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TÓM TẮT 

 

Nghiên cứu ảnh hưởng của chì (Pb) đối với quá trình phát triển của cá ngựa 

vằn (Danio rerio) đã được thực hiện bằng cách sử dụng các nồng độ chì khác nhau, 

bao gồm 0,1µg/L, 1µg/L, 10µg/L, 20µg/L, 100µg/L và đối chứng. Nghiên cứu này 

nhằm đánh giá tác động của chì (Pb2+) lên quá trình phát triển của cá ngựa ở gia 

đoạn 24h, 48h, 72h và 168h đến tỷ lệ phôi sống, nhịp tim, hàm lượng chì (Pb2+) 

trong cơ thể, ảnh hưởng lên mô ruột và buồng trứng, và sự thay đổi biểu hiện gen. 

Phương pháp nghiên cứu bao gồm định lượng và phân tích thống kê để đánh 

giá sự khác biệt giữa các nhóm thí nghiệm. Kết quả cho thấy rằng tất cả các nồng độ 

chì (Pb2+) đều gây ảnh hưởng đến tỷ lệ phôi sống và nhịp tim của cá ngựa vằn, 

trong đó nồng độ 100µg/L gây ảnh hưởng nhiều nhất. Lượng chì (Pb2+) trong cơ thể 

cá ngựa vằn có xu hướng tăng khi nồng độ tăng, với lượng chì (Pb2+) tích tụ cao 

nhất ở nồng độ 100µg/L. Chì (Pb2+) đã gây tổn thương cho mô ruột và buồng trứng 

của cá ngựa vằn, mức độ tổn thương tỷ lệ thuận với nồng độ thí nghiệm. Mức độ 

biểu hiện gen và kiểm soát tổn thương GADD45A, SOD1, SOD2, GADD45G, MT2 

có sự thay đổi, sự thay đổi biểu hiện gen thể hiện qua thời gian. Sự phơi nhiễm với 

chì (Pb2+) làm thay đổi sự biểu hiện mức phiên mã của các gen GADD45A, 

GADD45G, SOD1, SOD2, MT2. Real time RT-PCR đã cho thấy được sự sai lệch 

gen trong quá trình hấp thụ chì (Pb2+) của cá ngựa vằn ở giai đoạn 24h và 168h. 
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ABSTRACT 

 

The study aimed to investigate the influence of lead (Pb) on the 

developmental process of zebrafish (Danio rerio) using different concentrations of 

Pb, including 0.1µg/L, 1µg/L, 10µg/L, 20µg/L, 100µg/L, and a control group. The 

study evaluated the effects of Pb2+ on zebrafish development at 24h, 48h, 72h, and 

168h in terms of survival rate, heart rate, Pb2+ concentration in the body, impact on 

intestinal and ovarian tissues, and changes in gene expression. 

The research method included quantitative and statistical analysis to evaluate 

the differences between the experimental groups. The results showed that all 

concentrations of lead (Pb2+) had an impact on the survival rate and heart rate of 

zebrafish, with the highest impact observed at a concentration of 100µg/L. The lead 

(Pb2+) content in the body of zebrafish tended to increase with increasing 

concentration, with the highest lead (Pb2+) accumulation observed at a concentration 

of 100µg/L. Lead (Pb2+) caused damage to the intestinal and ovarian tissues of 

zebrafish, with the degree of damage proportional to the experimental 

concentration. The level of gene expression and control of damage, including 

GADD45A, SOD1, SOD2, GADD45G and MT2 changed over time. Exposure to 

lead (Pb2+) caused changes in the expression of GADD45A, GADD45G, SOD1, 

SOD2 and MT2 genes. Real-time RT-PCR showed gene aberrations in the 

absorption process of lead (Pb2+) by zebrafish at 24h and 168h stages.
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MỞ ĐẦU 

1. Giới thiệu 

Hiện nay sự gia tăng dân số cùng với sự phát triển nhanh chóng của ngành 

công nghiệp làm gia tăng chất thải ra môi trường và chúng có thể tác động nguy hại 

lên sức khỏe của các sinh vật. Trong đó, ô nhiễm kim loại nặng được coi là một vấn 

đề cấp bách, đòi hỏi sự quan tâm của cộng đồng. 

Kim loại nặng thải ra từ nước thải sinh hoạt, công nghiệp, khai thác mỏ và 

nông nghiệp đã làm cho môi trường bị ô nhiễm, trong đó hệ thống sông ngòi là nơi 

dễ bị tổn thương nhất. Ô nhiễm kim loại nặng có thể gây ra những ảnh hưởng đáng 

lo ngại đến cân bằng sinh thái và sự đa dạng của các sinh vật dưới nước. Trong số 

các loài động vật thủy sinh, cá là đối tượng không thể tránh khỏi tác động bất lợi 

của các chất ô nhiễm kim loại nặng này. Tác động của kim loại, cũng như các chất ô 

nhiễm khác, đối với hệ sinh vật thủy sinh có thể được đánh giá bằng thử nghiệm 

độc tính, được sử dụng để phát hiện và đánh giá tác động độc hại tiềm ẩn của hóa 

chất đối với sinh vật thủy sinh. Chì là một kim loại nặng thường được sử dụng trong 

các hoạt động sản xuất công nghiệp khác nhau. Chì độc hại đối với các hệ thống 

sống và có thể tồn tại trong môi trường trong một thời gian dài, dựa vào tính chất 

hóa học chì tồn tại như một kim loại tự do trong các hợp chất khác nhau. Việc 

nghiên cứu tác động của chì (Pb2+) lên sự sống sinh vật có thể sử dụng nhiều mô 

hình in vivo hoặc in vitro. Tuy nhiên để đánh giá tác động ảnh hưởng một cách toàn 

diện, mô hình in vivo có nhiều ưu điểm hơn và một trong những mô hình phổ biến 

để đánh giá tác động của chì (Pb2+) đó chính là mô hình cá ngựa vằn (Danio rerio) 

[1]. 

Một câu hỏi được đặt ra đó là vì sao cá ngựa vằn được sử dụng như là một 

mô hình nghiên cứu độc chất môi trường? Cá ngựa vằn từ lâu đã được chứng minh 

là mô hình phù hợp về sự phát triển của động vật có xương sống và về tiến trình 

bệnh, thậm chí là giúp làm sáng tỏ ảnh hưởng gây bệnh còn bí ẩn ở một số bệnh 

như bệnh Alzheimer và chứng lão hóa sớm. Trong thực tế, mô hình cá ngựa vằn đã 

và đang được ứng dụng ở nhiều mảng nghiên cứu trong lĩnh vực độc chất học môi 

trường và việc sử dụng mô hình này ngày càng được sử dụng rộng rãi. 
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Ở Việt Nam, việc đánh giá tác động của chì (Pb2+) lên động vật thủy sinh chủ 

yếu bằng các phương pháp hóa lý, đã có một ít công trình nghiên cứu nhưng chưa 

có sự đánh giá một cách toàn diện, sâu sắc lên sự phát triển của các động vật thủy 

sinh nhất là động vật có xương sống. 

