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Xét nghiệm phân mảnh DNA tinh trùng và khuyến cáo trong thực hành 
lâm sàng
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Đơn vị Hỗ trợ sinh sản (IVFMD) Phú Nhuận, Bệnh viện Mỹ Đức, Phú Nhuận

Tóm tắt
Tinh dịch đồ là xét nghiệm đầu tay đánh giá khả năng sinh sản nam giới, nhưng xét nghiệm này không thể phản ánh 
chính xác những biến đổi vật chất di truyền trong nhân tinh trùng, cũng như không thể tiên lượng được kết cục điều trị 
trong hỗ trợ sinh sản. Tính toàn vẹn DNA tinh trùng đóng vai trò quan trọng cho sự phát triển của phôi cũng như là dấu 
hiệu sinh học đại diện cho một tinh trùng khỏe mạnh. Do đó, các kỹ thuật xét nghiệm phân mảnh DNA tinh trùng ngày 
càng được thực hiện phổ biến. Hiện nay, một số kỹ thuật thường được sử dụng để đánh giá phân mảnh DNA tinh trùng 
bao gồm TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling), Comet (Single cell gel electrophore-
sis), SCD (Sperm chromatin dispersion) và SCSA (Sperm chromatin structure assay). Cho đến nay, vẫn chưa có khuyến 
cáo cụ thể cho chỉ định thực hiện xét nghiệm phân mảnh DNA tinh trùng. Bài tổng quan nhằm giới thiệu về các kỹ thuật 
xét nghiệm phân mảnh DNA tinh trùng cũng như tổng hợp khuyến cáo cho chỉ định thực hiện xét nghiệm này.

Từ khoá: Phân mảnh DNA tinh trùng, kỹ thuật xét nghiệm phân mảnh DNA tinh trùng, chỉ định thực hiện 
xét nghiệm phân mảnh DNA tinh trùng.
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Summary 
Semen analysis is the test that assesses male fertility. However, this test can not accurately reflect the genetic abnor-
mality of the sperm nucleus, and can not predict the clinical outcomes in the assisted reproductive technique. Sperm 
DNA integrity is essential for embryo development as well as a biomarker for healthy sperm. Therefore, sperm DNA 
fragmentation testing is more common in practice. Currently, several methods commonly used to measure sperm DNA 
fragmentation include TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling), Comet (Single cell gel 
electrophoresis), SCD (Sperm chromatin dispersion), and SCSA (Sperm chromatin structure assay). Up to now, there is 
no best recommendation for performing sperm DNA fragmentation testing. This review article aims to introduce sperm 
DNA fragmentation testing and summarizes some clinical scenarios in which this test should be indicated.
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TỔNG QUAN

1. ĐẶT VẤN ĐỀ
Theo thống kê của WHO (2004), tỉ lệ vô sinh hiếm 

muộn chiếm 8 - 12% dân số trong độ tuổi sinh sản. Trong 
đó, vô sinh do yếu tố nam giới chiếm khoảng 40 - 45% 
[1]. Cho đến nay, tinh dịch đồ là xét nghiệm thường quy 
để đánh giá sơ khởi khả năng sinh sản của nam giới. 
Tuy nhiên, phân tích tinh dịch đồ chỉ cho biết các thông 
số như mật độ, tỉ lệ di động, hình dạng tinh trùng… mà 
không đánh giá được những biến đổi vật chất di truyền 
của tinh trùng và không thể tiên lượng được kết cục điều 
trị khi thực hiện thụ tinh trong ống nghiệm [2].

Trong những năm gần đây, tính toàn vẹn DNA tinh 
trùng được xem như yếu tố đóng vai trò quan trọng cho 
sự phát triển phôi cũng như là dấu hiệu sinh học đại diện 

