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ABSTRACT

The objective of this research was to select sugarcane varieties with yield
> 60 tons/ha and commercial cane sugar (CCS) > 11, to recommend to
put into production in Binh Duong province. This study was carried out
in Phu An commune - Ben Cat town - Binh Duong province, from January
2020 to December 2020. The experiment was designed in a split plot (SPD)
with 3 replications and 2 factors, including irrigation as main-plot factor
with 2 levels as irrigated and rain-fed (non-irrigation) conditions, and sug-
arcane varieties as subplot factor with 10 VN varieties named VN14-13-4,
VN14-22-5, VN14-23-13, VN14-37-2, VN14-41-8, VN14-45-3, VN14-49-6,
VN14-74-1, VN14-87-11 and VN14-89-3. The controls consisted of drought
tolerance VN84-4137 and drought sensitive KU60-1 varieties. The results
showed that VN14-37-2, VN14-22-5, VN14-23-13, and VN14-87-11 were
promising sugarcane varieties, suitable for cultivation conditions in Binh
Duong province. Cane yield of these varieties ranged from 69.67 tons/ha
to 75.50 tons/ha in irrigated condition. In the rain-fed condition the yields
obtained were from 55.50 tons/ha to 61.17 tons/ha. Their average yield
was above 62 tons/ha and equivalent to control VN84-4137. Sugar con-
tents of these varieties were above 11.90 CCS. The corrected yield for 10
CCS ranged from 86.83 to 94.78 tons/ha in irrigated condition and 66.10
to 73.99 tons/ha in rain-fed condition.

Cited as: Tran, T. V., & Pham, H. V. (2021). Selection of sugarcane varieties (Saccharum offi-
cianum L.) with high yield and quality, suitable for cultivation conditions in Binh Duong province.
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TÓM TẮT

Đề tài nhằm chọn ra được giống mía đạt năng suất > 60 tấn/ha, chữ
đường (CCS) > 11, để khuyến cáo đưa vào sản xuất tại tỉnh Bình Dương.
Nghiên cứu được thực hiện tại xã Phú An, thị xã Bến Cát, tỉnh Bình
Dương, từ tháng 01/2020 đến tháng 12/2020. Thí nghiệm bố trí theo
kiểu lô phụ (SPD) với 3 lần lặp và 2 yếu tố, lô chính với 2 mức độ là
điều kiện có tưới và nhờ nước trời (không tưới), giống mía bố trí lô
phụ với 10 giống là VN14-13-4, VN14-22-5, VN14-23-13, VN14-37-2,
VN14-41-8, VN14-45-3, VN14-49-6, VN14-74-1, VN14-87-11, VN14-89-3
và đối chứng: giống VN84-4137 chống chịu khô hạn và giống KU60-1 mẫn
cảm khô hạn. Kết quả ghi nhận: VN14-37-2, VN14-22-5, VN14-23-13,
VN14-87-11 là 4 giống mía có triển vọng, phù hợp với điều kiện canh tác
tỉnh Bình Dương. Năng suất thực thu của các giống mía này từ 69,67
đến 75,50 tấn/ha trong điều kiện có tưới và từ 55,50 đến 61,17 tấn/ha
trong điều kiện nhờ nước trời, năng suất thực thu bình quân trên 62
tấn/ha, tương đương so với giống đối chứng VN84-4137. Chữ đường
của các giống này trên 11,90 CCS, năng suất mía quy 10 CCS từ 86,83
đến 94,78 tấn/ha trong điều kiện có tưới và từ 66,10 đến 73,99 tấn/ha
trong điều kiện nhờ nước trời, năng suất mía quy 10 CCS bình quân
của chúng trên 76 tấn/ha, tương đương so với giống đối chứng VN84-4137.

1. Đặt Vấn Đề

Tỉnh Bình Dương thuộc miền Đông Nam bộ,
có khí hậu nhiệt đới gió mùa, đặc trưng chủ yếu
như nhiệt độ cao, khí hậu nóng ẩm, cường độ
ánh sáng mạnh, lượng mưa nhiều và tập trung
một số tháng trong năm (từ tháng 5 đến tháng
11), tương đối thích hợp cho cây mía sinh trưởng,
phát triển, đạt năng suất chất lượng cao, nhất là
khi được tưới bổ sung trong mùa khô (Cao, 2020).

Vụ mía 2019/2020, tỉnh Bình Dương có tổng
diện tích mía 561 ha, năng suất bình quân 42,0
tấn/ha thấp hơn năng suất bình quân chung của
cả nước (64,7 tấn/ha). Cơ cấu giống mía dù đã
được cải thiện nhưng các giống mía chủ lực K95-
156 và LK92-11 (chiếm khoảng 76% diện tích
mía) hiện đang bị nhiễm bệnh nhiều, là một trong
những yếu tố làm giảm năng suất, chất lượng mía
(Cao, 2020). Để đảm bảo cho cây mía sinh trưởng,
phát triển tốt thì trong mỗi giai đoạn sinh trưởng

phải đảm bảo một độ ẩm nhất định, tùy thời tiết,
giống, kỹ thuật canh tác mà nhu cầu nước có thể
biến động từ 13.000 - 20.000 tấn nước/ha để cho
100 tấn mía; khi cây mía thiếu nước sẽ chậm phát
triển và năng suất mía bị giảm từ 15 - 40% (Tran,
2003). Công tác nghiên cứu giống mía đã lai tạo
và nhập nội được một số giống mía có khả năng
chịu hạn và được đưa vào sản xuất như VN84-
4137, VN85-1427 và K88-92... có năng suất trung
bình trên 70 tấn/ha nhưng đang bị sâu bệnh hại
nhiều. Đặc biệt những năm gần đây, giá đường
trên thế giới và trong nước có chiều hướng giảm,
dẫn đến giá mía ngày càng giảm, kết hợp với thời
tiết hạn hán thường xuyên dẫn tới hiệu quả kinh
tế cây mía thấp (Cao, 2020). Để khắc phục những
tồn tại trên, việc tuyển chọn các giống mía có
năng suất cao, chất lượng tốt để đa dạng hóa bộ
giống hiện đang được trồng phổ biến trong sản
xuất, phù hợp với điều kiện canh tác tỉnh Bình
Dương là hết sức cấp thiết.
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2. Vật Liệu và Phương Pháp Nghiên Cứu

2.1. Vật liệu nghiên cứu

Gồm 10 giống mía có xuất xứ từ Việt Nam,
bao gồm VN14-13-4, VN14-22-5, VN14-23-13,
VN14-37-2, VN14-41-8, VN14-45-3, VN14-49-6,
VN14-74-1, VN14-87-11, VN14-89-3 và 2 giống
đối chứng là VN84-4137 chống chịu khô hạn xuất
xứ từ Việt Nam, KU60-1 mẫn cảm khô hạn xuất
xứ từ Thái Lan.

2.2. Phương pháp nghiên cứu

Phương pháp thực hiện: Áp dụng QCVN 01-
131:2013 BNNPTNT – Quy chuẩn kỹ thuật quốc
gia về khảo nghiệm giá trị canh tác và sử dụng
của giống mía.

Bố trí thí nghiệm: Thí nghiệm được bố trí theo
kiểu lô phụ (SPD) với 3 lần và 2 yếu tố như sau:

� Lô chính bố trí tưới nước (T), bao gồm tưới
nước (T1) và không tưới nước (T0).

� Lô phụ bố trí các giống (G) được sắp xếp
ngẫu nhiên.

Chỉ tiêu theo dõi: Tỷ lệ mọc mầm, sức đẻ
nhánh, chiều cao cây nguyên liệu, tốc độ vươn
cao, khả năng chống chịu, các yếu tố cấu thành
năng suất, chất lượng, năng suất quy 10 CCS.

2.3. Địa điểm và thời gian nghiên cứu

Nghiên cứu được thực hiện tại Viện Nghiên
cứu Mía đường, xã Phú An, thị xã Bến Cát, tỉnh
Bình Dương, từ tháng 01 năm 2020 và kết thúc
vào tháng 12 năm 2020.

2.4. Phương pháp xử lý số liệu

Số liệu thí nghiệm được thu nhập, phân tích và
xử lý bằng phần mềm Microsolf Excel. Phân tích
ANOVA và trắc nghiệm phân hạng bằng phần
mềm SAS 9.1.

3. Kết Quả và Thảo Luận

3.1. Tỷ lệ mọc mầm và sức đẻ nhánh của các
giống mía

Thời kỳ mọc mầm là thời kỳ mở đầu quan
trọng, có ảnh hưởng lớn đến quá trình sinh
trưởng, phát triển của cây mía. Giai đoạn mọc

mầm quyết định mật độ cây và mật độ cây hữu
hiệu khi thu hoạch. Tỷ lệ mọc mầm của các giống
mía phụ thuộc chủ yếu vào chất lượng hom vì
vậy tỷ lệ mọc mầm của các giống trong điều
kiện có tưới và nhờ nước trời đều không có sự
sai khác có ý nghĩa thống kê so với 2 giống đối
chứng VN84-4137 (42,00%), KU60-1 (42,30%).
Theo quy chuẩn QCVN 01-131:2013/BNNPTNT,
giống VN14-89-3 có tỷ lệ mọc mầm trung bình
kém (39,52%), các giống còn lại ở mức trung bình
(40,37 - 43,67%) nhưng về phương diện thống kê,
các giống mới đều có tỷ lệ mọc mầm tương đương
so với 2 giống đối chứng (Bảng 1).

Theo Tran (2003), mía là cây cần rất nhiều
nước trong quá trình sinh trưởng và phát triển,
mức tiêu thụ nước trên một ha vào khoảng 1.500
- 2.200 mm (50 - 60% lượng mưa hiệu quả). Kết
quả nghiên cứu cho thấy khi thực hiện tưới bổ
sung từ khi trồng mía có sự khác biệt về chỉ
tiêu sức đẻ nhánh, trong điều kiện có tưới, sức
đẻ nhánh của các giống (0,79 nhánh/cây mẹ) cao
hơn so với trong điều kiện nhờ nước trời (0,56
nhánh/cây mẹ), khác biệt có ý nghĩa thống kê ở
mức ý nghĩa 99%. Các giống mía có sức đẻ nhánh
dao động từ 0,45 đến 0,90 nhánh/cây mẹ, sai khác
giữa các giống rất có ý nghĩa thống kê ở mức mức
độ tin cậy 99%, trong đó VN14-37-2 có sức đẻ
nhánh (0,90 nhánh/cây mẹ) cao hơn cả 2 giống
chứng VN84-4137 (0,75 nhánh/cây mẹ) và KU60-
1 (0,59 nhánh/cây mẹ); VN14-23-13, VN14-87-
11, VN14-89-3, VN14-22-5 tương đương với đối
chứng VN84-4137 và cao hơn so với đối chứng
KU60-1.

3.2. Chiều cao cây nguyên liệu và tốc độ vươn
cao của các giống mía

Trong điều kiện có tưới được bổ sung nước
trong giai đoạn khô hạn, mía làm lóng vươn cao
sớm, chiều cao cây nguyên liệu cao hơn khác biệt
có ý nghĩa thống kê ở mức ý nghĩa 99% so với
trong điều kiện không tưới (233,4 so với 194,1
cm). Các giống VN14-37-2, VN14-22-5, VN14-
23-13, VN14-87-11, VN14-74-1 có chiều cao cây
nguyên liệu tương đương so với giống đối chứng
VN84-4137 (236,1 cm) và khác biệt có ý nghĩa
thống kê ở mức ý nghĩa 99% so với giống đối
chứng KU60-1 (189,4 cm) (Bảng 2). Kết quả này
tương tự so với kết quả nghiên cứu của Le (2005)
tại Bình Dương chiều cao cây nguyên liệu trong
điều kiện thâm canh dao động từ 235,1 - 259,0
cm.

Đối với tốc độ vươn cao, không có sai khác giữa

www.jad.hcmuaf.edu.vn Tạp chí Nông nghiệp và Phát triển 20(5)

http://jad.hcmuaf.edu.vn


4 Trường Đại học Nông Lâm TP. Hồ Chí Minh

Bảng 1. Tỷ lệ mọc mầm và sức đẻ nhánh của các giống mía

Giống
Tỷ lệ mọc mầm (%) Sức đẻ nhánh (nhánh/cây mẹ)

Tưới Không tưới TB (B) Tưới Không tưới TB (B)
VN84-4137 (đ/c) 41,48 42,52 42,00 0,87abc 0,64efg 0,75b

VN14-37-2 41,63 40,59 41,11 0,96a 0,85a-d 0,90a

VN14-89-3 39,19 39,85 39,52 0,94ab 0,54fgh 0,74b

VN14-13-4 42,15 38,59 40,37 0,71c-f 0,52gh 0,61c

VN14-49-6 45,78 40,67 43,22 0,53gh 0,36h 0,45d

VN14-22-5 43,04 44,30 43,67 0,88abc 0,65d-g 0,77b

VN14-23-13 43,85 40,15 42,00 0,81a-e 0,79a-e 0,80ab

VN14-87-11 43,63 39,26 41,44 0,83a-e 0,86a-d 0,84ab

VN14-74-1 41,41 41,93 41,67 0,80a-e 0,41h 0,61c

VN14-45-3 42,74 43,33 43,04 0,76a-e 0,38h 0,57cd

VN14-41-8 43,63 43,56 43,59 0,72c-f 0,36h 0,54cd

KU60-1 (đ/c) 42,44 42,15 42,30 0,74b-e 0,43h 0,59c

TB (A) 42,58 41,40 0,79a 0,56b

CV% = 9,46; FA = 83,52ns; CV% = 16,00; FA = 356,16**;
FB = 0,62ns; FAB = 0,52ns; FB = 9,8∗∗; FAB = 2,67∗∗

a-hCác trung bình trong cùng một cột có các chữ cái khác nhau chỉ sự khác biệt có ý nghĩa (P < 0,05).
Các kí tự in hoa khác nhau thể hiện sự khác biệt có ý nghĩa về thống kê các giá trị trung bình giữa các
giống/điều kiện tưới; Các ký tự in thường khác nhau thể hiện sự khác biệt có ý nghĩa về thống kê giữa các
nghiệm thức; ns: Khác biệt không có ý nghĩa; ∗∗: Khác biệt rất có ý nghĩa mức 0,01.

điều kiện có tưới và không tưới; giữa các giống
có khoảng dao động từ 14,0 đến 20,7 cm/tháng,
trong đó, VN14-37-2 cao có tốc độ vươn cao trên
20 cm/tháng, tương tự giống đối chứng VN84-
4137 (Bảng 2).

3.3. Các yếu tố cấu thành năng suất của các
giống mía

Mật độ cây hữu hiệu là một trong hai yếu tố
quan trọng cấu thành năng suất (cùng với khối
lượng cây). Đối với mật độ cây hữu hiệu, các giống
VN14-37-2, VN14-22-5 và VN14-23-13 có ưu thế
về mật độ cây hữu hiệu, tương đương so với giống
đối chứng VN84-4137 (56,1 ngàn cây/ha) và cao
hơn so với giống đối chứng KU60-1 (50,5 ngàn
cây/ha). Mật độ cây hữu hiệu trung bình của
các giống mía trong điều điện có tưới (56,1 ngàn
cây/ha) cao hơn trong điều điện có tưới (48,9
ngàn cây/ha), khác biệt có ý nghĩa thống kê ở
mức ý nghĩa 95% (Bảng 3).

Cùng với mật độ cây hữu hiệu, khối lượng cây
là yếu tố quan trọng quyết định năng suất mía.
Khối lượng cây của các giống dao động trong
khoảng 1,22 - 1,41 kg, cao nhất là giống VN14-37-
2 (1,41 kg), tương đương so với giống đối chứng
VN84-4137 (1,37 kg) và cao hơn so với giống đối
chứng KU60-1 (1,27 kg). Về khối lượng cây trung
bình của các giống mía trong điều kiện có tưới
(1,43 kg) khác biệt rất có ý nghĩa ở mức ý nghĩa

99% so với khối lượng cây trung bình của các
giống mía trong điều kiện có tưới (1,43 kg) (Bảng
3).

3.4. Năng suất và chữ đường của các giống mía

Đánh giá ảnh hưởng của chế độ tưới lên năng
suất cây mía trong điều kiện khô hạn, trong
điều kiện có tưới cho thấy các giống VN14-37-2,
VN14-22-5, VN14-23-13 có năng suất thực thu
trên 70 tấn/ha, tương đương so với giống đối
chứng VN84-4137 (74,0 tấn/ha) và cao hơn hoặc
tương đương so với giống đối chứng KU60-1 (67,6
tấn/ha). Trong điều kiện không có tưới các giống
VN14-37-2, VN14-22-5, VN14-23-13, VN14-87-11
cho năng suất thực thu trên 55 tấn/ha tương
đương so với giống đối chứng VN84-4137 (58,2
tấn/ha) và cao hơn so với giống đối chứng KU60-1
(43,8 tấn/ha). Các giống VN14-37-2, VN14-22-5,
VN14-23-13, VN14-87-11 đem lại năng suất thực
thu bình quân ở 2 điều kiện có tưới và không
tưới trên 62 tấn/ha, tương đương so với giống
đối chứng VN84-4137 (66,1 tấn/ha) và cao hơn so
với giống đối chứng KU60-1 (55,7 tấn/ha). Năng
suất thực thu trung bình ở điều kiện có tưới (69,1
tấn/ha) cao hơn khác biệt có ý nghĩa thống kể ở
mức ý nghĩa 99% so với ở điều kiện không tưới
(48,0 tấn/ha) (Bảng 4).

Phân tích kết quả chữ đường cho thấy chữ
đường của các giống đều đạt trên 10,5 CCS, nhìn
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Bảng 2. Chiều cao cây nguyên liệu và tốc độ vươn cao của các giống mía

Giống
Chiều cao cây nguyên liệu (cm) Tốc độ vươn cao (cm/tháng)
Tưới Không tưới TB (B) Tưới Không tưới TB (B)

VN84-4137 (đ/c) 251,6 220,6 236,1a 20,0 21,3 20,7
VN14-37-2 253,4 219,5 236,4a 19,7 20,8 20,2
VN14-89-3 228,8 182,8 205,8cde 17,3 16,4 16,8
VN14-13-4 217,0 170,5 193,8e 15,2 14,6 14,9
VN14-49-6 220,1 177,2 198,7de 15,8 15,7 15,8
VN14-22-5 248,7 213,2 230,9ab 19,4 20,0 19,7
VN14-23-13 244,9 207,7 226,3abc 18,7 19,2 18,9
VN14-87-11 244,5 213,0 228,8ab 18,4 19,8 19,1
VN14-74-1 235,9 195,6 215,7a-d 18,2 18,8 18,5
VN14-45-3 209,1 169,1 189,1e 13,8 14,5 14,2
VN14-41-8 236,6 192,4 214,6bcd 18,1 18,3 18,2

KU60-1 (đ/c) 210,7 168,1 189,4e 14,0 14,0 14,0
TB (A) 233,4a 194,1b

CV% = 7,66; FA = 465,83**;
FB = 7,30**; FAB = 0,17ns

a-eCác trung bình trong cùng một cột có các chữ cái khác nhau chỉ sự khác biệt có ý nghĩa (P < 0,05).
Các kí tự in hoa khác nhau thể hiện sự khác biệt có ý nghĩa về thống kê các giá trị trung bình giữa các
giống/điều kiện tưới; Các ký tự in thường khác nhau thể hiện sự khác biệt có ý nghĩa về thống kê giữa các
nghiệm thức; ns: Khác biệt không có ý nghĩa; ∗∗: Khác biệt rất có ý nghĩa mức 0,01.

Bảng 3. Các yếu tố cấu thành năng suất của các giống mía

Giống
Mật độ cây hữu hiệu (ngàn cây/ha) Khối lượng cây (kg)
Tưới Không tưới TB (B) Tưới Không tưới TB (B)

VN84-4137(đ/c) 57,6 54,6 56,1ab 1,48 1,25 1,37ab

VN14-37-2 61,5 57,0 59,2a 1,52 1,29 1,41a

VN14-89-3 55,1 47,0 51,0bc 1,43 1,10 1,26cde

VN14-13-4 54,3 45,6 50,0c 1,41 1,08 1,24de

VN14-49-6 53,4 42,4 47,9c 1,39 1,09 1,24de

VN14-22-5 61,2 57,5 59,3a 1,46 1,24 1,35abc

VN14-23-13 59,2 56,1 57,6a 1,44 1,22 1,33a-d

VN14-87-11 58,2 53,3 55,7ab 1,43 1,23 1,33a-d

VN14-74-1 53,6 42,8 48,2c 1,42 1,15 1,28b-e

VN14-45-3 52,7 43,0 47,8c 1,37 1,08 1,22e

VN14-41-8 51,2 41,2 46,2c 1,38 1,11 1,24de

KU60-1 (đ/c) 54,7 46,2 50,5bc 1,43 1,12 1,27b-e

TB (A) 56,1a 48,9b 1,43a 1,16b

CV% = 9,29; FA = 24,83*; CV%=5,46; FA = 2.309,77**;
FB = 5,86**; FAB = 0,61ns; FB = 4,13**; FAB = 0,60ns

a-eCác trung bình trong cùng một cột có các chữ cái khác nhau chỉ sự khác biệt có ý nghĩa (P < 0,05). Các kí
tự in hoa khác nhau thể hiện sự khác biệt có ý nghĩa về thống kê các giá trị trung bình giữa các giống/điều kiện
tưới; Các ký tự in thường khác nhau thể hiện sự khác biệt có ý nghĩa về thống kê giữa các nghiệm thức; ns: Khác
biệt không có ý nghĩa; ; ∗: Khác biệt có ý nghĩa mức 0,05; ∗∗: Khác biệt rất có ý nghĩa mức 0,01.

chung có phần thấp hơn so với đối chứng VN84-
417 (12,70 - 12,80 CCS) và cao hơn so với giống
đối chứng KU60-1 (10,10 - 10,31 CCS), trong đó
VN14-37-2, VN14-89-3, VN14-22-5 và VN14-23-
13 có chữ đường trên 12 CCS trong cả 2 điều kiện
có tưới và không tưới. Chữ đường trong điều kiện
có tưới đạt 12,15 CCS, cao hơn 0,43 CCS so với

điều kiện không tưới.
Luc & ctv. (2020) cho kết quả nghiên cứu bộ

giống tương tự tại tỉnh Nghệ An cho thấy phần
trăm vượt của năng suất quy 10 CCS ở điều kiện
có tưới so với ở điều kiện không tưới là 33,1%,
cao hơn phần trăm vượt của các giống VN14-37-
2, VN14-22-5, VN14-23-13, VN14-87-11 và thấp
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hơn phần trăm vượt của các giống còn lại trong
thí nghiệm. Năng suất quy 10 CCS trung bình ở
2 điều kiện có tưới và không tưới của các giống
VN14-37-2, VN14-22-5, VN14-23-13, VN14-87-11
trên 76 tấn/ha, kém hơn dưới 10% so với giống
đối chứng VN84-4137 (giống chịu hạn, có năng
suất và chữ đường cao nhất trong số 2 giống
đối chứng); các giống còn lại kém hơn đối chứng
VN84-4137 trong khoảng 19,0 - 27,7%. Như vậy,
các giống VN14-37-2, VN14-22-5, VN14-23-13,
VN14-87-11 cho năng suất cao ít bị ảnh hưởng
bởi điều kiện tưới hơn so với các giống còn lại.

3.5. Khả năng chống chịu sâu bệnh hại của các
giống mía

Cao (2015) ghi nhận rằng, tỷ lệ cây bị hại dưới
10% là ngưỡng gây hại chấp nhận được trong
sản xuất và chưa vượt ngưỡng gây hại về kinh
tế. Trong quá trình sinh trưởng của các giống
mía, bị hại chủ yếu bởi sâu đục thân 4 vạch đầu
vàng (Chilo sacchariphagus Bojer) và sâu đục
thân mình tím (Phragmataecia castaneae Hub-
ner). Nhìn chung, tất cả các giống mía đều có
khả năng chống chịu sâu hại.

Chưa ghi nhận xuất hiện bệnh than (Ustilago
scitaminea Sydow.), bệnh thối đỏ, bệnh xoắn
cổ lá (Gibberella moniliformis) và bệnh trắng lá
(Mycoplasma). Trong giai đoạn trước thu hoạch,
bệnh đốm lá xuất hiện trên tất cả các giống tham
gia khảo nghiệm nhưng chủ yếu gây hại trên các
lá già không ảnh hưởng đến sinh trưởng của mía.

4. Kết Luận

Các giống mía VN14-37-2, VN14-22-5, VN14-
23-13 và VN14-87-11 triển vọng cho năng suất,
chất lượng tốt (năng suất thực thu > 60 tấn/ha,
chữ đường > 11,9 CCS) phù hợp với cả điều kiện
canh tác có tưới và nhờ nước trời tại tỉnh Bình
Dương và có thể bổ sung bộ giống đang được
trồng phổ biến hiện nay.

Lời Cam Đoan

Chúng tôi cam đoan bài báo do nhóm tác giả
thực hiện và không có mâu thuẫn nào giữa các
tác giả.
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ABSTRACT

Low-density lipoprotein (LDL) derived from hen egg yolk has been
considered an important component in the storage of canine semen;
however, in Vietnam, there have not been many studies regarding
this topic. Therefore, this study aimed to evaluate the effectiveness
of LDL in the preservation of canine chilled semen in Vietnam. The
assessment of semen samples was based on four criteria: storage time,
motility, absolute viability, and integrity of acrosomal membrane at
motility rate 0.9; 0.5 and 0.3. The semen samples collected were
divided into three equal parts, each was then diluted with three
different extenders and stored at 4oC. The extenders were LDL +
basic extender (LDL), egg yolk + basic extender (EY), and basic
extender (C). The storage time of canine semen was recorded from
the beginning of monitoring until the motility decreased to 0.3. The
storage time of the three extenders was in the order of EY > LDL
> C, with 108 h, 60 h, and 48 h, respectively. The absolute viability
of fertilizable sperm (Sa5) in the extender was EY (768), LDL (423)
and C (280), which was significant (P < 0.001). The percentage of
viable sperm with intact acrosome membrane at motility time A
= 0.9 in LDL was 59.31%, higher than that in EY (30.99%). In the
storage period from A = 0.9 to A = 0.5, the acrosome loss percentage
of both EY and LDL decreased equally (7.30% and 7.23%), but the
storage time of EY (84 h) was longer than that of LDL (48 h).
In conclusion, the EY gave a longer storage time, higher absolute
viability and longer maintain percentage of viable sperms and intact
acrosome membrane compared to the LDL. However, within the first
hours of storage, the percentage of viable sperm and intact acrosome
membrane in the EY was lower than that in the LDL. Therefore, to
preserve canine semen for a short time (less than 48 h), the LDL
extender should be used for better effectiveness.

Cited as: Nguyen, V. T., Nguyen, A. T. P., Nguyen, H. D., Ha, P. L. G., & Doan, K. T. V. (2021).
Effects of low-density lipoprotein extracted from egg yolk on preservation of chilled canine semen
(4oC). The Journal of Agriculture and Development 20(5), 8-15.
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TÓM TẮT

Lipoprotein tỷ trọng thấp (LDL) chiết xuất từ lòng đỏ trứng gà đóng
vai trò chính trong bảo quản tinh dịch chó, tuy nhiên tại Việt Nam
chưa có nhiều nghiên cứu về vấn đề này. Mục tiêu của nghiên cứu
nhằm đánh giá tác động của LDL trong bảo quản lạnh tinh dịch chó.
Kết quả được đánh giá qua các chỉ tiêu gồm thời gian bảo quản, hoạt
lực, sức sống tuyệt đối và tính nguyên vẹn của màng acrosome tại
các mức hoạt lực 0,9; 0,5 và 0,3. Ba loại môi trường được sử dụng
gồm môi trường căn bản + lòng đỏ trứng gà (EY), môi trường căn
bản + LDL (LDL) và môi trường căn bản (C). Thời gian bảo quản
tinh dịch chó trong ba loại môi trường từ khi bắt đầu theo dõi đến
khi hoạt lực về 0,3 giảm dần theo thứ tự EY > LDL > C, tương ứng
với 108 giờ, 60 giờ và 48 giờ. Sức sống tuyệt đối của tinh trùng còn
khả năng thụ tinh (Sa5) trong các môi trường lần lượt là EY (768),
LDL (423) và C (280), khác biệt rất có ý nghĩa với P < 0,001. Tỷ
lệ tinh trùng sống - còn nguyên vẹn màng acrosome tại thời điểm
hoạt lực = 0,9 trong môi trường LDL (59,31%) cao hơn trong EY
(30,99%). Tuy nhiên, khi hoạt lực giảm từ 0,9 đến 0,5 thì tỷ lệ tinh
trùng sống - còn màng acrosome ở cả môi trường EY và LDL đều
giảm tương đương nhau (7,30% và 7,23% ), nhưng thời gian bảo
quản của EY (84 giờ) lâu hơn so với LDL (48 giờ). Kết quả cho
thấy môi trường EY có thời gian bảo tồn, sức sống tuyệt đối và duy
trì tỷ lệ tinh trùng sống - còn màng acrosome tốt hơn môi trường
LDL. Tuy nhiên, ngay sau pha chế, tỷ lệ tinh trùng sống - còn màng
acrosome đã rất thấp. Do đó, khi bảo quản tinh dịch trong thời gian
ngắn (dưới 48 giờ) thì sử dụng LDL sẽ cho kết quả tốt, với tỷ lệ tinh
trùng sống - còn màng acrosome cao.

1. Đặt Vấn Đề

Trong những năm gần đây, nuôi chó làm thú
cưng đang trở nên phổ biến tại Việt Nam, đặc biệt
là các giống chó đẹp, quý hiếm và thân thiện. Từ
đó, nhu cầu về nhân giống các giống chó này cũng
tăng theo. Phương pháp nhân giống chủ yếu được
sử dụng hiện nay là giao phối trực tiếp, phương
pháp này gây hao tổn đực giống, dẫn tới giảm
thời gian khai thác, cũng vì các lý do trên nên
chi phí một lần phối giống khá cao. Vì vậy, gieo
tinh nhân tạo trên chó đang dần phổ biến, phương
pháp này đảm bảo được sức khỏe của đực giống
do một lần khai thác tinh dịch có thể phân thành

nhiều liều tinh và bảo quản dài ngày hơn vì thế
giảm số lần khai thác đực giống, đảm bảo sức
khỏe và tăng thời gian khai thác.

