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Tom tit:

Muc tiéu ciia nghién ctru nhiam danh gia anh hwéng ciia viéc loai bé mang sang (zona pellucida - ZP) dén hiéu qua
tao phéi lom I nhan ban. Nghién ciru sir dung hai loai té bao trirng c6 ZP va di loai bé ZP cho qua trinh tao phéi lon
I nhén ban. Két qua cho thdy, ty 1¢ té bao trimg nguyén ven sau loai nhén, té bao trimg dwoc loai nhan thanh cong
ciia nhéom da loai bé ZP (twong trng 1a 96,19 va 86,28%) cao hon so véi nhéom c6 ZP (twong trng 83,92 va 82,19%);
tuy nhién su sai khac vé ty 1¢ loai nhan thanh cong giira nhém di loai b ZP va c6 ZP khong c¢é y nghia (twong tng
86,28 so véi 82,19%, p>0,05). Cac té bao trirng sau loai nhan thanh céng dwoc ciy chuyén nhan té bao soma (SCNT)
lon I, dung hop, hoat hoa bing cytochalasin B (7,5 pg/ml) va nudi in vitro trong méi truong PZM3 dé danh gia hiéu
qua tao phéi. Ty 1¢ phdi c6 phén chia va ty 1¢ tao phdi nang ciia nhém té bao trirng d loai bé ZP cao hon ¢é ¥ nghia
s0 v6i nhom cé ZP, twong ng 1 84,98 so véi 71,84% va 24,41 so véi 16,03% (p<0,05). Két qua cho thay, viéc loai bé
ZP gitip ning cao hiéu qua tao phéi lgn I nhan ban.

Tir khéa: ciy chuyén nhan té bao soma, phdi lon I nhan bin cé zona pellucida, phdi lgn I nhin béan da loai b6 zona

pellucida, zona pellucida.
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Lon I khong chi ¢ gia tri trong chin nudi ma con ca
trong linh vuce nghién ctu y sinh. Lon dugc hy vong su
dung trong cay ghép nodi tang cho ngudi vi c6 mot so dac
diém giai phau va sinh 1y twong ddng v6i ngudi. Polejaeva
va cs (2000) [1] lan dAu tién bao cdo vé viéc tao duge lon
con nhin ban bang k¥ thuat SCNT. Tir d6 dén nay di c6
thém nhiéu bao cio vé viéc tao lon bién ddi gen va lgn nhan
ban, tuy nhién hiéu qua nhan ban ¢ lon van thép hon so
v6i céc loai khac. Bé nang cao hi€u qua tao lon nhan ban,
cac nha nghién ciru di ¢b ging cai thién mot s6 yéu té anh
huong dén sy thanh cong ctia qua trinh nay nhu: loai nhan té
bao, giy dong duc déng pha, tao phoi Ign nhén ban... Hién
nay phuong phap tao phoi di loai bo ZP duoc ap dung nham
cai thién hiéu qua tao phdi nhan ban & mot s6 dong vat nhu
bo [2], ngua [3], lon [4].

Phuong phéap tao ph6i nhén ban tur tring da loai bo
ZP la phuong phap don gian, hiéu qué dé sir dung so véi
phuong phap tao phoi nhan ban truyén thong [5]. Qua trinh
chudn bj loai nhan té bao tring da loai bo ZP dugc thuc
hién ma khong can nhuém huynh quang dat hiéu qua 1én toi
95-100%, bao ton duge 96-97% thé tich nguyén bao trimg
sau loai nhan [6]. Ty 1& phoi nang nhan ban phat trién tir
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ciy nhan nguyén bao trimg di loai bo ZP dugc tao ra bang
hoic cao hon so v&i phuong phap tao phoi nhan ban truyén
théng. Két qua cay chuyén phoi nhan ban vao lon me nhin
phoi ciing c6 quy luét tuong tu [7].