cho một tinh trùng khỏe mạnh [3]. Phân mảnh DNA tinh 
trùng (SDF - Sperm DNA fragmentation) là sự tổn thương 
cấu trúc di truyền của tinh trùng, đặc trưng bởi sự đứt 
gãy mạch đôi hoặc mạch đơn DNA [4]. SDF có liên quan 
đến nhiều yếu tố gây bệnh như giãn tĩnh mạch thừng 
tinh, lối sống, tiếp xúc với môi trường độc hại, lão hoá 
và nhiễm trùng [5]. Ở cấp độ tế bào, những yếu tố này có 
thể thúc đẩy phá sự vỡ DNA tinh trùng thông qua các cơ 
chế như khiếm khuyết trưởng thành nhiễm sắc chất tinh 
trùng, apoptosis và mất cân bằng oxy hoá [6]. Ngày càng 
có nhiều bằng chứng cho thấy SDF là yếu tố bất lợi cho 
cả sinh sản tự nhiên và hỗ trợ sinh sản. Các nghiên cứu 
tập trung đánh giá ảnh hưởng của phân mảnh DNA tinh 
trùng lên kết quả điều trị IUI/IVF/ICSI ngày càng nhiều 
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hơn. Tính toàn vẹn DNA tinh trùng nên được đánh giá để 
biết rõ thêm về chất lượng tinh trùng, giúp bác sĩ tư vấn 
hướng điều trị thích hợp cũng như dự đoán được khả 
năng điều trị thành công cho bệnh nhân vô sinh, hiếm 
muộn.

2. KỸ THUẬT XÉT NGHIỆM PHÂN MẢNH DNA TINH 
TRÙNG

Xét nghiệm phân mảnh DNA tinh trùng được dùng để 
đo lường những đứt gãy trong DNA của tinh trùng. Một 
số kỹ thuật thường được sử dụng bao gồm: đánh dấu đứt 
gãy DNA bằng dUTP (Terminal deoxynucleotidyl transfer-
ase dUTP nick end labeling - TUNEL); điện di tế bào đơn 
(Single cell gel electrophoresis - Comet); khảo sát mức 
độ phân tán nhiễm sắc chất tinh trùng (Sperm chromatin 
dispersion - SCD) và khảo sát cấu trúc nhiễm sắc chất 
tinh trùng (Sperm chromatin structure assay - SCSA) [7].

TUNEL là phương pháp đánh giá SDF trực tiếp thông 
qua dUTP (deoxyuridine triphosphate) gắn lên mạch đơn 
và mạch đôi của DNA đứt gãy bằng terminal deoxynu-
cleotidyl transferase. SDF được định lượng bằng máy 
đếm dòng chảy tế bào và phân tích định tính bằng tín 
hiệu phát huỳnh quang hoặc kính hiển vi quang học. Xét 
nghiệm này có thể thực hiện trên một lượng nhỏ tinh 
trùng trong tinh dịch và tinh trùng thu nhận từ tinh hoàn. 
TUNEL có những ưu điểm về độ nhạy và chi phí, nhưng 
hạn chế về thời gian, ngưỡng giá trị cũng như không thể 
đánh giá những tế bào tinh trùng chưa trưởng thành [8].

Comet là xét nghiệm định tính phân mảnh DNA mạch 
đôi và mạch đơn dựa trên điện di. Hình ảnh DNA phân 
mảnh có hình dạng như sao chổi với phần đầu là những 
DNA nguyên vẹn và phần đuôi là những DNA sai hỏng. 
Lượng DNA sai hỏng càng cao thì phần đuôi điện di hình 
sao chổi càng sáng và dài. Đã có nhiều báo cáo về giá trị 
lâm sàng của kỹ thuật này trong việc đánh giá khả năng 
sinh sản của nam giới [9]. Tuy nhiên, đây là kỹ thuật chưa 
có quy trình chuẩn hoá cũng như không phân biệt được 
DNA sai hỏng do nguyên nhân ngoại sinh hay do thao tác 
xét nghiệm [10].

SCD là kỹ thuật xét nghiệm dựa trên đặc điểm của 
quầng halo tạo thành từ protein nhân tinh trùng bị loại 
bỏ sau khi bị biến tính bằng acid. DNA tinh trùng sai 
hỏng nghiêm trọng sẽ cho quầng halo rất nhỏ hoặc 
không tạo thành quầng halo, trong khi tinh trùng với 
DNA ít sai hỏng hơn sẽ phân tán DNA vòng và hình 
thành quầng halo kích thước lớn. Phương pháp này đơn 
giản, dễ thực hiện, chi phí thấp với bộ kit Halosperm có 
sẵn nhưng cách đánh giá còn mang tính chủ quan [7].

