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ĐẶT VẤN ĐỀ 

Hiện nay, trên toàn thế giới có hơn 70 triệu cặp vợ chồng bị vô sinh [1]. 

 ô sinh đã để lại hậu quả nặng nề về mọi mặt, đặc biệt trong nhiều nền văn 

hóa, phụ nữ được khẳng định giá trị thông qua việc làm mẹ, nên việc không 

thể thụ thai tạo ra nhiều gánh nặng về tâm lý, xã hội và kinh tế cho các gia 

đình nhất là đối với phụ nữ [2],[3],[4]. Nhờ sự phát triển của nền y học hiện 

đại, nhiều nguyên nhân vô sinh được tìm ra, từ đó đưa ra những phương pháp 

điều trị vô sinh phù hợp. Trong đó phương pháp thụ tinh trong ống nghiệm (In 

vitro fertilization/IVF) là một phương pháp hỗ trợ sinh sản có vai trò quan 

trọng trong điều trị vô sinh, và ngày càng được phát triển rộng khắp trên thế 

giới. Nhưng tỷ lệ thành công của IVF còn thấp vẫn chỉ từ 33-50% [5], mặc dù 

các phôi được chuyển là phôi đã được chọn lựa hình thái tốt. Tuy nhiên, 

không phải tất cả phôi I F hình thái bình thường đều có bộ nhiễm sắc thể 

(NST) bình thường. Các nhà nghiên cứu chỉ ra rằng rối loạn NST cao ở phôi 

là nguyên nhân chính làm tỷ lệ thành công IVF còn thấp [6].  

Nhiều nghiên cứu đã thấy phôi người ở giai đoạn sớm thường có rối loạn 

NST [7],[8],[9] và trên 50% phôi tạo ra trong ống nghiệm có chứa phôi bào bị 

đột biến NST [10],[11],[12], tỷ lệ này tăng lên đáng kể khi người phụ nữ trên 

35 tuổi [13]. Rối loạn về NST dẫn đến kết quả như phôi không làm tổ được, 

sẩy thai và hoặc thai chết lưu, hoặc sinh ra những đứa trẻ bị lệch bội NST. 

Nghiên cứu của Jacobs đã chứng minh rằng các trường hợp sẩy thai tự nhiên 

trong ba tháng đầu có >50% có liên quan đến bất thường NST [14], theo 

Kline chỉ có khoảng 3% các trường hợp lệch bội mang thai được phát hiện 

lâm sàng còn >90% bị sẩy thai tự nhiên [15]. Những đứa trẻ lệch bội ra đời là 

gánh nặng tâm lí, kinh tế cho cả gia đình và xã hội vì trẻ thường tử vong sớm, 

thời gian nằm viện lâu, chi trả viện phí nhiều (tăng 184% theo Yoon và cộng 

sự) [16],[17].  
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Vì vậy, việc ứng dụng các kỹ thuật di truyền hiện đại nhằm phát hiện các 

rối loạn di truyền cho phôi trước làm tổ (Preimplantation genetic testing/PGT) 

là việc hết sức cần thiết. Vì PGT không những giúp giảm nguy cơ làm tổ thất 

bại và phá thai dị tật trên lâm sàng mà còn giúp sinh ra các em bé khỏe mạnh 

[18],[19],[20],[21]. 

Nhờ sự tiến bộ của di truyền học hiện đại, nhiều kỹ thuật di truyền tế bào 

và phân tử được ứng dụng thành công trong xét nghiệm di truyền trước làm tổ 

như FISH, CGH, aCGH, QF-PCR, BoBs, hoặc gần đây hơn là giải trình tự 

gen thế hệ mới (Next Generation Sequencing/NGS), mỗi kỹ thuật đều có ưu 

và nhược điểm khác nhau nên việc nghiên cứu tìm ra một kỹ thuật ưu việt để 

sàng lọc, lựa chọn phôi tốt có bộ NST bình thường là yêu cầu cấp thiết và 

thực tiễn, giúp cho I F đạt kết quả cao đảm bảo cho ra đời một thế hệ khoẻ 

mạnh về thể lực, sáng suốt về tinh thần, góp phần nâng cao chất lượng dân số. 

Trong những năm gần đây, kỹ thuật NGS đã được áp dụng rộng rãi ở Châu 

Âu và được chứng minh là có giá trị hơn kỹ thuật FISH, aCGH trong việc 

phát hiện rối loạn NST của phôi [22],[23],[24],[25]. 

 ì vậy chúng tôi tiến hành thực hiện đề tài: ‘‘Nghiên cứu ứng dụng kỹ 

thuật giải trình tự gen thế hệ mới để sàng lọc rối loạn 24 nhiễm sắc thể trước 

làm tổ” với 3 mục tiêu sau: 

1. Hoàn thiện quy trình sàng lọc rối loạn 24 nhiễm sắc thể bằng kỹ thuật 

giải trình tự gen thế hệ mới (NGS) trên tế bào phôi. 

2. Đánh giá độ chính xác của kỹ thuật NGS so với kỹ thuật aCGH trong 

sàng lọc rối loạn 24 nhiễm sắc thể trên tế bào phôi. 

3. Đánh giá bước đầu kết quả sàng lọc phôi trước làm tổ bằng kỹ thuật 

NGS. 
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CHƯƠNG 1 

TỔNG QUAN  

1.1. Tình hình vô sinh trên thế giới và tại Việt Nam 

1.1.1. Khái niệm vô sinh  

Theo Tổ chức Y tế thế giới (WHO), vô sinh là tình trạng một cặp vợ 

chồng quan hệ tình dục đều 2-3 lần/tuần, không dùng bất kỳ biện pháp tránh 

thai nào, mà không có thai tự nhiên trong thời gian một năm. 

1.1.2. Tình hình vô sinh trên Thế giới và Việt Nam 

Theo WHO, năm 2013 tỷ lệ vô sinh là 10-15% cặp vợ chồng trong độ 

tuổi sinh sản [26]. 

Nghiên cứu của Maya và cộng sự (2012) phân tích 277 cuộc điều tra về 

sức khỏe sinh sản của 101 nước trên thế giới từ 1990 đến 2010 cho thấy tỷ lệ 

mới bị vô sinh nguyên phát là 1,9% năm 1990 lên đến 2,2% năm 2010, vô 

sinh thứ phát là 9,3% năm 1990 lên 11,1% năm 2010. Như vậy, tình hình vô 

sinh có xu hướng ngày càng tăng [27]. 

Nghiên cứu của Tracey và cộng sự (2013) cũng cho thấy tỷ lệ vô sinh có 

xu hướng ngày càng tăng, tỷ lệ hiện mắc vô sinh ở Canada có khác nhau ở các 

lứa tuổi, năm 2009-2010 là khoảng 11,5%-15,7% [28]. 

Nghiên cứu của Mohammad và cộng sự (2013) tiến hành bằng cách 

phỏng vấn 17.187 phụ nữ trong độ tuổi sinh sản ở các vùng khác nhau ở 

Iran, kết quả cho thấy: tỷ lệ vô sinh nguyên phát là 20,2% [29]. 

Nghiên cứu của Ashok và cộng sự (2015), thống kê các báo cáo về tình 

hình vô sinh trên toàn cầu cho thấy khoảng 15% các cặp vợ chồng trong độ 

tuổi sinh đẻ có bị vô sinh, trong đó nguyên nhân vô sinh do nữ là 50%, do 

nam là 20-30%, do cả nam và nữ là 20-30%. Trong đó tỷ lệ vô sinh nam thay 

đổi khác nhau ở các nước (2,5-12%) [30]. 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mascarenhas%20MN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23271957
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bushnik%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22258658
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=AKHONDI%20MM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26060641
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Agarwal%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25928197
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Tỷ lệ vô sinh ở các nước kém phát triển cao hơn và nguyên nhân chủ yếu 

do ảnh hưởng của các bệnh truyền nhiễm [31]. 

Ở Việt Nam, một số công trình nghiên cứu về vô sinh cho thấy tỷ lệ vô 

sinh có xu hướng tăng. Điều tra dân số năm 1980, tỷ lệ này chỉ ở mức 7-10%, 

đến năm 1982, tỷ lệ vô sinh tăng lên đến 13%, trong đó tỷ lệ vô sinh nữ chiếm 

54%, vô sinh nam chiếm 36%, vô sinh không rõ nguyên nhân chiếm 10% [32]. 

Nguyễn Viết Tiến (2009) nghiên cứu trên 14.396 cặp vợ chồng trong độ 

tuổi sinh đẻ (tuổi từ 15-49), tại 8 tỉnh đại diện cho 8 vùng sinh thái của cả 

nước cho thấy tỷ lệ vô sinh chung trên phạm vi toàn quốc là 7,7%, trong đó 

vô sinh nguyên phát là 3,9% và vô sinh thứ phát là 3,8% [33]. 

Trần Quán Anh (2009) tỷ lệ vô sinh ở nước ta là 15%, trong đó vô sinh 

nam chiếm trên 50% và tỷ lệ vô sinh đang có xu hướng ngày càng tăng [34]. 

Nghiên cứu năm 2010 của Nông Minh Hoàng ở 4 tỉnh phía Bắc nước ta 

thì tỷ lệ vô sinh là 7,1%. Trong đó Hải Phòng là 8,5%, Điện Biên 6,9%, 

Quảng Ninh 5,7% và Thanh Hóa là 7,2% [35] . 

Nguyễn Đức Nhự (2015) đã phát hiện tỷ lệ mất đoạn AZF ở những 

người thiểu tinh nặng và vô tinh là 14-30% [36].  

Nhìn chung, theo thống kê của các nghiên cứu ở Việt Nam và trên thế 

giới đều cho rằng vô sinh có xu hướng tăng, nguyên nhân vô sinh do nam 

giới chiếm tỷ lệ gần bằng với vô sinh do nữ giới. Với các số liệu nêu trên, rõ 

ràng vô sinh đang trở thành một vấn đề đáng lo ngại của y học và xã hội ở 

Việt Nam.  

1.1.3. Điều trị vô sinh 

Điều trị vô sinh bao gồm các liệu pháp y học thông thường, như sử dụng 

thuốc hoặc can thiệp bằng thủ thuật, phẫu thuật cơ quan sinh sản hoặc dùng 

kỹ thuật hỗ trợ sinh sản.  
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Theo các chuyên gia về sản phụ khoa và hiếm muộn, chỉ có khoảng 40% 

nguyên nhân vô sinh có thể giải quyết được bằng điều trị thuốc hoặc phẫu 

thuật, còn lại 60% là cần áp dụng các biện pháp hỗ trợ sinh sản hiện đại. 

Trong đó phương pháp thụ tinh trong ống nghiệm (In Vitro Fertilization/IVF) 

là một phương pháp hỗ trợ sinh sản có vai trò quan trọng trong điều trị vô 

sinh, và ngày càng được phát triển rộng khắp trên thế giới. 

1.2. Phương pháp thụ tinh trong ống nghiệm (IVF) 

1.2.1. Khái niệm 

IVF là kỹ thuật cho noãn và tinh trùng kết hợp với nhau trong phòng thí 

nghiệm (thay vì trong vòi trứng người phụ nữ). Sau đó, phôi hình thành sẽ 

được chuyển trở lại vào buồng tử cung. Quá trình phát triển của phôi và thai 

sẽ diễn ra bình thường trong tử cung người mẹ. 

 Tỷ lệ thành công của mỗi chu kỳ điều trị IVF cổ điển trung bình trên thế 

giới hiện nay khoảng 33%-50%. Tỷ lệ này phụ thuộc vào tuổi bệnh nhân, chỉ 

định điều trị và phác đồ điều trị của từng trung tâm. 

Năm 1978, em bé đầu tiên từ I F, Louise Brown ra đời đã đánh dấu 

bước đầu cho sự phát triển của I F trên người. 

Hiện nay mỗi năm trên thế giới có khoảng 1,5 triệu chu kỳ IVF và có xu 

hướng tăng dần, dẫn đến sự ra đời của hơn 350.000 trẻ em trên toàn thế giới 

[37]. Ở các nước phát triển như Bắc Âu, Tây Âu và Úc, có từ 1-5% trẻ mới 

sinh hàng năm là từ IVF [38]. 

1.2.2. Chỉ định 

Kỹ thuật I F được thực hiện để điều trị hiếm muộn cho các cặp vợ 

chồng có các chỉ định sau:  

+ Tắc nghẽn ống dẫn trứng.  

+ Tinh trùng ít, yếu, dị dạng. Không có tinh trùng trong tinh dịch, cần mổ vi 

phẫu lấy tinh trùng từ mào tinh hoặc tinh hoàn. 
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+ Hiếm muộn không rõ nguyên nhân, IUI nhiều lần thất bại. 

+ Trường hợp xin noãn. 

+ Sàng lọc, chẩn đoán di truyền trước làm tổ. 

1.2.3. Quy trình kỹ thuật IVF 

Bước 1: Chuẩn bị noãn.  

Bước 2: Cho noãn thụ tinh với tinh trùng. 

Bước 3: Chọn lựa phôi. 

Bước 4: Chuyển phôi vào buồng tử cung. 

1.2.3.1. Chuẩn bị noãn 

+ Kích thích buồng trứng bằng thuốc nội tiết để có nhiều nang noãn, khi có 

nang noãn trưởng thành chọc hút lấy noãn [39],[40],[41],[42]. 

+ Xác định noãn bào: dịch nang sau khi chọc hút cần nhanh chóng kiểm tra 

tìm noãn trong dịch nang [43]. 

+ Đánh giá chất lượng của noãn bào.  

+ Xử lý hỗn hợp gò mầm: gò mầm xung quanh noãn là một hàng rào đối với 

tinh trùng. Trong thụ tinh ống nghiệm nên loại bỏ gò mầm trước khi thụ 

tinh [43]. 

1.2.3.2. Cho noãn thụ tinh với tinh trùng trong phòng thí nghiệm 

 Quá trình thụ tinh trong IVF cổ điển  

Quá trình thụ tinh trong IVF cổ điển trải qua các giai đoạn: (1) tinh trùng 

gắn màng trong suốt, (2) phản ứng cực đầu, (3) xâm nhập vào màng trong 

suốt, (4) hòa màng bào tương noãn và tinh trùng, (5) hoạt hóa noãn và (6) sự 

hình thành và hòa nhập của 2 tiền nhân. 
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Hình 1.1. Các giai đoạn thụ tinh bình thường 

(Nguồn: Acrosome reaction diagram en.svg - Mariana Ruiz Villarreal) 

 Quá trình thụ tinh trong IVF/ ICSI 

Trong kỹ thuật tiêm tinh trùng vào bào tương noãn (IntraCytoplasmic 

Sperm Injection/ICSI), một tinh trùng sẽ được bất động, thu giữ bằng một vi 

kim, và được tiêm thẳng vào bào tương của noãn (hình 1.2). Sự thụ tinh trong 

ICSI diễn ra khác với bình thường do không có các rào cản sinh học bên 

ngoài như: lớp tế bào hạt quanh noãn, màng trong suốt, màng bào tương 

không còn tác dụng chọn lọc tinh trùng. Do đó quá trình thụ tinh trong ICSI 

chỉ bắt đầu bằng hiện tượng hoạt hóa noãn và hình thành tiền nhân.  

 

Hình 1.2. Kỹ thuật tiêm tinh trùng vào bào tương noãn/ICSI 

(Nguồn: Create Fertility-UK) 



8 

 

Ưu điểm lớn nhất của ICSI là cho dù chất lượng tinh trùng bất thường 

đến đâu, chỉ cần có một tinh trùng sống là thụ tinh có thể xảy ra. Vì thế kỹ 

thuật ICSI được xem là phương pháp điều trị thường quy cho các trường hợp 

bất thường tinh trùng nặng.  

Một nghiên cứu tổng quan hệ thống cho thấy ở những trường hợp bất 

thường tinh trùng, tỷ lệ thụ tinh của ICSI cao hơn so với IVF cổ điển [44]. 

Trường hợp đáp ứng buồng trứng kém, bệnh nhân cũng được chỉ định 

thực hiện kỹ thuật ICSI để phòng ngừa trường hợp không thụ tinh hoặc thụ 

tinh thấp khi làm IVF cổ điển. Ngoài ra, một số trung tâm còn mở rộng chỉ 

định ICSI cho các trường hợp thất bại IUI và IVF cổ điển nhiều lần, các 

trường hợp vô sinh không rõ nguyên nhân… 

Trường hợp thực hiện kỹ thuật di truyền trước làm tổ, 100% các ca phải 

được thụ tinh bằng ICSI để tránh hiện tượng lai tạp gen của tinh trùng còn 

bám trên màng khi thực hiện kỹ thuật IVF cổ điển [45]. 

 Sự phát triển của phôi trước khi làm tổ 

Sau khi thụ tinh, hợp tử bắt đầu quá trình phân chia, tạo thành các tế bào 

nhỏ gọi là phôi bào. Quá trình này tương tự với quá trình nguyên phân ở tế 

bào sinh dưỡng trưởng thành. Tuy nhiên, giữa hai quá trình này có một điểm 

khác biệt quan trọng. Đó là sau khi phân chia, các tế bào sinh dưỡng con sẽ 

tiếp tục tăng trưởng cho đến khi đạt kích thước bằng với tế bào mẹ ban đầu. 

Sau đó, chúng mới bắt đầu phân chia tiếp tục. Ở tế bào phôi, các phôi bào 

phân cắt thành các phôi bào nhỏ hơn. Các phôi bào này lại tiếp tục phân chia 

mà không có sự tăng trưởng về kích thước. 

- Phôi ngày 1 

Noãn được thụ tinh tạo thành hợp tử và phát triển thành phôi qua 

nhiều giai đoạn, khởi đầu là giai đoạn tiền nhân. Tiền nhân đực và tiền 

nhân cái thường hình thành cùng một lúc. Tiền nhân đực hình thành gần vị 

trí tinh trùng thâm nhập và tiền nhân cái hình thành ở cực bào tương có 

thoi phân bào.  
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Khoảng 4 giờ sau khi tiêm tinh trùng vào bào tương của noãn hoặc 5-6 

giờ sau cấy noãn với tinh trùng có thể nhìn thấy hình ảnh các tiền nhân có 

kích thước nhỏ và mờ.  

Khoảng 15 giờ sau khi thụ tinh, hai tiền nhân nằm sát nhau và có hình số 

8, và phần tiếp xúc sát nhau tạo thành một mặt phẳng, đồng thời các hạch 

nhân (nucleoli) sẽ di chuyển và xếp hàng cạnh vùng tiếp xúc hai tiền nhân. 

Sau khi hai tiền nhân tiếp cận và hòa nhập vào nhau, hợp tử bước vào lần 

phân chia đầu tiên.  

Quan sát dưới kính hiển vi vào thời điểm 18 giờ sau thụ tinh, nếu thấy 2 

tiền nhân (và có thể kèm hai thể cực) là dấu hiệu chắc chắn thụ tinh đã xảy ra 

[46]. Mỗi tiền nhân có khoảng 1 đến 9 hạch nhân. Tiền nhân nhỏ có ít hạch 

nhân hơn [47].  

- Phôi ngày 2-3  

Sự phân chia của phôi bao gồm một loạt các chu kỳ phân bào của bào 

tương, mặc dù vậy kích thước phôi thay đổi không đáng kể (hình 1.3). Trung 

thể của tinh trùng kiểm soát sự phân chia đầu tiên sau thụ tinh [48]. 

Sự phân chia lần 1 kết thúc sau thụ tinh 24 giờ tạo thành phôi 2 tế bào, 

lần phân chia này là chu kỳ kéo dài nhất, các chu kỳ sau chỉ khoảng 18 giờ. 

Những phân chia này kiểu như nguyên phân của tế bào bình thường, các tế 

bào con được tạo ra gọi là các phôi bào (blastomere). Phân chia lần II kết thúc 

sau thụ tinh 40 giờ, tạo thành 4 phôi bào có kích thước tương đương nhau. 

Vào ngày 3, phôi chứa 6-12 phôi bào và ngày thứ 4 gồm 16-32 tế bào [49]. 

Các phôi bào con được sinh ra kích thước chỉ bằng một nửa tế bào ban 

đầu và chúng vẫn tiếp tục phân chia nhỏ hơn. Đây là điểm rất khác biệt rất 

quan trọng của giai đoạn phân chia [50]. Càng về sau, sự khác biệt giữa các 

phôi bào càng tăng lên do sự phân chia các thành phần bào tương không đồng 

đều hoặc do những thay đổi diễn ra trong bản thân phôi bào khi phát triển. 

Nhân của mỗi phôi bào sẽ được định hướng theo môi trường bào tương khác 

nhau và vì thế ảnh hưởng lên hoạt động hệ gen cũng khác nhau. Kết quả là 
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mỗi phôi bào sẽ thiết lập cho riêng nó một chương trình phát triển và sẽ tăng 

dòng tế bào đặc hiệu. Những lần phân chia đầu tiên thường đồng bộ nhưng 

những lần sau thì không. Các phôi bào được tổ chức thành từng nhóm hay 

từng lớp và mỗi nhóm này có tốc độ phân chia đặc trưng riêng. Đây là những 

cơ sở cho sự hình thành và biệt hóa cơ quan sau này như thần kinh, cơ xương. 

Kích thước toàn bộ của phôi không thay đổi trong giai đoạn phân chia, 

vẫn giữ nguyên hình dạng của màng trong suốt. Trong chu kỳ phân bào đầu 

tiên ở giai đoạn cuối, bào tương của hợp tử kéo dài ra và thắt lại dần ở giữa cho 

đến khi hợp tử phân chia thành hai phôi bào. Quá trình này tiếp tục trong 

những chu kỳ phân bào tiếp theo và kích thước của phôi bào giảm khoảng 

28,5% cho mỗi chu kỳ phân bào. Trong 3 chu kỳ phân bào đầu tiên, kích thước 

của phôi thường ít thay đổi. Phôi có 2 đến 8 phôi bào phụ thuộc chủ yếu vào sự 

dịch mã (translation) từ các chất liệu RNA của mẹ để phân chia [51]. 

Trong thực tiễn, phôi có 2 phôi bào thường thấy ở thời điểm 24 giờ sau 

thụ tinh (có khi sớm hơn vào khoảng 20 giờ) và tồn tại cho đến 42 giờ. Phôi 

có 4 phôi bào ở thời điểm 36-60 giờ sau thụ tinh. Phôi có 8 phôi bào ở thời 

điểm sau 54 giờ và thường trước 72 giờ. Ở người, còn thấy phôi có 3-5 và 7 

phôi bào đó là do phôi được quan sát khi đang phân chia. Một số nghiên cứu 

thấy rằng phôi nam phát triển nhanh hơn phôi nữ [52],[53]. 

 

Hình 1.3. Sự phát triển của phôi ngày 2 và 3  

Từ trái qua phải: phôi có 2 phôi bào, 4 phôi bào, 6 phôi bào và 8 phôi bào 

(Nguồn: Red Rock Fertility Center - USA) 
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- Phôi  ngày 4 (phôi dâu) 

Ở người phôi dâu bắt đầu hình thành khi phôi ở giai đoạn 8 phôi bào và 

bắt đầu quá trình kết đặc (compaction). Quá trình phôi kết đặc là một quá 

trình hình thành các liên kết chặt chẽ giữa các phôi bào, phần phôi bào tiếp 

xúc với nhau tăng lên và dàn phẳng ra tạo thành một khối không nhìn rõ các 

ranh giới giữa các phôi bào, bề mặt của phôi được phủ một lớp vi nhung mao 

(microvilli). Các phôi bào hoặc mảnh vụn tế bào mà không hình thành liên kết 

với các phôi bào khác sẽ bị đẩy ra ngoài khối phôi nhưng vẫn ở phía trong 

màng trong suốt cho tới khi phôi thoát màng [54]. Khi phôi bắt đầu kết đặc 

lại, các phôi bào tương tác với nhau làm các phôi bào không còn đặc tính toàn 

năng (totipotency) nữa và đây là sự khởi đầu cho sự phiên mã DNA của phôi. 

Dưới kính hiển vi, hình thái của phôi dâu được thể hiện bằng sự tăng tiếp 

xúc giữa các phôi bào, nhưng ranh giới giữa các phôi bào còn nhìn thấy. Khi 

quá trình kết đặc tăng dần, ranh giới giữa các phôi bào trở nên khó phân biệt 

do các phôi bào dàn phẳng ra và kết liền với nhau. Phôi dâu lúc ở giai đoạn 

này hoàn toàn trông như một tế bào có nhiều nhân (hình 1.4). Phôi dâu ở 

người có thể xuất hiện sớm khoảng 65 giờ sau thụ tinh, nhưng thường xuất 

hiện giữa ngày thứ 3 và thứ 4 sau thụ tinh [55]. 

 

Hình 1.4. Phôi dâu ngày 4  

Từ trái qua phải: các phôi bào bắt đầu kết đặc ở vài điểm nhưng vẫn nhìn rõ 

ranh giới giữa các phôi bào; các phôi bào kết đặc nhưng thấy ranh giới ở góc 

9-12 giờ, có nhiều nhân; kết đặc hoàn toàn không rõ ranh giới các phôi bào 

(Nguồn: Red Rock Fertility Center - USA) 
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- Phôi  ngày 5-6 (phôi nang) 

Phôi nang là giai đoạn cuối cùng của quá trình phát triển trước khi có 

hiện tượng thoát màng để làm tổ. Sự phát triển của phôi nang trải qua nhiều 

giai đoạn như tạo nang (giai đoạn phôi nang sớm) (hình 1.5), gia tăng số 

lượng tế bào và tăng thể tích của khoang bên trong (giai đoạn hoàn chỉnh). 

Các tế bào trong phôi nang được biệt hóa thành hai loại, nguyên bào lá nuôi 

và nguyên bào phôi. Quá trình tạo nang bao gồm sự tích lũy dịch vận chuyển 

bởi các nguyên bào lá nuôi. Để hoàn thành quá trình này, nguyên bào lá nuôi 

đầu tiên phụ thuộc vào sự hoàn thành quá trình phân cực tế bào và hình thành 

mối liên kết chặt giữa các nguyên bào lá nuôi. Sự liên kết và vị trí các phôi 

bào trong phôi kiểm soát sự phân cực tế bào. 

 

Hình 1.5. Phôi giai đoạn tạo nang/ cavitation 

Từ trái qua phải: xuất hiện khe dịch ở góc 2 giờ; các khe dịch lớn dần,  

nhiều lên, khe dịch chiếm dưới 1/2 thể tích phôi) 

 (Nguồn: Red Rock Fertility Center - USA) 

Phôi nang thường hình thành khoảng 100 giờ sau khi thụ tinh. Sau 5-6 

ngày nuôi cấy, 26-65% phôi sẽ phát triển đến giai đoạn này. Sự phát triển còn 

tùy thuộc vào phương pháp nuôi cấy, thành phần của môi trường nuôi cấy và 

một số yếu tố liên quan đến bệnh nhân như: chất lượng tinh trùng, tuổi của mẹ 

cũng như các yếu tố khác liên quan đến sự phát triển của phôi ở giai đoạn 

trước đó. Số lượng noãn thu được, số lượng trứng thụ tinh, số lượng hợp tử, 

và số lượng phôi phát triển đến giai đoạn 8 phôi bào vào ngày 3 cũng ảnh 

hưởng đến sự hình thành phôi nang. 

Trong quá trình hình thành phôi nang, 2 loại phôi bào được hình thành là 

nguyên bào phôi (Inner Cell Mass/ICM) và nguyên bào lá nuôi (Trophectoderm/TE).  
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Nguyên bào lá nuôi là loại phôi bào được biệt hóa đầu tiên trong quá 

trình hình thành thai. Hai loại phôi bào này ngày càng khác nhau khi chúng di 

chuyển tới các vị trí mới trong quá trình tạo nang. Nguyên bào lá nuôi có hình 

bầu dục và phân cực (polarization) trong khi đó nguyên bào phôi vẫn giữ hình 

tròn và hình thái không thay đổi. Các nguyên bào lá nuôi nối với nhau qua 

những phần tiếp xúc bề mặt nhỏ, trong khi đó nguyên bào phôi tiếp xúc chặt 

chẽ với nhau tạo thành một khối. Vị trí và sự phát triển của nguyên bào lá 

nuôi và nguyên bào phôi phụ thuộc vào sự phân cực và sự hình thành trục 

phân bào của phôi được hình thành từ khi trứng mới bắt đầu được thụ tinh. 

Các nguyên bào phôi di chuyển về phía một cực của phôi gọi là cực phôi 

(embryonic pole), các phôi bào này liên kết chặt với nhau và có đặc tính đa 

năng (pluripotent). Các nguyên bào lá nuôi tạo thành hàng rào bên ngoài bảo 

vệ mầm phôi và được biệt hóa để thực hiện chức năng này [56]. 

Tốc độ phân chia của nguyên bào lá nuôi nhanh hơn so với tốc độ phân 

chia của nguyên bào phôi. Nguyên bào lá nuôi nhân đôi khi bắt đầu quá trình tạo 

nang vào ngày thứ 4 để tạo thành phôi nang vào ngày thứ 5, trong khi đó nguyên 

bào phôi nhân lên vào ngày thứ 5 và 6. Khi phôi nang lớn dần, tốc độ nhân lên 

của nguyên bào lá nuôi là 1,5 chu kỳ/24giờ nhanh hơn so với nguyên bào phôi 

[57]. Thông thường tổng số phôi bào của phôi nang là trên 60 phôi bào. Ở người, 

phôi nang ngày 5 có khoảng 60 phôi bào, tăng đến 160 vào ngày 6 và trên 200 

sau khi thoát màng vào ngày 7; 40% số phôi bào tạo mầm phôi [57] (hình 1.6). 

 

Hình 1.6. Các giai đoạn phát triển phôi 

(Nguồn: Embryo Options - USA) 

https://embryo/
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1.2.3.3. Chọn lựa phôi 

Hiện nay, có 2 cách để chọn lựa phôi I F: chọn theo theo hình thái và 

chọn theo di truyền. 

 Đánh giá chất lượng phôi theo hình thái  

* Đánh giá tiền nhân 

Đánh giá tiền nhân phụ thuộc vào kích thước của tiền nhân và vị trí của 

tiền nhân. Có nhiều hệ thống thang điểm để đánh giá tiền nhân. Hệ thống 

được sử dụng phổ biến ở Việt Nam là đồng thuận về hệ thống đánh giá tiền 

nhân của tổ chức Alpha (bảng 1.1) [58]. 

Bảng 1.1. Đồng thuận về hệ thống đánh giá tiền nhân của tổ chức Alpha 

[58] 

Thang 

điểm 
Phân loại Mô tả 

1 Đối xứng 

2 tiền nhân có kích thước tương đối đều; kích 

thước và số hạch nhân như nhau (3-7); các hạch 

nhân nằm song song với đường tiếp xúc giữa 2 

tiền nhân hay phân bố rải rác 

2 
Không 

đối xứng 

Những cách sắp xếp khác của tiền nhân như nằm 

ở vùng ngoại vi của trứng 

3 Bất thường Tiền nhân với 1 hoặc không có hạch nhân 

 

* Đánh giá phôi vào thời điểm ngày thứ 3 kể từ khi thụ tinh 

Hệ thống được dùng phổ biến ở  iệt Nam và châu Âu gọi là đánh giá 

phôi đồng thuận của tổ chức Alpha (bảng 1.2) [58]. 
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Bảng 1.2. Đồng thuận về hệ thống đánh giá phôi ở giai đoạn phân chia 

của tổ chức Alpha [58] 

Thang 

điểm 

Đánh 

giá 
Mô tả 

1 Tốt 

<10% mảnh vụn tế bào  

Kích thước phôi bào phù hợp theo giai đoạn phát triển 

Không có phôi bào đa nhân 

2 
Trung 

bình 

10-25% mảnh vụn tế bào 

Phần lớn phôi bào có kích thước phù hợp với giai đoạn 

phát triển 

Không có phôi bào đa nhân 

3 Xấu 

>25% mảnh vụn tế bào 

Kích thước phôi bào không phù hợp giai đoạn phát 

triển có phôi bào đa nhân 
 

*  Đánh giá phôi nang ngày 5 và 6. 

