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Tóm tắt
Mục tiêu: So sánh hiệu quả tạo phôi nang giữa hai loại môi trường 

nuôi cấy đơn bước và chuyển tiếp.
Thiết kế nghiên cứu: Đây là nghiên cứu đoàn hệ hồi cứu. Số liệu được 

thu thập trong thời gian từ tháng 7/2015 đến tháng 4/2016 tại IVFMD, 
trong đó 92 bệnh nhân có phôi được nuôi cấy trong môi trường đơn 
bước và 108 bệnh nhân có phôi được nuôi cấy trong môi trường chuyển 
tiếp. Yếu tố đánh giá kết quả bao gồm tỷ lệ tạo phôi nang, tỷ lệ phôi 
nang hữu dụng, tỷ lệ thai diễn tiến, tỷ lệ làm tổ. 

Kết quả: Không có sự khác biệt giữa hai nhóm bệnh nhân về độ tuổi, 
chỉ số khối cơ thể (BMI), số lần điều trị, thời gian vô sinh, nguyên nhân 
vô sinh. Tỷ lệ tạo phôi nang giữa hai môi trường đơn bước và chuyển 
tiếp là tương đương (57% và 60%, P>0,05). Không có sự khác biệt có ý 
nghĩa thống kê giữa tỷ lệ phôi nang hữu dụng, tỷ lệ thai diễn tiến, tỷ lệ 
làm tổ giữa hai môi trường đơn bước và chuyển tiếp (lần lượt là 49% và 
50%; 57% và 62%; 45,8% và 50,7%; P>0,05).

Kết luận: Môi trường đơn bước có hiệu quả tương đương với môi 
trường chuyển tiếp trong việc tạo phôi và nuôi cấy phôi trong thụ tinh 
trong ống nghiệm. 

Abstract 
THE EFFECTIVENESS OF SINGLE STEP CULTURE 

MEDIA AND SEQUENTIAL CULTURE MEDIA ON THE 
BLASTULATION RATE 

Objective: To compare the effectiveness of the blastulation rate 
between the two types of culture media: the single-step media and the 
sequential media. 

Patients and Methods: This was a retrospective cohort study. The 
data was collected from July-2015 to April-2016 in IVFMD. There were 
92 patients with embryos were cultured in the single step media and 
108 patients with embryos were cultured in the sequential media. The 
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primary outcome was the blastulation rate and the secondary outcomes were the utilization rate, the 
on-going pregnancy rate and the implantation rate. 

Results: There were no differences in patient characteristics between two groups (age, BMI, number 
of treatment cycles, infertility duration, type of infertility). There was no difference in the blastulation 
rate between the sequential media and the single-step media (57% vs 60%, P>0.05). There were no 
differences in the utilization rate, the pregnancy rate, and the implantation rate between two groups 
respectively (49% vs 50%; 57% vs 62%; 45,8% vs 50,7%; P>0.05). 

Conclusion: The two media were equivalent in relation to the blastocyst rate.

1. Đặt vấn đề 
Trong 10-15 năm qua đã có những tiến bộ lớn 

trong lĩnh vực thụ tinh trong ống nghiệm (TTTON) 
để cải thiện các dịch vụ cũng như tỷ lệ thành công. 
Trước đây, bệnh nhân thường được chuyển phôi 
sau 2-3 ngày nuôi cấy trong môi trường in-vitro 
tức là lúc phôi ở giai đoạn 4-8 tế bào. Tuy nhiên, 
kể từ năm 1997, việc nuôi phôi dài ngày bắt đầu 
được chú ý do nuôi cấy đến giai đoạn phôi nang 
có thể cung cấp để chọn phôi tiềm năng hơn để 
chuyển cho bệnh nhân. Điều này cho phép chuyển 
ít phôi với khả năng làm tổ cao hơn, không ảnh 
hưởng đến tỷ lệ thai, và làm giảm được tỉ lệ đa 
thai. Một lý do thứ hai giúp ích cho việc sử dụng 
các phương pháp chẩn đoán di truyền tiền làm tổ, 
thông thường, sinh thiết phôi được thực hiện vào 
ngày 3 và tiếp tục nuôi cấy đến ngày 5 để chờ 
kết quả của sinh thiết trước khi chuyển phôi hoặc 
sinh thiết vào ngày 5 và trữ phôi cho chu kì chuyển 
phôi trữ kế tiếp. Để đáp ứng cho việc nuôi phôi 
dài ngày, hệ môi trường nuôi cấy phôi cần đáp 
ứng được nhu cầu dinh dưỡng của phôi ở từng giai 
đoạn phát triển.