Tai Viét Nam, lon [ nim trong danh muc giéng vat nudi
can duoc bao ton gip boi su suy giam nhanh vé sb luong
trong nhitng nim gan day. Tao phoi lon I nhan ban thanh
cong co ¥ nghia 16n trong viéc bao ton va gin giit ngudn gen
lon I ciing nhu da dang sinh hoc ctia gidng lon quy nay. Mic
di1 d3 c6 cong trinh vé tao phoi lon I nhin ban tir nguyén bao
tring da loai bé ZP [8], nhung chua c6 cong trinh nao so
sanh hi¢u qua cua vi¢c loai bé hoac khong loai bo ZP trong
qua trinh tao phoi lon I nhan ban tai Viét Nam. Muc dich cua
nghién curu nay la danh gia anh hudng cua viéc loai bo ZP
dén hiéu qua tao phoi lon I nhéan ban.

Vat liéu, phuong phap nghién ciiu

Vit liéu

Céc hoa chét sir dung trong nghién ciru nay dugc cung
cip boi Hang Sigma - Aldrich (Hoa Ky).

Chudn bi nguyén bao sgi lon I

Nguyén bao soi lon I dugc thu tir mé tai lon I thuan nudi
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Abstract:

This study aims to evaluate the effect of zona pellucida
(ZP) removal on the efficiency of cloned embryos of I
pig. For producing I pig cloned embryos, the authors
used the oocytes with ZP and with ZP removal. The
results showed that the percentage of intact oocytes after
enucleation of the group with ZP removal oocytes was
96.19 and 86.28% and of the group with ZP was 83.92
and 82.19%. However, the rates of intact enucleated
oocytes among these groups have no statistical
significance (86.28 to 82.19% with p>0.05). Enucleated
oocytes were implanting somatic cell nuclear transfer,
fused, activated by cytochalasin B (7.5 pg/ml), and in
vitro cultured in PZM3 medium to evaluate the efficiency
of embryogenesis. The cleavage rate and blastocyst
formation of the group with ZP removal were higher than
those of the group with ZP, 84.98 vs 71.84% and 24.41 vs
16.03% respectively (p<0.05). The results exhibited that
ZP removal improved the efficiency of producing cloned
embryos of native I pig of Vietnam.

Keywords: 1 pig cloned embryos with zona pellucida, I
pig cloned embryos with zona pellucida removal, somatic
cell nuclear transfer, zona pellucida.
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tai Trung tim Lon gidng Dabaco (Bic Ninh). Cac miu mo
tai lon I duge loai bo hét long, md thua va cit thanh cac
manh nho ¢6 dién tich khoang 1 mm? va nudi trong mbi
truong nudi nguyén bao soi DMEM c6 bd sung 10% huyét
thanh thai bé va khang sinh & diéu kién 37°C, 5% CO,, d6
4m khong khi bdo hoa. Sau 9-10 ngay, quan sat thay co
nguyén bao sgi phat trién xung quanh manh mo thi loai bo
hét cac manh mo, thay méi truong nudi nguyén bao sgi méi
va nudi tiép cho t6i khi cic nguyén bao soi phat trién toi
>80% day dia nudi thi cay chuyén. Str dung cac nguyén bao
soi ¢ 1an cdy chuyén 5-10 cho qua trinh cdy chuyén SCNT.
Céc nguyén bao soi dat t6i trang thai ciy chuyén duoc dong
pha chu trinh té bao vé giai doan GO/G1 truéc khi SCNT.
Qua trinh dong pha dugc thyc hién nhu sau: cic nguyén bao
soi dugc nudi trong méi trudng DMEM ¢6 bd sung 0,5%
huyét thanh thai bé trong vong 48h & diéu kién 37°C, 5%
CO,, 6 4m khong khi bdo hoa. Sau 48h cac té bao s& duoc
thu va st dung cho qua trinh cdy chuyén SCNT.

