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MỞ ĐẦU
1.Tính cấp thiết của đề tài

Trong thời gian gần đây, cùng với sự tiến bộ nhanh chóng của những kỹ thuật
hỗ trợ sinh sản (ART), nhu cầu lưu trữ tinh trùng ngày càng gia tăng, nhất là trong
các tình huống tinh trùng có số lượng rất thấp hoặc thu được từ các can thiệp xâm lấn
như sinh thiết mô tinh hoàn (TESE, micro-TESE) hoặc chọc hút mào tinh (PESA,
MESA) [1, 2]. Đối với nhóm đối tượng này, từng tinh trùng thu nhận được đều mang
ý nghĩa rất quan trọng, việc mất mẫu hoặc suy giảm chất lượng của tinh trùng trong
giai đoạn đông lạnh - rã đông có thể làm mất hoàn toàn cơ hội sinh con sinh học của
bệnh nhân [3].

Quá trình đông lạnh và rã đông tinh trùng được xem là một kỹ thuật phức tạp,
trong đó giai đoạn rã đông có ý nghĩa then chốt đối với sự phục hồi hình thái và khả
năng vận động cùng khả năng tham gia thụ tinh của tinh trùng sau bảo quản. Các
nghiên cứu cho thấy ở những BN có số lượng tinh trùng rất hạn chế hoặc tinh trùng
được lấy qua phẫu thuật tinh hoàn thì các tế bào tinh trùng dễ bị tác động mạnh bởi
sự thay đổi nhiệt độ, áp suất thẩm thấu và ảnh hưởng của stress oxy hóa trong suốt
quá trình đông rã [4, 5]. Việc lựa chọn và kiểm soát các điều kiện rã đông không phù
hợp có thể khiến tổn thương màng tế bào gia tăng, ty thể, DNA của tinh trùng, dẫn
đến giảm tỷ lệ sống và tác động bất lợi đến kết quả thụ tinh trong các chu kỳ ICSI
[6,7].

Dù đã có các công trình hướng trọng tâm vào kỹ thuật đông nhanh và hóa kính
cho tinh trùng số lượng ít, song các nghiên cứu chuyên sâu về ảnh hưởng của các điều
kiện rã đông (như vận tốc rã, mức nhiệt khi rã, loại môi trường rã đông, thời lượng
tiếp xúc với cryoprotectant) đối với chất lượng tinh trùng sau lưu trữ vẫn còn hạn chế,
nhất là trong bối cảnh thực hành lâm sàng tại các trung tâm hỗ trợ sinh sản ở Việt
Nam [8]. Trong thực tiễn, các phòng lab IVF hiện nay vẫn áp dụng các quy trình rã
đông khác nhau cho việc đông rã tinh trùng số lượng ít.

Việc tối ưu hóa điều kiện đông rã không chỉ góp phần nâng cao khả năng sống
sót và chất lượng của tinh trùng sau khi rã đông, mà còn giúp giảm thiểu nguy cơ mất
mẫu, tiết kiệm chi phí, giảm thời lượng thao tác và cải thiện hiệu quả điều trị cho bệnh
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nhân. Điều này có ý nghĩa đặc biệt trong bối cảnh quy mô bệnh nhân vô sinh nam có
xu hướng tăng lên và yêu cầu cá thể hóa phác đồ điều trị ngày càng được chú trọng
[9].

Xuất phát từ những vấn đề nêu trên, đề tài “Nghiên cứu ảnh hưởng của môi
trường đông đến chất lượng tinh trùng đông lạnh số lượng ít bằng cryotop” đã
được tiến hành. Kết quả nghiên cứu kỳ vọng sẽ cung cấp cơ sở khoa học cho việc lựa
chọn và chuẩn hóa quy trình đông rã tinh trùng số lượng ít, góp phần nâng cao chất
lượng bảo quản mẫu, cải thiện kết quả hỗ trợ sinh sản và đáp ứng nhu cầu ngày càng
tăng trong thực hành lâm sàng hiện nay.
2. Mục tiêu của đề tài

Đánh giá ảnh hưởng của chất bảo vệ đông lạnh (CPA) đến tỷ lệ thu hồi và
tỷ lệ sống của tinh trùng số lượng ít (từ mào tinh và tinh hoàn) được đông lạnh
bằng kỹ thuật cryotop, nhằm tối ưu hóa hiệu quả sử dụng cho kỹ thuật ICSI.
3. Nội dung nghiên cứu

Ảnh hưởng của CPA nội bào và ngoại bào đến chất lượng tinh trùng thu được
từ chọc hút mào tinh (PESA) và trích xuất tinh hoàn (TESE).

So sánh 4 loại môi trường đông lạnh, bao gồm: môi trường chứa Glycerol, môi
trường chứa Sucrose, phối hợp Glycerol và Sucrose (tỷ lệ 1:1), và phối hợp Glycerol
và Sucrose (tỷ lệ 0,5:1).

Đánh giá chất lượng tinh trùng sau rã đông qua 2 chỉ tiêu chính là tỷ lệ thu hồi
(khả năng bảo toàn mẫu) và tỷ lệ sống (dựa trên độ di động hoặc phản ứng dương tính
với HOST).
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PHẦN I. TỔNG QUAN
1.1 Bảo quản tinh trùng số lượng ít
1.1.1 Khái niệm về bảo quản tinh trùng số lượng ít trong HTSS

Đông lạnh tinh trùng là một kỹ thuật đem lại nhiều lợi ích trong điều trị vô sinh
và duy trì khả năng sinh sản cho nam giới. Ở những trường hợp cần đông lạnh tinh
trùng từ tinh dịch hoặc mô tinh hoàn, tinh dịch hoặc mô tinh hoàn sau khi sinh thiết
sẽ được xử lý và đông lạnh theo phương pháp hơi nito lỏng. Khi cần sử dụng tinh
trùng sẽ được làm ấm trở lại và trải qua các bước xử lý chuyên biệt để thu nhận tinh
trùng phục vụ cho IVF. Tại Việt Nam, tỉ lệ di động sau rã đông của tinh trùng thu
nhận từ các mẫu mô tinh hoàn ở bệnh nhân vô tinh do tắc đạt 30% và tỉ lệ có thai với
TTTON khi sử dụng nguồn tinh trùng này là 28%[10].

BN có tinh trùng số lượng thấp được hiểu là tình trạng trong đó lượng tinh
trùng thu được rất hạn chế, thậm chí chỉ có vài tinh trùng trong toàn bộ mẫu, thường
gặp ở các trường hợp thiểu tinh mức độ nặng cryptozoospermia hoặc vô tinh không
bế tắc. Trong thực hành hỗ trợ sinh sản hiện nay, tinh trùng với số lượng hạn chế có
thể được thu nhận từ tinh dịch sau lọc rửa hoặc từ các thủ thuật xâm lấn như chọc hút
mào tinh (PESA) và phẫu thuật tinh hoàn (TESE) [11]. Nhờ sự tiến bộ của kỹ thuật
vi thao tác, nam giới không có tinh trùng trong tinh dịch vẫn có khả năng có con mang
huyết thống của mình thông qua phẫu thuật lấy tinh trùng từ mào tinh hay tinh hoàn.
Tuy nhiên việc phẫu thuật nhiều lần có thể gây ra những ảnh hưởng không thuận lợi
cho người chồng, đồng thời làm tăng chi phí điều trị. Do đặc tính của tinh trùng từ
phẫu thuật, nhất là những trường hợp sinh thiết tinh hoàn, việc bảo quản lạnh bằng
các kỹ thuật thông thường thường không đem lại hiệu quả cao sau khi rã đông.

Đối với nhóm BN này, mỗi tinh trùng đều có giá trị sinh học đặc biệt. Việc lưu
giữ tinh trùng số lượng ít không chỉ giúp chủ động về mặt thời gian trong các chu
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trình hỗ trợ sinh sản mà còn góp phần hạn chế việc phải lặp lại các can thiệp xâm lấn,
giảm nguy cơ tai biến và gánh nặng tâm lý cho bệnh nhân. Do đó đã trở thành một
yêu cầu thiết yếu trong các trung tâm hỗ trợ sinh sản hiện đại.
1.1.2 Nguyên lý và các phương pháp bảo quản tinh trùng

Kỹ thuật đông lạnh tinh trùng là phương pháp lưu trữ tinh trùng ở điều kiện
nhiệt độ rất thấp nhằm làm chậm hoặc ngưng hoàn toàn những hoạt động sinh học
của tế bào. Nguyên lý cơ bản của quá trình này là hạ nhiệt độ một cách có kiểm soát,
đồng thời kết hợp sử dụng các chất bảo vệ lạnh (cryoprotectants – CPA) nhằm giảm
thiểu tổn thương tế bào do hình thành tinh thể đá, thay đổi áp suất thẩm thấu và stress
oxy hóa [12].

Hiện nay, các kỹ thuật bảo quản tinh trùng bao gồm đông lạnh tốc độ chậm,
đông nhanh và phương pháp thủy tinh hóa. Đối với tinh trùng số lượng ít, đặc biệt là
tinh trùng được thu nhận thông qua phẫu thuật tinh hoàn, các phương pháp đông
nhanh và thủy tinh hóa thường được ưu tiên do giúp giảm thể tích mẫu, hạn chế hình
thành tinh thể đá và tăng khả năng hồi phục tinh trùng sau khi rã đông [13].
1.1.3 Ảnh hưởng của quá trình đông rã đến chất lượng tinh trùng

Mặc dù đông lạnh là phương pháp bảo quản hiệu quả, quá trình đông rã vẫn
có thể gây ra nhiều tổn hại sinh học đối với tinh trùng. Các nghiên cứu cho thấy tinh
trùng rất dễ bị ảnh hưởng bởi các biến động về nhiệt độ và áp suất thẩm thấu trong
suốt giai đoạn đông và rã đông. Những biến đổi đột ngột này có thể gây tổn thương
màng tế bào, rối loạn chức năng ty thể và làm giảm khả năng vận động của tinh trùng
[14, 15].

Bên cạnh đó, quá trình đông rã còn làm gia tăng stress oxy hóa, từ đó thúc đẩy
sự sinh ra các gốc oxy phản ứng tự do (ROS), gây tổn thương lipid màng, protein và
DNA tinh trùng [16, 17]. Tình trạng đứt gãy DNA tinh trùng sau quá trình đông rã đã
được ghi nhận là một yếu tố có thể tác động bất lợi đến kết quả thụ tinh và quá trình
phát triển của phôi trong các chu kỳ ICSI [18].

Thách thức lớn nhất trong bảo quản tinh trùng số lượng ít là khả năng mất mẫu,
sự suy giảm rõ rệt chất lượng tinh trùng sau khi rã đông và các trở ngại trong thao tác
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kỹ thuật [19]. Do đó, việc lựa chọn và tối ưu hóa các điều kiện đông rã phù hợp giữ
vai trò quan trọng trong việc cải thiện hiệu quả bảo quản nhóm tinh trùng này [20].