Hầu hết các trung tâm TTTON thường sử dụng 
các sản phẩm môi trường nuôi cấy thương mại, 
trong đó các sản phẩm thương mại được sản xuất 
dựa theo hai xu hướng: “trở về tự nhiên” hay “để 
cho phôi chọn” (1).

“Trở về tự nhiên” là quan điểm dựa trên việc 
thiết lập môi trường có thành phần gần giống 

với sinh lý tự nhiên, phôi được tiếp xúc với các 
chất dinh dưỡng khác nhau từ ống dẫn trứng 
và từ tử cung, và do đó trong hệ môi trường 
nuôi cấy chuyển tiếp sẽ có hai loại môi trường 
chứa các thành phần khác nhau ứng với hai giai 
đoạn phát triển trước khi nén và sau khi nén 
của phôi (môi trường chuyển tiếp). Khi nuôi cấy 
với hệ môi trường chuyển tiếp, phôi phải được 
chuyển sang một môi trường nuôi cấy khác vào 
ngày ba. 

“Để cho phôi chọn” là quan điểm có liên quan 
đến việc sử dụng đồng thời các thành phần có 
trong môi trường nuôi cấy, ảnh hưởng của mỗi 
thành phần trong môi trường có thể phụ thuộc 
vào nồng độ của các thành phần khác. Miễn là 
nồng độ của các thành phần nằm trong “phạm 
vi chấp nhận được”, phôi sẽ tự thích nghi và sử 
dụng bất cứ thành phần chất nào mà phôi muốn 
(môi trường đơn bước). Do đó, hệ môi trường 
đơn bước chỉ có một loại môi trường nuôi cấy 
cho phôi phát triển cho hai giai đoạn phát triển 
trước khi nén và sau khi nén của phôi. Khi nuôi 
cấy với hệ môi trường đơn bước sẽ có hai cách 
nuôi cấy: thứ nhất là nuôi cấy liên tục không đổi 
môi trường vào ngày ba, thứ hai là nuôi cấy có 
chuyển môi trường vào ngày ba. Việc nuôi cấy 
có chuyển môi trường hay không chuyển môi 
trường phụ thuộc vào quy trình của labo, cũng 
như độ sạch và độ ổn định của hệ thống nuôi cấy 
phôi. Tuy nhiên không có sự khác biệt về kết quả 
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nuôi cấy giữa việc thay môi trường hay không 
thay môi trường vào ngày ba. 

Hiện nay, các nghiên cứu trên thế giới vẫn 
chưa xác định được môi trường chuyển tiếp hay 
môi trường đơn bước có tính ưu việt hơn trong 
việc nuôi cấy phôi. Tuy nhiên, môi trường đơn 
bước được nhiều quan tâm hơn do sử dụng thuận 
tiện và ít tốn kém. Hơn nữa, khi nuôi cấy với môi 
trường đơn bước, sẽ có ít thao tác lên trứng và 
phôi (2). Sau một thời gian xây dựng quy trình 
và thử nghiệm, chúng tôi đã đưa vào sử dụng hệ 
môi trường nuôi cấy đơn bước vào tháng 07 năm 
2016. Nghiên cứu này được tiến hành nhằm so 
sánh hiệu quả nuôi cấy phôi giữa hai nhóm môi 
trường đơn bước và chuyển tiếp.

2. Đối tượng và phương 
pháp nghiên cứu

Thiết kết nghiên cứu:
Đây là nghiên cứu đoàn hệ hồi cứu được thực 

hiện tại IVFMD, bệnh viện Mỹ Đức. Bệnh nhân thực 
hiện TTTON trong thời gian tháng 07/2015 đến 
tháng 4/2016.