Để hiểu sâu hơn về ảnh hưởng tác động của Chì (Pb2+) lên cá ngựa vằn cần 

có nhiều nghiên cứu về tác động của nó lên tất cả quá trình phát triển từ giai đoạn 

phôi cho đến cá trưởng thành, sự thay đổi cấu trúc gen, sự thay đổi của gan, hệ 

thống tuần hoàn, nhịp tim... từ đó rút ra ảnh hưởng tác động của Chì (Pb2+) lên cơ 

thể con người. Nên tác giả đề xuất đề tài nghiên cứu là “Nghiên cứu sự ảnh hưởng 

chì (Pb2+) đối với quá trình phát triển của cá ngựa vằn (Danio rerio)’’ là hết sức cấp 

thiết, có ý nghĩa về khoa học và thực tiễn cao nhằm cung cấp các cơ sở khoa học 

cho việc đánh giá ảnh hưởng kim loại nặng lên động vật thủy sinh, động vật có 

xương sống đặc biệt là con người. Đồng thời đó cũng là tiền đề sử dụng cá ngựa vằn 

như một sinh vật mô hình thử nghiệm, đánh giá độc học, tính kháng thuốc trong y 

khoa, sử dụng nghiên cứu trong y học. 

2. Mục tiêu nghiên cứu 

2.1. Mục tiêu tổng quát 

Đánh giá ảnh hưởng của chì (Pb2+) lên quá trình phát triển của cá ngựa vằn 

(Danio rerio) giai đoạn phôi, ấu trùng và cá trưởng thành thông qua những thay đổi 

về mặt hình thái học, mô học, mức độ biểu hiện gen.  

2.2. Mục tiêu cụ thể 

Để thực hiện mục tiêu tổng quát trên, tác giả đã tiến hành thực hiện các mục tiêu cụ 

thể sau: 

Đánh giá sự ảnh hưởng nồng độ chì lên sự phát triển của phôi cá ngựa vằn và 

đồng thời xác định hàm lượng tích tụ chì (Pb2+) trong cơ quan phát triển của cá 

ngựa vằn (danio rerio). 

Đánh giá ảnh hưởng chì (Pb2+) lên cấu trúc mô ruột và mô buồng trứng của 

cá ngựa vằn (danio rerio) dùng phương pháp thu nhận mẫu, cắt lát mô. 

Đánh giá sự thay đổi biểu hiện các gen đáp ứng với chì (Pb2+) và các gen 

kiểm soát tổn thương của cá ngựa vằn (danio rerio). 

3. Nội dung nghiên cứu 
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3.1. Xác định sự ảnh hưởng nồng độ chì (Pb2+) lên sự phát triển lên phôi, ấu trùng 

cá ngựa vằn. 

3.2. Xác định hàm lượng tích tụ chì (Pb2+) trong cơ quan phát triển của cá ngựa 

vằn. 

3.3. Xác định ảnh hưởng chì (Pb2+) lên cấu trúc mô ruột và mô buồng trứng của cá 

ngựa vằn. 

3.4. Xác định sự thay đổi biểu hiện các gen đáp ứng với chì (Pb2+) và các gen kiểm 

soát tổn thương của cá ngựa vằn. 

4. Ý nghĩa của đề tài 

4.1. Ý nghĩa khoa học 

Kết quả đề tài cung cấp một số dữ liệu khoa học về ảnh hưởng tác động của 

chì (Pb2+) đối với quá trình phát triển của cá ngựa vằn có ý nghĩa quan trọng trong 

việc hiểu được tác động của chì (Pb2+) đến sinh sản và phát triển của động vật. 

Nghiên cứu này sẽ giúp định lượng được mức độ tác động của chì đến quá 

trình phát triển của phôi và ấu trùng cá ngựa vằn, bao gồm nội quan, cơ và xương. 

Nghiên cứu này là cơ sở để đánh giá khả năng phơi nhiễm và khả năng 

chống chịu của cá ngựa vằn với chì (Pb2+), từ đó có thể dùng cá ngựa vằn làm đối 

tượng để thử nghiệm các loại thuốc trong y học của động vật có xương sống và con 

người. 

4.2. Ý nghĩa thực tiễn 

Nghiên cứu này sử dụng cá ngựa vằn làm đối tượng để đánh giá sự ảnh 

hưởng của chì (Pb2+) đối với môi trường sống và bảo vệ sức khỏe con người.  

Luận án là tiền đề sử dụng cá ngựa vằn như một sinh vật mô hình thử 

nghiệm, đánh giá độc học, tính kháng thuốc trong y khoa, sử dụng nghiên cứu trong 

y học. 

5. Những đóng góp mới của luận án 

 Luận án nghiên cứu đầy đủ có hệ thống chì (Pb2+) ảnh hưởng đến một số đặc 

điểm sinh học trong giai đoạn phát triển của cá ngựa vằn. Lần đầu tiên có nghiên 

cứu ảnh hường chì (Pb2+) đến mức độ phân tử của cá ngựa vằn. 
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 Nghiên cứu này đóng góp mới về việc nghiên cứu tác động của chì (Pb2+) lên 

sự phát triển của cá ngựa vằn, một loài cá được sử dụng rộng rãi trong nghiên cứu 

sinh học. Nó cung cấp thông tin mới về các cơ chế phản ứng sinh học và ảnh hưởng 

của chì (Pb2+) đến các giai đoạn phát triển của cá và cung cấp cơ sở cho việc phát 

triển các phương pháp đánh giá rủi ro đối với sự phát triển của cá và các loài sinh 

vật khác trong môi trường bị ô nhiễm chì (Pb2+).  
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CHƯƠNG 1. TỔNG QUAN TÀI LIỆU 

1.1. Tổng quan về chì (Pb2+) 

1.1.1. Nguồn gốc của kim loại nặng 

Kim loại nặng là một trong những thành phần tự nhiên của lớp vỏ trái đất, 

chúng tồn tại dưới nhiều dạng khác nhau như: dạng sunfua như sắt, asen, chì, chì-

kẽm, coban, vàng, bạc và niken; hoặc ở dạng oxit như nhôm, mangan, selen và 

antimon. Một số ít tồn tại dưới dạng sunfua và oxit như sắt, đồng và coban. Quặng 

khoáng sản có xu hướng tồn tại theo kiểu nhóm nguyên tố, theo đó kim loại tồn tại 

dạng sulfua sẽ chủ yếu ở cùng với nhau, tương tự như vậy đối với các oxit. Do đó, 

sunfua chì, cadimi, asen và thủy ngân tự nhiên được tìm thấy cùng với sulfua sắt 

(pyrit, FeS2) và đồng (chalcopyrit, CuFeS2) [2]. Các kim loại trong đất sẽ đi trực 

tiếp vào môi trường nước thông qua sự phong hóa đá, sự bào mòn do nước, pH của 

môi trường nước thấp là nguyên nhân làm hòa tan một số kim loại nặng. Quá trình 

sản xuất công nông nghiệp góp phần gia tăng một lượng lớn hàm lượng kim loại 

nặng trong nước. Các loại phân bón, các loại hóa chất bảo vệ thực vật đặc biệt là 

phân lân có chứa các kim loại nặng như As, Pb, Hg. Hóa chất bảo vệ thực vật 

thường chứa nhiều kim loại nặng như: As, Pb, Hg. Một số loại thuốc như: Macozeb, 

CuSO4, Zineb,… chứa các kim loại nặng như Mn, Cu, Zn. Thông qua hoạt động 

bón thuốc, phun thuốc làm tăng sự hiện diện kim loại nặng có mặt trong nước [3]. 