Nudi thanh thuc in vitro té bao trieng lon

Budng trimg lon du tiéu chuan st dung cho thi nghiém
duogc thu tir 16 md, bao quan trong dung dich PBS c¢6 bd
sung khang sinh va van chuyén vé phong thi nghiém & 30-
35°C trong vong 2-3h. Str dung phuong phap choc hat dé
thu t& bao tmng lon tu nhung nang trung c6 duong kinh
3-6 mm trén buong tring. Te bao trung sau khi thu va lua
chon dudi kinh hién vi soi ndi dugc nudi trong dia 4 giéng
chtra moi truong nudi POMI1 cé bd sung EGF, eCG, hCG va
dbcAMP (50 té bao tring/giéng) trong vong 20-22h ¢ diéu
kién 3’8,5°C, 5% CO,, do én} khong khi bao hoa. Sau 20-
22h, t€ bao trimg dugc chuyén sang nudi trong moi truong
POM?2 ¢6 bd sung EGF, eCG va hCG trong vong 20-22h &
diéu kién 38,5°C, 5% CO,, d6 4m khong khi bao hoa.

Logi nhan té bao trieng lon

Sau 40-44h nudi thanh thuc in vitro, cac té bao trung
dugc chuyén sang méi truong TALP-HEPES c6 bd sung
0,1% Hyaluronidase va loai bo toan bo 16p té bao cumulus.
Lua chon cac té bao tring lon thanh thuc in vitro dua vao sy
xudt hién cua thé cyc thir nhat. Cac té bao tring thanh thuc
1a cac té bao trung co su xuét hién cua thé cuc thir nhat. Chi
sir dung céc té bao trimg thanh thuc cho qua trinh loai nhan.
Trong nghién ctru nay, chung t6i st dung hai phuong phap
loai nhan khac nhau.

Loai nhan té bao trimg lon khéng c¢é ZP: qua trinh loai
nhan dugc thyc hién theo phuong phap cua Hosseini va
cs (2013) [9] c6 cai bién. Té bao trang lon thanh thuc in
vitro trudce khi loai nhan s€ dugc loai bo ZP va xtr ly voi
Demecolcine. Qua trinh loai bo ZP duoc thuc hién nhu sau:
té bao trang lon thanh thuc in vitro dugc chuyén sang moi
truong loai bd ZP c¢6 chua 1,5 pg/ml Pronase trong vong



3-6 phit. Sau loai bé ZP, té bao tring dwoc chuyén sang
mdi truong TALP-HEPES + 10% huyét thanh thai bé. Té
bao tring lgn da dugc loai bd ZP s€ duoc chuyén sang
mbi trudng PZM3 c¢6 bd sung 4 pM Demecolcine trong
vong 20-40 phut. Muc dich cta viée xir Iy té bao trimg
v6i Demecolcine nhdam dy phan nhan ra sat phan ngoai vi
mang té bao trimg tao thanh mot khdi hinh noén 16i ra khi
quan sat dudi kinh hién soi ndi, qua dé giup cho cac k§ thuat
vién dé dang xac dinh vi tri ctia nhan té bao trimg trong qua
trinh loai nhan.

Sau khi xt Iy voi Demecolcine, té bao tring duogc loai
nhan trong moi truong TALP-HEPES c¢6 chtra 0,5 pg/ml
Cytochalasin B duéi kinh hién vi. Té bao trimg s& duoc loai
boé mot phan nho té bao chat (5-10% thé tich té bao tring)
¢6 chira hinh nén 16i ra trén mang té bao trimg bang micro
pipet dudi kinh hién vi soi ndi ¢6 d6 phong dai 100 1an.