Kỹ thuật SCSA thực hiện dựa trên sự phát huỳnh 
quang khác nhau của đoạn DNA bị đứt gãy và đoạn DNA 
nguyên vẹn với chất nhuộm Acridine orange (AO) và được 
đo bằng máy đếm dòng chảy tế bào [9]. AO có khả năng 
phát màu khác nhau khi bám lên mạch đôi hay mạch đơn 
DNA. AO bám vào DNA mạch đôi sẽ phát huỳnh quang 
màu xanh lá cây trong khi AO bám vào mạch đơn sẽ phát 
huỳnh quang màu đỏ [11]. Đây là kỹ thuật đánh giá phân 
mảnh DNA tinh trùng duy nhất có quy trình chuẩn hóa và 
ngưỡng giá trị tham khảo. SCSA cho phép tính toán chỉ 

số phân mảnh DNA của trùng một cách chính xác và sử 
dụng ngưỡng giá trị tham khảo để chỉ định kỹ thuật điều 
trị phù hợp cho bệnh nhân. Phác đồ điều trị hỗ trợ sinh 
sản dựa trên SDF được đo bằng kỹ thuật SCSA có thể 
được thực hiện như sau, nếu SDF < 25%, chỉ định bệnh 
nhân thực hiện IUI hoặc IVF, và chỉ định bệnh nhân thực 
hiện ICSI khi SDF ≥ 25% [11].

3. CHỈ ĐỊNH XÉT NGHIỆM PHÂN MẢNH DNA TINH 
TRÙNG

Tính toàn vẹn DNA tinh trùng đóng vai trò quan trọng 
trong sự thụ tinh, phát triển phôi và thai. Do đó, xét ng-
hiệm phân mảnh DNA tinh trùng ngày càng được chỉ 
định phổ biến trên những bệnh nhân vô sinh, hiếm muộn 
có mong muốn thực hiện hỗ trợ sinh sản. Vậy câu hỏi 
được đặt ra là những trường hợp nào nên được chỉ định 
thực hiện xét nghiệm phân mảnh DNA tinh trùng để xác 
định nguyên nhân vô sinh cũng như xây dựng phác đồ 
điều trị hiệu quả.

3.1. Trường hợp bơm tinh trùng vào buồng tử cung 
(IUI- Intrauterine insemination)

Ở những bệnh nhân vô sinh không rõ nguyên nhân, 
tỉ lệ thai IUI giảm khi giá trị SDF đo bằng kỹ thuật SCD 
cao hơn 20% [12]. Theo Bungum và cộng sự (2007), chỉ 
số SDF lớn hơn 30% đo bằng kỹ thuật SCSA được xem 
là yếu tố dự báo việc giảm tỉ lệ thai và tỉ lệ trẻ sinh sống 
[13]. Khả năng mang thai thành công bằng IUI cũng giảm 
từ 7 - 8,7 lần trong dân số vô sinh nói chung khi chỉ số 
phân mảnh DNA đo bằng kỹ thuật SCSA lớn hơn 30% 
[14]. Phân tích gộp trên 10 bài báo của Chen Q (2019) 
cho thấy phân mảnh DNA tinh trùng cao có mối tương 
quan đáng kể với tỉ lệ thai thấp (RR 0,34; 95% CI 0,22 - 
0,52) và giảm tỉ lệ trẻ sinh sống sau IUI (RR 0,14; 95% CI 
0,04 - 0,56) [15]. Xét nghiệm SDF có thể có giá trị đối với 
tất cả các trường hợp được chỉ định thực hiện IUI. SDF 
tăng cao là yếu tố tiên lượng xấu cho kết quả IUI. Do đó 
trong những trường hợp này, có thể xem xét không thực 
hiện IUI để hạn chế lãng phí thời gian và chi phí điều trị 
cho bệnh nhân mà cân nhắc chỉ định ICSI từ đầu.