Quá trình đô thị hóa, công nghiệp hóa ngày càng phát triển một cách nhanh chóng 

làm cho môi trường nước ngày bị ô nhiễm bởi kim loại nặng [4]. 

Hiện nay, các ngành công nghiệp đa số đổ trực tiếp chất thải chưa qua xử lý 

vào môi trường, thành phần đặc trưng của các chất thải công nghiệp là kim loại 

nặng và độc tố. Theo kết quả quan trắc và phân tích môi trường ở các vùng nước 

ven biển gần các thị trấn và trung tâm công nghiệp thì hàm lượng đồng, chì, adimi 

và coban,… ở trung tâm công nghiệp lớn nhiều hơn so với mức tự nhiên của chúng 

trong nước biển. Hơn nữa, khí thải các nhà máy nhiệt điện, các lò hỏa táng, khí thải 

phương tiện giao thông chứa một lớn lượng kim loại đi vào môi trường không khí 

và sau đó là môi trường nước [2], [5]. Hoạt động khai thác khoáng sản cũng góp 

phần rất lớn vào việc thải các kim loại nặng vào môi trường nước [1], [6]. Nước thải 

ngành khai thác khoáng sản chứa một lượng lớn kim loại nặng, phần lớn thải ra môi 

trường không qua hệ thống xử lý nước thải. 
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1.1.2. Định nghĩa về chì 

Chì ký hiệu là Pb, là một kim loại nặng và là một nguyên tố hóa học trong 

bảng tuần hoàn hóa học. Pb có hóa trị II và IV, chì (Pb2+) thì bền vững trong các 

hợp chất hữu cơ và vô cơ. Tiếp xúc với môi trường có chì, chì (Pb2+) có thể gây 

nhiễm độc cho người và sinh vật,… [7]. 

Nguồn gây ô nhiễm do hoạt động của con người như chì được sử dụng trong 

bình ắc quy, trong pin, một số loại dụng cụ dẫn điện, ngoài ra chì (Pb2+) còn được 

dùng như một chất tạo màu, chất ổn định hay chất gắn kết, Xăng cũng được thêm 

chì (Pb2+) ở những quốc gia đang phát triển đã làm tăng lượng kim loại độc hại vào 

môi trường sống [7]. 

Khi tiếp xúc chì (Pb2+) ở mức độ nhất định, nó gây ra tổn thương hệ thần 

kinh và gây ra rối loạn não cho con người và động vật. Tiếp xúc với chì (Pb2+) ở 

mức độ cao sẽ gây ra rối loạn máu ở động vật. Chì (Pb2+) tích tụ trong mô mềm và 

trong xương [7]. 

Khả năng xâm nhập của chì (Pb2+) vào cơ thể sinh vật sống trong nước phụ 

thuộc vào tính chất hoá học của môi trường nước (pH, độ cứng, thành phần anion 

của nước), các tính chất lý hoá của cặn lắng (thành phần khoáng, kích thước hạt rắn, 

độ rỗng của lớp cặn), thành phần hữu cơ trong nước, nồng độ và tính chất hoá lý 

của các chất rắn lơ lửng [8]. 

Khả năng tích luỹ của chì (Pb2+) phụ thuộc vào loài sinh vật [9], cấu tạo các 

cơ quan [10], nồng độ Pb2+ gây ô nhiễm môi trường,... Khả năng đào thải chì (Pb2+) 

tuỳ thuộc vào cơ quan và thời gian đào thải. Khả năng đào thải nhanh nhất thuộc 

các mô mềm như ruột và thịt, khả năng đào thải chậm nhất thuộc về các mô cứng 

như vảy và xương [11]. Chì (Pb2+) làm giảm sự trao đổi ion trong máu; độ hoạt 

động của enzym Na+ /K+ ATPase trong mang giảm hơn nhóm đối chứng sau 6 h và 

hồi phục sau 96 h; hàm lượng cacbon hydrat cũng không thay đổi trong các nhóm 

cá ô nhiễm Pb2+ [12]. Chì (Pb2+) được biết đến là một muối của kim loại nặng, một 

chất gây ô nhiễm môi trường nguy hiểm và gây ngộ độc cho con người và sinh vật. 

Nó còn gây ra sự thay đổi sinh lý như hệ thống miễn dịch, hệ thần kinh trung ương, 

thận, Vấn đề quan trọng nữa là chì (Pb2+) có thể ảnh hưởng mạnh đến trí thông 

minh và sự phát triển của trẻ nhỏ [13]. 
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Những công việc có liên quan đến chì như: nấu chảy, xây dựng, sản xuất hay 

sửa chữa những vật liệu có chứa chì (bình ắc quy, pin,...) là nguồn gây ảnh hưởng 

trực tiếp đến sức khỏe của con người tại nơi làm việc. 

1.1.3. Tác động của chì (Pb2+) đến môi trường 

Kim loại nặng thải ra từ nước thải sinh hoạt, công nghiệp, khai thác mỏ và 

nông nghiệp đã làm cho môi trường bị ô nhiễm, trong đó hệ thống sông ngòi là nơi 

dễ bị tổn thương nhất. Ô nhiễm kim loại nặng có thể gây ra những ảnh hưởng đáng 

lo ngại đến cân bằng sinh thái của môi trường tiếp nhận và sự đa dạng của các sinh 

vật dưới nước. Trong số các loài động vật, cá là đối tượng cư trú không thể tránh 

khỏi tác động bất lợi của các chất ô nhiễm này. Tác động của kim loại, cũng như 

các chất ô nhiễm khác, đối với hệ sinh vật thủy sinh có thể được đánh giá bằng thử 

nghiệm độc tính, được sử dụng để phát hiện và đánh giá tác động độc hại tiềm ẩn 

của hóa chất đối với sinh vật thủy sinh. Tuy nhiên, có rất ít nghiên cứu được thực 

hiện về tác động của ô nhiễm đối với các hệ sinh thái nhiệt đới. Cá được sử dụng 

rộng rãi để đánh giá sức khỏe của hệ sinh thái thủy sinh vì các chất ô nhiễm tích tụ 

trong chuỗi thức ăn và là nguyên nhân gây ra các tác động tiêu cực và tử vong trong 

hệ thống thủy sinh. Cá có thể thu nhận các nguyên tố vi lượng trực tiếp từ nước qua 

mang hoặc gián tiếp từ thức ăn qua đường ăn uống. Kim loại nặng đã được công 

nhận là chất độc sinh học mạnh vì bản chất dai dẳng, có xu hướng tích tụ trong sinh 

vật và trải qua quá trình khuếch đại chuỗi thức ăn, chúng cũng gây hại cho hệ động 

vật thủy sinh. Việc ô nhiễm nước ngọt với một loạt các chất ô nhiễm đã trở thành 

một vấn đề được quan tâm nhiều trong vài thập kỷ qua. 