Để việc gieo tinh nhân tạo đạt hiệu quả cao,
ngoài yếu tố kỹ thuật còn phải đảm bảo chất
lượng của tinh dịch tốt, do đó môi trường bảo
quản tinh dịch trong gieo tinh nhân tạo đóng vai
trò quan trọng. Tại nước ta hiện nay, môi trường
bảo quản tinh chó còn nhiều hạn chế nên phải
nhập khẩu từ nước ngoài với giá thành cao, làm
tăng chi phí một lần gieo tinh. Do đó, cần đẩy
mạnh các nghiên cứu trong nước về các chất bổ
sung trong môi trường bảo quản nhằm cải thiện
chất lượng môi trường, giúp giảm chi phí gieo tinh
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nhân tạo tại nước ta.
Một trong số các chất thường được sử dụng

để bổ sung vào môi trường bảo quản là lòng đỏ
trứng gà bởi khả năng bảo vệ tinh trùng khỏi sự
sốc lạnh và cung cấp dinh dưỡng trong quá trình
bảo quản lạnh (Moussa & ctv., 2002). Tuy nhiên,
việc sử dụng lòng đỏ trứng gà tăng khả năng vấy
nhiễm vi sinh từ đó làm cho mẫu tinh nhiễm nội
độc tố ảnh hưởng đến khả năng thụ tinh. Bên
cạnh đó, những nghiên cứu gần đây lại cho rằng
phần lớn hiệu quả bảo quản đến từ sự có mặt
của lipoprotein tỉ trọng thấp (LDL) trong lòng
đỏ trứng (Moussa & ctv., 2002).

Từ những thực tế trên, đề tài nghiên cứu được
thực hiện nhằm đánh giá tác động của LDL trong
bảo quản tinh dịch chó.

2. Vật Liệu và Phương Pháp Nghiên Cứu

2.1. Tách chiết LDL từ lòng đỏ trứng gà

2.1.1. Vật liệu

Trứng gà tươi được thu thập trong vòng 24
giờ sau khi đẻ tại trại Nghiên Cứu Ứng Dụng
(Applied Research Farm) thuộc Trường Đại học
Nông Lâm TP.HCM. Trứng gà được loại bỏ hoàn
toàn phần lòng trắng, phần lòng đỏ được lăn trên
giấy (Newstar 101, Trung Quốc) để loại bỏ phần
lòng trắng còn sót lại trên màng lòng đỏ. Sau đó,
màng lòng đỏ được rạch và thu lòng đỏ vào cốc.

2.1.2. Phân tách plasma

Phần bào tương trứng trong lòng đỏ được phân
tách theo phương pháp của McBee (Bee & Cot-
terill, 1979). Lòng đỏ sau khi phân tách được pha
loãng bằng một lượng dung dịch NaCl 0,17 M có
thể tích tương đương và khuấy bằng máy khuấy
từ HI190M (Hanna Instruments, Anh) trong 1 giờ
ở 4oC. Dung dịch này được ly tâm bằng máy ly
tâm (HERMLE, Đức) ở mức 12.500 vòng/phút
trong 15 phút ở 4oC, thu phần nổi (bào tương
trứng) loại bỏ phần hạt nhỏ lắng bên dưới.

2.1.3. Chiết xuất LDL

Bào tương trứng (pH ≈ 6,0) được trộn với 5%
PEG-4000 (HiMedia, Ấn Độ) bằng máy khuấy từ
ở 4oC trong 1 giờ. Hỗn hợp này tiếp tục được ly
tâm với vận tốc 15.000 vòng/phút ở 4oC trong 15
phút. Phần vật chất nổi là phần giàu LDL được
thu lại.

2.2. Bảo quản tinh dịch chó

2.2.1. Thú thí nghiệm

Mẫu tinh dịch được thu nhận từ 1 chó đực, đủ 1
năm tuổi, thuộc giống chó ta có khối lượng 12 kg.
Mẫu tinh được thu thập bằng âm đạo giả với tần
suất 1 lần/tuần, liên tục trong 20 tuần. Tổng số
mẫu tinh thu được là 15 mẫu và sau khi pha loãng
có 8 mẫu tinh đạt tiêu chuẩn (hoạt lực trên 0,8,
số lượng từ 200 × 106 tinh trùng/lần xuất tinh
trở lên, tỷ lệ kỳ hình nhỏ hơn 10% được sử dụng
trong thí nghiệm.

2.2.2. Môi trường bảo quản

Mỗi mẫu tinh đạt tiêu chuẩn được chia thành
ba phần bằng nhau để pha loãng với 3 loại môi
trường bảo quản gồm: môi trường căn bản (C),
môi trường căn bản + lòng đỏ trứng gà (EY)
và môi trường căn bản + LDL (LDL) (Bảng 1),
môi trường căn bản dựa trên môi trường Tris -
fructose của Iguer - Ouada & Verstegen (2001).
Tất cả các môi trường kể trên đều được điều chỉnh
độ pH ở 6,7 – 6,8 bằng thiết bị đo pH của Hanna
Instruments, Anh.

2.2.3. Bảo quản lạnh

Mỗi mẫu tinh (đạt tiêu chuẩn sử dụng) được
chia thành 3 phần bằng nhau, sau đó mỗi phần sẽ
pha loãng với từng loại môi trường theo tỷ lệ 1:1.
Sau khi pha loãng tinh dịch sẽ được để ổn định
ở nhiệt độ phòng trong 15 phút. Sau đó kiểm tra
lại hoạt lực, các mẫu tinh có điểm hoạt lực từ 0,9
trở lên sẽ được chia vào các ống eppendorf 0,5
mL và bảo quản trong tủ lạnh đã cài đặt nhiệt
độ ở 4oC.

2.3. Các chỉ tiêu theo dõi

Mẫu tinh sau khi khai thác (tinh nguyên) được
kiểm tra thu thập số liệu và đánh giá phẩm chất
tinh dịch gồm thể tích (V), hoạt lực (A), nồng độ
tinh trùng (C), kỳ hình và tổng số tinh trùng có
khả năng thụ tinh (V.A.C).

Mẫu tinh pha chế với môi trường sẽ được kiểm
tra, thu thập số liệu để đánh giá thời gian bảo tồn
tinh dịch và đánh giá sức sống tuyệt đối (Sa) theo
công thức của Nguyen & Nguyen (1997) thông
qua việc theo dõi định kỳ sự thay đổi hoạt lực
theo thời gian. Sự thay đổi hoạt lực bắt đầu được
đánh giá sau khi pha chế 15 phút và định kỳ mỗi
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Bảng 1. Môi trường bảo quản tinh dịch1

Thành phần trong 100 mL C EY LDL
Tris (g) 3,03 3,03 3,03
Glucose (g) 1,25 1,25 1,25
Citrate.natri.2H2O (g) 1,81 1,81 1,81
Penicillin (mg) 100,00 100,00 100,00
Streptomycin (mg) 100,00 100,00 100,00
Lòng đỏ trứng gà (mL) 0,00 20,00 0,00
LDL (g) 0,00 0,00 6,00

1C: môi trường căn bản; EY: môi trường căn bản + lòng đỏ trứng gà;
LDL: môi trường căn bản + low-density lipoprotein (LDL).

12 giờ cho tới khi mức hoạt lực A = 0,3. Tại
các mức hoạt lực A = 0,9 các mẫu tinh sẽ được
nhuộm acrosome theo phương pháp của Kovács &
Foote (1992) để đánh giá tính nguyên vẹn màng
acrosome; tại mức hoạt lực A = 0,5 và A = 0,3
chỉ nhuộm acrosome theo phương pháp Kovács &
Foote 2 mẫu tinh có thời gian bảo tồn cao nhất
để đánh giá tính nguyên vẹn màng acrosome.

2.3.1. Phẩm chất tinh dịch

Thể tích (Volume):

Tinh dịch sau khi khai thác được cho vào ống
falcon có chia vạch để kiểm tra thể tích tinh dịch.

Đánh giá hoạt lực (Activity):

Tiến hành: nhỏ 1 giọt tinh lên lam kính sạch
và khô, sau đó đặt phiến kính lên tiêu bản và đặt
lên kính hiển vi xem ở vật kính 10x và 40x.

Xem kính: hoạt lực tinh trùng được đánh giá
dựa theo mức hoạt động tiến thẳng của tinh
trùng và cho điểm theo thang điểm của Milovanov
(1962).

Đánh giá nồng độ (Concentration):

Tiến hành: Sử dụng buồng đếm hồng bạch cầu
(Hirschmann, Đức). Pha loãng tinh dịch chó 200
lần bằng NaCl 3%. Dùng micropipette nhỏ hỗn
hợp lên buồng đếm đã đậy sẵn phiến kính. Sau đó
đặt buồng đếm lên kính hiển vi, tiến hành đếm
5 ô lớn (4 ô bốn góc và 1 ô chính giữa). Khi đếm
thì đếm đầu tinh trùng, không đếm lặp lại.

Kết quả được tính theo công thức:
C = 50000 × n × b = n × 106

Trong đó:
C: nồng độ tinh trùng trong 1 mL tinh dịch
n: số lượng tinh trùng đếm được trong 5 ô lớn
b: hệ số pha loãng (200 lần)
Đánh giá kỳ hình:

Sử dụng phương pháp nhuộm Kovács (1992) để
kiểm tra kỳ hình tinh trùng.

Tiến hành: Nhỏ 1 giọt tinh dịch chó và 1
giọt trypan blue 0,27% lên lam kính sau đó trộn
đều rồi dàn mỏng và để khô. Lam kính tiếp tục
được ngâm trong dung dịch cố định (gồm 14 mL
formaldehyde, 86 mL HCl 1 N và 0,2 g neutral
red) trong 5 phút sau đó rửa với nước cất và để
khô. Sau khi nhuộm trong dung dịch Giemsa 7,5%
ở 40oC trong 4 - 5 tiếng, lam kính được rửa với
nước cất, để khô và kiểm tra ở vật kính x100.

2.3.2. Đánh giá sức sống tuyệt đối của tinh trùng

Theo Nguyen & Nguyen (1997), sức sống tuyệt
đối của tinh trùng được tính dựa theo công thức:

Sa =
∑

at
Trong đó:
Sa: chỉ số sức sống tuyệt đối của tinh trùng
a: sức hoạt động thực tế của tinh trùng trong

khoảng thời gian giữa hai lần kiểm tra (lần trước
và lần sau thời điểm cần tính)

t: thời gian mà tinh trùng duy trì được sức hoạt
động a

Thời gian được tính theo công thức:
tn = (Tn+1 – Tn-1)/2
Trong đó:
tn: thời gian mà tinh trùng có sức hoạt động

giữa 2 lần kiểm tra
Tn+1: thời gian bảo quản từ lúc bắt đầu thí

nghiệm đến lần kiểm tra sau
Tn-1: thời gian bảo quản từ lúc bắt đầu thí

nghiệm đến lần kiểm tra trước
Ngay tại lúc bắt đầu thí nghiệm, vì n = 0 nên

Tn-1 = 0. Do đó, ta có:
tn = (Tn = 1)/2
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Khi kết thúc thí nghiệm vì Tn+1 = 0. Do đó,
ta có:

tn = (Tn – Tn-1)/2

2.3.3. Nhuộm màng acrosome của tinh trùng

Tại các thời điểm A= 0,9 (thời điểm bắt đầu
theo dõi), A = 0,5 (thời điểm tinh trùng còn khả
năng thụ tinh) và A = 0,3 (thời điểm kết thúc
theo dõi) các mẫu tinh được tiến hành nhuộm
theo phương pháp Kovács & Foote (1992) để kiểm
tra tính nguyên vẹn của màng acrosome.

2.4. Xử lý số liệu

Xử lý thông kê bằng phần mềm Minitab
(Minitab® 16.2.0, Minitab Pty Ltd, Úc) với mô
hình tuyến tính tổng quát (GLM) và xác định
mức độ khác biệt ý nghĩa của các nghiệm thức
bằng trắc nghiệm F.

3. Kết Quả và Thảo Luận

3.1. Phẩm chất tinh nguyên

Phẩm chất tinh nguyên được thể hiện qua Bảng
2. Thể tích tinh nguyên toàn phần trung bình
là 5,81 mL/lần xuất tinh, cao hơn kết quả của
một số tác giả tại Việt Nam (Thai, 2005; Bui,
2010). Theo Johnston (1991), thể tích tinh dịch
chó thường dao động từ 1 - 30 mL, tuy nhiên thể
tích tinh dịch không tương quan với chất lượng
tinh dịch trên chó.

Xét về nồng độ tinh trùng, các mẫu tinh có
nồng độ trung bình là 99,38 x 106 tinh trùng/mL.
Theo Freshman (2002), nồng độ tinh trùng của
chó nên nằm trong khoảng 250 – 300 × 106 tinh
trùng mỗi đợt xuất tinh. Tổng số tinh trùng
có khả năng thụ tinh (VAC) là 575,19 × 106

tinh trùng, cao hơn kết quả của Thai (2005) và
Bui (2010). Tỷ lệ kỳ hình trung bình là 1,88%,
thấp hơn kết quả của Iguer - Ouada & Verstegen
(2001) là 15%.

3.2. Thời gian bảo tồn

Thời gian bảo tồn giữa các môi trường được
thể hiện qua Hình 1.

Tại mức hoạt lực 0,9: Tại thời điểm A = 0,9
không có sự khác biệt về thời gian bảo tồn giữa
các môi trường với P > 0,05.

Tại mức hoạt lực 0,5: Tại A = 0,5 (tinh trùng

Hình 1. Thời gian bảo tồn tinh dịch của các môi
trường. C: môi trường căn bản; EY: môi trường căn
bản + lòng đỏ trứng gà; LDL: môi trường căn bản +
low-density lipoprotein (LDL).

Hình 2. Thời gian bảo tồn tinh dịch tại A = 0,5. C:
môi trường căn bản; EY: môi trường căn bản + lòng
đỏ trứng gà; LDL: môi trường căn bản + low-density
lipoprotein (LDL).

còn khả năng thụ tinh), môi trường EY (84 giờ)
có thời gian bảo tồn dài hơn so với môi trường
LDL (48 giờ) và môi trường C (36 giờ) với P <
0,001 (Hình 2). Tuy nhiên, giữa môi trường LDL
và C khác biệt không có ý nghĩa (P > 0,05). Bên
cạnh đó, thời gian bảo tồn của Iguer - Ouada &
Verstegen (2001) với môi trường Tris – glucose là
13 ngày cao hơn so với môi trường EY. Sự chênh
lệch này có thể được lý giải là do các yếu tố như
nhiệt độ, khí hậu môi trường, thao tác thực điều
kiện phòng thí nghiệm và trứng gà dùng để bổ
sung. Ngoài ra, các chất có tác dụng bảo vệ tinh
trùng có trong EY như lecethin, các lipoprotein
và hàm lượng EY, LDL được bổ sung cũng có thể
tác động lên kết quả.

Tại mức hoạt lực 0,3: Thời gian bảo tồn của các
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Bảng 2. Phẩm chất tinh nguyên được sử dụng trong thí nghiệm

Số mẫu (n) Thể tích (mL) Hoạt lực
Nồng độ
(106 tinh

trùng/mL)
Kỳ hình (%)

Tổng số tinh trùng
có khả năng thụ
tinh (× 106 tinh

trùng/lần)
8 5,81 ± 1,16 0,98 ± 0,03 99,38 ± 9,68 1,88 ± 1,65 569,43 ± 116,85

±: độ lệch chuẩn (SD).

môi trường cho tới khi A = 0,3 được thể hiện qua
Hình 3 cho thấy rằng môi trường EY (108 giờ)
cho thời gian bảo tồn dài hơn môi trường LDL
(60 giờ) và môi trường C (48 giờ) với P < 0,001.
Môi trường LDL (60 giờ) và C (48 giờ) khác biệt
không có ý nghĩa.

Hình 3. Thời gian bảo tồn tinh dịch tại A = 0,3. C:
môi trường căn bản; EY: môi trường căn bản + lòng
đỏ trứng gà; LDL: môi trường căn bản + low-density
lipoprotein (LDL).

3.3. Sức sống tuyệt đối

Nếu chỉ dựa vào thời gian bảo tồn tinh dịch để
đánh giá chất lượng của một môi trường bảo quản
là chưa đầy đủ mà cần phải theo dõi thêm chỉ số
sức sống tuyệt đối của tinh trùng còn khả năng
thụ tinh (Sa5) để so sánh khả năng thụ tinh trong
quá trình tồn trữ nhằm có thêm cơ sở khẳng định
chất lượng của các môi trường bảo quản.

Kết quả Bảng 3 cho thấy sức sống tuyệt của
tinh trùng còn khả năng thụ tinh (Sa5) khi pha
với môi trường EY (768) cao hơn môi trường LDL
(423), khác biệt rất có ý nghĩa với P < 0,001, thấp
hơn kết quả của Bui (2010) là 4001,68. Qua các
kết quả trên, môi trường EY có chỉ số Sa5 cao
hơn các môi trường còn lại với sự khác biệt rất
có ý nghĩa (P < 0,001).

Bảng 3. Sức sống tuyệt đối của tinh trùng còn khả
năng thụ tinh (Sa5)

Môi trường Sa5 P
EY 768,00a ± 144,30

0,001LDL 423,00b ± 151,60
C 280,50c ± 86,30

a, b, cCác trung bình trong cùng một cột có chữ cái theo sau
khác nhau thì sự khác biệt rất có ý nghĩa thống kê, với P
< 0,001, ± độ lệch chuẩn (SD). C: môi trường căn bản; EY:
môi trường căn bản + lòng đỏ trứng gà; LDL: môi trường
căn bản + low-density lipoprotein (LDL).

3.4. Tính toàn vẹn của màng acrosome

Tính toàn vẹn của màng acrosome cũng là một
chỉ tiêu ảnh hưởng lớn đến khả năng thụ tinh.
Do đó, nếu chỉ dựa vào mức hoạt lực A (tỷ lệ số
tinh trùng còn sống và có năng lực thụ tinh) thì
chưa đảm bảo được khả năng thụ thai của tinh
trùng. Vì vậy, tính toàn vẹn của màng acrosome
cần được đánh giá tại các mức hoạt lực A = 0,5
và A = 0,3 để khẳng định lại hiệu quả bảo tồn
tinh dịch ở phòng thí nghiệm của 2 môi trường
tốt nhất. Kết quả nhuộm màng acrosome được
phân loại như Hình 4.

Hình 4. Kết quả nhuộm màng acrosome tinh trùng
chó (vật kính ×100). A: sống - còn màng acrosome;
B: sống - mất màng acrosome; C: chết - mất màng
acrosome.
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Dựa vào kết quả trong Bảng 4 có thể thấy rằng
tại mức hoạt lực A = 0,9 (bắt đầu tính thời gian
bảo quản), tỷ lệ tinh trùng sống - còn màng acro-
some trong môi trường bổ sung LDL (53,91%) cao
hơn so với môi trường bổ sung EY (30,99%) với P
< 0,001 và tỷ lệ tinh trùng sống - mất màng acro-
some của EY (58,40%) cao hơn LDL (34,00%) với
P < 0,05. Ngay sau khi pha chế tinh dịch màng
acrosone ở môi trường bổ sung EY bị hư hại nhiều
hơn đáng kể so với môi trường có LDL.

Ở mức hoạt lực A = 0,5, tỷ lệ tinh trùng sống
- còn màng acrosome trong môi trường bổ sung
EY (23,69%) thấp hơn so với môi trường bổ sung
LDL (52,08%) với P < 0,001. Tuy nhiên, trong
khoảng hoạt lực giảm từ A = 0,9 đến A= 0,5 thì
tỷ lệ tinh trùng sống - còn màng acrosome của cả
2 môi trường đều giảm tương đương nhau (7,30%
ở môi trường bổ sung EY và 7,23% ở môi trường
có bổ sung LDL) và thời gian bảo quản tinh dịch
đến mức A = 0,5 của EY (84 giờ) lại dài hơn so
với LDL (48 giờ).

Ở mức hoạt lực A = 0,3, tỷ lệ tinh trùng
sống - còn màng acrosome ở môi trường bổ
sung EY(15,64%) và môi trường bổ sung LDL
(13,23%) là tương đương nhau và rấtthấp. Điều
này làm giảm hiệu quả đậu thai khi gieo tinh trên
chó cái là rất lớn.

Kết quả trên có thể thấy môi trường EY có khả
năng duy trì tỷ lệ tinh trùng sống - còn màng
acrosome tốt hơn so với LDL, nhưng ngay sau
khi pha chế tinh dịch thì môi trường EY có tỷ lệ
hư hại màng acrosome nhiều hơn môi trường có
bổ sung LDL. Việc này có thể do tác động của
một số chất có tính ức chế tinh trùng có trong
EY ngay sau khi pha chế tinh dịch. Trong thời
gian bảo quản tác động của các chất này giảm
tác động lên tinh trùng và các chất có lợi cho
bảo quản như lecethin, lipoprotein có trong EY
phát huy tác dụng bảo quản lên việc bảo vệ và
duy trì màng acrosome của tinh trùng tốt hơn
LDL. Hàm lượng EY và LDL được bổ sung cũng
sẽ có ít nhiều ảnh hưởng đến khả năng bảo vệ
màng acrosome của tinh trùng trong thời gian
bảo quản.

4. Kết Luận

Môi trường bổ sung EY có thời gian bảo tồn,
sức sống tuyệt đối cao hơn môi trường bổ sung
LDL và duy trì tỷ lệ tinh trùng sống - còn màng
acrosome lâu hơn. Tuy nhiên, ngay sau khi pha
chế thì tỷ lệ tinh trùng sống - còn màng acrosome
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đã rất thấp nên có thể ảnh hưởng tới tỷ lệ đậu
thai. Do đó, khi bảo quản tinh dịch trong thời
gian ngắn (dưới 48 giờ) thì sử dụng LDL sẽ cho
kết quả tốt, với tỷ lệ tinh trùng sống - còn màng
acrosome cao. Tuy nhiên, cần thực hiện thêm các
nghiên cứu về hàm lượng EY và LDL được bổ
sung vào môi trường và hiệu quả đậu thai trên
thú cái sau bảo quản để đánh giá toàn diện hơn
việcdùng môi trường bổ sung EY và LDL để bảo
quản tinh dịch trong thời gian dài (trên 48 giờ).

Lời Cam Đoan

Chúng tôi cam đoan bài báo do nhóm tác giả
thực hiện và không có mâu thuẫn nào giữa các
tác giả.

Lời Cảm Ơn

Tập thể tác giả xin chân thành cảm ơn Trường
Đại học Nông Lâm TP.HCM đã tài trợ kinh phí
thực hiện (Mã số: CS - SV - CNTY - 04).
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ABSTRACT

Acute Hepatopancreatic Necrosis Disease (AHPND) is a globally serious
threat, especially for Vietnam shrimp culture since its first discovery in
China in 2009. This disease is caused by toxin-carrying bacteria Vibrio
parahaemolyticus whose plasmid encodes for a binary toxin ToxA and
ToxB. The disease has a mortality rate of up to 100% after 3 - 5 days
post-infection and fast spread among shrimp culturing regions. In 2017, a
bacterial strain V. parahaemolyticus XN87 containing plasmid with mu-
tant toxA and normal toxB genes was found. In this mutant form, shrimp
did not show hepatopancreatic necrosis symptoms, but the early mortality
rate in shrimp was still up to 50%. This mutation was called mutant-
AHPND. Depending on different purposes and subjects, the corresponding
detection method will be selected. Understanding the specific nature and
application of each method is essential for the prevention and treatment of
AHPND disease in shrimp to minimize economic losses for shrimp farm-
ers. In this review, we summarized AHPND-detected methods based on
detecting genes (toxA and toxB) or protein (ToxA and/or ToxB toxins) as
well as a method for early detection of the mutant-AHPND. Eventually,
potential detection methods are also addressed and discussed.

Cited as: Mai, D. H. T., Huynh, B. T., Nguyen H. P. K., & Tran, H. V. (2021). Detection
methods of Acute Hepatopancreatic Necrosis Disease (AHPND) and its mutant (mutant-AHPND)
in shrimp. The Journal of Agriculture and Development 20(5), 16-27.
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TÓM TẮT

Bệnh hoại tử gan tụy cấp (AHPND) là mối đe dọa nghiêm trọng trên
toàn cầu, đặc biệt đối với ngành nuôi tôm Việt Nam kể từ lần phát
hiện đầu tiên tại Trung Quốc năm 2009. Bệnh này do vi khuẩn Vibrio
parahaemolyticus mang plasmid mã hóa cho cặp nhị độc tố ToxA và ToxB
gây ra. Bệnh có tỷ lệ chết lên đến 100% sau 3 - 5 ngày kể từ khi nhiễm
bệnh và lây lan nhanh giữa các vùng nuôi tôm. Năm 2017, một dạng đột
biến của căn bệnh này có tên mutant-AHPND được ghi nhận với một
đoạn transposon 1053 bp chèn vào gen toxA trong khi gen toxB không bị
ảnh hưởng nhưng tỷ lệ chết vẫn lên đến 50% và bệnh vẫn lây lan nhanh
chóng. Tùy theo mục đích và đối tượng khác nhau mà phương pháp phát
hiện tương ứng sẽ lựa chọn. Việc hiểu rõ bản chất và ứng dụng cụ thể của
từng phương pháp đóng vai trò rất cần thiết cho công tác phòng ngừa,
xử lý dịch bệnh AHPND trên tôm nhằm giảm thiểu thiệt hại kinh tế cho
người nuôi tôm. Bài tổng quan này tổng hợp các phương pháp phát hiện
bệnh thông qua phát hiện gen (toxA và toxB) hay protein (độc tố ToxA
và/hoặc ToxB) cũng như phương pháp phát hiện sớm dạng đột biến đang
được ứng dụng hiện nay. Cuối cùng, một số biện pháp phát hiện tiềm
năng khác cũng được thảo luận.

1. Đặt Vấn Đề

Hoạt động nuôi tôm cung cấp đến 55% sản
lượng tôm toàn cầu. Ở châu Á, sản lượng tôm đã
phục hồi kể từ năm 2015, đạt 3,75 triệu tấn vào
năm 2018 và có khả năng tăng lên 4,00 triệu tấn
vào năm 2021 (GOAL, 2019). Ở khu vực các nước
Châu Mỹ - La tinh, sản lượng tôm của Ecuador
dự kiến đạt 700.000 tấn vào năm 2021, với tốc độ
tăng trưởng 11,3% từ năm 2015 đến năm 2020. Sự
tăng trưởng này được dự đoán sẽ đưa Ecuador trở
thành nhà sản xuất lớn thứ ba trên thế giới sau
Trung Quốc và Việt Nam (GOAL, 2019). Các kỹ
sư và chuyên gia trong ngành của Đại học Florida
dự đoán rằng sản lượng tôm thế giới sẽ tăng 5%
vào năm 2020 lên trên 5 triệu tấn (GOAL, 2019).
Từ đó cho thấy được ngành nuôi tôm hứa hẹn
mang lại lợi nhuận cao, nguồn lợi kinh tế lớn cho

các nước đã và đang phát triển.
Tuy ngành nuôi tôm Việt Nam đã ra đời và

phát triển từ lâu nhưng mãi tới giai đoạn sau năm
2003 mới được đầu tư và phát triển cạnh tranh với
các nước khác trên thế giới. Trong giai đoạn 2015
đến 2021, năm 2015 ngành tôm Việt Nam không
được thuận lợi do ảnh hưởng từ biến đổi thời tiết,
và biến động tỷ giá trong nước. Nhưng từ 2016
đến nay, nhờ nhu cầu tiêu thụ tôm tăng trong khi
nguồn cung trên thế giới giảm nên xuất khẩu tôm
hồi phục và liên tục tăng trưởng (VASEP, 2018).
Năm 2019, Việt Nam là quốc gia nuôi tôm lớn thứ
hai trên thế giới (GOAL, 2019) với khoảng 160
doanh nghiệp tham gia chế biến, xuất khẩu tôm,
tập trung chủ yếu ở Miền Trung, Nam Trung Bộ
(Khánh Hòa, Phú Yên, Ninh Thuận,. . . ), Đồng
Bằng Sông Cửu Long (Long An, Tiền Giang, Bến
Tre, Trà Vinh, Sóc Trăng, Cà Mau, Kiên Gi-
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ang,...), với tổng công suất chế biến đạt gần 1
triệu tấn sản phẩm/năm (VASEP, 2019).

Tuy nhiên, sự phát triển của ngành nuôi tôm
Việt Nam cũng gặp nhiều khó khăn, thách thức
lớn. Giá nguyên liệu đầu vào khá cao, chất lượng
tôm giống thấp, sản xuất nuôi tôm nhỏ lẻ, kỹ
thuật thấp, giá thức ăn cao và không kiểm soát
dẫn đến sản xuất chưa ổn định và nghề nuôi tôm
kém bền vững (MARD, 2015). Bên cạnh đó, điều
đáng lo ngại hàng đầu là hiện tượng biến đổi
khí hậu toàn cầu làm phát sinh hàng loạt dịch
bệnh nghiêm trọng trên tôm khiến nhiều hộ nuôi
tôm rơi vào cảnh thua lỗ hay mất trắng, gây đe
dọa đến sự phát triển bền vững của ngành công
nghiệp nuôi tôm và những tổn thất nghiêm trọng
về kinh tế. Điển hình trong đó là bệnh Hoại tử gan
tụy cấp (Acute Hepatopancreatic Necrosis Dis-
ease - AHPND) theo MARD (2015).

Bệnh AHPND trước đây được gọi với tên Hội
chứng tôm chết sớm (EMS) vì nó có thể gây ra
tỷ lệ chết hàng loạt, đột ngột lên đến 100% ở tôm
có thể quan sát thấy trong vòng 30 - 35 ngày sau
khi thả nuôi. Bệnh AHPND gây thiệt hại kinh tế
hàng năm lên tới hàng tỷ đô la kể từ đợt bùng
phát đầu tiên ở Trung Quốc vào năm 2009 và
liên tiếp ảnh hưởng đến các nước Đông Nam Á
khác như Việt Nam (2010), Malaysia (2011), Thái
Lan (2012), Philippines (2013), và Mexico (2013)
(Santos & ctv., 2020).