3.2. Trường hợp thụ tinh trong ống nghiệm (IVF/ICSI)
Mặc dù vẫn còn gây nhiều tranh cãi, nhưng hầu hết 

các phân tích tổng hợp đều cho rằng có mối tương giữa 
SDF và kết quả điều trị IVF/ ICSI. Phân tích gộp bao gồm 
11 nghiên cứu trên 1805 cặp vợ chồng thực hiện IVF 
cho thấy có mối tương quan giữa phân mảnh DNA và tỉ 
lệ thai (OR 1,70; 95% CI 1,30 – 2,23) [16]. Oleszczuk và 
cộng sự (2016) đã báo cáo rằng tỉ lệ phôi tốt sau IVF 
giảm đáng kể khi chỉ số SDF từ 20-30%, khi chỉ số này 
lớn hơn 40% thì tỉ lệ phôi tốt còn rất thấp, bên cạnh đó, 
tỉ lệ sẩy thai tự phát tăng cao khi chỉ số SDF > 40% và tỉ 
lệ trẻ sinh sống giảm đáng kể khi SDF > 20% [17]. Simon 
và cộng sự (2017) cho thấy SDF tăng cao làm giảm tỉ lệ 
thai lâm sàng sau IVF (OR 1,15; 95% CI 1,05 – 1,27) và 
ICSI (OR 0,89; 95% CI 0,80 – 0,99) [18]. Phân tích tổng 
hợp trên 23 nghiên cứu IVF/ICSI chỉ ra rằng tỉ lệ thai lâm 
sàng (RR 1,57; 95% CI 1,18 – 2,09 ) và tỉ lệ sẩy thai (RR 
0,85; 95% CI 0,75 – 0,96) bị ảnh hưởng tiêu cực bởi SDF 
cao, tuy nhiên tỉ lệ sinh sống không bị ảnh hưởng [19]. 
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Mặc dù tác động bất lợi của SDF lên chu kỳ IVF/ICSI 
chưa được báo cáo rõ ràng, nhưng ngày càng có nhiều 
bằng chứng chỉ ra rằng tỉ lệ sinh sống giảm ở những 
bệnh nhân thực hiện IVF/ICSI có chỉ số SDF cao vượt 
ngưỡng khi đo bằng kỹ thuật Comet [20]. Xét nghiệm 
SDF có thể có giá trị đối với các cặp vợ chồng thất bại 
IVF/ICSI không rõ nguyên nhân cũng như những cặp vợ 
chồng lần đầu tiên điều trị. Những thông tin từ kết quả 
phân tích có thể hữu ích cho việc tư vấn về kết quả thai 
sau điều trị. Trong những trường hợp SDF quá cao, ICSI 
sử dụng tinh trùng thu nhận từ tinh hoàn được đề xuất 
như một phương pháp điều trị hữu ích [21,22].  

3.3. Vô sinh chưa rõ nguyên nhân
Khoảng 10 - 30% các cặp đôi vô sinh có kết quả 

khám sức khỏe và xét nghiệm đánh giá khả năng sinh 
sản bình thường [23]. Trong số những nam giới vô sinh 
không rõ nguyên nhân, tỉ lệ SDF tăng cao ở khoảng 20% 
nam giới [24]. Bên cạnh đó, một số nghiên cứu đã cho 
thấy có khoảng 40 – 50% nam giới có chỉ số tinh dịch đồ 
bình thường nhưng chỉ số SDF cao vượt ngưỡng [25,26]. 
Hầu hết các nghiên cứu đều cho rằng tỉ lệ SDF thấp 
tương quan thuận với khả năng có thai tự nhiên [27–
29]. Việc đánh giá phân mảnh DNA tinh trùng ở những 
bệnh nhân vô sinh không rõ nguyên nhân giúp xác định 
được nguyên nhân gây vô sinh. Phát hiện được những 
sai hỏng trong cấu trúc chất nhiễm sắc của bệnh nhân 
giúp bác sĩ có cái nhìn khái quát hơn để đưa ra phác đồ 
điều trị phù hợp [30].

3.4. Sẩy thai liên tiếp
Bằng chứng hiện tại chỉ ra rằng SDF có tương quan 

thuận với sẩy thai liên tiếp, không phụ thuộc vào yếu tố 
nữ giới. Nghiên cứu tổng quan hệ thống và phân tích 
gộp của Mcqueen (2019) báo cáo nam giới có vợ sẩy 
thai liên tiếp trước đó có chỉ số SDF cao hơn đáng kể 
so với nhóm chứng (MD (mean difference) 10,7; 95% CI 
5,82 – 15,58) [31]. Trong một nghiên cứu khác, Zhao và 
cộng sự (2014) cho thấy tỉ lệ sẩy thai sớm tăng gấp 2,16 
lần khi mẫu tinh trùng có phân mảnh DNA cao được 
sử dụng cho IVF và ICSI (95% CI 1,54 – 3,03). Nghiên 
cứu tổng quan của Rilcheva (2016) cũng chỉ ra mối liên 
quan giữa SDF cao với tăng nguy cơ sẩy thai sau IVF và 
ICSI (OR 2,48; 95% CI 1,52 – 4,04) [14]. 