Đánh giá phôi nang dựa vào độ phát triển rộng của khoang phôi nang và 

hiện tượng thoát màng (hình 1.7). Phôi nang được đánh giá dựa vào tiêu 

chuẩn của Gardner [59].  

Đánh giá bước 1: dựa vào khoang phôi nang và hiện tượng thoát màng 

+ Giai đoạn 1: phôi nang giai đoạn sớm (early blastocyst) khi khoang dịch 

chiếm dưới ½ tổng thể tích của phôi. 

+ Giai đoạn 2: phôi nang (blastocyst) khi khoang dịch chiếm trên ½ tổng 

thể tích của phôi. 

+ Giai đoạn 3: phôi nang đầy (full blastocyst) khi khoang dịch chiếm hầu 

hết thể tích của phôi. 
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+ Giai đoạn 4: phôi nang rộng (expanded blastocyst) khi khoang dịch phát 

triển rộng làm cho màng trong suốt bắt đầu mỏng dần. 

+ Giai đoạn 5: phôi nang đang thoát màng (hatching blastocyst) khi 

nguyên bào lá nuôi bắt đầu thoát ra khỏi màng trong suốt. 

+ Giai đoạn 6: phôi nang đã thoát màng (hatched blastocyst) khi phôi 

nang đã hoàn toàn thoát ra khỏi màng trong suốt 

Đánh giá bước 2: dựa vào đặc điểm nguyên bào phôi và nguyên bào lá nuôi  

  Đánh giá nguyên bào phôi (ICM): 

+ Loại A = khi có rất nhiều tế bào liên kết chặt chẽ. 

+ Loại B = khi vài tế bào liên kết lỏng lẻo. 

+ Loại C = khi có rất ít tế bào. 

+ Loại D = không nhìn thấy mầm phôi. 

  Đánh giá nguyên bào lá nuôi (TE): 

+ Loại A = nhiều tế bào liên kết tạo thành biểu mô kết. 

+ Loại B = vài tế bào tạo thành biểu mô rời rạc. 

+ Loại C = có vài tế bào lớn. 

  Hình 1.7. Phân loại phôi nang [56] 
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 Đánh giá chất lượng phôi dựa theo di truyền 

Nhiều nghiên cứu phôi người ở giai đoạn sớm đã chỉ ra rằng không phải 

tất cả phôi I F hình thái bình thường đều có bộ NST bình thường. Các bất 

thường này không nhận biết được bằng cách quan sát phôi dưới kính hiển vi 

mà phải áp dụng các kỹ thuật di truyền hiện đại để phân tích, có hơn 50% 

phôi tạo ra trong ống nghiệm có chứa phôi bào bị rối loạn di truyền, tỷ lệ này 

tăng lên đáng kể khi người phụ nữ trên 35 tuổi [8],[9],[11],[12],[60].  

Hiện nay có rất nhiều kỹ thuật di truyền tế bào phân tử để đánh giá NST 

cho phôi I F, những kỹ thuật đã được kiểm chứng đồng thời đã và đang được 

sử dụng rộng rãi trong lĩnh vực hỗ trợ sinh sản như kỹ thuật FISH, CGH, 

aCGH, NGS... 

1.2.3.4. Chuyển phôi vào buồng tử cung và theo dõi kết quả  

Đối với IVF cổ điển, sau khi chọn lựa được phôi có hình thái tốt nhất sẽ 

chuyển vào buồng tử cung và theo dõi sự phát triển của thai. Dù vậy nhưng tỷ 

lệ thành công của IVF cổ điển còn thấp, nguyên nhân chính là do rối loạn di 

truyền của phôi [6], hoặc và niêm mạc tử cung mỏng; lạc nội mạc tử cung; 

kháng progesterone; mô sẹo trong khoang nội mạc tử cung [61],[62],[63]... 

Do đó, xu hướng IVF ngày nay là IVF/ICSI và xét nghiệm di truyền trước 

làm tổ (Preimplantation genetic testing/PGT).  

Các chỉ định chính của PGT bao gồm tuổi mẹ cao trên 35 tuổi 

[64],[65],[66]; thất bại IVF nhiều lần [67],[68]; sẩy thai liên tiếp [69],[70]; vô 

sinh nam nghiêm trọng [71]; các trường hợp cặp vợ chồng mang rối loạn di 

truyền ở mức độ NST hoặc mức độ gen.  

Đặc biệt, ở một số quốc gia, bác sĩ lâm sàng hiện đang cung cấp xét 

nghiệm này cho tất cả bệnh nhân IVF [72]. 
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1.3. Các xét nghiệm di truyền trước làm tổ  

Xét nghiệm di truyền trước làm tổ (Preimplantation genetic testing/PGT) 

là xét nghiệm phân tích DNA từ tế bào phôi để xác định các bất thường di 

truyền [73], bao gồm:  

 PGT-A (Preimplantation genetic testing for Aneuploidies): Xét nghiệm di 

truyền trước làm tổ phát hiện lệch bội NST.  

 PGT-M (Preimplantation genetic testing for monogenic/single gene 

disorders): Xét nghiệm di truyền trước làm tổ phát hiện rối loạn đơn gen. 

 PGT-SR (Preimplantation genetic testing for chromosome structural 

rearrangements): Xét nghiệm di truyền trước làm tổ phát hiện rối loạn cấu 

trúc NST. 

1.3.1. PGT-A 

Ở người, trong mỗi tế bào có 2n = 46 NST, bao gồm 23 cặp NST (22 cặp 

NST thường và 1 cặp NST giới tính). Ở nam giới cặp NST giới tính là XY và 

ở nữ giới cặp NST giới tính là XX. Do vậy nữ giới có 23 loại NST, nam giới 

có 24 loại NST. Sự tăng hoặc giảm số lượng NST trong 46 NST bình thường 

gọi là thể lệch bội (aneuploidy). 

PGT-A được sử dụng để sàng lọc phôi phát hiện lệch bội NST, thay cho 

thuật ngữ Sàng lọc di truyền trước làm tổ (Preimplantation Genetic 

Screening/PGS) và Sàng lọc nhiễm sắc thể toàn diện cho phôi IVF 

(Comprehensive Chromosomal Screening). PGT-A cho phép sàng lọc 46 

NST của phôi để tìm ra các bất thường về số lượng NST dạng lệch bội 

(aneuploidy). 

 PGT-A được ứng dụng để chọn phôi có khả năng làm tổ cao nhất và dẫn 

đến mang thai thành công [20]. Theo nghiên cứu của Verpoest và cộng sự 
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(2018), nhóm sử dụng PGT-A để chọn phôi có tỷ lệ mang thai cao hơn và tỷ 

lệ sẩy thai thấp hơn so với nhóm không sử dụng PGT-A [74].  

PGT-A còn được Zore và cộng sự (2018) ứng dụng để đánh giá tình 

trạng khảm của phôi, kết quả là nhóm phôi thể khảm vẫn có khả năng làm tổ 

và phát triển nhưng tỷ lệ mang thai thấp (30%) và tỷ lệ sẩy thai cao hơn 

(40%) so với nhóm có phôi bình thường có tỷ lệ mang thai là 53,8% và tỷ lệ 

sẩy thai là 18,2% [75]. 

Các kỹ thuật di truyền ứng dụng trong PGT-A:  

- Kỹ thuật lai tại chỗ huỳnh quang (FISH). 

- Kỹ thuật Karyolite-BoBs. 

- Kỹ thuật lai so sánh hệ gen (aCGH).  

- Kỹ thuật giải trình tự thế hệ mới (NGS). 

1.3.2. PGT-SR 

PGT-SR được thực hiện trên các phôi để phát hiện các rối loạn cấu trúc 

NST. Các rối loạn cấu trúc NST này có nguồn gốc từ bố hoặc mẹ, có chỉ định 

trước và được lưu ý trong quá trình thực hiện hỗ trợ sinh sinh sản. Phương 

pháp này giống PGT-A là cùng sử dụng các kỹ thuật xét nghiệm phân tích rối 

loạn 24 NST của phôi như aCGH hay NGS, tuy nhiên tập trung vào các rối 

loạn cấu trúc NST của phôi. 

Chỉ định xét nghiệm PGT-SR: tiền sử vợ hoặc chồng hoặc trong gia đình 

có rối loạn cấu trúc NST: đảo đoạn, chuyển đoạn NST, chuyển đoạn hòa nhập 

tâm NST (Robertsonian translocation). 

Các kỹ thuật di truyền ứng dụng trong PGT-SR: 

- Kỹ thuật aCGH 

- Kỹ thuật NGS 
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1.3.3. PGT-M 

PGT-M được sử dụng để mô tả thay thuật ngữ chẩn đoán di truyền trước 

làm tổ (Preimplantation genetic diagnosis/ PGD). Xét nghiệm này được thực 

hiện trên các phôi, nhằm phát hiện các bệnh di truyền do đột biến gen đã định 

hướng từ trước hoặc có tiền sử gia đình rõ ràng.  

PGT-M được báo cáo lần đầu tiên vào năm 1990, chỉ định chẩn đoán di 

truyền cho phôi có nguy cơ mắc một rối loạn di truyền liên kết NST giới tính 

X. PGT-M được ứng dụng để giúp các cá nhân hoặc các cặp vợ chồng giảm 

nguy cơ sinh con mắc chứng rối loạn di truyền đã biết do đột biến đơn gen 

như bệnh xơ nang, bệnh tan máu bẩm sinh Thalassemia, bệnh ưa chảy máu 

Hemophilia, Bệnh loạn dưỡng cơ Duchenne, loạn dưỡng cơ tủy, loạn dưỡng 

cơ bẩm sinh, bệnh bạch tạng, bệnh vảy cá bẩm sinh, thậm chí bệnh ung thư 

bao gồm ung thư vú và ung thư buồng trứng di truyền (BRCA1 và BRCA2), 

hội chứng Li Fraumeni (LFD1) và polyp tuyến thượng thận gia đình (APC)...  

Sallevelt và cộng sự (2017) đã báo cáo về việc sử dụng PGT-M tìm đột 

biến m.3243A>G gây ra bệnh não ty thể với nhiễm toan lactic và các cơn 

giống như đột quỵ (MELAS).  

Trachoo và cộng sự đã báo cáo về trường hợp trẻ sơ sinh cho cặp vợ 

chồng mang mầm bệnh thoái hóa thần kinh có con khỏe mạnh nhờ ứng dụng 

PGT-M trên phôi để tìm đột biến gen PANK2 gây ra bệnh thoái hóa thần kinh. 

Ngày nay, với công nghệ di truyền hiện đại, cho phép ứng dụng PGT-M phát 

hiện các rối loạn di truyền đơn gen khác nhau.  

Chỉ định xét nghiệm PGT-M: tiền sử vợ hoặc chồng mang gen bệnh, 

hoặc trong gia đình có người mắc bệnh di truyền do đột biến gen. 

Các kỹ thuật được ứng dụng trong PGT-M: 

- Kỹ thuật PCR, Realtime-PCR; 

- Kỹ thuật giải trình tự gen trực tiếp Sanger; 

- Kỹ thuật microsatellite DNA, MLPA… 
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Như vậy, ứng dụng PGT làm giảm nguy cơ mang thai rối loạn NST, 

giảm thời gian và chi phí để có được một em bé khỏe mạnh bằng cách giúp 

chọn phôi tốt nhất để chuyển, cũng như mang lại hy vọng cho những gia đình 

có tiền sử sinh con dị tật, sẩy thai liên tiếp hoặc thai chết lưu không rõ nguyên 

nhân. PGT cũng đảm bảo cấy phôi đơn, tránh những rủi ro đa thai, đảm bảo 

sức khỏe sinh sản người mẹ. IVF kết hợp với xét nghiệm PGT được xem là 

biện pháp dự phòng các rối loạn di truyền sớm ở mức độ NST, biện pháp chủ 

động để người mẹ có thể sinh được con khỏe mạnh.  

Để làm PGT cần nuôi cấy phôi đến ngày thứ 3 hoặc 5, làm sinh thiết 

phôi để xét nghiệm di truyền, phát hiện bất thường NST. Như vậy, để thực 

hiện xét nghiệm di truyền trước làm tổ cần phải thực hiện hai kỹ thuật chính 

là kỹ thuật sinh thiết phôi và kỹ thuật xét nghiệm di truyền của phôi. 

1.4. Kỹ thuật sinh thiết phôi 

1.4.1. Quy trình sinh thiết phôi 

Quy trình sinh thiết chung bao gồm việc sử dụng kính hiển vi đảo ngược 

được gắn hệ thống vi thao tác để cố định mẫu vật, mở cửa sổ màng zona 

pellucida, dùng kim sinh thiết để lấy mẫu vật ra khỏi trứng hay phôi. Sau đó 

trứng hay phôi sẽ tiếp tục được nuôi cấy, mẫu vật được cố định để sàng lọc 

phát hiện rối loạn di truyền. 

Có hai phương pháp chính để lấy mẫu vật ra ngoài. Thứ nhất là tạo áp 

lực âm trong kim sinh thiết để hút phôi bào vào kim sinh thiết. Phôi bào có 

thể được hút toàn bộ hay một phần. Nếu phôi bào chỉ được hút một phần vào 

kim thì cần có thêm lực kéo để nhẹ nhàng vừa hút vừa kéo phôi bào ra ngoài. 

Cách này thường được ứng dụng nhiều nhất trên lâm sàng. Phương pháp thứ 

hai, ít được sử dụng hơn, là tạo một áp lực dương từ kim sinh thiết (ví dụ như 

đẩy môi trường vào khoang dưới màng zona, vặn xoắn bên ngoài màng zona) 

để đẩy phôi bào ra cửa sổ màng zona.  
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1.4.2. Thời điểm sinh thiết phôi 

Sinh thiết phôi có thể được thực hiện ở 3 giai đoạn khác nhau: sinh thiết 

ngay sau thụ tinh (sinh thiết thể cực thứ nhất và thứ hai), sinh thiết phôi ở giai 

đoạn phân cắt (ngày thứ 3 sau thụ tinh) hay sinh thiết ở giai đoạn phôi nang 

(ngày thứ 5-6 sau thụ tinh). Mỗi giai đoạn sinh thiết đều mang ưu điểm, 

khuyết điểm cũng như chỉ định riêng. 

 

Hình 1.8. Ba giai đoạn thực hiện sinh thiết phôi 

(Nguồn: https://tudu.com.vn) 

Phương pháp sinh thiết thể cực được xem là phương pháp ít gây tổn hại, 

ít ảnh hưởng đến sự sống và chất lượng của phôi nhất. Tuy nhiên, kết quả 

chẩn đoán di truyền thể cực chỉ phản ánh sự bất thường di truyền của người 

mẹ mà thiếu đi thông tin di truyền của người cha nên kết quả không phản ánh 

được chính xác tình trạng rối loạn NST của phôi.  

Phôi ngày 3 có tỷ lệ lệch bội NST và phôi ở thể khảm khá cao 50% [76] 

nhưng đến giai đoạn phôi nang tỷ lệ này giảm đáng kể còn 3-5% 

[77],[78],[79]. Như vậy, theo logic sinh thiết phôi ở giai đoạn phôi nang, nơi 

có tỷ lệ khảm thấp hơn, sẽ có kết quả sàng lọc rối loạn NST chính xác hơn.    

 Hơn nữa, một số phôi lệch bội NST ngày 3 có thể tự sửa chữa thành phôi 

bình thường khi phát triển thành phôi nang. Như vậy PGT vào ngày thứ 3 của 
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sự phát triển phôi không phải lúc nào cũng đại diện về tình trạng rối loạn NST 

của phôi. 

 

Hình 1.9. Sinh thiết phôi ngày 3 lấy phôi bào 

(Nguồn: Red Rock Fertility Center - USA) 

Đối với sinh thiết phôi nang, khoảng 5-10 tế bào của nguyên bào lá nuôi 

(TE) được hút ra ngoài qua cửa sổ màng zona, sau đó liên kết giữa khối tế bào 

bên ngoài và bên trong sẽ được cắt bằng bằng tia laser. 

 

Hình 1.10. Sinh thiết phôi nang lấy tế bào ngoài phôi 

(Nguồn: Red Rock Fertility Center - USA) 

Sinh thiết phôi nang được thực hiện chủ yếu trên phôi tươi. Tuy nhiên 

Whitney và cộng sự (2016) đã chứng minh rằng việc rã đông phôi ngày 5 để 

sinh thiết và thực hiện xét nghiệm sàng lọc di truyền vẫn mang lại giá trị sàng 

lọc như phôi tươi ngày 5-6. 

 Hiện nay, đã có nhiều nghiên cứu về vị trí sinh thiết phôi, thời điểm sinh 

thiết phôi cũng như đánh giá nguy cơ trên trẻ sơ sinh có sinh thiết phôi.  
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Một nghiên cứu của Magli và cộng sự (2016) còn tiến hành hút dịch 

trong nang (blastocoelic fluid/BF) của phôi ngày 5, nhằm sử dụng DNA trong 

khoang dịch của phôi nang để khuếch đại hệ gen (Whole Genome 

Application-WGA) và tiến hành xét nghiệm di truyền cho phôi IVF và so 

sánh với kết quả xét nghiệm từ nguyên bào lá nuôi của phôi. Tuy nhiên tỷ lệ 

WGA chỉ thành công 82%. Độ phù hợp của phôi bình thường là 97,1% 

(67/69), với độ phù hợp trên mỗi nhiễm sắc thể là 98,4%. Hiện tại, nghiên cứu 

bổ sung đang được tiến hành với mục đích tối ưu hóa các kỹ thuật có thể phân 

tích các DNA của dịch trong nang của phôi nang, mở ra một hướng mới trong 

nghiên cứu đánh giá tình trạng di truyền của phôi [80]. 

Whitney và cộng sự (2019) đã thực hiện sinh thiết phôi ngày 7 để so 

sánh với sinh thiết phôi ngày 5, ngày 6. Nghiên cứu này được thực hiện ở 

những bệnh nhân có ít phôi nang và phôi phát triển chậm sau 144h, phôi này 

thường bị đánh giá thấp và xu hướng loại bỏ nhưng tác giả vẫn tiếp tục nuôi 

cấy thêm 24 giờ đến 168 giờ sau thụ tinh (phôi ngày 7) rồi tiến hành sinh 

thiết. Mặc dù, một số phôi ngày 7 vẫn có kết quả xét nghiệm sàng lọc di 

truyền bình thường, tuy nhiên kết quả cho thấy tỷ lệ thai làm tổ, tỷ lệ sinh 

sống của phôi ngày 7 vẫn thấp hơn phôi có kết quả xét nghiệm di truyền bình 

thường và hình thái tốt ở ngày 5-6 [81]. 

He và cộng sự (2019) đã  so sánh: tuổi thai, cân nặng khi sinh và tỷ lệ 

sinh non, tình trạng nhẹ cân cũng như tình trạng thai nhi quá to (macrosomia) 

của 1.721 trẻ sơ sinh giữa nhóm có sinh thiết phôi nang và nhóm không sinh 

thiết phôi (nhóm chứng) để điều tra xem liệu sinh thiết phôi nang trong xét 

nghiệm di truyền trước làm tổ có làm tăng nguy cơ bất lợi ở trẻ sơ sinh hay 

không. Kết quả cho thấy  sinh thiết phôi nang không làm tăng rủi ro bất lợi 

cho sơ sinh khi so sánh với nhóm đối chứng [82].  

https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=vi&prev=search&rurl=translate.google.com&sl=en&sp=nmt4&u=https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/%3Fterm%3DWhitney%2520JB%255BAuthor%255D%26cauthor%3Dtrue%26cauthor_uid%3D30614486&usg=ALkJrhjV-yNa417JroEXJLGlj_BLw6M54w
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Như vậy, tại thời điểm này sinh thiết nguyên bào lá nuôi và xét nghiệm 

di truyền phôi ở giai đoạn phôi nang ngày 5-6 được xem là kỹ thuật mang lại 

kết quả di truyền chính xác nhất hiện nay với ưu điểm là nhiều tế bào được 

sinh thiết để sàng lọc, chẩn đoán. Vì sinh thiết phôi ở giai đoạn phân cắt có 

ảnh hưởng xấu đến sự phát triển của phôi so với sinh thiết phôi nang, làm cho 

tốc độ phát triển của phôi chậm đáng kể [83]. Trong khi đó, sinh thiết phôi 

nang, chỉ lấy nguyên bào lá nuôi, còn nguyên bào phôi bào vẫn được bảo tồn 

nên sự phát triển tiếp theo của phôi không bị ảnh hưởng mà tính đại diện cho 

phôi là cao hơn DNA trong dịch ở trong nang [84],[85]. Do đó, sinh thiết giai 

đoạn phôi phân cắt kém hơn sinh thiết phôi nang về cả độ chính xác cũng như 

mức độ tổn thương phôi.  

Sau khi lấy sinh thiết phôi, các tế bào phôi được rửa trong dung dịch 

đệm phosphate (PBS+P P) vô trùng, sau đó được chuyển sang phòng xét 

nghiệm để sàng lọc, chẩn đoán rối loạn NST.  

1.5. Các kỹ thuật di truyền ứng dụng trong xét nghiệm di truyền trước làm tổ 

1.5.1. Kỹ thuật lai huỳnh quanh tại chỗ (FISH)  

Nguyên lý: FISH (Fluorescence in situ hybridization) là kỹ thuật di 

truyền tế bào - phân tử sử dụng đầu dò DNA gắn huỳnh quang lai với trình tự 

DNA đặc hiệu đích trên NST của tế bào ở gian kỳ hoặc các NST ở kỳ giữa, 

qua đó phát hiện được sự có mặt hay vắng mặt của một đoạn gen nào đó bằng 

kính hiển vi huỳnh quang [86]. 

Kỹ thuật FISH được sử dụng lần đầu tiên để xét nghiệm phôi người vào 

năm 1992 [87]. Một vài nghiên cứu đã cho thấy sàng lọc phôi bằng kỹ thuật 

FISH làm giảm tỷ lệ sẩy thai, tăng tỷ lệ thai làm tổ và tỷ lệ sinh sống khi 

chuyển các phôi được sàng lọc bằng kỹ thuật này. Tuy nhiên nhiều nghiên 

cứu sau đó lại khẳng định, FISH không làm tăng hiệu quả cho IVF, do những 
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hạn chế nổi bật của kỹ thuật FISH, chỉ kiểm tra được một lượng giới hạn NST 

(tối đa là 12 cặp NST trong đó có 5 NST phổ biến là NST số 13, 18, 21, X, Y) 

từ 1 tế bào phôi ngày 3 nên tỷ lệ chẩn đoán âm tính giả cao, FISH không cho 

ra kết quả toàn diện về toàn bộ 24 NST của phôi thai [25],[71]. Các nghiên 

cứu đầu tiên sử dụng công nghệ sàng lọc toàn bộ bộ NST cho thấy rằng sự rối 

loạn NST có thể xảy ra ở bất kỳ NST nào trong số 24 NST của phôi thai. Điều 

này cho thấy việc sàng lọc rối loạn của tất cả các NST là cần thiết để xác định 

xem NST của phôi có bình thường hay không [25],[88],[89]. 

Một điểm hạn chế nữa của kỹ thuật FISH là kỹ thuật thực hiện khó, đòi 

hỏi kinh nghiệm khi cố định và dàn trải một phôi bào ra phiến kính. Kết quả 

phụ thuộc vào chất lượng cũng như số lượng DNA mẫu, sự chuẩn bị tiêu bản 

và khả năng nhận biết màu sắc tín hiệu huỳnh quang của người đọc kết quả, 

có thể có hiện tượng âm tính giả. Mặt khác kỹ thuật FISH đòi hỏi thiết bị và 

chuyên môn cao nên khó triển khai rộng rãi trên quy mô lớn [90],[91]. 

Vì vậy hiện nay FISH ít được ứng dụng trong PGT-A 

Do đó, trọng tâm trong lĩnh vực PGT-A giờ đây đã chuyển từ sinh thiết 

phôi ngày thứ 3 (blastomere) sang lấy mẫu phôi ngày 5-6 (trophectoderm) và 

sử dụng kỹ thuật sàng lọc toàn bộ bộ NST, để cung cấp đánh giá chính xác 

hơn về chất lượng của phôi thai. 

1.5.2. Kỹ thuật lai so sánh hệ gen (CGH) 

Kỹ thuật CGH (Comparative Genomic Hybridization) là kỹ thuật di 

truyền tế bào - phân tử được phát triển trong thập niên 1990.  

Kỹ thuật CGH khắc phục nhược điểm của kỹ thuật FISH, có thể đánh giá 

được rối loạn số lượng toàn bộ NST trong một tế bào ở giai đoạn kỳ giữa.  

Nguyên lý: Kỹ thuật sử dụng việc đánh dấu toàn bộ hệ gen trên mẫu nghiên 

cứu và mẫu đối chứng, sau đó đem lai với nhau và quan sát dưới kính hiển vi 

huỳnh quang để phát hiện sự mất cân bằng của bộ NST [92],[93]. 
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Năm 2000,  oullaire và cộng sự đã ứng dụng lần đầu kỹ thuật CGH để 

phân tích rối loạn di truyền cho 63 tế bào phôi từ 12 phôi IVF, kết quả cho thấy 

tỷ lệ phôi bất thường rất cao, cao hơn so với các phát hiện bằng kỹ thuật FISH 

(chỉ 25% bình thường). Lần đầu tiên kỹ thuật CGH cho phép phát hiện thể 

khảm, đồng thời phát hiện ra bất thường trên nhiều cặp NST (19 cặp NST), 

khắc phục được hạn chế của kỹ thuật FISH (tối đa 12 NST). Điều đáng nói là 

có 3 trong số 12 phôi được ưu tiên lựa chọn để làm tổ dựa vào hình thái tốt thì 

có rối loạn NST dạng lệch bội và dạng khảm rất cao. Như vậy CGH cho phép 

loại trừ một tỷ lệ phôi hình thái bình thường nhưng có xác suất sống kém do rối 

loạn di truyền giúp có thể cải thiện tỷ lệ có thai sau khi IVF [94]. 

Tuy nhiên, kỹ thuật CGH cũng vấp phải giới hạn về độ phân giải, chỉ 

cho phép phát hiện các bất thường nằm trong giới hạn 10-20 Mb, có thể tới 5-

10 Mb nên CGH vẫn còn nhiều hạn chế như chỉ có thể phát hiện rối loạn số 

lượng NST và rối loạn cấu trúc không cân bằng. CGH không thể phát hiện rối 

loạn thể cấu trúc mà không có thay đổi số bản sao, chuyển đoạn NST cân 

bằng và hoặc NST vòng. Thời gian phân tích kết quả của CGH lâu, khoảng 3-

4 ngày. 

1.5.3. Kỹ thuật lai so sánh hệ gen kết hợp microarray (aCGH) 

Kỹ thuật lai so sánh hệ gen kết hợp microarray (Microarray-based 

Comparative Genomic Hybridization/ aCGH) đã giải quyết những tồn tại 

của CGH. 

1.5.3.1. Nguyên lý hoạt động  

Nguyên lý hoạt động của aCGH giống CGH. Tuy nhiên trong kỹ thuật 

aCGH sử dụng các aray hay còn gọi là các con chip DNA. Các con chip DNA 

được tạo thành từ các đoạn dò có kích thước nhỏ (oligo probe) bao phủ toàn 

bộ hệ gen của NST. Số lượng probe có thể lên tới 1.000.000/ array, có độ lặp 

lớn, vì vậy phát hiện được nhiều biến thể di truyền. 

https://en.wikipedia.org/wiki/Chromosomal_abnormality
https://en.wikipedia.org/wiki/Chromosomal_abnormality
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Có hai loại đoạn dò được sử dụng phổ biến trong kỹ thuật aCGH để 

phát hiện các bất thường của NST: 

 Các đoạn dò là nhiễm sắc thể vi khuẩn nhân tạo (Bacterial artificial 

chromosomes/ BACs) chứa các đoạn ngắn DNA với kích thước thay đổi từ 

75 đến 150 Kbp được sử dụng để phát hiện các thay đổi đơn bản (single 

copy) trong hệ gen với độ nhạy cao. Nhược điểm của BACs là không cho 

phép đánh giá những bất thường có kích thước bé hơn kích thước của các 

đoạn dò. Một nhược điểm khác của BACs là việc tạo ra các dòng BACs 

phục vụ cho kỹ thuật aCGH khá tốn kém và tiêu tốn nhiều thời gian. 

 Các đoạn dò oligonucleotit gọi tắt là oligo là các đoạn DNA ngắn nhân tạo 

có kích thước từ 25 đến 85 bazơ (mer). Các oligonucleotit được thiết kế và 

tổng hợp khá dễ dàng, tùy theo mức độ thiết kế mà các đoạn dò oligonucleotit 

cho phép đánh giá toàn bộ hệ gen với độ phân giải rất cao, nhờ đó aCGH có 

thể phát hiện các trường hợp thừa hoặc mất các đoạn rất ngắn trong hệ gen. 

Đã có nhiều nghiên cứu so sánh tính hiệu quả của BACs và các 

oligonucleotit trong việc phát hiện các bất thường trên hệ gen, kết quả cho 

thấy các oligonucleotit cho phép phát hiện nhiều bất thường hơn và các bất 

thường có kích thước nhỏ hơn so với BACs [95]. Về mặt thực hành aCGH 

được chia làm hai loại: 

+  Array có mục tiêu (targeted array): gồm ít đoạn dò, phủ tối đa 

những vùng đã được biết có các gen gây bệnh. 

+  Array toàn bộ hệ gen (whole genome array): gồm các đoạn dò phủ 

toàn bộ hệ gen. 
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Hình 1.11. Chip sử dụng trong kỹ thuật microarray  

1.5.3.2. Quy trình hoạt động 

Đầu tiên mẫu DNA cần phân tích sẽ được cắt thành những đoạn ngắn, 

những đoạn DNA này được nhuộm màu huỳnh quang, mẫu DNA chứng 

không mang bất thường về mặt di truyền sẽ được nhuộm bằng một màu 

huỳnh quang khác, hai loại màu huỳnh quang được sử dụng phổ biến là màu 

đỏ và xanh lục. Sau đó hai mẫu DNA này sẽ được trộn lẫn với nhau và cho 

lên con chip để tiến hành quá trình lai. Các đoạn DNA này sẽ lai với các đoạn 

dò tương ứng trên con chip. Sau khi hoàn tất quá trình lai con chip sẽ được 

đọc trên máy quét microarray (microarray scanner) để đo lượng huỳnh quang 

màu đỏ và xanh lục ứng với mỗi vị trí trên con chip (hình 1.11) [96],[97],[98] 

và phân tích bằng phần mềm chuyên dụng trên máy tính để tính tỉ số giữa 

màu huỳnh quang đỏ và xanh lục tại mỗi vị trí ứng với một đoạn dò đặc hiệu 

trên chip để xác định tình trạng thừa, thiếu hoặc cân bằng vật liệu di truyền 

giữa mẫu DNA cần phân tích và DNA chứng tại vị trí đó (hình 1.12) 

[99],[100]. 

Nếu mẫu DNA cần phân tích có lượng bình thường sẽ thể hiện trên chip 

bằng màu vàng do có sự cân bằng giữa lượng DNA cần phân tích và mẫu 

DNA chứng, nếu bị thừa DNA sẽ thể hiện bằng màu đỏ do có lượng DNA cần 
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phân tích nhiều hơn so với mẫu DNA chứng và nếu bị thiếu DNA sẽ thể hiện 

bằng màu xanh lá cây do có lượng DNA cần phân tích ít hơn so với mẫu 

DNA chứng.  