Tác nhân gây bệnh AHPND là Vibrio para-
haemolyticus, một loại vi khuẩn Gram âm hình
que có mặt ở khắp nơi trong tự nhiên. V. para-
haemolyticus gây AHPND có hại cho tôm nhưng
không gây hại cho con người (Santos & ctv.,
2020). Plasmid được tìm thấy ở các loài Vibrio
gây bệnh chứa gen mã hóa các độc tố gây AH-
PND, là độc tố PirA và PirB làm bong tróc các
tế bào biểu mô ống gan tụy của tôm, làm tôm
chết hàng loạt (Xiao & ctv., 2017). Năm 2017,
một nhóm nghiên cứu ở Thái Lan đã phân lập
được chủng Vibrio parahaemolyticus XN87 chứa
plasmid pVA1 đột biến không tạo ra độc tố PirA
và không gây ra những dấu hiệu lâm sàng của
bệnh AHPND nhưng vẫn gây chết tôm với tỷỉ
lệ 50% (Phiwsaiya & ctv., 2017) nên gọi là AH-
PND dạng đột biến (mutant-AHPND). Chủng
V. parahaemolyticus (XN87) chứa plasmid pVA1
đột biến với việc chèn trình tự transposon vào
gen pirAvp của nó theo như mô tả ở Hình 1.

Bệnh AHPND lây lan với tốc độ nhanh là mối
nguy rất lớn đối với các khu vực nuôi tôm trọng
điểm có nhiều ao gần nhau, vì khi một ao nuôi

Hình 1. Sơ đồ tỉ lệ của vùng gen độc tố pirAvp
và pirBvp trong plasmid pVA1 bình thường và trong
plasmid đột biến của XN87 với đoạn gen transposon
được chèn vào gen pirAvp (Phiwsaiya & ctv., 2017).

có bệnh nếu không kịp thời phát hiện và có biện
pháp cách ly khoanh vùng ổ dịch thì khả năng
lây lan sang các ao khác là rất lớn, dẫn đến tổn
thất diện rộng. Chúng xâm chiếm đường tiêu hóa
của tôm và tạo ra độc tố gây phá hủy mô và rối
loạn chức năng của gan tụy, cơ quan tiêu hóa
của tôm. Dịch bệnh này thường xảy ra ở tôm sú
và tôm thẻ chân trắng. Khi bị nhiễm bệnh, tôm
có biểu hiện ngừng ăn, bơi chậm, vỏ mỏng, màu
tôm nhợt nhạt, gan tụy mềm, dễ vỡ, sưng to, đổi
màu, và chết. Tôm bị bệnh lâu ngày có gan tụy
teo, dai, nhạt màu, ruột trống không chứa thức
ăn. Tỉ lệ chết có thể lên đến 100% chỉ sau 3 - 5
ngày bệnh, khi công bố dịch phải tiêu hủy toàn
bộ ao tôm (MARD, 2016).

Bệnh AHPND gây thiệt hại lớn đối với ngành
tôm Việt Nam. Năm 2016, bệnh xảy ra ở 305 xã
của 82 huyện thuộc 25 tỉnh thành với tổng diện
tích bệnh lên đến 6339,15 ha và diện tích vùng
nuôi tôm bị nhiễm bệnh đang có dấu hiệu tăng
theo thời gian (Lua & ctv., 2016). Các phương
pháp sử dụng hiện nay để chẩn đoán bệnh AH-
PND dựa trên hai mục tiêu chính là phát hiện
gen gây bệnh hoặc phát hiện protein gây bệnh.
Trong bài tổng quan này, các phương pháp phát
hiện phổ biến và bổ sung thêm các phương pháp
mới nhất hiện nay đã được tổng hợp nhằm phục
vụ công tác chẩn đoán, và phòng chống AHPND
cho người nuôi tôm.

2. Phát Hiện AHPND Dựa Trên Gen

2.1. Phương pháp PCR (monoplex PCR)

Để hỗ trợ xác định bệnh ở các ao nuôi, cần dùng
phản ứng khuếch đại gen (PCR). Phương pháp
phân tích này nhằm xác định DNA của mầm
bệnh có hay không tồn tại trong mẫu kiểm tra
dựa vào việc xác định đoạn DNA đích có được
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Bảng 1. Thành phần phản ứng và chu trình nhiệt của phương pháp AP3

Thành phần Thể tích (µL) Chu trình nhiệt
10X PCR buffer 2,5 Tiền biến tính 94oC, 5 phút
50 mM MgCl2 0,7 30 chu kỳ
10 mM dNTPs 0,4 Biến tính 94oC, 30 giây
10 µM mồi F 0,5 Bắt cặp mồi 53oC, 30 giây
10 µM mồi R 0,5 Kéo dài mồi 72oC, 40 giây

Taq DNA polymerase 0,2 Kéo dài cuối 72oC, 5 phút
Tổng cộng 25,0

Nguồn: Sirikharin & ctv. (2014).

Bảng 2. Thành phần phản ứng và chu trình nhiệt của phương pháp monoplex
PCR

Thành phần Thể tích (µL) Chu trình nhiệt
10X PCR buffer 2,0 Tiền biến tính 95oC, 10 phút
50 mM MgCl2 0,8 29 chu kỳ
10 mM dNTPs 0,8 Biến tính 95oC, 30 giây
10 µM mồi F 0,6 Bắt cặp mồi 60oC, 30 giây
10 µM mồi R 0,6 Kéo dài mồi 72oC, 15 giây

Taq DNA polymerase 0,1 Kéo dài cuối 72oC, 5 phút
Tổng cộng 20,0 Làm mát 25oC, 2 phút

Nguồn: Mai-Hoang & ctv. (2021).

khuếch đại hay không. Flegel & Lo (2014) đã
cùng phát triển phương pháp PCR để phát hiện
vi khuẩn gây bệnh hoại tử gan tụy cấp trên tôm.
Hai cặp mồi được đặt tên là AHPND primer set 1
(AP1) và AHPND primer set 2 (AP2) phát hiện
hai vùng biên của đoạn gen mã hóa cho hai loại
độc tố. Tuy nhiên trong các thử nghiệm của mình,
nhóm nghiên cứu ghi nhận một mẫu dương tính
với AP1 nhưng lại âm tính với AP2, điều đó cho
thấy hai cặp mồi trên vẫn chưa chính xác tuyệt
đối (Santos & ctv., 2020).

Phương pháp PCR cải tiến (gọi là AP3) để
phát hiện bệnh hoại tử gan tụy cấp đã được phát
triển bởi Sirikharin & ctv. (2014), nhóm nghiên
cứu đề nghị rằng AP3 primer sẽ thay thế AP1
và AP2 đã công bố trước đó. Bệnh hoại tử gan
tụy cấp do hai độc tố PirAvp và PirBvp gây ra
nên Sirikharin và cộng sự đã thiết lập cặp mồi
đơn phát hiện độc tố PirAvp. Mẫu tôm nghi ngờ
bệnh sẽ trải qua bước tiền tăng sinh trong bốn giờ
ở 30oC dưới điều kiện lắc, sau đó tách plasmid và
thực hiện PCR chẩn đoán với cặp mồi như Bảng
5. Thành phần và chu trình nhiệt của phương
pháp được thực hiện như Bảng 1.

Với các kết quả về độ nhạy và độ đặc hiệu,
nhóm nghiên cứu đã tối ưu hóa và đưa ra quy
trình cụ thể để phát hiện bệnh bằng cặp mồi AP3
(Sirikharin & ctv., 2014). Tuy nhiên, khi lượng V.

parahaemolyticus trong mẫu ở mức thấp (nhỏ hơn
10 ng plasmid pVA1), phương pháp AP3 có thể
không phát hiện được bệnh, dẫn đến đưa ra kết
quả âm tính giả, không chính xác và AP3 không
phát hiện được chủng gây Hoại tử gan tụy cấp
đột biến (mutant-AHPND).

Mai-Hoang & ctv. (2021) đã thiết lập phản ứng
PCR sử dụng một cặp mồi duy nhất là GMIF1-2
có thể phát hiện đồng thời AHPND và mutant-
AHPND. Cặp mồi này khuếch đại toàn bộ gen
toxA, 12 nuleotides ở giữa hai gen và một phần
gen toxB; do đó mồi có khả năng phát hiện cả gen
toxA bị đột biến của chủng gây mutant-AHPND.
Phản ứng PCR được thiết lập bởi cặp mồi này có
độ nhạy cao hơn gấp bốn lần phương pháp AP3
đã công bố trước đó và có thể phát hiện chủng
gây bệnh AHPND với thời gian kéo dài trong chu
trình nhiệt với 5 giây (Hình 2). Phản ứng được
thực hiện với thành phần và chu trình nhiệt như
Bảng 2 với cặp mồi được thể hiện trong Bảng 5.

Phản ứng PCR này được thiết lập dựa trên hai
tiêu chí tiết kiệm thời gian và chi phí. Ngoài ra,
xác định các thông số tối ưu của phản ứng dựa
trên sự kết hợp của các phần mềm Photoshop
(xử lý hình ảnh), ImageJ (cung cấp các thông số
về độ sáng của các vạch) và Graphpad Prism5
(thống kê về sự khác biệt có nghĩa của các vạch)
đã cải thiện độ chính xác và khách quan hơn so
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Hình 2. Kết quả cho thấy cặp mồi GMIF1-2 cho
phản ứng PCR phát hiện đồng thời AHPND (vạch
366 bp) và mutant-AHPND (1429 bp). M: thang
chuẩn 1 kb; (-): chứng âm; 1: chủng không gây AH-
PND; 2: chủng AHPND; 3: chủng mutant-AHPND
(Mai-Hoang & ctv., 2021).

với phương pháp quan sát bằng mắt (Mai-Hoang
& ctv., 2021).

2.2. Các biến thể của phương pháp PCR

2.2.1. Phương pháp nested PCR (AP4)

Tuy phương pháp PCR sử dụng cặp mồi AP3
có độ đặc hiệu 100%, nhưng đối với các mẫu có
lượng mầm bệnh thấp cần phải trải qua bước tiền
tăng sinh trong bốn giờ trước khi tách các tế bào
vi khuẩn để chuẩn bị mẫu DNA cho xét nghiệm
PCR. Để giải quyết vấn đề đó, Dangtip & ctv.
(2015) đã phát triển phương pháp nested PCR
được gọi là AP4 với cặp mồi ngoài khuếch đại
toàn bộ vùng gen độc tố; cặp mồi trong khuếch
đại một phần gen toxA, 12 nucleotides nằm giữa
hai gen và một phần gen toxB dựa trên khuôn
là sản phẩm tạo thành từ cặp mồi ngoài. Do đó,
phương pháp AP4 có độ nhạy cao hơn 100 lần
so với AP3 (Dangtip & ctv., 2015). Phương pháp

có thành phần và chu trình được thực hiện như
Bảng 3 với các cặp mồi được thể hiện trong Bảng
5.

Phương pháp PCR với độ nhạy và độ đặc hiệu
cao cùng với đó là thời gian tiến hành nhanh
giúp phát hiện bệnh một cách nhanh chóng. Tuy
nhiên, AP4 không thể phát hiện được mutant-
AHPND, độ nhạy cao cũng là một mối nguy dẫn
đến việc dương tính giả nếu phòng thí nghiệm
không đảm bảo tiêu chuẩn. Ngoài ra, AP4 đòi
hỏi hai bước khuếch đại đẫn đến tốn thời gian và
không phù hợp cho công tác chẩn đoán lâu dài.

2.2.2. Phương pháp multiplex PCR

Năm 2018, phương pháp phát hiện PCR 5-plex
mới đã được phát triển và thử nghiệm thành
công khi kết hợp các đoạn mồi nhắm mục tiêu
các gen pirAvp, pirBvp, tlh, toxR (hoặc tetB) và
16s rRNA. Thành phần và chu trình nhiệt của
phương pháp được thực hiện như Bảng 4 với các
cặp mồi được thể hiện trong Bảng 5.

Với phương pháp này, các chủng AHPND V.
parahaemolyticus hoặc kháng tetracycline AH-
PND V. parahaemolyticus có thể được phát hiện
trong một phản ứng PCR duy nhất. Việc nhanh
chóng xác định các mầm bệnh tiềm ẩn là điều cần
thiết để kiểm soát sự lây lan của bệnh. Chẩn đoán
các gen mục tiêu thì phụ thuộc rất nhiều vào quá
trình chiết tách axit nucleic. Nếu quá trình này
có sai sót sẽ dẫn đến kết quả âm tính giả hay định
lượng không chính xác. Để kiểm soát quá trình
chiết tách, nhóm nghiên cứu đã sử dụng cặp mồi
cho gen chứng nội để áp dụng vào xét nghiệm
cùng với mẫu bệnh. Chứng nội được sử dụng là
gen có biểu hiện bên trong tế bào như gen rRNA
16S. Sự hiện diện của đoạn mồi nhắm vào gen
rRNA 16S cho phép chỉ ra phản ứng PCR âm
tính giả vì gen luôn được khuếch đại trong phản
ứng PCR, điều này làm tăng thêm độ tin cậy
của kết quả (Devadas & ctv., 2019). Tuy nhiên,
phương pháp multiplex PCR có nhiều cặp mồi sẽ
dẫn đến các kết quả không đặc hiệu, quá trình
tối ưu hóa phức tạp. Ngoài ra, vì hai gen toxA
và toxB có vị trí cạnh nhau trên cùng một plas-
mid nên việc thiết kế các cặp mồi khác nhau để
khuếch đại gen là không cần thiết.

2.2.3. Phương pháp real-time PCR

Ban đầu, chẩn đoán AHPND chỉ có thể được
thực hiện thông qua kiểm tra mô học và xét
nghiệm sinh học trong phòng thí nghiệm (MARD,
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2016). Sau đó, các phương pháp chẩn đoán phân
tử dựa trên thử nghiệm phản ứng chuỗi poly-
merase thông thường nhắm vào các gen pirA
và/hoặc pirB đã xuất hiện (Dangtip & ctv.,
2015). Tuy nhiên, định lượng mầm bệnh AHPND
ở động vật bị nhiễm bệnh là một trong những tiêu
chí quan trọng nhất để theo dõi sự tiến triển của
bệnh.

Số lượng vi khuẩn có thể được xác định thông
qua đếm các đơn vị hình thành khuẩn lạc (CFU
– colony forming unit), nhưng phương pháp này
tốn nhiều thời gian và công sức. Phân tích chuỗi
phản ứng polymerase định lượng (qPCR) theo
thời gian thực đã trở thành một giải pháp thay
thế hấp dẫn nhờ các ưu điểm về tốc độ, độ nhạy
và độ đặc hiệu. Han & ctv. (2015c) đã thiết lập
phương pháp Taqman qPCR để phát hiện gen
toxA trên plasmid gây bệnh và hiện nay vẫn được
sử dụng cho việc chẩn đoán AHPND. Phản ứng
qPCR này sử dụng bô kit Taqman Faster Univer-
sal PCR Master Mix của hãng Life Technologies.
Mẫu DNA được thêm vào thành phần phản ứng
chứa 0,3 µM mỗi đoạn mồi và 0,1 µM đoạn mẫu
dò Taqman để đạt thể tích cuối là 10 µL. Chu
trình nhiệt của phản ứng qPCR gồm tiền biến
tính ở 95oC trong 20 giây, lặp lại 40 chu kỳ với
bước biến tính 95oC trong 3 giây và tiếp theo
là 60oC trong 30 giây. Phân tích tín hiệu khuếch
đại với hệ thống PCR StepOnePlus của hãng Life
Technologies (Han & ctv., 2015c).

Cruz-Flores & ctv. (2019) đã phát triển một
phản ứng multiplex-qPCR sử dụng SYBR Green
để phát hiện pirA, pirB và hai gen chứng nội là
gen 18S rRNA của tôm và gen 16S rRNA của vi
khuẩn trong một phản ứng duy nhất. Các đoạn
mồi pirB khuếch đại đầu 3’ của gen pirB cho phép
phát hiện Vibrio spp. thể đột biến chứa pirA bị
mất hoàn toàn và pirB bị mất một phần. Phản
ứng cũng phát hiện các đột biến có chứa toàn bộ
gen pirA và loại bỏ gen pirB. Vì cả hai gen độc
tố đều cần thiết cho sự phát triển của bệnh, nên
phản ứng này có thể phân biệt giữa các chủng
vi khuẩn Vibrio spp. gây AHPND ở tôm và các
thể đột biến không gây bệnh. Ngoài ra, một phản
ứng duplex-qPCR đã được thực hiện bằng cách
thiết kế các đầu dò TaqMan cho các mồi pirA và
pirB. Độ nhạy và độ đặc hiệu chẩn đoán được
so sánh giữa hai phương pháp SYBR Green và
TaqMan. Cả hai loại phản ứng đều cho thấy độ
nhạy tương tự nhau với giới hạn phát hiện là 10
bản sao đối với pirA và pirB, và không phản ứng
nào cho thấy bất kỳ phản ứng chéo nào với các
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Bảng 4. Thành phần hóa chất và chu trình nhiệt của phương pháp 5-plex PCR

Thành phần Thể tích (µL) Chu trình nhiệt
5X PCR buffer 5,0 Tiền biến tính 94oC, 5 phút
25 mM MgCl2 3,0 35 - 40 chu kỳ
10 mM dNTPs 1,0 Biến tính 94oC, 30 giây

2,5 µM các mồi F 0,25 Bắt cặp mồi 50-60oC, 30 giây
2,5 µM các mồi R 0,25 Kéo dài mồi 63 - 73oC, 50-60 giây

Taq DNA polymerase 0,2 Kéo dài cuối 72oC, 5 phút
Tổng cộng 20,0 Bảo quản 10oC

Nguồn: Devadas & ctv. (2019).

mầm bệnh vi khuẩn và virus đã biết khác ở tôm.
Độ nhạy cao của cả hai phương pháp làm cho
chúng phù hợp để phát hiện các bản sao thấp
của gen pirA và pirB trong vi khuẩn Vibrio spp.
gây ra AHPND cũng như để phát hiện các đột
biến không gây bệnh. Do đó, các phương pháp
real-time PCR với độ nhạy và độ đặc hiệu cao,
giúp giảm thiểu đáng kể thời gian dùng để xét
nghiệm so với các phương pháp PCR đơn mồi
hay nested PCR (Cruz-Flores & ctv., 2019). Tuy
nhiên, các phương pháp real-time PCR cũng đi
kèm với những nhược điểm như cần các thiết bị
đắt tiền, chi phí hóa chất cao. Bên cạnh đó, các
phản ứng real-time PCR cũng không phát hiện
được mutant-AHPND.

Phương pháp PCR hiện đang được xem như
phương pháp chuẩn hiện nay trong công bố dịch
AHPND. Vì thế, phương pháp PCR nhanh và
chính xác sẽ là sự lựa chọn của các Chi cục Thú
y và Thủy sản các tỉnh trong công tác công bố
dịch để xử lý nhanh ao nuôi khi cần. Tuy nhiên,
các phương pháp dựa trên gen hiện nay cần điều
kiện phòng thí nghiệm phù hợp, kỹ thuật viên
được đào tạo nên không thể sử dụng trực tiếp tại
thực địa được.

3. Phát Hiện AHPND Dựa Trên Protein

3.1. Phương pháp ELISA

ELISA là một kỹ thuật sinh hóa được dùng
trong miễn dịch học để có thể phát hiện sự có mặt
của những kháng thể hay kháng nguyên trong
mẫu phục vụ chẩn đoán bệnh. Nguyên lý của kỹ
thuật ELISA dựa vào tính đặc hiệu của kháng
nguyên với kháng thể và được thực hiện bằng
những bước cơ bản sau: kháng nguyên hoặc kháng
thể đã biết được gắn trên một giá thể rắn, sau đó
cho mẫu có chứa kháng thể hoặc kháng nguyên
cần tìm vào giếng. Bổ sung thêm kháng thể có
gắn với ezyme . Bước cuối cùng thêm cơ chất, en-

zyme sẽ biến đổi cơ chất này và tạo tín hiệu màu
có thể xác định được bằng máy đo huỳnh quang.
Về cơ bản, ELISA được phân loại thành ELISA
trực tiếp, ELISA gián tiếp và sandwich ELISA
(Crowther, 1995). Một phương pháp ELISA gián
tiếp (iELISA) đã được phát triển để phát hiện
cặp độc tố ToxA/ToxB trong chẩn đoán AHPND.
Phương pháp này cho thấy kháng thể kháng độc
tố toxA và toxB có thể phát hiện cả hai loại độc tố
ở 29/30 mẫu tôm đã được gây bệnh AHPND với
ngưỡng phát hiện ở mức 0,8 ng độc tố/mL, trong
khi đó phương pháp real-time PCR có thể phát
hiện được gen độc tố ở 30/30 mẫu tôm. Phương
pháp iELISA cũng không cho tín hiệu đối với tất
cả mẫu tôm âm tính được thử nghiệm. Nghiên
cứu này chỉ ra rằng iELISA là một phương pháp
đáng tin cậy để phát hiện PirAvp và độc tố Pir-
Bvp trong tôm nhiễm bệnh và sẽ là một công
cụ hữu ích trong chẩn đoán AHPND và nghiên
cứu vai trò của độc tố nhị phân trong cơ chế
gây bệnh AHPND (Mai & ctv., 2020). Tương
tự, thử nghiệm iELISA với kháng thể đa dòng
kháng ToxB với ngưỡng phát hiện đạt ở mức 0,1
ng độc tố/mL cũng được công bố bởi Duong &
ctv. (2021).

3.2. Phương pháp miễn dịch dòng chảy ngang
(Lateral flow assay – LFA)

Bất cập của các phương pháp trên đưa ra yêu
cầu cần một phương pháp phù hợp hơn cho việc
phát hiện chính xác, nhanh chóng, và thực hiện
tại thực địa đối với bệnh hoại tử gan tụy cấp.
Que thử miễn dịch hoạt động theo cơ chế thử
nghiệm miễn dịch dòng chảy ngang (Lateral flow
assay – LFA) cho thấy tiềm năng trong việc phát
triển phương pháp phát hiện AHPND. Cấu trúc
của một que thử miễn dịch bao gồm: vùng nạp
mẫu, vùng cộng hợp, vùng kiểm tra, vùng dẫn
mẫu (Hình 3). Vùng nạp mẫu là nơi mẫu thử
được đưa vào que để sau đó được dẫn tuần tự
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qua các vùng khác của que nhờ lực mao dẫn của
vùng dẫn mẫu. Vùng cộng hợp là nơi chứa các
kháng thể và để phục vụ cho việc quan sát kết
quả các kháng thể này thường được đánh dấu
bằng các loại hạt như hạt keo vàng, hạt nhựa,
hạt sắt,..; vùng cộng hợp cũng là nơi diễn ra
phản ứng giữa kháng thể với kháng nguyên có
trong mẫu, kháng nguyên sẽ được bắt giữ và tạo
thành phức hợp kháng nguyên-kháng thể đánh
dấu. Phức hợp kháng nguyên-kháng thể đánh dấu
sẽ được dẫn đến vùng kiểm tra, đây là nơi được cố
định kháng thể đặc hiệu kháng nguyên. Tại đây
kháng nguyên một lần nữa được bắt giữ và tạo
thành phức hợp kháng thể-kháng nguyên-kháng
thể đánh dấu, nhờ việc đánh dấu kháng thể bằng
các vật liệu có thể quan sát trực tiếp nên kết quả
của que thử miễn dịch được quan sát bằng mắt
thường mà không cần thông qua các thiết bị đọc;
vùng kiểm tra còn bao gồm một vạch đối chứng,
nhằm đảm bảo que thử hoạt động một cách bình
thường (Koczula & ctv., 2016).

Hình 3. Cấu trúc của que thử miễn dịch.

Ở phương pháp này, mẫu thử chứa kháng
nguyên sẽ được kiểm tra bằng cách nhỏ trực tiếp
vào vùng nạp mẫu của que thử và kết quả có thể
quan sát trực tiếp chỉ sau 15 đến 20 phút vạch tín
hiệu ở vùng kiểm tra. Với thao tác thực hiện đơn
giản, que thử miễn dịch cho thấy sự tiện lợi của
mình nên bất cứ ai cũng có thể tiến hành đánh
giá mẫu thử. Với kích thước nhỏ gọn và quan sát
kết quả trực quan, que thử có thể được sử dụng
để phân tích mẫu thử ngay tại thực địa, đây là ưu
điểm lớn nhất mà que thử mang lại trong phát
hiện AHPND. Tuy nhiên, cho đến hiện nay vẫn
chưa có sản phẩm que thử phát hiện AHPND
được thương mại ở Việt Nam và trên thế giới.

Ở bệnh hoại tử gan tụy cấp, các nghiên cứu chỉ
ra rằng, khi có sự hiện diện của hai độc tố ToxA
và ToxB, tôm sẽ có các triệu chứng của AHPND

Tạp chí Nông nghiệp và Phát triển 20(5) www.jad.hcmuaf.edu.vn

http://jad.hcmuaf.edu.vn


Trường Đại học Nông Lâm TP. Hồ Chí Minh 25

và chết. Do đó, việc phát hiện hai độc tố ToxA
và ToxB trong mẫu sẽ giúp phát hiện được tôm
có nhiễm AHPND hay không, vì vậy hai độc tố
ToxA và ToxB là kháng nguyên mục tiêu phát
hiện trong phương pháp que thử miễn dịch. HIện
nay đã có các nghiên cứu gây đáp ứng miễn dịch
và tạo thành công hai loại kháng thể đa dòng
kháng ToxA và ToxB có độ đặc hiệu cao, không
phản ứng chéo, không gây dương tính giả với các
mẫu vi sinh vật thường gặp ở tôm nuôi. Kháng
thể đa dòng có khả năng phát hiện nhiều chủng
thu nhận từ các tỉnh khác nhau ở vùng Tây Nam
Bộ và có ngưỡng phát hiện thấp (Duong & ctv.,
2021; Nguyen-Phuoc & ctv., 2021). Từ đó, chúng
tôi nghiên cứu và phát triển que thử phát hiện
nhanh AHPND trên tôm đầu tiên ở Việt Nam,
và que thử này có thể sử dụng ngay tại thực địa
cho việc chẩn đoán nhanh bệnh này với độ đặc
hiệu chẩn đoán 92,7%, độ nhạy chẩn đoán 95,7%,
và giới hạn phát hiện đạt mức 15 ng/mL mỗi độc
tố ToxA và ToxB (kết quả chưa công bố).

4. Phương pháp sử dụng cảm biến sinh học

Cảm biến sinh học mới được phát triển gần
đây và được coi là công cụ tiềm năng để chẩn
đoán bệnh. Cảm biến sinh học chẩn đoán định
lượng bằng cách tạo ra tín hiệu tỷ lệ thuận với
mầm bệnh, enzyme, tế bào hoặc độc tố được phân
tích (Oluwaseun & ctv., 2018). Việc phát hiện
bằng cảm biến sinh học có thể được dựa trên các
phản ứng hóa học, các tín hiệu điện hoặc quang
học được tạo ra thông qua sự tương tác của các
thành phần protein hoặc axit nucleic. Việc phát
hiện các protein liên quan đến bệnh đòi hỏi phải
chính xác, nhạy và hiệu quả về mặt chi phí. Cảm
biến sinh học gồm ba bộ phận chính: đầu thu
sinh học có tác dụng phát hiện sự có mặt của
các tác nhân sinh học cần phân tích, tác nhân cố
định giúp gắn các đầu thu lên trên điện cực; bộ
phận chuyển đổi tín hiệu giúp chuyển các biến đổi
sinh học thành các tín hiệu có thể đo đạc được;
bộ phận xử lý giúp đọc tín hiệu ra giúp chuyển
các tín hiệu không điện thành các tín hiệu điện
có thể xử lý. Một cảm biến miễn dịch điện hóa
sử dụng graphene oxit cố định xanh methylene
đã được sử dụng để phát hiện WSSV trong các
mẫu tôm và cua (Natarajan & ctv., 2017). Cho
đến hiện tại, chưa có bộ cảm biến sinh học nào
được thiết lập để phát hiện AHPND. Cảm biến
sinh học dựa trên DNA cho thấy đây là một công
cụ đầy hứa hẹn trong việc chẩn đoán AHPND
(Santos & ctv., 2020).

5. Kết Luận

Kể từ lần xuất hiện đầu tiên tại Trung Quốc
năm 2009, bệnh Hoại tử gan tụy cấp đã lan nhanh
khắp thế giới và gây ra thiệt hại về kinh tế vô
cùng nặng nề. Các phương pháp chẩn đoán nhanh
và sớm đang được tập trung nghiên cứu và phát
triển tùy vào mục đich và đối tượng sử dụng.
Phương pháp phát hiện dựa trên DNA (gen toxA
và toxB) bao gồm multiplex PCR, nested PCR,
real-time PCR và phương pháp ELISA đã được
sử dụng để chẩn đoán AHPND. Ngoài ra, phương
pháp monoplex dựa trên cặp mồi GMIF1-2 mới
nhất hiện nay đã được chứng minh là phát hiện
đồng thời AHPND và mutant-AHPND trên tôm.
PCR được coi là chuẩn vàng, nhanh và chính xác,
phù hợp cho các cơ quan địa phương trong công
tác công bố dịch và xử lý cải tạo ao nuôi. Tuy
nhiên, phương pháp này đòi hỏi thiết bị phức
tạp như máy PCR và bộ điện di nên chỉ thích
hợp thực hiện trong phòng thí nghiệm. Vì thế,
phương pháp sử dụng que thử miễn dịch được
phát triển để có thể chẩn đoán nhanh chóng ngay
tại thực địa giúp nông dân chủ động hơn trong
việc phòng tránh và điều trị kịp thời bệnh, góp
phần hiệu quả vào sự phát triển kinh tế của hộ
nông dân cũng như địa phương sở tại. Cuối cùng,
phương pháp sử dụng cảm biến sinh học có nhiều
ưu điểm so với các phương pháp truyền thống
như tính chọn lọc cao, đáp ứng nhanh, đơn giản
và chính xác mang đến nhiều tiềm năng trong
chẩn đoán nhanh AHPND.