Chì là một kim loại bền thường được sử dụng trong các quy trình công 

nghiệp khác nhau. Chì độc hại đối với các hệ thống sống và có thể tồn tại trong môi 

trường một thời gian dài, nó tồn tại như một kim loại tự do trong các hợp chất khác 

nhau. Chì là một chất độc hại trong môi trường gây nguy hiểm cho con người và 

các hệ sinh thái. Sự tiếp xúc của ion chì với con người chủ yếu là qua đường ăn 

uống, qua đường miệng và hít phải khói và bụi trong khí quyển. Tiếp xúc với ion 

chì lâu dài ảnh hưởng đến trí não, suy giảm hệ miễn dịch,… [14].   

Khả năng xâm nhập của chì (Pb2+) vào cơ thể sinh vật sống trong nước phụ 

thuộc vào tính chất hoá học của môi trường nước (pH, độ cứng, thành phần anion 
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của nước), các tính chất lý hoá của cặn lắng (thành phần khoáng, kích thước hạt rắn, 

độ rỗng của lớp cặn), thành phần hữu cơ trong nước, nồng độ và tính chất hoá lý 

của các chất rắn lơ lửng [8]. 

1.1.4. Tác động của chì (Pb2+) đến con người 

Nguồn gây ô nhiễm do hoạt động của con người như: chì được sử dụng trong 

bình ắc quy, trong pin, một số loại dụng cụ dẫn điện, ngoài ra chì còn được dùng 

như một chất tạo màu, chất ổn định hay chất gắn kết,… Xăng cũng được thêm chì ở 

những quốc gia đang phát triển đã làm tăng lượng kim loại độc hại vào môi trường 

sống [15]. 

Chì được coi là một trong những chất ô nhiễm môi trường nguy hiểm nhất 

việc tích lũy ion chì làm ảnh hưởng đến tất cả các hệ thống sinh học khi tiếp xúc với 

không khí, nước và nguồn thực phẩm. Việc tiếp xúc với chì gây ra những thay đổi 

bệnh lý thông qua độc tính xảy ra trong hệ thống nội tiết và thận. Khi tiếp xúc chì ở 

mức độ nhất định, nó gây ra tổn thương hệ thần kinh và gây ra rối loạn não con 

người và động vật. Tiếp xúc với chì ở mức độ cao sẽ gây ra rối loạn máu ở động 

vật. Chì tích tụ trong mô mềm và trong xương [14].  

Khả năng tích luỹ của chì cũng phụ thuộc vào loài sinh vật [9], cấu tạo các 

cơ quan [10], nồng độ Pb gây ô nhiễm môi trường,... Khả năng đào thải chì tuỳ 

thuộc vào cơ quan và thời gian đào thải. Khả năng đào thải nhanh nhất thuộc các 

mô mềm như ruột và thịt, khả năng đào thải chậm nhất thuộc về các mô cứng như 

vảy và xương [11]. Chì (Pb2+) làm giảm sự trao đổi ion trong máu; độ hoạt động của 

enzym Na+/K+ 22 ATPase trong mang giảm hơn nhóm đối chứng sau 6h và hồi 

phục sau 96h; hàm lượng cacbon hydrat cũng không thay đổi trong các nhóm cá ô 

nhiễm Pb [12]. 

Con người bị nhiễm độc chì do môi trường và thực phẩm bị ô nhiễm. Nước 

uống và thực phẩm có tính axit sẽ hòa tan chì từ các dụng cụ lưu trữ. Trẻ em cũng 

có thể bị nhiễm độc chì từ đồ chơi, đồ trang sức và các bức tường của tòa nhà cũ. 

Mặc dù mức độ phơi nhiễm của trẻ em Nhật Bản đương đại thuộc hàng thấp nhất 

trên thế giới, người ta mong muốn giảm mức phơi nhiễm càng nhiều càng tốt một 

cách hợp lý do không có ngưỡng phơi nhiễm đối với các tác dụng phụ. Trong bài 

đánh giá này, thông tin về mức độ chì trong milieus của môi trường gần chúng ta, 
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chẳng hạn như khí quyển, nước uống, đất, bụi nhà, chế độ ăn uống và những thứ 

khác. Dữ liệu giám sát cho thấy nồng độ chì trong khí quyển và lượng chì từ việc 

tiêu thụ thực phẩm đã giảm đáng kể từ những năm 1970. Chì hầu như không được 

phát hiện trong nước máy trong một cuộc khảo sát giám sát toàn quốc gần đây. 

Ngược lại, nồng độ chì cao được phát hiện trong đất bề mặt và bụi nhà là một trong 

những nghiên cứu về mức độ phơi nhiễm hàng ngày với chì từ tất cả các nguồn tiềm 

năng và cả hai nguồn này đều được các tác giả coi là những yếu tố góp phần đáng 

kể vào việc phơi nhiễm chì đối với trẻ em Nhật Bản nói chung [16]. 

Chì (Pb2+) ảnh hưởng đến nhiều quá trình sinh trưởng của tế bào và hệ thống 

enzym trên toàn cơ thể con người. Hầu hết các nghiên cứu về ngộ độc chì tập trung 

nhiều hơn vào tác động độc tính của nó đối với huyết học, tim mạch, thận và nhiễm 

độc thần kinh với trọng tâm là tác động thần kinh của ngộ độc chì. Tuy nhiên, các 

lĩnh vực quan tâm khác cũng rất phong phú từ nghiên cứu này [17]. Ở mức độ lý 

thuyết, ảnh hưởng của chì đối với hệ thống sinh sản của nam giới vẫn chưa được 

giải thích đầy đủ. Nhiều con đường có thể làm rõ việc tiếp xúc với chì có thể làm 

giảm khả năng sinh sản ở nam giới như thế nào. Ví dụ, nhiều đồng dạng kênh kali 

và canxi trong tinh trùng và tinh hoàn của con người có thể góp phần vào các hoạt 

