh (phéi hai t& bao) dat 15,64 + 2,72%
(P < 0,05) so véi nguédn vi giot va chi c6 2/28 phoi
phat trién dén giai doan phdi nang (tit cong ra,
Nguyén Thi Thuong Huyén & cs., 2013). Trén
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heo, s6 luong nghién ctu trong nudc vé doéng
lanh t& bao triing bang phuong phap thuy tinh
héa chua dudc bao cdo nhiéu. Gan day, Lai Dinh
Bién & cs. (2019) da tién hanh nghién ciu dé tai
bao quan té& bao tring heo giai doan trudng
thanh bang phuong phap thuy tinh héa trong
cryotech. Két qua cho thiy viéc st dung 10,0%
(v/v) ethylene glycol (EG) + 5,0% (v/v)
dimethylsulfoxide (DMSO) va trehalose trong
mdi trudng thiy tinh héa c6 thé cai thién ti 18
séng va phat trién phoi cta tring. Tuy nhién,
nghién ctiu nay dude thuc hién trén t& bao tring
heo da thanh thuc nén can ddi hoi cac quy trinh
nudi tring trong phong thi nghiém, hon niia két
qua danh gia kha nang phat trién cta phoi chi
dat § mutc d6 4 t& bao. Trong khi, bao quan t&
bao triing chua thanh thuc bang phuong phap
thay tinh héa c6 thé duge thuc hién don gian
hon do c6 thé d& dang thuc hién, khéng doi héi
cac quy trinh nuéi tring hay phéi trong phong
thi nghiém. Do d6, ching t61 thuc hién nghién
ciu nay nhim danh gia kha ning tao phéi
TTON tit t&€ bao tring lon chua thanh thuc duge
dong lanh bang phuong phap thiy tinh héa.

2. PHUONG PHAP NGHIEN CUU
2.1. Vat liéu

Déi tugng nghién c@u 1a t& bao tring lon
dude thu tit budng tring tai Céng ty C6 phan
Thinh An - c6 s6 giét mé gia sic, gia cAm huyén
Thanh Tri dé ddm bao thsi gian thu mau khong
lau qua 3 gid sau giét ma.

2.2. Phuong phap nghién citu

2.2.1. Thu mau buéng trirng (BT), danh gia
chat Iuong budng trirng, phuong phap thu
té bao tring

T& bao triing duge thu biang phuong phap
cit budng tring bang dao md. T€ bao tring dude
phan loai theo chat lugng dua vao hinh thai va
s6 16p t& bao can nodn theo phuong phap cua
Karja (2008). Cu thé, cac t€ bao tring dudgc
phén loai theo 4 loai A, B, C va D:

- Loai A: Trtng c6 trén 4 16p t& bao nang
bao xung quanh t& bao tring, lién két chit ché,
khong gidn nd, nguyén sinh chat dong nhat.
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- Loai B: Trtng cé tit 2 16p t& bao nang trd
1én bao xung quanh té& bao tring, lién két chéit
ché, khong gidn nd, nguyén sinh chat dong nhat.

- Loai C: Triing bi mat mot phan 16p t& bao
nang bao xung quanh t& bao tring, nguyén sinh
chat co lai khong déng déu.

- Loai D: Triing hoan toan khéng c6 16p t&
bao nang bao xung quanh va nguyén sinh chat
khong dong déu.

Chi té& bao triing loai A, B dudc st dung cho
nudi thanh thuc in vitro.