Lời Cam Đoan

Chúng tôi cam đoan bài báo do nhóm tác giả
thực hiện và không có mâu thuẫn nào giữa các
tác giả.
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ABSTRACT

This study aimed to evaluate the non-specific immune
responses of macrophages in two selective breeding pan-
gasius family groups: high disease-resistant (A) and low
disease-resistant (B) to Enteric Septicemia of Catfish
(ESC) caused by Edwardsiella ictaluri. Fish were sam-
pled at five different time points after infection with the
bacteria E. ictaluri including before the infection pro-
cess, 24 hpi, 48 hpi, 264 hpi and 312 hpi. There were 372
samples including 192 samples of fish in group A and
180 samples in group B. All of them were used to an-
alyze the amount of melano-macrophage centers in the
tissues of liver, kidney and spleen; phagocytosis activity
(PA) and phagocytosis index (PI) of the anterior kid-
ney macrophages. Results showed that (1) the number
of melano-macrophages of group A fish was higher than
that of group B at survey points during the challenge
and the difference was significant at 48 hpi; (2) PA and
PI of group A were higher than those of group B in the
period from 48 to 264 hpi, specifically, the PI of group A
was higher than that of group B, which was statistically
significant at 48 hpi.The results of this study showed
that the differences in non-specific immune responses
through melano-macrophages can improve the survival
rate and life span of the high disease-resistant family
compared to the low disease-resistant family after the
challenge with Edwardsiella ictaluri.
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TÓM TẮT

Đáp ứng miễn dịch không đặc của đại thực bào của hai nhóm gia đình
cá tra chọn giống kháng bệnh gan thận mủ do Edwardsiella ictaluri cao
(A) và thấp (B) được đánh giá trong nghiên cứu này. Cá được thu mẫu
tại năm thời điểm sau cảm nhiễm với Edwardsiella ictaluri gồm ngay
trước cảm nhiễm, 24, 48, 264 và 312 giờ sau cảm nhiễm (hpi). Tổng số
mẫu phân tích số lượng trung tâm đại thực bào tại mô gan, thận và
lách, hoạt lực và chỉ số thực bào của đại thực bào của thận trước là 372
bao gồm 192 mẫu của cá thuộc nhóm A và 180 mẫu thuộc nhóm B. Kết
quả cho thấy: (1) số lượng trung tâm đại thực bào của cá nhóm A cao
hơn nhóm B qua các giai đoạn cảm nhiễm và sự khác biệt có ý nghĩa tại
48 hpi; (2) hoạt lực thực bào PA và chỉ số thực bào PI của cá nhóm A
cao hơn nhóm B từ giai đoạn 48 đến 264 hpi, riêng chỉ số thực bào PI
nhóm A cao hơn nhóm B có ý nghĩa thống kê tại thời điểm 48 hpi. Các
kết quả của nghiên cứu này cho thấy sự khác biệt về đáp ứng miễn dịch
không đặc hiệu thông qua đại thực bào đã giúp nâng cao tỉ lệ sống và
thời gian sống của gia đình kháng bệnh cao so với các gia đình kháng
bệnh thấp sau khi cảm nhiễm với Edwardsiella ictaluri.

1. Đặt Vấn Đề

Cá tra (Pangasianodon hypophthalmus) là loài
cá nuôi nước ngọt quan trọng (Phan & ctv.,
2009), chiếm đến 52% tổng sản lượng thủy sản
xuất khẩu của Việt Nam. Cá tra được Thủ tướng
Chính phủ phê duyệt tại Quyết định số 439/QĐ-
TTg là đối tượng chủ lực chỉ sau cây lúa để tái
cơ cấu nền nông nghiệp của Việt Nam (LDSC,
2019). Trong năm 2019, các sản phẩm từ cá tra
đã được xuất khẩu đến 127 quốc gia trên thế giới
và đạt kim ngạch hơn 1,9 tỉ USD (DOF, 2020).
Tuy nhiên, một trong những khó khăn của nghề
nuôi cá tra hiện nay là thiệt hại do dịch bệnh
gan thận mủ (GTM). Bệnh xuất hiện hầu như ở
mọi kích cỡ cá nhưng nhiều nhất ở cá nuôi dưới 4
tháng tuổi (Ly, 2008). Các phương pháp phòng và
trị bệnh có thể hiệu quả hơn trên cơ sở khả năng
kháng bệnh tự nhiên ở cá được cải thiện. Hiện

nay có nhiều phương pháp phòng và trị bệnh do
vi khuẩn Edwardsiella ictaluri (E. ictaluri) như
sử dụng kháng sinh để chữa bệnh cho cá bị nhiễm
vi khuẩn, tăng sức đề kháng cho cá tra thông qua
bổ sung chất kích thích miễn dịch vào thức ăn.
Tuy nhiên, việc sử dụng nhiều kháng sinh trong
nghề nuôi thủy sản ở Việt Nam đã và đang làm
tăng chi phí sản xuất, giảm khả năng cạnh tranh
ở những thị trường nhập khẩu khó tính và ảnh
hưởng tới vấn đề quan tâm toàn cầu là an toàn
vệ sinh thực phẩm. Tăng sức đề kháng cho cá
bằng chất kích thích miễn dịch phải tiến hành
lâu dài và mang lại hiệu quả chưa cao. Do đó,
chọn giống kháng bệnh vẫn là giải pháp tối ưu
cho hướng phát triển bền vững các đối tượng cá
nuôi. Viện Nghiên cứu Nuôi trồng Thủy sản II
đã chọn lọc và thành lập quần thể cá tra bố mẹ
G0 kháng bệnh GTM có hiệu quả chọn lọc kháng
bệnh ước tính là 8,3% (Trinh & ctv., 2016). Từ
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đó, thế hệ G1 đã được tiếp tục chọn lọc cho mục
tiêu sản xuất cá tra kháng bệnh.

Chọn giống kháng bệnh có thể cải thiện được
khả năng đáp ứng miễn dịch qua các kết quả
trong nghiên cứu của Camp & ctv. (2000). Nghiên
cứu này cho thấy số lượng trung tâm đại thực bào,
tế bào lympho T có sự khác biệt giữa hai nhóm
gia đình chọn giống mẫn cảm và kháng bệnh trên
cá nheo Mỹ (Ictalurus puntatus) trong quá trình
cảm nhiễm E. ictaluri. Trong đáp ứng miễn dịch
không đặc hiệu, khả năng thực bào của đại thực
bào được đánh giá cao hơn rất nhiều so với bạch
cầu trung tính hay bạch cầu đơn nhân. Đại thực
bào có khả năng thực bào tế bào đã chết, mô
hoại tử, vi khuẩn và ký sinh trùng (Shoemaker
& ctv., 1997; Ferguson, 2006; Jeney, 2017). Tran
& ctv. (2020) đã công bố về hệ số di truyền tính
trạng kháng bệnh GTM ở quần thể cá tra chọn
giống thế hệ thứ nhất (G1) trong quá trình cảm
nhiễm đối với E. ictaluri. Tuy nhiên, sự khác biệt
trong cơ chế miễn dịch không đặc hiệu thể hiện
qua số lượng và khả năng thực bào của các đại
thực bào giữa các gia đình cá tra kháng bệnh
cao và thấp chưa được đề cập. Nghiên cứu này
có mục đích làm sáng tỏ sự khác biệt về đáp ứng
miễn dịch không đặc hiệu thông qua so sánh về số
lượng trung tâm đại thực bào và khả năng thực
bào của hai nhóm gia đình cá tra chọn giống G1
kháng bệnh GTM.

2. Vật Liệu và Phương Pháp Nghiên Cứu

2.1. Cá và chủng vi khuẩn thí nghiệm

Cá tra bố mẹ là quần thể ban đầu cho chọn
giống kháng bệnh gan thận mủ G0 được thành
lập trong đề tài nghiên cứu giai đoạn 2012 – 2015
tại Viện Nghiên cứu Nuôi trồng Thủy sản II với
hệ số di truyền và hiệu quả chọn lọc ước tính là
0,37 và 8,3%. Cá hương và cá giống quần thể thể
G1 (trọng lượng trung bình theo thứ tự 0,16 ±

0,10 và 21,17 ± 8,39 g/con) được sử dụng trong
nghiên cứu này.

Chủng vi khuẩn dùng cho các thí nghiệm cảm
nhiễm là E. ictaluri Gly09M phân lập từ cá tra
bệnh GTM nuôi tại An Giang năm 2009. Độc lực
của chủng vi khuẩn được hồi phục bằng cách gây
nhiễm và tái phân lập từ cá tra khỏe mạnh ba
lần trước khi sử dụng cho thí nghiệm. Vi khuẩn
gây cảm nhiễm được phục hồi trên môi trường
thạch máu cừu ở trong tủ ấm 48 giờ ở 28oC, sau
đó chọn một đến hai khuẩn lạc nuôi tăng sinh
trong môi trường BHIB (BHI Broth), lắc 85 rpm

trong 24 giờ. Xác định mật độ vi khuẩn bằng máy
so màu quang phổ DNA SmartSpec Plus ở bước
sóng 550 nm (OD = 1 tương ứng với mật độ vi
khuẩn là 1,2 x 109 CFU/mL) kết hợp với phương
pháp đếm số khuẩn lạc phát triển trên môi trường
TSA (CFU/mL).

2.2. Ước tính giá trị chọn giống của cá G1
nhằm xác định nhóm gia đình cá kháng
bệnh cao và thấp

2.2.1. Thí nghiệm cảm nhiễm cá hương và cá giống
G1

Cá hương: 1.650 cá thuộc 33 gia đình cá hương
được gây nhiễm E. ictaluri bằng phương pháp
ngâm đến hết thời gian thí nghiệm, phù hợp với
các kích thướt nhỏ (Jeney, 2017). Cá trong từng
gia đình được cảm nhiễm trong bể riêng 30 L
với 50 cá/bể (mật độ cá trong bể là 1 cá/0,4 lít
nước) và nhiệt độ nước 26 - 28oC. Liều gây nhiễm
105 CFU/mL từ thí nghiệm thăm dò. Các chỉ tiêu
pH, NH3, nhiệt, oxi hòa tan trong nước được kiểm
tra 24 giờ một lần vào lúc 7 giờ sáng. Ghi nhận
biểu hiện lâm sàng, bệnh tích, số lượng cá chết 3
giờ/lần trong suốt 504 giờ sau khi gây nhiễm.

Cá giống: 1.361 cá (đã được đánh dấu PIT)
thuộc 33 gia đình cá giống được gây nhiễm theo
phương pháp của Trinh & ctv. (2016). Tất cả cá
thí nghiệm được nuôi trong cùng một bể lót bạt
có sục khí, diện tích mỗi bể là 16 m2 với mật
độ 1 cá/3,9 lít nước và nhiệt độ 26 - 28oC. Cá
thí nghiệm được nuôi chung với cá đã được gây
nhiễm với vi khuẩn E. ictaluri bằng phương pháp
tiêm xoang bụng với liều 2 x 105 CFU/cá. Tỉ lệ cá
thí nghiệm: cá được gây nhiễm trong bể là 65%
và 35% từ thí nghiệm thăm dò. Ngày thứ hai sau
khi nuôi chung cá thí nghiệm và cá nhiễm bệnh
GTM, vi khuẩn E. ictaluri được cho vào nước
1 lần duy nhất để bể thí nghiệm đạt mật độ 105

CFU/mL. Thí nghiệm không thay nước và không
cho cá ăn. Việc quản lý chất lượng nước và ghi
nhận biểu hiện bệnh, số lượng cá chết được thực
hiện tương tự như trong thí nghiệm với cá hương.

2.2.2. Ước tính giá trị chọn giống của cá G1

Tính trạng kháng bệnh cao và thấp (biến nhị
phân) của các cá thể trong thí nghiệm cảm nhiễm
được mã hóa: cá thể thuộc gia đình kháng bệnh
cao là 1 và thuộc gia đình kháng bệnh thấp là 0.
Dựa vào tình trạng sống/chết của các cá thể trong
mỗi gia đình, thông tin phả hệ G0, nghiên cứu
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này sử dụng mô hình tuyến tính hỗn hợp cá thể
tính toán giá trị chọn giống ước tính (Estimated
breeding value - EBV) của từng gia đình. Mô hình
tuyến tính hỗn hợp cá thể ước tính giá trị chọn
giống của các gia đình cá hương và cá giống được
thực hiện bằng phần mềm ASReml v3 (Gilmour
& ctv., 2014). Giá trị chọn giống của các gia đình
cá được ước tính tại giai đoạn tổng số cá sống còn
50% trong giai đoạn cảm nhiễm (Gjøen & ctv.,
1997).

Đối với cá hương: Mô hình tuyến tính hỗn hợp
cá thể được dùng để ước tính các thành phần
phương sai (bao gồm σ2

A = phương sai di truyền
cộng gộp, σ2

E là phương sai số dư và phương sai
kiểu hình σ2

P = σ2
A + σ2

E là: yij = µ+ β1× tuổi
cảm nhiễmi + cá thểj + eij. Trong đó: yij là tình
trạng (sống hoặc chết) của cá thể j khi kết thúc
thí nghiệm cảm nhiễm, µ là trung bình tỉ lệ sống
của quần thể cá thí nghiệm, β1 là hệ số hồi quy
của hiệp biến “tuổi cảm nhiễm = 27 ngày”, cá thể
j là ảnh hưởng ngẫu nhiên của cá thể j và eij là
ảnh hưởng của số dư.

Đối với cá giống: Mô hình tuyến tính hỗn hợp
cá thể được dùng để ước tính các thành phần
phương sai (bao gồm σ2

A = phương sai di truyền
cộng gộp, σ2

E là phương sai số dư và phương sai
kiểu hình σ2

P = σ2
A + σ2

E là: yij = µ+ β1× tuổi
đánh dấui + bểj + cá thểk + eijk. Trong đó: yijk

là tình trạng (sống hoặc chết) của cá thể k khi
kết thúc thí nghiệm cảm nhiễm, µ là trung bình
tỉ lệ sống của quần thể cá thí nghiệm, β1 là hệ
số hồi quy của hiệp biến “tuổi đánh dấu (từ 145
- 209 ngày tùy gia đình)”, bểj là ảnh hưởng cố
định hai bể thí nghiệm (bể 1 hoặc bể 2), cá thểk

là ảnh hưởng ngẫu nhiên của cá thể k và eijk là
ảnh hưởng của số dư.

Đường biểu diễn Kaplan-Meier thể hiện nguy
cơ tử vong giữa hai nhóm cá kháng bệnh cao và
thấp (Trinh & ctv., 2016) được thực hiện bằng
phần mềm STATA v.14.0.

2.3. Thí nghiệm cảm nhiễm hai nhóm gia đình
cá kháng bệnh đánh giá khả năng thực
bào của đại thực bào

2.3.1. Thí nghiệm cảm nhiễm trên 6 gia đình cá
giống G1

Sáu gia đình cá giống G1 (3 gia đình có EBV
cao và 3 gia đình có EBV thấp ở hai giai đoạn cá
hương và cá giống) được cảm nhiễm E. ictaluri
với cách thức cảm nhiễm tương tự như thí nghiệm
cảm nhiễm trên cá giống được đề cập ở mục 2.2.1.

Mỗi gia đình 30 cá trong bể 90 L. Cá được thu
mẫu để phân tích tại các thời điểm ngay trước khi
cảm nhiễm, 24, 48, 264 và 312 giờ sau cảm nhiễm
(hpi). Tổng số mẫu phân tích số lượng trung tâm
đại thực bào, hoạt lực và chỉ số thực bào của đại
thực bào là 372 bao gồm 192 mẫu của cá thuộc
nhóm gia đình kháng bệnh cao và 180 mẫu cá
thuộc nhóm gia đình kháng bệnh thấp.

2.3.2. Xác định số lượng trung tâm đại thực bào ở
mô gan, thận, lách

Phương pháp xác định tổng số lượng trung
tâm đại thực bào ở ba mô gan, thận, lách được
tiến hành theo Camp & ctv. (2000) như sau: (1)
nhuộm HE lát cắt mô; (2) quan sát mẫu trên kính
hiển vi quang học với vật kính 40X tại 5 vùng thị
kính (4 gốc và chính giữa lát cắt mô); (3) tính
số lượng trung tâm đại thực bào ở mỗi mô (gan;
thận; lách) bằng tổng số lượng đại thực bào trong
5 vùng thị kính; (4) tính số lượng trung tâm đại
thực bào ở mỗi mô gan, thận, lách; (5) Tổng trung
tâm đại thực bào ở ba mô = trung tâm đại thực
bào ở gan + trung tâm đại thực bào ở thận +
trung tâm đại thực bào ở lách.

2.3.3. Khả năng thực bào của đại thực bào

Phương pháp xác định khả năng thực bào
của đại thực bào được thực hiện theo Paredes
& ctv. (2013) có hiệu chỉnh như sau: thu mẫu
thận trước, nghiền nát thận trước và rửa qua
dung dịch RPMI+Herparin. Sau đó hút dung dịch
chứa đại thực bào cho vào vòng tròn được vẽ
sẵn bằng bút pap có đường kính bằng chiều rộng
lam kính. Ủ ấm 28oC trong 60 phút cho đại thực
bào bám vào lam kính. Sau khi rửa nhẹ nhàng
lame kính bằng dung dịch Hank, hút 150 µL dung
dịch chứa nấm men (đã được nhuộm bằng thuốc
nhuộm congo red) nhỏ vào trong mỗi vòng. Ủ
trong 2 giờ để hoạt động thực bào diễn ra. Rửa
lame kính với dung dịch PBS (Phosphate Buffer
Saline) gồm 13,8g/L NaH2PO4.H2O, 17,82 g/L
Na2HPO4.2H2O và 8,5g/L NaCl trong 1 lít nước
sao cho pH 7,2 sau đó cố định mẫu lần lượt bằng
methanol 100% và 70%. Sau cùng nhuộm lam
kính bằng thuốc nhuộm Giemsa. Quan sát dưới
kính hiển vi vật kính 100X. Công thức tính hoạt
lực thực bào theo Paredes & ctv. (2013) và chỉ số
thực bào theo Park & ctv. (2020):

PA =
Số tế bào thực bào đã thực bào nấm men

Số tế bào thực bào
× 100
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Bảng 1. Chất lượng môi trường nước của bể thí nghiệm trong quá trình cảm nhiễm

STT Chỉ tiêu Cá hương Cá giống
1 pH 7,56 ± 0,17 7,90 ± 0,83
2 NH3 (mg/L) 0,06 ± 0,03 0,80 ± 0,21
3 Oxy hòa tan (mg/L) 4,71 ± 0,48 4,08 ± 1,52
4 Nhiệt độ (oC) 26,08 ± 0,80 26,80 ± 1,60

Chất lượng môi trường nước về các chỉ tiêu như pH, NH3, oxy hòa tan và nhiệt độ trong các bể thí
nghiệm cảm nhiễm ở giai đoạn cá hương và cá giống đều được duy trì trong khoảng phát triển bình
thường của cá tra.

PI =
Số tế bào nấm men đã bị thực bào

Số tế đã thực bào nấm men
×

PA

100

PA (Phagocytic activity, %): hoạt lực thực bào
PI (Phagocytic index, nấm men/tế bào đại

thực bào): chỉ số thực bào

2.3.4. Xử lý số liệu

Kiểm định Logrank được dùng để chỉ ra khác
biệt nguy cơ tử vong giữa hai nhóm cá kháng
bệnh. Số liệu về khả năng thực bào của đại thực
bào của hai nhóm gia đình kháng bệnh cao và
thấp tại mỗi thời điểm được kiểm tra xác suất
của phân phối chuẩn bằng thử nghiệm Skewness
và Kurtosis. Kiểm định trung bình t - test hai
nhóm độc lập được sử dụng để so sánh giá trị
trung bình của các biến tại mỗi thời điểm giữa hai
nhóm gia đình. Phân tích sự khác biệt giữa hai
nhóm gia đình kháng bệnh được thực hiện trên
phần mềm SPSS v.20.0 với mức ý nghĩa được sử
dụng để kiểm định sai khác có ý nghĩa là 0,05.

3. Kết Quả và Thảo Luận

3.1. Ước tính giá trị chọn giống của cá G1
nhằm xác định nhóm gia đình cá kháng
bệnh cao và thấp

3.1.1. Chất lượng môi trường nước trong quá trình
cảm nhiễm

Chất lượng môi trường nước của bể thí nghiệm
trong quá trình cảm nhiễm thể hiển ở Bảng 1.

3.1.2. Tỉ lệ chết của các gia đình cá chọn giống giai
đoạn cá hương và cá giống

Qua Hình 1 cho thấy các gia đình cá hương bắt
đầu chết vào 144 giờ (ngoại trừ gia đình số 1 chết
từ giai đoạn 24 giờ) và chết nhiều nhất từ 168
- 264 giờ sau cảm nhiễm. Kết thúc thí nghiệm,
tỉ lệ chết trung bình của 33 gia đình cá hương
là 93%. Các gia đình cá giống bắt đầu chết vào
24 giờ và chết nhiều nhất từ 48 - 192 giờ sau

cảm nhiễm. Một số gia đình vẫn tiếp tục chết
nhiều đến thời điểm 432 giờ sau cảm nhiễm. Kết
thúc thí nghiệm, tỉ lệ chết trung bình của 33 gia
đình cá giống là 100%. Thời gian sống trung bình
trong trong quá trình thí nghiệm của 33 gia đình
cá hương là 247,14 ± 50,62 giờ và của 33 gia đình
cá giống là 137,62 ± 34,02 giờ.

3.1.3. Ước tính giá trị chọn giống của 33 gia đình
cá hương và cá giống G1

Kết quả ước tính EBV của 33 gia đình cá hương
và cá giống được trình bày tại Bảng 2.

Theo nghiên cứu Gjøen & ctv. (1997), giai đoạn
tỉ lệ cá chết 50% sau cảm nhiễm thường được
lựa chọn để tính toán thông số di truyền vì một
số ít gia đình không còn cá thể sống đến giai
đoạn tỉ lệ chết 75% hay cuối thí nghiệm dẫn đến
làm sai lệch kết quả trong việc ước tính thông
số di truyền. Ngoài ra, giai đoạn chết 50% còn
tối đa hóa phương sai kiểu hình tính trạng kháng
bệnh (nhị phân) giúp việc ước tính chính xác hơn
(Pham & ctv., 2020). Nghiên cứu của Trinh &
ctv. (2019) cho thấy việc ước tính các thông số di
truyền kháng bệnh trong giai đoạn đầu của quá
trình cảm nhiễm sẽ cho kết quả khả quan hơn.
Vì vậy, nghiên cứu này dựa vào giá trị chọn giống
ước tính tại giai đoạn cắt ngang 50% tỉ lệ cá chết
để xác định những gia đình kháng bệnh cao hay
thấp. Kết quả dựa vào xếp hạng trung bình EBV
của các gia đình tại hai giai đoạn chọn hai nhóm
cá kháng bệnh cao và thấp (nhóm kháng bệnh
cao: EBV các gia đình đều cao ở hai giai đoạn
và chủ yếu là giai đoạn cá giống và nhóm kháng
bệnh thấp tương tự EBV thấp ở hai giai đoạn).
Trong 33 gia đình, nghiên cứu đã chọn được 3 gia
đình kháng bệnh cao (giá trị EBV tại giai đoạn
cá hương, cá giống lần lượt là 0,18, 0,03, -0,05;
0,07, 0,05, 0,06) và 3 gia đình kháng bệnh thấp
(giá trị EBV tại giai đoạn cá hương, cá giống lần
lượt là -0,24, -0,26, 0,04 và -0,05, 0,03, -0,03) để
so sánh đáp ứng miễn dịch. Các gia đình này có
thứ tự xếp hạng giá trị chọn giống ước tính sắp
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Bảng 2. Giá trị EBV trung bình của 33 gia đình cá hương và cá giống1

STT∗ Cá hương Cá giống Trung bình STT∗ Cá hương Cá giống Trung bình
1 -0,26 -0,05 -0,16 18 0,02 -0,05 -0,02
2 -0,09 -0,06 -0,08 19 -0,29 0,09 -0,10
3 -0,01 -0,03 -0,02 20 -0,11 -0,09 -0,10
4 -0,33 -0,12 -0,23 21 0,06 0,00 0,03
5 0,43 -0,06 0,19 22 -0,26 0,07 -0,09
6 -0,24 -0,05 -0,15 23 -0,09 0,02 -0,04
7 0,18 0,07 0,13 24 -0,10 -0,03 -0,07
8 0,25 0,07 0,16 25 0,45 0,05 0,25
9 0,05 0,03 0,04 26 0,28 -0,08 0,10
10 0,03 0,05 0,04 27 -0,09 0,10 0,01
11 0,24 0,08 0,16 28 -0,21 0,01 -0,10
12 -0,07 0,04 -0,02 29 -0,37 0,05 -0,16
13 0,08 -0,11 -0,02 30 0,04 -0,03 0,00
14 -0,26 0,03 -0,12 31 -0,12 0,03 -0,05
15 0,16 0,01 0,09 32 0,31 0,01 0,16
16 0,13 0,04 0,09 33 0,08 0,01 0,05
17 -0,05 0,06 0,01

∗: Số thứ tự các gia đình trong 33 gia đình cá chọn giống; 1EBV: Estimated breeding value.

Hình 1. Tỉ lệ chết tích lũy (%) của cá hương (A) và cá giống (B) trong thí nghiệm cảm nhiễm.
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Hình 2. Đường biểu diễn Kaplan-Meier cho tỉ lệ sống hai nhóm gia đình kháng bệnh.

Hình 3. Trung tâm đại thực bào ở mô.

Tạp chí Nông nghiệp và Phát triển 20(5) www.jad.hcmuaf.edu.vn

http://jad.hcmuaf.edu.vn


Trường Đại học Nông Lâm TP. Hồ Chí Minh 35

Bảng 3. Giá trị EBV của 6 gia đình kháng bệnh cao và thấp tại hai giai đoạn cá hương và cá giống

Gia đình STT
Giá trị
EBV1

Thứ tự
EBV1

Giá trị
EBV2

Thứ tự
EBV2

EBV
TB1,2

Thứ tự TB
EBV1,2

Kháng bệnh cao
1 0,18 7 0,07 6 0,13 6,5
2 0,03 15 0,05 9 0,04 12
3 -0,05 18 0,06 7 0,01 12,5

Kháng bệnh thấp
4 -0,24 27 -0,05 27 -0,15 27
5 -0,26 29 0,03 15 -0,12 22
6 0,04 14 -0,03 22 0,00 18

1: Giai đoạn cá hương; 2: Giai đoạn cá giống; TB: Trung bình; EBV: Estimated breeding value.
Thứ tự xếp hạng theo số thứ tự theo mức kháng bệnh từ cao đến thấp.

Hình 4. Đại thực bào nấm men dưới kính vi (100X, 40X, 20X).

xếp theo thứ tự được trình bày tại Bảng 3.
Trung bình thời gian sống trong quá trình cảm

nhiễm của nhóm kháng bệnh cao là 153,47 ±

79,49 giờ và của nhóm kháng bệnh thấp là 99,95
± 72,35 giờ. Sự khác biệt về thời gian sống hai
nhóm kháng bệnh có ý nghĩa thống kê (P = 0,00).
Tỉ lệ sống tích lũy đến khi kết thúc thí nghiệm của
hai nhóm gia đình kháng bệnh cao và thấp đều là
0,0%. Tuy nhiên, qua đường biểu diễn Kaplan -
Meier (Hình 2) cho thấy tỉ lệ sống tích lũy của các
gia đình kháng bệnh thấp bằng 0,57 của các gia

đình kháng bệnh cao. Nguy cơ tử vong của nhóm
kháng bệnh cao thấp hơn nhóm kháng bệnh thấp
là khoảng 43% (HR = 0,57, P = 0,019). Kiểm
định Logrank cho thấy sự khác biệt nguy cơ tử
vong giữa hai nhóm cá kháng bệnh có ý nghĩa
thống kê (giá trị P = 0,013). Tóm lại, qua quá
trình cảm nhiễm các gia đình kháng bệnh cao có
tỉ lệ sống và thời gian sống cao hơn so với các gia
đình kháng bệnh thấp. Tuy nhiên, sự khác biệt
tỉ lệ sống tích lũy của hai nhóm kháng bệnh cao
và thấp chủ yếu thể hiện trong giai đoạn 24 - 200
hpi (Hình 2).
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3.2. Khả năng thực bào của đại thực bào của
cá thuộc các gia đình kháng bệnh cao và
thấp

Trung tâm đại thực bào ở mô gan (A, B, C),
thận (D, E, F), lách (G, H, I) và đại thực bào
nấm men dưới kính hiển vi (100X, 40X, 20X) thể
hiện ở Hình 3 và 4.

Sau khi vượt qua lớp hàng rào phòng vệ bên
ngoài cơ thể cá như lớp chất nhầy và biểu mô
che phủ mang và da, vi khuẩn sẽ bị thực bào
bởi đại thực bào, bạch cầu đơn nhân, bạch cầu
trung tính và tế bào giết tự nhiên (Frøystad &
ctv, 1998; Evans & ctv, 2001). Sự biến động số
lượng trung tâm đại thực bào và khả năng thực
bào của đại thực bào trong quá trình cảm nhiễm
của cá thuộc hai nhóm gia đình kháng bệnh được
trình bày trong Bảng 4. Các kết quả này phản
ánh chức năng diệt khuẩn của đại thực bào trong
phản ứng viêm hệ thống và đáp ứng miễn dịch
không đặc hiệu (Shoemaker & ctv., 1997). Ngoài
việc tăng số lượng trung tâm đại thực bào thì khả
năng thực bào (hoạt lực thực bào và chỉ số thực
bào) của các loại tế bào bạch cầu cũng đóng vai
trò quan trọng trong việc đáp ứng miễn dịch của
cá.

Số lượng trung tâm đại thực bào của nhóm
kháng bệnh cao (A) tăng từ trước cảm nhiễm
(18,79 trung tâm đại thực bào/mô) đến giai đoạn
48 hpi (47,46 trung tâm đại thực bào/mô) sau
đó giảm đến giai đoạn 264 hpi (20,16 trung tâm
đại thực bào/mô). Đối với nhóm khám bệnh
thấp (B), số lượng trung tâm đại thực bào tăng
từ trước cảm nhiễm (22,21 trung tâm đại thực
bào/mô) đến giai đoạn 24 hpi (54,38 trung tâm
đại thực bào/mô) và sau đó giảm đến giai đoạn
312hpi (16,10 trung tâm đại thực bào/mô). Số
lượng trung tâm đại thực bào của nhóm A tăng
đến 48 hpi trong khi số lượng trung tâm đại thực
bào của nhóm B chỉ tăng đến 24 hpi. Nguyên
nhân có thể giải thích do đáp ứng miễn dịch
không đặc hiệu với sự tham gia của đại thực bào
nhóm A kéo dài hơn đến giai đoạn 48 hpi giúp
tăng khả năng sống sót trong giai đoạn đầu của
quá trình cảm nhiễm 24 - 48 hpi. Kết quả này
tương tự với kết quả trong nghiên cứu của Camp
& ctv. (2000) trên cá da trơn kháng E. ictaluri.
Nhóm cá chọn lọc kháng bệnh tạo ra nhiều trung
tâm đại thực bào ở lá lách và thận hơn nhóm cá
chưa qua chọn lọc trong quá trình cảm nhiễm.