Cho đến nay, các cơ chế gây sẩy thai liên tiếp bởi 
phân mảnh DNA tinh trùng vẫn chưa được hiểu rõ. Tan 
và cộng sự (2019) cho rằng noãn không thể sửa chữa sai 
hỏng của DNA tinh trùng có thể góp phần vào sự phát 
triển kém của phôi nang, thất bại làm tổ hoặc sẩy thai 
[32]. Một cơ chế khác được đề xuất là do mất cân bằng 
oxy hoá. Trong trường hợp này, những thay đổi trong di 
truyền hoặc thượng di truyền trong hợp tử và phôi đang 
phát triển dẫn đến tăng SDF cảm ứng oxy hoá từ đó gây 
sẩy thai [33]. Ngoài ra, tổn thương DNA liên quan đến đứt 
gãy DNA mạch đôi (dsDNA) bám ở những vùng đặc trưng 
của chất nền có liên quan đến nguy cơ sẩy thai cao. Ga-
rolla và cộng sự (2015) cho thấy dsDNA góp phần tăng 
nguy cơ thất bại làm tổ cho bệnh nhân [34].

3.5. Đông lạnh tinh trùng
Đông lạnh tinh trùng là biện pháp bảo tồn khả năng 

sinh sản của nam giới mắc ung thư trước khi thực hiện 
hoá trị, xạ trị. Bên cạnh đó, kỹ thuật đông lạnh tinh trùng 
còn hỗ trợ cho những trường hợp chồng không có mặt 
vào ngày vợ thực hiện IUI, chọc hút hay trữ mẫu dự phòng 
cho những trường hợp nam giới có rất ít tinh trùng trong 
tinh dịch [35]. Mẫu tinh dịch được đông lạnh bằng phương 
pháp đông lạnh chậm hoặc thuỷ tinh hoá. Nhiều nghiên 
cứu đã báo cáo rằng quá trình đông lạnh tinh trùng có thể 
gây hại lên chất lượng tinh dịch vì có thể tăng sản xuất 
ROS dẫn đến stress oxy hóa quá mức [30]. Cho đến nay, 
tác động của phương pháp trữ lên chỉ số SDF vẫn còn 
gây nhiều tranh cãi. Nhưng một số nghiên cứu đã báo 
cáo rằng, đông lạnh tinh trùng bằng phương pháp thuỷ 
tinh hoá cũng như bổ sung các chất kháng oxy hóa vào 
môi trường đông lạnh giúp giảm SDF do stress oxy hóa 
gây ra và cải thiện khả năng di động sau rã đông [36]. 

Xét nghiệm SDF trước khi đông lạnh mẫu cho điều 
trị hoặc cho ngân hàng tinh trùng giúp bổ sung thêm 
thông tin về chất lượng tinh trùng cho bệnh nhân. Thông 
tin này có thể giúp lựa chọn phương pháp đông lạnh tối 
ưu cũng như giúp lựa chọn kỹ thuật điều trị phù hợp [30].

3.6. Giãn tĩnh mạch thừng tinh
Giãn tĩnh mạch thừng tinh được xem là một trong 

những nguyên nhân chủ yếu gây vô sinh nam. Nam giới 
giãn tĩnh mạch thừng tinh thường có dấu hiệu stress 
oxy hóa và chỉ số SDF tăng cao [37]. Roque và cộng sự 
(2018) đã báo cáo rằng sự khác biệt trung bình giữa chỉ 
số SDF trước và sau điều trị giãn tĩnh mạch thừng tinh là 
8,3% (95% CI 10,3 − 6,4%) [38]. Chỉ số SDF tăng cao được 
báo cáo ở tất cả các cấp độ giãn tĩnh mạch thừng tinh, 
chủ yếu ở cấp độ 2 và 3 [39]. Nhiều nghiên cứu khuyến 
cáo rằng, bác sĩ lâm sàng nên cân nhắc tư vấn và chỉ 
định xét nghiệm phân mảnh DNA tinh trùng cho nam 
giới trước và sau khi điều trị giãn tĩnh mạch thừng tinh 
[30]. Theo Cho và cộng sự (2017), xét nghiệm SDF có giá 
trị hữu ích cho những trường hợp giãn tĩnh mạch thừng 
tinh cấp thấp (cấp 1) có các chỉ số tinh dịch đồ bình 
thường và giãn tĩnh mạch thừng tinh trung bình (cấp 2, 
3) có các chỉ số tinh dịch đồ bình thường [40]. 