 

Hình 1.12. Quy trình hoạt động của kỹ thuật aCGH 

1.5.3.3. Ứng dụng aCGH trong sàng lọc phôi 

Kỹ thuật này đã được áp dụng thành công trong chẩn đoán trước làm tổ 

từ năm 2004 [101]. Năm 2010, phương pháp này đã được kiểm chứng xác 

minh và được ứng dụng trong điều trị lâm sàng phục vụ chẩn đoán trước làm 

tổ ở một số nước tân tiến như Hoa Kỳ và Châu Âu [25]. 

Năm 2004, Hu và cộng sự đã sử dụng aCGH để phát hiện các lệch bội 

NST của NST số 13 và 15 và trong các tế bào đơn sau khi khuếch đại bằng kỹ 
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thuật DOP-PCR (Degenerate oligonucleotide primed polymerase chain 

reaction). Cùng năm, kỹ thuật aCGH cũng được Wells và cộng sự áp dụng 

thành công cho việc phát hiện lệch bội trong các tế bào đơn lẻ sau khi khuếch 

đại toàn bộ bộ gen bằng DOP-PCR hoặc một phương pháp thay thế được gọi 

là khuếch đại đa chuyển vị [102],[103]. Kỹ thuật aCGH cho phép phân tích 

NST toàn diện trong vòng chưa đầy 48 giờ với kỹ thuật thuận tiện. 

Theo Traversa và cộng sự năm 2011, sử dụng phương pháp aCGH thấy 

43% phôi nang bị lệch bội NST trong đó 55% lệch bội NST ở 1 cặp NST, 

41% ở 2 cặp và 7% phức tạp (≥ 3 cặp NST) [104]. 

Năm 2011, Alfarawati sử dụng phương pháp aCGH kiểm tra 500 phôi 

nang và thấy 283 (56,7%) có lệch bội [105]. 

Rubio và cộng sự năm 2013 sử dụng phương pháp aCGH kiểm tra phôi 

của 556 bệnh nhân có tiền sử sẩy thai liên tiếp, phôi không làm tổ liên tiếp, vô 

sinh nam, và phụ nữ lớn tuổi, thấy tỷ lệ lệch bội NST là 73,5% [106]. 

Hiện nay, có thể nói aCGH là kỹ thuật hiệu quả cho phép phân tích một 

cách toàn diện bộ NST. 

Ưu điểm: 

- Kỹ thuật aCGH có khả năng đánh giá toàn bộ 46 NST chỉ trong một 

xét nghiệm duy nhất và phát hiện các bất thường mất cân bằng của 

NST bao gồm các trường hợp lệch bội, mất hoặc nhân đoạn của NST 

chính xác hơn nhiều so với phương pháp lập karyotype. 

- Kỹ thuật aCGH cho phép phát hiện các bất thường của NST ngay cả 

khi không có định hướng trong chẩn đoán, đây là một ưu thế của aCGH 

so với kỹ thuật FISH.  
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- aCGH cũng phát hiện được các trường hợp khảm, tuy nhiên sự chính 

xác trong chẩn đoán còn phụ thuộc vào tỷ lệ giữa dòng tế bào bình 

thường và dòng tế bào đột biến [107],[108]. Trong trường hợp khảm 

với dòng tế bào đột biến dạng lệch bội, aCGH cho phép phát hiện được 

ở mức khảm từ 10% trở lên trong khi đó tình trạng khảm với dòng tế 

bào đột biến mang nhân đoạn hoặc mất đoạn của một NST được phát 

hiện ở mức khảm từ 20-30% trở lên [109].  

Nhược điểm:  

- Xuất phát từ nguyên tắc của kỹ thuật, các chip aCGH được sử dụng 

cho PGT có khoảng 4.000 - 1.000.000 điểm đánh dấu (chạy trùng lặp) 

được đặt cách nhau trong bộ gen. aCGH là một giao thức ghi nhãn tỷ 

lệ trong đó mẫu lâm sàng được so sánh với các mẫu DNA 46,XY và 

46,XX bình thường. Nhưng do không có kiểu gen được tạo ra nên 

aCGH không thể phân biệt giữa 46,XX từ 69,XXX hoặc 46,XY từ 

69,XXY do đó một số trường hợp dù đã được xét nghiệm sàng lọc 

trước làm tổ vẫn cần tư vấn làm xét nghiệm chẩn đoán trước sinh (lập 

karyotype) khi cần thiết.  

- aCGH không xác định bất thường di truyền đơn gen. Các aCGH được 

sử dụng cho PGT bởi tất cả các phòng thí nghiệm thương mại chỉ có 

thể xác định toàn bộ NST và không được thiết kế hoặc xác nhận để 

xác định rối loạn cấu trúc NST. Đặc biệt là các trường hợp bất thường 

trong cấu trúc NST ở dạng cân bằng như chuyển đoạn cân bằng và đảo 

đoạn do không xảy ra tình trạng thừa hoặc thiếu vật liệu di truyền 

(hình 1.13) [95],[110].  

- aCGH cũng không thể phát hiện được các trường hợp khảm có tỷ lệ 

khảm thấp hơn 10% đối với trường hợp lệch bội và dưới 20-30% đối 

với trường hợp bất thường cấu trúc NST dạng mất cân bằng [109]. 
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Các trường hợp bệnh lí di truyền gây ra do đột biến điểm, loại đột biến 

gen chỉ liên quan đến một cặp base trên DNA và các trường hợp đột 

biến gen mà trong đó số cặp base bị ảnh hưởng bé hơn số base được 

sử dụng làm đoạn dò trong kỹ thuật aCGH sẽ không thể được chẩn 

đoán bằng kỹ thuật aCGH.  

  

(a) (b) 

Hình 1.13. Các dạng bất thường NST cân bằng 

(a) Chuyển đoạn tương hỗ giữa 2 cặp NST không tương đồng 

(b) Đảo đoạn quanh tâm và đảo đoạn ngoài tâm 

1.5.4. Kỹ thuật giải trình tự gen thế hệ mới (NGS) 

1.5.4.1. Khái niệm và nguyên lí hoạt động 

Kỹ thuật giải trình tự gen thế hệ mới (Next Generation Sequencing/ 

NGS) là một cuộc cách mạng về công nghệ giải trình tự vì nếu giải trình tự 

Sanger chỉ cho phép giải trình tự không quá 1500 bp, hay pyrosequencing 

không quá 100 bp, thì giải trình tự thế hệ mới cho phép giải được từ 36 Gb 

đến 600 Gb, có nghĩa là cho phép giải trình tự nguyên hệ gen.  
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Công nghệ này thực tế là phương thức giải trình tự đồng thời và lượng 

lớn các đoạn ngắn nucleotide. Do vậy kỹ thuật giải trình tự thế hệ mới còn 

được gọi là giải trình tự hệ gen.  

 Mặc dù aCGH là kỹ thuật đầu tiên cho phép sàng lọc được cả 24 NST 

và hiện đang được ứng dụng rộng rãi trong sàng lọc lệch bội NST của phôi 

trước làm tổ tại nhiều trung tâm IVF trên thế giới [25],[103],[106]. Tuy nhiên, 

công nghệ giải trình tự gen thế hệ mới (NGS) gần đây cũng đã được ứng dụng 

trong sàng lọc lệch bội NST của phôi trước làm tổ với độ chính xác cao, tỉ lệ 

thành công cao và giá thành hợp lý [111],[112]. 

1.5.4.2. Quy trình hoạt động kỹ thuật NGS  

Quy trình hoạt động của NGS bao gồm 4 giai đoạn chính (hình 1.14):  

+ Chuẩn bị thư viện (1): Thư viện là các phân đoạn DNA. Các mẫu DNA 

được kiểm tra chất lượng bằng phương pháp điện di và được phân đoạn 

(fragmentation). Tiếp theo các phân đoạn DNA này được kết nối với các 

mã vạch (barcode) và được đánh dấu (indexing) cho các bước phân tích 

máy tính tiếp theo. 

+ Khuếch đại cầu các đoạn DNA (2): Sau khi đã chuẩn bị được thư viện là 

các phân đoạn DNA, các thư viện này sẽ được khuếch đại bằng phương 

pháp PCR. Sau đó tiến hành tinh sạch sản phẩm PCR và được đo nồng độ 

bằng phương pháp định lượng Qubit, nếu nồng độ  đạt tiêu chuẩn sẽ được 

tiến hành chuẩn hóa thư viện để phục vụ giải trình tự. 

+ Giải trình tự (3): Thư viện được đưa lên máy và giải trình tự gen thế hệ mới 

như NextSeq hoặc Miseq.   

+ Phân tích số liệu (4): Dữ liệu được xử lý bằng phần mềm Bluefuse. Phần 

mềm này cho phép phát hiện các đột biến, tính toán thống kê ý nghĩa giữa 

các mẫu nghiên cứu. Những sai khác hay đột biến phát hiện sẽ được so 
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sánh và kiểm chứng với cơ sở dữ liệu đột biến gen người (HGMD) tại 

http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php.  

 
(1) 

 
(2) 

 

(3) 

 

(4) 

Hình 1.14. Quy trình thực hiện giải trình tự gen thế hệ mới NGS 

1.6. Tình hình ứng dụng kỹ thuật NGS trong PGT trên thế giới và Việt Nam  

Kỹ thuật này bắt đầu được áp dụng rộng rãi ở một số nước Châu Âu và 

Mỹ từ năm 2014 để phân tích NST của phôi nang. 

 Sàng lọc rối loạn NST trước làm tổ dựa trên kỹ thuật NGS có nhiều 

điểm khác so với các kỹ thuật khác. NGS thực hiện chỉ cần một vài tế bào 

phôi, dữ liệu chính xác, kỹ thuật phân tích đơn giản, các thiết bị đáng tin cậy 

và có giá thành hợp lý. Sàng lọc rối loạn NST dựa trên kỹ thuật NGS tạo ra 

nhiều lợi ích hơn các kỹ thuật ra đời trước đó như giảm chi phí giải trình tự, 

có khả năng đánh giá tổn thương cấu trúc NST, khả năng tự động hóa cao 

giúp giảm thiểu những sai sót trong quá trình thực hiện [113]. 

http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php
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Một nghiên cứu của Fiorentino và cộng sự (2014) chứng minh rằng kỹ 

thuật sàng lọc 24 NST dựa trên NGS có độ phân giải cao và cho phép phát 

hiện chính xác sự mất cân bằng phân đoạn nhỏ đến ∼14 Mb, NGS cho phép 

kiểm tra được hơn 100.000.000 điểm/bộ NST (NST). Tiềm năng xác định các 

thay đổi phân đoạn cũng đã được báo cáo trong các nghiên cứu xác nhận 

trước đó trên các tế bào đơn và được khẳng định trên phôi ở giai đoạn phôi 

nang. Phát hiện lệch bội NST, lặp đoạn hoặc mất đoạn một cách chính xác 

(99,9%) , độ nhạy 100%. Có thể xét nghiệm được toàn bộ bộ NST 1 lần. Quy 

trình có thể được hoàn thành trong <24 h, một khung thời gian tương thích 

với việc chuyển phôi tươi [22]. 

Nghiên cứu của Zhou và cộng sự (2018) trên 5.735 phôi nang của 1.854 

cặp vợ chồng, thực hiện PGT-A (n = 770) và PGT-SR (n = 1.084). Kết quả là 

1.686 phôi nang bình thường sau PGT đã được chuyển vào buồng tử cung dẫn 

đến mang thai lâm sàng, 49% ở nhóm có thực hiện PGT-SR và 47% ở nhóm 

có thực hiện PGT-A. Tỷ lệ sẩy thai là khoảng 9% ở cả hai nhóm. Tại thời 

điểm công bố, có 84 xét nghiệm chẩn đoán trước sinh và 645 trẻ sinh được 

coi là bình thường và khỏe mạnh. Đặc biệt, tần suất của rối loạn cấu trúc 

NST (lệch bội từng phần NST) của phôi nang là 10,13% (581/5.735); hiện 

tượng này không liên quan đến tuổi mẹ và xảy ra trên tất cả các nhiễm sắc 

thể. Và trong số đó có 40 phôi nang với rối loạn cấu trúc NST phát hiện bởi 

NGS được hiến tặng để nghiên cứu tiếp theo, phân tích lại bằng lai huỳnh 

quang tại chỗ (FISH) để xác nhận tính chính xác của NGS. 39 phôi đã được 

rã đông thành công và cố định để phân tích bằng FISH. FISH xác nhận phôi 

lệch bội từng phần trong tất cả 39 phôi nang. Như vậy, lệch bội từng phần 

NST với kích thước >16 Mb xảy ra trong phôi nang và có thể được phát hiện 

bởi NGS [114]. 
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Theo Escribà và cộng sự (2019), ứng dụng NGS để phát hiện được các 

lệch bội NST của phôi nang, đặc biệt tập trung phân tích lệch bội từng phần 

NST với kích thước >5 Mb. Kết quả cho thấy tỷ lệ phôi lệch bội là 53,5% 

(1.909/3.565), trong đó 8.4% (299/3.565) phôi nang biểu hiện lệch bội từng 

phần ở một hoặc nhiều nhiễm sắc thể [115]. 

Nghiên cứu của Liss và cộng sự (2018) đã phân tích tỷ lệ sinh trong các 

chu kỳ I F ở 112 phôi được xét nghiệm di truyền trước làm tổ bằng NGS và 

85 phôi không được xét nghiệm sàng lọc (nhóm chứng). Tỷ lệ sinh sống trên 

một chu kỳ có ứng dụng NGS cao hơn ~ 18,5% so với nhóm chứng (42,0% so 

với 23,5% tương ứng; p = 0,012). Sự khác biệt giữa nhóm nghiên cứu và 

nhóm chứng cũng có ý nghĩa đối với có thai lâm sàng (42,0% so với 23,5% 

tương ứng; p = 0,012), có thai sinh hóa (41,2% so với 22,2% tương ứng; p = 

0,001) và tỷ lệ sẩy thai (9,6% so với 28,6% tương ứng, p = 0,027). Kết quả 

cho thấy PGT/NGS là một phương pháp hữu ích để lựa chọn phôi và nên 

được thực hiện trong thực hành lâm sàng thường quy để cải thiện tỷ lệ thành 

công của I F [116]. 

Theo báo cáo của Rechistky và cộng sự (2019) về việc ứng dụng NGS 

vào PGT-M để phát hiện phôi có nguy cơ mắc các ung thư liên quan đến di 

truyền (bao gồm ung thư vú và ung thư buồng trứng di truyền (BRCA1 và 

BRCA2), hội chứng Li Fraumeni (LFD1) và polyp tuyến thượng thận gia đình 

(APC)), 702 phôi nang của 383 cặp vợ chồng có nguy cơ được thực hiện PGT-

M. Kết quả có 684 phôi bình thường trải qua 484 chu kỳ chuyển phôi. Kết quả 

là 282 sản phụ mang thai và 316 đứa trẻ được sinh ra mà không có đột biến gây 

ung thư. Các cũng báo cáo rằng việc đồng thời sàng lọc lệch bội 24 NST khi 

tuổi mẹ cao đã làm tăng tỷ lệ mang thai trong nhóm PGT-M tang từ 50% đến 

70% và giảm tỷ lệ sẩy thai từ 14% xuống 9% [117].  
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Gần đây, Ramos và cộng sự (2019) đã chứng minh sử dụng NGS để 

PGT-A cho phôi đông ngày 5, vẫn mang lại giá trị sàng lọc như phôi tươi 

ngày 5. Tỷ lệ có thai tương đương cả 2 nhóm với sinh thiết phôi đông (67%) 

và sinh thiết phôi tươi (69%). Điều này giúp cho các cặp vợ chồng có phôi 

đông vẫn có cơ hội để tham gia PGT và giúp giảm bớt những lo ngại liên 

quan đến việc đưa phôi vào 2 quá trình thủy tinh hóa và rã đông phôi [118]. 

Các kết quả lâm sàng thu được trong các nghiên cứu từ chu trình PGT 

được thực hiện với phương pháp NGS rất đáng khích lệ, theo Fragouli và 

cộng sự (2010); Fiorentino và cộng sự (2011); Forman và cộng sự (2012); 

Scott và cộng sự (2013), tỷ lệ mang thai lâm sàng đã tăng đáng kể 62%-

63,8% (tuổi trung bình 38,5 ± 2,1 tuổi). 

Friedenthal và cộng sự (2018) đã đánh giá sự khác biệt về kết quả mang 

thai khi sử dụng NGS so với aCGH trong phôi chuyển đông lạnh đơn (single 

thawed euploid embryo transfer/ STEET) trong một đánh giá hồi cứu. Tổng 

cộng có 916 chu kỳ STEET từ 2014 đến 2016 đã được xem xét và bao gồm 

548 trường hợp NGS và 368 trường hợp sử dụng aCGH. Các kết quả được 

phân tích bao gồm tỷ lệ mang thai, tỷ lệ sinh sống và tỷ lệ sẩy thai. Tỷ lệ mang 

thai cao hơn đáng kể ở nhóm NGS so với nhóm aCGH (71,6% so với 64,6%). 

sinh sống ở nhóm NGS cao hơn đáng kể (62% so với 54,4%). Tỷ lệ sẩy thai tự 

nhiên không khác biệt đáng kể trong nhóm NGS so với nhóm aCGH (12,4% so 

với 12,7%). Tác giả kết luận rằng PGT-A sử dụng NGS cải thiện đáng kể kết 

quả mang thai so với PGS sử dụng aCGH trong chu kỳ STEET. NGS có khả 

năng xác định và sàng lọc phôi khảm, phôi lệch bội từng phần hoặc tam 

bội. Kết quả mang thai nhờ ứng dụng NGS có thể được cải thiện do loại trừ 

được các phôi bất thường này [18]. 
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Ở  iệt Nam thụ tinh trong ống nghiệm được thực hiện từ năm 1998. 

Hiện nay, trên toàn quốc đã có 34 trung tâm I F được cấp phép hoạt động và 

thực hiện khoảng 30 nghìn chu kỳ điều trị vô sinh, hiếm muộn mỗi năm. Tuy 

nhiên, các nghiên cứu về ứng dụng sàng lọc di truyền cho phôi trước làm tổ 

chưa nhiều, kỹ thuật ứng dụng trước đó là FISH và aCGH mà có nghiên cứu 

nào về ứng dụng kỹ thuật NGS. Nghiên cứu này của chúng tôi là nghiên cứu 

đầu tiên về NGS, bắt đầu thực hiện từ năm 2016.  

1.7. Tỷ lệ lệch bội nhiễm sắc thể của noãn và phôi 

1.7.1. Tỷ lệ lệch bội nhiễm sắc thể ở noãn 

Tỷ lệ lệch bội NST ở noãn tương đối cao và tăng dần ở phụ nữ lớn tuổi. 

Theo Munne và cộng sự sử dụng phương pháp FISH cho 7 cặp NST (13, 15, 

16, 18, 21, 22, XY) để nghiên cứu cực cầu I ở 226 bệnh nhân (26-47 tuổi, 

trung bình 38,2 tuổi) thấy là tỷ lệ lệch bội NST ở nhóm <35 tuổi là 50%; 35-

39 tuổi là 60% và trên 40 tuổi là 66,7%) [119]. 

Sher và cộng sự khi sử dụng phương pháp CGH cho noãn của phụ nữ 

<35 tuổi thấy 64% bị lệch bội NST. Noãn bị lệch bội NST sẽ dẫn tới phôi 

bị lệch bội NST. 80% noãn bình thường sau thụ tinh sẽ dẫn tới phôi bình 

thường và 87% phôi không phát triển thành phôi nang là bị lệch bội NST 

[120]. 

1.7.2. Tỷ lệ lệch bội nhiễm sắc thể ở tiền nhân 

Giannaroli và cộng sự (2003), dùng phương pháp FISH 8 dầu dò (X, Y, 

13, 15, 16, 18, 21, 22) kiểm tra 496 phôi thấy tỷ lệ lệch bội NST là 70%. Các 

phôi có tiền nhân nằm cách xa nhau, có kích thước khác nhau nhiều hoặc có 

hạt nhân nhỏ nằm rải rác có liên quan đến tốc độ phát triển chậm, và tăng tỷ lệ 

lệch bội NST [121]. 
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Chen và cộng sự (2003) sử dụng phương pháp FISH cho NST 18, X, Y 

đánh giá hình thái của tiền nhân theo tiêu chuẩn của Scott thấy tỷ lệ phôi ngày 

3 bình thường ở Z1=71%; Z2=54%, Z3,4=35%. Đánh giá tiền nhân có giá trị 

chọn lọc hiệu quả phôi có số lượng NST bình thường, đặc biệt là phôi có 

điểm Z1 (phôi tốt nhất) [122]. 

Balaban và cộng sự (2004) sử dụng phương pháp FISH 5 đầu dò (13, 18, 

21, X, Y) kiểm tra 267 phôi thấy tỷ lệ lệch bội NST nói chung là 69,2% và kết 

luận hình thái của tiền nhân có giá trị tiên lượng khả năng phát triển của phôi 

và là chỉ báo lệch bội NST. Tỷ lệ lệch bội NST ở phôi có tiền nhân bình 

thường là 25,6%, tỷ lệ này là 73% và 83% tương ứng lần lượt với phôi có 1 

tiền nhân bất thường và phôi có hai tiền nhân bất thường [123]. 

1.7.3. Tỷ lệ lệch bội nhiễm sắc thể ở phôi ngày 3 

Sau khi thụ tinh phôi thường được nuôi cấy thêm khoảng 3 ngày (giai 

đoạn phân chia) đến 5-6 ngày (giai đoạn phôi nang). Trên 50% phôi tạo ra 

trong ống nghiệm ở giai đoạn phân chia có lệch bội NST, tỷ lệ này tăng lên 

đến trên 80% ở phụ nữ lớn tuổi. Năm 2012, AlAsma và cộng sự dùng phương 

pháp FISH 9 đầu dò (13, 15, 16, 17, 18, 21, 22, X, Y) đánh giá 393 phôi ngày 

3 của 70 bệnh nhân có tuổi trung bình 34,6 có tiền sử sẩy thai bị lệch bội NST 

(thai tự nhiên hay thai IVF), tỷ lệ lệch bội NST là 67,8%. NST có tỷ lệ lệch 

bội cao là 16 và 22 [124].  

Rabinowitz và cộng sự (2012) sử dụng kỹ thuật aSNP đánh giá 274 phôi 

ngày 3 của 32 phụ nữ (tuổi từ 26-47, trung bình 38) thấy tỷ lệ lệch bội NST là 

72,3%, tỷ lệ này là 65,7% và 76,2% tương ứng lần lượt với phụ nữ ≤ 36 tuổi 

và trên 36 trong đó 19,7% có một NST bị ảnh hưởng, 52,5% có nhiều NST bị 

rối loạn [125]. 
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Trong thử nghiệm lâm sàng ngẫu nhiên của Rubio và cộng sự (2013) sử 

dụng FISH với 9 đầu dò 13, 15, 16, 17, 18, 21, 22, X và Y nghiên cứu 265 

phôi ngày 3 của 91 phụ nữ có phôi không làm tổ liên tiếp (tuổi trung bình 

35,2), và 485 phôi của 93 phụ nữ lớn tuổi (41-44 với tuổi trung bình là 41,8), 

tỷ lệ lệch bội NST tương ứng là 57,3% và 69,2%. Trong nghiên cứu này NST 

bị ảnh hưởng nhiều nhất ở phụ nữ bị phôi không làm tổ liên tiếp lần lượt là 

22, 13, 16, 21, 18, XY, 15 và 17, và ở nhóm phụ nữ lớn tuổi là 22, 16, 21, 15, 

13, 18, 17 và X,Y [64]. 

Trong một nghiên cứu khác của Rubio và cộng sự (2013) sử dụng 

phương pháp aCGH kiểm tra phôi của 556 bệnh nhân có tiền sử sẩy thai liên 

tiếp, phôi không làm tổ liên tiếp, vô sinh nam, và phụ nữ lớn tuổi, thấy tỷ lệ 

lệch bội NST là 73,5% [106]. 

Ở  iệt Nam sàng lọc phôi trước làm tổ đang bắt đầu phát triển, trong 

một nghiên cứu sơ bộ bước đầu đánh giá kết quả sàng lọc trước làm tổ, 

Nguyễn  iết Tiến và cộng sự (2014) sử dụng phương pháp FISH đánh giá 5 

NST 13, 18, 21, X, Y đã công bố tỷ lệ lệch bội NST của 37 phôi ngày 3 là 

45,9%, hay gặp nhất ở NST 21, thấp nhất ở NST giới tính và NST 13 [126]. 

Trong một nghiên cứu khác của Hoàng Thị Hương và cộng sự (2014), 

cũng sử dụng phương pháp FISH 5 đầu dò cho 127 phôi ngày 3 có 68 phôi 

bào, thấy tỷ lệ lệch bội NST là 46,4%, hay gặp nhất là NST 21, sau đó là 13 

và thấp nhất là NST giới tính [127]. 

1.7.4. Tỷ lệ lệch bội nhiễm sắc thể ở phôi nang 

Mặc dù một số phôi bất thường ngừng phát triển từ giai đoạn ngày 3 và 5 

nhưng phần lớn vẫn phát triển đến giai đoạn phôi nang. Ở giai đoạn phôi 

nang, trên 40% phôi bị lệch bội NST, tỷ lệ này tăng cùng với tuổi mẹ. 

Schoolcraft và cộng sự (2010), sử dụng phương pháp CGH trên 269 phôi 
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nang của 45 bệnh nhân có tuổi trung bình là 37 tuổi thấy tỷ lệ lệch bội NST là 

51,3% [128] 

Fragouli và cộng sự (2010) cũng dùng CGH ở nhóm bệnh nhân tuổi 

trung bình 39,8 thấy tỷ lệ lệch bội NST ở phôi nang là 45,2% [129]. 

Traversa và cộng sự (2011), sử dụng phương pháp aCGH thấy 43% phôi 

nang bị lệch bội NST trong đó 55% lệch bội NST ở 1 cặp NST, 41% ở 2 cặp 

và 7% phức tạp (≥ 3 cặp NST) [104]. 

1.7.5. Tỷ lệ phôi thể khảm 

Nhờ có kỹ thuật I F mà các bất thường về NST của phôi người giai 

đoạn trước làm tổ đã được phát hiện.  ào năm 1993, Delhanty và cộng sự lần 

đầu tiên công bố hiện tượng phôi thể khảm giai đoạn trước làm tổ [130]. Phôi 

thể khảm có thể chứa dòng phôi bào bình thường với dòng phôi bào bất 

thường, hoặc có thể chứa các dòng phôi bào bất thường khác nhau.  

Tỷ lệ phôi thể khảm thay đổi từ 15% [10] lên đến trên 90% [131]. Một 

trong những lý do khiến tỷ lệ phôi thể khảm chênh lệch khá nhiều ở các 

nghiên cứu khác nhau là do tiêu chuẩn xác định phôi thể khảm được sử dụng 

khác nhau.  í dụ, trong nghiên cứu của Baart và cộng sự (2006) và nghiên 

cứu của Ziebe và cộng sự (2003), nếu có mặt một số lượng nhỏ phôi bào bất 

thường trong phôi vẫn được coi là phôi bình thường [132],[133]. Các tác giả 

này cho rằng những phôi này vẫn có khả năng phát triển bình thường. Một 

nguyên nhân khác là nhiều nghiên cứu về phôi thể khảm được tiến hành trên 

những phôi thừa, không được sử dụng để chuyển phôi hoặc dự trữ đông lạnh, 

những phôi này thường có chất lượng kém hơn. Van Echten Arends (2011) 

phân tích tổng hợp (metaanalysis) 36 nghiên cứu riêng lẻ về hiện tượng phôi 

thể khảm ở ngày 3, thấy trong 815 phôi thừa, chỉ có 177 (22%) phôi là bình 

thường, 599 (73%) phôi thể khảm và 39 (5%) phôi có các bất thường NST 
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khác. Trong số các phôi thể khảm, 480 phôi (59% số phôi nghiên cứu) có 

chứa cả dòng phôi bào bình thường và dòng phôi bào bất thường [134]. 

Voullaire và cộng sự (2002), cũng khẳng định thể khảm là rất phổ biến ở 

phôi người giai đoạn sớm, và các phôi có chứa các tế bào bất thường riêng lẻ 

hoặc hỗn hợp nhiều loại bất thường [135]. 

Phôi thể khảm thường chỉ phát triển đến giai đoạn phôi dâu và ngừng 

không phát triển đến giai đoạn phôi nang. Baart và cộng sự nghiên cứu 12 

phôi dâu tan đông thấy cả 12 phôi đều là phôi thể khảm [136]. Santos và cộng 

sự nghiên cứu 18 phôi dâu, thấy tỷ lệ phôi thể khảm giảm từ 83% trong ngày 

4 xuống còn 42% ở phôi nang ngày 8 [137].  

1.7.6. Hiện tượng tự sửa chữa của phôi lệch bội nhiễm sắc thể ngày 3 

Phôi ngày 3 có tỷ lệ lệch bội NST và phôi ở thể khảm khá cao [138] 

nhưng đến giai đoạn phôi nang tỷ lệ này giảm đáng kể [139]. Một số phôi 

lệch bội NST ngày 3 có thể tự sửa chữa thành phôi bình thường khi phát triển 

thành phôi nang. Năm 2001, Sandalinas sử dụng FISH cho 8 cặp NST (1, 13, 

15, 16, 18, 21, 22 và XY) để nghiên cứu lại những phôi được kết luận là bất 

bình thường theo kết quả của FISH ngày 3 thấy rằng 15% (32/216) có kết quả 

bình thường sau khi phân tích lại. 66% phôi sửa chữa thành bình thường phát 

triển đến giai đoạn phôi nang trong khi đó 19% phôi có lệch bội NST phát 

triển đến giai đoạn phôi nang [140]. Theo Li và cộng sự (2005) sử dụng FISH 

theo dõi 5 cặp NST 13, 18, 21, X và Y của phôi nang (ngày 5-6) phát triển từ 

phôi mà ngày 3 đã chẩn đoán là lệch bội NST đã kết luận: 19,6% phôi lệch 

bội NST ngày 3 phát triển đến giai đoạn phôi nang trong số đó 40% được 

chẩn đoán lại bình thường [141]. 

Để giải thích cho hiện tượng phôi tự sửa chữa này, một số nhà nghiên 

cứu đã lý giải như sau: 
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+ Các phôi bào có số lượng NST bình thường có khả năng phân chia tốt hơn, 

các phôi bào bất thường bị ngừng phát triển; đồng thời những phôi bào 

bình thường này sẽ có xu hướng di chuyển và biệt hóa thành mầm phôi 

[142],[143]. 

+ Hệ thống gen của phôi chưa hoàn toàn hoạt hóa vào ngày thứ 3 của giai 

đoạn phân chia [144]. Chất lượng của noãn và các protein, các chất sao chép 

gen của noãn bị giảm đi theo thời gian do sự tích tụ của các tia xạ, các chất 

độc hại, các tác động oxy hóa gây tổn thương ty thể, các telomere ngắn lại dẫn 

đến mất kiểm soát chu kỳ tế bào tạo ra những sai lệch về NST. Hiện tượng 

này đặc biệt nghiêm trọng ở những phụ nữ lớn tuổi, tạo nên những sai sót 

trong sự phân ly của NST trong lần phân chia đầu tiên, tạo nên phôi bị thể 

khảm. Sau khi gen của phôi được hoạt hóa, cơ chế chết theo chương trình 

(apoptosis) và các điểm kiểm soát trong chu kỳ tế bào trở nên hoạt hóa, làm 

giảm số lượng các phôi bào bất thường NST ở giai đoạn phôi nang. 
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CHƯƠNG 2 

ĐỐI TƯỢNG VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

 

2.1. Đối tượng nghiên cứu 

Đối tượng nghiên cứu là các phôi nang IVF (phôi ngày 5-6). 

+ Mục tiêu 1: Đối tượng nghiên cứu là 24 phôi nang của bệnh nhân I F để 

hoàn thiện quy trình sàng lọc rối loạn 24 NST bằng kỹ thuật NGS. 