Hoạt lực thực bào PA của hai nhóm A và B
đều tăng từ trước cảm nhiễm đến giai đoạn 312
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giờ sau cảm nhiễm (hpi) (nhóm A tăng từ 51,69%
lên 93,94% và nhóm B tăng từ 51,69% tăng lên
94,45%). Từ giai đoạn 48 hpi đến 312 hpi, nhóm
A có PA cao hơn nhóm B.

Chỉ số thực bào PI của nhóm A tăng từ trước
cảm nhiễm (1,40) đến giai đoạn 264 hpi (5,55)
sau đó giảm đến giai đoạn 312 hpi (5,11). Đối với
nhóm B, chỉ số thực bào PI tăng từ trước cảm
nhiễm (1,54) đến giai đoạn 312 hpi (5,66). Chỉ số
thực bào PI nhóm A cao hơn nhóm B có ý kiến
thống kê tại giai đoạn 48 hpi (P < 0,05).

Sự khác biệt về hoạt lực thực bào và chỉ số
thực bào giữa hai nhóm A và B thể hiện chủ yếu
từ giai đoạn 48 hpi. Điều này có thể giải thích
cho khả năng sống sót của cá trong nhóm kháng
bệnh cao cao hơn cá trong nhóm kháng bệnh thấp
trong giai đoạn đầu cảm nhiễm E. ictaluri. Camp
& ctv. (2000) đã chỉ ra có sự khác biệt về khả
năng thực bào của đại thực bào và sự mẫn cảm
với vi khuẩn E. ictaluri của cá da trơn thuộc các
nhóm gia đình kháng bệnh trong giai đoạn từ 3
- 14 ngày sau cảm nhiễm. Trong nghiên cứu này,
sự khác biệt về số lượng đại thực bào, hoạt động
thực bào, chỉ số thực bào của hai nhóm gia đình
cá kháng bệnh thể hiện chủ yếu tại giai đoạn 48
giờ sau cảm nhiễm.

4. Kết Luận

Nghiên cứu này làm rõ sự khác biệt của yếu tố
miễn dịch không đặc hiệu là đại thực bào trên hai
nhóm gia đình cá tra chọn giống cao và thấp thế
hệ G1 trong quá trình cảm nhiễm. Số lượng tổng
trung tâm đại thực bào ở ba mô gan, thận, lách,
hoạt lực thực bào PA, chỉ số thực bào PI của đại
thực bào mô thận trước nhóm kháng bệnh cao
lớn hơn nhóm khám bệnh thấp trong giai đoạn
cảm nhiễm, đặc biệt có ý nghĩa thống kê ở giai
đoạn 48 giờ sau cảm nhiễm góp phần giúp tăng
khả năng kháng bệnh của nhóm kháng bệnh cao
hơn so với nhóm kháng bệnh thấp trong giai đoạn
đầu của quá trình cảm nhiễm.

Lời Cam Đoan
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ABSTRACT

The study was carried out with the aim of determining the reproductive
parameters and performing the rearing of giant razor clams (Cultellus
maximus Gmelin, 1791) at larval stage and postlarval stage with differ-
ent diets. The results showed that the spawning rate was 62.22 ± 3.85%,
the fecundity was 7.98 ± 0.67 million eggs/female, the relative fecun-
dity was 48,081 ± 5,826 eggs/g female, the fertilization rate was 42.67 ±
4.47%, and the hatching rate was 44.19 ± 4.02%. The rearing at larval
stage with different diets of algae was investigated ((T1.1): Nanochlorop-
sis oculata + Isochrysis galbana; (T1.2): N. oculata + Chaetoceros muel-
leri ; and (T1.3): N. oculata + Isochrysis galbana + C. muelleri). The
results showed that T1.3 gave the survival rate, length and width of
larvae, reaching 5.3 ± 0.91%; 1525.60 ± 48.90 µm and 918.20 ± 28.00
µm, respectively. The parameters obtained from T1.3 were significantly
higher (P < 0.05) than those of T1.1 and T1.2. The rearing at postlarval
stage with different diets was also studied as follows: (T2.1): N. oculata
+ I. galbana + C. muelleri ; (T2.2): using commercial feed (Lansy and
Frippak); and (T2.3): combination of 50% of T2.1 + 50% of T2.2. The
results showed that T2.1 gave the survival rate, growth in length and
width of postlarvae, reaching 11.83 ± 3.89%; 5.72 ± 0.61 mm and 3.31
± 0.14 mm respectively. Growth parameters of T2.1 were significantly
higher (P < 0.05) compared to those of T2.2 and T2.3.

Cited as: Nguyen, H. T., & Dinh, N. T. (2021). Trial on artificial breeding and laviculture of
giant razor clams (Cultellus maximus Gmelin, 1791). The Journal of Agriculture and Development
20(5), 39-46.
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TÓM TẮT

Nghiên cứu được thực hiện với mục tiêu khảo sát các chỉ tiêu sinh sản và
thử nghiệm ương ngao móng tay chúa (Cultellus maximus) giai đoạn ấu
trùng và giai đoạn giống với các khẩu phần thức ăn khác nhau. Kết quả
cho thấy tỷ lệ tham gia sinh sản của ngao cái là 62,22 ± 3,85%, sức sinh
sản thực tế 7,98 ± 0,67 triệu trứng/cá thể, sức sinh sản tương đối thực
tế 48.081 ± 5.826 trứng/g cá thể cái, tỷ lệ thụ tinh 42,67 ± 4,47%, và
tỷ lệ nở 44,19 ± 4,02%. Thí nghiệm 1 ương giai đoạn ấu trùng bằng các
khẩu phần tảo khác nhau NT1.1: Nanochloropsis oculata + Isochrysis
galbana; NT1.2: N. oculata + Chaetoceros muelleri ; và NT1.3: N.
oculata + Isochrysis galbana + C. Muelleri. Kết quả cho thấy NT1.3
cho tỷ lệ sống, tăng trưởng chiều dài và chiều rộng của ấu trùng tương
ứng là 5,3 ± 0,91%; 1525,60 ± 48,90 µm và 918,20 ± 28,00 µm cao hơn
có ý nghĩa thống kê (P < 0,05) so với NT1.1 và NT1.2. Thí nghiệm 2
ương giai đoạn giống bằng các khẩu phần thức ăn khác nhau: NT2.1: N.
oculata + I. galbana + C. muelleri ; NT2.2: sử dụng thức ăn tổng hợp
(Lansy và Frippak); và NT2.3: kết hợp 50% NT2.1 + 50% NT2.2, kết
quả cho thấy NT2.1 cho tỷ lệ sống, tăng trưởng chiều dài và chiều rộng
của ấu trùng tương ứng là 11,83 ± 3,89%; 5,72 ± 0,61 mm và 3,31 ±
0,14 mm cao hơn có ý nghĩa thống kê (P < 0,05) so với NT2.2 và NT 2.3.

1. Đặt Vấn Đề

Động vật thân mềm đã và đang được xem là
nhóm đối tượng có ưu thế trong chiến lược phát
triển nuôi thủy sản nói chung và nuôi biển nói
riêng của nước ta hiện nay. Một trong các loài
động vật thân mềm có giá trị kinh tế cao và đang
bị khai thác cạn kiệt đó là ngao móng tay chúa
(Cultellus maximus Gmelin, 1791). Về phân bố,
ngao móng tay chúa (MTC) được tìm thấy ở một
số vùng ven biển Việt Nam từ Quảng Ninh đến
Cà Mau. Chúng phân bố chủ yếu ở vùng trung
triều và hạ triều, nơi có nền đáy bùn nhuyễn hoặc
bùn cát, địa hình bằng phẳng, độ sâu nước từ 0,3
- 10 m, thậm chí một số cá thể sống ở độ sâu 20
m. Tuy nhiên chưa xác định về mật độ quần thể
và sinh lượng (Nguyen & Hoang, 2009).

Đã có một số nghiên cứu về đặc điểm sinh học
sinh sản, thăm dò khả năng sản xuất giống trên

ngao móng tay chúa và nghiên cứu về kỹ thuật
kích thích sinh sản ngao MTC (Nguyen & Tran,
2017). Tuy nhiên việc ương MTC ở giai đoạn ấu
trùng và giai đoạn giống hiện còn nhiều hạn chế
và tỷ lệ sống của ấu trùng đến giai đoạn giống
còn rất thấp chỉ đạt 0,93% (Nguyen & Do, 2016).
Vì vậy, việc nghiên cứu các khẩu phần thức ăn
và phương pháp ương ấu trùng ngao MTC nhằm
góp phần hoàn thiện qui trình sản xuất giống
ngao MTC trong tương lai, cung cấp nguồn ngao
MTC giống phục vụ cho nuôi thương phẩm hoặc
bổ sung vào tự nhiên là rất cần thiết và có ý nghĩa
trong thực tiễn.

2. Vật Liệu và Phương Pháp Nghiên Cứu

2.1. Vật liệu thí nghiệm

Nguồn nước: Nước biển có độ mặn 28 - 30%₀
được xử lý qua hệ thống lắng, lọc và sát khuẩn
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bằng thuốc tím (3 ppm - 12 giờ) và chlorine (30
ppm - 24 giờ). Sau đó được trung hòa bằng Na-
trithiosulphat. Nguồn nước này được sử dụng để
nuôi tảo, ngao bố mẹ và ương ấu trùng MTC
trong các thí nghiệm.

Nguồn ngao MTC bố mẹ: Được thu mua từ các
vựa hải sản tại các vùng ven biển tỉnh Cà Mau.
Kích cỡ từ 140 - 200 g/con, chiều dài thân đạt
từ 15 - 18 cm/con. Theo Nguyen & Do (2016),
kích thước thành thục ngao MTC từ 12 -15 cm
trở lên.

Thuần dưỡng: Ngao MTC bố mẹ được thuần
dưỡng trong các bể 0,5 m3, độ mặn 28 - 30%₀,
mật độ 15 con/m2. Cho ăn 2 lần/ngày bằng tảo
Chlorella sp và Chaetoceros sp (tỉ lệ 1:1), mật độ
tảo khoảng 100.000 tb/mL/lần, thay nước 100%
mỗi ngày.

Nguồn tảo: Các loài tảo được sử dụng trong
nghiên cứu gồm Chlorella sp, Nanochloropsis oc-
ulata, Isochrysis galbana, Chaetoceros muelleri.
Được nhân từ giống tảo gốc và nuôi sinh khối
trong các túi nilông (50 L) làm thức ăn cho ngao
bố mẹ và ấu trùng MTC.

Các vật dụng và hóa chất: Bể composite thể
tích 10 m3: (1 bể), dùng để chứa nước mặn đã
xử lý. Bể composite thể tích 1 m3: (2 bể), dùng
để thuần dưỡng ngao MTC bố mẹ. Bể composite
thể tích 0,5 m3: (3 bể), dùng để sinh sản nhân
tạo trong thí nghiệm 1. Thùng nhựa thể tích 45 L:
(27 thùng), dùng bố trí thí nghiệm ương ấu trùng.
Máy đo pH, khúc xạ kế, kính hiển vi, máy sục khí,
máy bơm, thuốc tím, Chlorine, Natrithiosulphat.

2.2. Phương pháp bố trí thí nghiệm

2.2.1. Khảo sát các chỉ tiêu sinh sản của ngao MTC

Áp dụng phương pháp kích thích ngao MTC
sinh sản bằng cách hạ nhiệt độ ở 18oC trong 45
phút (Nguyen & Tran, 2017). Sau đó, cho ngao
MTC vào các bể đẻ đã chuẩn bị sẵn. Khảo sát
được thực hiện trên 3 bể, mỗi bể bố trí 10 con
(bể 1: 5 đực + 5 cái; bể 2: 4 đực + 6 cái; bể
3: 5 đực + 5 cái). Dựa vào màu sắc tuyến sinh
dục để phân biệt đực - cái: con đực có tuyến sinh
dục màu trắng sữa, con cái có tuyến sinh dục
màu vàng nhạt (Nguyen & Tran, 2017). Mỗi cá
thể ngao bố mẹ được cân khối lượng và đánh số
thứ tự để theo dõi và ghi nhận quá trình sinh
sản (SS), số lượng cá thể tham gia SS. Khi ngao
MTC sinh sản xong, thu toàn bộ ngao bố mẹ và
giải phẩu tuyến sinh dục để xác định số lượng cá

thể cái tham gia SS. Sức SS thực tế, sức SS tương
đối thực tế, tỷ lệ thụ tinh và tỷ lệ nở cũng được
khảo sát trong thí nghiệm.

2.2.2. Thí nghiệm 1: Ương giai đoạn ấu trùng

Ấu trùng ngao MTC phát triển qua các giai
đoạn ấu trùng bánh xe, ấu trùng chữ D, ấu trùng
đỉnh vỏ, và cuối cùng là ấu trùng chân bò, kéo
dài từ 15 - 18 ngày (Nguyen & Do (2016). Thí
nghiệm được bố trí với 3 nghiệm thức (NT) khẩu
phần thức ăn khác nhau, mỗi NT lặp lại 3 lần.
Thời gian ương giai đoạn ấu trùng là 18 ngày.
Ấu trùng được bố trí ương trong các thùng nhựa
dung tích 45 L (chứa 40 L nước + đáy cát mịn
dày 2 cm). Mật độ ương 10 con/mL, sục khí nhẹ
liên tục:

NT1: Nanochloropsis oculata + Isochrysis gal-
bana tỉ lệ 1:1 theo khối lượng

NT2: N. oculata + Chaetoceros muelleri tỉ lệ
1:1 theo khối lượng

NT3: N. oculata + I. galbana + C. muelleri tỉ
lệ 1:1:1 theo khối lượng

Mật độ tảo cho ăn từ 3.000 tb/mL/lần ở ngày
ương thứ nhất. Mỗi ngày tăng khẩu phần ăn
thêm 1.500 tb/mL/lần theo cấp số cộng. Cho ăn
2 lần/ngày lúc 6:00 và 16:00. Định kỳ thay nước
1 ngày/lần, mỗi lần thay 20 - 30%.

2.2.3. Thí nghiệm 2: Ương giai đoạn giống

Sau khi hầu hết ấu trùng xuất hiện chân bò và
biến thái xong, lúc này chúng có hình thái như
ngao giống thì tiến hành thu, định lượng và bố
trí thí nghiệm ương giai đoạn giống với bể ương
có nền đáy cát bùn (70% cát + 30% bùn, dày 5
cm). Thí nghiệm được bố trí vào các thùng nhựa
dung tích 45 L (diện tích đáy 1.200 cm2). Ngao
giống được cho ăn với 3 khẩu phần khác nhau để
so sánh tỷ lệ sống, tăng trưởng chiều dài và chiều
rộng cơ thể. Mỗi NT lặp lại 3 lần:

NT1: Là khẩu phần ăn tốt nhất được chọn từ
thí nghiệm 2

NT2: Thức ăn tổng hợp phối giữa Lansy và
Frippak (Bảng 1) với tỷ lệ là 1:1 theo khối lượng

NT3: Kết hợp 50% NT1 + 50% NT2
Mật độ ương 1 con/cm2, mực nước duy trì

khoảng 30 cm, sục khí nhẹ liên tục từ tầng giữa
của bể, tránh làm xáo trộn nền đáy. Khẩu phần
ăn của NT1 từ ngày đầu là 20.000 tb/mL. Mỗi
ngày khẩu phần ăn tăng lên 10.000 tb/mL theo
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Bảng 1. Thành phần dinh dưỡng (%) của thức ăn tổng hợp trong NT2

Thành phần Lansy Frippak
Protein 48 52
Lipid 13 14,5
Fiber 2,5 3
Moisture 8 10

Nguồn: Theo công bố trên bao bì của sản phẩm.

Bảng 2. Các chỉ tiêu sinh sản (SS) ngao móng tay chúa

Chỉ tiêu Lần 1 Lần 2 Lần 3 TB ± SD
Tỷ lệ ngao cái tham gia SS (%) 60 66,67 60 62,22 ± 3,85
Khối lượng trung bình cá thể cái tham gia SS (g/cá thể) 164,7 165,3 166,0 165,3 ± 3,06
Sức SS thực tế (triệu trứng/cá thể) 7,76 7,52 8,67 7,98 ± 0,67
Sức SS tương đối thực tế (trứng/g cá thể) 46.518 45.477 52.249 48.081 ± 5.826
Tỷ lệ thụ tinh (%) 43,78 44,71 39,51 42,67 ± 4,47
Tỷ lệ nở (%) 40,06 45,24 47,28 44,19 ± 4,02

cấp số cộng. Khẩu phần ăn ở NT2 được cho ăn
thỏa mãn theo quan sát, tránh dư thừa gây ô
nhiễm nước. Cho ăn 2 lần/ngày lúc 6:00 và 16:00.
Thay nước 1 lần/ngày, mỗi lần 30 - 50%.

2.3. Các chỉ tiêu theo dõi của thí nghiệm

Tỷ lệ sinh sản (%) = 100 × (số cá thể cái đã
SS)/(số cá thể cái bố trí)

Sức SS thực tế (triệu trứng/cá thể) = (tổng số
trứng trong bể đẻ)/(số cá thể cái tham gia SS)

Sức SS tương đối thực tế (trứng/g cá thể cái)
= (tổng số trứng trong bể)/(tổng khối lượng cá
thể cái tham gia SS của bể)

Tỷ lệ thụ tinh (%): Thu 3 mẫu (30 trứng/mẫu)
ấp trong môi trường tương tự trong bể ấp, khi
trứng đến giai đoạn phôi vị, đếm tổng số trứng
thụ tinh và tính tỉ lệ thụ tinh = 100 × (tổng số
trứng thụ tinh)/(tổng số trứng mẫu thu)

Tỷ lệ nở (%): Thu 3 mẫu (30 phôi/mẫu) ấp
trong môi trường thích hợp, khi phôi nở thành
ấu trùng, đếm số ấu trùng và tính tỷ lệ nở = 100
× (tổng số ấu trùng nở)/(tổng số phôi mẫu thu).

Tỷ lệ sống ấu trùng/hậu ấu trùng (%): Định
kỳ 3 ngày, thu 3 mẫu cho mỗi bể (100 mL/mẫu
với giai đoạn sống trôi nổi; và 100 cm2/mẫu đối
với giai đoạn sống đáy). Tỷ lệ nở (%) = 100 ×
(tổng số cá thể của mẫu)/(tổng số cá thể tương
ứng ban đầu).

Tăng trưởng theo chiều dài và chiều rộng: Định
kỳ 3 ngày, thu 10 cá thể/bể để xác định chiều dài
và chiều rộng của ấu trùng và hậu ấu trùng.

2.4. Xử lý số liệu

Các phân tích thống kê được thực hiện với các
phần mềm Microsoft Excel 2016 và SPSS 20.0 for
Window. Các số liệu được phân tích phương sai
(ANOVA) một yếu tố ở mức ý nghĩa P = 0,05, và
khi các ảnh hưởng được tìm thấy là có ý nghĩa,
LSD được sử dụng để xác định các khác biệt cho
từng cặp nghiệm thức. Các số liệu % được chuyển
đổi thành arsin trước khi phân tích. Các số liệu
được trình bày dưới dạng trung bình ± độ lệch
chuẩn.

3. Kết Quả

3.1. Kết quả sinh sản ngao móng tay chúa

Các chỉ tiêu sinh sản ngao móng tay chúa thể
hiện ở Bảng 2.

3.2. Kết quả ương giai đoạn ấu trùng

Tỷ lệ sống (TLS) của ấu trùng ở cả 3 nghiệm
thức đều giảm nhanh sau mỗi đợt khảo sát. Qua
6 đợt khảo sát từ ngày ương thứ 3 đến ngày thứ
18 cho thấy ở NT3 (kết hợp 3 loại tảo) luôn có
TLS cao hơn (có ý nghĩa thống kê) so với NT1
và NT2. Kết thúc 18 ngày ương ở giai đoạn ấu
trùng, TLS NT3 đạt 5,3% cao hơn (có ý nghĩa
thống kê) so với NT1 (1,72%) và NT2 (1,56%)
(Bảng 3).

Từ khi bắt đầu ương đến ngày thứ 6 tăng
trưởng chiều dài và chiều rộng trung bình giữa
các NT là không khác biệt. Từ đợt khảo sát ở
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Bảng 3. Tỷ lệ sống (%) của ngao móng tay chúa giai đoạn ấu trùng (n = 9)

Ngày ương NT1 NT2 NT3
3 38,4 ± 5,77a 38,96 ± 7,96a 57,54 ± 5,00b

6 12,93 ± 1,76a 11,25 ± 2,47a 20,01 ± 2,8b

9 7,19 ± 0,89a 8,56 ± 1,38a 10,56 ± 0,26b

12 5,72 ± 1,77a 6,32 ± 1,23a 8,51 ± 0,65b

15 4,24 ± 0,87a 3,93 ± 0,44a 7,32 ± 0,23b

18 1,72 ± 0,41a 1,56 ± 0,23a 5,3 ± 0,91b

a-bCác chữ cái trên cùng hàng khác nhau biểu diễn sự khác biệt có ý nghĩa thống kê giữa
các nghiệm thức ở độ tin cậy 95%.

ngày ương thứ 9 trở đi đến ngày ương thứ 18
cho thấy tăng trưởng chiều dài và chiều rộng của
ấu trùng ở NT3 (kết hợp ba loài tảo) luôn cao
hơn NT1 và NT2, khác biệt có ý nghĩa thống kê.
Trong khi đó tăng trưởng của ấu trùng giữa NT1
và NT2 là không có ý nghĩa thống kê (Bảng 4).

3.3. Kết quả ương ngao MTC giai đoạn giống

Kết quả về tỷ lệ sống của giai đoạn ương giống
được trình bày trong Bảng 5; tăng trưởng chiều
dài và chiều rộng của ấu trùng được trình bày
trong Bảng 6.

Qua 8 đợt khảo sát ở giai đoạn này cho thấy
TLS của ngao giống ở các NT đều giảm khá
nhanh sau mỗi 3 ngày ương. Từ ngày thứ 6 ở
giai đoạn này bắt đầu có sự khác biệt về TLS
giữa các NT. NT1 với khẩu phần thức ăn kết hợp
3 loài tảo luôn cho TLS của ấu trùng cao hơn
NT2 và NT3. Đến ngày thứ 24 TLS trung bình
của NT1 đạt 11,83% cao hơn (có ý nghĩa thống
kê) so với NT2 (2,88%) và NT3 (5,38%).

Tương tự như kết quả về tỷ lệ sống, tăng trưởng
về chiều dài và chiều rộng của ngao giống ở NT1
cũng có kết quả cao hơn (có ý nghĩa thông kê) so
với NT2 và NT3 từ ngày ương thứ 6 trở đi. Kết
thúc thí nghiệm ở ngày ương thứ 24, ngao giống ở
NT1 có tăng trưởng cao nhất, đạt chiều dài trung
bình 5,7 2 ± 0,61 mm và chiều rộng trung bình
3,31 ± 0,14 mm, cao hơn (có ý nghĩa thống kê) so
với NT2 (dài: 4,62 ± 0,44 mm, rộng: 2,92 ± 0,10
mm) và NT3 (dài: 4,57 ± 0,57 mm, rộng: 3,00 ±
0,10 mm).

4. Thảo Luận

Tỷ lệ SS trong thí nghiệm này đạt 62,22 ±

3,85% cao hơn so với nghiên cứu của Nguyen &
Tran (2017) (38,33 ± 2,89%). Ngược lại tỷ lệ thụ
tinh 42,67 ± 4,47% và tỷ lệ nở 44,19 ± 4,02%,
thấp hơn tương ứng (85,81 ± 2,82%), và (81,75 ±

4,60%) so với nghiên cứu Nguyen & Tran (2017).
Điều này có thể do ảnh hưởng bởi chất lượng ngao
bố mẹ, mùa vụ SS hoặc điều kiện môi trường.

Theo nghiên cứu của Nguyen & Do (2016),
Ngao móng tay chúa có sức sinh sản đạt 5,59
± 0,65 triệu trứng/cá thể ở nhóm kích thước 120
- 150 g, thấp hơn so với kết quả trong nghiên cứu
này, với sức SS thực tế trung bình đạt 7,98 ± 0,67
triệu trứng/cá thể ở nhóm kích thước 140 - 200 g.
Như vậy rõ ràng sức SS ngao MTC tăng tỷ lệ với
kích thước ngao mẹ. Tương đương với sức sinh
sản của tu hài là 5,72 triệu trứng/cá thể (130 g)
(Tran, 2008). Sức SS tương đối của ngao MTC
trong nghiên cứu này là 48.081 ± 5.826 trứng/g,
tương đương với kết quả của Nguyen & Do (2016)
là 46.580 ± 400 trứng/g.

Khi ương ấu trùng ngao MTC với các khẩu
phần thức ăn là tảo tươi cho thấy sự kết hợp cả
3 loài tảo N. oculata + I. galbana + Ch. muelleri
cho kết quả cao hơn rõ rệt so với các nghiệm thức
chỉ kết hợp 2 trong 3 loài tảo trên. Điều này có thể
hiểu rằng ở các giai đoạn phát triển khác nhau
của ấu trùng chúng cần thức ăn có kích cỡ và dinh
dưỡng khác nhau. Tương tự theo nghiên cứu của
Nguyen (2003) trên nghêu (Meritrix lyrata), khi
ương ấu trùng với khẩu phần hỗn hợp 4 loài tảo:
Chaetoceros sp + Isochrysis sp + Nanochlorypsis
oculata + Platymonas sp cho kết quả tỷ lệ sống
tốt nhất (từ 8 - 25%) sau thời gian 9 - 11 ngày
ương. Vì vậy, khi ương ấu trùng ngao MTC trong
giai đoạn ấu trùng nên kết hợp nhiều loài tảo với
nhau trong khẩu phần sẽ giúp cải thiện tỷ lệ sống
của ấu trùng.

Khi ương ngao MTC giai đoạn giống thì khẩu
phần kết hợp 3 loài tảo trên vẫn cho kết quả tốt
nhất, cao hơn rõ rệt so với các khẩu phần có
sử dụng thức ăn tổng hợp (Lansy và Frippak).
Nghiên cứu của Tran (2008) cho rằng khi ương
ấu trùng tu hài (Lutraria rhynchaena) bằng hỗn
hợp tảo đơn bào (Nanochloropsis sp, Chaetoceros
sp, Playmonas sp) cho TLS cao nhất so với các
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nghiệm thức có sử dụng bán phần hoặc toàn phần
thức ăn tổng hợp (Lansy và Frippak). Nghiên cứu
của Phung & Tran (2019) cho thấy khi ương ấu
trùng sò huyết giai đoạn trôi nổi bằng hỗn hợp
3 loài tảo đơn bào: N. oculata + I. galbana +
Ch. calcitrans cho TLS và tăng trưởng cao nhất
so với các nghiêm thức chỉ kết hợp 2 trong 3 loài
tảo trên. Tương tự đối với nghêu (Meritrix lyrata)
khi ương ở giai đoạn trôi nổi và sống đáy cũng cho
kết quả tôt nhất với hổn hợp 3 loài tảo trên (Chu
& Martin, 2008). Như vậy đối với ấu trùng và hậu
ấu trùng các loài nhuyễn thể nói chung và ngao
MTC nói riêng thì thức ăn thích hợp là các loài
tảo đơn bào hơn là thức ăn tổng hợp dạng bột.

Tỷ lệ sống của ấu trùng và hậu ấu trùng ngao
MTC giảm nhanh trong quá trình ương. Điều này
cũng phù hợp theo qui luật tự nhiên của hầu hết
các loài nhuyễn thể. Ở giai đoạn ấu trùng, TLS ở
nghiệm thức tốt nhất đạt 5,3%, giai đoạn hậu ấu
trùng đạt tỷ lệ sống cao nhất 11,83%. Như vậy
TLS tích lũy qua 2 giai đoạn (42 ngày tuổi) đạt
khoảng 0,62%. Theo Nguyen & Do (2016), khi
khảo sát TLS của ấu trùng ngao MTC đến giai
đoạn giống là 0,93%, thấp hơn so với TLS của
tu hài (Lutraria rhynchaena) khi ương đến kích
thước 2-3 mm đạt đạt 5-6% (Tran, 2008). Theo
Tran (2011) sau khi hoàn thiện qui trình sản xuất
giống tu hài, TLS từ ấu trùng đến con giống cấp 1
đạt trung bình 16,1%, đến giống cấp 2 đạt trung
bình 9,96%. Vì vậy TLS của ngao MTC giống có
thể sẽ được cải thiện sau khi hoàn thiện qui trình
ương.

Ấu trùng và hậu ấu trùng ngao MTC phát triển
và tăng kích thước khá nhanh trong quá trình
ương. Sau 18 ngày ương, kết thúc giai đoạn ấu
trùng sống trôi nổi, ấu trùng đạt chiều dài khoảng
1,4 mm. Khi ương tiếp 24 ngày, hậu ấu trùng tăng
trưởng khá nhanh và đạt chiều dài trung bình
khoảng 5 mm (42 ngày tuổi), tương đương với tu
hài giống cấp 1 (45 ngày tuổi) là 5 mm (Tran,
2011).

5. Kết Luận

Kết quả khảo sát các chỉ tiêu SS trong nghiên
cứu này cho thấy tỷ lệ tham gia SS là 62,22 ±

3,85%, sức SS thực tế 7,98 ± 0,67 (triệu trứng/cá
thể), sức SS tương đối thực tế 48.081 ± 5.826
(trứng/g cá thể cái), tỷ lệ thụ tinh 42,67 ± 4,47%
và tỷ lệ nở 44,19 ± 4,02%.

Ương ngao MTC ở giai đoạn ấu trùng bằng
hỗn hợp tảo Nanochloropsis oculata + Isochrysis
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galbana + Chaetoceros muelleri, với mật độ ương
10 ấu trùng/mL cho tỷ lệ sống, tăng trưởng chiều
dài và chiều rộng của ấu trùng là cao nhất tương
ứng 5,3 ± 0.91%, 1.525,60 ± 48,90 µm và 918,20
± 28,00 µm.

Ương ngao MTC ở giai đoạn giống bằng khẩu
phần thức ăn kết hợp 3 loài tảo: N. oculata +
I. galbana + C. muelleri, với mật độ ương 1
con/cm2 cho TLS, tăng trưởng chiều dài và chiều
rộng của hậu ấu trùng là cao nhất tương ứng
11,83 ± 3,89%, 5,72 ± 0,61 mm và 3,31 ± 0,14
mm.