Tiêu chuẩn chọn mẫu:
• Số chu kỳ điều trị TTTON ≤ 2 chu kỳ.
• Kích thích buồng trứng bằng phác đồ 
antagonist.
• Sử dụng GnRH agonist để gây trưởng 
thành noãn.
• Nuôi cấy phôi đến ngày 5. 

Tiêu chuẩn loại trừ:
• Các chu kỳ xin-cho trứng.
• Các chu kỳ nuôi trưởng thành trứng non.
• Hồ sơ không đầy đủ dữ liệu cần thiết.

Yếu tố đánh giá kết quả:
Yếu tố chính:
• Tỷ lệ tạo phôi nang. 

Yếu tố phụ:
• Tỷ lệ phôi nang hữu dụng. 
• Tỷ lệ thai diễn tiến.
• Tỷ lệ làm tổ.

Phương pháp tiến hành:
Kích thích buồng trứng bằng phác đồ 

antagonist được áp dụng cho bệnh nhân có chỉ 
định TTTON. Vào ngày thứ 2-3 vòng kinh, liều 
FSH đầu tiên được xác định dựa trên số nang 
noãn thứ cấp AFC và nồng độ AMH. Vào ngày 

5, mũi antagonist được tiêm và kéo dài đến 
ngày tiêm mũi gây trưởng thành noãn. Đồng 
thời, qua siêu âm nang noãn và xét nghiệm nội 
tiết để đánh giá đáp ứng buồng trứng, và sau 
2-3 ngày việc đánh giá được thực hiện lại. Kích 
thích trưởng thành noãn khi có ít nhất 3 nang 
có kích thước trên 17mm khi siêu âm. Chọc hút 
noãn được tiến hành qua ngả âm đạo dưới gây 
mê và tê tại chỗ.

Chuẩn bị cho môi trường đơn bước LifeGlobal 
(LG) và môi trường chuyển tiếp Origio Sequential 
(OS) được thực hiện cho một ca vào buổi chiều 
ngày trước chọc hút trứng (ngày -1), buổi sáng 
trước chọc hút (ngày 0), buổi sáng ngày 3 (ngày 
3), và buổi chiều ngày trước chuyển phôi (ngày 
4). Tất cả các quy trình tìm rửa trứng, lọc rửa 
tinh trùng, tách trứng, tiêm tinh trùng vào bào 
tương noãn (ICSI), kiểm tra thụ tinh, đọc phôi, 
lựa phôi, chuyển phôi đều được thực hiện theo 
quy trình labo thường quy.

Noãn sau khi chọc hút sẽ được nuôi cấy 
khoảng 2 giờ ở 37oC, 6%CO2 và 5%O2. Trong 
khi đó, tinh trùng của người chồng sẽ được lọc 
rửa theo phương pháp thang nồng độ. Sau đó 
noãn được tách tế bào quanh noãn và được thực 
hiện phương pháp ICSI. Noãn sau ICSI của hai 
nhóm sẽ được nuôi cấy theo nhóm (tối đa 3 
trứng một giọt môi trường) trong cùng điều kiện 
37oC, 6%CO2 và 5%O2. Tủ cấy được sử dụng 
để nuôi cấy là tủ K-system G185. Thụ tinh được 
kiểm tra vào khoảng 16-18 tiếng sau ICSI dưới 
kính hiển vi đảo ngược. Các ca tiếp tục nuôi cấy 
ngày 5 sẽ được chuyển môi trường nuôi cấy ở 
ngày 3.

Vào ngày 5, các phôi được đánh giá vào thời 
điểm 116-118 giờ sau ICSI. Phôi ngày 5 được 
xác định khi có 3 tiêu chí đánh giá: độ nở rộng 
của khoang, khối ICM, TE. Phôi hữu dụng ngày 
5 bao gồm phôi loại I và II. Kết quả phôi được 
thông báo cho bệnh nhân. Số phôi nang chuyển 
cho bệnh nhân là 1-2 phôi. Bệnh nhân được hẹn 
thử thai beta-hCG 11 ngày sau chuyển phôi. Hỗ 
trợ hoàng thể đến khi thai ít nhất 07 tuần bằng 
estradiol và progesterone ngoại sinh.