2.2.2. Phuong phap thidy tinh héa, gidi
déng té bao trirng

Phuong phap thuy tinh héa: Cac t€ bao
tring thu dugc sé dudc dong lanh nhanh theo
phuong phap ctia Somfai & cs. (2013) véi nhiing
stia d6i nhé. Cu thé, t& bao tring dudc xi ly
trong moi trudng cd ban (Basic Medium) bao
gobm NCSU-37 (Petters & Wells, 1993) khong
chtta glucose, nhung dudc bd sung 20mm
HEPES; 50pm pB-mercaptoethanol; 0,17mm
natri pyruvate; 2,73mm natri lactat. Cac t& bao
tring sau d6 dugc xi 1y trong méi trudng can
bang, 1& mdi trudng co ban dudc bs sung véi 2%
(v/v), ethylene glycol, 2% (v/v) propylene glycol
va 4 mg/ml BSA. Cac té& bao triing dude 1 trong
mdi trudng can bing trong 13-15 phit & 38,5°C,
riia ba lan trong cac giot 20ul dung dich thuy
tinh héa § 38,5°C, sau d6 dung pipet thiy tinh
¢6 éng hit mao din dé hit theo nhém 10 t&€ bao
dé dat t& bao tring trén cong cryotop va hut bét
dung dich thuy tinh héa con 2-3ul rdi tha
cryotop vao bé nito 1ong (LN) trudc khi dua vao
v6 boc. Dung dich thuy tinh héa 12 méi trudng
¢d ban dugc bd sung véi 50 mg/ml;
polyvinylpyrolidone (P-0930); 0,3M sucrose;
17,56% (viv) EG; 17,6% (v/v) PG va 4 mg/ml BSA.
Thoi gian rlia tring trong moi truong thuy tinh
héa va dat cac giot dung dich chtia t& bao tring
1én bé mit cryotop téng cong ca qua trinh dudc
thuc hién trong khoang 30 giay.

Phuong phap gidi déng t& bao tring: Trudc
khi bit dau quy trinh giai déng t& bao tring can
chuén bi moéi truong lam &m (dude gi kin khi
trong ong ly tAm 15ml) dudc lam &m dén 38°C
trong 30 phit trong ti 4m, sau d6 giii 6 42°C
trong khoi giti nhiét kho. Cac giot thuy tinh héa
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duge 1am &m bing cich chuyén vao 2,5ml méi
truong lam sach (0,4M glucose trong méi trudng
cd ban bé sung 4 mg/ml BSA) trong mot dia cy
35mm gifi trén ban 4m dudc giti § 42°C. Mot dén
hai phit sau, cac t& bao tring dudc tai hydrat
héa bing cach chuyén lién tuc trong khoang
thoi gian khoang 1 phut (4 giéng) mdi giéng
chtta 500ul méi trudng lam sach duge bd sung
1an lugt véi 0,2; 0,1 hoidc 0,05M Sucrose 6 38°C.
Sau d6, ching dugc ria trong giéng thi 4 chia
1ml dung dich lam sach 14 méi truong co ban cé
b6 sung 4 mg/ml BSA ¢6 ¢ 38°C va dua vao nubi
thanh thuc. Trong qué trinh lam 4m, nhiét do
thuc t& bén trong ctia khéi gia nhiét kim loai va
nhiét d6 bé mat ctia ban &m dude xac minh béng
ca nhiét k& tich hop ctia ban 4m va mot nhiét ké&
tuong tu.

2.2.3. Panh gia kha nidng thanh thuc cua
trirng lon sau déng lanh va qua bao qudn
trong nito 1ong

T& bao triing sau giai dong duge nudi thanh
thuc méi truong POM (D6 Thi Kim Lanh & cs.,
2020) trong thoi gian t& 44-46 gié. Qua trinh
nudi trudng thanh tring sé dugc tién hanh
trong tt nudi 5% CO, & 38,5°C, d6 4m khong khi
bao hoa. Sau thdi gian nudi cdy, mot phan té
bao tring ctia ca hai nhém thi nghiém dudc tach
sach t€ bao cumulus vd nhuém bang thudc
nhudém Orcein. Sau d6 kiém tra dudi kinh hién
vi soi ngudc dé xac dinh giai doan phat trién cia
nhin, qua d6 danh gia ti 1&¢ thanh thuc caa
tring sau dong lanh.

2.2.4. Thu tinh éng nghiém va danh gia kha
nang thu tinh cua trirng lon sau bao quan
déng lanh

T& bao trting sau khi nuéi truéng thanh
trong mdi loai mdi trudng trong vong 46-48 gig,
duge thu tinh trong 6ng nghiém st dung tinh
lgn Ban dong lanh theo phucng phéap ctia Do &
cs. (2015). Tinh trang dugc giai déng va pha
loang 6 miic 1 x 10° tinh trang/ml. Qua trinh
nay dudc tién hanh trong ta cidy 5% CO, &
38,5°C. Sau 18-22 gi¢ tinh tu thoi diém thu
tinh, hgp ti dudc tach sach t& bao cumulus va
dude nhudom bang thudc nhuém Orcein va kiém
tra dudi kinh hién vi soi ngudc dé xac dinh giai
doan tién nhan duc va tién nhan cai ctia hop t,
qua d6 danh gia tilé thu tinh.
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Hinh 2. T€ bao tring lgn tuai (trai) va t€ bao tritng lgn sau giai déong (phai)