Đề nghị tiếp tục nghiên cứu ương ngao móng
tay chúa giai đoạn giống 3 - 5 cm với các mật
độ, nền đáy và khẩu phần thức ăn khác nhau để
hoàn thiện qui trình sản xuất giống.

Lời Cam Đoan

Chúng tôi cam đoan bài báo do nhóm tác giả
thực hiện và không có mâu thuẫn nào.
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ABSTRACT

This study was conducted to determine the rate of antibiotic
resistance, multiple antibiotic resistance of 60 E. coli strains iso-
lated from white-leg shrimp (Litopenaeus vannamei) collected
from Binh Dien Agricultural Wholesale Market in Ho Chi Minh
City. With in 10 examined antibiotics, those E. coli strains
showed a high resistant level to ampicillin (96.7%), streptomycin
(70.0%), kanamycin (66.7%), nalidixic acid (60.0%), tetracyclines
và trimethoprim/sulfamethoxazole (56.7%), ciprofloxacin (61.7%),
chloramphenicol (43.3%). The percentage of multidrug-resistant
strains (from 5 to 10 tested antibiotics) was 55%. All isolated, strains
were insensitive to all 10 tested antibiotics. Four strains (6.7%) were
found to be resistant to all these antibiotics.

Cited as: Truyen, H. N. D., Khuu, T. N., Do, N. T. B, & Tran, T. N. T. (2021). Antibiotic
resistance of Escherichia coli isolated from the white-leg shrimp (Litopenaeus vannamei) collected
from Binh Dien Agricultural Wholesale Market. The Journal of Agriculture and Development 20(5),
47-52.
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TÓM TẮT

Nghiên cứu này nhằm đánh giá tỷ lệ kháng kháng sinh, đa kháng
kháng sinh của 60 chủng E. coli phân lập từ tôm thẻ chân trắng
(Litopenaeus vannamei) thương mại tại chợ đầu mối nông sản thực
phẩm Bình Điền, TP.HCM. Kết quả kiểm tra kháng sinh đồ của
các chủng E. coli phân lập được cho thấy có tỷ lệ kháng cao với
ampicillin (96,7%), streptomycin (70%), kanamycin (66,7%), nalidixic
acid (60%), tetracyclines và trimethoprim/sulfamethoxazole (56,7%),
đặc biệt ciprofloxacin (61,7%), chloramphenicol (43,3%). Tỷ lệ đa
kháng từ 5 đến 10 loại kháng sinh là 55%, đặc biệt không có chủng
nào nhạy cảm với cả 10 loại kháng sinh và có 4 chủng (chiếm 6,7%)
kháng với tất cả các loại kháng sinh thử nghiệm.

1. Đặt Vấn Đề

Thuỷ sản đóng một vai trò quan trọng trong sự
phát triển kinh tế đất nước; quy mô của ngành
hiện đang ngày càng mở rộng và vai trò của
ngành cũng tăng lên không ngừng trong nền kinh
tế quốc dân. Từ năm 2001, xuất khẩu thủy sản
Việt Nam tăng nhanh về cả giá trị và khối lượng.
Trong các mặt hàng thuỷ sản xuất khẩu, tôm
thẻ chân trắng (Litopenaeus vannamei) là một
đối tượng chủ lực. Mặc dù, kim ngạch xuất khẩu
tôm liên tục tăng trưởng, tuy nhiên ngành tôm
cũng đang gặp không ít bất lợi do tác động của
biến đổi khí hậu cũng như tình hình dịch bệnh.
Việc sử dụng kháng sinh trong phòng và trị bệnh
tạo nên các áp lực lên xuất khẩu khi hàng rào kỹ
thuật về dịch bệnh, tồn dư hóa chất kháng sinh
ngày càng được siết chặt.

E. coli là vi sinh vật chỉ thị phổ biến để đánh
giá chất lượng thực phẩm và nước uống, một số

loài E. coli cũng là tác nhân gây ngộ độc thực
phẩm (Nguyen & Truyen, 2019). Trong những
năm gần đây, các báo cáo về E. coli kháng kháng
sinh ngày càng nhiều, nhưng chủ yếu là trên mẫu
bệnh phẩm của người và động vật trên cạn, tuy
nhiên, trên động vật thuỷ sản thì có rất ít báo
cáo. Thêm vào đó, nhu cầu sử dụng thực phẩm
thuỷ sản tươi sống ngày càng gia tăng. Vi khuẩn
cộng sinh đa kháng kháng sinh có thể lan truyền
sang các vi khuẩn cộng sinh hay gây bệnh trong
thủy vực và cả trên người (Heuer & ctv., 2009).
Việc tìm hiểu tình hình kháng và đa kháng kháng
sinh của E. coli trên tôm thẻ chân trắng thương
mại là rất cần thiết.

2. Vật Liệu và Phương Pháp Nghiên Cứu

Nghiên cứu được tiến hành từ tháng 07 năm
2020 đến tháng 06 năm 2021 tại Phòng thí
nghiệm Bệnh học Thủy Sản, Trường Đại học
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Nông Lâm TP.HCM.
Tôm thẻ chân trắng (Litopenaeus vannamei)

sống, có trọng lượng 20 - 25 g/con được thu mua
tại Chợ đầu mối nông sản thực phẩm Bình Điền
(quận 8, TP.HCM). Tôm thu mua có nguồn gốc
từ nhiều tỉnh thành khác nhau như Cà Mau, Kiên
Giang, Bến Tre, Đồng Nai, Bạc Liêu, TP.HCM.

Phân lập E. coli từ hệ đường ruột tôm dựa
trên phương pháp được mô tả bởi Tonguthai &
ctv. (1999) và định danh sơ bộ dựa trên phương
pháp được mô tả bởi Cooke & ctv. (1969) có hiệu
chỉnh để phù hợp điều kiện thực tế. Cụ thể phân
lập đường ruột tôm trên môi trường chọn lọc
CHROMagarTM E. coli (Chromagar Microbiol-
ogy, Pháp). Các kiểm tra sơ bộ được thực hiện
bao gồm nhuộm Gram, di động, oxidase, cata-
lase, cấy kiểm tra trên môi trường chọn lọc Eosin
Methylene Blue Agar (EMB) (Himedia, Ấn Độ)
và sử dụng bộ IDS 14 GNR (Nam Khoa Biotek)
cho việc định danh vi khuẩn phân lập được.

Các chủng E.coli được kiểm tra kháng sinh
đồ theo phương pháp khuếch tán đĩa kháng sinh
(CLSI, 2012). Các loại kháng sinh thử nghiệm
gồm: ampicillin 10 µg (AMP), gentamicin (GEN),
streptomycin 10 µg (S), kanamycin 30 µg (K),
doxycycline 10 µg (DO), tetracycline 30 µg (Te),
nalidixic acid 30 µg (Ng), ciprofloxacin 30 µg
(Ci), trimethoprim/sulfamethoxazole 25 µg (Bt),
chloramphenicol 30 µg (Cl) (Nam Khoa Biotek).
Chủng đối chứng tham khảo E.coli ATCC 25922
được sử dụng trong mỗi đợt thí nghiệm. Biện luận
đường kính vòng vô khuẩn của các vi khuẩn kiểm
tra theo tiêu chuẩn của Viện Tiêu chuẩn Lâm
sàng và Xét nghiệm (CLSI, 2012) từ đó đánh giá
khả năng nhạy cảm của vi khuẩn đối với kháng
sinh theo các mức độ nhạy, trung gian và kháng.
Trong nghiên cứu này, nhiệt độ ủ của các môi
trường nuôi cấyở 30oC trong 24 giờ.

Phương pháp xử lý số liệu: Dùng phần mềm
Microsoft Excel 2010 để nhập số liệu, tính giá trị
trung bình và vẽ biểu đồ.

3. Kết Quả và Thảo Luận

3.1. Tỷ lệ đề kháng kháng sinh

Tỷ lệ kháng kháng sinh của 60 chủng E.coli
phân lập từ mẫu tôm thẻ với 10 loại kháng
sinh thử nghiệm như sau: AMP (96,7%), S
(70%), K (66,7%), Ci (61,7%), Ng (60%), Te
(56,7%), Bt (56,7%), Cl (43,3%), DO (25%) và Ge
(16,7%) (Hình 1). Trong đó, có 7/10 loại kháng

sinh thử nghiệm có tỷ lệ kháng cao hơn 50%.
Thêm vào đó, ampicillin, tetracycline, trimetho-
prim/sulfamethoxazole nằm trong danh mục hạn
chế sử dụng, đặc biệt là chloramphenicol và
ciprofloxacin đã được đưa vào danh sách kháng
sinh cấm sử dụng (MARD, 2016).

Ampicillin là kháng sinh thuộc nhóm betalac-
tam có tác động sát khuẩn trên cả vi khuẩn
Gram dương và Gram âm (Nguyen & Truyen,
2019). Trong nghiên cứu này, tỷ lệ vi khuẩn E.
coli kháng với kháng sinh ampicillin ở mức cao
nhất trong các loại kháng sinh thử nghiệm lên đến
96,7%. Trên ao nuôi thủy sản, Dang (2005) đã
ghi nhận kết quả 78% vi khuẩn kháng với kháng
sinh ampicillin. Đặc biệt, tỷ lệ E. coli phân lập
từ mẫu ruột tôm thương mại, kháng kháng sinh
ampicillin khá cao là 83,1% (Nguyen & Truyen,
2019).

Nhóm kháng sinh aminoglycosides, trừ gen-
tamicin, có tỷ lệ kháng khá cao so với các loại
kháng sinh khác; streptomycin, kanamycin và
gentamicin theo thứ tự có tỷ lệ kháng là 70%,
66,7% và 16,7%. Một số nghiên cứu về tỷ lệ kháng
kháng sinh streptomycin gần đây cũng cho thấy
trong nhóm aminoglycosides, streptomycin có tỷ
lệ kháng cao hơn so với các loại kháng sinh còn
lại cùng nhóm. Nguyen (2012) nghiên cứu trên cá
da trơn tỷ lệ vi khuẩn kháng kháng sinh strep-
tomycin là 49,7% cao hơn các kháng sinh còn
lại trong nhóm (gentamycin 6,4% và kanamycin
14%). Tuy nhiên, kết quả kháng kháng sinh của
nhóm aminoglycosides trong nghiên cứu này khác
so với nghiên cứu của Nguyen & Truyen (2019),
cụ thể, tỷ lệ kháng kháng sinh của streptomycin,
kanamycin và gentamicin theo thứ tự là 31,5%,
20,8% và 26,2%. Theo Bui & ctv. (2001), strep-
tomycin, gentamycin và neomycin ít hấp thụ qua
đường tiêu hóa nên thường có thể sử dụng qua
đường tiêm trong y học và thú y, do đó, chúng
nên được hạn chế sử dụng trong nuôi trồng thủy
sản. Theo Tolmasky (2000), vi khuẩn kháng với
một kháng sinh trong nhóm aminoglycosides này
có thể nhạy cảm với một kháng sinh khác cùng
nhóm, vi khuẩn kháng nhanh với streptomycin
có thể là do các plasmid trung gian. Vì vậy, có
thể giải thích tại sao tỷ lệ kháng giữa các kháng
sinh trong nhóm là khác nhau và mặc dù ít sử
dụng trong nuôi trồng thủy sản nhưng tỷ lệ kháng
streptomycin của vi khuẩn E. coli được báo cáo
là khá cao.

Tetracycline được sử dụng khá lâu, phổ biến,
rộng rãi trong phòng chống bệnh, thúc đẩy tăng
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Hình 1. Tỷ lệ kháng kháng sinh của các chủng E. coli thu được.
AMP: ampicillin; DO: doxycycline; Te: tetracycline; Ng: nalidixic acid; Ci: ciprofloxacin; K: kanamycin; S:
streptomycin; GEN: gentamicin; Bt: trimethoprim/sulfamethoxazole; Cl: chloramphenicol.

trưởng và đã bị đề kháng (Roberts , 1996). Trong
kết quả cho thấy, có 56,7% số chủng vi khuẩn
E. coli kháng với tetracyclin và 25% số chủng
vi khuẩn E. coli kháng với doxycycline. Trong
nghiên cứu của Nguyen & Truyen (2019), tỷ lệ
text kháng kháng sinh tetracycline là 73,8% và
doxycycline là 64,6%.

Mức độ đề kháng đối với chất ức chế
nhóm tổng hợp axit folic đối với trimetho-
prim/sulfamethoxazole là 56,7%, chlorampheni-
col 43,3 và streptomycin 70%. Theo Serrano
(2005), tỷ lệ kháng kháng sinh trimetho-
prim/sulfamethoxazole khá cao (63,6%) do kháng
sinh này thường sử dụng để điều trị bệnh nhiễm
khuẩn Gram âm trong nuôi trồng thủy sản ở
các nước châu Á (Serrano, 2005). Ở Thái Lan,
vi khuẩn kháng kháng sinh chloramphenicol,
streptomycin và trimethoprim/sulfamethoxazole
đã được phát hiện ở hệ thống nuôi cá kết
hợp với gà (Petersen & Dalsgaard, 2003). Tỷ
lệ kháng kháng sinh của vi khuẩn E. coli trên
mẫu ruột của tôm thương phẩm mua tại các chợ
trên địa bàn quận 9 và Thủ Đức là trimetho-
prim/sulfamethoxazole 63,2%, chloramphenicol
60,8%, streptomycin 31,5% (Nguyen & Truyen,
2019). Chloramphenicol (Cl) có tỷ lệ kháng 43,3%
dù kháng sinh này đã nằm trong danh sách kháng
sinh cấm sử dụng trong sản xuất, kinh doanh

thủy sản từ năm 2005. Theo Tendencia & de
la Pena (2001) phân lập được vi khuẩn kháng
với chloramphenicol và một số kháng sinh khác
từ nước, bùn đáy ao và tôm sú nuôi từ các ao
nuôi tôm. Sự kháng kháng sinh của các dòng
vi khuẩn kháng chloramphenicol thu từ các ao
nuôi thuỷ sản đã được xác định trên 196 dòng
vi khuẩn được thử với sáu loại kháng sinh và
kết quả kháng sinh đồ cho thấy số dòng chỉ
kháng chloramphenicol chiếm tỉ lệ 2%. Phần lớn
các dòng vi khuẩn thí nghiệm có thể kháng với
nhiều loại kháng sinh. Có 59% dòng vi khuẩn
kháng bốn hay năm loại kháng sinh trong đó
có chloramphenicol. Có 34% kháng nhiều kháng
sinh như chloramphenicol, ampicillin, tetracy-
cline, trimethoprim/sulfamethoxazole hoặc chlo-
ramphenicol, ampicillin, tetracycline, trimetho-
prim/sulfamethoxazole và nitrofurantoin (Dang,
2005). Mặc dù bị cấm sử dụng nhưng vi khuẩn đề
kháng chloramphenicol vẫn gia tăng có thể liên
quan đến việc sử dụng thuốc bừa bãi, không rõ
nguồn gốc của người dân.

Quinolones là một trong những loại kháng sinh
được kê toa phổ biến nhất trên thế giới và được sử
dụng để điều trị nhiều bệnh nhiễm khuẩn ở người.
Do sử dụng rộng rãi và bị lạm dụng quá mức, số
lượng chủng vi khuẩn kháng quinolones đã tăng
lên đều đặn kể từ những năm 1990. Nalidixic
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Hình 2. Tỷ lệ đa kháng kháng sinh tại các địa điểm thu mẫu.

acid là thế hệ thứ nhất của quinolones được đưa
vào bệnh viện trong năm 1960 để điều trị các
bệnh nhiễm trùng đường tiết niệu không biến
chứng do vi khuẩn đường ruột. Thế hệ thứ hai
ciprofloxacin đã tạo ra một loạt các quinolones
thế hệ mới có hoạt động rộng hơn, đặc biệt đối với
các loài Gram dương (Katie & ctv., 2014). Nhóm
kháng sinh quinolones ức chế sự tổng hợp DNA
của vi khuẩn thông qua việc ức chế enzyme DNA
- gyrase. Từ Hình 1 cho thấy Ng có tỷ lệ kháng
60% thấp hơn ciprofloxacin (nằm trong danh sách
kháng sinh cấm sử dụng trong sản xuất và kinh
doanh thủy sản năm 2005) với tỷ lệ kháng 61,7%.

3.2. Tỷ lệ đa kháng kháng sinh

Theo số liệu của Hình 2 nhận thấy, không có
chủng vi khuẩn E. coli phân lập trong nghiên
cứu này nhạy cảm với cả 10 loại kháng sinh thử
nghiệm. Có 55% chủng vi khuẩn thể hiện tính
đa kháng từ 5 - 10 loại kháng sinh thử nghiệm.
Có 4 chủng E. coli (chiếm 6,7%) thể hiện tính
kháng với 10 kháng sinh thử nghiệm. Tình hình
đa kháng kháng sinh ngày càng diễn biến phức
tạp một số nghiên cứu gần đây ghi nhận được một
số kết quả đáng lo ngại. Theo báo báo Nguyen &
Truyen (2019), có tới 73% số chủng E.coli phân
lập từ tôm thương phẩm thể hiện tính đa kháng
với 4 - 10 loại kháng sinh thử nghiệm.

4. Kết Luận

Các chủng vi khuẩn E. coli phân lập từ mẫu
tôm thẻ chân trắng thương mại tại chợ đầu mối
Bình Điền có tỷ lệ kháng kháng sinh khá cao ở
một số loại kháng sinh và có sự tương đồng với
các nghiên cứu của các tác giả trước. Đặc biệt,
tỷ lệ các chủng E. coli kháng các loại kháng sinh
nằm trong danh mục kháng sinh cấm, hạn chế sử
dụng của Bộ Nông nghiệp ở mức từ 43,3 - 96,7%.
Tính đa kháng kháng sinh của vi khuẩn E. coli
cho thấy có 55% chủng vi khuẩn thể hiện tính đa
kháng kháng sinh từ 5 - 10 loại kháng sinh thử
nghiệm, trong đó có 6,7% số chủng thể hiện tính
kháng với 10 loại kháng sinh.

Lời Cam Đoan

Chúng tôi cam đoan bài báo do nhóm tác giả
thực hiện và không có mâu thuẫn nào.

Lời Cảm Ơn

Tác giả trân trọng cảm ơn cô Võ Thị Trà An đã
hỗ trợ chủng đối chứng E. coli ATCC 25922 và
các bạn sinh viên Lâm Thúy Đăng, Nguyễn Ngọc
Trâm, Trần Thị Bích Trâm lớp DH17NY đã hỗ
trợ cho thí nghiệm.
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ABSTRACT

The carotenoid is a natural pigment group, which is gradual of
interest because of its essential biological activities and great
production potentials such as using low-cost material and easy
to apply on a large scale. For further development of natural
carotenoid products, in this study, fourteen yellow, red, and
orange pigment-producing marine bacterial strains were iso-
lated from 25 seawater samples collected along coasts of Phu
Quoc island (Kien Giang province), Vung Tau City (Ba Ria
– Vung Tau province), Can Gio district (Ho Chi Minh city),
and Thang Binh district (Quang Nam province). These iso-
lates were identified as belonging to seven genera Micrococcus,
Kocuria, Microbacterium, Brevibacterium, Bacillus, Rhodococ-
cus and Exiguobacterium with 96.7% - 100% of 16S rRNA
sequences identity. Based on carotenoid producing ability and
UV-absorbance profile, three of the isolates including Micro-
coccus sp. 64A3a (yellow), Exiguobacterium sp. YT09 (orange)
and Rhodococcus enclensis strain RSA3 (red) were selected for
investigation of carotenoid extraction conditions. Methanol at
a concentration of 100% with ratio of 1 g bacterial cells/10 mL
methanol is suitable conditions for extraction of red, orange
and yellow pigments from the isolates.
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TÓM TẮT

Carotenoid là một nhóm sắc tố tự nhiên đang dần được quan
tâm sản xuất nhờ có nhiều hoạt tính sinh học quan trọng
và có tiềm năng lớn trong sản xuất như chi phí nguyên liệu
thấp và dễ áp dụng ở quy mô lớn. Trong nghiên cứu này,
nhằm hướng tới phát triển các sản phẩm carotenoid từ vi sinh
vật, 14 chủng vi khuẩn sinh sắc tố vàng, đỏ và cam đã được
phân lập từ 25 mẫu nước biển thu thập tại các vùng biển Tây
Nam Bộ (huyện Phú Quốc, tỉnh Kiên Giang), Đông Nam Bộ
(Vũng Tàu và Cần Giờ) và Duyên hải Nam Trung Bộ (huyện
Thăng Bình, tỉnh Quảng Nam). Các chủng phân lập được
xác định thuộc 7 chi: Micrococcus, Kocuria, Microbacterium,
Brevibacterium, Bacillus, Rhodococcus, Exiguobacterium với
độ tương đồng trình tự gene 16S rRNA 96,7% - 100%. Dựa
vào khả năng sinh carotenoid và độ hấp thu của sắc tố, 3
chủng Micrococcus sp. 64A3a (màu vàng), Exiguobacterium
sp. YT09 (màu cam) và Rhodococcus enclensis strain RSA3
(màu đỏ) được tuyển chọn để khảo sát điều kiện ly trích sắc
tố. Các sắc tố đỏ, cam và vàng từ các chủng tuyển chọn được
lý trích với hiệu suất cao khi sử dụng dung môi là methanol ở
nồng độ 100% với tỉ lệ 1 g tế bào vi khuẩn/10 mL methanol.

1. Đặt Vấn Đề

Carotenoid là một trong những nhóm sắc tố
tự nhiên quan trọng, tan trong lipid, có màu từ
vàng tới đỏ, với cấu trúc cơ bản bao gồm một
tetraterpene với một loạt các liên kết đôi liên hợp.
Carotenoid xuất hiện trong hệ thống quang hợp
của thực vật bậc cao, tảo và các vi khuẩn. Ở một
số vi khuẩn và nấm, carotenoid đóng vai trò là các
chất bảo vệ chống lại sự tổn thương bởi quang oxy
hóa, bảo vệ khi điều kiện tăng trưởng có ánh sáng
và nhiều không khí (Bartley & Scolnik, 1995).
Một số carotenoid là tiền chất của vitamin A, và
có các hoạt tính như kháng viêm, chống oxy hóa,
điều hòa miễn dịch, chống ung thư, dùng cho liệu
pháp tim mạch và các bệnh thoái hóa thần kinh
(Shahidi & Ambigaipalan, 2015) và chống béo phì
(Lai & ctv., 2015).

Mặc dù carotenoid hóa học có dãy màu sắc đa

dạng và chi phí sản xuất thấp nhưng việc sản xuất
và sử dụng carotenoid hóa học tạo ra các chất
thải có thể gây ra những ảnh hưởng tiêu cực đến
môi trường và sức khỏe con người (Burrows, 2009;
Asker & ctv., 2018). Vì vậy sản xuất carotenoid
có nguồn gốc từ nguồn thực vật và vi sinh vật dần
được quan tâm. Việc sản xuất carotenoid từ thực
vật ở quy mô công nghiệp thường phụ thuộc vào
yếu tố mùa vụ và thổ nhưỡng. Do đó, sản xuất
carotenoid từ vi sinh vật được xem là hướng tiềm
năng, đặc biệt là đối với vi sinh vật biển với nhiều
ưu điểm như: giảm tạp nhiễm do có thể nuôi cấy
trong điều kiện độ mặn cao, dễ sản xuất ở quy
mô lớn, sử dụng nguồn cơ chất rẻ tiền, giảm chi
phí sản xuất, các điều kiện sản xuất có thể được
tối ưu và rút ngắn thời gian (Tinoi & ctv., 2005;
Wu & Liu, 2007; Markou & Nerantzis, 2013). Tuy
nhiên, ở Việt Nam thông tin và các nghiên cứu về
sắc tố từ vi sinh vật còn hạn chế, một số nghiên
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cứu được công bố như Huynh & ctv. (2013), Tran
& ctv. (2015) và Le & Huynh (2018).

Thực phẩm được bổ sung chất tạo màu sẽ thu
hút người tiêu dùng trong việc lựa chọn thực
phẩm, nhưng với sự nhận thức ngày càng cao về
tính độc hại của màu tổng hợp, nhu cầu về các
sắc tố an toàn từ thiên nhiên dần được quan tâm
(Arulselvi & ctv., 2014). Vì vậy, nghiên cứu này
được thực hiện nhằm tuyển chọn một số vi khuẩn
có khả năng sinh carotenoid từ môi trường biển.

2. Vật Liệu và Phương Pháp Nghiên Cứu

2.1. Thu mẫu và phân lập vi khuẩn sinh sắc tố
từ nước biển

Mẫu nước biển được thu thập tại 3 khu vực:
Tây Nam Bộ (huyện Phú Quốc, tỉnh Kiên Giang),
Đông Nam Bộ (Vũng Tàu và Cần Giờ), Duyên hải
Nam Trung Bộ (huyện Thăng Bình, tỉnh Quảng
Nam). Mẫu được thu một cách ngẫu nhiên cách
mặt nước khoảng 5 – 10 cm, chứa trong các chai
polypropylene và trữ lạnh, vận chuyển về phòng
thí nghiệm và phân tích trong vòng 1 – 2 ngày.

Các mẫu nước biển được pha loãng đến nồng
độ thích hợp, sau đó 100 µL dịch pha loãng được
trãi trên môi trường Nutrient agar (NA), phơi
dưới đèn UV bước sóng 253,7 nm (UV-C) trong
3 phút, và ủ ở 30oC trong 5 ngày (Asker, 2017).
Các khuẩn lạc có màu vàng, đỏ và cam trên các
đĩa môi trường NA được chọn lọc, làm thuần và
trữ ở -20oC cho các thí nghiệm tiếp theo.

2.2. Định danh các chủng vi khuẩn sinh sắc tố

Các chủng vi khuẩn tạo sắc tố được định danh
dựa trên đặc điểm hình thái khuẩn lạc và tế bào,
các phản ứng sinh hóa và giải trình tự vùng gene
16S rRNA.

DNA tổng số của vi khuẩn được ly
trích với GeneJET Genomic DNA Purifica-
tion Kit (Thermo Fisher Scientific). Vùng
gene 16S rRNA của vi khuẩn được khuếch
đại bằng PCR với cặp universal primer 27F
(5

′
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3

′
) và

1492R (5
′
GGTTACCTTGTTACGACTT-3

′
)

(Lane, 1991). Sản phẩm PCR (khoảng 1500 bp)
được kiểm tra trên gel agarose 1% và được gửi
giải trình tự. Kết quả giải trình tự được phân
tích bằng phần mềm Bioedit và so sánh với dữ
liệu trên ngân hàng gene NCBI để xác định loài
tương đồng (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

2.3. Tuyển chọn các chủng vi khuẩn có khả
năng sinh carotenoid cao

Các chủng vi khuẩn thuần được tăng sinh trong
50 mL Nutrient broth trong 3 ngày. Dịch vi khuẩn
được ly tâm thu tế bào, sau đó rửa tế bào 2 lần với
nước cất vô trùng. Thêm methanol (MetOH) vào
sinh khối với tỉ lệ 1 g sinh khối/10 mL MetOH,
vortex, ủ 60oC trong 5 phút và ly tâm thu dịch
trích carotenoid. Độ hấp thu (Abs) của sắc tố từ
các chủng vi khuẩn được phân tích với dãy bước
sóng từ 300 – 700 nm (Asker & ctv., 2007). Chủng
vi khuẩn có giá trị Abs ở λmax cao nhất được chọn
cho thí nghiệm tiếp theo.

2.4. Khảo sát các điều kiện ly trích sắc tố từ
tế bào vi khuẩn (loại dung môi/nồng độ
dung môi và tỷ lệ sinh khối/dung môi)

Các chủng vi khuẩn sinh sắc tố vàng, cam và
đỏ có độ hấp thu cao nhất từ thí nghiệm ở mục
2.3 được chọn sử dụng để khảo sát điều kiện ly
trích sắc tố. Thí nghiệm được bố trí với 2 yếu
tố gồm: nồng độ dung môi (%), và tỷ lệ sinh
khối/dung môi (g/mL). Dung môi được sử dụng
MetOH trong quá trình trích ly được sử dụng
gồm 3 mức nồng độ 50%, 70% và 100%. Lượng
MetOH được sử dụng trong các thí nghiệm trích
ly được sử dụng theo các mức 1/10, 1/15, 1/20
và 1/25 g/mL trong đó khối lượng của vật liệu
trích ly được xem như hằng số và lượng thể tích
MetOH được xem như biến số trong quá trình
khảo sát. Dung dịch sau ly trích được định mức
bằng MetOH về thể tích bằng 25 mL. Tiến hành
quét phổ 300 – 700 nm để xác định đỉnh hấp thu
(λmax) của dung dịch trích ly.

Thí nghiệm được thực hiện với quy trình cùng
các thông số đầu vào cố định như kỹ thuật trích
ly ngâm dầm ở điều kiện nhiệt độ 60oC trong 5
phút. Mẫu sau trích ly được ly tâm ở điều kiện
6000 vòng/phút và thu dịch nổi. Dịch sau ly tâm
được đánh giá cảm quan màu sắc và xác định Abs
bằng UV – Vis với thông số λmax và xác định hàm
lượng carotenoid tổng số theo công thức biến đổi

từ Cunningham & ctv. (2015): TCC = A × V
m

.

Trong đó:
TCC là hàm lượng carotenoid tổng số
A là độ hấp thu của sắc tố tạiλmax

V là thể tích dung môi định mức (mL)
m là khối lượng sinh khối (g)
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Các thí nghiệm được lặp lại 3 lần và xử lý thống
kê theo mô hình CRD 2 biến ngẫu nhiên hoàn
toàn với đáp ứng hàm lượng carotenoid tổng số.
Kết quả thí nghiệm nhằm đánh giá mức độ ảnh
hưởng có ý nghĩa của 2 yếu tố nồng độ dung môi
và tỷ lệ sinh khối dung môi ở mức tin cậy α =
95%. Thông qua mô hình trắc nghiệm phân hạng
LSD nhằm tìm được cặp yếu tố có sự tác động có
ý nghĩa nhất với đáp ứng hàm lượng carotenoid
tổng số (Williams & Abdi, 2010).