Các số liệu được phân tích giữa hai nhóm 
như tuổi người vợ, chỉ số khối cơ thể (BMI), thời 
gian vô sinh, số chu kỳ TTTON, chỉ định TTTON, 
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số noãn chọc hút, số noãn trưởng thành, tỷ lệ 
thụ tinh, tỷ lệ tạo phôi nang, số phôi hữu dụng 
ngày 5.

Các số liệu sẽ được trình bày dưới dạng giá 
trị trung bình ± độ lệch chuẩn hay dưới dạng 
phần trăm. Sự khác biệt giữa các giá trị trung 
bình được kiểm định bằng Student’s t-test cho 
dữ liệu theo luật phân phối chuẩn, kiểm định 
wilcoxon test cho dữ liệu không theo luật phân 
phối chuẩn, luật phân phối của các biến được 
kiểm tra bằng phương pháp shapiro test và giá 
trị phần trăm được kiểm định sự khác biệt bằng 
Chi-square test, sự khác biệt có ý nghĩa thống kê 
được xác định khi P<0,05.

3. Kết quả
Trong thời gian từ tháng 7/2015 đến tháng 

4/2016, có 200 bệnh nhân thỏa tiêu chuẩn nhận 
loại, trong đó có 92 bệnh nhân sử dụng môi 
trường đơn bước và 108 bệnh nhân sử môi trường 
chuyển tiếp. Đặc điểm chung của bệnh nhân trong 
hai nhóm được trình bày ở Bảng 1. 

Đặc điểm Môi trường đơn 
bước (n=92)

Môi trường chuyển 
tiếp (n=108) P

Tuổi (năm) 31,32 (4,83) 31,03 (4,19) 0,652
BMI (kg/m2) 21,12 (2,64) 20,97 (2,14) 0,661
Số chu kì điều 
trị (%)

1 72 (78,3) 75 (69,4) 0,2172 20 (21,7) 33 (30,1)
Loại vô sinh 
(%)

Nguyên phát 49 (53,3) 66 (61,1) 0,329Thứ phát 43 (46,7) 42 (38,9)

Nguyên nhân 
vô sinh (%)

Chưa rõ nguyên nhân 7 (7,6) 9 (8,3)

0,838

Lạc nội mạc tử cung 3 (3,3) 2 (1,9)
Vô sinh nam 30 (32,6) 31 (28,7)
Khác 8 (8,7) 12 (11,1)
Rối loạn phóng noãn 25 (27,2) 25 (23,1)
Tai vòi 19 (20,7) 29 (26,9)

Bảng 1: Đặc điểm bệnh nhân giữa 2 nhóm

Đặc điểm Môi trường đơn bước Môi trường chuyển tiếp P
Số trứng chọc hút 22,43 (7,86) 22,90 (8,89) 0,699
Số trứng trưởng thành 18,70 (6,35) 19,24 (6,86) 0,563
Tỷ lệ thụ tinh 88% (0,1) 85% (0,11) 0,074
Tỷ lệ phôi nang hữu dụng 49% (0,23) 50% (0,21) 0,717
Tỷ lệ tạo phôi nang/thụ tinh 57% (0,2) 60% (0,16) 0,237

Bảng 2: Kết quả phôi học

Đặc điểm Môi trường đơn bước Môi trường chuyển tiếp P
Tỷ lệ thai diễn tiến 57% 62% 0,623
Tỷ lệ làm tổ 45,8% 50,7% 0,387

Bảng 3: Kết quả thai

4. Bàn luận 
Đây là một nghiên cứu được thực hiện nhằm 

so sánh hiệu quả của nuôi cấy phôi trong môi 
trường đơn bước và môi trường chuyển tiếp. Kết 
quả nghiên cứu cho thấy không có sự khác biệt 
về tỷ lệ tạo phôi nang, tỷ lệ tạo phôi hữu dụng, 
tỷ lệ thai diễn tiến, tỷ lệ làm tổ giữa hai nhóm. 