+ Mục tiêu 2,3: Đối tượng nghiên cứu là 52 phôi nang của bệnh nhân I F để 

đánh giá độ chính xác của kỹ thuật NGS và đánh giá tính ứng dụng của kỹ 

thuật NGS trong sàng lọc 24 NST trước làm tổ. 

2.1.1. Tiêu chuẩn lựa chọn 

+ Bệnh nhân có phôi nang (phôi ngày 5-6) và tự nguyện tham gia hiến phôi 

để nghiên cứu. 

+ Hồ sơ đầy đủ các thông tin: Tuổi, thời gian vô sinh, loại vô sinh, nguyên 

nhân vô sinh, tình trạng mang thai trước đó, tiền sử điều trị IVF. 

2.1.2. Tiêu chuẩn loại trừ 

+ Các phôi ngày 3. 

+ Hồ sơ thông tin của bệnh nhân không đủ. 

+ Các bệnh nhân bỏ nghiên cứu, không đồng ý tham gia nghiên cứu. 

2.2. Địa điểm nghiên cứu 

+ Trung tâm hỗ trợ sinh sản Bệnh viện Phụ sản Hà Nội. 

+ Viện mô phôi lâm sàng Quân đội. 

+ Phòng xét nghiệm DNA thuộc Bộ môn giải phẫu của Học viện Quân Y 

Việt Nam. 

+ Trung tâm Xét nghiệm di truyền trước làm tổ, Đại học quốc gia Singapore. 

+ Bộ môn Y Sinh học - Di truyền, Đại học Y Hà Nội. 
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2.3. Thời gian nghiên cứu 

Đề tài được tiến hành nghiên cứu trong thời gian 4 năm, từ tháng 9 năm 

2016 đến tháng 9 năm 2020. 

2.4. Phương pháp nghiên cứu 

2.4.1. Thiết kế nghiên cứu 

Nghiên cứu mô tả cắt ngang. 

2.4.2. Cỡ mẫu nghiên cứu 

+ Mục tiêu 1: hoàn thiện quy trình, không áp dụng công thức tính cỡ mẫu. 

Chúng tôi đã sử dụng tới 24 mẫu phôi nang để thực hiện nghiên cứu. 

+ Mục tiêu 2,3: cần ước tính một tỷ lệ trong quần thể với sai số tương đối nên 

chúng tôi sử dụng công thức tính cỡ mẫu sau: 

                   Z
2

1-α∕2(1 p) 

        n = 

                        ²p 

n = cỡ mẫu tối thiểu. 

Z1-α∕2 biểu thị độ tin cậy; Nếu độ tin cậy của nghiên cứu là 95%, tương 

ứng với α= 5% thì Z1-α∕2 = 1,96. 

 là độ sai lệch của nghiên cứu so với thực tế (vì khi nghiên cứu chỉ là 

kết quả của một quần thể = n mà không phải toàn thể cộng đồng nên khi 

áp dụng cho cộng đồng sẽ có sai lệch . 

p biểu thị một tỷ lệ đại diện cho 1 tiêu thức nghiên cứu (tỷ lệ bệnh, tỷ lệ 

rối loạn NST) được xác định ở mục tiêu nghiên cứu và liên quan đến độ 

sâu của nghiên cứu. 

Áp dụng vào nghiên cứu này: 

 Độ tin cậy = 95% tương ứng α = 5% thì Z1-α∕2 = 1,96. 
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 p = 53% = 0,53 (tỷ lệ phôi bị lệch bội NST, trích dẫn tài liệu của Magli 

2007 [145]. 

  = 0,27 (giới hạn cho phép về thống kê). 

Thay số liệu vào công thức trên ta có: 

n = 
1,96² x (1 ‒ 0,53) 

= 47 
 0,27² x 0,53 

Như vậy, số phôi tối thiểu cần thu thập, phân tích cho mục tiêu 2 và mục 

tiêu 3 là 47. Thực tế, trong thời gian nghiên cứu, chúng tôi đã có 52 phôi đủ 

tiêu chuẩn để phục vụ mục tiêu 2,3. 

2.4.3. Các định nghĩa được dùng trong nghiên cứu 

 Nhiễm sắc thể: là vật thể di truyền tồn tại trong nhân tế bào, bắt màu 

bằng thuốc nhuộm kiềm tính, do vật chất di truyền tập trung lại thành 

những sợi ngắn và có số lượng, hình dạng kích thước đặc trưng cho mỗi 

loài. Ở người, trong mỗi tế bào có 2n = 46 NST, bao gồm 23 cặp NST (22 

cặp NST thường và 1 cặp NST giới tính). Ở nam giới cặp NST giới tính là 

XY và ở nữ giới cặp NST giới tính là XX. Do vậy nam giới có 24 loại 

NST, nữ giới có 23 loại NST. 

 Lệch bội: là hiện tượng số lượng NST của tế bào tăng lên hoặc giảm đi 1 

hoặc vài NST so với bộ NST lưỡng bội (2n). 

 Đơn bội: là một dạng đột biến số lượng NST, trong đó tế bào đột biến 

chứa một nửa số nhiễm sắc thể (n). 

 Đa bội: là một dạng đột biến số lượng NST, trong đó tế bào đột biến chứa 

nhiều hơn 2 lần số đơn bội NST (3n, 4n, 5n, 6n…). 
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 Rối loạn cấu trúc NST: là sự thay đổi trong cấu trúc của từng NST dẫn 

đến sắp xếp lại các gen, hay tăng hoặc giảm số lượng gen trên NST (lệch 

bội từng phần) dẫn đến thay đổi hình dạng và cấu trúc của NST. 

 Phôi thể khảm: là phôi có thể chứa dòng phôi bào bình thường và dòng 

phôi bào rối loạn, hoặc có thể chứa các dòng phôi bào rối loạn khác nhau. 

 Vô sinh I: Hai vợ chồng chưa bao giờ có thai, mặc dù sống với nhau trên 

một năm, quan hệ tình dục đều đặn và không sử dụng biện pháp tránh thai 

nào. 

 Vô sinh II: Hai vợ chồng trước kia đã có con hoặc có thai nhưng sau đó 

không thể có thai lại, dù sống với nhau trên hai năm, quan hệ tình dục đều 

đặn và không sử dụng biện pháp tránh thai nào. 

2.4.4. Các biến số trong nghiên cứu 

Bảng 2.1. Các biến số thông tin chung của bệnh nhân hiến phôi 

STT 
Thông tin chung của bệnh 

nhân hiến phôi 
Loại biến 

1 Tuổi người vợ  Biến định lượng  

2 Nguyên nhân vô sinh do vợ Biến nhị giá (Có/Không) 

3 Nguyên nhân vô sinh do chồng Biến nhị giá (Có/Không) 

4 Không rõ nguyên nhân vô sinh Biến nhị giá (Có/Không) 

5 Loại vô sinh Biến nhị giá ( SI/ SII) 

6 Thời gian vô sinh Biến định lượng (năm) 

7 Tiền sử sản khoa 
Biến nhị giá (Sẩy thai, Thai lưu,  

Có/Không) 

8 Tiền sử I F thất bại Biến định lượng (lần) 
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2.4.4.1. Hoàn thiện quy trình sàng lọc rối loạn 24 nhiễm sắc thể bằng kỹ 

thuật giải trình tự gen thế hệ mới (NGS) trên tế bào phôi 

Bảng 2.2. Các biến số của mục tiêu 1 

Mục tiêu Biến số Loại biến 

Đánh giá chất lượng sản 

phẩm WGA 

Băng sản phẩm điện di Biến nhị giá 

(Xuất hiện băng 

sản phẩm/ Không 

xuất hiện băng 

sản phẩm) 

Nồng độ DNA Biến định lượng  

Đánh giá chất lượng giải 

trình tự gen của phôi 

bằng NGS 

Số lần đọc Biến nhị giá 

(Đạt/Không đạt) 

Số lần đọc sau lọc Biến nhị giá 

(Đạt/Không đạt) 

% Tổng số lần đọc sau lọc Biến nhị giá 

(Đạt/Không đạt) 

Điểm chất lượng trung bình Biến nhị giá 

(Đạt/Không đạt) 

Điểm ghép cặp trung bình Biến nhị giá 

(Đạt/Không đạt) 

Chỉ số nhiễu của mẫu Biến nhị giá 

(Đạt/Không đạt) 

Độ tin cậy vùng Biến nhị giá 

(Đạt/Không đạt) 

Đánh giá kết quả giải 

trình tự gen của phôi 

bằng kỹ thuật NGS 

Số phôi không rối loạn NST Biến định lượng 

Số phôi rối loạn 1 NST Biến định lượng 

Số phôi rối loạn 2 NST Biến định lượng 

Số phôi rối loạn ≥3 NST Biến định lượng 

Số phôi thể khảm Biến định lượng 

Đánh giá kết quả tối ưu 

quy trình giải trình tự gen 

Số lần đọc Biến nhị giá 

(Đạt/Không đạt) 
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Mục tiêu Biến số Loại biến 

giải trình tự gen chạy với 

mẫu nhỏ bằng các bộ kit:  

+ Miseq Reagent kit v2 

Nano (4 mẫu) 

+ Miseq Reagent kit v2 

Micro (8 mẫu) 

+ Miseq Reagent kit v2 

Standard (16 mẫu) 

+ Miseq Reagent kit 

V3 (24 mẫu)  

Số lần đọc sau lọc Biến nhị giá 

(Đạt/Không đạt) 

% Tổng số lần đọc sau lọc Biến nhị giá 

(Đạt/Không đạt) 

Điểm chất lượng trung bình Biến nhị giá 

(Đạt/Không đạt) 

Điểm ghép cặp trung bình Biến nhị giá 

(Đạt/Không đạt) 

Chỉ số nhiễu của mẫu Biến nhị giá 

(Đạt/Không đạt) 

Độ tin cậy vùng Biến nhị giá 

(Đạt/Không đạt) 

2.4.4.2. Đánh giá độ chính xác của kỹ thuật sàng lọc rối loạn 24 nhiễm sắc 

thể bằng NGS so với kỹ thuật aCGH trên tế bào phôi 

Bảng 2.3. Các biến số của mục tiêu 2 

Kết quả NGS Kết quả aCGH Loại biến 

Kết luận kết quả Kết luận kết quả Biến nhị giá 

(Kết luận/ 

Không kết luận) 

Số phôi không rối loạn NST Số phôi không rối loạn NST Biến định lượng 

Số phôi rối loạn 1 NST Số phôi rối loạn 1 NST Biến định lượng 

Số phôi rối loạn 2 NST Số phôi rối loạn 2 NST Biến định lượng 

Số phôi rối loạn ≥3 NST Số phôi rối loạn ≥3 NST Biến định lượng 

Số phôi thừa NST Số phôi thừa NST Biến định lượng 

Số phôi thiếu NST Số phôi thiếu NST Biến định lượng 
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2.4.4.3. Bước đầu đánh giá kết quả sàng lọc rối loạn 24 nhiễm sắc thể bằng 

NGS trên tế bào phôi trước làm tổ 

Bảng 2.4. Các biến số của mục tiêu 3 

Mục tiêu Biến số Loại biến 

Đánh giá mức độ rối 

loạn NST của phôi 

Số phôi không rối loạn NST Biến định lượng 

Số phôi rối loạn 1 NST Biến định lượng 

Số phôi rối loạn 2 NST Biến định lượng 

Số phôi rối loạn ≥3 NST Biến định lượng 

Số phôi thừa NST Biến định lượng 

Số phôi thiếu NST Biến định lượng 

Số phôi thể khảm Biến định lượng 

Số phôi rối loạn cấu trúc Biến định lượng 

Đánh giá tần suất bất 

thường của 24 NST 

của phôi 

NST 1, 2, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 

12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 

20, 21, 22, X, Y 

Biến định lượng 

2.4.5. Các thiết bị và hóa chất sử dụng trong nghiên cứu 

Các thiết bị và hóa chất phục vụ cho nghiên cứu được sử dụng tại phòng 

xét nghiệm DNA thuộc Bộ môn giải phẫu của Học viện Quân Y.  

Kinh phí mua hóa chất được Bộ khoa học và Công nghệ hỗ trợ một 

phần, theo dự toán của đề tài cấp Quốc gia “Nghiên cứu ứng dụng kỹ thuật 

giải trình tự gen thế hệ mới trong sàng lọc rối loạn NST trước chuyển phôi”; 
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thuộc Chương trình nghiên cứu ứng dụng và phát triển công nghệ tiên tiến 

phục vụ bảo vệ và chăm sóc sức khỏe cộng đồng; Mã số: KC.10/16-20. 

Bảng 2.5. Thiết bị sử dụng trong nghiên cứu 

TT Thiết bị Nhà sản xuất 

1 ProFlex
TM

3x32-well PCR system 
Thermo Fisher 

Scientific 

2 Next Generation Sequencing System – MiSeq Illumina 

3 Qubit 2.0 Fluorometric Quantitation Life Technologies 

4 Centrifuge 5430R Eppendorf 

5 Bộ điện di NANOPAC 300P Cleaver 

6 Mini Centrifuge M-6 Boeco 

7 Cân điện tử Practum Sartorius 

8 Máy lắc MS3 basic IKA 

9 
Một số thiết bị cơ bản của phòng thí nghiệm: 

micropipette, giá từ, giá để eppendorf,… 
 

Bảng 2.6. Hóa chất sử dụng trong nghiên cứu 

STT Hóa chất Nhà sản xuất 

1 SurePlex DNA Amplification System Illumina 

2 VeriSeq PGS Library Preparation Kit Illumina 

3 VeriSeq Index Kit Illumina 

4 MiSeq Reagent Kit – PGS  Illumina 

5 Miseq Reagent kit v2 Nano (300 cycles) Illumina 

6 Miseq Reagent kit v2 Micro (300 cycles) Illumina 

7 Miseq Reagent kit v2 standard (50 cycles) Illumina 

8 Miseq Reagent kit V3 (150 cycle) Illumina 
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STT Hóa chất Nhà sản xuất 

9 Qubit dsDNA HS Assay Kit Thermo Fisher Scientific 

10 Phosphate buffer solution  Cell Signalling 

11 Sodium hypoclorite  Sigma 

12 PCR grade water 1st Base 

13 Female/Male human genomic DNA Promega 

14 TBE buffer 10X Serva 

15 Agarose gel loading dye 6x Intron 

16 50bp DNA ladder Norgen 

17 RedSafe Nucleic Acid staining solution Intron 

18 Ethanol  Merck 

19 Sodium hydroxide solution 1N Scharlau 

2.4.6. Quy trình nghiên cứu 

2.4.6.1. Hoàn thiện quy trình sàng lọc rối loạn 24 nhiễm sắc thể bằng kỹ 

thuật NGS trên tế bào phôi 

 Chọn đối tượng nghiên cứu 

 Lựa chọn được 24 phôi nang (của 4 bệnh nhân IVF) theo tiêu chuẩn lựa 

chọn và tiêu chuẩn loại trừ.  

 Nghiên cứu viên trực tiếp cung cấp thông tin nghiên cứu cho 4 cặp vợ 

chồng bệnh nhân IVF đủ tiêu chuẩn và cho cặp vợ chồng bệnh nhân kí đơn 

tình nguyện tham gia nghiên cứu nếu đồng ý hiến phôi. 

 Phỏng vấn 4 cặp vợ chồng bệnh nhân I F đồng ý tham gia hiến phôi để 

thu thập, ghi chép các biến số nghiên cứu vào phiếu thu thập số liệu: tuổi, 

tình trạng vô sinh, loại vô sinh, thời gian vô sinh, nguyên nhân vô sinh, 

tiền sử sản khoa, tiền sử thất bại IVF. 
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 Thực hiện nghiên cứu 

 Bước 1: Nhận 24 phôi nang được hiến 

Ghi đầy đủ thông tin của phôi: số thứ tự, mã số phôi (ID), mã số chu kỳ IVF. 

 Bước 2: Thực hiện quy trình sinh thiết phôi và rửa tế bào phôi  

* Sinh thiết phôi  

+ Dùng kim giữ hút nhẹ và cố định phôi ở vị trí thích hợp. 

+ Đưa kim sinh thiết áp nhẹ vào phần phôi đã thoát màng và hút từ từ ra 5-

10 tế bào phôi (TE). Dùng laser cắt đứt cụm phôi bào vừa hút được khỏi 

phôi (chỉ hút nguyên bào lá nuôi phôi, không hút vào nguyên bào phôi). 

Nhả tế bào phôi vừa hút vào môi trường. 

+ Nới lỏng lực hút của kim giữ để giải phóng phôi, chuyển phôi sang đĩa 

nuôi phôi. 

* Rửa tế bào phôi sau sinh thiết  

+ Dùng micropipettee lấy ra các tế bào phôi vừa sinh thiết chuyển sang đĩa 

chuẩn bị trước, trong đó có 6 giọt chia theo 2 hàng: 3 giọt môi trường G-

gamete, 3 giọt chứa PBS-PVP (15-30µL/giọt). Rửa tế bào ở 3 vị trí: Hút tế 

bào phôi từ giọt rửa 1 sang giọt rửa 2. Lặp lại các bước trên ở giọt 3-4; 5-6. 

+ Từ giọt rửa 6: hút 2,5µL dung dịch PBS-PVP chứa tế bào phôi cho vào 

ống PCR1 đã đánh dấu, hút ra 2,5µL dung dịch PBS-PVP chuyển vào 

ống PCR2 chứng âm tương ứng. 

Nghiên cứu viên ghi ngày, giờ sinh thiết, tên kỹ thuật viên sinh thiết và 

rửa tế bào vào phiếu thu thập số liệu.  

Chuyển 24 ống PCR1 (chứa tế bào phôi) và 24 ống PCR2 (chứa dung 

dịch rửa) về phòng xét nghiệm DNA thuộc Bộ môn giải phẫu của Học viện 

Quân Y và ghi ngày, giờ chuyển mẫu vào phiếu thu thập số liệu. 
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 Bước 3: Thực hiện quy trình khuếch đại hệ gen (WGA) 

24 mẫu phôi bào và 24 mẫu dung dịch rửa sau khi được sinh thiết, rửa phôi 

được thực hiện bước khuếch đại toàn bộ hệ gen bằng bộ kit SurePlex DNA 

Amplification System của hãng Illumina theo quy trình khuếch đại hệ gen (Phụ lục 

1.3). Tiến hành thao tác WGA trong phòng sạch, áp lực dương với đầy đủ trang 

thiết bị, dụng cụ, hóa chất, và dòng lưu thông theo 1 chiều tại phòng xét nghiệm 

DNA thuộc Bộ môn giải phẫu của Học viện Quân Y.  

+ Thực hiện quy trình điện di: Tiến hành điện di sản phẩm sau khuếch đại 

(24 mẫu phôi bào và 24 mẫu dung dịch rửa) và mẫu chứng âm, mẫu chứng 

dương. Sau khi điện di xong, đưa bản gel có chứa DNA đã được điện di 

vào trong máy chụp gel, chụp gel và chuyển kết quả vào máy tính. Tổng 

hợp đánh giá kết quả theo tiêu chí sau:  

Bảng 2.7. Tiêu chí đánh giá kết quả điện di 

            Mẫu WGA 

 

Kết quả điện di 

Mẫu phôi bào 
Mẫu dung 

dịch rửa 

Xuất hiện băng sản 

phẩm rõ như như 

mẫu đối chứng 

dương 

- Sinh thiết thành công (thu được tế 

bào phôi có nhân);  

- Rửa tế bào thành công (không mất tế 

bào); 

- WGA thành công. 

Nhiễm DNA 

ngoại lai 

Không xuất hiện 

băng sản phẩm 

- Sinh thiết không thành công (thu 

được tế bào phôi không nhân); 

- Hoặc rửa tế bào làm mất tế bào phôi; 

- Hoặc WGA không thành công. 

Không nhiễm 

DNA ngoại lai 

 

+ Đo nồng độ DNA bằng Qubit: Nồng độ DNA của sản phẩm WGA được 

tính bằng cách đo nồng độ của mẫu sản phẩm pha loãng sau đó nhân hệ số 

để có nồng độ gốc (vì các sản phẩm WGA được pha loãng trước khi tiến 
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hành đo với tỷ lệ 1:10). Ghi lại nồng độ DNA của 24 mẫu phôi bào và 24 

mẫu dung dịch rửa, đánh giá kết quả theo các tiêu chí sau: 

Bảng 2.8. Tiêu chí đánh giá kết quả nồng độ DNA 

            Mẫu WGA 

 

Nồng độ DNA 

Mẫu phôi bào Mẫu dung dịch rửa 

<10 ng/µL WGA không thành công 
Không nhiễm DNA 

ngoại lai 

>25 ng/µL WGA thành công Nhiễm DNA ngoại lai 

 

 Bước 4: Thực hiện giải trình tự gen 

Sản phẩm WGA của 24 mẫu phôi bào được tiến hành giải trình tự gen 

bằng kỹ thuật NGS theo quy trình của hãng bằng bộ kit chạy máy MiSeq 

Reagent Kit - PGS (24 mẫu/1 lần chạy, bộ kit cung cấp đủ hóa chất cho 4 lần 

chạy (lên tới 96 mẫu/mẻ)) gồm các bước sau: 

* Chuẩn bị thư viện cho quá trình giải trình tự trên hệ thống NGS 

+ Sản phẩm của quá trình WGA được đưa về nồng độ 0,2 ng/µL trước khi 

tiến hành bước chuẩn bị thư viện. Chuẩn bị một đĩa PCR mới, đánh dấu 

VTA (Veriseq Tagment Amplicon Plate). Thêm 10µL Tagment DNA 

Buffer vào mỗi giếng trên đĩa PCR sau đó bổ sung 5µL Amplicon Tagment 

Mix vào các giếng đã chứa Tagment DNA Buffer. Cuối cùng cho 5µL mẫu 

DNA nồng độ 0,2ng/µL (trong 1ng DNA tổng số) vào các giếng tương ứng 

trên đĩa  TA; hút nhả micropipette 5 lần để trộn đều hoặc đậy nắp rồi lắc. 

Ly tâm ở 280gr ở nhiệt độ phòng trong 1 phút và chuyển đĩa  TA lên máy 

PCR theo chu trình nhiệt: 55
o
C trong 5 phút và giữ ở 10

o
C. 

+ Khi kết thúc bước ủ, lấy VTA ra khỏi máy PCR, đem ly tâm và tiến hành 

bước tiếp theo. Ngay lập tức thêm 5µL NT buffer vào mỗi giếng trên đĩa 
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VTA ngay khi quá trình ủ kết thúc. Sử dụng micropipette hút nhả 5 lần để 

trộn đều hoặc sử dụng máy vortex sau đó ly tâm nhanh ở 280gr trong 1 

phút và để ủ ở nhiệt độ thường trong 5 phút. Thêm 5µL mỗi Index 1 primer 

(i7) - nắp cam vào mỗi hàng của VTA và 5µL mỗi Index 2 primer (i5) - 

nắp trắng vào các cột của VTA. Bổ sung 15µL Nextera PCR Master Mix 

vào mỗi giếng, hút nhả micropipette 5 lần để trộn đều hoặc dùng máy 

vortex nhanh. Ly tâm đĩa ở tốc độ 280gr trong 1 phút ở nhiệt độ thường sau 

đó chuyển vào ủ trên máy PCR theo chu trình nhiệt dưới đây: 75
o
C trong 3 

phút, 95
o
C trong 30 giây; 95

o
C trong 10 giây trong 12 chu kỳ, 55

o
C trong 

30 giây, 72
o
C trong 30 giây; 72

o
C trong 5 phút và giữ ở 4

o
C. 

+ Trong lúc đợi sản phẩm PCR, trộn đều dung dịch AMPure XP bead bằng 

máy vortex, sau đó thêm 45µL Bead vào các giếng của plate mới chuẩn bị. 

Sau khi hoàn thành chu trình nhiệt, chuyển 45µL sản phẩm PCR từ VTA 

sang đĩa đã chứa AMPure Bead. Lắc ở tốc độ 1800rpm trong 2 phút sau đó 

ủ ở nhiệt độ phòng trong 5 phút. Ly tâm nhanh ở 280gr trong 1 phút và đặt 

lên giá từ trong vòng 2 phút. Dùng micropipette loại bỏ dịch trong các 

giếng rồi thêm 200µL cồn 80% vào các giếng. Để ủ 30 giây sau đó dùng 

micropipette loại bỏ cồn trong các giếng. Lặp lại 1 lần bước rửa bằng cồn 

trên rồi giữ nguyên đĩa trên giá từ và để khô các hạt từ trong vòng 15 phút. 

Nhấc đĩa ra khỏi giá từ, thêm 50µL Resuspension buffer vào các giếng. Lắc 

ở tốc độ 1800rpm trong 2 phút rồi ủ đĩa ở nhiệt độ phòng trong 5 phút. Ly 

tâm nhanh đĩa mẫu ở 280gr trong 1 phút và đặt lên giá từ trong vòng 2 

phút. Chuyển 45µL dung dịch trong các giếng sang một đĩa mới chuẩn bị. 

+ Chuẩn bị hỗn hợp dung dịch LNB1 (Library Normalization beads 1))/LNA1 

(Library Normalization Additives 1)): Cho 24 mẫu: Sử dụng 1,1ml LNA1 và 

200µL LNB1 (đảm bảo rằng đã được trộn đều). Cho 12 mẫu: Sử dụng 

550µL LNA1 và 100µL LNB1 (đảm bảo rằng đã được trộn đều). 
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+  Chuyển 45µL dung dịch LNA1/LNB1 vào mỗi giếng trên đĩa mới, kí hiệu 

LNP. Thêm 20µL sản phẩm PCR đã tinh sạch vào các giếng đã chứa 

LNA1/LNB1 trên LNP. Đậy nắp đĩa và lắc ở 1800rpm  trong 30 phút rồi 

chuyển đĩa lên trên giá từ trong 2 phút. Sau đó loại bỏ dịch nổi trong các 

giếng, nhấc plate ra khỏi giá từ và tiến hành bước rửa với LNW 1 (Library 

Normalization Wash 1): Thêm 45µL LNW1 vào mỗi giếng đã chứa mẫu. 

Chú ý đổi đầu côn giữa các mẫu để tránh nhiễm chéo. Đậy nắp và lắc ở 

1800rpm trong 5 phút. Sau đó ly tâm nhanh ở 280gr. Đặt đĩa lên trên giá từ 

trong 2 phút. Loại bỏ dịch nổi trong các giếng.  

+ Nhấc đĩa ra khỏi giá từ ngay sau khi lặp lại bước rửa trên thêm 1 lần. Thêm 

30µL NaOH 0,1N vào các giếng rồi đóng nắp giá và lắc ở 1800rpm trong 5 

phút. Sau đó ly tâm nhanh ở 280gr rồi ngay lập tức đặt đĩa lên trên giá từ 

trong 2 phút. Trong lúc ủ, chuẩn bị một plate mới; và thêm 25µL LNS1 

(Library Normalization Storage Buffer 1) vào các giếng. Chuyển 25µL 

dịch nổi từ giếng trên LNP sang đĩa mới đã chứa LNS1. Trộn đều và ly tâm 

ở 280gr trong 1 phút. 

* Giải trình tự 

+ Chuyển 5 µL từng mẫu ở các giếng vào 1 ống eppendorf 1.5ml mới kí hiệu 

POOL. Chuyển 15µL thư viện DNA từ ống POOL sang một ống PCR mới. 

Thêm 85µL HT1 vào ống PCR đã chứa 15µL thư viện DNA, trộn đều sau 

đó ly tâm nhanh. Chuyển ống DNA/HT1 trên vào ủ trên máy PCR ở 96
o
C 

trong 3 phút, 4
o
C trong 5 phút và giữ ở 4

o
C. 

+ Thêm 600 µL HT1 vào một ống Eppendorf 1.5ml mới và bảo quản trên đá. 

Bổ sung 100µL thư viện đã ủ vào ống eppendorf chứa 600µL HT1 đã 

chuẩn bị. Sau đó chuyển toàn bộ 700µL thư viện trên lên khay cartridge 

của bộ kit giải trình tự và đưa vào hệ thống Miseq bắt đầu tiến hành giải 

trình tự. 
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* Phân tích dữ liệu và kết luận kết quả 

Sử dụng phần mềm BlueFuse Multi phiên bản 4.4 (Illumina, Inc) phân 

tích kết quả tự động. Đồng thời sử dụng một cơ sở dữ liệu chứa thông tin về 

hệ gen của con người mới nhất để tham chiếu là BG-Annotation-Ens71-

20160909.db sau đó nhóm nghiên cứu mới đưa ra kết luận cho từng kết quả. 

 Đánh giá chất lượng dữ liệu sau phân tích thông qua các chỉ số của từng 

mẫu. Các chỉ số này đều phải đạt tiêu chuẩn độ chính xác 99,999% (Q30). 

Bảng 2.9. Các tiêu chí đánh giá chất lượng sản phẩm giải trình tự gen theo 

yêu cầu của hãng 

                               Tiêu chí 

Chỉ số Giá trị tối ưu Giá trị chấp nhận 

Số lần đọc  

(Number of total reads) 

1.000.000 700.000 

Số lần đọc sau lọc  

(Number of reads after 

filtering) 

500.000 250.000 

% Tổng số lần đọc sau lọc  

(% of total reads after filtering) 

 >50  >35 

Điểm chất lượng trung bình 

(Average quality score- Qscore) 

 >35  >30 

Điểm ghép cặp trung bình 

(Average alignment score) 

 >35  >30 

Chỉ số nhiễu của mẫu  

(Overall noise - DLR) 

0,2 <0,4 

Độ tin cậy vùng 

 (Confidence) 

1,0  >0,7 

Phân tích và kết luận kết quả giải trình tự gen bằng cách sử dụng phân 

phối Gauss (số lượng bản sao từ 0-4 và độ lệch chuẩn là 0,33) và giá trị 

ngưỡng. Mỗi biểu đồ biến thể số lượng bản sao (Copy number variation-
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CNV) của NGS biểu thị các phép gán số lượng bản sao (0, 1, 2, 3 hoặc 4) trên 

trục Y và số lượng NST trên trục X. Thừa và thiếu NST được xem là sự dịch 

chuyển của các dấu chấm ở trên và dưới trạng thái 2 bản sao (đường ngang 

màu xanh lá cây tương ứng 2 bản sao).  

* Các tiêu chí kết luận kết quả giải trình tự gen bằng kỹ thuật NGS 

+ Bình thư chí kết luận kết  (1,8-2,2). 

+ Thêm nhiễm sắc thể: số bản sao >2,8. 

+ Mất nhiễm sắc thể: số bản sao <1,2. 

+ Theo khuyến cáo của hãng Illumina, cần quan sát cẩn thận biến thể số 

lượng bản sao để phát hiện rối loạn cấu trúc (những thay đổi >50% kích thước 

NST sẽ được kết luận tự động, những thay đổi nhỏ cần phân tích thủ công 

theo khuyến cáo); phát hiện thể khảm (số lượng bản sao nằm trong khoảng 

1,2-1,8 hoặc/và 2,2-2,8); hoặc những thay đổi nhỏ bản sao NST  X / Y trong 

biểu đồ CNV để phát hiện thể đa bội [146]. 