động sớm hơn của phản ứng acrosome [18]. Hơn nữa, trong các cơ quan sinh sản 

của chuột tiếp xúc với chì, hoạt động của một số enzym, chẳng hạn như natri kali 

ATPase và phosphatase kiềm (ALP), đã được chứng minh là giảm [19]. Một vấn đề 

khác về độc tính sinh sản của chì có thể liên quan đến việc tạo ra quá nhiều ROS, 

một vấn đề gần đây đã được chú ý nhiều. Việc sản xuất chất chống oxy hóa 

sulfhydryl bị ức chế bởi ROS, làm hỏng axit nucleic, ức chế quá trình sửa chữa 

DNA và ức chế các phản ứng của enzyme, đồng thời cũng ức chế quá trình peroxy 

hóa lipid khởi đầu trong màng tế bào. Ứng suất oxy hóa được tạo ra bởi chì, khuyến 

khích tạo ra hydrogen peroxide [20]. Các tác động tiêu cực trên phạm vi rộng, do sự 

gia tăng nồng độ ROS trong các mô, được cho là một nguyên nhân gây rối loạn 

chính liên quan đến việc tiếp xúc với chì [21]. Một nghiên cứu dịch tễ học về hệ 

thống sinh sản nam giới đã chứng minh mối tương quan thuận giữa lượng chì trong 

huyết tương và mức ROS của tinh trùng [22]. Ngoài ra, sự gia tăng hoạt động của 

superoxide dismutase (SOD) đã được quan sát thấy ở những người tiếp xúc với chì 
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kéo dài và nó đề xuất một cơ chế làm tăng sản xuất ROS do tiếp xúc với chì [23]. 

Điều này có thể dẫn đến tổn thương tế bào oxy hóa trong các mô sinh sản có liên 

quan chặt chẽ đến việc sản xuất ROS. Ví dụ, nghiên cứu về tinh trùng của chuột 

trong điều kiện phơi nhiễm ROS trong ống nghiệm giảm tốc độ xâm nhập vào 

buồng trứng nguyên vẹn của zona và cho thấy phản ứng acrosome sớm [24]. Tuy 

nhiên, stress oxy hóa do chì có các phản ứng khác nhau từ liều thấp đến liều cao ở 

nhiều vị trí đích, ngoài tinh trùng [25]. Bằng chứng khác về những động vật đã tiếp 

xúc lâu dài với chì là sự gia tăng nồng độ lipid peroxide trong cơ quan sinh sản [26]. 

Do đó, một số nghiên cứu đã đề xuất rằng sự gia tăng sản xuất ROS do chì gây ra là 

một cơ chế phân tử quan trọng gây ra rối loạn sinh sản ở nam giới trong quá trình 

sinh tinh hoặc trong các giai đoạn nội tiết tố. ROS là sản phẩm phụ của nhiều phản 

ứng thoái hóa trong nhiều mô. Chúng sẽ ảnh hưởng đến quá trình trao đổi chất 

thường xuyên và làm hỏng các thành phần tế bào, vì phân tử này có một hoặc nhiều 

điện tử chưa ghép đôi, làm cho nó phản ứng cao với các phân tử khác. ROS có thể 

làm hỏng cấu trúc tế bào của carbohydrate, axit nucleic, lipid và protein, đồng thời 

làm thay đổi chức năng của chúng và phá hủy các tế bào sống. Sự thay đổi cân bằng 

giữa chất oxy hóa và chất chống oxy hóa có lợi cho chất oxy hóa được gọi là “stress 

oxy hóa” [27]. Khả năng sản xuất ROS của chì (Pb2+) dẫn đến đứt sợi DNA và thay 

thế kẽm trong các protein liên kết DNA [28]. Do đó, gần đây người ta đã quan tâm 

đến vai trò và việc sử dụng các chất chống oxy hóa tự nhiên như trái cây và rau quả 

như một chiến lược để ngăn ngừa tổn thương oxy hóa trong các rối loạn sức khỏe 

khác nhau do stress oxy hóa [29]. Tác động độc tính của chì axetat được xác nhận 

bởi nghiên cứu trước đây của Elgawish và Abdelrazek cho thấy SOD đã giảm ở 

những con chuột được điều trị bằng chì axetat so với các nhóm khác [30]. Chì 

(Pb2+) được báo cáo là gây ra stress oxy hóa bằng cách tạo ra sự giải phóng ROS 

như các gốc superoxide, hydrogen peroxide và hydroxyl, và lipid peroxit. Các nhà 

trị liệu thực vật ngày càng quan tâm đến việc sử dụng các cây thuốc có hoạt tính 

chống oxy hóa để bảo vệ chống lại độc tính kim loại nặng [31]. 

Chì can thiệp vào sự phát triển nội sinh của hệ thống opiate [32]. Nhiều đặc 

tính độc hại của chì là do nó có khả năng bắt chước hoặc cạnh tranh với canxi. Ở 

nồng độ picomolar, chì (Pb2+) cạnh tranh thành công với canxi (Ca2+) để tìm các vị 
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trí liên kết trên phosphokinase C của tiểu não và do đó ảnh hưởng đến tín hiệu tế 

bào thần kinh [33]. Chì có tác động kép đến sự giải phóng chất dẫn truyền thần 

kinh: Sự phóng thích chất dẫn truyền thần kinh tự phát được tăng cường, trong khi 

sự phóng thích được kích thích bị ức chế [34]. Con đường tổng hợp của heme cũng 

được coi là một trong những vị trí đích của độc tính chì (Pb2+). Delta aminolevulinic 

acid mất nước (ALAD) có độ nhạy cao với chì. Tuy nhiên, sự ức chế của enzym 

này dường như được tìm thấy trong sự gia tăng ALA tuần hoàn, được biết đến như 

một chất chủ vận axit gamma-aminobutyric (GABA) yếu, làm giảm giải phóng 

GABA thông qua ức chế trước synap. Tăng ALA tuần hoàn có thể là lý do đằng sau 

việc quan sát thấy một số rối loạn trong hành vi nhận thấy ở bệnh nhân rối loạn 

chuyển hóa porphyrin và có thể do độc tính của chì (Pb2+). Những thay đổi về hành 

vi phụ thuộc vào việc tiếp xúc với chì (Pb2+) ở động vật linh trưởng và động vật 

gặm nhấm cũng tương tự như ở người. Một nghiên cứu cho thấy những con khỉ tiêu 

thụ thực phẩm có chứa chì axetat từ khi mới sinh đến 200 ngày tuổi đã đạt mức chì 

trong máu từ 3 đến 25 µg/dL. Ở độ tuổi từ 7 đến 8 tuổi, chúng được làm một bài 

kiểm tra về sự luân phiên muộn, trong đó kích thích tích cực quan trọng được xen 

kẽ, và do đó, những con khỉ được điều trị có biểu hiện kém hơn về khả năng học 

tập, chủ yếu là những khoảng thời gian trì hoãn dài hơn [35]. Trong dân chúng, tiếp 