Loai nhan té bdo trieng lon c¢6 mang ZP: dé loai nhan té
bao trimg c6 ZP can phai sir dung bd micro plpet (pipet gil
va pipet tlem) cung voi hé thong may Piezo. Té bao tring
lon véi thé cuc thir nhit duge chuyen vao moi truong loai
nhan c6 chira 0,5 pg/ml Cytochalasin B. Té bao trimg dugc
¢ dinh béng mot pipet gilt sao cho thé cuc & vi tri 3h. Dich
chuyén pipet tiém tiép xtic voi ZP & vi tri ¢ thé cuc, sau
d6 sir dung may Piezo dé khoan thing ZP tai vi tri d6. Tiép
theo, nhe nhang dua pipet tiém xuyén vao bén trong té bao
tring, hiit phan té bao trimg c6 chira thé cyc thir nhat (luong
té bao chét phai <30% thé tich té bao trimg) vao bén trong
pipet tiém. Sau d6 nhe nhang rat pipet tiém ra ngoai té bao
trimg va ddy phan té bao chat ra khoi pipet tiém. Cac té bao
trimg sau loai nhan s& duoc chuyén vao moi trudng giir té
bao trimg dé sir dung cho qua trinh cdy chuyén SCNT.

C(fy chuyén SCNT va dung hop

Té bao chat nhin khéng c6 ZP: té& bao tring sau
loai nhan dugc chuyén vao dung dich chira 1 mg/ml
Phytohemagglutinin (PHA) trong 2-3 gidy. Tiép theo cur
mot té bao trimg nhan s€ dugc dinh voi 1 té bao cho (nguyén
bao soi lon i) dé tao cap té bao cho - té bao tring nhan. Cac
cdp té bao trimg nhan - t& bao cho dugc chuyén sang dung
dich dung hop trong vong 2-3 phit cho dén khi chim han
xudng day dia thi chuyén sang budng dung hop cé chira moi
truong dung hop va két ndi véi may dung hop. Cap té bao
cho - té bao tring nhan dwoc dung hop ¢ 1,2 kV/cm trong
thoi gian 30 ps.

Sau dung hop cic cdp té bao cho - té bao tring nhan
duogc chuyén vao méi truong PZM3 dé trong tii nudi ¢ didu
kién 38,5°C, 5% CO,, 5% O, va d9 am khong khi bio hoa.
Sau 2h kiém tra va loai bo cac cap doi khong dung hop
dugc, chi sir dung cac cap té bao cho - té bao tring nhan da
dung hop dugc dé hoat hoa tai ciu tric.

TAP CHI

HOA HOC

ONG NGHE I} Nam 62(9) 9.2020

Khoa hoc Néng nghiép n——

Té bdao chat nhdn ¢6 ZP: qua trinh cdy chuyén nhan té
bao cho vao té bao trung nhan c6 ZP dugc thuc hién nhu
sau: tim lai vi tri da dugc khoan thung trén ZP cua té bao
trimg di loai nhan, ¢ dinh té bao trimg bing pipet giit, st
dung pipet tiém dé hut mot t& bao cho vao bén trong, nhe
nhang dua pipet tiém c6 chira té bao tring vao bén trong té
bao trimg thong qua vi tri di loai nhan trudc d6 va day té
bao cho vao bén trong gitra té bao trimg, nhe nhang rat pipet
tiém ra khoi té bao tring.

Hoat héa té bao trieng sau cdy chuyén nhén té bao cho
va nudi phéi in vitro

Té bao tritng khong cé ZP sau cay chuyén nhan: tai thoi
diém 2h sau dung hop, cac cip té bao cho - t& bao tring
nhén da dung hop s€ duoc xung dién lai 6 1 kV/cm trong
thoi gian 80 ps. Tlep theo, cac cap té bao cho - té bao trung
nhan duoc chuyén sang méi truong hoat héa PZM3 c6 bd
sung 7,5 pg/ml CyB trong vong 3h & diéu kién 38,5°C, 5%
CO,, 5% O, va do am khong khi bao hoa. Sau hoat hoa, cac
cap te bao cho té bao trimg nhan (hop tir gia dinh) s& dugc
chuyen sang nudi trong hé thong microwell c6 chua m01
truong PZM3 & diéu kién 38,5°C, 5% CO,, 5% 0, vadoa am
khong khi bao hoa. Tai thoi diém nudi ¢ ngay thir 5 sau hoat
hoa (ngay hoat hoa coi 1a ngay 0) bd sung 10% huyét thanh
thai bé vao moi truong nudéi PZM3. Kiém tra kha nang phan
chia, tao ph6i nang ¢ ngay thu 2 va 7 sau hoat hoéa.