* Một số biểu đồ minh họa kết quả giải trình tự gen bằng kỹ thuật NGS 

 

Biểu đồ 2.1. Biểu đồ CNV của mẫu có bộ NST bình thường 46,XX 
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Biểu đồ 2.2. Biểu đồ CNV của mẫu có bộ NST bình thường 46,XY 

 

Biểu đồ 2.3. Biểu đồ CNV của mẫu có bộ NST bất thường (47,XY,+6) 
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Biểu đồ 2.4. Biểu đồ CNV của mẫu có thể khảm (46,XX/47,XX,+5) 

 

Biểu đồ 2.5. Biểu đồ CNV của mẫu tam bội (69,XXY) 

 Bước 5: Thực hiện tối ưu quy trình giải trình tự gen  

Sử dụng thư viện DNA còn lại của 24 mẫu phôi bào chạy bằng bộ kit 

chạy máy khác nhau (bảng 2.10) để có thể thực hiện quy trình giải trình tự 

gen với số lượng mẫu nhỏ hơn nhằm hạ giá thành xét nghiệm mà vẫn đảm 

bảo độ chính xác.  
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Bảng 2.10. Các bộ kit chạy máy để tối ưu quy trình giải trình tự gen 

TT Bộ kit chạy máy sử dụng Số lượng mẫu  

1 Miseq Reagent kit v2 Nano (300 cycles) 4 mẫu 

2 Miseq Reagent kit v2 Micro (300 cycles) 8 mẫu 

3 Miseq Reagent kit v2 Standard (50 cycles) 16 mẫu 

4 Miseq Reagent kit V3 (150 cycle) 24 mẫu 

 

Đánh giá chất lượng các kết quả khi chạy 4 mẫu/1lần, 8 mẫu/1lần, 16 

mẫu/1lần, 24 mẫu/lần thông qua các tiêu chí chất lượng được khuyến cáo 

(bảng 2.9).  

 Bước 6: Hoàn thiện quy trình giải trình tự gen 

2.4.6.2. Đánh giá độ chính xác của kỹ thuật NGS 

 Chọn đối tượng nghiên cứu 

 Lựa chọn được 52 phôi nang (của 13 bệnh nhân IVF) theo tiêu chuẩn lựa 

chọn và tiêu chuẩn loại trừ.  

 Nghiên cứu viên trực tiếp cung cấp thông tin nghiên cứu cho 13 cặp vợ 

chồng bệnh nhân IVF đủ tiêu chuẩn và cho cặp vợ chồng bệnh nhân kí đơn 

tình nguyện tham gia nghiên cứu nếu đồng ý hiến phôi. 

 Phỏng vấn 13 cặp vợ chồng bệnh nhân I F đồng ý tham gia hiến phôi để 

thu thập, ghi chép các biến số nghiên cứu vào phiếu thu thập số liệu: tuổi, 

tình trạng vô sinh, loại vô sinh, thời gian vô sinh, nguyên nhân vô sinh, 

tiền sử sản khoa, tiền sử thất bại IVF. 

 Thực hiện nghiên cứu 

 Bước 1: Nhận 52 phôi nang được hiến 

Ghi đầy đủ thông tin của phôi: số thứ tự, mã số phôi (ID), mã số chu kỳ IVF. 
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 Bước 2: Thực hiện sinh thiết phôi và rửa tế bào 

Nghiên cứu viên ghi ngày, giờ sinh thiết, tên kỹ thuật viên sinh thiết và 

rửa tế bào vào phiếu thu thập số liệu.  

Sau sinh thiết và rửa tế bào, thu được 52 ống PCR1 (chứa tế bào phôi) và 

52 ống PCR2 (chứa dung dịch rửa); chuyển về phòng xét nghiệm DNA thuộc 

Bộ môn giải phẫu của Học viện Quân Y. Ghi ngày, giờ chuyển mẫu vào phiếu 

thu thập số liệu. 

 Bước 3:  Thực hiện quy trình WGA 

52 mẫu phôi bào và 52 mẫu dung dịch rửa sau khi được sinh thiết, rửa 

phôi được khuếch đại toàn bộ hệ gen bằng bộ kit SurePlex DNA 

Amplification System của hãng Illumina tại phòng xét nghiệm DNA thuộc Bộ 

môn giải phẫu của Học viện Quân Y. 

Đánh giá sản phẩm WGA bằng phương pháp đo nồng độ DNA bằng 

Qubit. Ghi lại nồng độ DNA của 52 mẫu phôi bào và 52 mẫu dung dịch rửa 

vào phiếu thu thập số liệu. 

 Bước 4: Chuẩn bị thư viện  

Sau khi WGA thành công, tạo 52 thư viện DNA để thực hiện sàng lọc rối 

loạn di truyền cho phôi bằng kỹ thuật NGS (thực hiện tại Học viện Quân Y 

Việt Nam) và 52 thư viện DNA để thực hiện sàng lọc rối loạn di truyền cho 

phôi bằng kỹ thuật aCGH (thực hiện ở Đại học Quốc gia Singapore). 

 Bước 5: Thực hiện giải trình tự gen bằng kỹ thuật NGS 

+ Sản phẩm WGA của 52 mẫu phôi bào được tiến hành giải trình tự gen bằng 

kỹ thuật NGS (Next Generation Sequencing) theo quy trình đã hoàn thiện.  

+ Đánh giá các kết quả của kỹ thuật NGS. 
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 Bước 6: Thực hiện xét nghiệm sàng lọc rối loạn di truyền bằng kỹ 

thuật aCGH  

Sau khi tạo được 52 thư viện DNA, nhóm nghiên cứu gửi mẫu sang 

Singapore. Quy trình kỹ thuật aCGH được thực hiện tại trung tâm PGT Đại 

học Quốc gia Singapore theo các bước sau: 

* Đánh dấu DNA mẫu phôi bào 

DNA của tế bào phôi sau sinh thiết được WGA đánh dấu huỳnh quang 

màu xanh lá cây, sau đó được trộn lẫn (1:1) với DNA bình thường tham chiếu 

được dán nhãn màu đỏ.  

* Lai với các DNA dò đặc hiệu  

DNA đã được đánh dấu cho tiếp xúc với chip DNA. Các đoạn DNA này 

sẽ lai với các đoạn dò tương ứng trên con chip (24Sure-BlueGnome) và được 

ủ qua đêm trong phòng ấm.  

* Rửa sau lai 

 Sau khi lai, chip DNA được rửa theo thứ tự các bước sau: 10 phút ở 

dung dịch 2x SSC/0,05% Tween-20 ở nhiệt độ khoảng 25
0
C, 10 phút ở dung 

dịch 1x SSC ở nhiệt độ 25
0
C, 5 phút trong dung dịch 0,1x SSC ở nhiệt độ 

59
0
C, 1 phút trong dung dịch 0,1x SSC ở nhiệt độ 25

0
C. 

* Quét hình ảnh 

Sau khi rửa, chíp DNA được làm khô trong 3 phút và được đưa vào 

máy quét microarray (microarray scanner) để đo lượng huỳnh quang màu đỏ 

và xanh lá cây ứng với mỗi vị trí trên con chip 

* Phân tích dữ liệu và đọc kết quả 

Hình ảnh thu được sẽ được phân tích bằng phần mềm chuyên dụng 

Bluefuse (BlueGnome, UK) cho aCGH. 
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 Mỗi biểu đồ của aCGH biểu thị các phép gán tỉ số log2 của cường độ bắt 

màu huỳnh quang giữa mẫu phôi bào/ mẫu đối chứng trên trục Y (-2; -0,4; 0; 

0,4; 2) và số lượng NST trên trục X. Log2 giữ vai trò trung tâm, với giá trị 

bằng 0. Nếu cường độ của huỳnh quang bằng nhau trên một đầu dò (log2 = 0) 

thì mẫu phôi bào có số lượng DNA bằng mẫu đối chứng, kết luận kết quả 

bình thường; Nếu có tỷ lệ màu xanh: màu đỏ bị thay đổi, điều này cho thấy sự 

mất hoặc tăng DNA của mẫu phôi bào tại vùng genom cụ thể đó. 

* Tiêu chí kết luận kết quả của aCGH 

+ Bình thường: log2 (phôi bào/chứng) = 0,0; 

+ Thêm nhiễm sắc thể: log2 (phôi bào/chứng) số bản sao > 0,3; 

+ Mất nhiễm sắc thể: log2 (phôi bào/chứng) số bản sao < -0.3; 

+ Trường hợp mất đoạn bán hợp tử (hemizygote deletion): log2 (phôi 

bào/chứng) = log2 (1/2) = -1; 

+ Trường hợp nhân đoạn (duplication): log2 (phôi bào/chứng) = log2 (3/2) 

= 0,59; 

+ Trường hợp nhân đoạn đồng hợp tử (homozygous duplication): log2 

(phôi bào/chứng) = log2 (4/2) = 1; 

+ Không kết luận kết quả: log2 (phôi bào/chứng) <3 × SD hoặc/và tỷ lệ 

đọc ± 0,3 log2. 

 Bước 7: Trung tâm Xét nghiệm di truyền trước làm tổ, Đại học quốc 

gia Singapore kết luận kết quả và gửi về Việt Nam.  
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* Biểu đồ minh họa kết quả của kỹ thuật aCGH 

 

Biểu đồ 2.6. Biểu đồ tỉ số log2 của mẫu có bộ NST bình thường 46,XX. 

 

 

Biểu đồ 2.7. Biểu đồ tỉ số log2 của mẫu có có bộ NST bình thường 46,XY 
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Biểu đồ 2.8. Biểu đồ tỉ số log2 của mẫu có có bộ NST bất thường 

48,XY,+13, +16. 

 Bước 8: So sánh kết quả NGS với kết quả aCGH 

+ Dựa vào độ đồng thuận để tiến hành tính toán độ nhạy và độ đặc hiệu kỹ 

thuật NGS. 

+ Kết luận độ chính xác của kỹ thuật NGS 

2.4.6.3. Đánh giá kết quả sàng lọc phôi trước làm tổ bằng kỹ thuật NGS 

 Tiến hành phân tích kết quả của 52 phôi đã được giải trình tự gen bằng kỹ 

thuật NGS:  

+ Tỷ lệ phôi bất thường.  

+ Tần suất rối loạn các NST. 

+ Mức độ rối loạn các NST. 

+ Mối liên quan tuổi mẹ và tỷ lệ phôi bình thường. 

+ Mối liên quan tuổi mẹ và tỷ lệ phôi bất thường. 

 Kết luận khả năng ứng dụng của NGS trong sàng lọc rối loạn NST của 

phôi IVF. 
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2.4.7. Sơ đồ nghiên cứu 

 

Sơ đồ 2.1. Sơ đồ quy trình nghiên cứu 
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2.5. Phương pháp xử lí số liệu 

 Số liệu được nhập vào hệ thống cơ sở dữ liệu bằng cách mã hóa cho từng 

bệnh nhân, từng phôi và lưu trong file dưới dạng file Excel. 

 Số liệu được phân tích bằng phần mềm STATA 12.0. 

 Các biểu đồ của nghiên cứu được vẽ trên chương trình Excel 2010. 

 Đề tài sử dụng các thuật toán về phân tích thống kê mô tả, thống kê suy 

luận, đánh giá độ chính xác và phân tích tương quan (các thuật toán có ý 

nghĩa thống kê khi p<0,05). Trong đó: 

- Thống kê mô tả đối với biến định tính được thực hiện thông qua dưới 

dạng tần số và tỷ lệ phần trăm, dạng độ tập trung (trung bình, trung vị) và 

độ phân tán (biên độ, độ lệch chuẩn, phương sai) với các biến định lượng. 

- Test kiểm định: sử dụng Chi-square test (
2
) để so sánh hai hay nhiều 

tỷ lệ. Fisher test đối với số liệu có tần số mong đợi <5. 

- Đánh giá độ chính xác của phương pháp xét nghiệm bằng các thông số: 

Độ nhạy (Sensitivity - Se), độ đặc hiệu (Specificity - Sp), Giá chị chẩn 

đoán dương (Positive Predictive  alue - PPV) và giá trị chẩn đoán âm 

tính (Negative Predictive Value - NPV) với các tính như sau: 

Bảng 2.11. Cách tính Se, Sp, PPV, NPV 

Kết quả aCGH 

 

Kết quả NGS 
Bất thường Bình thường Tổng số 

Bất thường a b a + b 

Bình thường c d c + d 

Tổng số a + c b + d a+ b + c + d 
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+ Se = a/a+c (số phôi bất thường của NGS trong nhóm phôi bất 

thường của aCGH). 

+ Sp = d/b+d (số phôi bình thường của NGS trong nhóm phôi bình 

thường của aCGH). 

+ PPV = a/a+b (số phôi bất thường của aCGH trong nhóm phôi bất 

thường của NGS). 

+ NPV = d/c+d (số phôi bình thường của aCGH trong nhóm phôi 

bình thường của NGS). 

- Xác định tương quan, liên quan giữa các biến định lượng qua hệ số tương 

quan và hồi quy tuyến tính. Sử dụng hệ số tương quan Pearson r để đánh 

giá mối tương quan giữa các biến định lượng có phân phối chuẩn.  

Hệ số tương quan r có giá trị (-1) → (+1), r >0 tương quan là đồng 

biến, r <0 tương quan là nghịch biến.  

+ r <0,3: tương quan yếu. 

+ 0,3≤ r <0,5: tương quan trung bình. 

+ 0,5≤  r <0,7: tương quan chặt. 

+ r ≥0,7: tương quan rất chặt. 

- Đối với phân tích hồi quy tuyến tính: xây dựng phương trình toán học 

thể hiện mối quan hệ giữa 1 biến số định lượng với một hay nhiều biến 

khác (biến độc lập): Y = a + bx1 + cx2 + dx3 + … 

+ Y: biến số phụ thuộc (là biến định lượng, phân bố chuẩn) 

+ X: biến độc lập (có thể là biến định lượng hoặc định tính) 

+ a: hằng số 

+ b, c, d: hệ số   
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2.6. Sai số và khống chế sai số 

- Tất cả các thông tin cần thiết cho nghiên cứu đều được thu thập và ghi 

chép trong một biểu mẫu nghiên cứu, nghiên cứu viên chịu trách nhiệm 

cập nhật thông tin từ lúc bắt đầu đến khi kết thúc nghiên cứu. 

- Nghiên cứu viên trực tiếp hỏi bệnh nhân, trực tiếp tham gia thực hiện kỹ 

thuật trong phòng lab, thu thập, quản lý, xử lý số liệu. 

2.7. Vấn đề đạo đức trong nghiên cứu 

Nghiên cứu này chỉ nhằm mục đích nâng cao chất lượng của điều trị IVF 

mà không nhằm bất cứ một mục đích nào khác. 

- Trước khi tiến hành nghiên cứu, các đối tượng nghiên cứu được nghe 

thông báo về mục đích nghiên cứu, quyền lợi và trách nhiệm khi tham gia 

nghiên cứu. 

- Các thông tin riêng liên quan tới đối tượng nghiên cứu được giữ kín. 

- Các đối tượng nghiên cứu có nhu cầu điều trị, chẩn đoán hoàn toàn tự 

nguyện, không lựa chọn giới tính trước sinh. 

- Đối tượng được đọc kỹ và ký các văn bản cung cấp thông tin về nghiên 

cứu cho đối tượng nghiên cứu trước khi tham gia, bản thảo thuận tham gia 

nghiên cứu, phiếu đồng ý tham gia.  

- Nghiên cứu này thuộc đề tài Quốc gia “Nghiên cứu ứng dụng kỹ thuật giải 

trình tự gen thế hệ mới trong sàng lọc rối loạn NST trước chuyển phôi”; 

thuộc chương trình nghiên cứu ứng dụng và phát triển công nghệ tiên tiến 

phục vụ bảo vệ và chăm sóc sức khỏe cộng đồng; Mã số: KC.10/16-20. 

Khi thực hiện đề tài này, chúng tôi đã được sự đồng ý của Hội đồng y đức 

trong nghiên cứu y sinh học và cam kết thực hiện đúng các nguyên tắc của 

cơ sở nghiên cứu. 
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CHƯƠNG 3 

KẾT QUẢ NGHIÊN CỨU 

3.1. Hoàn thiện quy trình sàng lọc rối loạn 24 NST bằng kỹ thuật NGS 

trên tế bào phôi IVF 

3.1.1. Kết quả quy trình khuếch đại hệ gen từ tế bào phôi 

3.1.1.1. Đánh giá kết quả khuếch đại hệ gen bằng điện di 

 

 

Hình 3.1. Kết quả điện di  

C (mẫu phôi bào); R (mẫu dung dịch rửa); NC (Mẫu đối chứng âm: 

không có băng sản phẩm); PC (Mẫu đối chứng dương: băng sản phẩm rõ); 

M1kb (Thang chuẩn DNA 1kb) 

Nhận xét: Kết quả điện di trên gel agarose cho thấy cả 24 mẫu tế bào 

phôi từ C1 - C24 sau khi WGA đều xuất hiện băng sản phẩm, cả 24 mẫu dung 

dịch (R1 - R24) rửa đều không xuất hiện băng sản phẩm. 
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Bảng 3.1. Đánh giá kết quả điện di 

       Kết quả điện di 

 

Mẫu điện di 

Xuất hiện 

băng sản phẩm 

Không xuất hiện 

băng sản phẩm 

n % n % 

Mẫu tế bào phôi 24 100 0 0,0 

Mẫu dung dịch rửa 0 0,0 24 100 

Nhận xét: Kết quả điện di trên gel agarose cho thấy 100% các mẫu tế bào 

phôi sau khi WGA đều xuất hiện băng sản phẩm, 100% mẫu dung dịch rửa 

đều không xuất hiện băng sản phẩm. 

3.1.1.2. Đánh giá kết quả khuếch đại hệ gen qua nồng độ DNA  

Bảng 3.2. Nồng độ DNA đo bằng Qubit 

Nồng độ DNA (ng/µL) 

Mẫu WGA 
 ±SD MIN-MAX 

Mẫu tế bào phôi 48,6 ± 19,0 27,3-87,4 

Mẫu dung dịch rửa 0,4 ± 0,2 0,1-0,7 

Nhận xét: Nồng độ DNA trung bình sau khi WGA của 24 mẫu tế bào 

phôi là 48,6 ± 19,0 ng/µL, mẫu tế bào phôi có nồng độ DNA thấp nhất là 27,3 

ng/µL, mẫu có nồng độ DNA cao nhất là 87,4 ng/µL. 

Nồng độ DNA trung bình của 24 mẫu dung dịch rửa là 0,4 ± 0,2 ng/µL, 

trong đó mẫu có nồng độ DNA thấp nhất là 0,1 ng/µL và mẫu có nồng độ 

DNA cao nhất là 0,7 ng/µL.  
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Bảng 3.3. Đánh giá chất lượng nồng độ DNA sau WGA 24 mẫu 

Mẫu WGA 

 

Nồng độ DNA (ng/µL) 

Mẫu tế bào phôi Mẫu dung dịch rửa 

n % n % 

<10 0 0,0 24 100 

>25 24 100 0 0,0 

Tổng 24 100 24 100 

Nhận xét: 100% các mẫu tế bào phôi sau WGA đều đạt nồng độ DNA 

lớn hơn 25 ng/µL và 100% các mẫu dung dịch rửa có nồng độ DNA nhỏ hơn 

10 ng/µL.  

3.1.2. Kết quả quy trình giải trình tự gen bằng NGS  

3.1.2.1. Đánh giá kết quả giải trình tự theo các thông số kỹ thuật yêu cầu 

 

Hình 3.2. Chất lượng dữ liệu giải trình tự trên máy Miseq 

(ngày 06/04/2018) 

Nhận xét: Khi thực hiện quy trình giải trình tự gen thế hệ mới, kết quả 

đạt 1,1 Gb đầu ra với độ chính xác 99,999% ( >Q30). 
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Bảng 3.4. Đánh giá chất lượng kết quả giải trình tự gen 

Các tiêu chí 
Đạt Không đạt 

n % n % 

Số lần đọc 

(700.000 - 1.000.000) 
24 100% 0 0% 

Số lần đọc sau lọc 

(250.000/mẫu) 
24 100% 0 0% 

% Tổng số lần đọc sau lọc 

(>35) 
24 100% 0 0% 

Điểm chất lượng trung bình 

(>30) 
24 100% 0 0% 

Điểm ghép cặp trung bình 

(>30) 
24 100% 0 0% 

Chỉ số nhiễu của mẫu (<0,4) 24 100% 0 0% 

Độ tin cậy vùng (>0,7). 24 100% 0 0% 

Nhận xét: Khi thực hiện giải trình tự gen 24 mẫu phôi bào theo bộ kit 

MiSeq Reagent Kit – PGS, kết quả là cả 100% mẫu đều đạt tổng số lần đọc là 

>700.000, tổng số lần đọc tối thiểu sau khi lọc là 250.000/mẫu, điểm chất 

lượng trung bình là >30, điểm ghép cặp trung bình >30, điểm về độ nhiễu của 

mẫu không vượt quá 0,4 và độ tin cậy của vùng khuếch đại của mỗi NST đạt 

> 0,7.  
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3.1.2.2. Kết quả giải trình tự gen 

Bảng 3.5. Kết quả giải trình tự gen cho 24 mẫu 

 

Nhận xét: Trong 24 phôi thực hiện giải trình tự gen có 11 phôi bình 

thường (chiếm 45,8%) và 13 phôi bất thường chiếm (54,2%), trong đó chủ 

yếu là bất thường về số lượng NST, và rối loạn 2 NST gặp nhiều nhất (chiếm 

25%), thể khảm gặp ít nhất (chiếm 4,2%). 

Một số kết quả giải trình tự gen của 24 phôi nang được minh họa dưới 

đây, trong đó phôi có 24 NST bình thường (biểu đồ 3.1), phôi bất thường số 

lượng NST số 22 (biểu đồ 3.2) và  thể khảm (biểu đồ 3.3). 

Đặc điểm phôi Số lượng Tỷ lệ (%) 

Phôi bình thường 

(n=11) 

Số phôi không rối loạn 

NST 
11 45,8 45,8 

Phôi bất thường 

(n= 13) 

Số phôi rối loạn 1 NST 3 12,5 

54,2 

Số phôi rối loạn 2 NST 6 25 

Số phôi rối loạn ≥3 NST 3 12,5 

Số phôi thể khảm 1 4,2 

Tổng 24 100 
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Biểu đồ 3.1. Biểu đồ CNV của phôi số 3. Không có rối loạn NST 

(Karyoyyp: 46,XX) 

 
Biểu đồ 3.2. Biểu đồ CNV của phôi số 8. Lệch bội NST số 22 

 (Karyotyp: 47,XX,+22) 

 
Biểu đồ 3.3. Biểu đồ CNV của phôi số 19. Thể khảm 

 (Karyotyp: 47,XY,+12/45,XY,-7,-21,-22,+2,+12) 
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3.1.3. Kết quả quá trình tối ưu quy trình giải trình tự gen bằng các kit 

chạy mẫu nhỏ  

Sau khi chuẩn hóa quy trình theo bộ kit MiSeq Reagent Kit – PGS (tối 

đa 96 mẫu), chúng tôi tiếp tục thực hiện tối ưu hóa quy trình giải trình tự  

nhằm chạy trên bộ Flowcell nhỏ hơn, số lượng mẫu ít hơn trên 1 lần chạy. 

Điều này sẽ giúp có thể trả kết quả sàng lọc phôi nhanh nhất và tiết kiệm nhất, 

khắc phục tình trạng trả kết quả chậm do gom mẫu cho đủ một mẻ chạy. 

3.1.3.1. Kết quả chạy trên bộ kit Miseq Reagent kit v2 Nano (4 mẫu/ 1 

lần chạy) 

Bảng 3.6. Đánh giá chất lượng kết quả giải trình tự gen bằng bộ kit Miseq 

Reagent kit v2 Nano  

                            Tiêu chí 

 

Chỉ số 

Giá trị  

sau giải 

trình tự 

gen 

Đạt Không đạt 

Số lần đọc  

(Number of total reads) 
>700.000 n % n % 

Số lần đọc sau lọc  

(Number of reads after filtering) 
>250.000 4 100% 0 0,0% 

% Tổng số lần đọc sau lọc  

(% of total reads after filtering) 
>35 4 100% 0 0,0% 

Điểm chất lượng trung bình 

(Average quality score- Qscore) 
>30 4 100% 0 0,0% 

Điểm ghép cặp trung bình 

(Average alignment score) 
>30 4 100% 0 0,0% 

Chỉ số nhiễu của mẫu  

(Overall noise - DLR) 
<0,4 4 100% 0 0,0% 

Độ tin cậy vùng 

 (Confidence) 
>0,7 4 100% 0 0,0% 

Nhận xét: Khi thực hiện giải trình tự gen 4 mẫu phôi bào bằng bộ kit Miseq 

Reagent kit v2 Nano, kết quả là 100% mẫu đều đạt tổng số lần đọc là >700.000, 
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tổng số lần đọc tối thiểu sau khi lọc là 250.000/mẫu, điểm chất lượng trung bình 

là >30, điểm ghép cặp trung bình >30, điểm về độ nhiễu của mẫu không vượt 

quá 0,4 và độ tin cậy của vùng khuếch đại của mỗi NST đạt > 0,7. 

 

Hình 3.3. Hình ảnh minh họa các thông số chạy và biểu đồ CN  của mẫu 

đạt yêu cầu khi giải trình tự gen bằng kit Miseq Reagent kit v2 Nano 

Số lần đọc (Number of total reads) 1.733.886 (>700.000); Số lần đọc sau lọc 

(Number of reads after filtering) 995.937 (>250.000); % Tổng số lần đọc sau 

lọc (% of total reads after filtering) 995.937/1.733.886 = 57,44% (>35%); 

Điểm chất lượng trung bình (Average quality score- Qscore) 36,1 (>30); 

Điểm ghép cặp trung bình (Average alignment score) 35,1 (>30); Chỉ số 

nhiễu của mẫu (Overall noise - DLR) 0,15 (<0,4). Karyotyp: 46,XY 
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3.1.3.2. Kết quả chạy trên bộ kit Miseq Reagent kit v2 Micro (8 mẫu/1 

lần chạy) 

Bảng 3.7. Đánh giá chất lượng kết quả giải trình tự gen bằng bộ kit Miseq 

Reagent kit v2 Micro 

 

                            Tiêu chí 

 

Chỉ số 

Giá trị  

sau giải 

trình tự 

gen 

Đạt Không đạt 

Số lần đọc  

(Number of total reads) 

>700.000 n % n % 

Số lần đọc sau lọc  

(Number of reads after filtering) 

>250.000 8 100% 0 0,0% 

% Tổng số lần đọc sau lọc  

(% of total reads after filtering) 

 >35 8 100% 0 0,0% 

Điểm chất lượng trung bình 

(Average quality score- Qscore) 

 >30 8 100% 0 0,0% 

Điểm ghép cặp trung bình 

(Average alignment score) 

 >30 8 100% 0 0,0% 

Chỉ số nhiễu của mẫu  

(Overall noise - DLR) 

<0,4 8 100% 0 0,0% 

Độ tin cậy vùng 

 (Confidence) 

 >0,7 8 100% 0 0,0% 

Nhận xét: Khi thực hiện giải trình tự gen 8 mẫu phôi bào bằng bộ kit 

Miseq Reagent kit v2 Micro, kết quả là 100% mẫu đều đạt tổng số lần đọc 

là >700.000, tổng số lần đọc tối thiểu sau khi lọc là 250.000/mẫu, điểm 

chất lượng trung bình là >30, điểm ghép cặp trung bình >30, điểm về độ 

nhiễu của mẫu không vượt quá 0,4 và độ tin cậy của vùng khuếch đại của 

mỗi NST đạt > 0,7. 
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Hình 3.4. Hình ảnh minh họa các thông số chạy và biểu đồ CN  của mẫu 

đạt yêu cầu khi giải trình tự gen bằng kit Miseq Reagent kit v2 Micro. 

Số lần đọc (Number of total reads) 849.394 (>700.000); Số lần đọc sau lọc 

(Number of reads after filtering) 359.581 (>250.000); % Tổng số lần đọc sau 

lọc (% of total reads after filtering) 359.581/849.394 = 42,33% (>35%); 

Điểm chất lượng trung bình (Average quality score- Qscore) 36,4 (>30); 

Điểm ghép cặp trung bình (Average alignment score) 45,9 (>30); Chỉ số 

nhiễu của mẫu (Overall noise - DLR) 0,24 (<0,4). Karyotyp: 46,XX. 



83 

 

3.1.3.3. Kết quả chạy trên bộ kit Miseq Reagent kit V2 Standard (16 mẫu/1 

lần chạy) 

Bảng 3.8. Đánh giá chất lượng kết quả giải trình tự gen bằng bộ kit Miseq 

Reagent kit v2 Standard 

                            Tiêu chí 

 

Chỉ số 

Giá trị  

sau giải 

trình tự 

gen 

Đạt Không đạt 

Số lần đọc  

(Number of total reads) 

>700.000 n % n % 

Số lần đọc sau lọc  

(Number of reads after filtering) 

>250.000 16 100% 0 0,0% 

% Tổng số lần đọc sau lọc  

(% of total reads after filtering) 

 >35 16 100% 0 0,0% 

Điểm chất lượng trung bình 

(Average quality score- Qscore) 

 >30 16 100% 0 0,0% 

Điểm ghép cặp trung bình 

(Average alignment score) 

 >30 16 100% 0 0,0% 

Chỉ số nhiễu của mẫu  

(Overall noise - DLR) 

<0,4 16 100% 0 0,0% 

Độ tin cậy vùng 

 (Confidence) 

 >0,7 16 100% 0 0,0% 

Nhận xét: Khi thực hiện giải trình tự gen 16 mẫu phôi bào bằng bộ kit 

Miseq Reagent kit v2 Standard, kết quả là 100% mẫu đều đạt tổng số lần 

đọc là >700.000, tổng số lần đọc tối thiểu sau khi lọc là 250.000/mẫu, điểm 

chất lượng trung bình là >30, điểm ghép cặp trung bình >30, điểm về độ 

nhiễu của mẫu không vượt quá 0,4 và độ tin cậy của vùng khuếch đại của 

mỗi NST đạt > 0,7. 
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Hình 3.5. Hình ảnh minh họa các thông số chạy và biểu đồ CN  của mẫu 

đạt yêu cầu khi giải trình tự gen bằng kit Miseq Reagent kit v2 Standard. 

Số lần đọc (Number of total reads) 1.523.971 (>700.000); Số lần đọc sau lọc 

(Number of reads after filtering) 947.509 (>250.000); % Tổng số lần đọc sau 

lọc (% of total reads after filtering) 947.509/1.523.971 = 62,17% (>35%); 

Điểm chất lượng trung bình (Average quality score- Qscore) 36,3 (>30); 

Điểm ghép cặp trung bình (Average alignment score) 35,3 (>30); Chỉ số 

nhiễu của mẫu (Overall noise - DLR) 0,18 (<0,4). Karyotyp: 44, XY,-8,-13. 
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3.1.3.4. Kết quả chạy trên bộ kit Miseq Reagent kit V3 (24 mẫu/1 lần chạy) 

Bảng 3.9. Đánh giá chất lượng kết quả giải trình tự gen bằng bộ kit Miseq 

Reagent kit V3 

                            Tiêu chí 

 

Chỉ số 

Giá trị  sau giải 

trình tự gen 
Đạt Không đạt 

Số lần đọc  

(Number of total reads) 

>700.000 n % n % 

Số lần đọc sau lọc  

(Number of reads after 

filtering) 

>250.000 24 100% 0 0,0% 

% Tổng số lần đọc sau lọc  

(% of total reads after 

filtering) 

 >35 24 100% 0 0,0% 

Điểm chất lượng trung bình 

(Average quality score- 

Qscore) 

 >30 24 100% 0 0,0% 

Điểm ghép cặp trung bình 

(Average alignment score) 

 >30 24 100% 0 0,0% 

Chỉ số nhiễu của mẫu  

(Overall noise - DLR) 

<0,4 24 100% 0 0,0% 

Độ tin cậy vùng 

 (Confidence) 

 >0,7 24 100% 0 0,0% 

Nhận xét: Khi thực hiện giải trình tự gen 24 mẫu phôi bào bằng  bộ kit 

Miseq Reagent kit  3, kết quả là 100% mẫu đều đạt tổng số lần đọc là 

>700.000, tổng số lần đọc tối thiểu sau khi lọc là 250.000/mẫu, điểm chất 

lượng trung bình là >30, điểm ghép cặp trung bình >30, điểm về độ nhiễu 

của mẫu không vượt quá 0,4 và độ tin cậy của vùng khuếch đại của mỗi 

NST đạt > 0,7. 
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Hình 3.6. Hình ảnh minh họa các thông số chạy và biểu đồ CN  của mẫu 

đạt yêu cầu khi giải trình tự gen bằng kit Miseq Reagent kit V3. 