xúc với chì chủ yếu qua đường miệng, trong khi tiếp xúc trong công nghiệp chủ yếu 

qua đường hô hấp. Chì (Pb2+) có cùng độc tính không liên quan đến phương pháp 

tiếp cận vào cơ thể; do đó, dữ liệu độc tính sẽ không phụ thuộc vào con đường tiếp 

xúc [17]. Theo nhiều thí nghiệm trong phòng thí nghiệm trên động vật, chì có một 

loạt các ảnh hưởng độc hại thông qua các hệ thống khác nhau của cơ quan. Tuy 

nhiên, chì (Pb2+) có thể ảnh hưởng đến hệ tiêu hóa (GI), tim mạch, hệ miễn dịch, 

hemolymphatic, sinh sản, tiết niệu, thần kinh và cũng gây ra khối u ở động vật thí 

nghiệm. Các nghiên cứu quan trọng nhất liên quan đến mức độ chì được tạo ra trong 

máu với liều uống. Ở chuột đực, Chowdhury và cộng sự phát hiện rằng số lượng 

tinh trùng, với mức độ chì 72 µg/dL trong máu, đã giảm [36]. Tuy nhiên, không có 

tác dụng đáng kể nào ở chuột đực, chuột có hàm lượng chì (Pb2+) trong máu là 54 

µg/dL. Ở chuột cái, có hàm lượng chì trong máu là 30 µg/dL, chúng có chu kỳ động 

dục không cân bằng. Kết quả là u nang buồng trứng ở chuột cái có nồng độ chì 

trong máu là 53 µg/dL. Ở những con chuột đực có nồng độ chì trong máu là 19 
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µg/dL, trọng lượng tuyến tiền liệt đã tăng lên đáng kể. Ngoài ra, một tổn thương 

tinh hoàn ở chuột đực có nồng độ chì trong máu là 30 µg/dL đã được phát hiện [36]. 

Davidovics và DiCicco-Bloom đã phát biểu một in vitro thay đổi định giá đối với sự 

hình thành thần kinh của động vật có vú thông qua một mô hình về tiền chất vỏ não 

được đặc trưng tốt sau khi tiếp xúc với chì [37]. Trong thận chuột, ảnh hưởng của 

chì (Pb2+) đối với quá trình peroxy hóa lipid, chức năng thận và biểu hiện của quá 

trình oxy hóa heme đã được đánh giá bởi Vargas và cộng sự [38]. Như đã nêu bởi 

Qian cộng sự [39] việc sản xuất protein điều chỉnh glucose 78 (GRP78) trong phản 

ứng bảo vệ với chì đã được nâng lên. Các nhà nghiên cứu đã trình bày các tế bào u 

thần kinh đệm C6 được nuôi cấy ở chuột, một dòng tế bào giống như tế bào con, để 

dẫn axetat 1µg trong một tuần. Họ phát hiện ra rằng mức độ nội bào của hai loại 

protein đã được tăng lên; trong đó, một chiếc đã được GRP78. Đối với GRP78, sự 

tích tụ bắt đầu trong vòng 24 h và tiếp tục trong thời gian phơi sáng. Thiệt hại do 

gốc tự do gây ra bởi Pb và Cd được thực hiện bởi hai cơ chế độc lập nhưng có liên 

quan với nhau [40]. Một cơ chế khác gây ra stress oxy hóa do Pb và Cd là tác động 

của chúng lên hệ thống bảo vệ tế bào chống oxy hóa. Pb và Cd có ái lực cao với các 

nhóm SH trong các enzym của hệ thống bảo vệ chống oxy hóa như glucose-6-

phosphate dehydrogenase (G6PD), glutathione (GSH) peroxidase (GPx), catalase 

(CAT) và SOD, và sau đó, ức chế hoạt động của họ [41], [42].Ở tất cả những con 

chuột được điều trị bằng chì, không có sự khác biệt lớn nào về trọng lượng gan 

tuyệt đối. Ngoài ra, trọng lượng gan so sánh đã được nâng lên đáng kể ở những 

động vật được tiếp xúc với nồng độ PbAc cao nhất (P<0,05) so với nhóm đối 

chứng. Độc tính của chì gây ra sự gia tăng đáng kể các hoạt động của alanin 

aminotransferase (ALT), aspartate aminotransferase (AST) trong huyết thanh, và 

giảm đáng kể tổng số protein huyết thanh so với nhóm đối chứng tương ứng [43]. 

Đối với những thay đổi về tim mạch, các hệ thống thần kinh và nội tiết tố 

quan trọng đã bị ảnh hưởng bởi chì. Các hệ thống này đóng góp vào quy luật sức 

cản của mạch ngoại vi, cung lượng tim và nhịp tim. Cơ trơn mạch máu có thể bị ảnh 

hưởng trực tiếp bởi chì thông qua việc hạn chế hoạt động của Na-K-ATPase, kéo 

theo sự gia tăng liên quan của nồng độ canxi nội bào [44]. Ion chì cũng ảnh hưởng 

đến huyết áp. Bagchi và Preuss [45]  cho biết huyết áp toàn thân ở chuột Sprague-
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Dawley con đã thay đổi và mật độ khoáng xương giảm sau khi tiếp xúc với 1% 

axetat chì trong 40 ngày trong nước uống. Sau khi điều trị tiếp tục, mức huyết áp 

toàn thân tăng cao và cuối cùng trở lại bình thường. Tuy nhiên, sau vài tháng tiếp 

xúc với chì kết thúc, nó lại tăng lên trên mức được chấp nhận. Ở chuột, tăng huyết 

áp do ion chì có liên quan đến quá trình khử nitric oxide có liên quan đến: (1) điều 

hòa giảm của enzyme hòa tan guanylate cyclase tạo ra cyclic guanosine 

monophosphate (một chất trung gian giãn mạch gây ra nitric oxide); (2) điều hòa 

huyết áp; (3) thay đổi hệ thống adrenergic (tức là, tăng norepinephrine trong huyết 

tương, làm giảm mật độ của thụ thể β-adrenergic mạch máu và nâng cao hoạt động 

của hệ thần kinh giao cảm trung ương) [17]. 

Nhiễm độc chì cấp tính và mãn tính góp phần gây tổn thương mạch và tim 

cũng như các hậu quả có thể gây tử vong như bệnh tim mạch và tăng huyết áp 

[46]. Tiếp xúc với mức độ ion chì thấp có thể gây tăng huyết áp ở cả người và động 

vật [17]. Tai biến mạch máu não, bệnh mạch máu ngoại vi và bệnh mạch vành do 

thiếu máu cục bộ cũng có thể được coi là những rối loạn lớn, mặc dù chỉ định về 

mối quan hệ nguyên nhân của tăng huyết áp và phơi nhiễm với ion chì, nhưng nó 

chỉ được áp dụng trong các trường hợp kết quả tim mạch do nhiễm độc của ion 

chì. Ở động vật, tác động lên tim mạch sau khi tiếp xúc với ion chì đã được nghiên 

cứu gần đây bởi Vaziri và Sica [20], Kilikdar và cộng sự [47] cho thấy rằng những 

con chuột khi nhận (15 µg/g BW) chì axetat gây tổn thương tim rõ ràng là do tăng 

hoạt động của glutamat oxaloacetat transaminase trong huyết thanh và lactate 

dehydrogenase. 