Té bao trimg c6 ZP sau cdy chuyén nhan: t& bao trimg
nhan c6 ZP sau khi dugc cdy chuyén nhan té bao cho s&
dugc xung dién ¢ 1,5 kV/em trong thoi gian 100 ps. Tiép
theo, cac cip té bao cho - té bao trung nhan duogc chuyén
sang moi truong hoat hoa PZM3 ¢6 bd sung 7,5 pg/ml CyB
trong vong 3h ¢ diéu kién 38,5°C, 5% CO,, 5% O, va do
am khong khi bio hoa. Sau hoat hoa, céac cip té bao cho té
bao trimg nhan (hop tir gia dinh) s& dugc chuyén sang nudi
trong moi truong PZM3 & diéu kién 38,5°C, 5% CO,, 5%

,vadoa 4m khong khi bdo hoa. Tai thoi diém nudi & ngay
thu 5 sau hoat hoa (ngay hoat hoa coi 1a ngay 0) bd sung

10% huyét thanh thai bé vao méi truong nudi PZM3. Kiém
tra kha nang phan chia, tao phdi nang ¢ ngay thir 2 va 7 sau
hoat hoa.

Phuwong phap nhué¢m Hoechst 33342

Qua trinh nhudm té bao trimg/phoéi duoc thyc hién nhu
sau:

Chuén bj ba loai moi truong: (1) Hoechst 33342 stock:
250 pg Hoechst 33342/ml Ethanol tuyét d6i; (2) Dung dich
nhudm té bao trimg/phéi: 50 ul Hoechst 33342 stock + 450
pl Ethanol tuyét ddi; (3) Dung dich rta té bao trimg/phoi:
PBS +0,3% PVP.

Rira té bao trimg/phéi trong dung dich PBS c¢6 bd sung
0,3% PVP; tiép theo chuyén té bao trung/phoéi vao dung
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dich nhudm té bao trimg/phoi dé qua dém ¢ 4°C. Chuan bi
dia 4 giéng: giéng 1 chira 500 ul Ethanol tuyét dbi; giéng
2 chita 1 ml Glycerol. Hut té bao trimg/phéi sau khi di ¢
dinh trong dung dich nhudém té bao trimg/phéi vao giéng 1
dé rira phoi, sau d6 chuyén té bao tring/phéi sang giéng 2
va rira té bao trimg/phdi trong dung dich Glycerol. Sau khi
té bao trimg/phdi duoc rira trong Glycerol, chuyén sang lam
kinh, mdi t& bao trimg/phoi mot giot va xép hang doc theo
chiéu doc lam kinh. D4y lamen Ién lam kinh, soi kiém tra
dudi kinh hién vi huynh quang.

Phn tich va xi Iy 56 ligu
S6 liéu dugc xir 1y thong ké bang phan mém Microsoft

Excell 2010, sy sai khac c6 y nghia dugc kiém tra bang ham
ANOVA, su sai khac c6 y nghia vdi p<0,05.

Két qua va thao luan

Anh hwong ciia vige logi bé ZP dén hiéu qud logi nhin
té bao trirng

Anh hudng cia viéc loai bd ZP dén hiéu qua loai nhan té
bao trimg duge danh gia dya trén ty 1& té bao trimg nguyén
ven va khong c6 nhan sau loai nhan. Cac té bao tring sau
loai nhan duoc nhudm véi Hoechst 33342 dé kiém tra hiéu
qua loai nhan. Té bao trimg dugc loai nhan thanh cong 1a té
bao trimg nguyén ven va khong con nhan sau loai nhan. Két
qua duoc thé hién ¢ bang 1.