2.2.5. Danh giiz kha ning phat trién dén
giai doan phéi nang cua trirng lon sau bao
quan déng lanh

Sau khi tién hanh qua trinh thu tinh cho cac
t& bao tring, cac t& bao tring dugc nudi cdy trong
t cay 5% CO, & 38,5°C. Céac t& bao cumulus sau
d6 dugc tach ra khéi t& bao tring, hop ti dude
chuyén sang méi trudng nudi cdy phéi PZM3 cho
dén ngay tht 7 (ngay thu tinh 1a ngay 0) dé danh
gia kha nang phat trién ctia phéi. Sau dé phoi
duge nhuém bang thudc nhudém Hoechst 33342,
tit d6 danh gia ti 1é phoéi nang.

Ti 1é thu tinh va ti 1& phdi nang dudc su
dung lam céc chi tiéu danh gia kha nang phat
trién cta tring va chat lugng phéi.

2.2.6. Phuong phap nhuém Orcein

Dé danh gia ti 1& thanh thuc va ti 1& thu
tinh cta té& bao tring lon, t&€ bao tring thanh
thuc sau IVM 44 gié va hdp ti sau IVF 18 gio
duge gin trén phién kinh va c6 dinh trong dung

dich axit acetic: con etanol (1:3 v/v) trong
48-72 gid. Sau d6 dudc nhudém bang dung dich
acetic orcein (1% orcein trong axit acetic 45%)
va kiém tra, danh gia duéi kinh hién vi tuong
phan (Namula & cs., 2013).

2.2.7. Phuong phap nhuém Hoechst 33342

Khi ké&t thic nudi cdy IVC, cac phoi nang
hinh thanh sé& dudc thu, ¢ dinh va tham trong
15 phut tai nhiét dé6 phong (RT) trong PBS ¢6
b6 sung 3,7% (v/v) Paraformaldehyd va 1%
(v/v) Triton X-100. Sau d6 dude dat trong PBS
chta 0,3% polyvinylpyrrolidone trong 15 pht
tai RT. Cac phoi nang da dudc chuyén vao mot
giot nhd bao gém PBS b6 sung 90% (v/v)
glycerol va Bisbenzimide 1,9mm trén moét
phién kinh. Sau dé, cac phéi nang dudc c6 dinh
bing mot lamenduge hd tr¢ béi bon giot
vaselin/parafin va dugc 4 qua dém 6 4-8°C. Cac
t& bao trong phdi nang dudc kiém tra bing
kinh hién vi huynh quang véi bd loc c6 bude
séong 350nm (Do & cs., 2015).
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Hinh 3. Tritng dugc thu tinh (cé tién nhan) nhuém Orcein

Hinh 4. Phéi nang 7 ngay tudi sau déng lanh

2.3. Xt ly s6 liéu

Cac chi tiéu danh gia bao gém ty 1é t& bao
tring thanh thuc, ty 1& thu tinh va ty 1& hinh
thanh phdi nang. Cac ty 1& phan tram dudc
chuyén d6i bang ham acsin trude khi duge phan
tich bing paired sample T-test cia SAS danh
cho Windows, phién ban 9.1, (Hoa Ky). Cac khac
biét véi gia tri P <0,05 dugc xem la c¢6 ¥ nghia
thong ké.