Đối với tinh trùng số lượng ít, ảnh hưởng của quá trình đông rã cần được nhìn
nhận nghiêm ngặt hơn so với các mẫu tinh dịch thông thường. Ở mẫu tinh dịch có
mật độ cao, sự suy giảm một phần số lượng hoặc chất lượng tinh trùng sau rã đông
có thể vẫn còn đủ tinh trùng để lựa chọn cho ICSI. Ngược lại, trong các mẫu PESA,
TESE thì số lượng tinh trùng ban đầu thường rất hạn chế vì vậy chỉ cần mất một tỷ lệ
nhỏ tinh trùng trong quá trình xử lý, đông lạnh hoặc rã đông cũng có thể làm giảm
đáng kể khả năng sử dụng mẫu sau bảo quản [43].

Tổn thương sau đông rã không chỉ biểu hiện ở việc tinh trùng mất vận động,
mà còn có thể biểu hiện dưới dạng giảm tính toàn vẹn màng tế bào, giảm đáp ứng với
môi trường kiểm tra sống/chết, hoặc không còn khả năng phục hồi vận động sau khi
tiếp xúc với môi trường hỗ trợ đánh giá di động [44]. Vì vậy, trong nghiên cứu này,
việc đánh giá chất lượng tinh trùng sau rã đông không nên chỉ dừng ở quan sát di động
tức thời, mà cần kết hợp thêm thử nghiệm HOST để nhận diện những tinh trùng còn
sống nhưng không biểu hiện vận động rõ ràng sau rã đông.

Một điểm quan trọng khác là quá trình đông rã có thể ảnh hưởng khác nhau
lên tinh trùng tùy theo nguồn gốc mẫu. Tinh trùng thu được từ mào tinh thường đã
trải qua giai đoạn trưởng thành sinh lý nhất định, trong khi tinh trùng thu từ mô tinh
hoàn có thể chưa hoàn thiện đầy đủ về khả năng vận động và tính ổn định màng tế
bào. Do đó, cùng một quy trình đông lạnh và cùng một môi trường CPA có thể tạo ra
kết quả khác nhau giữa mẫu PESA và mẫu TESE. Đây là cơ sở quan trọng để luận
văn không chỉ so sánh các môi trường đông nói chung, mà còn cần phân tích riêng
từng nguồn tinh trùng.

Trong nghiên cứu này, ảnh hưởng của quá trình đông rã được xem xét thông
qua hai hậu quả chính: mất tinh trùng sau rã đông và giảm tỷ lệ tinh trùng sống trong
số tinh trùng thu hồi được. Hai hậu quả này có thể xảy ra độc lập với nhau. Một mẫu
có thể thu hồi được nhiều tinh trùng nhưng tỷ lệ tinh trùng còn sống thấp; ngược lại,
một mẫu có thể có tỷ lệ sống tương đối tốt nhưng số lượng tinh trùng thu hồi lại không
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cao. Vì vậy, khi đánh giá chất lượng tinh trùng sau rã đông, không nên chỉ dựa vào
một chỉ tiêu đơn lẻ.

Đặc biệt, với tinh trùng số lượng ít, sai lệch nhỏ trong quá trình xử lý, đông
lạnh, rã đông hoặc tìm kiếm tinh trùng sau rã đông đều có thể ảnh hưởng đến kết quả
cuối cùng. Chính vì vậy, việc sử dụng cùng một dụng cụ chứa, cùng thể tích môi
trường đông, cùng số lượng tinh trùng đưa vào mỗi cọng và cùng phương pháp đánh
giá sau rã đông là điều kiện quan trọng để hạn chế sai số giữa các nhóm nghiên cứu.
Trong thiết kế của đề tài, các yếu tố này đã được kiểm soát, nhờ đó việc so sánh giữa
các nhóm môi trường đông có cơ sở rõ ràng hơn.
1.2 Vai trò của dụng cụ chứa
1.2.1 Giới thiệu về các dụng cụ chứa tinh trùng số lượng ít

Do đặc thù số lượng tinh trùng hạn chế thường được thu nhận từ các can thiệp
xâm lấn như chọc hút mào tinh hoặc sinh thiết tinh hoàn, các dụng cụ chứa quy ước
hiện không còn đáp ứng đầy đủ yêu cầu về giảm thiểu thất thoát mẫu và tối ưu hóa
chất lượng tinh trùng sau quá trình đông lạnh - rã đông. Vì vậy, nhiều loại dụng cụ
chứa chuyên biệt đã được phát triển và ứng dụng trong thực hành lâm sàng cũng như
trong các nghiên cứu liên quan như:

Ống cryovial là loại dụng cụ chứa phổ biến trong bảo quản tinh trùng với số
lượng lớn, có dung tích tương đối lớn (thường từ 0,5–2,0 mL) [21]. Ưu điểm của
cryovial là dễ sử dụng, giá thành thấp và thuận lợi cho việc ghi nhận, quản lý mẫu.
Tuy nhiên, đối với tinh trùng số lượng ít cryovial bộc lộ hạn chế như khó thu hồi mẫu
sau rã đông và tốc độ làm lạnh không tối ưu.
Ống hút đông lạnh Straw là dụng cụ chứa dạng ống nhựa mảnh, có dung tích nhỏ hơn
cryovial (thường 0,25–0,5 mL), được sử dụng rộng rãi trong bảo quản tinh trùng cũng
như phôi [22]. Đối với tinh trùng số lượng ít, các loại micro-straw với dung tích siêu
nhỏ đã được phát triển nhằm giảm thể tích chứa và tăng khả năng thu hồi tinh trùng;
tuy vậy, việc định vị và thu hồi tinh trùng sau rã đông vẫn gặp khó khăn ở một số tình
huống nhất định [23].

Cryotop được xem là một trong những thiết bị chứa tiên tiến và hiện được áp
dụng phổ biến nhất hiện nay trong kỹ thuật vitrification. Cho phép cố định mẫu tại vị
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trí xác định, giảm nguy cơ thất thoát và nâng cao khả năng thu nhận lại tinh trùng sau
khi rã đông. Nhờ những ưu điểm này, Cryotop ngày càng được quan tâm trong các
nghiên cứu và trong ứng dụng lâm sàng [24].

Ngoài các dụng cụ nêu trên, một số hệ thống chứa vi thể khác như cryopiece,
cell sleeper hoặc các thiết bị vi lưu cũng đã được nghiên cứu hướng tới việc tối ưu
hóa bảo quản tinh trùng với số lượng cực ít. Các dụng cụ này cho phép cố định từng
tinh trùng riêng lẻ, thuận lợi cho ICSI, tuy nhiên chi phí còn cao và vẫn chưa được
triển khai phổ biến trong thực hành thường quy.
1.2.2 Ứng dụng của cryotop trong bảo quản tinh trùng số lượng ít

Cryotop là một dụng cụ chuyên biệt được thiết kế để phục vụ kỹ thuật đông
lạnh siêu nhanh (vitrification) trong mảng hỗ trợ sinh sản và đã được ứng dụng phổ
biến trong bảo quản noãn, phôi và gần đây là tinh trùng số lượng rất ít. Cryotop ra đời
nhằm cải thiện các điểm hạn chế của những kỹ thuật đông lạnh thông thường, trong
đó tốc độ làm lạnh chậm có thể gây hình thành tinh thể đá nội bào, làm tổn hại cấu
trúc tế bào, đồng thời tác động đến khả năng sống và hoạt tính sinh học của mẫu sau
khi rã đông [25].

Về cấu tạo, Cryotop gồm một thanh nhựa mỏng, phẳng, có diện tích tiếp xúc
rất nhỏ, cho phép đặt một thể tích rất nhỏ. Phần chứa mẫu được bảo vệ bằng một nắp
nhựa giúp giảm nguy cơ nhiễm chéo trong quá trình lưu trữ nito lỏng. Chính đặc điểm
thể tích tối thiểu này giúp Cryotop đạt được tốc độ hạ nhiệt và làm ấm trở lại cực cao,
lên tới hàng chục nghìn độ C trong mỗi phút, từ đó tạo điều kiện cho quá trình thủy
tinh hóa diễn ra hiệu quả, hạn chế sự xuất hiện của tinh thể đá.
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Hình 1.1 Hình ảnh dụng cụ chứa cryotop [26]

Cryotop cũng làm phát sinh một số khó khăn cần được lưu ý, bao gồm yêu cầu
cao về kỹ năng thao tác của chuyên viên, kiểm soát chặt chẽ thời gian tiếp xúc cùng
cryoprotectant và nguy cơ nhiễm chéo nếu không tuân thủ nghiêm ngặt các quy trình
đảm bảo an toàn sinh học. Do đó, việc thiết lập và tiêu chuẩn hóa quy trình áp dụng
Cryotop là yếu tố có vai trò quyết định trong việc duy trì hiệu quả và độ an toàn của
phương pháp.

Việc ứng dụng Cryotop không chỉ hỗ trợ cải thiện chất lượng bảo quản mẫu
mà còn mở ra nhiều cơ hội trong điều trị vô sinh hiếm muộn, nhất là trong điều kiện
số lượng các trường hợp cần thu và bảo quản tinh trùng từ các can thiệp xâm lấn đang
có xu hướng tăng lên [45].

Trong bối cảnh nghiên cứu này, cryotop có ý nghĩa đặc biệt vì mỗi cọng trữ
đông chỉ chứa số lượng tinh trùng rất nhỏ, được đặt trong giọt môi trường đông có
thể tích 2 µl. Việc đặt tinh trùng tại vị trí xác định trên cryotop giúp chuyên viên phôi
học chủ động hơn trong quá trình tìm kiếm và thu hồi tinh trùng sau rã đông. Điều
này phù hợp với mục tiêu nghiên cứu là đánh giá tỷ lệ thu hồi và tỷ lệ sống sau rã
đông, bởi nếu dụng cụ chứa gây khó khăn trong việc định vị mẫu thì kết quả thu hồi
có thể bị ảnh hưởng không chỉ bởi môi trường đông mà còn bởi thao tác kỹ thuật [46].

Tuy nhiên, chính ưu điểm thể tích nhỏ của cryotop cũng đòi hỏi thao tác vi
phẫu và vi thao tác phải chính xác. Trong quy trình nghiên cứu, tinh trùng được gom
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bằng kim ICSI và chuyển vào giọt môi trường đông trên đầu cryotop. Do đó, các yếu
tố như vị trí đặt giọt môi trường, thời gian thao tác, thao tác tránh gãy kim và khả năng
kiểm soát quá trình hơ trên bề mặt nitơ đều là những điểm cần được chuẩn hóa để
đảm bảo sự khác biệt giữa các nhóm chủ yếu phản ánh ảnh hưởng của môi trường
đông, thay vì sai lệch do thao tác.
1.3 Vai trò của chất bảo vệ đông lạnh (CPA)
1.3.1 Nguồn gốc và lịch sử phát triển của CPA trong hỗ trợ sinh sản

Trong chu kỳ đông lạnh–rã đông, đá kết tinh khi nhiệt độ giảm là yếu tố then
chốt chi phối tỷ lệ tế bào còn sống. Vì vậy, kiểm soát hiện tượng này là điều kiện cốt
lõi để quy trình đông lạnh hiệu quả. Các hợp chất bảo vệ tế bào trong giai đoạn làm
lạnh và rã đông, như glycerol, được gọi là tác nhân bảo vệ lạnh (cryoprotectant agents
– CPA). CPA rất cần thiết khi lưu giữ ở nhiệt độ thấp các tế bào và mô sinh sản, nhất
là tinh trùng, noãn và phôi người [27].