3. Kết Quả và Thảo Luận

3.1. Phân lập vi khuẩn sinh sắc tố từ nước biển

Từ 25 mẫu nước biển thu thập ở các vùng biển
thuộc tỉnh Bà Rịa – Vũng Tàu, huyện Cần Giờ
thành phố Hồ Chí Minh, huyện Thăng Bình tỉnh
Quảng Nam và huyện Phú Quốc tỉnh Kiên Giang,
14 chủng vi khuẩn có khả năng sinh sắc tố đã được
phân lập trên môi trường NA dưới tác động của
tia UV. Các vi khuẩn phân lập có khuẩn lạc màu
vàng, cam, đỏ, hình dạng tròn đều, kích thước
nhỏ và bờ nhẵn (Hình 1).

Màu vàng Màu đỏ Màu cam

Hình 1. Màu sắc khuẩn lạc các chủng vi khuẩn phân
lập được.

Các sắc tố được vi sinh vật sinh ra là hợp chất
có khả năng hấp thụ tia UV và bảo vệ tế bào
khỏi các tác nhân gây hại (Asker, 2017). Vì vậy
phương pháp hiệu quả để loại bỏ những chủng
không có khả năng sinh sắc tố là phơi dưới đèn
UV 3 phút sau khi cấy trang mẫu trên đĩa thạch.

Môi trường biển từ lâu đã được quan tâm
như nguồn tài nguyên sinh học để khai thác
các hợp chất có hoạt tính sinh học, trong đó có
carotenoid (Hosokawa & ctv., 2009). Năm 2006,
Du & ctv. đã phân lập được các chủng vi khuẩn
dị dưỡng sinh sắc tố (vàng, đỏ, hồng và cam)
trong môi trường nước biển ở miền duyên hải
Trung Quốc và Thái Bình Dương. Các chủng vi
khuẩn này đã được xác định gồm 25 chi thuộc
6 lớp Alphaproteobacteria, Gammaproteobacteria,
Actinobacteria, Bacilli, Flavobacteria và Sphin-
gobacteria có tiềm năng sản xuất các sắc tố sinh

học ứng dụng trong nhiều lĩnh vực của đời sống.
Ngoài ra, Srilekha & ctv. (2018) đã phân lập được
chủng vi khuẩn Salinicoccus sp. sinh sắc tố cam
từ vùng biển Nellore (Ấn Độ) và chứng minh
được khả năng gây độc mạnh tế bào ung thư
phổi A549 và tế bào ung thư vú MCF-7. Ở Việt
Nam, năm 2020, Bang & ctv. đã phân lập được
54 dòng chủng vi khuẩn thuộc chi Bacillus có khả
năng tổng hợp carotenoid từ mẫu đất và nước
mặn tại huyện Hòn Đất, tỉnh Kiên Giang. Sắc tố
từ các chủng này được ly trích với hệ dung môi
methanol/chloroform (1/2, v/v) với quang phổ
hấp thu ở bước sóng 400 - 600 nm. Tương tự,
nhóm tác giả (Bang & Van, 2020) cũng đã phân
lập được 55 dòng vi khuẩn từ các mẫu đất thu
ở Núi Cấm, huyện Tịnh Biên, tỉnh An Giang, có
khả năng sinh carotenoid với độ hấp thu ở bước
sóng 400 – 600 nm.

3.2. Định danh các chủng vi khuẩn phân lập

Các đặc điểm về khuẩn lạc và tế bào của các
chủng vi khuẩn sinh sắc tố phân lập được quan
sát và ghi nhận trong Bảng 1. Tất cả 14 chủng
vi khuẩn có khuẩn lạc nhỏ, tròn, nhẵn và có màu
cam, đỏ, vàng sau 48 giờ nuôi cấy trên môi trường
NA. Kết quả kiểm tra các phản ứng sinh hóa của
các chủng vi khuẩn phân lập được trình bày cụ
thể trong Bảng 2.

Các chủng vi khuẩn được trích DNA tổng số
và khuếch đại vùng 16S rRNA bằng PCR với cặp
mồi 27F/1492R. Sản phẩm PCR (khoảng 1500
bp) được giải trình tự và so sánh với trình tự
đã biết trên ngân hàng gene NCBI, kết quả được
trình bày ở Bảng 3.

Kết quả định danh ở Bảng 3 tương đồng với các
đặc điểm hình thái học và thử nghiệm sinh hóa
của chủng phân lập. Các chủng đều là vi khuẩn
Gram dương, hiếu khí, không sinh bào tử và có
thể được tìm thấy ở nhiều môi trường khác nhau
như đất, nước ngọt, nước biển, khuẩn lạc nhỏ,
tròn, bề mặt nhẵn và có màu. Trong các chủng
phân lập, 9 chủng có tế bào hình que và 5 chủng
có tế bào hình cầu. Trong đó, chi Rhodococcus có
hình thái tế bào thay đổi phụ thuộc vào giai đoạn
phát triển, một số chủng có thể biến đổi từ hình
cầu sang hình que ngắn (Borisova, 2011).

Năm 2012, Jafarzade & ctv. đã phân lập được
55 chủng vi khuẩn có khả năng sinh sắc tố từ
bọt biển, nước biển, trầm tích rừng ngập mặn,
hải sâm và trai từ các khu vực ven biển khác
nhau của Malaysia. Các chủng có các màu cam,
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Bảng 1. Đặc điểm khuẩn lạc và tế bào các chủng vi khuẩn sinh sắc tố phân lập từ nước biển

STT Chủng vi khuẩn
Đặc điểm khuẩn lạc Đặc điểm khuẩn lạc

Bìa Hình dạng Màu sắc Gram Hình dạng
1 V1 Nhẵn Tròn Vàng đậm + Tụ cầu
2 V2 Nhẵn Tròn Vàng đậm + Tụ cầu
3 V3 Nhẵn Tròn Vàng nhạt + Que
4 V4 Nhẵn Tròn Vàng đậm + Tụ cầu
5 V5 Nhẵn Tròn Vàng đậm + Tụ cầu
6 V6 Nhẵn Tròn Vàng đậm + Tụ cầu
7 V7 Nhẵn Tròn Vàng đậm + Que
8 V8 Nhẵn Tròn Vàng đậm + Que
9 Đ1 Nhẵn Tròn Đỏ đậm + Que
10 Đ2 Nhẵn Tròn Đỏ đậm + Que
11 C1 Nhẵn Tròn Cam đậm + Que
12 C2 Nhẵn Tròn Cam đậm + Que
13 C3 Nhẵn Tròn Cam nhạt + Que
14 C4 Nhẵn Tròn Cam nhạt + Que

+: phản ứng dương tính.

Bảng 2. Kết quả thử nghiệm sinh hóa các chủng vi khuẩn phân lập

STT Chủng vi khuẩn Indole MR/ VP Citrate Sinh H2S Catalase Oxidase
1 V1 - -/- - - + +
2 V2 - -/- - - + +
3 V3 - +/- - - + -
4 V4 - -/- - - + -
5 V5 - -/- - - + -
6 V6 - -/- - - + -
7 V7 - -/- - - + -
8 V8 - -/- - - + -
9 Đ1 - -/- - - + -
10 Đ2 - -/- - - + -
11 C1 - +/- - - + +
12 C2 - +/- - - + +
13 C3 - +/- - - + -
14 C4 - -/- + - + -

+: phản ứng dương tính; −: phản ứng âm tính.

vàng, đỏ, hồng, xanh và tím, trong đó 18 chủng
có khả năng kháng khuẩn thuộc 2 chi Serratia
và Zooshikella. Leiva & ctv. (2015) đã phân lập
được các chủng vi khuẩn sinh carotenoid thuộc 11
chi Agrococcus, Arthrobacter, Brachybacterium,
Citricoccus, Kocuria, Labedella, Microbacterium,
Micrococcus, Rhodococcus, Salinibacterium, San-
guibacter và Staphylococcus từ bề mặt tảo tại
Quần đảo Nam Shetland. Các chủng này đều là
vi khuẩn Gram dương và có khả năng sinh sắc
tố, trong đó có 5 chủng thể hiện khả năng kháng
một số chủng vi khuẩn liên quan đến rong biển.

Năm 2020, từ 54 dòng vi khuẩn phân lập
từ các mẫu đất và nước mặn thu ở Hòn Đất

(Kiên Giang) Bang & ctv. đã xác định được
2 dòng vi khuẩn có khả năng sinh carotenoid
cao nhất có trình tự gene 16S rDNA tương
đồng 100% với Bacillus marisflavi IHBB 9971
và Bacillus infantis BAB-2130. Ngoài ra, Bang
& Van (2020) cũng đã xác định được 10 chủng
có hàm lượng carotenoid tổng số cao từ 2,41 -
3,4 µg/mL từ 55 chủng vi khuẩn sinh carotenoid
phân lập từ các mẫu đất thu tại Núi Cấm,
tỉnh An Giang. Các chủng này thuộc các chi
Corynebacterium, Exiguobacterium, Geobacillus,
Serratia, Stenotrophomonas, Burkholderia, Bacil-
lus, Chryseobacterium, Kocuria, Brevundimonas.
Nhiều loài sinh vật trong đó có vi khuẩn có
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xu hướng tích lũy carotenoid dưới các điều kiện
stress sinh học và phi sinh học thông qua quá
trình điều hòa tăng các con đường sinh tổng hợp
carotenoid như là phản ứng tự vệ tránh thiệt hại
(Ram & ctv., 2020).

3.3. Tuyển chọn các chủng vi khuẩn có khả
năng sinh carotenoid cao

Carotenoid từ các chủng vi khuẩn phân lập
được ly trích cùng một điều kiện. Dịch ly trích
được đo độ hấp thu trong dãy bước sóng từ 300
– 700 nm. Kết quả tuyển chọn được 3 chủng vi
khuẩn V1, Đ1 và C1 đại điện cho các chủng vi
khuẩn sinh sắc tố vàng, đỏ và cam có độ hấp thu
lớn nhất ở λmax (Bảng 4). Đối với sắc tố vàng, độ
hấp thu dao động từ 0,19 - 0,75 ở λmax 438 – 439
nm. Trong đó, sắc tố từ chủng V1 (λmax = 439
nm) có độ hấp thu cao nhất là 0,75, khác biệt có
ý nghĩa so với các chủng còn lại.

Bảng 4. Độ hấp thu của dịch ly trích từ các chủng
vi khuẩn phân lập

Chủng vi khuẩn λmax (nm) Độ hấp thu

Sắc tố vàng

V1 439 0,75a ± 0,05
V2 438 0,19c ± 0,12
V3 438 0,28bc ± 0,02
V4 438 0,25bc ± 0,13
V5 438 0,20c ± 0,02
V6 438 0,47b ± 0,14
V7 438 0,47b ± 0,08
V8 438 0,25bc ± 0,02

Sắc tố vàng
Đ1 475 0,70a ± 0,04
Đ2 475 0,47b ± 0,03

Sắc tố cam

C1 467 0,42a ± 0,04
C2 454 0,24b ± 0,11
C3 453 0,24b ± 0,05
C4 452 0,24b ± 0,04

a-cTheo từng sắc tố, các chữ cái khác nhau theo sau các giá trị
trung bình thể hiện sự khác biệt có ý nghĩa thống kê ở mức P
≤ 0,05.

Sắc tố đỏ từ 2 chủng vi khuẩn phân lập được có
độ hấp thu 0,47 – 0,70 ở λmax 475 nm. Trong đó,
chủng Đ1 có độ hấp thu cao nhất là 0,70, khác
biệt có ý nghĩa so so với chủng Đ2. Đối với sắc
tố cam, độ hấp thu của sắc tố từ các chủng C1,
C2, C3 và C4 dao động trong khoảng 0,24 - 0,42
ở λmax từ 452 - 467 nm. Trong đó, chủng C1 có
độ hấp thu cao nhất là 0,42 với λmax = 467 nm,
khác biệt có ý nghĩa so với các chủng còn lại.

Kết quả trên phù hợp với công bố trước đây
của Mohana & ctv. (2013), các sắc tố được ly
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trích từ 2 loài Micrococcus roseus và Micrococcus
luteus sinh sắc tố màu đỏ và vàng với độ hấp thu
cực đại được quan sát lần lượt ở bước sóng 476,31
và 437,16 nm. Các sắc tố này được xác định là
carotenoid. Trong thí nghiệm này, 3 chủng V1,
Đ1 và C1 có độ hấp thu cao nhất ở λmax lần lượt
là 439 nm, 475 nm và 467 nm. Theo Vu & ctv.
(2011), dịch chiết sắc tố từ vi khuẩn có đỉnh hấp
thu trong vùng bước sóng từ 400 nm đến 600 nm
là dãy phổ hấp thu của carotenoid.

3.4. Khảo sát điều kiện ly trích sắc tố từ tế
bào vi khuẩn

Sắc tố carotenoid được ly trích với dung môi
MetOH với các nồng độ và tỉ lệ sinh khối/dung
môi khác nhau. Sau khi định mức thể tích bằng
25 mL, dịch chiết sắc tố từ các chủng C1, V1 và
Đ1 được đo độ hấp thu ở các bước sóng lần lượt là
467 nm, 439 nm và 475 nm. Kết quả ly trích được
trình bày ở Bảng 5. Hiệu quả ly trích sắc tố tương
ứng với hàm lượng carotenoid tổng số đối với cả
3 chủng C1, V1 và Đ1 đều đạt cao nhất khi nồng
độ MetOH 100% và tỷ lệ sinh khối/dung môi là
1/10 g/mL. Khi ly trích ở điều kiện trên, sắc tố
màu cam từ chủng C1 và màu vàng từ chủng V1
có hàm lượng carotenoid tổng số cao nhất lần
lượt là 9,41 và 21,74. Riêng chủng Đ1, hiệu quả
ly trích sắc tố không khác biệt có ý nghĩa giữa tỷ
lệ dung môi 1/10 g/mL và 1/15 g/mL. Tuy nhiên,
xét về cảm quan màu sắc khi ly trích ở hai tỷ lệ
này thì có sự khác biệt rõ rệt, màu sắc của dịch
ly trích ở tỷ lệ 1/10 g/mL đậm hơn so với tỷ lệ
1/15 g/mL (Hình 2A). Theo Downham & Collins
(2000), màu sắc đóng vai trò rất quan trọng và
ảnh hưởng đến cảm quan, chất lượng cũng như
giá thành của sản phẩm. Vì vậy, ly trích sắc tố
đỏ từ chủng vi khuẩn Đ1 với nồng độ MetOH
là 100% và tỷ lệ sinh khối dung môi 1/10 g/mL
được xem như là điều kiện ly trích cho hiệu quả
cao nhất trong điều kiện thí nghiệm.

(A) Chủng Đ1 (B) Chủng V1 (C) Chủng C1

Hình 2. Dịch ly trích sắc tố với MetOH 100% với 4
tỷ lệ 1/10, 1/15, 1/20 và 1/25 (g/mL) tương ứng với
các ống nghiệm 1, 2, 3 và 4.
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Theo Stafsnes & ctv. (2010), MetOH cho hiệu
suất chiết carotenoid tổng số tốt nhất so với các
dung môi khác. Trong nghiên cứu này, carotenoid
từ cả 3 chủng vi khuẩn tuyển chọn đều được ly
trích hiệu quả nhất ở nồng độ MetOH 100%. Điều
này là do khi trộn lẫn MetOH và nước với những
tỷ lệ khác nhau thì các hỗn hợp này có độ phân
cực khác nhau, nồng độ dung môi có độ phân cực
tương đương với hợp chất được trích ly sẽ hòa tan
chất đó tốt hơn (Martin & ctv., 1985).

4. Kết Luận

Từ 25 mẫu nước biển đã phân lập được 14
chủng vi khuẩn sinh sắc tố carotenoid trong
đó có 8 chủng sinh sắc tố màu vàng, 2 chủng
sinh màu đỏ và 4 chủng sinh màu cam. Các
chủng phân lập thuộc 7 chi Micrococcus, Kocu-
ria, Microbacterium, Brevibacterium, Bacillus,
Rhodococcus, Exiguobacterium. Ba chủng Micro-
coccus sp. 64A3a (màu vàng), Exiguobacterium
sp. YT09 (màu cam) và Rhodococcus enclen-
sis strain RSA3 (màu đỏ) có khả năng sinh
carotenoid với độ hấp thu lần lượt là 0,75, 0,70
và 0,42 được tuyển chọn để khảo sát điều kiện
ly trích sắc tố. Sắc tố carotenoid từ các chủng vi
khuẩn tuyển chọn được ly trích với hiệu suất cao
khi sử dụng MetOH 100% với tỉ lệ sinh khối/dung
môi là 1/10 g/mL.

Lời Cam Đoan

Chúng tôi cam đoan bài báo do nhóm tác giả
thực hiện và không có mâu thuẫn nào.

Lời Cảm Ơn

Nghiên cứu này là một phần của đề tài khoa
học và công nghệ cấp cơ sở mã số CS-SV20-
CNSH-02 được cấp kinh phí bởi Trường Đại học
Nông Lâm TP.HCM.
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ABSTRACT

The study was carried out from August 2019 to August 2020 at five
major parks in Ho Chi Minh City. We aimed to survey the lighting
system including bulb types, lamp types, illumination type, and
average horizontal illuminance. The study was carried out by several
methods such as a questionnaire of the characteristics of the lamp,
observing, measuring, analyzing, synthesizing data, and evaluating.
We divided each park by area, for example, main gate, side gate,
main axis, branch road, lawn, activity area for investigation. The
result showed that popular LED and HQ Compact bulbs of the
parks were chandeliers. Most parks had direct lighting to provide
panoramic illumination, but they did not reach the average hori-
zontal illuminance. We proposed an aesthetic illumination design
for the central area of the park with ideas from the history of the
park’s formation and development. Briefly, the research results could
contribute to the improvement of the lighting system for the parks
in Ho Chi Minh City.
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TÓM TẮT

Nghiên cứu được thực hiện từ tháng 8/2019 đến tháng 8/2020 tại
năm công viên trọng điểm ở TP.HCM. Khảo sát hệ thống chiếu
sáng của các công viên trên gồm: loại bóng đèn, loại đèn, kiểu chiếu
sáng và độ rọi ngang trung bình. Đề tài được thực hiện bằng một số
phương pháp như: sử dụng bảng khảo sát được thiết kế sẵn, quan
sát, đo đếm, phân tích, tổng hợp số liệu và đánh giá. Mỗi công viên
chia theo khu vực: Cổng chính, cổng phụ, trục chính, đường nhánh,
bồn hoa thảm cỏ, khu vực hoạt động ngoài để điều tra. Kết quả đã
khảo sát 5 công viên sử dụng bóng LED và HQ Compact, loại đèn
chùm được ưa chuộng, đa số công viên chỉ áp dụng kiểu chiếu sáng
trực tiếp cung cấp ánh sáng toàn cảnh để nhìn rõ sự vật, tất cả các
khu vực ở mỗi công viên đều không đạt độ rọi ngang trung bình theo
quy định. Đề tài đã đề xuất thiết kế chiếu sáng nghệ thuật cho khu
trung tâm của công viên, lấy ý tưởng từ lịch sử hình thành và phát
triển của công viên. Kết quả nghiên cứu đóng góp vào việc cải tạo
hệ thống chiếu sáng cho 5 công viên tại Thành phố Hồ Chí Minh.

1. Đặt Vấn Đề

Đèn đường là một tính năng không thể thiếu
đối với cảnh quan ban đêm của các đô thị, giúp
cư dân trong đô thị thoải mái, phòng chống tội
phạm và tăng cường nhận thức về an toàn cá
nhân (Beccali & ctv., 2017). Ngoài ra, còn khả
năng cải thiện diện mạo của môi trường đô thị
và giúp tăng sức hấp dẫn của một đô thị (Se-
shadri, 1997) và là một công cụ quan trọng để
nâng cao cảnh đêm đô thị (Edensor, 2012; Cai &
ctv., 2013).

Màu sắc và ánh sáng có thể có tác động đến
nhận thức và phản ứng với môi trường của con
người (Birren, 1978). Ánh sáng tạo nên những
địa điểm hấp dẫn mà mọi người muốn ghé thăm
(Boyce, 2019), chiếu sáng không gian ngoài trời
ví dụ như một khu vườn giúp tạo ra một góc
nhìn mới mẻ hơn so với ban ngày dưới ánh sáng
tự nhiên (Moyer, 2005), ánh sáng đèn có thể tôn
lên vẻ đẹp của một địa điểm như tòa nhà, đài kỷ

niệm hoặc cầu (Edensor, 2015; SOLAL, 2016).
Con người hướng đến mục tiêu an toàn và kích
thích, chiếu sáng vào ban đêm hướng đến mục
tiêu này, chiếu sáng vào ban đêm là để giải trí
và kích thích (Boyce, 2019). Trong các lễ hội ánh
sáng nghệ sĩ sử dụng công cụ ánh sáng để khám
phá những điều kỳ diệu của nhận thức thị giác,
đây là một hình thức kinh doanh phổ biến ở các
đô thị lớn (Giordano & Ong, 2017). Ánh sáng nếu
được thiết kế phù hợp, có thể góp phần tạo nên
tính lịch sử, thẩm mỹ, phát triển đô thị và điều
chỉnh lại không gian đô thị cũng như tái tạo đô
thị thông qua nhận thức về các yếu tố đặc trưng
của đô thị đó (Cucchiella & ctv., 2017). Việc thiết
kế chiếu sáng hợp lý gợi lên tính đặc trưng, nâng
cao các đặc điểm kiến trúc và cảnh quan của một
khu vực (Valetti & ctv., 2019).

Thực tiễn thiết kế chiếu sáng đã trải qua một
quá trình phát triển nhiều năm, là kết quả của
tiến bộ công nghệ và các hiện tượng văn hóa và
xã hội (Mansfield, 2018). Những năm 1980, quan
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điểm chức năng của chiếu sáng công cộng được
phổ biến rộng rãi và chỉ liên quan đến chiếu sáng
đường phố, để đảm bảo duy trì mức độ an toàn
tối thiểu. Quan điểm này ngăn cản sự phát triển
thiết kế ánh sáng về đêm của các thành phố. Vào
những năm 1980, lần đầu tiên ở Pháp và dần dần
ở phần còn lại của Châu Âu, khái niệm chiếu sáng
nhân tạo bắt đầu vượt ra khỏi giới hạn của chiếu
sáng đường phố để trở thành một vấn đề văn hóa
(Jankowski, 1993). Khái niệm “chiếu sáng đô thị”,
nhằm đáp ứng các yêu cầu định tính cũng như
định lượng đã ra đời. Cách tiếp cận ban đầu chỉ
giới hạn trong việc chiếu sáng các yếu tố quan
trọng nhất của đô thị như các điểm nhấn kiến
trúc (Tural & Yener, 2016). Sau này, cùng với sự
phát triển của các đô thị, nhu cầu cải thiện chất
lượng của không gian đô thị dẫn đến việc nghiên
cứu các chức năng chiếu sáng liên kết chặt chẽ
với quy hoạch đô thị (Narboni, 1995; Masboungi,
2003).

Việc thiết kế chiếu sáng phải được thực hiện
theo các quy định, các yêu cầu và tiêu chuẩn an
toàn. Hiện tại, ở cấp độ quốc tế áp dụng tiêu
chuẩn CIE 115 (ICOI, 2010), ở các nước Châu
Âu là tiêu chuẩn EN 13201 (ECFS, 2015) và ở
Ý là UNI Tiêu chuẩn 11248 (ENIU, 2016). Tại
Việt Nam, tiêu chuẩn chiếu sáng quốc gia về các
công trình hạ tầng kỹ thuật, trong đó có công
viên quy chuẩn TCXDVN-333: 2005 và quy chuẩn
QCVN 07-7:2016/BXD (MOC, 2016). Hai tiêu
chuẩn trên đã quy định về tiêu chuẩn chiếu sáng
công viên phải đảm bảo độ rọi ngang trung bình
theo quy định, đèn chiếu sáng phải phù hợp về
loại bóng, loại đèn. Tại Tp. Hồ Chí Minh, đã số
các công viên được xây dựng sau năm 1975, hệ
thống chiếu sáng hầu như chỉ có chiếu sáng thông
dụng, chiếu sáng nghệ thuật chưa được đầu tư.
Cần có nghiên cứu khảo sát hệ thống chiếu sáng
và thiết kế ánh sáng nghệ thuật cho các công viên
nhằm tăng tính an toàn và thẩm mỹ về đêm.

2. Vật Liệu Và Phương Pháp Nghiên Cứu

Phương pháp khảo sát thực địa: Nhằm tìm hiểu
hiện trạng hệ thống chiếu sáng của 5 công viên
Lê Văn Tám, Lê Thị Riêng, Tao Đàn, Gia Định,
23/9, đề tài đã sử dụng bảng khảo sát được thiết
kế sẵn. Bảng khảo sát sẽ được thiết kế gồm 2
phần: Mở đầu – thông tin công viên; Phần thông
tin chính yếu về từng loại đèn trong công viên.
Nhóm nghiên cứu sử dụng bản đồ của TP. Hồ Chí
Minh kết hợp với thông tin về các công viên hiện

có để phân vùng khảo sát theo từng công viên.
Một đợt khảo sát sơ bộ để kiểm tra lại vị trí công
viên, ước lượng diện tích từng khu vực trong công
viên. Dựa theo thông tin ở bước 2, tiến hành phân
khu thành 7 khu vực theo TCXDVN 333: 2005
cho mỗi công viên bao gồm: Cổng chính, cổng
phụ, trục chính, đường nhánh, khu hoạt động
ngoài trời, bồn hoa thảm cỏ và điểm nhấn kiến
trúc.

Phương pháp quan sát: Thu thập dữ liệu về
loại bóng đèn, loại đèn, kiểu chiểu sáng. Chụp và
ghi chú số hiệu ảnh, mã hóa số hiệu ảnh trong
phiếu điều tra để thuận tiện trong đánh giá và so
sánh.

Phương pháp tính độ rọi ngang trung bình: Sử
dụng máy Testo 540 để đo cường độ chiếu sáng
(I), mỗi khu vực trong công viên thiết lập lưới
đo, mỗi mắt lưới có kích thước 2 m x 2 m, điểm
đo là điểm giao giữa chiều dọc và chiều ngang
của lưới. Kết quả đo có n cường độ chiếu sáng tại
n điểm đo là I(1), I(2),..., I(n) từ đó tính được
độ rọi ngang tương ứng E(1), E(2),..., E(n) theo
công thức: En = (Iα x cosα)/h2 (trong đó: I là
cường độ chiếu sáng tại điểm n đo bằng máy đo
ánh sáng Testo 540; h = d cosg) (Hình 1). Độ rọi
ngang trung bình của một khu vực trong công
viên là trung bình độ rọi ngang của n điểm đo:
E(TB) = (E(1) + E(2) +...+ E(n))/n.

Hình 1. Độ rọi ngang.

Phương pháp tính số lượng đèn theo quang
thông theo TCXDVN 333: 2005: Lượng quang
thông cần thiết phát ra từ các bộ đèn được phân
bố trên bề mặt của công trình để đạt được độ rọi
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trung bình cần thiết trên bề mặt công trình theo

công thức: F1 =
AE

UF × MF
. Số lượng bộ đèn cần

sử dụng được tính theo công thức: N =
Ft

Fbđ
.

Trong đó:
Ft: tổng lượng quang thông cần thiết của các

bóng đèn (lm).
Fbđ: quang thông của một bóng đèn, giá trị

quang thông tại phụ lục 9 TCXDVN 333: 2005.
A: diện tích bề mặt công trình cần chiếu sáng

(m2).
E: độ rọi trung bình cần đạt theo quy định của

TCXDVN 333: 2005.
UF: hệ số sử dụng quang thông, thông thường

UF= 0,35 đến 0,5. Nghiên cứu sử dụng giá trị UF
= 0,4

MF: hệ số duy trì chung, trong nghiên cứu sử
dụng giá trị MF= 0,7 do công viên là khu vực có
bụi trung bình.

N: số bộ đèn cần thiết sử dụng (làm tròn lên).
Phương pháp tra cứu thông tin đèn: Tra cứu

dữ liệu về các thông số kỹ thuật của đèn như loại
bóng đèn, loại đèn và một số thông tin khác mà
nhà sản xuất đã khuyến nghị cho việc sử dụng
đèn.

Phương pháp tổng hợp số liệu: Dữ liệu sau
khi thu thập, được tổng hợp trên phần mềm Mi-
crosoft Excel để phân tích, vẽ biểu đồ và thống
kê.

Phương pháp thiết kế: Sử dụng các phần mềm
thiết kế như: AutoCAD, Sketchup, Lumion và
Photoshop để thiết kế chiếu sáng nghệ thuật cho
các công viên.

3. Kết Quả Và Thảo Luận

3.1. Loại bóng đèn

Đề tài khảo sát được tổng 1.481 bóng tại 5
công viên, trong đó công viên Lê Văn Tám có 260
bóng, công viên Lê Thị Riêng có 114 bóng, công
viên Tao Đàn 369 bóng, công viên Gia Định 396
bóng và công viên 23/9 342 bóng (Bảng 4). Nhìn
chung các công viên phổ biến đèn LED (56%),
kế đến là đèn HQ Compact (35%), đèn CA Natri
và đèn Halogen chỉ chiếm tỷ lệ nhỏ (6% và 3%)
(Hình 2).

Đèn Led mặc dù không được quy định áp dụng
tai TCXDVN 333: 2005 nhưng có số lượng nhiều

Hình 2. Biểu đồ tỷ lệ loại bóng đèn.

nhất vì hiệu quả tiết kiệm điện năng, có nhiều
mẫu mã và là loại bóng ưa chuộng những năm
gần đây. Công viên Gia Định và Công viên 23/9
sử dụng chủ yếu bóng Led để chiếu sáng (chiếm
87% và 82%), 3 công viên còn lại sử dụng bóng
Led với tỷ lệ ít hơn (25%, 27% và 29%).

Đèn HQ Compact được quy định chiếu sáng
cho công viên theo TCXDVN 333: 2005 hiện được
sử dụng rộng rãi tại 3 công viên Lê Văn Tám,
Lê Thị Riêng và Tao Đàn (chiếm 67%, 75% và
71%), 2 công viên còn lại không sử dụng bóng HQ
Compact để chiếu sáng. Tuy nhiên, đèn Compact
có nhược điểm độ sáng không ổn định và độ sáng
có thể giảm dần theo thời gian, đồng thời tính
độc hại của đèn do thủy ngân hoặc kim loại nặng
cũng cần được lưu ý.