Số lần đọc (Number of total reads) 1.225.181 (>700.000); Số lần đọc sau lọc 

(Number of reads after filtering) 823.615 (>250.000); % Tổng số lần đọc sau 

lọc (% of total reads after filtering) 823.615/1.225.181 = 67,22% (>35%); 

Điểm chất lượng trung bình (Average quality score- Qscore) 35,7 (>30); 

Điểm ghép cặp trung bình (Average alignment score) 35,5 (>30); Chỉ số 

nhiễu của mẫu (Overall noise - DLR) 0,17 (<0,4). Karyotyp: 46,XY. 
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3.2. Đánh giá độ chính xác của kỹ thuật NGS so với kỹ thuật aCGH trong 

sàng lọc rối loạn 24 nhiễm sắc thể trên tế bào phôi 

Nghiên cứu thực hiện trên 52 mẫu phôi bào. 

3.2.1. Kết quả định lượng DNA  

Bảng 3.10. Nồng độ DNA đo bằng Qubit 

Nồng độ DNA (ng/µL) 

Mẫu WGA 
 ±SD MIN-MAX 

Mẫu tế bào phôi 70,25 ± 21,15 36,8-102 

Mẫu dung dịch rửa 0,43 ± 0,18 0,1-0,8 

Nhận xét: Nồng độ DNA trung bình sau khi WGA của 52 mẫu tế bào 

phôi là 70,25 ± 21,15 ng/µL, mẫu tế bào phôi có nồng độ DNA thấp nhất 36,8 

ng/µL, mẫu có nồng độ DNA cao nhất là 102 ng/µL. 

Nồng độ DNA trung bình của 52 mẫu dung dịch rửa là 0,43 ± 0,18 

ng/µL, trong đó mẫu có nồng độ DNA thấp nhất là 0,1 ng/µL và mẫu có nồng 

độ DNA cao nhất là 0,8 ng/µL. 

Bảng 3.11. Đánh giá chất lượng nồng độ DNA sau WGA 52 mẫu 

Mẫu WGA 

Nồng độ DNA (ng/µL) 

Mẫu tế bào Mẫu dung dịch rửa 

n % n % 

<10 0 0,0 52 100 

>25 52 100 0 0,0 

Tổng 52 100 52 100 

Nhận xét: Cả 52 mẫu tế bào phôi sau WGA đều đạt nồng độ DNA lớn 

hơn 25 ng/µL và 100% các mẫu dung dịch rửa có nồng độ DNA nhỏ hơn 

10 ng/µL.  
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3.2.2. Kết quả xét nghiệm của kỹ thuật NGS và kỹ thuật aCGH   

Sau khi WGA thành công, tạo được 52 thư viện DNA để thực hiện giải 

trình tự gen bằng kỹ thuật NGS tại Học viện Quân Y và 52 thư viện DNA gửi 

sang Singapore để thực hiện bằng aCGH. Số mẫu được kết luận kết quả bằng 

2 kỹ thuật NGS và aCGH được thể hiện ở bảng 3.9. 

Bảng 3.12. Kết luận kết quả bằng NGS và aCGH 

Tiêu chí 

NGS aCGH 

n % n % 

Tổng số mẫu 52 100 52 100 

Kết luận kết quả 52 100 48 92,3 

Không kết luận kết quả 0 0 4 7,7 

Nhận xét:  ới NGS, cả 52 mẫu đều có kết luận kết quả trong khi đó với 

aCGH chỉ có 48 kết luận kết quả, còn 4 mẫu phôi không kết luận được là phôi 

bình thường hay bất thường, chiếm 7,7%. 

Dưới đây là 4 biểu đồ tỉ số log2 của aCGH của 4 phôi không được kết 

luận kết quả, tương ứng với 4 biểu đồ CN  của NGS có kết luận kết quả:  

phôi số 1 (biểu đồ 3.4 - 3.5), phôi số 14 (biểu đồ 3.6 - 3.7), phôi số 21 (biểu 

đồ 3.8 - 3.9) và phôi số 50 (biểu đồ 3.10 - 3.11). 
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Biểu đồ 3.4. Biểu đồ tỉ số log2 của phôi số 1 

aCGH không kết luận kết quả 

 

 

Biểu đồ 3.5. Biểu đồ CNV của phôi số 1.  

NGS kết luận Karyotyp: 46,XX/46,XX,-2q,-6,+20 
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Biểu đồ 3.6. Biểu đồ tỉ số log2 của phôi số 14  

aCGH không kết luận kết quả. 

 

 

Biểu đồ 3.7. Biểu đồ CNV của phôi số 14 

NGS kết luận  Karyotyp: 46,XX/46,XX,+14s(q14.2-24.3) 59Mb 
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Biểu đồ 3.8. Biểu đồ tỉ số log2 của phôi số 21 

(aCGH  không kết luận kết quả) 

 

 

Biểu đồ 3.9. Biểu đồ CNV của phôi số 21 

NGS kết luận Karyotyp: 46,XY/46,XY,+19s(q13,123,q13.142) 22,4Mb 
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Biểu đồ 3.10. Biểu đồ tỉ số log2 của phôi số 50  

 (aCGH không kết luận kết quả) 

 

Biểu đồ 3.11. Biểu đồ CNV của phôi số 50 

NGS kết luận Karyotyp: 46,XY,-15,+21/40,XY,-1,-5,-7,-8,-12,-15,-18,+21 
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3.2.3. Đánh giá độ chính xác của NGS 

 Sau khi giải trình tự gen bằng kỹ thuật NGS và aCGH, vì aCGH không 

kết luận kết quả cho 4 phôi nên chúng tôi chỉ sử dụng 48 kết quả mà cả 2 kỹ 

thuật cùng kết luận để so sánh. 

Bảng 3.13a. So sánh sự tương đồng về kết luận kết quả của kỹ thuật NGS 

và kỹ thuật aCGH ở 48 phôi 

Kết luận kết quả 

NGS aCGH 

n % n % 

0 cặp NST bất thường 31 64,6% 31 64,6% 

1 cặp NST bất thường 12 25,0% 12 25,0% 

2 cặp NST bất thường 4 8,3% 4 8,3% 

≥3 cặp NST bất thường 1 2,1% 1 2,1% 

Tổng 48 100 48 100 

Thiếu NST 10 58,8% 10 58,8% 

Thừa NST 7 41,2% 7 41,2% 

Tổng 17 100 17 100 
 

Nhận xét: Trong 48 kết quả thu được từ cả 2 kỹ thuật, sự kết luận về bất 

thường số cặp NST, kết luận thừa thiếu NST là giống nhau.  
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Bảng 3.13b. Đánh giá độ chính xác của kỹ thuật NGS 

Các thông số Kết quả NGS Kết quả aCGH 

Tổng số phôi sàng lọc 48 48 

Số phôi bình thường (âm tính thật) 31 31 

Số phôi lệch bội (dương tính thật) 17 17 

Số phôi bất thường nhưng được 

kết luận bình thường (âm tính giả) 0 0 

Số phôi bình thường nhưng kết 

luận bất thường (dương tính giả) 0 0 

Độ nhạy 100% 

Độ đặc hiệu 100% 

Giá trị tiên đoán dương 100% 

Giá trị tiên đoán âm 100% 

 

Nhận xét: trong 48 kết quả phôi phân tích bằng kỹ thuật NGS, có 31 

phôi có kết luận bình thường, 17 phôi có kết luận lệch bội NST.Tỷ lệ âm tính 

giả và dương tính giả của NGS đều bằng 0. Như vậy, độ nhạy, độ đặc hiệu, 

giá trị tiên đoán âm, giá trị tiên đoán dương của kỹ thuật NGS là 100%. 
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* Một số hình ảnh so sánh sự tương đồng kết quả của 2 kỹ thuật aCGH 

và NGS 

 

Biểu đồ 3.12. Biểu đồ tỉ số log2 của phôi số 11 

aCGH kết luận Karyotyp: 46,XX 

 

Biểu đồ 3.13. Biểu đồ CNV của phôi số 11 

NGS kết luận Karyotyp: 46,XX 
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Biểu đồ 3.14. Biểu đồ tỉ số log2 của phôi số 20               

      aCGH kết luận Karyotyp: 48,XY,+3,+6 

 

   Biểu đồ 3.15. Biểu đồ CNV của phôi số 20 

NGS kết luận Karyotyp: 48,XY,+3,+6 
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3.3. Đánh giá kết quả sàng lọc phôi trước làm tổ bằng kỹ thuật NGS 

3.3.1. Đặc điểm bệnh nhân hiến phôi 

Bảng 3.14. Đặc điểm bệnh nhân  

Đặc điểm bệnh nhân  ±SD MIN-MAX 

Độ tuổi trung bình 35,08 ± 5,17 24-44 

Số chu kỳ I F đã thực hiện 1,2 ± 0,8 1-3 

Nhận xét: Tuổi trung bình của bệnh nhân tham gia hiến phôi là 35,08 ± 

5,17, bệnh nhân trẻ nhất 24 tuổi, bệnh nhân nhiều tuổi nhất là 44 tuổi. Số chu 

kỳ I F đã thực hiện trung bình của nhóm bệnh nhân này là 1,2 ± 0,8, người 

thực hiện nhiều nhất là 3 chu kỳ. 

Bảng 3.15. Đặc điểm vô sinh của bệnh nhân 

Đặc điểm vô sinh n % Tổng 

Loại vô sinh 
VSI 5 38,5 

13 
VSII 8 61,5 

Các nguyên nhân gây 

vô sinh 

Do vợ 6 46,1 

13 Do chồng 5 38,5 

Không rõ nguyên nhân 2 15,4 

Tiền sử IVF thất bại 

Không 0 0,0 

13 
Có 13 100 

Nhận xét: Có 13 bệnh nhân tham gia nghiên cứu, trong đó có 61,5% là 

vô sinh II, nguyên nhân vô sinh do vợ là cao nhất chiếm 46,1%. Cả 13 trường 

hợp đều đã thất bại trong các chu kỳ I F trước đó. 

 



98 

 

3.3.2. Đặc điểm bất thường NST của phôi 

 

Biểu đồ 3.16. Tỷ lệ bất thường NST 

 Nhận xét: Trong 52 phôi có 31 phôi bình thường chiếm 59,6% và 21 

phôi có rối loạn NST chiếm 40,4%.  

 

Biểu đồ 3.17. Các loại bất thường NST ở phôi 

Nhận xét: Trong 21 phôi bất thường, có 17/21 phôi bị rối loạn số lượng 

NST, 2/21 phôi bị rối loạn cấu trúc và 2/21 phôi vừa rối loạn số lượng vừa rối 

loạn cấu trúc NST. 

Phôi bình thường 

59,6% 

Phôi bất thường 

40,4% 

81,0% 

9,5% 

9,5% 

Phôi rối loạn số lượng NST 

Phôi rối loạn cấu trúc NST 

Phôi có cả rối loạn cấu trúc và 

số lượng NST 
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Bảng 3.16. Số lượng NST bị bất thường ở phôi  

Phôi rối loạn NST n % 

Bất thường 1 NST 10 47,6 

Bất thường 2 NST 5 23,8 

Bất thường ≥3 NST 1 4,8 

Thể khảm 5 23,8 

Tổng 21 100 

Nhận xét: Trong số 21 phôi bất thường hay gặp nhất là rối loạn ở 1 cặp 

NST chiếm 47,6%, chỉ có 1 phôi có rối loạn ≥3 NST chiếm 4,8%, thể khảm 

gặp 5 trường hợp chiếm 23,8%.  

 Dưới đây là biểu đồ CNV của một số phôi rối loạn NST: Phôi số 4 (biểu 

đồ 3.18), phôi số 17 (biểu đồ 3.19), phôi số 42 (biểu đồ 3.20) 

 

Biểu đồ 3.18. Biểu đồ CNV phôi số 4. Rối loạn cấu trúc NST số 3 

 Karyotyp: 46,XX,rec(3)del(3p)inv(3)(p24q29) 

(Mất đoạn nhỏ KT 12,89 Mb nhánh ngắn NST số 3) 

(đã làm Karyotyp bố:46,XY,inv(3)(p24q29; 

Karyoytp mẹ:46,XX, tiền sử thai lưu 2 lần) 
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Biểu đồ 3.19. Biểu đồ CNV phôi số 17. Hội chứng Turner 

Karyotyp: 45,X 

 

 

Biểu đồ 3.20. Biểu đồ CNV phôi số 42. Đa bội 

Karyotyp: 69,XXY 
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Bảng 3.17. Tần suất bất thường của 24 NST 

STT NST số 
Bất thường Bình thường Tổng 

n % n % n % 

1 1 2 9,3 19 90,7 21 100 

2 2 3 14,3 18 85,7 21 100 

3 3 3 14,3 18 85,7 21 100 

4 4 2 9,3 19 90,7 21 100 

5 5 2 9,3 19 90,7 21 100 

6 6 3 14,3 18 85,7 21 100 

7 7 2 9,3 19 90,7 21 100 

8 8 2 9,3 19 90,7 21 100 

9 9 1 4,8 20 95,2 21 100 

10 10 2 9,3 19 90,7 21 100 

11 11 1 4,8 20 95,2 21 100 

12 12 3 14,3 18 85,7 21 100 

13 13 3 14,3 18 85,7 21 100 

14 14 3 14,3 18 85,7 21 100 

15 15 3 14,3 18 85,7 21 100 

16 16 4 19,0 17 81,0 21 100 

17 17 1 4,8 20 95,2 21 100 

18 18 3 14,3 18 85,7 21 100 

19 19 1 4,8 20 95,2 21 100 

20 20 3 14,3 18 85,7 21 100 

21 21 5 23,8 16 76,2 21 100 

22 22 4 19,0 17 81,0 21 100 

23 X 2 9,3 19 90,7 21 100 

24 Y 0 0,0 20 100 21 100 

Nhận xét: Trong tổng số 21 phôi bị bất thường, rối loạn NST chỉ xảy ra 

ở 23 NST, gặp nhiều nhất là ở NST số 21 (23,8%), ít gặp hơn ở NST 9, 11, 

17, 19. Không thấy bất thường NST Y. 
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3.3.3. Mối liên quan giữa tuổi mẹ và tình trạng phôi 

Bảng 3.18. Đặc điểm phân bố tuổi và mối liên quan với số phôi 

Tuổi mẹ Số bệnh nhân Tỷ lệ % Số phôi Tỷ lệ % 

<35 5 38,5 21 40,4 

≥35 8 61,5 31 59,6 

Tổng 13 100 52 100 

Nhận xét: Trong 13 bệnh nhân tham gia hiến phôi, có 8 bệnh nhân ≥35 

tuổi chiếm 61,5%, và 5 bệnh nhân <35 tuổi chiếm 38,5%. Số phôi thu được để 

thực hiện sàng lọc của nhóm bệnh nhân ≥35 tuổi là 31/52 phôi, cao hơn của 

nhóm bệnh nhân <35 tuổi (21/52 phôi). 

Bảng 3.19. Mối liên quan giữa tuổi và đặc điểm phôi 

      Tuổi 

 

Đặc điểm phôi 

<35 ≥35 p 

n % n %  

Bình thường 15 71,4 16 51,6  

>0,05 Bất thường 6 28,6 15 48,4 

Tổng phôi phân tích 21 100 31 100  

Nhận xét: Nhóm bệnh nhân <35 tuổi có tỷ lệ phôi bình thường là 

71,4%), nhóm ≥35 tuổi có tỷ lệ phôi bình thường thấp hơn (chiếm 51,6%). 

Ngược lại, nhóm <35 tuổi có tỷ lệ phôi bất thường (28,6%) thấp hơn nhóm 

≥35 tuổi (48,4%). Tuy nhiên sự khác biệt chưa có ý nghĩa thống kê với 

p>0,05. 
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Bảng 3.20. Mối liên quan giữa tuổi và các loại bất thường phôi 

Tuổi Số phôi Bình 

thường 

(n=31) 

Bất thường (n=21) 

p 
Lệch bội Lệch bội 

và khảm 

Khảm 

n % n % n % n % n % 

<35 21 40,4 15 48,4 5 31,2 0 0,0 1 25,0 

>0,05 ≥35 31 59,6 16 51,6 11 68,8 1 100,0 3 75,0 

Tổng 52 100 31 100 16 100 1 100 4 100 

Nhận xét: Tỷ lệ lệch bội, lệch bội và khảm, thể khảm ở nhóm ≥35 tuổi 

lần lượt là 68,8%; 100%; 75% đều cao hơn ở nhóm <35 tuổi, tương ứng là 

31,2%; 0% và 25%. Tuy nhiên sự khác biệt chưa có ý nghĩa thống kê với p 

>0,05. 

Bảng 3.21. Mối liên quan giữa tuổi và mức độ rối loạn NST 

Tuổi 

Phôi rối loạn 

<35 ≥35 Tổng 

p n % n % n % 

1 NST 4  40,0 6 60,0 10 100 

 

>0,05 

2 NST 0 0,0 5 100,0 5 100 

≥3NST  1 100,0  0 0,0 1 100 

Khảm  1 20,0  4 80,0 5 100 

Nhận xét: Nhóm bệnh nhân ≥35 tuổi có tỷ lệ rối loạn ở 1 NST, 2NST, 

khảm lần lượt là 60,0%; 100%; 80% cao hơn tỷ lệ rối loạn ở nhóm <35 tuổi, 

tương ứng là 40%; 0,0% và 20%. Riêng tỷ lệ rối loạn ≥3NST ở nhóm <35 

tuổi là 100%, nhóm ≥35 tuổi là 0%. Tuy nhiên sự khác biệt chưa có ý nghĩa 

thống kê với p >0,05. 
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Bảng 3.22. Liên quan giữa tuổi và tỷ lệ bất thường NST 13, 18, 21, 

và NST giới tính 

Tuổi 
 

NST bất thường 

<35 ≥35 Tổng 

n % n % n % 

13 2 66,7 1 33,3 3 100 

18 1 33,3 2 66,7 3 100 

21 1 20,0 4 80,0 5 100 

X/Y 0 0,0 2 100 2 100 

 

Nhận xét: Rối loạn NST số 13 gặp nhiều ở nhóm bệnh nhân <35 tuổi 

(66,7%). Rối loạn NST 18 thì ngược lại, gặp nhiều ở nhóm ≥35 tuổi (66,7%). 

Đặc biệt là rối loạn NST 21 ở nhóm ≥35 tuổi cao gấp 4 lần nhóm <35 tuổi. Tỷ 

lệ rối loạn NST giới tính ở nhóm ≥35 là 100%, không gặp ở nhóm <35 tuổi. 

Tuy nhiên sự khác biệt chưa có ý nghĩa thống kê với p>0,05. 

 

Biểu đồ 3.21. Liên quan giữa nhóm tuổi mẹ và tỷ lệ phôi bình thường, 

bất thường 
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Nhận xét: Nhóm tuổi <35 có tỷ lệ phôi bình thường là cao nhất 71,4%, 

tỷ lệ phôi bất thường là thấp nhất 28,6%. Càng tuổi cao số phôi bình thường 

càng giảm, số phôi bất thường càng tăng. Nhóm tuổi 35-38 có tỷ lệ phôi bình 

thường thấp hơn nhóm <35, tỷ lệ phôi bất thường cao hơn nhóm <35 tuổi. 

Đặc biệt nhóm từ 39 tuổi trở lên có tỷ lệ phôi bình thường thấp nhất 42,8% và 

tỷ lệ phôi bất thường cao nhất 57,2%. Tuy nhiên sự khác biệt chưa có ý nghĩa 

thống kê với p>0,05. 

 

Biểu đồ 3.22. Đường hồi quy tuyến tính thể hiện mối tương quan giữa 

nhóm tuổi mẹ và tỷ lệ phôi bình thường, phôi bất thường NST 

Nhận xét: Tỷ lệ phần trăm phôi bình thường (y) tương quan ngược chiều 

với tuổi mẹ (x) theo phương trình tương quan y = -0,14x + 0,86, hệ số tương 

quan r = 0.997, (p>0,05). Tỷ lệ phần trăm phôi bất thường (y) tương quan cùng 

chiều với tuổi mẹ (x) theo phương trình tương quan y = 0,14x +0,14, hệ số 

tương quan r = 0.998 (p>0,05). 
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CHƯƠNG 4 

BÀN LUẬN 

 

Mặc dù, sàng lọc rối loạn 24 NST cho phôi không giúp tạo ra một phôi 

khỏe mạnh hoặc cải thiện sức khỏe của phôi. Nhưng dựa vào kết quả sàng 

lọc rối loạn NST của phôi để lựa chọn được phôi có số lượng NST bình 

thường để chuyển vào buồng tử cung sẽ giúp bệnh nhân điều trị I F có cơ 

hội sinh con khỏe mạnh trong thời gian sớm nhất. Đồng thời tăng cơ hội 

được làm cha mẹ khi tuổi cao, rút ngắn được thời gian điều trị vô sinh vì 

không bị trải qua nhiều lần IVF thất bại, do tránh được nguy cơ đa thai, sẩy 

thai, thai lưu hoặc sinh một đứa trẻ bị dị tật nghiêm trọng do bất thường số 

lượng NST gây ra [147],[148],[149]. 

Nhờ sự tiến bộ của di truyền học hiện đại, nhiều kỹ thuật di truyền tế 

bào và phân tử được ứng dụng thành công trong xét nghiệm di truyền trước 

làm tổ như FISH, CGH, KL-BoBs, aCGH... hoặc gần đây hơn là giải trình tự 

thế hệ mới NGS. Năm 2014, Fiorentino và cộng sự đã thực hiện nghiên cứu 

xác nhận tiềm năng ứng dụng lâm sàng của NGS. Nghiên cứu đã chứng 

minh rằng NGS là một phương pháp mạnh mẽ có tiềm năng ứng dụng lâm 

sàng rộng rãi trong sàng lọc rối loạn 24 NST của phôi. Các nghiên cứu sau 

đó còn chỉ ra rằng, kỹ thuật NGS có thể giúp giảm đáng kể chi phí PGT-A 

trong khi vẫn giữ được mức độ phát hiện chính xác cao so với các kỹ thuật 

hiện có [22]. Do đó NGS có xu hướng áp dụng ngày càng rộng rãi. Tuy 

nhiên vẫn còn rất nhiều nghiên cứu trên thế giới đang được thực hiện để 

khẳng định tính ứng dụng của kỹ thuật này. 

Hiện nay, ở Việt Nam vẫn chưa có nghiên cứu nào về ứng dụng kỹ 

thuật NGS trong sàng lọc 24 NST trước làm tổ. Nên nghiên cứu của chúng 

tôi là nghiên cứu đầu tiên được thực hiện tại Việt Nam nhằm hoàn thiện quy 
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trình kỹ thuật NGS, đánh giá độ chính xác của NGS so với kỹ thuật aCGH ra 

đời trước đó, sau đó đánh giá tính ứng dụng của NGS trong sàng lọc rối loạn 

24 NST của phôi IVF. 

4.1. Hoàn thiện quy trình sàng lọc rối loạn 24 NST bằng kỹ thuật NGS 

trên tế bào phôi 

Nghiên cứu của chúng tôi lựa chọn phôi nang ngày 5-6, chứ không lựa 

chọn phôi ngày 3, vừa ít gây tổn thương phôi, vừa giúp làm giảm nguy cơ 

phân loại sai do phôi thể khảm [150].  ì phôi ngày 3 có tỷ lệ lệch bội NST 

và phôi ở thể khảm khá cao 50% [76] nhưng đến giai đoạn phôi nang tỷ lệ 

này giảm đáng kể còn 3-5% [77],[78],[79]. Hơn nữa, một số phôi lệch bội 

NST ngày 3 có thể tự sửa chữa thành phôi bình thường khi phát triển thành 

phôi nang. Như vậy PGT vào ngày thứ 3 của sự phát triển phôi không phải 

lúc nào cũng đại diện về tình trạng rối loạn NST của phôi. Như vậy, theo 

logic sinh thiết phôi ở giai đoạn phôi nang, nơi có tỉ lệ khảm thấp hơn, sẽ có 

kết quả sàng lọc rối loạn NST chính xác hơn. 

Chúng tôi tiến hành sinh thiết 5-10 phôi bào của nguyên bào lá nuôi 

(TE) để thực hiện nghiên cứu này. Hiện nay, đã có nhiều nghiên cứu về vị trí 

sinh thiết phôi nhưng sinh thiết nguyên bào lá nuôi của phôi nang vẫn được 

xem là kỹ thuật giúp mang lại kết quả di truyền chính xác nhất hiện nay với 

ưu điểm là nhiều tế bào được sinh thiết để sàng lọc, chẩn đoán. 

Một số tác giả tiến hành nghiên cứu vị trí sinh thiết mới để so sánh với 

sinh thiết nguyên bào lá nuôi nhưng chưa cho kết quả như mong đợi. Magli 

và cộng sự (2016) còn tiến hành hút dịch trong nang (blastocoelic fluid/BF) 

của phôi ngày 5, nhằm sử dụng DNA trong khoang dịch của phôi nang để 

khuếch đại hệ gen (WGA) và tiến hành xét nghiệm di truyền cho phôi I F 

và so sánh với kết quả xét nghiệm từ nguyên bào lá nuôi của phôi. Tuy nhiên 
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tỷ lệ WGA chỉ thành công 82%. Độ phù hợp của phôi bình thường là 97,1% 

(67/69), với độ phù hợp trên mỗi nhiễm sắc thể là 98,4%. Do đó sinh thiết 

nguyên bào lá nuôi vẫn có nhiều ưu điểm nhất [80]. 

Đặc biệt, theo nghiên cứu  gần đây của  ictor và cộng sự (2019) sử 

dụng 88 phôi nang đã bị kết luận lệch bội (sinh thiết TE), thực hiện sinh 

thiết lại nhưng lấy phôi bào từ nguyên bào phôi (ICM) để thực hiện PGT-A. 

Kết quả cho thấy có 86 kết quả lệch bội, như vậy sự giống nhau về kết luận 

là 97,7% [151]. Điều này chứng minh tế bào TE là tế bào có tính đại diện 

cao cho phôi nang. Sinh thiết phôi nang, chỉ lấy nguyên bào lá nuôi còn 

nguyên bào phôi bào vẫn được bảo tồn nên sự phát triển tiếp theo của phôi 

không bị ảnh hưởng. 

He và cộng sự (2019) đã  so sánh: tuổi thai, cân nặng khi sinh và tỷ lệ 

sinh non, tình trạng nhẹ cân cũng như tình trạng thai nhi quá to 

(macrosomia) của 1.721 trẻ sơ sinh giữa nhóm có sinh thiết phôi nang  (lấy tế 

bào TE) và nhóm không sinh thiết phôi (nhóm chứng) để điều tra xem liệu 

sinh thiết phôi nang trong xét nghiệm di truyền trước làm tổ có làm tăng 

nguy cơ bất lợi ở trẻ sơ sinh hay không. Kết quả cho thấy  sinh thiết phôi 

nang không làm tăng rủi ro bất lợi cho sơ sinh khi so sánh với nhóm đối 

chứng [82]. 

Như vậy sinh thiết phôi nang (lấy TE) giúp giảm mức độ tổn thương 

phôi và mang lại kết quả di truyền chính xác nhất hiện nay.  

Sau khi lấy sinh thiết phôi, các tế bào phôi được rửa trong dung dịch 

đệm phosphate (PBS+P P) vô trùng. Chúng tôi đã thu được 24 ống PCR1 

(chứa tế bào phôi) và 24 ống PCR2 (chứa dung dịch rửa). Các mẫu này được 

chuyển về phòng xét nghiệm DNA thuộc Bộ môn giải phẫu của Học viện 

Quân Y để thực hiện khuếch đại hệ gen. 
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4.1.1. Quy trình khuếch đại hệ gen (WGA) 

  Lựa chọn kit WGA 

Nhờ sự kết hợp của toán học, hóa học và sinh học, Cavalier ‐ Smith 

(1985) đã tìm ra công thức tính trọng lượng phân tử của 1 hạt nhân tế bào 

người từ số lượng cặp nucleotide (DNA content (pg) = genome size 

(bp)/(0,978x109)), ước tính chỉ khoảng 6,5 picogam (pg) DNA [152]. 

Nhưng để thực hiện được xét nghiệm di truyền giải trình tự gen, quy trình 

khuyến nghị yêu cầu số lượng DNA ở mức nanogram (ng) để thực hiện. 

Điều này đòi hỏi phải WGA hơn 1000 lần để đủ tạo thư viện đưa vào giải 

trình tự.  

Hơn nữa, vì các công nghệ này thường được áp dụng để đánh giá định 

lượng các biến thể bản sao của NST, nên yêu cầu quy trình WGA phải nhân 

được đủ về số lượng DNA trên toàn bộ bộ gen nhưng vẫn đảm bảo độ trung 

thực của kiểu gen. Vì sản phẩm WGA mà không chính xác sẽ làm thay đổi 

số lượng bản sao trong bộ gen có thể dẫn đến kết quả giải trình tự sai lệch. 

Do đó, WGA để tạo đủ DNA cho việc xây dựng thư viện chính xác là 1 một 

bước quan trọng, quyết định sự thành công của quy trình giải trình tự gen. 

Vì vậy, cần phải lựa chọn bộ kit WGA tốt nhất, đảm bảo hiệu quả 

WGA và độ chính xác cao nhất để thực hiện nghiên cứu. Chúng tôi đã cân 

nhắc kỹ trước khi quyết định dựa vào một số công bố trên thế giới đánh giá 

các bộ kit WGA khác nhau. 

Treff và cộng sự (2011) đã nghiên cứu các kỹ thuật WGA khác nhau 

trên các mẫu tế bào đơn. đã sử dụng ba bộ kit WGA có bán trên thị trường; 

GenomePlex (WGA4; Sigma-Aldrich, USA), REPLI-g (Single Cell Kit; 

Qiagen, USA) và GenomiPhi (GE Healthcare, USA) để so sánh chúng về độ 

tin cậy khuếch đại, độ trung thực và độ chính xác bằng phân tích microarray 
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SNP. Kết quả cho thấy: GenomiPhi đã có thể khuếch đại 88% các tế bào đơn 

lẻ mang lại >250ng DNA. REPLI-g và GenomePlex >250ng DNA trong 

100% tế bào đơn. REPLI-g cung cấp độ phủ cho 88% thông tin của bộ gen 

và GenomiPhi và GenomePlex cung cấp 74% và 78% tương ứng. Độ chính 

xác của số bản sao SNP là 99% cho GenomePlex, 95% cho REPLI-g và 62% 

cho GenomiPhi. Độ chính xác của NST là 99% đối với GenomePlex, 97% 

đối với REPLI-g và 75% đối với GenomiPhi. Độ chính xác chẩn đoán 

karyotyping là 100% cho GenomePlex, 83% cho REPLI-g và 0% cho 

GenomiPhi. Thời gian khuếch đại cũng rất quan trọng khi xem xét ứng dụng 

công nghệ WGA đơn bào vào PGT. GenomePlex thực hiện WGA nhanh 

nhất chỉ trong 4 giờ, ngược lại GenomiPhi và REPLI-cần tới 16 giờ). Điều 

này cho thấy GenomePlex là bộ kit phù hợp cho việc phân tích rối loạn NST 

hơn cả [153]. 

Tuy nhiên, Chen D và cộng sự (2018) đã so sánh độ chính xác của 

GenomePlex (WGA4; Sigma-Aldrich, USA) và SurePlex (BlueGnome, 

UK). Kết quả cho thấy bộ kit SurePlex cho khả năng khuếch đại cao hơn, tần 

số lỗi trình tự thấp hơn [154]. 