Bang 1. Hiéu qua loai nhan té bao trirng c6 va khéng cé ZP.

Dang Tébao trimg  Té bao trimg nguyén  Té bao trimg nguyén ven va
té bao dwgc loai ven sau loai nhan khong con nhan sau loai nhin
trimg nhin (n) n, %(Mean+SE) n, %(Mean=SE)

7 386 316
coze 40 83,9241,32: 82,191 42°
Khong ¢o S04 484 416
ZP 96,19+0,62° 86,28+1,96°

Ghi chu: cac gia tri trong cung moét cdt ¢ chiv cai khac nhau la sai khac cé y
nghia (p<0,05).

Két qua nghién ctru cho thdy, ty 1& té bao trimg nguyén
ven sau loai nhan ctia nhom da loai bo ZP (96,19%) cao
hon cé y nghia so véi nhom c6 ZP (83,92%), mac du ty 1€
té bao trimg nguyén ven va khong con nhan sau loai nhan
cua nhom da loai bé ZP (86,28%) cao hon nhom c6 ZP
(82,19%) khong co6 y nghia.

Trong nghién ciru ndy, chung t6i sir dung hé thong may
Piezo cting véi mot pipet giit va mot pipet vi thao tac dé loai
nhan té bao tring c6 ZP, mac du hé théng Piezo dugc thiét
ké dé 1am giam thiéu nhiing ton thuong ddi vai té bao trimg
trong qua trinh loai nhan, nhung dé loai bo duoc nhan té bao
trimg trong qua trinh loai nhan té bao trimg co ZP thi mot
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hrorng 16n té bao chat s& bi loai bo cling véi thé cuc (20-30%
thé tich té bao tnrng) (hinh 1). bay cung la mot trong nhung
nguyén nhan lam ton thuong mang té bao chit cua té bao
trimg, gdy nén hién twong té bao tring bi tan rd ngay trong
qué trinh loai nhan té bao trimg c6 ZP [10].

Phaén té bao chét 16i ra sau xtt Iy véi Demecolcine c6 chtra nhan

Hinh 1. Qua trinh loai nhan té bao tring lon khéng ¢6 ZP. (A) Té
bao trieng lon véi phan nhan 16i ra sau x& Iy véi Demecolcine; (B) Ht
bd phan té bao chét I6i ra cd chira nhan; (C) Té bao chét c6 chira nhan
da dwoc hit bd; (D) Té bao tring sau loai nhan.

Viéc loai bo ZP trude khi loai nhan té bao trimg lam
cho qua trinh loai nhan tré nén don gian, dé dang, giup té
bao trimg tranh khoi nhiing ton thuong trong qua trinh loai
nhén. Té bao tring sau khi duoc loai bo ZP s€ dugc xu 1y
v6i Demecolcine trude khi tién hanh qua trinh loai nhan.
Demecolcine 1a chit hoa hoc ¢6 tac dung ddy phan nhan té
bao trig ra sat véi ngoai vi té bao trirng, tao thanh mot khéi
hinh nén (hinh 2), qua d6 gitp cho k¥ thuat vién dé dang
nhén biét duoc phﬁn té bao chét co chtra nhan va luong thé
tich té bao chét bi loai bo trong qua trinh loai nhan s& giam
di dang ké (3-5% thé tich té bao trimg), 95-97% lugng thé
tich té bao chat dugc giir lai sau loai nhan va khong bj tan
ra [7].

Phin té bao chét bi loai c6 chira nhan té bao trimg

Hinh 2. Loai nhan té bao trivng lon c6 ZP.
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Anh hwéng ciia viéc loai bé ZP dén hiéu qud tao phéi
lon I nhén bén

Trong nghién clru nay, anh hudng cta viéc loai bod ZP
dén hiéu qua tao phoi lon [ nhan ban dugce danh gia dya trén
ty 18 t& bao trimg phan chia, tao phoi nang sau ciy chuyén
SCNT. Két qua dugc thé hién ¢ bang 2.