Đèn CA Natri và Halogen mặc dù được quy
định trong TCXDVN 333: 2005 nhưng hiện nay
các công viên áp dụng rất ít. Đèn CA Natri công
viên Lê Văn Tám chiếm 4%, công viên Lê Thị
Riêng không áp dụng, công viên Tao Đàn 2%,
công viên Gia Định 1% và công viên 23/9 18%;
Đèn Halogen công viên Gia Định áp dụng (12%).
Hai loại đèn CA Thủy ngân và Metal Halide được
quy định tại TCXDVN 333: 2005 nhưng không có
công viên nào áp dụng loại đèn này. Các loại đèn
trên còn tồn tại nhiều hạn chế về đồ bền, tính
năng tiết kiệm năng lượng nên dần bị các loại
bóng đèn ưu việt hơn thay thế nên hiện trạng tại
5 công viên sử dụng ít hoặc không sử dụng.

3.2. Loại đèn

Loại đèn chùm chiếu đường chiếm ưu thế (53%)
tiếp đến là đèn đơn 22% và đèn pha 17% đèn
đường và đèn nấm chỉ chiếm 5% và 2% (Hình 3
và Bảng 1). Các loại đèn trên chiếu sáng vì mục
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đích an toàn được quy định tại TCXDVN 333:
2005 áp dụng cho chiếu sáng công viên; đèn pha
chiếu điểm và đèn pha chiếu nước chiếu sáng hỗ
trợ và tôn lên cảnh sắc về đêm của công trình,
đèn này mặc dù được quy định tại TCXDVN 333:
2005 nhưng không thấy xuất hiện.

Hình 3. Biểu đồ tỷ lệ loại đèn.

3.3. Kiểu chiếu sáng

Cả 5 công viên đều áp dụng kiểu chiếu sáng
trực tiếp phổ biến (chiếm 78%) cụ thể là: công
viên Lê Văn Tám chiếm 67%, công viên Lê Thị
Riêng chiếm 78%, công viên Tao Đàn chiếm 74%,
công viên Gia Định chiếm 85% và công viên 23/9
chiếm 82% (Hình 4 và Bảng 1); đây là kiểu chiếu
sáng cung cấp ánh sáng nhìn rõ sự vật, đảm bảo
tính an toàn cho công viên, không có yếu tố chiếu
sáng nghệ thuật làm tăng tính thẩm mỹ của công
trình.

Hình 4. Biểu đồ tỷ lệ các kiểu chiếu sáng.
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3.4. Độ rọi ngang trung bình

Theo Hình 5, độ rọi ngang trung bình của 5
công viên khảo sát tại các khu vực thấp hơn rất
nhiều so với quy chuẩn TCXDVN 333: 2005: Cổng
chính đạt 20 Lux, cổng phụ đạt 10 Lux, trục chính
đạt 10 Lux, đường nhánh đạt 5 Lux, khu hoạt
động ngoài trời đạt 10 Lux. Tất cả các khu vực
của các công viên đều có độ rọi ngang trung bình
thấp có thể do số lượng đèn không đủ hoặc công
suất đèn không đạt theo tiêu chuẩn.

Hình 5. Biểu đồ độ rọi ngang trung bình các khu
vực của năm công viên.

3.5. Số lượng đèn cần bổ sung và thay thế cho
năm công viên

Công viên Lê Văn Tám (diện tích 6 ha) cần
1.068 bóng, hiện trạng có 260 bóng, công viên
cần bổ sung 808 bóng: Cổng chính cần 9 bóng
LED; cổng phụ cần 8 bóng LED 70W; trục chính
cần 25 bóng LED công suất 70 W, 143 bóng HQ
Compact 25 W; đường nhánh cần 53 bóng LED
70 W , 300 bóng HQ Compact 25 W và 86 bóng
Ca Natri 70 W; khu hoạt động ngoài trời cần 190
bóng HQ Compact 25 W, 33 bóng LED 70 W và
54 bóng Ca Natri 70 W; thảm cỏ và bồn nước
cần 167 bóng HQ Compact 25 W.

Công viên Lê Thị Riêng (diện tích 6,4 ha) cần
774 bóng, hiện trạng có 114 bóng, thiếu 660 đèn:
Cổng chính cần 5 bóng LED 200 W; trục chính
cần 8 bóng LED 200 W và 87 bóng HQ Compact
30 W; đường nhánh cần 244 bóng HQ Compact
30 W; khu hoạt động ngoài trời cần 36 bóng HQ
Compact 30 W; thảm cỏ và bồn hoa diện tích cần
394 bóng LED 10W.

Tổng số lượng bóng cần dùng cho công viên
Tao Đàn (diện tích 9 ha) để đảm bảo độ rọi ngang

trung bình là 2.455 bóng, hiện trạng có 369 bóng,
cần bổ sung 2.086 bóng: Cổng chính cần 12 bóng
LED 200 W; cổng phụ cần 8 bóng Led 70 W;
trục chính cần 5 bóng LED 70 W, 48 bóng HQ
Compact 15 W; đường nhánh cần 608 bóng LED
70 W, 615 bóng HQ Compact 15 W và 99 bóng
Ca Natri 70 W; khu hoạt động ngoài trời cần 40
bóng HQ Compact 15 W, 4 bóng LED 70 W và
06 bóng Ca Natri 70 W; thảm cỏ và bồn hoa cần
1.010 bóng HQ Compact 15 W.

Tổng số lượng bóng cần dùng cho công viên
Gia Định (5,8 ha) là 1.968 bóng, cần bổ sung
1.572 bóng: Cổng chính cần 19 bóng CA Natri 70
W; trục chính cần 477 bóng LED 20 W; đường
nhánh cần 1.029 bóng LED 20 W; khu vực hoạt
động tập thể cần 38 bóng CA Natri 70 W; khu
thảm cỏ cần lắp đặt 405 bóng HQ Compact 23
W.

Tổng số lượng bóng cần dùng cho công viên
23/9 (9 ha) là 1.944 bóng, hiện trạng có 342 bóng,
cần bổ sung 1.602 bóng: Cổng phụ cần 8 bóng CA
Natri 70 W; trục chính cần 201 bóng LED 20 W;
đường nhánh cần 300 bóng LED 20 W và 13 bóng
CA Natri 70 W; khu hoạt động ngoài trời cần 41
bóng đèn CA Natri 70 W và 929 bóng LED 20
W; khu thảm cỏ cần 452 bóng đèn HQ Compact
23 W.

Như vậy, cả 5 công viên đều áp dụng kiểu chiếu
sáng trực tiếp nhằm cung cấp ánh sáng toàn cảnh,
đảm bảo an toàn, nhìn rõ cảnh vật về đêm. Kiểu
chiếu sáng này gây nhàm chán vì không có sự thay
đổi hiệu ứng, không tạo điểm nhấn về ánh sáng
cho công viên. Do không sử dụng hiệu ứng chiếu
sáng vì vậy cảnh quan công viên không được hỗ
trợ thẩm mỹ tạo diện mạo hấp dẫn về đêm. Vì
vậy, việc thiết kế chiếu sáng nghệ thuật cho các
công viên trên là cần thiết, đặc biệt là khu vực
trung tâm và điểm nhấn của công viên.

3.6. Thiết kế chiếu sáng nghệ thuật cho năm
công viên

Các công viên đã khảo sát đóng vai trò rất
quan trọng và không thể thiếu trong đời sống
của cư dân đô thị, là nơi diễn ra các sinh hoạt
cộng đồng, giải trí của người dân để đáp ứng cho
nhu cầu giao tiếp xã hội, là nơi để tập thể dục thể
thao và thư giãn nhằm tái tạo sức lao động của
cư dân đô thị. Công viên còn góp phần tạo dựng
không gian kiến trúc cảnh quan đặc trưng của
đô thị cũng như cải thiện môi trường sống. Việc
thiết kế chiếu sáng cho công viên góp phần tạo
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Hình 6. Chiếu sáng công viên Lê Văn Tám. a. Hiện trạng khu quảng trường; b. Thiết kế ánh sáng khu
quảng trường; c. Phối cảnh khu trung tâm.

nên không gian sôi động, náo nhiệt của một đô
thị sống động (Nguyen, 2019). Với mục tiêu tạo
nên những địa điểm hấp dẫn đáp ứng nhu cầu giải
trí cho người dân thành phố, các thiết kế đã sử
dụng ánh sáng như là công cụ để khám phá những
điều kỳ diệu của nhận thức thị giác (Giordano &
Ong, 2017; Boyce, 2019) . Công viên được thiết
kế chiếu sáng với ba loại ánh sáng (Kelly, 1952):
Ánh sáng tiêu cự áp dụng cho các khu vực trung
tâm của công viên nhằm đánh dấu và thu hút sự
chú ý của người tham quan đến khu vực này như:
Quảng trường, trục chính công viên. . . ; Ánh sáng
phát quang xung quanh áp dụng cho môi trường
cây xanh xung quanh để tạo ánh sáng nền cho
toàn bộ không gian chiếu sáng; Ánh sáng rực rỡ
tạo điểm nhấn như quảng trường,tượng đài, các
công trình kiến trúc nổi bật với sự thay đổi và
đầy màu sắc nhằm kích thích các dây thần kinh
thị giác, đánh thức sự tò mò và tạo sự lôi kéo
cuốn hút người xem (Nguyen, 2019).

Loại đèn sử dụng trong thiết kế đều là đèn
LED, đây là loại đèn có khả năng kiểm soát độ
sáng và màu sắc ánh sáng, công nghệ và tính chất
định hướng của đèn LED tốt, có ít ánh sáng lãng
phí do đó tiết kiệm năng lượng hơn các loại đèn
khác (Nguyen, 2019). Gam màu ánh sáng sử dụng
trong các thiết kế chủ yếu là gam màu lạnh phù
hợp với các khu công cộng có không gian rộng,
khu vực có nhiều cây xanh, gam màu lạnh như
xanh lục, xanh da trời, . . . tạo cảm giác tươi mát,
làm dịu sự kích động, tạo cảm giác bình yên, thư
giãn (Nguyen, 2020). Các điểm nhấn của thiết kế
sử dụng gam màu rực rỡ nhiều màu sắc nhằm
làm nổi bật và thu hút người xem.

3.6.1. Công viên Lê Văn Tám

Khu vực quảng trường, nơi đặt tượng đài Lê
Văn Tám được chọn để chiếu sáng nghệ thuật

(Hình 6). Ý tưởng thiết kế là hình ảnh người thiếu
niên với ngọn đuốc tượng trưng cho lòng yêu nước
và tinh thần cách mạng. Chân tượng đài là họa
tiết ngọn đuốc bằng đèn Led, sau tượng đài là bồn
nước với những vòi nước chảy liên tục kết hợp đèn
âm, mỗi vòi phun sử dụng 05 đèn âm nước chiếu
lên kết hợp với tia nước tạo điểm nhấn cho khu
vực này. Sử dụng đèn LED dây công suất 6 W
và LED âm sàn công suất 10 W với nhiều pha
màu rực rỡ, thay đổi liên tục để tạo hiệu ứng,
đánh thức thị giác và thu hút người xem (Kelly,
1952; Nguyen, 2019). Đèn Led âm sàn (10 W) tại
quảng trường, cung cấp ánh sáng tiêu cự làm nổi
bật quảng trường trung tâm công viên. Các bồn
hoa và cây xanh xung quanh dùng đèn hắt công
suất 20-40 W với các gam màu lạnh nhằm cung
cấp nền ánh sáng phát quang khu vực cây xanh
xung quanh quảng trường (Kelly, 1952; Nguyen,
2019).

3.6.2. Công viên Lê Thị Riêng

Trục nối từ cổng chính đến nhà truyền thống
(nơi đặt mộ bà Lê Thị Riêng và bia tưởng niệm
Trần Phú) là điểm thu hút và nền tảng lịch sử của
công viên văn hóa Lê Thị Riêng. Ý tưởng thiết kế
là hình ảnh người nữ anh hùng kiên trung. Thiết
kế chia làm 3 khu: cổng chính, trục chính và nhà
truyền thống (Hình 7). Cổng chính được thiết kế
với những đường thẳng nhiều màu sắc rực rỡ (đèn
LED công suất 24W) tạo điểm nhấn (Kelly, 1952;
Nguyen, 2019) và tái hiện cuộc đời bà đã chiến
đấu với thực dân Pháp. Trục chính là hình ảnh
hoa sen thể hiện sự biết ơn người đã hy sinh gia
đình để đấu tranh giải phóng dân tộc, họa tiết
hình tròn thể sự ôm ấp của người mẹ dành cho
con. Các bồn hoa và cây xanh xung quanh trục
thiết kế sử dụng đèn hắt (50 W) với gam màu
lạnh nhằm tạo nền ánh sáng làm nổi bật cảnh
quan khu trung tâm về đêm. Kiểu và hiệu ứng
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Hình 7. Chiếu sáng công viên Lê Thị Riêng. a. Hiện trạng trục chính; b. Thiết kế chiếu sáng trục chính; c.
Góc nhìn từ cổng chính và d. Phối cảnh nhà truyền thống.

a b

c

Hình 8. Chiếu sáng công viên Tao Đàn a. Hiện trạng khu vực tháp Chăm; b. Ánh sáng định hướng lối đi

và điệu múa của người Chăm; c. Ánh sáng nghệ thuật khu vực tháp Chăm.
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Hình 9. Chiếu sáng công viên Gia Định. a. Hiện trạng khu trung tâm; b. Biểu tượng trái đất của thiết kế;
c. Phối cảnh ánh sáng nghệ thuật khu trung tâm.

a b

Hình 10. Chiếu sáng công viên 23/9. a. Hiện trạng trục chính công viên 23/9; b. Phối cảnh chiếu sáng nghệ
thuật tại trục chính.

chiếu sáng: chiếu hội tụ để tôn vinh tượng đài
Trần Phú, chiếu sáng tường để làm tăng vẻ đẹp
của nhà truyền thống, chiếu lên nhằm hướng ánh
mắt của người xem vào tượng đài, cây xanh và
không gian.

3.6.3. Công viên Tao Đàn

Nguyên mẫu của Tháp Chăm ở công viên là
Tháp Bà Ponagar ở Nha Trang. Ý tưởng thiết
kế cho khu này là văn hóa của dân tộc Chăm
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với Tháp Chăm là công trình kiến trúc làm điểm
nhấn trong thiết kế ánh sáng. Thiết kế theo sự
uyển chuyển trong điệu múa Chăm qua từng
đường nét ánh sáng. Tại bậc bước lên của chân
tháp, sử dụng họa tiết điệu múa của người Chăm,
kiểu chiếu sáng định hướng để dẫn lối đến trung
tâm của tháp. Những đường nét trên chóp tháp sử
dụng đèn LED dây 24W với những nhiều pha màu
rực rỡ, thay đổi liên tục để tạo hiệu ứng, đánh
thức thị giác và thu hút người xem (Kelly, 1952;
Nguyen, 2019) và nhằm tôn vinh kiến trúc của
tháp (Hình 8). Thảm cỏ và cây bóng mát xung
quanh sử dụng đèn hắt chiếu lên với các gam màu
lạnh phù hợp với không gian công cộng nhiều cây
xanh và tạo nền ánh sáng xung quanh khu vực
Tháp Chăm, trung tâm của thiết kế (Nguyen,
2020).

3.6.4. Công viên Gia Định

Nghiên cứu đã chọn khu vực trung tâm, nơi
giao nhau của các trục chính có đường nét mặt
bằng hình tròn và các bụi cây được tạo dáng
hình cầu giống Trái Đất thu nhỏ. Thiết kế sử
dụng đèn Led dây 24 W và 72 W nhiều màu rực
rỡ, tạo các vòng tròn đồng tâm hướng về trung
tâm là biểu tượng trái đất nhằm tạo sự thu hút
và đánh thức thị giác của người thưởng ngoạn
(Kelly, 1952; Nguyen, 2019). Gam màu ánh sáng
chủ yếu là vàng thể hiện sức mạnh của sự đoàn
kết bảo vệ hành tinh xanh. Bồn hoa xung quanh
dùng đèn Led bao quanh bồn và đèn hắt để hỗ
trợ cảnh quan. Cây xanh được chiếu sáng bằng
đèn hắt cây với gam màu lạnh tạo nền ánh sáng
xung quanh làm nổi bật khu trung tâm. Bậc tam
cấp dẫn lối lên khu trung tâm dùng đèn Led 24
W dây nhằm chiếu sáng an toàn và định hướng
lối đi (Hình 9).

3.6.5. Công viên 23/9

Công viên là ga xe lửa Sài Gòn do Pháp xây
dựng trước năm 1975, do địa thế và lịch sử nên
công viên có rất nhiều khách tham quan là người
nước ngoài và thường đông đúc khi đêm về. Trục
chính được chọn thiết kế chiếu sáng nghệ thuật
nhằm cung cấp ánh sáng thu hút và tạo không
gian thẩm mỹ cho công viên. Ý tưởng thiết kế
dựa trên đường ray xe lửa kết hợp cùng với các
đèn Led dây 24 W âm sàn mô phỏng các phím
đàn thể hiện sự năng động, phù hợp với cái tên
thành phố không ngủ mà những du khách từng
biết đến (Hình 10). Trên cao treo đèn bóng Led 2

W như những chùm hoa đăng. Cây xanh và thảm
cỏ xung quanh dùng đèn hắt cây 50 W gam màu
lạnh, hiệu ứng chiếu lên để thu hút ánh nhìn của
người tham quan và tạo ánh sáng nền (Nguyen,
2020) làm nổi bật trục trung tâm của công viên.

4. Kết Luận và Kiến Nghị

Nghiên cứu đã điều tra được hiện trạng hệ
thống chiếu sáng của 5 công viên tại Tp. Hồ Chí
Minh và đánh giá mức độ phù hợp của hiện trạng
với 2 quy chuẩn của Bộ Xây Dựng về các chỉ tiêu:
loại bóng đèn, loại đèn, kiểu chiếu sáng và độ rọi
ngang trung bình từ đó tính toán sơ bộ số lượng
đèn cần có cho công viên theo quy định; đề tài
cũng thiết kế ánh sáng nghệ thuật cho khu vực
trung tâm của mỗi công viên lấy ý tưởng từ lịch
sử hình thành và phát triển của công viên. Đề tài
chỉ dừng lại ở việc đề xuất thiết kế mà chưa tiến
hành thi công và lắp đặt để theo dõi hiệu quả các
bản vẽ thiết kế này.

Lời Cam Đoan

Bài báo được sự đồng thuận của tất cả tác giả
đứng tên.

Lời Cảm Ơn

Nghiên cứu này được hỗ trợ kinh phí bởi
Trường Đại học Nông Lâm Thành phố Hồ Chí
Minh.

Tài Liệu Tham Khảo (References)

Beccali, M., Bonomolo, M., Galatioto, A., & Pulvirenti,
E. (2017). Smart lighting in a historic context: a case
study. Management of Environmental Quality: An In-
ternational Journal 28(2), 282–298.

Birren, F. (1978). Colour and human response: aspects of
light and color bearing on the reactions of living things
and the welfare of human beings. New York, USA: Van
Nostrand Reinhold

Boyce, P. R. (2019). The benefits of light at night. Build-
ing and Environment 151, 356-367.

Cai, J. X., Zhu, Z. J., Chen, J., & Fan, M. R. (2013).
The design of new technology system in the intelligent
Building’s lighting. Applied Mechanics and Materials
353-356, 3141-3144.

Cucchiella, F., Berardinis, P. D., Lenny, Koh S. C., &
Rotilio, M. (2017). Planning restoration of a historical
landscape: A case study for integrating a sustainable
street lighting system with onservation of historical
values. Journal of Cleaner Production 165, 579-588.

www.jad.hcmuaf.edu.vn Tạp chí Nông nghiệp và Phát triển 20(5)

http://jad.hcmuaf.edu.vn


74 Trường Đại học Nông Lâm TP. Hồ Chí Minh

Edensor, T. (2015). Light design and atmosphere. Visaul
Communication 14(3), 331-350.

Edensor, T. (2012). Illuminated atmospheres: anticipat-
ing and reproducing the flow of affective experience in
Blackpool. Environment and Planning D: Society and
Space 30, 1103-1122.

ECFS (European Committee for Standardization,
EN 13201-1). (2015). Dynamic light: Handbook
about interpretation of EN 13201. Retrieved
October 10, 2017, from https://www.interreg-
central.eu/Content.Node/Dynamic-Light/04-DL-
Handbook-about-interpretation-of-EN-13201.pdf.

ENIU (Ente Nazionale Italiano di Unificazione, UNI
11248). (2016). Road Lighting - Selection of lighting
classes, Milano. Retrieved February 13, 2017, from
https://kupdf.net/download/uni-11248-en-13201-
tables_58a167846454a73b3db1e8e7_pdf.

Giordano, E., & Ong, C. E. (2017). Light festivals, pol-
icy mobilities and urban tourism. Tourism Geographies
19(5), 699-716.

ICOI (International Commission on Illumination).
(2010). Lighting of roads for motor and Pedestrian
traffic (CIE 115). Vienna, Austria: CIE Central Bu-
reau.

Jankowski, W. (1993). Lighting exteriors and landscape.
New York, USA: PBC.

Mansfield, K. P. (2018). Architectural lighting design: A
research review over 50 years. Lighting Research &
Technology 50(1), 80-97.

Masboungi, A. (2003). Penser la ville par la lumiére.

Paris, France: Éditeur La Villette.

MOC (Ministry of Construction) (2016). Circular
No. 01/2016/TT-BXD dated February 1, 2016 on
“National standards for technical infrastructure con-
struction, lighting construction”. Retrieved February
10, 2016, from https://thuvienphapluat.vn/van-
ban/Xay-dung-Do-thi/Thong-tu-01-2016-TT-BXD-
quy-chuan-ky-thuat-quoc-gia-cac-cong-trinh-ha-tang-
ky-thuat-304552.aspx.

Moyer, J. L. (2005). The Landscape Lighting Book. New
York, USA: John Wiley and Sons.

Narboni, R. (1995). La lumiére urbaine: éclairer les es-
paces publics [Urban light, lighting public areas]. Le

Moniteur, Paris: Éditeur Le Moniteur.

Nguyen, H. T. (2020). Some concepts, standards and arc-

hitectural lighting solutions. Retrieved March 23, 2021,

from http://hapulico.com/mot-so-khai-niem-tieu-chuan-
va-cac-giai-phap-chieu-sang-kien-truc.html.

Nguyen, H. T. T. (2019). Some views and principles on
artistic lighting on the exterior of high-rise buildings
in urban areas. Architecture Magazine 8, 64-68.

Seshadri, K. (1997). City beautification at night. Journal
of the Illuminating Engineering Institute of Japan 81,
139-140.

SOLAF (Society of Light and Lighting). (2016). Light-
ing guide 6: The exterior environment. London, UK:
CIBSE.

Tural, M., & Yener, C. (2016). Lighting monuments:
Reflections on outdoor lighting and environment ap-
praisal. Building and Environment 41(6), 775-782.

Valetti, L., Pellegrino, A., & Aghemo, C. (2019). Cul-
tural landscape: Towards thedesign of a nocturnal
lightscape. Journal of Cultural Heritage 42(2), 181-
190.

Tạp chí Nông nghiệp và Phát triển 20(5) www.jad.hcmuaf.edu.vn

https://www.interreg-central.eu/Content.Node/Dynamic-Light/04-DL-Handbook-about-interpretation-of-EN-13201.pdf
https://www.interreg-central.eu/Content.Node/Dynamic-Light/04-DL-Handbook-about-interpretation-of-EN-13201.pdf
https://www.interreg-central.eu/Content.Node/Dynamic-Light/04-DL-Handbook-about-interpretation-of-EN-13201.pdf
https://kupdf.net/download/uni-11248-en-13201-tables_58a167846454a73b3db1e8e7_pdf
https://kupdf.net/download/uni-11248-en-13201-tables_58a167846454a73b3db1e8e7_pdf
https://thuvienphapluat.vn/van-ban/Xay-dung-Do-thi/Thong-tu-01-2016-TT-BXD-quy-chuan-ky-thuat-quoc-gia-cac-cong-trinh-ha-tang-ky-thuat-304552.aspx
https://thuvienphapluat.vn/van-ban/Xay-dung-Do-thi/Thong-tu-01-2016-TT-BXD-quy-chuan-ky-thuat-quoc-gia-cac-cong-trinh-ha-tang-ky-thuat-304552.aspx
https://thuvienphapluat.vn/van-ban/Xay-dung-Do-thi/Thong-tu-01-2016-TT-BXD-quy-chuan-ky-thuat-quoc-gia-cac-cong-trinh-ha-tang-ky-thuat-304552.aspx
https://thuvienphapluat.vn/van-ban/Xay-dung-Do-thi/Thong-tu-01-2016-TT-BXD-quy-chuan-ky-thuat-quoc-gia-cac-cong-trinh-ha-tang-ky-thuat-304552.aspx
http://hapulico.com/mot-so-khai-niem-tieu-chuan-va-cac-giai-phap-chieu-sang-kien-truc.html
http://jad.hcmuaf.edu.vn

	Đặt Vấn Đề
	Vật Liệu và Phương Pháp Nghiên Cứu
	Vật liệu nghiên cứu
	Phương pháp nghiên cứu
	Địa điểm và thời gian nghiên cứu
	Phương pháp xử lý số liệu
	Kết Quả và Thảo Luận
	Tỷ lệ mọc mầm và sức đẻ nhánh của các giống mía
	Chiều cao cây nguyên liệu và tốc độ vươn cao của các giống mía
	Các yếu tố cấu thành năng suất của các giống mía
	Năng suất và chữ đường của các giống mía

	Khả năng chống chịu sâu bệnh hại của các giống mía
	Kết Luận
	Đặt Vấn Đề
	Vật Liệu và Phương Pháp Nghiên Cứu
	Tách chiết LDL từ lòng đỏ trứng gà
	Vật liệu
	Phân tách plasma
	Chiết xuất LDL

	Bảo quản tinh dịch chó
	Thú thí nghiệm
	Môi trường bảo quản
	Bảo quản lạnh
	Các chỉ tiêu theo dõi
	Phẩm chất tinh dịch
	Đánh giá sức sống tuyệt đối của tinh trùng
	Nhuộm màng acrosome của tinh trùng
	Xử lý số liệu
	Kết Quả và Thảo Luận
	Phẩm chất tinh nguyên
	Thời gian bảo tồn
	Sức sống tuyệt đối
	Tính toàn vẹn của màng acrosome

	Kết Luận
	Đặt Vấn Đề
	Phát Hiện AHPND Dựa Trên Gen
	Phương pháp PCR (monoplex PCR)
	Các biến thể của phương pháp PCR
	Phương pháp nested PCR (AP4)
	Phương pháp multiplex PCR
	Phương pháp real-time PCR
	Phát Hiện AHPND Dựa Trên Protein
	Phương pháp ELISA
	Phương pháp miễn dịch dòng chảy ngang (Lateral flow assay – LFA)
	Phương pháp sử dụng cảm biến sinh học
	Kết Luận

	Đặt Vấn Đề
	Vật Liệu và Phương Pháp Nghiên Cứu
	Cá và chủng vi khuẩn thí nghiệm
	Ước tính giá trị chọn giống của cá G1 nhằm xác định nhóm gia đình cá kháng bệnh cao và thấp
	Thí nghiệm cảm nhiễm cá hương và cá giống G1
	Ước tính giá trị chọn giống của cá G1
	Thí nghiệm cảm nhiễm hai nhóm gia đình cá kháng bệnh đánh giá khả năng thực bào của đại thực bào
	Thí nghiệm cảm nhiễm trên 6 gia đình cá giống G1
	Xác định số lượng trung tâm đại thực bào ở mô gan, thận, lách
	Khả năng thực bào của đại thực bào
	Xử lý số liệu
	Kết Quả và Thảo Luận
	Ước tính giá trị chọn giống của cá G1 nhằm xác định nhóm gia đình cá kháng bệnh cao và thấp
	Chất lượng môi trường nước trong quá trình cảm nhiễm
	Tỉ lệ chết của các gia đình cá chọn giống giai đoạn cá hương và cá giống
	Ước tính giá trị chọn giống của 33 gia đình cá hương và cá giống G1

	Khả năng thực bào của đại thực bào của cá thuộc các gia đình kháng bệnh cao và thấp
	Kết Luận
	Đặt Vấn Đề
	Vật Liệu và Phương Pháp Nghiên Cứu
	Vật liệu thí nghiệm
	Phương pháp bố trí thí nghiệm
	Khảo sát các chỉ tiêu sinh sản của ngao MTC
	Thí nghiệm 1: Ương giai đoạn ấu trùng
	Thí nghiệm 2: Ương giai đoạn giống
	Các chỉ tiêu theo dõi của thí nghiệm
	Xử lý số liệu
	Kết Quả
	Kết quả sinh sản ngao móng tay chúa
	Kết quả ương giai đoạn ấu trùng
	Kết quả ương ngao MTC giai đoạn giống
	Thảo Luận

	Kết Luận
	Đặt Vấn Đề
	Vật Liệu và Phương Pháp Nghiên Cứu
	Kết Quả và Thảo Luận
	Tỷ lệ đề kháng kháng sinh
	Tỷ lệ đa kháng kháng sinh
	Kết Luận
	Đặt Vấn Đề

	Vật Liệu và Phương Pháp Nghiên Cứu
	Thu mẫu và phân lập vi khuẩn sinh sắc tố từ nước biển
	Định danh các chủng vi khuẩn sinh sắc tố
	Tuyển chọn các chủng vi khuẩn có khả năng sinh carotenoid cao
	Khảo sát các điều kiện ly trích sắc tố từ tế bào vi khuẩn (loại dung môi/nồng độ dung môi và tỷ lệ sinh khối/dung môi)
	Kết Quả và Thảo Luận
	Phân lập vi khuẩn sinh sắc tố từ nước biển
	Định danh các chủng vi khuẩn phân lập
	Tuyển chọn các chủng vi khuẩn có khả năng sinh carotenoid cao
	Khảo sát điều kiện ly trích sắc tố từ tế bào vi khuẩn

	Kết Luận
	Đặt Vấn Đề
	Vật Liệu Và Phương Pháp Nghiên Cứu
	Kết Quả Và Thảo Luận
	Loại bóng đèn
	Loại đèn
	Kiểu chiếu sáng
	Độ rọi ngang trung bình

	Số lượng đèn cần bổ sung và thay thế cho năm công viên
	Thiết kế chiếu sáng nghệ thuật cho năm công viên
	Công viên Lê Văn Tám
	Công viên Lê Thị Riêng
	Công viên Tao Đàn
	Công viên Gia Định
	Công viên 23/9

	Kết Luận và Kiến Nghị

