CPA tan trong nước, tương tác với cấu trúc sinh học và có thể “thế chỗ nước”
nội bào, qua đó giảm kết tinh khi nhiệt độ hạ xuống Chúng cũng che chở tế bào trong
điều kiện lạnh Do không tự kết tinh, CPA hạn chế tăng nồng độ chất tan và bám vào
màng bào tương để bảo vệ tế bào lúc nước ngoại bào chuyển sang dạng tinh thể. Tuy
vậy, tác dụng của mỗi CPA trên từng kiểu tế bào chủ yếu mới dựa vào quan sát, chưa
được chứng minh rõ về cơ chế CPA thường gồm hai nhóm: thấm qua màng và không
thấm qua màng. Dù khác đặc tính và cơ chế, chúng bổ trợ nhau trong khử nước nội
bào, giúp giảm tạo tinh thể đá bên trong tế bào. Cần lưu ý, đa số CPA có độc tính;
mức độc tăng theo nồng độ và thời gian tiếp xúc, nhất là ở mức nhiệt của cơ thể

Song hành với những tiến bộ của kỹ thuật thụ tinh trong ống nghiệm (IVF),
nhu cầu bảo quản noãn và phôi ngày càng tăng. Điều này thúc đẩy sự nghiên cứu và
ứng dụng những hợp chất bảo quản lạnh thế hệ mới như ethylene glycol (EG),
propylene glycol cùng các polyol khác. Các chất này có đặc tính thẩm thấu nhanh,
độc tính thấp hơn và phù hợp hơn đối với những tế bào lớn, chứa nhiều nước, điển
hình là noãn và phôi người. Trong giai đoạn này, những tác nhân bảo vệ trong đông
lạnh không thấm thấu như sucrose, trehalose cũng được đưa vào sử dụng nhằm kiểm



18

soát áp lực thẩm thấu và hỗ trợ quá trình khử lượng nước trong tế bào trước khi đông
lạnh [28].

Hình 1.2 Vai trò của chất bảo vệ đông lạnh lên tế bào [29]

1.3.2 Phân loại chất bảo vệ đông lạnh (CPA)
Chất bảo quản lạnh có khả năng xuyên qua màng tế bào (Permeating CPA).

Đây là nhóm CPAs có thể thẩm thấu qua màng tế bào, thay thế một phần lượng nước
bên trong tế bào, qua đó làm giảm nguy cơ tạo thành các tinh thể băng trong nội bào.
Một số CPA thấm thường dùng trong kỹ thuật hỗ trợ sinh sản (ART) như Glycerol
(chủ yếu dùng cho tinh trùng), Dimethyl sulfoxide (DMSO), Ethylene glycol (EG),
Propylene glycol (PROH) [30, 31].

Chất bảo quản lạnh không xuyên qua màng tế bào (Non-permeating CPA).
Nhóm này không xâm nhập vào tế bào mà chủ yếu tác động lên khoang dịch bên
ngoài tế bào, góp phần điều hòa cân bằng áp suất thẩm thấu và hỗ trợ làm mất nước
tế bào có kiểm soát. Các CPA không thấm thường dùng trong ART như Sucrose,
Trehalose, Ficoll, Polyvinylpyrrolidone [32, 33, 34].

Nhờ khả năng hỗ trợ làm mất nước tế bào và tăng hiệu quả bảo vệ ngoại bào,
CPA không thấm giúp rút ngắn thời gian tế bào phải tiếp xúc với CPA thấm trong quá
trình cân bằng và vitrification. Việc giảm thời gian tiếp xúc này có ý nghĩa thiết yếu
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trong việc giảm thiểu độc tính tích lũy của CPA thấm đối với noãn, phôi và tinh trùng
[35].

Trong đông lạnh tinh trùng, CPA nội bào và CPA ngoại bào có vai trò khác
nhau nhưng không tách rời nhau. CPA nội bào như Glycerol có khả năng thấm vào
trong tế bào, góp phần làm giảm lượng nước tự do có thể kết tinh trong quá trình hạ
nhiệt. Cơ chế này có ý nghĩa quan trọng vì tinh thể đá nội bào là một trong những
nguyên nhân gây tổn thương cấu trúc tế bào. Tuy nhiên, vì Glycerol có khả năng đi
vào bên trong tinh trùng nên tế bào cũng phải trải qua quá trình thay đổi thẩm thấu
khi CPA đi vào và đi ra khỏi tế bào. Nếu quá trình này không được kiểm soát tốt, tinh
trùng có thể chịu stress thẩm thấu, ảnh hưởng đến màng tế bào và khả năng sống sau
rã đông.

Ngược lại, CPA ngoại bào như Sucrose chủ yếu tác động bên ngoài tế bào.
Sucrose không bảo vệ trực tiếp cấu trúc nội bào như Glycerol, nhưng có vai trò quan
trọng trong điều hòa sự di chuyển nước qua màng tế bào. Khi môi trường ngoại bào
trở nên ưu trương hơn, nước trong tế bào có xu hướng thoát ra ngoài, từ đó làm giảm
lượng nước nội bào có thể tạo thành tinh thể đá khi hạ nhiệt. Với tinh trùng số lượng
ít, việc kiểm soát mất nước tế bào có ý nghĩa đặc biệt vì mỗi tinh trùng đều có giá trị
sử dụng thực tế.

Từ cơ sở này, việc phối hợp Glycerol và Sucrose trong nghiên cứu có ý nghĩa
sinh học hợp lý. Glycerol có thể hỗ trợ bảo vệ nội bào, trong khi Sucrose hỗ trợ điều
hòa môi trường ngoại bào và quá trình mất nước tế bào. Tuy nhiên, kết quả nghiên
cứu cho thấy hiệu quả của sự phối hợp này không giống nhau hoàn toàn giữa PESA
và TESE. Vì vậy, luận văn cần trình bày CPA không chỉ như một nhóm hóa chất bảo
vệ chung, mà như một yếu tố có tác động phụ thuộc vào đặc điểm nguồn tinh trùng,
tình trạng màng tế bào và khả năng chịu đựng stress đông rã của từng loại mẫu.

Trong phạm vi đề tài, Glycerol được sử dụng như đại diện cho CPA nội
bào, còn Sucrose được sử dụng như đại diện cho CPA ngoại bào. Sự khác biệt
giữa hai nhóm CPA này tạo cơ sở cho thiết kế bốn nhóm nghiên cứu. Nhóm
Glycerol đơn thuần cho phép đánh giá ảnh hưởng của CPA nội bào; nhóm
Sucrose đơn thuần cho phép đánh giá ảnh hưởng của CPA ngoại bào; hai nhóm
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phối hợp Glycerol và Sucrose cho phép xem xét tác động khi kết hợp hai cơ chế
bảo vệ này trong cùng môi trường đông.

Điểm cần nhấn mạnh là CPA không chỉ ảnh hưởng đến khả năng bảo vệ
tinh trùng trong quá trình hạ nhiệt mà còn có thể ảnh hưởng đến khả năng sống
sau rã đông. Do đó, việc lựa chọn CPA cần được đánh giá bằng dữ liệu thực
nghiệm cụ thể. Trong nghiên cứu này, kết quả cho thấy đáp ứng với CPA khác
nhau giữa PESA và TESE, vì vậy không nên xem một loại môi trường đông là
tối ưu chung cho mọi nguồn tinh trùng số lượng ít.
1.4 Phương pháp thu tinh trùng từ chọc hút mào tinh (PESA)
1.4.1 Giới thiệu về kỹ thuật PESA

Phương pháp hút tinh trùng mào tinh qua da (PESA) là kỹ thuật lấy tinh trùng
bằng kim nhỏ đưa qua da vào mào tinh. Mào tinh là nơi tinh trùng trưởng thành và
được bảo tồn sau khi quá trình tạo tinh diễn ra tại tinh hoàn. Ở các trường hợp bít tắc
ống dẫn tinh, hoạt động sinh tinh vẫn diễn ra bình thường nhưng tinh trùng không thể
thoát ra ngoài qua đường phóng tinh. Khi đó tinh trùng sẽ tích tụ tại mào tinh. Phương
pháp PESA dùng kim mảnh xuyên qua vùng da bìu vào mào tinh để hút dịch có chứa
tinh trùng. Dịch hút được sau đó được chuyển ngay cho labo hỗ trợ sinh sản để kiểm
tra nồng độ và mức độ di động của tinh trùng.

Phương pháp PESA được áp dụng phổ biến trong các cơ sở hỗ trợ sinh sản nhờ
ưu điểm thao tác nhanh, ít đau, ít biến chứng và có thể tiến hành ngoại trú. Mẫu tinh
trùng lấy được từ PESA chủ yếu được sử dụng cho phương pháp tiêm trực tiếp tinh
trùng vào bào tương noãn (ICSI) hoặc trữ đông dự trữ do lượng và chất lượng tinh
trùng thường hạn chế.

PESA thường được chỉ định trong các trường hợp:
- Vô tinh do tắc nghẽn đường dẫn tinh
- Bất sản ống dẫn tinh hai bên bẩm sinh
- Tắc mào tinh hoặc ống dẫn tinh sau viêm nhiễm.
- Bệnh nhân sau triệt sản nam muốn có con trở lại
- Không xuất tinh được nhưng chức năng sinh tinh còn bình thường



21

- Thu nhận tinh trùng để trữ đông trước điều trị ung thư hoặc các bệnh lý
ảnh hưởng sinh sản.

1.4.2 Quy trình thực hiện kỹ thuật PESA
Đối với các trường hợp bệnh nhân bị vô tinh do tắc nghẽn (Obstructive

Azoospermia – OA) thường có tiên lượng điều trị tốt thông qua việc thu nhận tinh
trùng trực tiếp từ mào tinh hoặc tinh hoàn[36] . Kỹ thuật thường được áp dụng để lấy
tinh trùng từ mào tinh là hút tinh trùng mào tinh qua da (Percutaneous Epididymal
Sperm Aspiration – PESA)[37]. Đây là thủ thuật ít xâm lấn tránh phẫu thuật mở, sử
dụng kim nhỏ đâm xuyên qua da bìu để hút tinh trùng, thường áp dụng cho nam giới
bị vô sinh do tắc nghẽn đường dẫn tinh[38]. Các mẫu tinh trùng thu nhận từ mào tinh
có thể được sử dụng ngay cho kỹ thuật tiêm tinh trùng vào bào tương noãn (ICSI)
hoặc được trữ lạnh nhằm sử dụng cho các chu kỳ điều trị sau[39].