Tiếp xúc với mức độ chì cao (>60µg/dL) có thể gây rối loạn chức năng 

thận. Ngay cả mức chì thấp (~ 10µg/dL) cũng có thể gây ra vấn đề tương tự [48]. 

Có hai loại bất thường về chức năng thận: Bệnh thận cấp tính và mãn tính. Bệnh 

thận cấp tính có thể được phân loại về mặt hình thái thông qua những thay đổi thoái 

hóa hiện diện trong biểu mô ống kèm theo sự hiện diện của các thể bao bọc nhân, 

chứa phức hợp protein chì và về mặt chức năng thông qua cơ chế suy giảm vận 

chuyển ở ống. Tuy nhiên, nó không phải là lý do đằng sau sự xuất hiện của protein 

trong nước tiểu mà nó có thể làm tăng sự bài tiết không chuẩn của axit amin, phốt 

phát và glucose, một hỗn hợp được gọi là hội chứng Fanconi. Tuy nhiên, bệnh thận 
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mãn tính đơn giản hơn nhiều và có thể gây ra những thay đổi về hình thái và chức 

năng không thể đảo ngược. Tuy nhiên, nó được phân loại theo các biến thể mô kẽ 

và cầu thận, dẫn đến tăng axit uric máu, tăng huyết áp và suy thận 

[49]. Carmignani và cộng sự [50] đã tuyên bố trong bài tổng quan của mình rằng 

ảnh hưởng bệnh lý của việc tiếp xúc với ion chì trên hệ thống thận của cả nam giới 

và động vật dường như dẫn đến sự phát triển độc tính trên thận dưới ảnh hưởng của 

stress oxy hóa mà nó gây ra. Tuy nhiên, nghiên cứu trước đây cho rằng tác động 

như vậy chỉ làm tổn thương thận trong trường hợp phơi nhiễm mãn tính trở nên 

đáng kể về mặt lâm sàng và tổn thương thận thường không xảy ra trong các trường 

hợp không có triệu chứng cấp tính. 

Dữ liệu tài liệu về ảnh hưởng của phơi nhiễm Pb2+ cấp tính gây ra stress oxy 

hóa ở thận của động vật là rất hiếm. Việc sử dụng chì axetat cho thấy nồng độ urê 

và creatinin tăng đáng kể (P<0,05) so với các nhóm khác [51]. Sharma và Singh 

[52] gần đây đã báo cáo rằng 24 h tiếp xúc với 10 và 150 µg/g BW của Pb axetat 

gây ra tăng hàm lượng các chất phản ứng axit thiobarbituric (TBARS) ở thận, hoạt 

động như một chỉ báo về quá trình peroxy hóa lipid, cũng như các hoạt động SOD 

và CAT trong thận của Chuột Balb-c. Một số tác giả cũng đã xác nhận rằng có sự 

gia tăng quá trình peroxy hóa lipid trong thận của động vật tiếp xúc với Pb2+. Các 

nghiên cứu đã chỉ ra rằng tiêm Pb-axetat trong màng bụng (IP) 20 mg/kg BW trong 

5 ngày và tiêm IP 5µg/g BW Pb axetat trong thời gian 30 ngày có thể làm tăng quá 

trình peroxy hóa lipid ở thận [53], [54]. Những phát hiện này phù hợp với Sharma 

và cộng sự [55] người đã báo cáo sự gia tăng đáng kể mức TBARS ở chuột được 

điều trị bằng đường uống trong 40 ngày với Pb-nitrat với liều 50 µg/g BW cũng như 

với kết quả của Wang và cộng sự [56] đã chứng minh sự tăng cường quá trình 

peroxy hóa lipid được đo bằng mức malondialdehyde (MDA) trong thận của những 

con chuột tiếp xúc với 500 mg Pb2+/L qua nước uống trong 8 tuần. Các nghiên cứu 

gần đây được thực hiện trên chuột [57], [58] cũng đã chỉ ra rằng tiếp xúc lâu dài với 

Pb2+ có thể dẫn đến sự hình thành gốc tự do và quá trình peroxy hóa lipid trong 

thận, điều này sẽ gây tổn hại cho tính toàn vẹn của màng và ức chế các thành phần 

tế bào hình ống. Hầu hết các tác giả đều đồng ý rằng Pb2+ tạo ra quá trình peroxy 

hóa lipid chủ yếu thông qua quá trình tạo ROS như H2O2 và OH, mặc dù dữ liệu 
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thực nghiệm cũng cho thấy sự tham gia của các loại nitơ. Điều này được hỗ trợ bởi 

một nghiên cứu cho thấy tiêm IP Pb-acetate (20 µg/g BW) trong 5 ngày gây tăng 

NO ở thận do tăng hoạt tính của tổng hợp NO cảm ứng [53]. Mức độ tăng cường 

của ROS cũng có thể là do sự gián đoạn do Pb2+ gây ra trong hệ thống phòng thủ 

chống oxy hóa. Một số nghiên cứu đã chỉ ra rằng Pb2+ làm thay đổi hoạt động của 

các enzym chống oxy hóa như SOD, CAT, GPx, GST và G6PD cũng như hàm 

lượng GSH ở động vật và người, có nghĩa là phơi nhiễm axetat trong màng bụng 

hoặc Pb2+ qua đường miệng kéo dài trong các nghiên cứu thực nghiệm đã làm giảm 

đáng kể hoạt động của các enzym chống oxy hóa trong các mô thận [56], [53], [55] 

.Cơ chế tác động của Pb2+ lên các enzym này có thể phức tạp, vì Pb2+ có thể ức chế 

cạnh tranh sự hấp thụ và / hoặc thay thế chúng trong các vị trí hoạt động của enzym 

hoặc liên kết với nhóm SH của protein [56]. Ngoài stress oxy hóa là cơ chế gây độc 

Pb2+ ở thận, các nghiên cứu thực nghiệm đã chỉ ra rằng tiếp xúc với Pb2+ gây ra sự 

gia tăng quá trình apoptosis không chỉ ở gan mà còn ở thận [59]. Đã chứng minh 

rằng điều trị mãn tính trên chuột với Pb-acetate trong thời gian 12 tuần đã làm tăng 

số lượng cơ thể apoptotic trong các tế bào ống. Do đó, có thể giả thuyết rằng nhiễm 