Sự phát triển của môi trường chuyến tiếp dựa 
trên nồng độ đo được của các thành phần ở ống 
dẫn trứng và lòng tử cung. Phôi có khả năng 
chủ động kiểm soát sự trao đổi chất, và do đó 
có thể điều chỉnh môi trường nội bào của mình. 
Vì vậy, thành phần môi trường đã được thay đổi 
trong từng giai đoạn và thời điểm phát triển để 
đáp ứng các nhu cầu của phôi (3). Do đó việc 
thay đổi môi trường ở ngày ba thường được thực 
hiện. Với môi trường nuôi cấy đơn bước, phôi 
được nuôi cấy liên tục trong một môi trường từ 
giai đoạn hợp tử đến giai đoạn phôi nang, có 
thể nuôi cấy không bị gián đoạn hoặc gián đoạn 
để thay đổi môi trường mới vào ngày ba (4). Tuy 
nhiên, cho dù sử dụng hệ môi trường nào, việc 
đánh giá sự phát triển của phôi đa phần được 
thực hiện ở môi trường bên ngoài tủ cấy. Điều 
này gây một phần ảnh hưởng lên phôi do sự 
thay đổi đột ngột về pH, nhiệt độ, ánh sáng từ 
kính hiển vi sôi nổi. Điểm quan trọng chính đó 
là các phôi khác nhau sẽ phát triển khác nhau 
(5). Do đó nhu cầu dinh dưỡng cung cấp cho 
phôi tại một thời điểm sẽ khác nhau. Đối với môi 
trường chuyển tiếp, ở ngày ba, việc cung cấp 
nguồn dinh dưỡng mới cho phôi bị chậm trễ do 
việc thay môi trường vào buổi chiều theo quy 
trình labo. Đối với môi trường đơn bước, thành 
phần dinh dưỡng cho phôi đã có đủ và cung cấp 
ngay khi phôi cần bất cứ lúc nào.

Ngày nay, với việc nuôi cấy bằng tủ time-
lapse cho phép đánh giá phôi liên tục mà không 
cần phải đưa phôi ra khỏi tủ cấy. Điều này có 
giảm thiểu stress do việc di chuyển phôi ra khỏi 
tủ cấy. Trong thực tế, việc giảm số lần mở cửa 
tủ cấy làm tăng sự ổn định của môi trường nuôi 
cấy và một phần cải thiện sự phát triển của phôi 
(6). Hơn nữa, đối với môi trường chuyển tiếp 
đòi hỏi cần phải thay đổi môi trường nuôi cấy ở 
ngày ba, việc di chuyển phôi giữa các giọt môi 
trường nuôi cấy bằng pipet có thể gây ra sự gia 
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tăng stress cho phôi. Đồng thời, mỗi thao tác 
với phôi cũng làm tăng nguy cơ mất phôi. Tuy 
nhiên, nuôi cấy bằng tủ time-lapse và hệ môi 
trường đơn bước, không cần thiết phải đổi môi 
trường vào ngày ba (7). Do đó, việc không thay 
đổi môi trường đồng với việc giảm thao tác và 
giảm stress cho phôi. 

Các nghiên cứu về môi trường nuôi cấy phôi 
hiện nay đang tập trung vào việc tránh tác động 
của di truyền ngoài nhân lên phôi (8,9). Những 
tiến bộ trong khoa học này sẽ dần thay thế cách 
đánh giá về hình thái và sinh tổng hợp của phôi 
bằng việc tập trung nhiều vào những tác động 
của môi trường nuôi cấy trên biểu hiện gen trong 
quá trình phát triển và các phản ứng chuyển hóa 
của phôi (10). Môi trường nuôi cấy phôi không 
những có vai trò quan trọng đến sự phát triển 
phôi về mặt hình thái mà còn ảnh hưởng đến di 
truyền ngoài nhân (11).