Hình 1.3 Mô tả quy trình thu tinh trùng từ mẫu PESA

Nguồn: IVF Bưu Điện (chỉnh sửa từ website IVF Bưu Điện).
Khác với mẫu tinh dịch xuất tinh tự nhiên, tinh trùng thu được từ mào tinh

thường có số lượng ít, xen lẫn nhiều tế bào biểu mô, hồng cầu, mảnh mô và có độ
nhớt cao. Do đó việc xử lý mẫu trước khi đông lạnh tinh trùng đóng vai trò rất quan
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trọng giúp tối ưu khả năng sống, di động của tinh trùng, hạn chế tổn thương do quá
trình đông – rã gây ra. Để đảm bảo an toàn và tránh nhầm lẫn mẫu trước khi xử lý
mẫu cần phải :

- Hai chuyên viên phôi học cần kiểm tra chéo thông tin bệnh nhân
- Xác nhận họ tên, mã số, ngày sinh
- Đối chiếu chính xác trên tất cả dụng cụ chứa mẫu

Mục tiêu của quá trình xử lý mẫu bao gồm:
- Thu nhận tối đa tinh trùng sống có khả năng sử dụng
- Loại bỏ máu, tế bào chết, mảnh mô và các tạp chất
- Giảm stress oxy hóa và tổn thương màng tế bào
- Chuẩn bị môi trường phù hợp cho quá trình quản lạnh (Cryoprotectant

– CPA)
- Tối ưu hóa khả năng sống sau rã đông

Do đặc điểm mẫu thường có thể tích rất nhỏ và mật độ tinh trùng thấp, mọi
thao tác được thực hiện nhẹ nhàng, hạn chế ly tâm mạnh nhằm nâng cao hiệu quả lâm
sàng trong việc thu hồi tinh trùng sau rã đông.
1.5 Phương pháp thu tinh trùng từ phẫu thuật trích tinh hoàn (TESE)

Phẫu thuật trích tinh hoàn (Testicular Sperm Extraction – TESE) là kỹ thuật
lấy mô tinh hoàn nhằm tìm kiếm tinh trùng phục vụ cho kỹ thuật tiêm tinh trùng vào
bào tương noãn (ICSI) hoặc trữ đông tinh trùng dự phòng trong tương lai. Đây là một
trong những phương pháp quan trọng trong điều trị vô sinh nam nặng, đặc biệt ở các
bệnh nhân vô tinh không bế tắc (Non-obstructive Azoospermia – NOA) hoặc thất bại
với các phương pháp ít xâm lấn[40].

Khác với phương pháp chọc hút tinh trùng từ mào tinh PESA thì phương pháp
TESE tác động trực tiếp lên nhu mô tinh hoàn nên thường được áp dụng cho các
trường hợp suy giảm sinh tinh nặng hoặc không có tinh trùng trong mào tinh[41].

Mục tiêu của quy trình là:
- Thu nhận mô tinh hoàn chứa các ống sinh tinh
- Tìm kiếm tinh trùng trưởng thành sử dụng cho ICSI hoặc trữ đông



23

- Hạn chế tối đa tổn thương nhu mô tinh hoàn và mạch máu nuôi tinh
hoàn

Sau khi mô tinh hoàn được lấy ra:
- Mô được nghiền nhỏ bằng cơ học
- Các ống sinh tinh được phá vỡ
- Tinh trùng được giải phóng vào môi trường nuôi cấy
- Chuyên viên phôi học tìm kiếm tinh trùng dưới kính hiển vi đảo ngược.

Mẫu TESE có đặc điểm khác biệt rõ so với PESA vì tinh trùng được thu trực
tiếp từ mô tinh hoàn. Trong phần phương pháp, mẫu TESE được mô tả là chứa
nhiều thành phần nền như ống sinh tinh đã xé nhuyễn, tế bào trong ống sinh tinh,
hồng cầu và mảnh vụn tế bào. Những thành phần này làm cho quá trình tìm kiếm,
lựa chọn và xử lý tinh trùng trước trữ đông trở nên phức tạp hơn.

Chính vì đặc điểm này, việc đánh giá kết quả TESE cần được tách riêng khỏi
PESA. Nếu gộp chung hai nguồn mẫu, sự khác biệt về bản chất mẫu có thể làm sai
lệch cách hiểu về hiệu quả của môi trường đông. Trong dữ liệu hiện có, TESE có tỷ
lệ thu hồi thấp hơn PESA ở cả bốn nhóm môi trường đông, đồng thời tỷ lệ sống
cũng không tăng theo cùng xu hướng với PESA. Điều này cho thấy TESE cần được
phân tích như một nhóm mẫu có đặc điểm riêng, thay vì chỉ xem là một phần của
nhóm tinh trùng số lượng ít nói chung.
1.6 Tình hình nghiên cứu trong nước và trên thế giới
1.6.1 Nghiên cứu trong nước

Nghiên cứu của Nguyễn Thanh Tùng, Hồ Sỹ Hùng, Trịnh Thế Sơn và cộng sự
(2024) là nghiên cứu thực nghiệm đầu tiên ở Việt Nam đánh giá hiệu quả vitrification
không sử dụng chất bảo vệ đông lạnh (CPA-free) trên tinh trùng người số lượng thấp
trong ống PCR. Nghiên cứu tiến hành vitrification các mẫu tinh trùng từ 30 nam giới
bị oligospermia, sau đó đánh giá tỉ lệ sống, tính di động và chất lượng sau rã đông ở
nhiều mốc thời gian lưu trữ khác nhau. Kết quả sơ bộ: Nhóm vitrification không sử
dụng CPA cho tỉ lệ sống và di động đáng kể sau rã đông (~50–45% sống và ~43–37%
di động ). Đây là minh chứng cho khả năng ứng dụng vitrification CPA-free đối với
tinh trùng số lượng ít trong điều kiện phòng thí nghiệm tại Việt Nam[42].
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1.6.2 Nghiên cứu trên thế giới
Nghiên của Yuji Endo và cộng sự (2012) phát triển phương pháp vitrification

đơn giản cho số lượng nhỏ tinh trùng và so sánh hiệu quả giữa nhiều phương pháp,
trong đó bao gồmCryotop. Kết quả cho thấy các quy trình và dụng cụ đông lạnh thông
thường không phù hợp với tinh trùng từ tinh hoàn do số lượng ít và khả năng vận động
tại chỗ kém, và nhiều loại dụng cụ khác nhau đã được sử dụng để đông lạnh một lượng
nhỏ tinh trùng. Nghiên cứu này đã cố gắng phát triển một phương pháp thủy tinh hóa
cho một lượng nhỏ tinh trùng bằng cách sử dụng Cell Sleeper, một loại dụng cụ bảo
quản lạnh tế bào kín. Tinh trùng trong dụng cụ được làm lạnh trong hơi nitơ lỏng và
sau đó được bảo quản trong nitơ lỏng. Các thông số về khả năng vận động của tinh
trùng được cải thiện đáng kể (P < 0,05) bằng phương pháp thủy tinh hóa Sau khi thủy
tinh hóa năm tinh trùng mỗi dụng cụ. Tỷ lệ phục hồi, khả năng vận động và khả năng
sống sót của tinh trùng được làm đông lạnh và rã đông tương tự nhau giữa nhóm Cell
Sleeper và nhóm CryoTop[43]. Nghiên của Y. Chen và cộng sự (2014) sử dụng
Cryotop để bảo quản tinh trùng người trong thể tích rất nhỏ, với hai nhóm: không sử
dụng CPA và chỉ sử dụng Sucrose (là CPA không thẩm thấu). Kết quả cho thấy không
có sự khác biệt đáng kể về tỉ lệ thu hồi và tỷ lệ di động tinh trùng giữa hai nhóm, và
nhóm không sử dụng CPA có tỉ lệ sống sau rã đông cao hơn so với nhóm sử dụng
sucrose[44].
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PHẦN II. ĐỐI TƯỢNG VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU
2.1 Đối tượng, địa điểm và thời gian nghiên cứu
2.1.1 Đối tượng

Nghiên cứu trên 300 mẫu tinh trùng thu được từ phẫu thuật tinh hoàn và mào
tinh. BN có độ tuổi trung bình 20-50 đã được kiểm tra xét nghiệm tinh dịch đồ để
đánh giá chất lượng tinh trùng
2.1.2 Tiêu chuẩn loại trừ

Nghiên cứu chỉ tập trung vào các mẫu tinh trùng có số lượng rất ít là các mẫu
thu được từ phẫu thuật tinh hoàn và mào tinh (PESA, TESE)
2.1.3 Địa điểm và thời gian nghiên cứu

Từ tháng 10 năm 2024 đến tháng 12 năm 2025 tại phòng Lab nuôi cấy phôi,
Bệnh viện phụ sản An Thịnh. Tất cả các mẫu tinh trùng sử dụng nghiên cứu đều là
các mẫu đã được BN cam kết loại bỏ không còn sử dụng. Các mẫu sau khi sử dụng
nghiên cứu đều bị loại bỏ không sử dụng cho bất kỳ mục đích nào khác.
2.2 Vật liệu nghiên cứu
2.2.1 Vật tư, thiết bị dùng trong nghiên cứu

Bảng 2.1 Vật tư, thiết bị dùng trong nghiên cứu

Thông tin Hãng/Nước sản xuất
Pipet 10 Eppendorf - Đức

Cọng cryotop Kitazato – Nhật Bản
Đầu tip pipet 10 Eppendorf - Đức

Hộp xốp đựng nitơ Trung Quốc
Kẹp inox Trung Quốc
Đĩa 35mm Thermo Fisher Scientific – Mỹ
Bút ghi nhãn Việt Nam

Đồng hồ bấm giờ Việt Nam
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Kính hiển vi đảo ngược Zeiss – Đức
Bộ vi thao tác Narishige – Nhật Bản

Kim bắt tinh trùng Sunlight – Mỹ
Tủ thao tác vô trùng IVF tech – Thụy Điển
Kính hiển vi soi nổi Zeiss – Đức

Máy ly tâm Centrifuge - Ependorf
Ống Falcol 15ml Corning – Mexico
Bình nitơ lỏng Việt Nam

2.2.2 Hóa chất
Bảng 2.2 Môi trường dùng trong nghiên cứu

Thông tin Hãng/Nước sản xuất
Môi trường đông lạnh tinh trùng chứa

Glycerol (SpermFreeze)
FertiPro – Bỉ

Môi trường rửa tinh trùng MHMC
(Multipurpose Handling Medium

Complete)

Fujifilm Irvine Scientific -Mỹ

Môi trường đông lạnh tinh trùng chứa
Sucrose (Oligospemia Cryo Media)

Kitazato – Nhật Bản

Môi trường rã đông tinh trùng
Oligospemia Cryo Media

Kitazato – Nhật Bản

Môi trường lọc rửa tinh trùng Silselect Fertipro – Bỉ

Dầu phủ Ovoil Vitrolife – Thụy Điển

Nitơ lỏng Việt Nam
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2.3 Phương pháp nghiên cứu
2.3.1 Xét nghiệm tinh dịch đồ