3. KET QUA VA THAO LUAN

3.1. Kha nang thanh thuc cta trirng lgn sau
dong lanh va qua bao quan trong nito

Két qua bang 1 cho thiy, téng s6 t& bao
triing chua qua déng lanh dudc nudi cdy 1la 1.690
t& bao, trong d6 1.403 t& bao thanh thuc, dat
84,30 + 1,90% cao hon ti 1& nay 6 nhém triing sau
bao quan déng lanh bing phuong phap thiy tinh
hoéa véi téng s6 1.476 t& bao triing duge nghién
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ctiu ¢6 962 tring thanh thuc dat 64,97 + 3,42%
(P <0,001). Nhu vay, qua trinh déng lanh anh
hudng sau sic dén kha ning thanh thuc cta t&
bao tring lon sau giai dong. K&t qua caa ching
t61 phu hgp véi két qua nghién ctu caa Casillas
& cs. (2020) khing dinh kha ning song sét va
thanh thuc cta triing lon sau giai dong giam sau
IVM. Diéu nay cling dudc xac nhan trong bao cio
ctia Fernandez & cs. (2012).

Ly giai cho sy chénh 1énh ti 1é thanh thuc &
hai nhém thi nghiém do trong qua trinh nuéi
cdy trong é6ng nghiém, mtic d6 cua O, (Kang &
cs., 2012) va cac phan ing oxy héa ting lén
(Khazaei & Aghaz., 2017) trong qua trinh nuodi
cdy trong 6ng nghiém anh huéng dén kha ning
ton tai va phat trién cta t& bao. Hon niia, t& bao
triing cting rit dé bi ton thuong khi tiép xic véi
nhiét d6 thap (Lai Dinh Bién & cs., 2019) 4nh
hudng dén thanh phan cua t& bao chat, 1ép
mang cumulus.. nén ti 1é thanh thuc cta triing
sau bao quan doéng lanh thap hon so véi tring
khéng qua bao quan.
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Bang 1. K&t qua danh gia kha nang thanh thuc

cua t& bao tring 1gn sau dong lanh va qua bao quan trong nitc 16ng

Nhém tring Téng sb té bao trieng nghién cru  S6 té bao trieng thanh thuc Ty 1é tring thanh thuc (%)
Khéng qua déng lanh 1690 1403 84,30% £ 1,90
Bao quan dong lanh 1476 962 64,97° + 3,42

Ghi chu: S¢'liéu dugc biu dién dudi dang: gia tri trung binh (Mean) + sai s6 chuan (SE); Trong cing
mot cot, cdc chit cai khac nhau *? thé hién su khdc biét c6 y nghia théng ké P <0,001; S6'14n nhéc lai

thi nghiém n = 10.

Bang 2. Kha nang thu tinh cua trirng lgn sau bao quan lanh

Nhém trieng Téng sb té bao trisng nghién civu  S6 té bao trieng dwoc thu tinh - Ty 1é tring dworc thu tinh (%)
Khoéng qua déng lanh 1403 1242 74,37% + 2,08
Bao quan dong lanh 962 593 46,68"+ 5,86

Ghi chu: S6'liéu duge biéu dién duéi dang: gia tri trung binh (Mean) + sai s6 chuédn (SE); Trong cung mét

A

cot, cac chit cai khdc nhau *® thé hién su khac biét ¢6 y nghia thong ké P <0,001; S6'14n nhéc lai thi nghiém

n=10.
Bang 3. Kha nang phat trién cta tring lgn sau bao quan lanh
z . & phoi phat trié Ty & ph6i nan
Nhém trérng Tong so6 phdi nghién ctru < SO. p_h0| phat tf!en yiep 9
dén giai doan phdi nang (%)
Khéng qua déng lanh 1242 315 22,96°+ 3,53
Bao quan dong lanh 593 67 9,61°+1,81

Ghi chu: S¢'liéu dugc biéu dién dudi dang: gia tri trung binh (Mean) + sai s6 chuan (SE); Trong cing mot
cot, cac chit cdi khic nhau®® thé hién su khac biét c6 y nghia thong ké P <0,001; S6"1an nhdc lai thi

nghiém n = 10.