Sau điều trị giãn tĩnh mạch thừng tinh, cần thực hiện 
thêm xét nghiệm SDF để kiểm tra hiệu quả điều trị cũng 
như hướng dẫn xử trí thêm nếu SDF của bệnh nhân vẫn 
còn cao [41]. 

3.7. Trường hợp có tiếp xúc với các yếu tố nguy cơ 
gây vô sinh

Nhiều nghiên cứu đã báo cáo rằng có mối tương quan 
giữa các chất độc trong không khí ô nhiễm (nitric ox-
ide, sulphur oxide, ozon), chất độc trong môi trường làm 
việc (hydrocacbon thơm đa vòng, bức xạ ion, chì,…) với 
việc tăng SDF [42–44]. Hoá trị, xạ trị cũng báo cáo rằng 
có khả năng thúc đẩy đứt gãy mạch đôi hoặc mạch đơn 
của DNA [45]. Các yếu tố lối sống như hút thuốc lá, rượu 
bia, sử dụng chất gây nghiện, béo phì cũng có tác động 
bất lợi lên tính toàn vẹn nhiễm sắc thể tinh trùng [30]. 

Đối với những bệnh nhân có tiếp xúc với yếu tố nguy 
cơ, việc xác định chỉ số SDF giúp xác định được nguyên 
nhân gây vô sinh hoặc xây dựng chương trình cải thiện 
sức khỏe sinh sản thông qua thay đổi lối sống.
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4. KẾT LUẬN
Các xét nghiệm đánh giá phân mảnh DNA tinh trùng 

ngày càng được nghiên cứu nhiều hơn, giúp cung cấp 
thêm thông tin hữu ích để tiên lượng về khả năng sinh 
sản của nam giới. Với quy trình chi tiết và ngưỡng giá trị 
tham khảo cụ thể, kỹ thuật SCSA đang được xem là “tiêu 
chuẩn vàng” trong đánh giá phân mảnh DNA tinh trùng. 
Theo khuyến cáo hiện nay, những bệnh nhân chuẩn bị 
thực hiện hỗ trợ sinh sản bằng kỹ thuật IUI, IVF/ICSI; vô 
sinh chưa rõ nguyên nhân hoặc có tiền căn sẩy thai liên 
tiếp nên thực hiện xét nghiệm đánh giá phân mảnh DNA 
tinh trùng, nhằm cung cấp thêm thông tin để bác sĩ chỉ 
định kỹ thuật điều trị phù hợp. Đối với nam giới có nhu 
cầu đông lạnh tinh trùng để bảo tồn khả năng sinh sản 
hoặc điều trị hiếm muộn, xét nghiệm SDF trước khi đông 
lạnh giúp lựa chọn phương pháp đông lạnh tinh trùng 
phù hợp cũng như cung cấp thêm thông tin để lựa chọn 
kỹ thuật hỗ trợ sinh sản sau này. Ở những bệnh nhân giãn 
tĩnh mạch thừng tinh, chỉ số phân mảnh DNA tinh trùng 
nên được đánh giá trước và sau khi phẫu thuật nhằm 
kiểm tra hiệu quả điều trị cũng như hướng dẫn xử trí thêm 
trong trường hợp SDF vẫn còn cao. Nam giới có tiếp xúc 
với các yếu tố nguy cơ gây vô sinh cần kiểm tra chỉ số 
SDF trước và sau khi thực hiện thay đổi lối sống hoặc 
điều trị bằng liệu pháp, để xác định hiệu quả của quá trình 
thay đổi hoặc chuyển đổi liệu pháp điều trị để cải thiện 
chỉ số SDF.
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