Bảng 2.3 Chỉ tiêu đánh giá theo tiêu chuẩn của WHO 2010

Chỉ tiêu đánh giá tinh dịch đồ (WHO, 2010)
Thời gian ly giải 15 - 60 phút

pH ≥ 7,2
Thể tích (ml) ≥ 1,5

Tổng số tinh trùng (triệu tinh trùng) ≥ 39
Mật độ (triệu tinh trùng/ml) ≥ 15

Di động (%)
PR (tiến tới) ≥ 32 hay

NP (không tiến tới) PR + NP ≥ 40
IM (bất động)
Tỉ lệ sống (%) ≥ 58

Hình dạng tinh trùng bình thường (%) ≥ 4
Tế bào lạ (triệu tế bào/ml) ≥ 1

Các chỉ số đánh giá bao gồm :
Độ di động của tinh trùng:
Khả năng vận động được đánh giá thông qua việc theo dõi chuyển động tự

phát của tinh trùng, rồi quy đổi số tinh trùng có chuyển động so với toàn bộ tinh trùng
đã xem xét thành giá trị phần trăm. Phần trăm tinh trùng có hướng di chuyển tiến lên
được ghi nhận là có mối liên hệ với khả năng thụ thai vì vậy chỉ số này cần được xác
định với độ chính xác cao. Năng lực vận động của tinh trùng có thể thay đổi dưới tác
động của nhiều yếu tố, chẳng hạn độ tuổi và tình trạng thể chất của nam giới. Ngoài
ra, khoảng kiêng xuất tinh, phương pháp thu nhận bệnh phẩm và độ trễ từ thời điểm
xuất tinh đến lúc tiến hành phân tích cũng có thể làm biến đổi kết quả .Vì thế, chỉ tiêu
vận động nên được kiểm tra ngay khi tinh dịch đã hóa lỏng hoàn toàn, tốt nhất không
quá 30 phút.
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Vận động tinh trùng hiện được chia thành ba nhóm gồm: (1) chuyển động tiến
lên (progressive-PR), (2) chuyển động nhưng không tiến lên rõ rệt (non progressive-
NP) và (3) bất động (immotile-IM). Khâu chọn khu vực quan sát có ý nghĩa lớn; cần
tránh những trường nhìn tập trung chủ yếu các tinh trùng đang chuyển động. Trong
phạm vi đã chọn, ở cùng một thời điểm, nhóm PR được ghi nhận trước, tiếp theo là
NP và IM. Không đợi tinh trùng di chuyển vào vùng xét rồi mới bắt đầu ghi nhận.
Thứ tự đánh giá cũng có thể thay đổi bằng cách xem NP và IM trước, nhằm giảm
nguy cơ ước lượng PR cao hơn thực tế. Cần chú ý chỉ tính những tinh trùng có cấu
trúc đầu và đuôi đầy đủ, đồng thời tổng số quan sát tối thiểu phải đạt 200 tinh trùng.
Nếu đã đủ 200 tinh trùng trước khi hoàn tất việc ghi nhận tất cả nhóm vận động trong
cùng trường đánh giá, vẫn phải tiếp tục đếm các nhóm còn lại, kể cả khi tổng số vượt
quá 200. Để giảm sai lệch, phép khảo sát cần thực hiện hai lần; nếu chênh lệch giữa
hai lượt nằm trong khoảng sai số chấp nhận được, kết quả sau cùng được lấy bằng giá
trị trung bình của hai lần ghi nhận, với sai số được đối chiếu theo bảng giới hạn cho
phép. Ngưỡng tối thiểu đối với tổng tinh trùng có vận động (PR + NP) là 40%, còn
riêng nhóm PR là 32%.

Tỉ lệ sống của tinh trùng:
Chỉ số sống của tinh trùng giữ vai trò đặc biệt trong những mẫu tinh dịch xuất

tinh có toàn bộ tinh trùng không vận động. Bên cạnh đó, kết quả về khả năng sống
còn giúp đối chiếu lại với dữ liệu đánh giá vận động. Việc phân biệt tinh trùng còn
sống hay đã chết dựa trên cơ sở rằng tế bào sống thường duy trì được màng bao
nguyên vẹn. Nhờ lớp màng này, chất nhuộm không thể đi vào bên trong tinh trùng.
Ngược lại, khi tinh trùng đã chết, thuốc nhuộm sẽ thấm vào tế bào và làm chúng bắt
màu. Có thể áp dụng nhiều kỹ thuật nhuộm khác nhau, chẳng hạn eosin đơn, trypan
blue hoặc phối hợp eosin-nigrosin. Trong kỹ thuật eosin-nigrosin, nigrosin được dùng
nhằm làm rõ độ tương phản giữa tinh trùng với nền lam kính; đồng thời, tiêu bản sau
nhuộm có thể được bảo quản hoặc sử dụng cho mục đích kiểm tra lại . Quá trình đánh
giá cũng cần dựa trên 200 tinh trùng và được lặp lại hai lượt để kiểm soát sai lệch theo
bảng giới hạn sai số chấp nhận được. Ngưỡng thấp nhất được chấp nhận cho chỉ số
sống là 58%. Xét nghiệm khả năng sống của tinh trùng đặc biệt cần thiết khi tinh trùng



29

mất vận động hoặc vận động yếu. Tuy vậy, các kỹ thuật nhuộm đã nêu đều gây độc
cho tế bào nên không phù hợp để dùng trong điều trị. Khi cần một phương án thay
thế, có thể sử dụng thử nghiệm phản ứng trong môi trường nhược trương (Hypo
osmotic swelling test - HOST). Tinh trùng được đưa vào dung dịch có áp suất thẩm
thấu thấp; những tinh trùng còn sống sẽ biểu hiện bằng hiện tượng đuôi phồng căng
và cuộn lại.

Mật độ tinh trùng:
Khi hiện tượng phóng tinh diễn ra bình thường, đường dẫn tinh không bị tắc

nghẽn và khoảng thời gian kiêng xuất tinh đủ phù hợp, tổng số tinh trùng thu được
trong mỗi lần xuất tinh có mối liên quan với kích thước tinh hoàn. Trước khi xác định
mật độ, mẫu cần được hòa trộn đồng nhất; sau khi đưa mẫu vào buồng đếm, nên để
yên khoảng 1 phút nhằm ổn định rồi mới bắt đầu quan sát.
2.3.2 Quy trình thu hồi và xử lý mẫu tinh trùng thu được từ mào tinh
( MESA, PESA) trước khi đông lạnh
Các bước thu mẫu tinh trùng từ mào tinh:

- Bước 1: Sát khuẩn bộ phận sinh dục, vùng bẹn, đùi . Trải săng vô khuẩn để hở
vùng bìu để làm thủ thuật.

- Bước 2: Giảm đau gây tê tại chỗ .Xác định và cố định mào tinh (lựa chọn bên
mào tinh căng, to).

- Bước 4: Chuẩn bị bơm tiêm 1ml có chứa sẵn 0,5 ml môi trường nuôi dưỡng
MHMC. Bác sĩ cùng điều dưỡng cố định tinh hoàn và mào tinh.

- Bước 5: Bác sĩ tiến hành chọc kim vào mào tinh hoàn, vừa hút vừa kéo kim ra.
Dịch mào tinh hút ra được nhỏ vào đĩa Petri. Đĩa Petri và ống nghiệm sẽ được
chuyển cho chuyên viên phôi tại phòng Lab
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- Bước 6: Chuyên viên phôi học sẽ đọc kết quả dưới kính hiển vi để tìm và đánh
giá tinh trùng. Sau khi xác định có tinh trùng, bác sĩ sẽ sát khuẩn lại vị trí chọc
hút và kết thúc thủ thuật.

Các bước xử lý mẫu tinh trùng thu được:
- Bước 1: Mẫu được lọc rửa theo phương pháp ly tâm thang nồng độ với lớp lọc

có thể tích 0,3 - 0,3 ml.
- Bước 2: Đặt mẫu lên ống nghiệm đã chuẩn bị lớp lọc. Đối với mẫu có số lượng

tinh trùng quá ít, chỉ sử dụng một lớp lọc (lớp upper) với thể tích 0,3 ml.
- Bước 2: Ly tâm mẫu ở 1500 vòng trong 10 phút. Loại bỏ các dịch nổi. Phần

cặn lắng được chuyển vào ống nghiệm chứa 3 ml môi trường chuẩn bị tinh
trùng.

- Bước 3: Ly tâm ống nghiệm ở 1500 vòng trong 5 phút. Loại bỏ dịch nổi, để lại
0,2 ml phần dịch có chứa tinh trùng.

Đối với mẫu tinh trùng thu được từ mào tinh, khâu xử lý trước đông lạnh có vai trò
quan trọng vì mẫu thường có thể tích nhỏ, mật độ tinh trùng thấp và có thể lẫn nhiều
thành phần không mong muốn như tế bào biểu mô, hồng cầu, mảnh mô hoặc dịch có
độ nhớt cao. Trong quy trình nghiên cứu, mẫu được xử lý bằng ly tâm thang nồng độ
và sau đó được rửa lại trong môi trường chuẩn bị tinh trùng trước khi giữ lại phần
dịch có chứa tinh trùng. Các bước này nhằm tập trung tinh trùng, giảm tạp chất và tạo

Hình 2.1 Mẫu tinh trùng thu nhận từ PESA/MESA (Nguồn: IVFMD)
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điều kiện thuận lợi cho việc tìm kiếm, lựa chọn tinh trùng sống trước khi đưa vào
cryotop.
Việc chỉ sử dụng một lớp lọc trong trường hợp mẫu có số lượng tinh trùng quá ít cho
thấy quy trình đã được điều chỉnh theo đặc điểm thực tế của mẫu. Cách tiếp cận này
giúp hạn chế nguy cơ thất thoát tinh trùng trong quá trình xử lý, điều đặc biệt quan
trọng đối với nhóm bệnh nhân mà số lượng tinh trùng thu được ban đầu đã rất hạn
chế.
2.3.2 Quy trình thu và xử lý mẫu tinh trùng thu được từ phẫu thuật trích
tinh hoàn (TESE)
Các bước thu mẫu tinh trùng:

Bước 1: Sát khuẩn bộ phận sinh dục, vùng bẹn, đùi, trải săng vô khuẩn. Phẫu
thuật viên dùng tay nâng tinh hoàn và ố định tinh hoàn sát thành bìu
Bước 2: Bộc lộ tinh hoàn bằng cách rạch giữa bìu hoặc rạch ngang bên tinh
hoàn cần lấy mẫu từ từ bóc tách nhẹ nhàng đến lớp bao tinh hoàn
Bước 3: Sử dụng dao mổ rạch tinh hoàn một đường khoảng 3-5mm để bộc lộ
các ống sinh tinh
Bước 4: Sử dụng kẹp vi phẫu và kéo cắt các mảnh mô có chứa ống sinh tinh,
chuyển mảnh mô vào đĩa có môi trường nuôi dưỡng MHMC
Bước 5: Chuyển mẫu cho phòng Lab để chuyên viên phôi học xử lý mẫu và
tìm tinh trùng

Các bước xử lý mẫu mô tinh chứa các ống sinh tinh:
Đặc trưng của mẫu thu nhận từ tinh hoàn là có chứa nhiều thành phần như các

ống sinh tinh đã xé nhuyễn, các loại tế bào trong ống sinh tinh và rất nhiều hồng cầu,
do đó mẫu cần được lọc rửa và xử lý cẩn thận

- Bước 1: Các chuyên viên phôi học sử dụng kẹp nhọn vi phẫu để xé và nghiền
cơ học các mẫu mô để giải phóng tinh trùng trong các ống sinh tinh

- Bước 2: Đặt dịch huyền phù sau khi xé nhuyễn mô tinh hoàn vào ống nghiệm
đã chuẩn bị lớp lọc 0,3 ml lớp lọc dưới (lower)

- Bước 3: Ly tâm mẫu ở 1500 vòng trong 5 phút. Loại bỏ các dịch nổi. Phần cặn
lắng được chuyển vào ống nghiệm chứa 3ml môi trường chuẩn bị tinh trùng
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- Bước 4: Ly tâm ống nghiệm ở 1500 vòng trong 5 phút. Loại bỏ dịch nổi, để lại
0,2 ml phần dịch có chứa tinh trùng

- Bước 5: Hút phần dịch có chứa tinh trùng load vào dải môi trường MHMC
trên đĩa peptri có phủ dầu. Đưa đĩa lên kính hiển vi đảo ngược để tìm kiếm tinh
trùng

- Bước 6: Tinh trùng tìm được sẽ được hút bằng kim ICSI và đưu sang giọt môi
trường sạch để gom lại đem đi trữ đông.