Bang 2. Anh hwéng cuia viéc loai bo ZP dén higu qua tao phéi lon
I nhan ban.

Dangtébao  Tébao trimgsau  Té bao trimg phdn chia  Phoi nang ;l;rszg/z;::: Itl(::lggso
trimg cay chuyén nhan  n, %(MeanSE) n, %(MeanzSE) Mean<SE
. 215 48
coze— 30l 7184176 6otz 820
- 244 70
Khongco ZP 288 $4.984122 AL 8 44)57+1,88

Ghi chu: cac gia tri trong cung mot cot ¢d chir cai khac nhau la sai khac co y
nghia (p<0,05).

Két qua & bang 2 cho thiy, ty 18 t& bao tring phan chia
va ty 1€ hinh thanh phdi nang (hinh 3) cua nhom da loai bo
ZP la cao hon c6 y nghia so voi nhom cé ZP (hinh 4) (84,98
s0 voi 71,84% va 24,41 so véi 16,03%, p<0,05). Diéu nay
cho théy, viéc loai bo ZP gitip nang cao dugc hi¢u qua tao
phoéi lon I nhan ban.

Hinh 3. Phéi nang Ion | nhan ban khéng cé ZP.

Hinh 4. Phéi nang lgn [ nhan ban cé ZP.
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Viéc loai bo ZP trong qua trinh tao phoi dong vat nhan
ban da dugc cac nha khoa hoc nghién ctru. Zhang va cs
(2013) [11] bao cio vé viéc tao dugc clru chuyén gen cb
ham lugng cao acid béo omega-3 trong sita bang cach loai
b6 ZP cua té bao trimg nhan trong qua trinh loai nhan. Viéc
loai bo ZP ¢6 hiéu qua cao so v6i cdy chuyén SCNT truyén
thdng (cay chuyén SCNT vao té bao trimg nhan c6 ZP). Té
bao tring nhan dugc loai bd ZP trude khi loai nhan giup
cho qua trinh loai nhan tro nén dé dang va nang cao hiéu
qua dung hop té bao chét té bao trimg nhan véi té bao soma
[3]. Trong cling mét thoi gian, sb lugng té bao trimg duoc
loai nhan bang phuwong phap khong ZP nhiéu hon 2-3 1an so
v6i phuong phap loai nhan thong thuong (phuong phép loai
nhan c6 ZP) [5].

Dé tao cac phoi tai cau trac, mot nhan da dugc phan lap
hoic té bao soma s& dugc cho vao trong té bao chat bang vi
tiém hodc xung dién. Déi véi té bao tring co ZP, té bao cho
s& dugc chuyén vao trong té bao chat bang ky thuét vi tiém.
Viéc tac dong co hoc nhiéu lan d&én mang té bao chit cua té
bao trimg s& 1am gia ting ty 1& ton thwong mang té bao cht,
anh huong dén kha nang phat trién tiép theo cua té bao tring
¢6 ZP sau cdy chuyén SCNT.

Nguoc lai, ddi véi té bao trung khong c6 ZP, cAu tric té
bao chat - té bao soma thuong dugc tao ra dudi kinh hién vi
soi ndi thong thudng trong dung dich Phytohemagglutinin.
Qua4 trinh cdy chuyén SCNT vao bén trong té bao tring
khong c6 ZP dugc thuc hién thong qua qua trinh xung dién.
Diéu nay dam bao cho sy nguyén ven ciia mang té bao chat
trong qua trinh cdy chuyén SCNT. Sy nguyén ven ctia mang
té bao chat té bao trimg 1a mot trong cac diéu kién quan
trong nhat dam bao cho sy thanh cong ciia qua trinh xung
dién cdy chuyén nhén té bao cho va kha ning phat trién tiép
theo ctia phoi tai cdu trac sau cdy chuyén nhén té bao cho.