Hiện nay có nhiều nghiên cứu so sánh 
hai hệ môi trường đơn bước và chuyển tiếp. 
Nghiên cứu chia trứng nuôi cấy đến ngày 5 so 
sánh môi trường đơn bước (KSOMAA) và môi 
trường chuyển tiếp P-1 và CCM cho thấy không 
có sự khác biệt trong sự phát triển phôi nang 
giữa hai môi trường (12). Tương tự, nghiên cứu 
ngẫu nhiên so sánh sự phát triển của phôi trong 
môi trường đơn bước Rotterdam và môi trường 
chuyển tiếp G1 / G2 không tìm thấy bất kỳ sự 
khác biệt trong tỷ lệ tạo phôi nang, tỷ lệ làm tổ 
và tỷ lệ thai (2). Kết quả tương tự cũng được tìm 
thấy ở nghiên cứu khác khi sử dụng môi trường 
đơn bước (Global) cho kết tương đương với môi 
trường chuyển tiếp (13). Một nghiên cứu khác 
gần đây của Hardarson và công sự, nghiên cứu 
ngẫu nhiên mù đôi cho kết quả tỷ lệ tạo phôi 
nang tương tự ở nhóm môi trường đơn bước 
là 54,7% và nhóm môi trường chuyển tiếp là 
56,4% (7). 

Ngoài ra, một kết quả khác cho thấy phôi 
nang phát triển tốt hơn và tỷ lệ làm tổ cao hơn 
khi nuôi ở môi trường đơn bước (14,15). Một lý 

do giải thích vì sao môi trường đơn bước giúp 
phôi phát triển tốt hơn là do thành phần amino 
acid. Ngược lại với môi trường chuyển tiếp, môi 
trường đơn bước cung cấp số lượng và hàm 
lượng lớn các amino acid cho phôi ở giai đoạn 
trước khi nén. Amino acid đã được chứng minh 
có liên quan đến phát triển phôi và tỷ lệ thai 
(16,17). Một lý do khác khi sử dụng môi trường 
chuyển tiếp là cần phải đổi môi trường nuôi cấy 
ở ngày ba. Phôi có thể bị ảnh hưởng do việc 
phải thích nghi với môi trường có thành phần và 
nồng độ khác (18,19). Hầu hết các nghiên cứu 
trên có thiết kế nghiên cứu giống với nghiên cứu 
của chúng tôi là đều có đổi môi trường vào ngày 
ba đối với hệ môi trường đơn bước. Kết quả của 
các nghiên cứu cho thấy không có sự khác biệt 
giữa hai môi trường và cũng tương tự với kết quả 
của chúng tôi.

Hạn chế trong nghiên cứu của chúng tôi là 
việc kiểm tra thụ tinh và kiểm tra phôi đều thực 
hiện ở môi trường ngoài tủ cấy do đó không 
tránh được các yếu tố stress cho phôi. Đây chỉ 
là nghiên cứu hồi cứu, cần có nghiên cứu lâm 
sàng ngẫu nhiên có nhóm chứng để cho kết 
quả thuyết phục hơn. Tuy nhiên, khi sử dụng 
môi trường đơn bước, hiệu quả của việc quản 
lý chất lượng, kinh tế và thời gian sẽ được tối 
ưu, khối lượng công việc ít hơn, chuẩn bị đĩa 
nuôi cấy thuận tiện hơn. Với những lợi thế khi 
sử dụng môi trường đơn bước cùng với các bằng 
chứng ngày càng nhiều về kết quả của nuôi cấy 
phôi tương đương và thậm chí tốt hơn so với 
môi trường chuyển tiếp. Do đó, cần cân nhắc 
sử dụng môi trường nào phù hợp với điều kiện 
và quy trình của labo để mang lại hiệu quả cao 
cho bệnh nhân.

5. Kết luận   
Kết quả nghiên cứu cho thấy môi trường nuôi 

cấy đơn bước có thể được sử dụng thường quy 
trong labo TTTON với tỷ lệ tạo phôi nang và tỷ lệ 
thai tương đương môi trường chuyển tiếp . 
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