Khác với mẫu từ mào tinh, mẫu TESE là mô tinh hoàn đã được lấy ra và xử lý
cơ học để giải phóng tinh trùng từ các ống sinh tinh. Vì vậy, mẫu thường chứa
nhiều thành phần nền như tế bào mô, hồng cầu và mảnh vụn tế bào. Điều này
khiến quá trình tìm kiếm và lựa chọn tinh trùng trước trữ đông trở nên khó
khăn hơn so với mẫu PESA/MESA. Trong quy trình nghiên cứu, chuyên viên
phôi học phải xé nhỏ mô, lọc rửa, ly tâm và sau đó đưa phần dịch chứa tinh
trùng lên đĩa có môi trường MHMC phủ dầu để tìm tinh trùng dưới kính hiển
vi đảo ngược.
Việc tinh trùng tìm được được hút bằng kim ICSI và chuyển sang giọt môi

trường sạch trước khi trữ đông là bước có ý nghĩa quan trọng. Bước này giúp tách
tinh trùng ra khỏi nền mẫu phức tạp, đồng thời tạo điều kiện để tinh trùng được đưa
vào môi trường đông trong trạng thái được kiểm soát tốt hơn. Đối với mẫu TESE,

Hình 2.2 Hình ảnh các ống sinh tinh ghi nhận khi thực hiện Micro-TESE
(Nguồn: IVFMD)
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thao tác này càng cần thiết vì chất lượng tinh trùng ban đầu thường thấp hơn và số
lượng tinh trùng sử dụng cho đông lạnh rất hạn chế.
2.3.4 Quy trình đông lạnh tinh trùng số lượng ít

Bước 1: Chuẩn bị cọng trữ đông (cryotop) có ghi đầy đủ thông tin (mã cọng,
số lượng tinh trùng đông, ngày đông).

Bước 2: Bật kính hiển vi đảo ngược và bàn ấm, lắp kim bắt tinh trùng vào bộ
vi thao tác, căn chỉnh kim vào đúng vị trí .

Bước 3: Đặt đĩa đã có tinh trùng lên bàn ấm của kính hiển vi, đưa kim bắt tinh
trùng vào dải môi trường. Quan sát ở vật kính 40X, di chuyển bàn kính khi tìm thấy
tinh trùng còn sống sẽ dùng kim hút lại và đưa sang giọt môi trường sạch.

Bước 4: Đặt cọng cryotop lên bàn kính hiển vi, nhỏ 2 µl môi trường chất bảo
vệ đông lạnh lên đầu cọng cryotop, vị trí đặt giọt ở gần vị trí đánh dấu mầu đen trên
đầu cọng cryotop.

Bước 5: Gom 5 tinh trùng đã tìm được từ giọt môi trường sạch bằng kim ICSI
và đặt vào giọt môi trường đông, cần lưu ý thao tác tránh làm gãy kim (dẫn đến làm
mất tinh trùng tìm được).

Bước 6: Hơ cọng cryotop đã có tinh trùng trên bề mặt nitơ với khoảng cách
4cm/2 phút. Đậy nắp bình nitơ để tránh làm bay hơi.

Bước 7: Hết 2 phút đưa cọng cryotop có tinh trùng vào trong nitơ lỏng, đậy
nắp bảo vệ.
2.3.5 Quy trình rã đông tinh trùng số lượng ít

Bước 1: Chuẩn bị đĩa petri để rã đông tinh trùng. Đĩa petri 35mm được nhỏ 2
giọt môi trường HTF môi giọt 2 µl, 1 giọt môi trường kiểm tra di động của tinh trùng
Pentoxifyline 2 µl, 1 giọt HOST 50 µl . Đĩa được ủ ấm ở 370C ít nhất 30 phút trước
khi sử dụng.

Bước 2: Bật kính hiển vi đảo ngược, gắn kim bắt tinh trùng vào bộ vi thao tác,
căn chỉnh kim vào đúng vị trí.

Bước 3: Lấy cọng trữ tinh trùng ra khỏi nitơ lỏng, kiểm tra thông tin ghi trên
thân (mã số cọng, số lượng tinh trùng đông, thời gian đông). Mở nắp và đưa nhanh
(1-2 giây) vào giọt môi trường rửa HTF thứ 1 để lấy tinh trùng ra khỏi cọng trữ, tiếp
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tục đưa vào giọt môi trường rửa HTF số 2 để thu nốt các tinh trùng còn sót lại trên
cọng trữ.

Bước 4: Đưa đĩa lên bàn kính hiển vi soi nổi để kiểm tra số lượng và chất lượng
tinh trùng thu hồi được. Các tinh trùng di động sẽ được đánh giá là tinh trùng sống.

Bước 5: Dùng kim ICSI đưa các tinh trùng bất động sang giọt môi trường
Pentoxifyline để kiểm tra tính di động. Nếu các tinh trùng có di động sẽ được đánh
giá là tinh trùng sống.

Bước 6: Các tinh trùng sau khi kiểm tra ở môi trường Pentoxifyline vẫn bất
động sẽ được đưa sang giọt môi trường HOST để kiểm tra sống/chết. Những tinh
trùng có phản ứng ( cong, cuộn tròn đuôi) được đánh giá là tinh trùng sống.
2.3.6 Đánh giá tỷ lệ thu hồi và tỷ lệ sống của tinh trùng sau rã đông

Tinh trùng thu được sau rã đông sẽ được đánh giá các chỉ tiêu là tỷ lệ sống, tỷ
lệ thu hồi

Hình 2.3 Tinh trùng dương tính với HOST (b,c,d,e,f,g)

Tỷ lệ thu hồi (%) = số tinh trùng thu được sau rã/ số tinh trùng đông
Tỷ lệ sống (%) = số tinh trùng di động và dương tính với HOST/ số tinh trùng thu
được sau rã

Chỉ tiêu đánh giá tỷ lệ thu hồi và sống của tinh trùng sau rã đông
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Trong nghiên cứu này, tỷ lệ thu hồi và tỷ lệ sống cần được hiểu là hai chỉ tiêu
có ý nghĩa khác nhau. Một nhóm môi trường đông có thể cho tỷ lệ thu hồi cao, nghĩa
là sau rã đông tìm lại được nhiều tinh trùng hơn, nhưng điều đó chưa đồng nghĩa với
việc tất cả tinh trùng thu hồi được đều còn sống. Ngược lại, tỷ lệ sống cho biết trong
số tinh trùng đã thu hồi, có bao nhiêu tinh trùng còn di động hoặc có phản ứng dương
tính với HOST.

Cách đánh giá tinh trùng sống bằng quan sát di động, kiểm tra đáp ứng với
Pentoxifyline và thử nghiệm HOST là phù hợp với đặc điểm của tinh trùng số lượng
ít. Đặc biệt, với những tinh trùng bất động sau rã đông, việc tiếp tục kiểm tra bằng
HOST giúp hạn chế bỏ sót các tinh trùng còn sống nhưng không biểu hiện vận động
rõ ràng. Vì vậy, khi diễn giải kết quả, cần phân tích đồng thời cả hai tỷ lệ thay vì chỉ
dựa vào một chỉ tiêu đơn lẻ.
2.4 Nội dung nghiên cứu

Nội dung 1: Ảnh hưởng của CPA nội bào và ngoại bào đến chất lượng tinh
trùng thu được từ chọc hút mào tinh (PESA) và trích xuất tinh hoàn (TESE).

Nội dung 2: So sánh 4 loại môi trường đông lạnh, bao gồm: môi trường chứa
Glycerol, môi trường chứa Sucrose, phối hợp Glycerol và Sucrose (tỷ lệ 1:1), và phối
hợp Glycerol và Sucrose (tỷ lệ 0,5:1).

Nội dung 3: Đánh giá chất lượng tinh trùng sau rã đông qua 2 chỉ tiêu chính là
tỷ lệ thu hồi (khả năng bảo toàn mẫu) và tỷ lệ sống (dựa trên độ di động hoặc phản
ứng dương tính với HOST).
2.5 Phương pháp thống kê

Các dữ liệu được nhập trên Microsoft Excel (bản 2019), sau đó phân tích
bằng SPSS (version 20.0)
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Hình 2.4 Quy trình nghiên cứu
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PHẦN III. KẾT QUẢ VÀ BIỆN LUẬN
3.1 Kết quả nghiên cứu

Các nhóm nghiên cứu có điểm chung là cùng sử dụng cryotop làm dụng cụ
chứa, cùng quy trình đông lạnh, cùng điều kiện rã đông và cùng phương pháp tính
kết quả. Điều này giúp hạn chế sự khác biệt do dụng cụ, thao tác rã đông hoặc
phương pháp đánh giá gây ra.
3.1.1 Kết quả nhóm 1 (sử dụng Glycerol )
Bảng 3.1 Ảnh hưởng của Glycreol đến tỷ lệ thu hồi và sống của hai loại tinh trùng

PESA,TESE

Nguồn TT
Số lượng

TT
trữ đông

(tinh trùng)

Số lượng
TT thu hồi
sau rã đông
(tinh trùng)

Số lượng
TT sống

sau rã đông
(tinh trùng)

Tỷ lệ thu
hồi (%)

Tỷ lệ sống
(%)

PESA 1000 801 153 80.1 19.1
TESE 1000 805 81 80.5 10.1

Sự khác biệt về tỷ lệ thu hồi, P > 0,05
Sự khác biệt về tỷ lệ sống, P < 0,001
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Số lượng tinh trùng thu được saurã đông Số lượng tinh trùng sống sau rã đông
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Tỷ lệ thu hồi và sống của tinh trùng PESA

Hình 3.1 Tỷ lệ thu hồi và sống của tinh trùng PESA
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Hình 3.2 Tỷ lệ thu hồi và sống của tinh trùng TESE

Ở nhóm 1 sử dụng môi trường đông chứa Glycerol tỷ lệ thu hồi tinh trùng
PESA đạt 80,1%, tỷ lệ thu hồi tinh trùng TESE đạt 80,5%. Như vậy chưa ghi nhận sự
khác biệt có ý nghĩa về tỷ lệ thu hồi giữa các nhóm môi trường đông lạnh trong phạm
vi nghiên cứu.