Khi SCNT dugc chuyén vao bén trong té bao chét cua
té bao trimg nhan, mot sb protein c6 trong nhan té bao cho
duoc giai phong vao bén trong té bao chit té bao trimg nhan
va nguoc lai mot ) protein khac co6 trong té bao chat té bao
tring nhan dugc thu nhan boi nhan té bao cho. Néu mot
luong 16n thé tich té bao chit bi loai bo di trong qua trinh
loai nhan s& lam mét di mot luong protein c¢é trong t& bao
chat, d6 co6 thé 1a mot trong nhiing nguyén nhan lam glam
ty 1¢ phoi nang dwoc hinh thanh sau cay chuyén nhan vao té
bao trung c6 ZP da dugc loai nhan [12]. Trong qua trinh loai
nhan té bao trimg khong c6 ZP, luong thé tich té bao chit co
chira nhan té bao trimg dugc loai bo thuong it hon 4% thé
tich té bao trimg, qua do ting s6 lugng té bao trimg dugc tai
cdu triic sau cdy chuyén nhan, nang cao hiéu qua tao phoi
nhén ban [13].

Qué trinh tai I4p trinh nhan t& bao cho c6 chita trong
phoi tai cau tric c6 lién quan dén hiéu qua dung hop te bao
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chat t& bao trimg nhan vdi nhan té bao cho. Té bao tring
thanh thuc in vitro da dugc loai nhan 1a ngudn nguyén lidu
dugc st dung nhu 1a té bao chat nhan. Té bao chit cua té
bao trimg & giai doan MII ¢6 chtra cac nhan té diéu khién
qua trinh tai lap trinh nhén té bao cho sau cdy chuyén [14].
Dbi véi té bao trimg khong co ZP, do luong thé tich té bao
chat bi loai trong qué trinh loai nhan it (3-5%) nén té bao
chét cua té bao trung nhan gitt lai dugc hau hét cac nhan td
diéu khién qua trinh tai 1ap trinh nhan té bao cho, qua dé
nang cao hiéu qué tao phdi sau cdy chuyén SCNT. O lon,
néu luong thé tich té bao chét bi loai bo trong qua trinh loai
nhan chiém 20-30% thé tich té bao trimg thi chi c6 khoang
42-60% té bao trimg sau cdy chuyén nhan hoan thanh duoc
qua trinh tai cAu tric cuia minh; ddy ciing 13 mot trong nhiing
nguyén nhan lam giam hi¢u qua tao phoi lgn nhan ban [15].

Loai bé ZP nang cao hiéu qua tao phdi lon [ nhan ban
bang ky thuat ciy chuyén nhan (SCNT); ty 1¢ tao phoi nang
lon 1 nhan ban véi té bao trimg da loai bo ZP dat 24,41%;
nhén ban véi té bao trimg d loai bé ZP don gian, dé sir dung,
nhanh chong va hiéu qua hon so voi té bao tring co ZP.

Dé nghi tiép tuc nghién ctru va sir dung phoi lon I nhan
ban lam ngudn phdi nguyén li¢u dung cho qua trinh cay
chuyén phéi tao lon I nhan ban.

LO1 CAM ON

Nghién ctru dugc thuc hién tai Phong thi nghiém trong
diém cong nghé té bao dong vat, Vién Chan nudi voi sy
hé tro kinh phi tir dé tai “Nghién ctru tao lon I bang k¥
thuat cdy chuyén SCNT” thudc Chuong trinh trong diém
ung dung cong nghé sinh hoc trong linh vyc nong nghiép
va phat trién nong thon dén nam 2020 ciia Bo Nong nghiép
va Phat trién nong thon. Céc tac gia xin tran trong cam on.
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