Đặc biệt, Deleye và cộng sự (2015) cũng so sánh  kit WGA SurePlex 

(BlueGnome, UK) và MALBAC (Yikon genomics, China). Kết quả cho thấy 

WGA bằng kít SurePlex dẫn đến sự đồng đều hơn trên bộ gen, cho phép 

phát hiện số bản sao tốt hơn với ít dương tính giả hơn so với các mẫu được 

WGA bằng MALBAC. Kit SurePlex đã khẳng định giá trị vượt trội khi thực 

hiện WGA từ các tế bào đơn, với mục đích phục vụ PGT  [155]. 

Như vậy, kết quả của 3 nghiên cứu trên đã khẳng định bộ kit SurePlex 

là bộ kit WGA hiệu quả nhất, phù hợp WGA từ các tế bào đơn. Do đó, 
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chúng tôi đã chọn lựa bộ kit SurePlex để hoàn thiện quá trình nhân trong 

nghiên cứu này. 

  Đánh giá sản phẩm WGA 

Đối với mỗi phôi IVF, sau khi thực hiện sinh thiết phôi và rửa mẫu phôi 

bào, chúng tôi thu được 1 ống PCR thấy rõ tế bào và 1 ống PCR đựng dung 

dịch rửa để tiến hành WGA bằng bộ kit SurePlex. 

Chúng tôi tiến hành đánh giá sản phẩm WGA bằng điện di trên gel 

agarose. Kết quả cho thấy cả 24 mẫu tế bào phôi đều xuất hiện băng sản 

phẩm, các băng của sản phẩm WGA khá đồng đều (bảng 3.1). Dải băng sản 

phù hợp với dải băng sản phẩm khuyến cáo của nhà sản xuất. Và toàn bộ 

mẫu dung dịch rửa, mẫu chứng âm đều không xuất hiện băng sản phẩm. Kết 

quả này cho thấy không có hiện tượng nhiễm DNA ngoại lai ở hai giai đoạn 

sinh thiết và rửa tế bào. Hơn nữa, độ sáng của cả 24 băng sản phẩm cũng 

cho thấy cả 24 mẫu phôi bào đều sinh thiết thành công (lấy được nhân tế 

bào) và nồng độ DNA sau WGA đảm bảo đủ để phục vụ chuẩn bị thư viện 

cho bước tiếp theo là giải trình tự gen (hình 3.1). 

Kết quả WGA còn được đánh giá bằng định lượng nồng độ DNA bằng 

Qubit. Kết quả này giúp đánh giá sinh thiết, rửa tế bào có thành công hay 

không mà còn định lượng chính xác nồng độ DNA sản phẩm WGA xem có 

đủ cho giải trình tự ở giai đoạn sau một cách chính xác hay không. Theo 

khuyến cáo của hãng, lượng DNA của các mẫu có tế bào phải trên 25 ng/µL. 

Đối với mẫu chứng âm phải dưới 10 ng/µL. Trong nghiên cứu này của 

chúng tôi, kết quả cho thấy cả 24 mẫu đều có lượng DNA đạt về số lượng 

trên 25 ng/µL, các mẫu dung dịch rửa đều nhỏ hơn 10ng/µL (bảng 3.3). Điều 

này cũng cho thấy việc sinh thiết và rửa tế bào đã thành công, việc WGA 
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thành công, đảm bảo không nhiễm DNA ngoại lai đồng thời có nồng độ 

DNA đảm bảo cho thư viện phục vụ cho bước giải trình tự gen tiếp theo.  

Như vậy, chúng tôi đã chọn lựa bộ kit SurePlex để hoàn thiện quá trình 

WGA, đảm bảo có được thư viện DNA chính xác và nhanh nhất, chỉ cần 2,5 

giờ, đáp ứng được nhu cầu chuyển phôi tươi trong vòng 24 giờ của bác sỹ 

lâm sàng chỉ định PGT. 

4.1.2. Quy trình giải trình tự gen   

 Sau khi đã WGA thành công, quy trình thực hiện tiếp theo của quá 

trình giải trình tự gồm: phân mảnh sợi DNA, gắn index và Adapter, khuếch 

đại, tinh sạch, chuẩn hóa, tổ hợp thư viện sau chuẩn hóa và giải trình tự gen 

và phân tích dữ liệu xác định tình trạng rối loạn NST. 

 Kết quả chuẩn hóa quy trình của chúng tôi đều đạt các tiêu chí bảo 

đúng yêu cầu của hãng, 100% mẫu đều đạt tổng số lần đọc là 700.000-

1.000.000 lần/mẫu, tổng số lần đọc tối thiểu sau khi lọc là 250.000/mẫu, 

điểm chất lượng trung bình là trên 30, điểm về độ nhiễu của mẫu không vượt 

quá 0,4 và độ tin cậy của vùng khuếch đại của mỗi NST phải đạt trên 0,7 

(bảng 3.4). 

Chúng tôi đã thực hiện thành công chuẩn hóa quy trình giải trình tự gen 

thế hệ mới với dữ liệu đạt 1,1 Gb đầu ra với độ chính xác 99,999% ( >Q30) 

(hình 3.2), đạt các tiêu chí đảm bảo đúng yêu cầu kỹ thuật, giúp các mẫu 

thực hiện phân tích có đầy đủ dữ liệu để kết luận kết quả. 

 Kết quả quy trình giải trình tự gen 

Chúng tôi đã thực hiện giải trình tự gen bằng kỹ thuật NGS cho 24 mẫu 

phôi bào, thu được 24 kết quả. Trong đó có 11 phôi bình thường chiếm 

45,8%, 13 phôi bất thường chiếm 54,2% (bảng 3.5). 
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Trong số 13 phôi bất thường, có 12 phôi bất thường số lượng (bảng 3.5 

và biểu đồ 3.2), và phát hiện 1 phôi số 19 rối loạn nhiều NST kèm thể khảm 

(biểu đồ 3.3). Trong đó hay gặp nhất phôi có bất thường 2 NST (chiếm 25%) 

(bảng 3.5).  

Điều này cho thấy tỷ lệ bất thường của phôi IVF là rất cao, lý giải một 

phần nguyên nhân thất bại của IVF trước đây còn cao vì mới chỉ đánh giá, 

chọn lựa phôi chuyển dựa vào hình thái của phôi. 

  Tối ưu hóa quy trình giải trình tự gen 

Sau khi chuẩn hóa quy trình, chúng tôi tiếp tục thực hiện tối ưu hóa quy 

trình để vừa đảm bảo đạt các tiêu chí yêu cầu của hãng, vừa có thể trả kết 

quả sàng lọc phôi nhanh nhất và tiết kiệm nhất, khắc phục tình trạng gom 

mẫu cho đủ một mẻ chạy nên trả kết quả chậm. 

Theo khuyến cáo của hãng, chỉ cần 1ng DNA cho một lần phân tích và 

mỗi lần phân tích được 96 mẫu để đáp ứng nhu cầu của các trung tâm IVF 

lớn trên thế giới, giúp giảm giá thành của xét nghiệm so với các kỹ thuật ra 

đời trước đó, chi phí cho xét nghiệm 1 phôi là thấp nhất. Tuy nhiên, nếu 1 

lần chạy không có đủ 96 phôi thì vẫn phải dùng 1 bộ kit với hóa chất cho đủ 

96 phôi, nên chi phí xét nghiệm cho 1 phôi lại cao hoặc phải gom đủ 96 mẫu 

chạy thì kết quả trả lời sẽ rất chậm. 

Vì vậy, căn cứ trên những tiêu chí phải đạt trên, chúng tôi đã tối ưu quy 

trình giải trình tự nhiều lần, trên các bộ chạy máy khác nhau để đảm bảo 

chạy số lượng mẫu khác nhau như 4 mẫu/lần chạy, 8 mẫu/lần chạy, 16 

mẫu/lần chạy và 24 mẫu/lần chạy. Kết quả của sau nhiều lần giải trình tự và 

điều chỉnh đã giúp thu được các tín hiệu đảm bảo theo yêu cầu về tiêu chí tín 

hiệu của từng mẫu, từng NST khi thực hiện trên các bộ kit chạy máy khác 

nhau. 
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Chúng tôi đã thực hiện giải trình tự gen 4 mẫu phôi bào/1 lần chạy bằng 

bộ kit Miseq Reagent kit v2 Nano, kết quả là 100% mẫu đạt yêu cầu (bảng 

3.6 và hình 3.3). 100% mẫu đều đạt tổng số lần đọc là >700.000, tổng số lần 

đọc tối thiểu sau khi lọc là 250.000/mẫu, điểm chất lượng trung bình là >30, 

điểm ghép cặp trung bình >30, điểm về độ nhiễu của mẫu không vượt quá 

0,4 và độ tin cậy của vùng khuếch đại của mỗi NST đạt > 0,7. 

Khi thực hiện giải trình tự gen 8 mẫu phôi bào/1 lần chạy bằng bộ kit 

Miseq Reagent kit v2 Micro, kết quả là 100% mẫu đạt yêu cầu (bảng 3.7 và 

hình 3.4). 100% mẫu đều đạt tổng số lần đọc là >700.000, tổng số lần đọc tối 

thiểu sau khi lọc là 250.000/mẫu, điểm chất lượng trung bình là >30, điểm 

ghép cặp trung bình >30, điểm về độ nhiễu của mẫu không vượt quá 0,4 và 

độ tin cậy của vùng khuếch đại của mỗi NST đạt > 0,7. 

Khi thực hiện giải trình tự gen 16 mẫu phôi bào/1 lần chạy bằng bộ kit 

Miseq Reagent kit v2 Standard, kết quả là 100% mẫu đạt yêu cầu (bảng 3.8 

và hình 3.5). 100% mẫu đều đạt tổng số lần đọc là >700.000, tổng số lần đọc 

tối thiểu sau khi lọc là 250.000/mẫu, điểm chất lượng trung bình là >30, 

điểm ghép cặp trung bình >30, điểm về độ nhiễu của mẫu không vượt quá 

0,4 và độ tin cậy của vùng khuếch đại của mỗi NST đạt > 0,7. 

Tương tự, chúng tôi thực hiện giải trình tự gen 24 mẫu phôi bào/1 lần 

chạy bằng bộ kit Miseq Reagent kit V3, kết quả cũng thu được 100% mẫu 

đều đạt yêu cầu (bảng 3.9 và hình 3.6). 100% mẫu đều đạt tổng số lần đọc là 

>700.000, tổng số lần đọc tối thiểu sau khi lọc là 250.000/mẫu, điểm chất 

lượng trung bình là >30, điểm ghép cặp trung bình >30, điểm về độ nhiễu 

của mẫu không vượt quá 0,4 và độ tin cậy của vùng khuếch đại của mỗi 

NST đạt > 0,7. 
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Nhờ việc tối ưu hóa thành công quy trình chạy để xây dựng quy trình 

chạy trên số lượng mẫu nhỏ bằng bộ chạy máy có dung lượng tốt hơn , với số 

lượng mẫu linh hoạt từ 4 mẫu đến 24 mẫu/lần chạy, chúng tôi đã giúp giảm 

giá thành của dịch vụ và đảm bảo thời gian trả kết quả theo yêu cầu của 

trung tâm IVF. Điều này rất có ý nghĩa và phù hợp với điều kiện kinh tế của 

bệnh nhân  iệt Nam. 

Như vậy, chúng tôi đã hoàn thiện quy trình kỹ thuật NGS phục vụ sàng 

lọc trước làm tổ, đồng thời tối ưu hóa thành công quy trình chạy trên số 

lượng mẫu nhỏ, với số lượng mẫu linh hoạt từ 4 mẫu đến 24 mẫu/lần chạy. 

Toàn bộ quy trình được hoàn thành <24 giờ mà vẫn tiết kiệm đáng kể chi phí 

liên quan. Điều này rất có ý nghĩa và phù hợp với điều kiện kinh tế của bệnh 

nhân  iệt Nam. 

4.2. Đánh giá độ chính xác của kỹ thuật NGS so với kỹ thuật aCGH 

trong sàng lọc rối loạn 24 nhiễm sắc thể trên tế bào phôi 

Chúng tôi đã thực hiện sàng lọc rối loạn di truyền cho 52 phôi nang. Cả 

52 phôi đều được sinh thiết và rửa thành công, quá trình WGA đều đạt nồng 

độ DNA lớn hơn 25 ng/µL (bảng 3.11) đảm bảo đủ thư viện để đồng thời 

thực xét nghiệm bằng kỹ thuật NGS tại Học viện Quân Y và xét nghiệm 

bằng kỹ thuật aCGH tại Singapore. 

Thực hiện giải trình tự gen bằng NGS cho 52 mẫu phôi bào thu được 52 

kết quả. Thực hiện xét nghiệm bằng kỹ thuật aCGH cho 52 mẫu phôi bào 

tương ứng, thu được 48 kết quả (bảng 3.12); có 4 mẫu phôi bào: phôi số 1 

(biểu đồ 3.4), phôi số 14 (biểu đồ 3.6), phôi số 21 (biểu đồ 3.8), phôi số 50 

(biểu đồ 3.10) không được kết luận nên không có kết quả. Nguyên nhân là 4 

kết quả này đều có rối loạn liên quan đến thể khảm hoặc rối loạn cấu trúc 

hoặc rối loạn không nằm trong giới hạn đọc tự động của Phần mềm đa năng 
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BlueFuse Multi (BMF) của aCGH; và bộ kit phục vụ cho sàng lọc phôi bằng 

aCGH không thiết kế để đọc rối loạn cấu trúc cũng như thể khảm của phôi 

với tỷ lệ thấp, kỹ thuật aCGH không kết luận kết quả cho một NST nhất định 

khi tỷ lệ dưới 3 × SD hoặc / và tỷ lệ đọc ± 0,3 log2, do đó có 4 kết quả được 

phân loại là "không kết luận". 

 Trong khi đó, chúng tôi sử dụng phần mềm BlueFuse Multi phiên bản 

4.4 (Illumina, Inc.) phân tích kết quả tự động cho NGS. Đồng thời sử dụng 

một cơ sở dữ liệu chứa thông tin về hệ gen của con người mới nhất 

(GRCh37) để tham chiếu là BG_Annotation_Ens71_20160909.db sau đó 

nhóm nghiên cứu mới đưa ra kết luận cho từng kết quả.  

Dữ liệu tham chiếu này bao gồm vị trí của các gen, các vùng bệnh và 

các dữ liệu công khai về tần số các bản sao được bố trí dưới dạng các bin 

trình tự (1 bin tương ứng với khoảng 1Mb trên NST). Các đoạn đọc đã được 

lựa chọn (đạt tiêu chuẩn) ở các mẫu được ánh xạ vào khoảng tương ứng trên 

NST tương ứng với các bin. Đồng thời dữ liệu sẽ đếm số đoạn đọc ở mỗi vị 

trí bin và chuẩn hóa thông qua các vùng dữ liệu GC và so sánh với trình tự 

tham chiếu để tránh sai lệch thông tin. Số lượng bin được chuẩn hóa trong 1 

lần trượt là 13 bin và số bản sao được tái hiện bằng cách giả định rằng số 

lượng đoạn đọc trung bình của các NST thường, tương ứng với 2 bản sao. 

Kết luận cuối cùng về số lượng bản sao của mỗi NST được xác định bằng 

cách sử dụng phân phối Gauss (số lượng bản sao từ 0-4 và độ lệch chuẩn là 

0,33) và giá trị ngưỡng. Trạng thái số lượng NST có xác suất cao nhất sẽ 

được sử dụng. Phần mềm Bluefuse Multi tự động đọc kết quả hoặc người 

dùng có thể đọc và chỉ ra các bất thường về số lượng, cấu trúc NST, thậm 

chí thể khảm một theo khuyến cáo của hãng một cách dễ dàng [146]. 
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Với nguyên lí đọc kết quả này đã cho phép kỹ thuật NGS đã đưa ra 

được kết luận kết quả cho phôi số 4 phôi 1, 14, 21 và 50 mà aCGH đã không 

kết luận kết quả.  

Tuy nhiên sau khi đánh giá thủ công, những phôi aCGH không kết luận 

kết quả đều được chẩn đoán là lệch bội tương đồng kết quả của NGS. 

Như vậy, kỹ thuật NGS đã thể hiện ưu điểm về khả năng phân tích kết 

quả của mình so với kỹ thuật aCGH. Việc này có ý nghĩa to lớn cho các bác 

sĩ lâm sàng, hạn chế được tình trạng mất thông tin của phôi sau khi xét 

nghiệm PGT, giúp các bác sĩ lâm sàng có thể chọn lựa được phôi một cách 

tốt nhất trước khi chuyển phôi. 

 Để đánh giá độ chính xác của kỹ thuật NGS, chúng tôi tiến hành so 

sánh kết quả của 48 phôi được cả 2 kỹ thuật cùng kết luận. Trong số 48 mẫu, 

kết quả phân tích bằng 2 kỹ thuật đều cho cho thấy có 31 mẫu lưỡng bội, 17 

mẫu lệch bội với tỷ lệ tương ứng là 64,6% và 35,4%. 

Sự phù hợp của hai phương pháp được đánh giá thông qua độ nhạy và 

độ đặc hiệu của kỹ thuật NGS so với kỹ thuật aCGH. Kết quả trên cho thấy, 

độ nhạy, độ đặc hiệu, tỷ lệ đồng thuận 100% (bảng 3.13 và bảng 3.14). Như 

vậy, kết quả xét nghiệm sàng lọc rối loạn 24 NST của phôi bằng kỹ thuật 

NGS phù hợp với kết quả của kỹ thuật aCGH (biểu đồ 3.12 - 3.13, biểu đồ 

3.14 - 3.15). 

Kết quả nghiên cứu này của chúng tôi phù hợp với các đánh giá về độ 

chính xác của kỹ thuật sàng lọc rối loạn 24 NST trước làm tổ dựa trên giải 

trình tự thế hệ mới. Năm 2014, Fiorentino và cộng sự là nhóm nghiên cứu 

đầu tiên trên thế giới tiến hành đánh giá độ chính xác của sàng lọc 24 NST 

bằng kỹ thuật NGS trên các tế bào phôi ngày 3. Nhóm nghiên cứu đã sử 

dụng kỹ thuật NGS để phân tích 18 tế bào đơn và 190 sản phẩm WGA từ các 
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phôi ngày 3 được phân tích trước đây bằng kỹ thuật aCGH. Kết quả với mức 

độ nhất quán cao với độ đặc hiệu NGS là 100% (95% CI 94,59% -100%) với 

độ nhạy 100% (95% CI 97,39% -100%) [22].  

Năm 2015, Allen và cộng sự đã sử dụng kỹ thuật NGS để phân tích 24 

NST của 138 phôi từ 35 bệnh nhân và 18 tế bào đơn từ sáu dòng tế bào, 

đồng thời phân tích bằng aCGH. Đối với các mẫu có thể phân tích được, tỷ 

lệ phù hợp 100% đối với phôi bình thường (44/44) và 100% đối với phôi 

lệch bội (108/108). Kết quả trên mỗi phôi, độ nhạy NGS là 100% (không có 

âm tính giả) và độ đặc hiệu 100% (không có dương tính giả) [156]. 

Năm 2015, Yang và cộng sự đã tiến hành sàng lọc di truyền cho 164 

phôi nang được phân tích bằng NGS so sánh với aCGH. Kết quả: Độ đặc 

hiệu của NGS đối với lệch bội (24 NST) là 100% (95 % CI: 95.32 %–

100 %) với độ nhạy 100% (95 % CI: 98.16 %–100 %). Giá trị dự đoán 

dương tính và âm tính của sàng lọc NGS đều là 100%. So sánh chi tiết các 

thể dị bội một phần được phát hiện bằng sàng lọc NGS và aCGH của cùng 

một sản phẩm WGA cho thấy NGS đã phát hiện sự tăng và giảm một phần 

nhiễm sắc thể chính xác hơn, cho thấy rằng NGS có thể phát hiện thể lệch 

bội và mất đoạn trên cùng một NST. So sánh sâu hơn về hiện tượng khảm 

được phát hiện bằng sàng lọc NGS và aCGH của cùng một sản phẩm WGA 

cho thấy NGS có khả năng phát hiện chính xác hơn về khảm của tế bào TE 

từ sinh thiết phôi nang [113]. 

Năm 2016, Aleksandrova và cộng sự đã sử dụng 2 kỹ thuật aCGH và 

NGS để sàng lọc rối loạn di truyền cho 38 phôi nang. Kết quả cho thấy có 36 

mẫu kết quả aCGH giống kết quả NGS (phù hợp 94,8%), có 2 mẫu (5,2%) 

kết luận khác nhau (aCGH kết luận bất thường (karyotype 47, XXY) trong 

khi đó NGS kết luận bình thường). Theo tác giả, sự khác nhau này được giải 
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thích là khi thực hiện kỹ thuật aCGH cho 2 mẫu này có tín hiệu huỳnh quang 

bị nhiễu nên kết quả sai lệch. Do đó, sự khác biệt trong kết quả đã cho thấy 

kỹ thuật NGS có độ phân giải cao hơn [157]. 

Chow và cộng sự (2018) phân tích hồi cứu của 287 mẫu phôi bào ngày 

3 (blastomere) và 55 mẫu phôi bào ngày 5 (trophectoderm/TE) cũng cho 

thấy tỷ lệ phù hợp trong chẩn đoán tổng thể giữa aCGH và NGS trên các 

mẫu bất thường là 100% (266/266), không phân biệt loại sinh thiết [24]. 

Đặc biệt, năm 2016, Maxwell và cộng sự đã tiến hành nghiên cứu bệnh 

chứng về 38 bệnh nhân sẩy thai tự nhiên sau khi chuyển phôi được kết luận 

bình thường sau sàng lọc di truyền bằng kỹ thuật aCGH với phân tích lại hồi 

cứu các mẫu sinh thiết TE bằng kỹ thuật NGS từ tháng 1 năm 2013 đến 

tháng 5 năm 2015 tại Trung tâm Sinh sản Đại học New York. 38 mẫu DNA 

khuếch đại đã lưu từ sinh thiết phôi nang trước đây được chẩn đoán là bình 

thường bởi aCGH đã được phân tích lại bằng NGS. Khác với các kết quả 

nghiên cứu cho thấy rằng tất cả các phôi lệch bội và đa bội được phát hiện 

bằng kỹ thuật NGS là phù hợp 100% với kết quả  của kỹ thuật aCGH, kết 

quả nghiên cứu này cho thấy trong 38 phôi được aCGH  kết luận bình 

thường này có tới 31,6% (12/38) thể khảm, 5,2% phôi đa bội (2/38) được 

NGS phát hiện. Các bất thường về nhiễm sắc thể không được phát hiện có 

thể góp phần gây sẩy thai sớm. Tác giả kết luận rằng sàng lọc di truyền 

trước làm tổ bằng kỹ thuật NGS có thể xác định nhiều trường hợp thể khảm 

và thể đa bội hơn aCGH [158]. 

Như vậy, kỹ thuật NGS có độ chính xác tương tự aCGH trong sàng lọc 

rối loạn 24 NST của phôi. Với lợi thế thông lượng cao, độ đọc dài, độ chính 

xác cao nên NGS phát hiện thể khảm tốt hơn, thời gian trả kết quả nhanh và 

giá thành thấp hơn aCGH. 
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4.3. Đánh giá kết quả sàng lọc phôi trước làm tổ bằng kỹ thuật NGS 

4.3.1. Đặc điểm rối loạn của phôi 

Trong nghiên cứu của chúng tôi, tuổi trung bình của bệnh nhân tham 

gia nghiên cứu là 35,08 ± 5,17, bệnh nhân nhiều tuổi nhất là 44 tuổi, bệnh 

nhân trẻ nhất 24 tuổi (bảng 3.14).  

Chúng tôi lựa chọn bệnh nhân trẻ tuổi vào nghiên cứu này vì bệnh nhân 

24 tuổi nhưng đã có tiền sử thai lưu 2 lần; nguyên nhân thai lưu nghĩ đến 

nhiều nhất là do rối loạn di truyền của phôi vì người chồng có karyotyp đảo 

đoạn quanh tâm NST số 3 (46,XY,inv(3)(p24q29). Quả đúng vậy, kết quả 

xét nghiệm phôi của bệnh nhân 24 tuổi có mất đoạn nhỏ kích thước 12,89 

Mb nhánh ngắn NST số 3 (46,XX,rec(3)del(3p)inv(3)(p24q29)) do tái sắp 

xếp lại không cân bằng; hậu quả do bố bị đảo đoạn NST 3 (biểu đồ 3.18). 

Như vậy, nguyên nhân chính gây thai lưu của bệnh nhân trẻ tuổi này là rối 

loạn di truyền của phôi. 

Cả 13 trường hợp đều đã thất bại trong các chu kỳ I F trước đó, trong 

đó có 61,5% là vô sinh II. Nguyên nhân vô sinh do vợ là cao nhất chiếm 

46,1% (bảng 3.15), tương tự kết quả nghiên cứu của Ashok (2015) [30].  

 Như vậy, kết quả nghiên cứu của chúng tôi cho thấy vô sinh có thể gặp 

ở người phụ nữ còn trẻ tuổi và nguyên nhân vô sinh do vợ nhiều hơn do 

chồng. 

4.3.2. Tính ứng dụng của kỹ thuật NGS  

 Phát hiện rối loạn số lượng 24 NST của phôi nang 

Tất cả 52 sản phẩm WGA đủ điều kiện thực hiện các bước tiếp theo là 

chuẩn bị thư viện và giải trình tự gen bằng kỹ thuật NGS. Chúng tôi đã có 

đầy đủ 52 kết quả của 52 phôi, phát hiện có 31 mẫu phôi không phát hiện rối 
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loạn NST (chiếm 59,6%) và 21 mẫu phôi phát hiện rối loạn NST. Như vậy, 

tỷ lệ rối loạn NST trong mẫu nghiên cứu là 40,4% (biểu đồ 3.16).  

Chúng tôi nhận thấy tỷ lệ rối loạn trong nghiên cứu của chúng tôi tương 

đồng với kết luận về tỷ lệ phần trăm rối loạn NST ở phôi nang trong nghiên 

cứu của Rubio năm 2003. Nhóm nghiên cứu của Rubio phát hiện trong 28 

đối tượng nghiên cứu có tuổi mẹ trung bình 35,1 ± 4,1 có 45,1% phôi có rối 

loạn NST.  

Fragouli và cộng sự (2010) cũng sử dụng phương pháp CGH ở nhóm 

bệnh nhân tuổi trung bình 39,8 thấy tỷ lệ lệch bội NST ở phôi nang là 45,2% 

[129]. 

Tỷ lệ phôi bất thường trong nghiên cứu chúng tôi cũng tương đồng với 

kết quả nghiên cứu của Nguyễn  iết Tiến và cộng sự (2014), sử dụng kỹ 

thuật FISH phân tích cho 37 phôi ngày 3, cho thấy tỷ lệ lệch bội NST là 

45,9% [126]. 

Minasi và cộng sự (2017) đã tiến hành sàng lọc di truyền cho 1122 phôi 

nang bằng kỹ thuật aCGH thấy phôi bình thường chiếm 50,6%, tỷ lệ bất 

thường 49,4%. Tỷ lệ phôi bất thường trong nghiên cứu của Minasi cao hơn 

trong nghiên cứu của chúng tôi, điều này có thể do tác giả đồng thời sàng lọc 

lệch bội NST (PGTA) và bệnh di truyền (PGTM) cho phôi, và do tuổi mẹ 

trung bình là 35,4 ± 4,2 tuổi, cao hơn trong nghiên cứu của chúng tôi [159].   

Một số nghiên cứu khác cũng cho thấy các phôi được tạo ra trong ống 

nghiệm có mang rối loạn NST rất cao, trên 50% 

[160],[161],[162],[163],[164]. Một nghiên cứu của Alfarawati và cộng sự 

năm 2011, cũng chỉ ra rằng 56,7% (283 trên tổng số 500) mẫu phôi nang 

được thử nghiệm mang rối loạn NST [164]. Tuy nhiên, đối tượng trong các 

nghiên cứu này đều tập trung vào các trường hợp sẩy thai liên tiếp [162] 
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hoặc có tuổi người mẹ cao (>37,5 tuổi) [160],[161]; trong khi đối tượng 

trong nghiên cứu của chúng tôi có độ tuổi thấp hơn (trung bình 35,08 tuổi). 

Do vậy tỷ lệ mà nghiên cứu này của chúng tôi đưa ra thấp hơn của các 

nghiên cứu trên nhưng vẫn tương đồng với các nhận định đó. 

Theo Schoolcraft và cộng sự (2010), sử dụng phương pháp CGH trên 

269 phôi nang của 45 bệnh nhân có tuổi trung bình là 37 tuổi thấy tỷ lệ lệch 

bội NST là 51,3% [128]. Tỷ lệ này cao hơn tỷ lệ lệch bội NST trong nghiên 

cứu của chúng tôi có thể là do độ tuổi trung bình trong nghiên cứu của 

chúng tôi thấp hơn. 

Năm 1991, Zenzes và Casper sinh thiết thể cực của phôi và xét nghiệm 

bằng kỹ thuật FISH, kết luận rằng tỷ lệ rối loạn NST dao động từ 23%-40% 

[165], tỷ lệ này thấp hơn tỷ lệ phôi bất thường trong nghiên cứu của chúng 

tôi, Điều này được lý giải rằng: Trong nghiên cứu của chúng tôi sử dụng kỹ 

thuật NGS để sàng lọc phôi nang, đây là kỹ thuật hiện đại với độ chính xác 

cao, có thể phát hiện nhiều hơn các bất thường so với các kỹ thuật FISH, nên 

tỷ lệ bất thường phát hiện được cũng cao hơn.  

Các rối loạn NST có thể xảy ra ở 1 NST, 2 NST, 3 NST hoặc thậm chí 

nhiều hơn 3 NST cùng lúc gọi là lệch bội NST phức tạp. Trong đó hay gặp 

nhất là rối loạn ở 1 cặp NST, chiếm 47,6%, lệch bội 2 NST 23,8%, lệch bội 

≥3 NST chỉ chiếm 4,8% (bảng 3.16). 

Kết quả trong nghiên cứu của chúng tôi khá tương đồng với kết quả 

trong nghiên cứu của Traversa và cộng sự năm 2011, khi đánh giá mức độ 

lệch bội NST thì họ thấy lệch bội ở 1 NST là cao nhất (55%) sau đó là lệch 

bội 2 NST (41%), lệch bội ở 3 NST trở lên chỉ chiếm 7% [104].  

Kết quả nghiên cứu của chúng tôi cho thấy bất thường lệch bội NST 

xảy ra ở 23 NST với tỷ lệ khác nhau (bảng 3.15). Gặp nhiều nhất là ở NST 
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số 21 (23,8%), sau đó là NST 16 và 22 (19%), ít gặp nhất ở NST 9, 11, 17, 

19, (4,8%), và không gặp rối loạn NST Y.  

Kết quả nghiên cứu của chúng tôi cũng tương đồng với một số các 

nghiên cứu trước đây. Theo Hoàng Thị Hương và cộng sự (2014), Sử dụng 

kỹ thuật FISH phân tích cho 37 phôi ngày 3, cho thấy rối loạn NST 21 là hay 

gặp nhất, thấp nhất ở NST giới tính [127].  

Theo nghiên cứu của Munne và cộng sự (2011), sau khi đánh giá 24 

NST của 815 phôi nang sử dụng kỹ thuật aCGH đã kết luận các NST hay 

xảy ra lệch bội NST là 16, 22, 21 và 15 [160].  

Một nghiên cứu khác cùng năm 2011 của Fragouli và Wells trên 1.290 

phôi ngày 5 bằng kỹ thuật aCGH trên các đối tượng có độ tuổi mẹ trung bình 

38,1 (29-50 tuổi), kết luận rằng các NST hay xảy ra lệch bội NST nhất là các 

NST số 22, 16, 15, 21 và X [163]. 