Tỷ lệ sống của PESA đạt 19,1% còn TESE đạt khoảng 10,1%. Từ đó cho thấy
đối với mẫu tinh trùng TESE, PESA thì Glycerol đơn thuần cho thấy hiệu quả thấp
trong bảo tồn khả năng sống của tinh trùng sau rã đông.

Nhóm Glycerol là nhóm có kết quả thấp nhất về tỷ lệ sống ở cả hai mẫu tinh
trùng PESA và TESE. Tuy nhiên cũng không kết luận Glycerol “không có tác dụng”
trong bảo quản lạnh tinh trùng vì đối với những mẫu tinh trùng thu được từ xuất tinh
bình thường ( mẫu có mật độ lớn, tinh trùng trưởng thành và di động tốt) Glycerol
vẫn được lựa chọn sử dụng.

Glycerol có khả năng thấm vào trong tế bào và hỗ trợ hạn chế tạo tinh thể đá
nội bào, nhưng quá trình thấm vào và thoát ra khỏi tế bào cũng có thể làm tinh trùng
chịu thay đổi áp suất thẩm thấu. Đối với tinh trùng PESA và TESE ( đa số là tinh trùng
có màng tế bào chưa trưởng thành hoàn toàn) thì sự thay đổi thẩm thấu này có thể ảnh
hưởng đến khả năng duy trì tính toàn vẹn, làm tổn thương màng tế bào sau rã đông.
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3.1.2 Kết quả nhóm 2 (sử dụng Sucrose)
Bảng 3.2 Ảnh hưởng của Sucrose đến tỷ lệ thu hồi và sống của hai loại tinh trùng

PESA,TESE

Nguồn
TT

Số lượng
TT

trữ đông
(tinh
trùng)

Số lượng TT
thu hồi

sau rã đông
(tinh trùng)

Số lượng TT sống
sau rã đông (tinh

trùng)
Tỷ lệ thu hồi

(%)
Tỷ lệ sống

(%)

PESA 1000 808 198 80.8 24.5
TESE 1000 810 324 81 40.0

Sự khác biệt về tỷ lệ thu hồi, P > 0,05
Sự khác biệt về tỷ lệ sống, P < 0,001
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Hình 3.3 Tỷ lệ thu hồi và sống của tinh trùng PESA
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Hình 3.4 Tỷ lệ thu hồi và sống của tinh trùng TESE
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Ở nhóm sử dụng Sucrose đơn thuần tỷ lệ thu hồi tinh trùng PESA đạt 80,8%,
còn TESE đạt 81%. Như vậy chưa ghi nhận sự khác biệt có ý nghĩa về tỷ lệ thu hồi
giữa các nhóm môi trường đông lạnh trong phạm vi nghiên cứu. Kết quả này tương
đồng với nghiên cứu của Y. Chen (2014) hay Yuji Endo (2012).

Sự khác biệt rõ hơn được ghi nhận ở tỷ lệ sống. Ở mẫu PESA tỷ lệ sống tăng
lên 25,4%, ở mẫu TESE tỷ lệ sống tăng lên 40%. Như vậy, so với Glycerol thì Sucrose
cho kết quả tốt hơn đặc biệt là về tỷ lệ sống của tinh trùng thu được ở mẫu tinh trùng
thủ thuật.

Kết quả này cho thấy với tinh trùng TESE phần lớn là tinh trùng có màng tế
bào chưa trưởng thành thì yếu tố kiểm soát môi trường ngoại bào và quá trình mất
nước tế bào có thể đóng vai trò quan trọng trong bảo tồn khả năng sống sau rã đông.
Vậy nên việc sử dụng Sucrose đã ghi nhận tỷ lệ sống ở tinh trùng TESE cao nhất. Kết
quả này tương đồng với nghiên cứu của Yuji Endo (2012) khi cho tỷ lệ tinh trùng
sống của nhóm sử dụng Sucrose là 65,3% so với nhóm Glycerol là 37,3%.
3.1.3 Kết quả nhóm 3 (sử dụng Glycerol và Sucrose với tỷ lệ 1:1)
Bảng 3.3 Ảnh hưởng của môi trường đông chứa Glycerol và Sucrose với tỷ lệ 1:1

đến tỷ lệ thu hồi và sống của hai loại tinh trùng PESA,TESE

Nguồn
TT

Số lượng
TT

trữ đông
(tinh trùng)

Số lượng TT
thu hồi

sau rã đông
(tinh trùng)

Số lượng TT sống
sau rã đông (tinh

trùng)
Tỷ lệ thu hồi

(%)
Tỷ lệ sống

(%)

PESA 1000 832 347 83.2 41.7
TESE 1000 823 118 82.3 14.3

Sự khác biệt về tỷ lệ thu hồi, P > 0,05
Sự khác biệt về tỷ lệ sống, P < 0,001
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Hình 3.5 Tỷ lệ thu hồi và sống của tinh trùng PESA
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Hình 3.6 Tỷ lệ thu hồi và sống của tinh trùng TESE

Ở nhóm phối hợp Glycerol và Sucrose tỷ lệ 1:1, tỷ lệ thu hồi tinh trùng PESA
đạt 83,2%, còn TESE đạt 82,3%. Như vậy chưa ghi nhận sự khác biệt có ý nghĩa về tỷ lệ
thu hồi giữa các nhóm môi trường đông lạnh trong phạm vi nghiên cứu.

Tuy nhiên tỷ lệ sống của nhóm 3 cần được phân tích riêng theo nguồn mẫu.
Với mẫu PESA, tỷ lệ sống đạt khoảng 41,7%, cao hơn rõ rệt so với nhóm Glycerol
và nhóm Sucrose đơn thuần. Điều này cho thấy với tinh trùng từ mào tinh thì việc sử
dụng phối hợp Glycerol và Sucrose tỷ lệ 1:1 đã cải thiện tỷ lệ tinh trùng sống sau rã
đông.
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Với mẫu TESE thì tỷ lệ sống của nhóm 3 chỉ đạt khoảng 14,3%, thấp hơn
nhóm Sucrose đơn thuần. Vì vậy xét tỷ lệ sống nhóm 3 lại không phải lựa chọn tốt
nhất cho tinh trùng TESE.
3.1.4 Kết quả nhóm 4 (sử dụng Glycerol và Sucrose với tỷ lệ 0.5:1)
Bảng 3.4 Ảnh hưởng của môi trường đông chứa Glycerol và Sucrose với ty lệ 0,5:1

đến tỷ lệ thu hồi và sống của hai loại tinh trùng PESA,TESE

Nguồn
TT

Số lượng
TT

trữ đông
(tinh
trùng)

Số lượng TT
thu hồi

sau rã đông
(tinh trùng)

Số lượng TT sống
sau rã đông (tinh

trùng)
Tỷ lệ thu hồi

(%)
Tỷ lệ sống

(%)

PESA 1000 828 581 82.8 70.2
TESE 1000 822 155 82.2 18.9

Sự khác biệt về tỷ lệ thu hồi, P > 0,05
Sự khác biệt về tỷ lệ sống, P < 0,001
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Hình 3.7 Tỷ lệ thu hồi và sống của tinh trùng PESA
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Hình 3.8 Tỷ lệ thu hồi và sống của tinh trùng TESE

Ở nhóm phối hợp Glycerol và Sucrose tỷ lệ 0,5:1, tỷ lệ thu hồi của PESA đạt
82,6% và TESE đạt 82,2% thì kết quả tương đương với nhóm phối hợp tỷ lệ 1:1. Như
vậy về, việc thay đổi tỷ lệ phối hợp Glycrerol và Sucrose từ tỷ lệ 1:1 sang 0,5:1 chưa
ghi nhận sự khác biệt có ý nghĩa về tỷ lệ thu hồi giữa các nhóm môi trường đông lạnh
trong phạm vi nghiên cứu.

Điểm khác biệt lớn nhất của nhóm 4 nằm ở tỷ lệ sống của tinh trùng PESA.
Tỷ lệ sống PESA ở nhóm này đạt 70,2%.

Kết quả này cho thấy với tinh trùng thu từ mào tinh, công thức phối hợp
Glycerol và Sucrose tỷ lệ 0,5:1 có thể tạo điều kiện thuận lợi hơn cho việc duy trì tinh
trùng sống sau rã đông so với các nhóm còn lại. Như vậy việc kết hợp Glycerol +
Sucrose tỷ lệ 0,5:1 cho kết quả tốt với mẫu PESA. Sự khác biệt này một lần nữa cho
thấy nguồn gốc tinh trùng là yếu tố có ảnh hưởng lớn đến đáp ứng sau đông rã.

3.2 Phân tích yếu tố liên quan đến tỷ lệ thu hồi và sống của tinh trùng
sau rã đông.

Trước khi phân tích các yếu tố liên quan cần nhấn mạnh rằng kết quả
nghiên cứu nên được đọc theo hai lớp. Lớp thứ nhất là so sánh giữa các môi
trường đông trong cùng một nguồn mẫu. Cách đọc này giúp xác định môi
trường nào có kết quả thuận lợi hơn đối với PESA hoặc TESE. Lớp thứ hai là
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so sánh giữa PESA và TESE trong cùng một môi trường đông. Cách đọc này
giúp đánh giá ảnh hưởng của nguồn gốc tinh trùng đến kết quả sau rã đông.

3.2.1 Ảnh hưởng của chất lượng tinh trùng thu được từ chọc hút
mào tinh PESA

Đặc điểm của tinh trùng thu nhận qua thủ thuật hút dịch từ mào tinh
(PESA) phụ thuộc nhiều vào nguyên nhân vô sinh nam, tình trạng mào tinh và
thời điểm thu mẫu. Tuy nhiên phần lớn tinh trùng từ PESA đã trải qua giai đoạn
hoàn thiện, có khả năng di động tốt, màng tế bào ổn định, hình thái hoàn thiện
hơn khi đối chiếu với mẫu tinh trùng lấy bằng kỹ thuật TESE. Do đó nhóm
PESA có tỷ lệ tinh trùng sống cao hơn nhóm TESE, tuy nhiên tỷ lệ thu hồi
không có sự khác biệt lớn (80,1%, 80,9%, 83,2% và 82,8%)

Bảng 3.5 Tỷ lệ thu hồi và sống của tinh trùng sau rã đông ở mẫu PESA

Tỷ lệ thu hồi của tinh trùng sau rã đông ở mẫu PESA

Tỷ lệ thu hồi (%)

Nhóm 1 Nhóm 2 Nhóm 3 Nhóm 4

80,1 80,9 83,2 82,8

Tỷ lệ sống của tinh trùng sau rã đông ở mẫu PESA

Tỷ lệ sống (%)

Nhóm 1 Nhóm 2 Nhóm 3 Nhóm 4

19,1 24,5 41,7 70,2

Đối với mẫu PESA tỷ lệ tinh trùng sống sau rã cao nhất ở nhóm 4 ( với tỷ lệ
CPA Glycerol : Sucrose là 0,5:1) là 70,2%.