3.2. Kha nang thu tinh cta tring lgn sau
bao quan doéng lanh t&€ bao triing

Két qua duge thé hién & bang 2 cho thdy
trong moi trudng thu tinh Pig-FM, ti 1& thu tinh
gita hai nhom thi nghiém c6 sy chénh lénh
dang ké. V6i cac t€ bao trting khong qua bao
quan dong lanh, sau khi nuéi thanh thuc va thu
tinh trong 6ng nghiém, ti 1& thu tinh dat
74,37 + 2,08% véi 1.242/1.403 t& bao tring dugc
thu tinh. Ti 1& nay giam di 6 nhém té& bao tring
sau bdo quan ddéng lanh véi 593/962 triing dudc
thu tinh va dat 46,68 + 5,86% (P <0,001). K&t
qua thu tinh khong chi phu thudc vao sy thanh
thuc cia nhan ma con chiu anh hudng caa su
thanh thuc ctia t& bao chat (Watson, 2007).
Nhiing tac dong ciia qua trinh dong lanh va giai
déng anh hudng truc ti€p dén hoat dong cia
mang t& bao va su sip xEp cua cac thanh phan
trong té& bao, tit d6 gay anh hudng dén kha ning

thanh thuc va phat trién ctia t€ bao tring
(Prentice & cs., 2011). Bao quan lanh cling da
dugc chting minh 1a giy ra su dun sém cua cac
hat vé trong mang nguyén sinh chat dan dén su
cting lai dot ngdt ciia mang zona va lam giam
kha ning thiAm nhép cta tinh trang nhu duge
quan sat thay & chudt (Carroll & cs., 1990), 6
cttu (Tian & cs., 2007) va bo.

3.3. Kha ning phat trién dén giai doan phoi
nang cua tritng lgn sau bao quan dong lanh

Két qua ¢ bang 3 cho thay, ti 1& phéi nang
¢ nhém tring nudi truéng thanh sau bao quan
dong lanh 1la 9,61 + 1,81% vdéi 67 phdi nang
trén téng s6 593 phdi nghién ctu thap hon so
vé6i ti 1é nay 6 nhém tring nudi khong qua bao
quan déng lanh v6i 315 phéi nang trén téng
s6 1242 phdi nghién ctu dat 22,96 + 3,53%
(P <0,001).
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Nghién ctru tao phdi in vitro ti trieng lon ddng lanh bang phuong phap thady tinh héa

Tén thuong do qua trinh déng lanh dén t&
bao tring c6 thé xay ra & tdt ca cac cong doan
nhu ha nhiét, lam mat, déong lanh, ra déng va
lam &m. Trong qué trinh lam lanh, tén thuong
t& bao do lanh x4y ra & 15 dén -5°C, su hinh
thanh tinh thé bang néi bao xay ra & -5 dén
-80°C va tén thuong dit giy déi véi mang zona
pellucida (ZP) va t&€ bao chat xay ra & -15
dén -50°C (Vajta & Nagy, 2006). Trong giai
doan ra doéng va lam &m, nhiém doc cac chong
lanh va t6n thuong thAm th&u thudng xay ra doi
véi t€ bao tring.

T& bao tring lon nhay cadm hon véi nhiét do
th&p do ham lugng lipid trong mang va nguyén
sinh chét cao hon. Nhiét do thap cé thé ngin
can su trudng thanh cta nhan va té bao chat
cua cua tring & giai doan tii mam (GV) (Liu &
cs., 2003). Wu & cs. (2006) bao cao rang cac t&
bao triing déng lanh dé&n -196°C c6 cac miic dd
ton thuong lanh khac nhau trong t& bao tring &
giai doan tii mam bao gdbm su phan tach t& bao
cumulus khéi phtic hgp cumulus-oocyte, diit gay
ZP tiép giap véi t& bao cumulus, v3 cac diém néi
khodng cach gifia cac t&€ bao cumulus va su gian
doan ctia vi nhung mao. Cac nghién citu nay da
chting minh co ché tac déng cua qua trinh bao
quan lanh dén kha ning phat trién caa tring
lon sau giai dong.

4. KET LUAN

DAy 1a cong b6 dau tién tai Viét Nam thanh
cong tao ra phoi nang tit t& bao tring lon chua
thanh thuc dugc déng lanh bang phuong phap
thuy tinh hoa. K&t qua tao phéi ti t& bao tring
lgn sau giai dong c6 ti 1é thanh thuc dat 64,97%,
ti 1& thu tinh dat 46,68% va ti 1& hinh thanh
phoi nang 12 9,61%. Nghién ctiu nay 1a co s6 cho
viéc phat trién va tiém ning tng dung k§ thuat
luu trit t& bao tring lgn chua thanh thuc bang
phuong phap thuy tinh hoa trong bao ton nguén
gen céc gidng lgn tai Viét Nam.
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