Năm 2013, nghiên cứu của Rubio và cộng sự cũng chỉ ra rằng các NST 

hay xảy ra bất thường lệch bội NST ở phôi ngày 3 là 13, 15, 16, 17, 18, 21, 

22, và NST giới tính. Trong đó, NST 16 và 22 là 2 NST ảnh hưởng nhiều 

nhất ở cả nhóm bệnh nhân có phôi không làm tổ liên tiếp và bệnh nhân lớn 

tuổi, sau đó là NST 13, 21, 18, XY, 15, 17 cho nhóm bệnh nhân bị phôi 

không làm tổ liên tiếp và 21, 15, 13, 18, 17 và X, Y ở nhóm bệnh nhân lớn 

tuổi [162]. Trong khi đó Traversa và cộng sự (2011), nghiên cứu trên phôi 

nang thấy số phôi bị lệch bội NST thấp hơn ở phôi ngày 3 (43%) [104]. Như 

vậy, sự khác biệt về tỉ lệ cũng như mức độ lệch bội NST giữa phôi ngày 3 và 

ngày 5 có thể là do phôi lệch bội NST phức tạp thường bị ngừng phát triển 

trước khi phát triển thành phôi nang. Những phôi có các rối loạn NST 13, 

17, 18 là một trong những nguyên nhân làm cho phôi ngày 3 không phát 

triển được tới ngày 5 hoặc chết trước khi tới ngày 5.  
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Brezina và cộng sự (2012) phân tích 1.903 phôi cho kết quả: Lệch bội 

tương đối đồng đều ở tất cả 24 NST. Trong nghiên cứu của chúng tôi phát 

hiện lệch bội ở 23 NST, chưa phát hiện thấy rối loạn NST Y, có thể do cỡ 

mẫu nghiên cứu của chúng tôi nhỏ hơn của Brezina [166]. 

Như vậy, kết quả cho thấy kỹ thuật NGS cho phép phát hiện rối loạn số 

lượng 24 NST của phôi nang IVF với độ tin cậy cao. 

 Phát hiện rối loạn cấu trúc NST của phôi nang IVF 

Trong 21 mẫu phôi mang rối loạn NST, có 17 mẫu có bất thường về số 

lượng (chiếm 81%), 2 mẫu có bất thường về cấu trúc NST, 2 mẫu vừa có bất 

thường về cấu trúc vừa có bất thường về số lượng NST (biểu đồ 3.17). 

Đặc biệt, kết quả nghiên cứu của chúng tôi đã phát hiện các bất thường 

liên quan tới rối loạn cấu trúc NST với kích thước nhỏ ∼14 Mb (biểu đồ 

3.18). Chứng minh rằng sàng lọc 24 NST bằng NGS có độ phân giải cao và 

cho phép phát hiện chính xác sự mất cân bằng phân đoạn có kích thước nhỏ.  

Tiềm năng xác định các rối loạn cấu trúc nhỏ của NGS cũng đã được 

Fiorentino và cộng sự (2014) báo cáo trong các nghiên cứu trước đó trên các 

tế bào đơn và tế bào phôi ở giai đoạn phôi nang [22]. 

Nghiên cứu của Chow và cộng sự (2018) khẳng định rằng NGS đã phát 

hiện một chuyển đoạn NST trên một mẫu phôi bào ngày 3 mà trước đây đã 

được aCGH kết luận là bình thường. Nghiên cứu này đã chứng minh rằng 

NGS có thể phát hiện các chuyển đoạn/ đảo đoạn không cân bằng một cách 

hiệu quả [24]. 

Năm 2018, Cuman và cộng sự cũng chỉ ra rằng NGS có thể phát hiện 

các chuyển đoạn/ đảo đoạn nhiễm sắc thể không cân bằng nhỏ kích thước 

≥10 Mb, nhỏ hơn khuyến cáo của nhà sản xuất (≥20 Mb) [167]. 
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Do đó, NGS không chỉ ứng dụng để sàng lọc lệch bội 24 NST (PGT-A) 

mà còn là một kỹ thuật có thể sử dụng phát hiện rối loạn cấu trúc NST 

(PGT-SR) [24]. 

 Phát hiện thể khảm của phôi nang IVF 

Hiện tượng khảm đặc trưng bởi sự hiện diện của hỗn hợp của nhóm tế 

bào lưỡng bội và tế bào lệnh bội. Hiện tượng khảm nhiễm sắc thể thường 

được quan sát thấy ở phôi ở giai đoạn phân cắt sớm, tỷ lệ thể khảm giảm dần 

ở giai đoạn phôi nang [168]. Một số phôi I F thể khảm có thể phát triển 

thành thai, tỷ lệ tùy thuộc vào mức độ khảm [169]. Thể khảm nhiễm sắc thể 

trong thai kỳ có thể gây ra các bất thường bẩm sinh, cũng như các vấn đề 

như tự kỷ và chậm phát triển trí tuệ ở trẻ. Mọi nhiễm sắc thể đều có thể liên 

kết với một kiểu hình bất thường khi ở dạng khảm, tùy theo mức độ khảm 

mà thai nhi bình thường hoặc bị ảnh hưởng nghiêm trọng/ gây chết. Nếu tỷ 

lệ tế bào bình thường đủ cao, những tế bào đó sẽ sớm chiếm ưu thế và khả 

năng sống của phôi có thể được bảo toàn [170]. Do đó, khi sinh thiết phôi 

nang để sàng lọc rối loạn 24 NST cho phôi, việc phát hiện, phân tích và giải 

thích kết quả thể khảm cũng là một vấn đề đang được quan tâm.  

Trong nghiên cứu của chúng tôi phát hiện được 23,8% phôi thể khảm 

(bảng 3.16). Theo các nghiên cứu khác, tỷ lệ phôi thể khảm thay đổi từ 15% 

[10] lên đến trên 90% [131]. Một trong những lý do khiến tỷ lệ phôi thể 

khảm chênh lệch khá nhiều ở các nghiên cứu khác nhau là do tiêu chuẩn xác 

định phôi thể khảm được sử dụng khác nhau. Một nguyên nhân khác là nhiều 

nghiên cứu về phôi thể khảm được tiến hành trên những phôi thừa, không 

được sử dụng để chuyển phôi hoặc dự trữ đông lạnh, những phôi này thường 

có chất lượng kém hơn nên tỷ lệ phôi thể khảm thường rất cao. 
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Kỹ thuật NGS phân tích rối loạn NST phát hiện ra mức tăng, giảm của 

số các NST hoặc không điển hình nằm giữa mức bất thường và bình thường 

(nằm dưới tín hiệu đọc tự động của phần mềm BFM), được khuyến cáo là 

thể khảm. Kỹ thuật NGS có thể xác định các phôi khảm tỷ lệ <10%. 

Năm 2016, Ruttanajit và cộng sự chứng minh rằng kỹ thuật NGS có thể 

được phát hiện một cách đáng tin cậy và chính xác thể khảm. Tác giả so 

sánh sự phát hiện thể khảm của 2 kỹ thuật NGS với aCGH, kết quả cho thấy 

kỹ thuật NGS phát hiện thể khảm tỷ lệ thấp tốt hơn aCGH [171]. 

Năm 2016, Maxwell và cộng sự đã tiến hành nghiên cứu bệnh chứng về 

38 bệnh nhân sẩy thai tự nhiên sau khi chuyển phôi được kết luận bình 

thường sau sàng lọc di truyền bằng kỹ thuật aCGH với phân tích lại hồi cứu 

các mẫu sinh thiết TE bằng kỹ thuật NGS. Kết quả nghiên cứu này cho thấy 

trong 38 phôi được aCGH kết luận bình thường này có tới 31,6% (12/38) thể 

khảm được phát hiện bằng kỹ thuật NGS phát hiện. Các bất thường về 

nhiễm sắc thể không được phát hiện có thể góp phần gây sẩy thai sớm. Tác 

giả kết luận rằng sàng lọc di truyền trước làm tổ bằng kỹ thuật NGS có thể 

xác định nhiều trường hợp thể khảm hơn aCGH [155]. 

Có nhiều bằng chứng cho thấy, việc lựa chọn phôi thể khảm để chuyển 

vào buồng tử cung có thể tạo thai sống nhưng phôi thể khảm thường có tỷ lệ 

thai làm tổ thấp hơn, tỷ lệ sẩy thai cao hơn những trường họp chuyển phôi 

bình thường (euploid). Theo nghiên cứu của Fragouli và cộng sự (2017) các 

phôi thể khảm phát hiện bằng kỹ thuật NGS có tỷ lệ làm tổ (30.1%) thấp hơn 

phôi bình thường (55.8%) (P = 0.038); tỷ lệ sẩy thai cao hơn (55.6 so với 

17.2% (P = 0.036)); Tỷ lệ mang thai (ongoing pregnancy) chỉ là 15.4%, thấp 

hơn rất nhiều tỷ lệ mang thai ở nhóm phôi bình thường (46.2%) (P = 0.003). 
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Theo tác giả, những phôi thể khảm không nhất thiết phải bị loại bỏ, nhưng 

được ưu tiên chuyển phôi thấp hơn so với những phôi bình thường [172]. 

Nghiên cứu gần đây nhất của Zhang và cộng sự (2020) cũng cho kết 

quả về khả năng phát triển bình thường của một số phôi thể khảm được phát 

hiện bằng kỹ thuật NGS. Đây là một nghiên cứu thuần tập hồi cứu tại 3 

trung tâm I F ở Châu Á (Hồng Kông, Malaysia và Thái Lan) so sánh kết 

quả lâm sàng sau chuyển phôi của 137 phôi thể khảm, 476 phôi bình thường 

(euploid) và 835 không sàng lọc di truyền trước làm tổ. Kết quả cho thấy tỷ 

lệ mang thai lâm sàng của phôi thể khảm thấp nhất so với chuyển phôi bình 

thường và phôi không sàng lọc, tương ứng (40,1% ; 59,0%; 48,4%), tỷ lệ 

sinh sống thấp hơn (27,1% so với 47,0% so với 35,1%) và tỷ lệ sẩy thai cao 

hơn (33,3% so với 20,5% so với 27,4%) (p= 0,04). Trong số 37 ca sinh sống 

từ phôi thể khảm có  8 ca đã được thực hiện xét nghiệm di truyền trước sinh 

với kết quả bình thường. Nhìn chung, kết quả mang thai từ phôi thể khảm 

thấp hơn về mặt thống kê so với chuyển phôi sàng lọc di truyền bình thường, 

nhưng nghiên cứu đã chứng minh khả năng tồn tại của phôi khảm [173]. 

 Như vậy kỹ thuật giải trình tự gen thế hệ mới NGS đã khắc phục được 

nhược điểm của kỹ thuật ra đời trước; NGS cho phép phát hiện phôi thể 

khảm với tỷ lệ thấp. Đây là một trong những thông tin quý báu cho các nhà 

di truyền và bác sĩ lâm sàng để xác định được thứ tự ưu tiên trong quá trình 

lựa chọn phôi, để chuyển những phôi tốt nhất [174],[175]. 

 Phát hiện thể tam bội 

Tỷ lệ thể tam bội trong các trường hợp mang thai tự nhiên từ 1-3% 

[175],[176] và có tới 15% tổng số các ca sẩy thai bất thường về mặt di truyền 

tế bào là thể đa bội [177],[178]. Thai tam bội có khả năng sống kém, chúng có 
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nhiều bất thường bẩm sinh và thường không tồn tại sau giai đoạn sơ sinh 

[176]. 

Cho đến nay, một số kỹ thuật đã được ứng dụng để phân tích số lượng 

bản sao nhiễm sắc thể từ sinh thiết TE. Tuy nhiên, đa bội vẫn là một thách 

thức đối với phần lớn các kỹ thuật vì ước tính số lượng bản sao nhiễm sắc 

thể được dựa trên số lượng tương đối của DNA có trong mẫu sinh thiết. 

Những phương pháp này rất hữu ích khi phát hiện sự lệch bội NST, nhưng 

không xác định được NST đa bội. Trong nghiên cứu này, chúng tôi sử dụng 

kỹ thuật NGS, cho phép phát hiện được 1 thể tam bội (69,XXY) chiếm 1,9% 

(1/52) (biểu đồ 3.20). Điều này hết sức có ý nghĩa vì giúp tránh được chuyển 

phôi tam bội, tránh được tình trạng sẩy thai, thai lưu, giúp cải thiện kết quả 

lâm sàng cho bệnh nhân IVF.  

 Phát hiện rối loạn nhiễm sắc thể giới tính 

 Nghiên cứu của chúng tôi còn phát hiện các rối loạn ở một số NST có 

kích thước lớn dạng như NST giới tính X như hội chứng Turner (45,X) 

chiếm 1,9% (1/52) (biểu đồ 3.19). Hội chứng Turner xảy ra ở khoảng 1 

trong số 2.500 bé gái sơ sinh trên toàn thế giới, có tới 99% những trường 

hợp mang thai 45,X là sẩy thai tự nhiên, số còn lại có thể kèm theo dị tật 

bẩm sinh, ảnh hưởng đến chất lượng cuộc sống của trẻ. Điều này càng khẳng 

định việc sàng lọc di truyền trước trước làm tổ có ý nghĩa to lớn, giúp chọn 

lựa được phôi có bộ NST bình thường để chuyển, sẽ tránh được tình trạng 

mang thai rối loạn NST rồi gây sẩy thai, thai lưu.  

 Như vậy, chúng tôi kết luận rằng cách lựa chọn đối tượng nghiên cứu là 

phôi nang và kỹ thuật xét nghiệm là NGS để sử dụng trong nghiên cứu này 

cho phép kết luận về chất lượng di truyền của phôi IVF với mức độ tin cậy 

cao. 
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4.3.2. Mối liên quan giữa tuổi mẹ và tình trạng phôi 

Trong nghiên cứu này, nhóm bệnh nhân <35 tuổi có tỷ lệ phôi bình 

thường là (71,4%), nhóm ≥35 tuổi có tỷ lệ phôi bình thường thấp hơn (chiếm 

51,6%). Ngược lại, nhóm <35 tuổi có tỷ lệ phôi bất thường (28,6%) thấp hơn 

nhóm ≥35 tuổi (48,4%) (p>0,05) (bảng 3.19). Tỷ lệ lệch bội, lệch bội và 

khảm, thể khảm ở nhóm ≥35 tuổi lần lượt là 68,8%; 100%; 75% đều cao hơn 

ở nhóm <35 tuổi, tương ứng là 31,2%; 0% và 25% (p>0,05) (bảng 3.20). 

Nhóm bệnh nhân ≥35 tuổi có tỷ lệ rối loạn ở 1 NST, 2NST, thể khảm lần 

lượt là 60,0%; 100%; 80% cao hơn rất nhiều so với nhóm <35 tuổi, tương 

ứng là 40%; 0,0% và 20%. Tuy nhiên, kết quả nghiên cứu của chúng tôi lại 

thấy tỷ lệ rối loạn ≥3NST chỉ gặp ở nhóm <35, nhóm ≥35 tuổi không gặp ca 

nào rối loạn ≥3NST. Tuy nhiên sự khác biệt chưa có ý nghĩa thống kê với p 

>0,05 (bảng 3.21). Tỷ lệ rối loạn NST số 13 gặp nhiều ở nhóm bệnh nhân 

<35 tuổi (66,7%). Rối loạn NST 18 thì ngược lại, gặp nhiều ở nhóm ≥35 tuổi 

(66,7%). Đặc biệt là rối loạn NST 21 ở nhóm ≥35 tuổi cao gấp 4 lần nhóm 

<35 tuổi (bảng 3.22). 

Kết quả này cũng tương đồng với kết quả nghiên cứu của Alfarawati 

năm 2011, cho thấy các bất thường trên liên quan chặt chẽ đến tuổi của 

người mẹ. Theo tác giả, sự chênh lệch có khác về cấp số nhân so với nghiên 

cứu của chúng tôi: tỷ lệ lệch bội NST 21 ở nhóm ≥37 tuổi cao gấp 10 lần ở 

nhóm dưới <37 tuổi, tỷ lệ lệch bội NST 18 ở nhóm ≥37 tuổi cao gấp 6 lần ở 

nhóm dưới <37 tuổi. Điều này có thể được giải thích là do ngưỡng tuổi để so 

sánh của bệnh nhân (37 tuổi) lấy cao hơn ngưỡng tuổi trong nghiên cứu của 

chúng tôi (35 tuổi) [105].  

Để đánh giá mối liên quan giữa tuổi mẹ với tỷ lệ phôi bình thường và tỷ 

lệ phôi bất thường, chúng tôi chia tuổi mẹ thành 3 nhóm tuổi: <35; 35-38; 
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≥39. Kết quả là tỷ lệ phôi bình thường giảm dần khi tuổi mẹ tăng lên. Nhóm 

tuổi <35 có tỷ lệ phôi bình thường là cao nhất 71,4%, nhóm 35-38 tuổi là 

58,8% và  nhóm ≥39 có tỷ lệ phôi bình thường thấp nhất là 42,8% (p>0,05) 

(biểu đồ 3.21). Kết quả này tương đồng với các nghiên cứu của một số tác 

giả  khác.  

Theo nghiên cứu của Zachary và cộng sự (2016). Phụ nữ từ 24-35 tuổi 

có tỷ lệ phôi bình thường cao nhất ∼35% khi sinh thiết phôi ngày 3, và 

∼55% trong sinh thiết ngày 5 ở phụ nữ 27-35 tuổi, và sau đó nhanh chóng 

giảm xuống 0% ở tuổi 44 [177]. 

Trong một nghiên cứu của Munné và cộng sự (2007) cũng cho thấy tỷ 

lệ phôi bình thường giảm dần khi tuổi người mẹ tăng dần, cụ thể ở nhóm 

tuổi <35 tuổi là 40%, tỷ lệ này giảm xuống 20% ở nhóm tuổi >41 tuổi [178]. 

Đặc biệt, theo kết quả của chúng tôi, tuổi mẹ càng tăng số phôi bất 

thường càng tăng. Nhóm 35-38 tuổi có tỷ lệ phôi bất thường cao hơn nhóm 

<35 tuổi. Đặc biệt nhóm ≥39 tuổi có tỷ lệ phôi bất thường cao nhất 57,2%. 

(p>0,05) (biểu đồ 3.21). Tỷ lệ này tương đồng với kết quả của các nghiên 

cứu trước đó của Rubio và cộng sự (2013), tỷ lệ bất thường ở nhóm đối 

tượng không có tiền sử sẩy thai liên tiếp và độ tuổi <37 là 33,3%; trong khi 

ở nhóm đối tượng ≥37 là 57,7% [179]. Kết luận của Fraouli cũng cho rằng tỷ 

lệ lệch bội NST vượt trên 50% đối với hầu hết phụ nữ trên 40 tuổi [180]. 

Khi chúng tôi so sánh kết quả của mình với nghiên cứu của Alfarawati 

và cộng sự (2011), tỷ lệ rối loạn NST cũng tăng dần khi tuổi người mẹ cao; 

cụ thể ở nhóm tuổi 38-47 (trung bình 41 tuổi) là 60,7% cao hơn tỷ lệ ở nhóm 

tuổi từ 31-37 tuổi (trung bình 34,6 tuổi) 9,7% [105]. Cả 2 nhóm tuổi này đều 

cao hơn 2 nhóm tuổi ở nghiên cứu của chúng tôi nên tỷ lệ rối loạn NST phát 

hiện được cũng cao hơn.  
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Năm 2002, Munné đưa ra bằng chứng chứng minh mối quan hệ giữa 

tuổi người mẹ và sự rối loạn NST ở phôi IVF. Theo đó, ở nhóm tuổi người 

mẹ <34,9, tỷ lệ phôi mang rối loạn NST là 57,2%, ở nhóm tuổi 35-39,9 là 

58,9% và ở nhóm tuổi >40 con số này là 65,1% [181]. Tuy nhiên, tác giả sử 

dụng kỹ thuật FISH để đánh giá rối loạn NST và chỉ đánh giá trên một số 

NST như 13, 16, 18, 21, 22 và NST giới tính do vậy không thể loại trừ các 

trường hợp âm tính giả do không xác định được các bất thường trên NST 

khác.  

Theo Phan Thị Khánh  y (2015), tỷ lệ lệch bội NST cũng tăng theo 

tuổi: tỷ lệ này tăng mạnh khi tuổi mẹ tăng trên 40 tuổi ở cả phôi phát triển 

bình thường cũng như phôi phát triển nhanh. 

Bên cạnh đó đi sâu vào việc đánh giá mức độ tương quan giữa yếu tố 

và tỷ lệ phần trăm bình thường, bất thường NST và tuổi người mẹ chúng tôi 

tiến hành thống kê và xây dựng hệ số tương quan r sử dụng phần mềm thống 

kê STATA 12.0. Kết quả nghiên cứu của chúng tôi cũng thấy mối tương 

quan giữa tuổi mẹ với tỷ lệ phôi bình thường và tỷ lệ phôi bất thường khi 

chia tuổi mẹ thành 3 nhóm tuổi: <35; 35-38; ≥39. Tỷ lệ phần trăm phôi bình 

thường (y) tương quan ngược chiều rất chặt chẽ với tuổi mẹ (x) theo phương 

trình tương quan y = -0,14x + 0,86, hệ số tương quan r = 0.997, (p>0,05). Tỷ 

lệ phần trăm phôi bất thường (y) tương quan cùng chiều rất chặt chẽ với tuổi 

mẹ (x) theo phương trình tương quan y = 0,14x +0,14, hệ số tương quan r = 

0.998 với p>0,05 (biểu đồ 3.22). 

Kết quả nghiên cứu của chúng tôi tương đồng với nghiên cứu của 

Zachary và cộng sự (2016): phụ nữ 24-35 tuổi có tỷ lệ phôi bình thường cao 

nhất; >35 tuổi, tỷ lệ phôi bình thường giảm khi tuổi mẹ tăng với tương quan 

tuyến tính rất chặt chẽ (r = 0,99) và chỉ ra rằng phương trình y = - 4.855x + 
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230 (p <0,001) có thể được sử dụng để tính toán chính xác (nội suy) tỷ lệ 

phôi bình thường trung bình ở phụ nữ từ 35-45 tuổi[177].  

Những dữ liệu này sẽ giúp các chuyên gia hỗ trợ sinh sản đưa ra dự 

đoán thành công theo độ tuổi cụ thể hơn cho phụ nữ trải qua IVF có hoặc 

không có sàng lọc di truyền trước làm tổ. 

Nhiều nghiên cứu khác cũng chứng minh được mối liên quan chặt chẽ 

giữa tuổi mẹ và tỷ lệ phôi bất thường (p <0,05), đó là nghiên cứu của Ata và 

cộng sự (2012); Fragouli và cộng sự (2011); Hellani và cộng sự (2008); 

Márquez và cộng sự (2000); Munné và cộng sự (1995); Schoolcraft và cộng 

sự (2010);  erpoest và cộng sự (2009). Có lẽ do cỡ mẫu nghiên cứu của 

chúng tôi chưa đủ lớn nên p >0,05.  

Kết quả nghiên cứu của chúng tôi đã giúp một lần nữa khẳng định bất 

thường NST của phôi là nguyên nhân hàng đầu gây làm tỷ lệ thụ thai của 

I F thấp hoặc thai I F bị sẩy thai, thai lưu nhiều giống như nghiên cứu của 

Macklon (2002) và Lathi (2008). 

 Hơn thế, Fragouli (2008) và Alfarawati (2011) thực hiện nghiên cứu 

đánh giá mối tương quan giữa hình thái phôi và tình trạng NST đã chứng 

minh rằng phôi có hình thái bình thường không tương quan với phôi có bộ 

NST bình thường. 

Do đó, vừa ứng dụng các kỹ thuật I F tiên tiến, vừa kết hợp lựa chọn 

phôi dựa cả vào hình thái phôi và tình trạng di truyền bằng NGS sẽ chọn lựa 

được phôi tốt nhất để chuyển vào buồng tử cung là thiết thực nhằm giúp 

giảm tỷ lệ sẩy thai thai lưu và tăng cơ hội sinh ra các em bé khỏe mạnh từ 

IVF. 

Như vậy, nghiên cứu của chúng tôi đã cho thấy rằng ứng dụng NGS để 

sàng lọc phôi nang I F không những giúp phát hiện lệch bội NST, mà còn 
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giúp phát hiện được rối loạn cấu trúc và thể khảm. Đặc biệt NGS còn có 

nhiều lợi thế hơn các kỹ thuật ra đời trước đó: thông lượng cao, độ đọc dài, 

độ chính xác cao, cần lượng DNA thư viện ít, thời gian trả kết quả nhanh, 

chi phí thấp hơn aCGH. Điều này càng khẳng định tiềm năng ứng dụng rộng 

rãi của NGS trong sàng lọc di truyền trước làm tổ. 
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KẾT LUẬN 

 

1. Về hoàn thiện quy trình sàng lọc rối loạn 24 NST bằng kỹ thuật NGS 

 Đã hoàn thiện quy trình kỹ thuật NGS phục vụ sàng lọc trước làm tổ. 

- Kết quả điện di trên gel agarose cho thấy cả 24 mẫu tế bào phôi đều xuất 

hiện băng sản phẩm, mẫu dung dịch rửa đảm bảo không nhiễm, cả 24 mẫu 

dung dịch đều không xuất hiện băng sản phẩm. Nồng độ DNA của 24 mẫu 

sau nhân toàn bộ hệ gen đều đạt >25 ng/µL, các mẫu dung dịch rửa đều 

<10 ng/µL. Điều này cho thấy việc sinh thiết và rửa tế bào đã thành công, 

việc WGA thành công, đảm bảo không nhiễm DNA ngoại lai đồng thời có 

nồng độ DNA đảm bảo cho thư viện phục vụ cho bước giải trình tự gen 

tiếp theo. 

- Đã chuẩn hóa thành công quy trình giải trình tự gen theo bộ kit MiSeq 

Reagent Kit - PGS (tối đa 96 mẫu). Kết quả chuẩn hóa quy trình đều đạt 

các tiêu chí đảm bảo đúng yêu cầu kỹ thuật, giúp các mẫu thực hiện phân 

tích có đầy đủ dữ liệu để kết luận kết quả. 

- Đã tối ưu hóa thành công quy trình giải trình tự gen, xây dựng thành công 

quy trình chạy trên số lượng mẫu nhỏ bằng các bộ kit khác nhau với số 

lượng mẫu linh hoạt như 4 mẫu/lần chạy (Miseq Reagent kit v2 Nano), 8 

mẫu/lần chạy (Miseq Reagent kit v2 Micro), 16 mẫu/lần chạy (Miseq 

Reagent kit v2 Standard) và 24 mẫu/lần (Miseq Reagent kit V3) giúp tiết 

kiệm thời gian và chi phí nhưng vẫn đảm bảo tính chính xác của kỹ thuật. 

2. Về độ chính xác của kỹ thuật NGS so với kỹ thuật aCGH trong sàng 

lọc rối loạn 24 NST trên tế bào phôi IVF 

 Độ nhạy, độ đặc hiệu, tỷ lệ đồng thuận của 2 kỹ thuật NGS và aCGH là 

100%. Như vậy kỹ thuật NGS có độ chính xác tương tự aCGH trong sàng lọc 

rối loạn 24 NST của phôi trước làm tổ. 
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3. Về kết quả bước đầu sàng lọc phôi trước làm tổ bằng kỹ thuật NGS  

- Tỷ lệ rối loạn NST ở phôi nang IVF trong nghiên cứu là 40,4%. 

- Phát hiện rối loạn NST xảy ra ở 23 NST, không gặp rối loạn NST Y. 

- Phát hiện được cả rối loạn cấu trúc NST, thể khảm, thể đa bội. 

- Phát hiện được những rối loạn NST làm giảm sức sống nghiêm trọng của 

phôi như: Hội chứng Turner, Thể đa bội, rối loạn >2  NST. 

- Tỷ lệ rối loạn NST là khác nhau ở các độ tuổi phụ nữ khác nhau. Sau 35 

tuổi, tỷ lệ phôi bình thường giảm, tỷ lệ phôi bất thường NST tăng nhanh 

(p >0,05). 

Kỹ thuật NGS, cho phép phân tích tất cả 24 NST để đánh giá một các 

toàn diện bộ NST cho phôi. Lựa chọn phôi nang vừa ít gây tổn thương phôi, 

vừa giúp làm giảm nguy cơ phân loại sai do phôi thể khảm. Nghiên cứu của 

chúng tôi đã cho thấy rằng ứng dụng NGS để sàng lọc phôi nang I F không 

những giúp phát hiện lệch bội NST, mà còn giúp phát hiện được rối loạn cấu 

trúc và thể khảm với độ tin cậy cao. Đặc biệt NGS còn có nhiều lợi thế hơn 

các kỹ thuật ra đời trước đó: thông lượng cao hơn, độ đọc dài hơn, độ chính 

xác cao hơn, cần lượng DNA thư viện ít hơn, thời gian trả kết quả nhanh hơn, 

chi phí thấp hơn. Điều này càng khẳng định tiềm năng ứng dụng rộng rãi của 

NGS trong sàng lọc di truyền trước làm tổ. 

 

 

 

 

 



 

 

KIẾN NGHỊ 

Do đây là kĩ thuật còn khá mới, nên trong thời gian nghiên cứu số liệu 

chúng tôi thu được còn hạn chế, chúng tôi rất mong trong thời gian tới có thể 

tiếp tục nghiên cứu với cỡ mẫu lớn hơn, đồng thời tìm mối liên quan giữa hình 

thái phôi và lệnh bội NST trong quá trình phát triển phôi, trên cơ sở đó chọn 

được những phôi có chất lượng tốt để chuyển phôi, từ đó đánh giá hiệu quả lâm 

sàng của I F có kết hợp sàng lọc di truyền của phôi bằng kỹ thuật NGS. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

NHỮNG ĐÓNG GÓP CỦA NGHIÊN CỨU 

1. Hoàn thiện được quy trình sàng lọc rối loạn 24 NST của phôi I F bằng kỹ 

thuật giải trình tự gen thế hệ mới (NGS). Trong đó, đã tối ưu hóa quy trình 

chạy giải trình tự trên bộ chạy máy công suất nhỏ hơn, có thể chạy trên số 

mẫu ít hơn; giúp công suất chạy máy có thể thay đổi linh hoạt từ 4 mẫu 

đến 24 mẫu/lần giải trình tự; giúp rút ngắn thời gian trả kết quả, giảm giá 

thành của dịch vụ. Điều này rất có ý nghĩa và phù hợp với điều kiện thực 

tế ở  iệt Nam. 

2. Kết quả sàng lọc lệch bội của NGS phù hợp với kết quả aCGH. Tuy nhiên, 

kỹ thuật NGS có những ưu thế hơn như: công suất cao hơn, độ chính xác 

cao hơn, cần lượng DNA thư viện ít hơn, thời gian trả kết quả nhanh hơn, 

chi phí thấp hơn, có thể kết hợp phân tích đột biến gen. Điều này khẳng 

định tiềm năng ứng dụng của NGS trong lĩnh vực phân tích rối loạn di 

truyền trước làm tổ. 

3. Xác định được tỷ lệ bất thường NST của phôi I F là rất cao, tỷ lệ bất 

thường số lượng NST tăng nhanh theo tuổi, đặc biệt khi tuổi mẹ ≥35; xác 

định được những rối loạn NST gây chết phôi giai đoạn làm tổ, hoặc gây sẩy 

thai, thai lưu trong thai kỳ I. Kết quả này định hướng việc vừa ứng dụng các 

kỹ thuật I F tiên tiến nhất vừa kết hợp lựa chọn phôi dựa cả vào hình thái 

phôi và di truyền thông qua kỹ thuật NGS sẽ chọn lựa được phôi tốt nhất, 

chuyển vào buồng tử cung, sinh con khỏe mạnh là thiết thực.  
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