3.2.2 Ảnh hưởng của chất lượng tinh trùng thu được từ trích xuất
tinh hoàn TESE

Vì màng tế bào vẫn chưa phát triển đầy đủ nên tinh trùng TESE dễ bị tổn
thương cấu trúc và chức năng sau quá trình đông rã, làm giảm số lượng tinh
trùng sống thu được sau rã đông.
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Trong toàn bộ bốn nhóm nghiên cứu, tỷ lệ thu hồi của TESE đều thấp
hơn PESA. Tuy nhiên tỷ lệ thu hồi của mẫu TESE cũng không có sự khác biệt
lớn (80,5%, 81%, 82,3% và 82,2%).

Bảng 3.6 Tỷ lệ thu hồi và sống của tinh trùng sau rã đông ở mẫu PESA

Tỷ lệ thu hồi của tinh trùng sau rã đông ở mẫu TESE

Nhóm 1 Nhóm 2 Nhóm 3 Nhóm 4

Tỷ lệ sống của tinh trùng sau rã đông ở mẫu TESE

Nhóm 1 Nhóm 2 Nhóm 3 Nhóm 4

Tỷ lệ sống (%) 10,1 40 14,3 18,9
Đối với tỷ lệ sống TESE ở nhóm Sucrose đơn thuần đạt tỷ lệ sống 40%, cao
hơn các nhóm còn lại. Vì vậy đối với tinh trùng TESE việc sử dụng Sucrose
đem lại tỷ sống hiệu quả hơn các nhóm khác.
3.2.3 Ảnh hưởng của chất bảo vệ đông lạnh chứa CPA ngoại bào (Sucrose)
và CPA nội bào (Glycerol)

Bảng 3.7 Tỷ lệ sống của tinh trùng sau rã đông khi sử dụng Glycerol

Tỷ lệ sống của tinh trùng sau rã đông khi sử dụng Glycerol
PESA 19,1
TESE 10,1
CPA nội bào (Glycerol) có thể thẩm thấu qua màng tế bào để xâm nhập vào

tinh trùng, qua đó bảo vệ cấu trúc tế bào trước những hư hại phát sinh trong giai đoạn
bảo quản lạnh và rã đông gây ra. Glycerol có thể đảm nhận vai trò thay thế một phần
lượng nước tự do ở trong tế bào. Khi thâm nhập vào bào tương, những phân tử
Glycerol tạo liên kết với nước thông qua cầu nối hydro, góp phần giảm lượng nước
có khả năng kết tinh. Đồng thời làm hạ điểm đông đặc của môi trường nội bào, nhờ
vậy kìm hãm quá trình hình thành các tinh thể băng kích thước lớn.

Sự thay đổi áp suất thẩm thấu là một nguyên nhân chủ yếu dẫn đến hư hại tế
bào trong giai đoạn đông lạnh và rã đông tinh trùng. Khi nhiệt độ giảm, nước ngoại
bào bắt đầu đông kết sớm hơn, khiến hàm lượng các chất tan tăng lên ở môi trường
ngoài tế bào. Điều này làm phát sinh sự khác biệt về áp suất thẩm thấu giữa môi
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trường ngoại bào và nội bào, làm cho nước thoát khỏi tế bào. CPA nội bào giúp điều
hòa quá trình dịch chuyển nước bằng cách gia tăng áp suất thẩm thấu nội bào. Khi
CPA khuếch tán đến bên trong tinh trùng, mức khác biệt về nồng độ giữa nội bào và
khu vực ngoại bào giảm xuống, từ đó giúp giảm thiểu hiện tượng mất nước hoặc hút
nước quá mức.

CPA nội bào có nguy cơ tạo độc tính, stress thẩm thấu và tăng stress oxy hóa
gây suy giảm chất lượng tinh trùng sau khi rã đông nếu tiếp xúc ở nồng độ lớn.

Bảng 3.8 Tỷ lệ sống của tinh trùng sau rã đông khi sử dụng Sucrose

Tỷ lệ sống của tinh trùng sau rã đông khi sử dụng Sucrose
PESA 24,5
TESE 40
CPA ngoại bào (Sucrose) chủ yếu tác động lên môi trường ngoại bào bằng

cách điều hòa áp suất thẩm thấu, giảm hình thành tinh thể đá và ổn định màng tế bào.
Khi hạ nhiệt để bảo quản lạnh, phần nước bên ngoài tế bào sẽ kết băng sớm hơn vì
nhiệt độ tiếp tục giảm xuống. Sucrose có vai trò quan trọng trong việc kiểm soát quá
trình kết tinh này bằng cách nâng hàm lượng chất tan ở khoang ngoài tế bào, nhờ vậy
hạ nhiệt độ đóng băng của dung dịch và kìm hãm sự lớn lên của các tinh thể băng kích
thước lớn.

Ngoài ra CPA ngoại bào có chức năng kiểm soát cân bằng thẩm thấu khi diễn
ra quá trình làm lạnh. Khi phần nước bên ngoài tế bào chuyển sang trạng thái băng,
độ ưu trương của môi trường gia tăng, khiến nước từ trong tế bào di chuyển ra ngoài
theo cơ chế thẩm thấu. CPA ngoại bào hỗ trợ quá trình này thông qua việc hình thành
môi trường ưu trương ở mức phù hợp, từ đó thúc đẩy sự thoát nước nội bào diễn ra từ
từ và ổn định hơn. Nếu quá trình mất nước xảy ra quá nhanh, tinh trùng có thể bị co
rút mạnh dẫn đến biến dạng màng và tổn thương cấu trúc tế bào. Ngược lại, nếu mất
nước không đầy đủ, lượng nước còn lại trong tế bào có thể tạo thành tinh thể đá nội
bào trong giai đoạn hạ nhiệt sâu. Do đó CPA ngoại bào giúp cân bằng quá trình khử
nước và hạn chế hiện tượng co rút quá mức của tế bào.

Nhược điểm của CPA ngoại bào là không có khả năng thâm nhập hoặc chỉ
thâm nhập rất hạn chế qua màng tế bào tinh trùng. Vì vậy CPA ngọa bào chủ yếu hoạt
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động ở môi trường ngoại bào mà không bảo vệ trực tiếp các cơ quan như ty thể, DNA
của tinh trùng.

Từ kết quả cho thấy môi trường phối hợp Glycerol và Sucrose có ưu thế rõ
hơn đối với mẫu PESA, đặc biệt về tỷ lệ sống sau rã đông. Đối với mẫu TESE,
Sucrose đơn thuần cần được xem là nhóm có kết quả đáng chú ý về tỷ lệ sống.
3.2.5. Phân tích về vai trò của tỷ lệ phối hợp Glycerol và Sucrose

Hai nhóm phối hợp trong nghiên cứu sử dụng Glycerol và Sucrose với
hai tỷ lệ khác nhau: 1:1 và 0,5:1. Cả hai nhóm đều cho tỷ lệ thu hồi tương đương
nhau ở PESA và TESE. Điều này cho thấy thay đổi tỷ lệ phối hợp chưa tạo ra
khác biệt về khả năng tìm lại tinh trùng sau rã đông. Tuy nhiên, tỷ lệ sống lại
có sự khác biệt rõ, đặc biệt ở PESA.
Bảng 3.9 Tỷ lệ sống của tinh trùng sau rã đông khi sử dụng Glycerol : Sucrose tỷ lệ

1:1 và 0,5:1

Tỷ lệ sống của tinh trùng sau rã đông khi sử dụng Glycerol : Sucrose
tỷ lệ 1:1

PESA 41,7
TESE 14,3
Tỷ lệ sống của tinh trùng sau rã đông khi sử dụng Glycerol : Sucrose

tỷ lệ 0,5:1
PESA 70,2
TESE 18,9

Ở mẫu PESA, tỷ lệ sống tăng từ 41,7% ở nhóm phối hợp 1:1 lên 70,2% ở nhóm phối
hợp 0,5:1. Như vậy việc giảm tỷ lệ Glycerol trong công thức phối hợp có liên quan
đến tỷ lệ sống ở mẫu PESA. Có thể diễn giải thận trọng rằng tỷ lệ 0,5:1 có thể tạo ra
sự cân bằng tốt hơn giữa bảo vệ nội bào và giảm gánh nặng thẩm thấu do CPA nội
bào.

Ở mẫu TESE, nhóm phối hợp 0,5:1 cũng có tỷ lệ sống cao hơn nhóm phối hợp
1:1, nhưng mức chênh lệch không lớn (14,3 % so với 18,9%) và đều thấp hơn nhóm
Sucrose đơn thuần (40%).



48

PHẦN IV. KẾT LUẬN VÀ KIẾN NGHỊ
4.1. Kết luận
Nghiên cứu đánh giá 4 loại môi trường đông lạnh trên mẫu tinh trùng số lượng

ít (PESA và TESE) bảo quản bằng cryotop rút ra các kết luận trọng tâm sau:
Tỷ lệ thu hồi: Loại môi trường đông lạnh không ảnh hưởng đáng kể đến khả

năng thu hồi tinh trùng; cả 4 nhóm thử nghiệm đều đạt tỷ lệ thu hồi tốt (>80%).
Tỷ lệ sống theo đặc thù nguồn mẫu:
- Mẫu PESA: Sự phối hợp giữa chất bảo vệ đông lạnh nội bào và ngoại bào

(Glycerol : Sucrose tỷ lệ 0,5 : 1) cho hiệu quả tối ưu, đạt tỷ lệ sống cao nhất (70,2%).
- Mẫu TESE: Sử dụng đơn thuần CPA ngoại bào (Sucrose) mang lại hiệu quả

bảo tồn tỷ lệ sống sau rã đông cao hơn so với các công thức phối hợp (40%)
Một ý nghĩa khác của nghiên cứu là nhấn mạnh vai trò của chuẩn hóa thao tác.

Vì mỗi cọng cryotop chỉ chứa số lượng tinh trùng rất ít, sai lệch nhỏ trong thao tác
bắt tinh trùng, đặt tinh trùng vào giọt môi trường, hơ trên bề mặt nitơ hoặc rã đông
đều có thể ảnh hưởng đến kết quả. Do đó, ngoài lựa chọn môi trường đông, các labo
cần xây dựng quy trình thao tác thống nhất, đào tạo chuyên viên phôi học và kiểm
soát chất lượng thường xuyên khi áp dụng kỹ thuật này.

4.2. Kiến nghị
- Nghiên cứu mức độ tổn thương DNA, chức năng ty thể của tinh trùng sau

quá trình đông rã
- Nghiên cứu rõ hơn về sự khác biệt về đặc điểm bệnh nhân và chất lượng mẫu

ban đầu
- Mở rộng nghiên cứu sâu hơn nhằm theo dõi kết quả thực tế sử dụng mẫu đông

lạnh để có kết luận về ý nghĩa lâm sàng thực tế
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