độc Pb2+ ảnh hưởng đến biểu hiện gen của các protein apoptosis. Sau khi hấp thụ, 

chì được chuyển đến nhiều mô trong cơ thể. Nó gây ra hiện tượng ứ đọng bazơ 

trong máu vì ảnh hưởng ức chế của nó đối với enzym α-amino levulinate mất nước 

đã ảnh hưởng đến quá trình tổng hợp heme [60]. Độc tính trên thận phát sinh theo 

hai cách, có thể hồi phục thường được phát hiện sau khi trẻ em tiếp xúc nghiêm 

trọng với chì axetat hoặc do bệnh thận kẽ không hồi phục thường nhận thấy khi tiếp 

xúc lâu dài với chì [60]. Những thay đổi mô bệnh học ở biểu mô ống thận gần bắt 

nguồn từ nhiễm độc ion chì và những thay đổi này gây ra viêm thận kẽ và thường 

liên quan đến tăng huyết áp. Nó tích tụ trong các ống gần không bị nhiễm độc của 

vỏ thận tạo ra cả bằng chứng sinh hóa và hình thái học về độc tính của chì. Một 

công trình nghiên cứu sâu rộng về ảnh hưởng nghiêm trọng của độc tính chì đối với 

thận đã được ghi nhận đầy đủ [61]. Một nguyên nhân khác gây ra nhiễm độc thận 

do chì là do tiếp xúc với nhiễm độc chì trong môi trường và nhanh chóng trở thành 

gánh nặng sức khỏe gia tăng cho cả động vật và con người [62]. Khi tiếp xúc này, 

tổn thương thận cấp tính do chì có thể xảy ra nếu không có nhiễm độc cấp tính, do 

đó bệnh thận do nhiễm chì có thể không được nhận biết như vậy [62]. Trong khi ở 
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trạng thái tích tụ mãn tính chì (Pb2+) trong cơ thể cuối cùng dẫn đến suy giảm chức 

năng thận [63]. Urê và creatinin là sản phẩm thải ra của quá trình chuyển hóa axit 

amin mà chúng loại bỏ qua thận [64]. Stress oxy hóa dường như có liên quan đến sự 

phát triển độc tính trên thận do tiếp xúc với chì trong môi trường gây ra các tổn 

thương bệnh lý đáng kể trên hệ thống thận của nam giới và động vật [65]. 

Conterato và cộng sự [66] đã điều tra nồng độ Pb2+ và Cd2+ trong máu và các thông 

số về stress oxy hóa ở công nhân sản xuất pin, thợ sơn từ ngành công nghiệp ô tô và 

công nhân không tiếp xúc nghề nghiệp với những kim loại này, những người làm 

công việc kiểm soát. Mặc dù mức MDA không tăng ở các nhóm tiếp xúc, nhưng 

hoạt động gia tăng của GST đã được quan sát thấy ở cả công nhân sản xuất pin và 

thợ sơn. Các phân tích tương quan cho thấy Cd2+ và Pb2+ góp phần vào việc nâng 

cao hoạt động của enzym này, điều này được giải thích là do khả năng của các kim 

loại này để gây ra biểu hiện gen GST. Mặt khác, các hoạt động GPx và SOD tăng 

lên, chỉ quan sát thấy ở các công nhân sản xuất pin, tương quan với sự gia tăng nồng 

độ Pb2+ trong máu, trong khi hoạt động CAT chỉ thay đổi ở các họa sĩ, tương quan 

nghịch với nồng độ Cd2+ trong máu. Những thay đổi này cho thấy tác động cộng 

gộp của Cd2+ và Pb2+ lên nồng độ GST trong máu, trong khi những thay đổi khác 

trong các thông số stress oxy hóa có liên quan rõ ràng với nồng độ Pb2+ hoặc Pb2+ 

trong máu. Do đó, có thể thiếu sự tương tác giữa Pb2+ và Cd2+ về mức độ tình trạng 

oxy hóa trong máu sau khi tiếp xúc qua đường hô hấp. Một cuộc điều tra khác với 

các kết quả hỗ trợ khả năng đối kháng giữa Pb2+ và Cd2+ đã được thực hiện trên 

chuột đồng, động vật được coi là mô hình tốt cho việc phơi nhiễm chì trong môi 

trường. Động vật được tiếp xúc với Pb2+ và Cd2+ trong chế độ ăn trong 6 tuần (Cd-

60; Pb-300; Cd-60 + Pb-300 µg/g nồng độ trọng lượng khô cao gấp hai lần so với 

dự kiến ở các khu vực bị ô nhiễm cao). Không có thay đổi đáng kể nào về nồng độ 

kim loại độc hại trong gan. Mức TBARS hoặc GSH được quan sát thấy giữa nhóm 

được xử lý bằng một kim loại đơn lẻ và nhóm được xử lý bằng hỗn hợp [67] được 

sử dụng cho chuột bằng thiết bị đo trong 90 ngày, ba liều khác nhau, theo tỷ lệ hỗn 

hợp độc tố, trong đó liều cao nhất là 1/10 của LD50 được thiết lập trước đó đối với 

hỗn hợp Pb2+ nitrat và Pb2+ clorua. Kết quả cho thấy sự gia tăng mạnh mẽ, đáng kể 

MDA và giảm hàm lượng GSH trong gan và thận cùng với sự giảm hoạt động của 

các enzym chống oxy hóa SOD, CAT, GPx. Tuy nhiên, nghiên cứu thực nghiệm 
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này không cung cấp thông tin về các ảnh hưởng riêng lẻ của việc xử lý Pb2+ hoặc 

Cd2+ trong cùng điều kiện thí nghiệm và do đó rất khó để thảo luận về các tương tác 

có thể xảy ra giữa các kim loại này. Trong cùng một thí nghiệm, các biểu hiện gen 

MT1 và MT2 đã được khảo sát ở gan, vỏ thận chuột và khả năng điều chỉnh tăng 

đáng kể của chúng ở cả gan và thận. Sự kích hoạt các hệ thống phòng thủ được giải 

thích bởi tác dụng chống oxy hóa của MT, sự sẵn có của cysteine trong MT để tổng 

hợp GSH, và bởi phản ứng phiên mã MT mRNA được kích hoạt bởi ROS. Họ cũng 

suy đoán rằng những thay đổi này có thể liên quan đến sự ức chế hoạt động của 

enzym hữu cơ steroid và ảnh hưởng đến mức testosterone, số lượng và khả năng 

vận động của tinh trùng sau khi tiếp xúc với Pb2+ và Cd2+. Dữ liệu tài liệu chỉ ra 

rằng, tương tự như tiếp xúc với Pb2+ hoặc Cd2+, việc tiếp xúc với các kim loại độc 

hại này sẽ gây ra hiện tượng apoptosis. Trong một nghiên cứu về độc tính đường 

uống dưới điện tử kéo dài 90 ngày, nồng độ chì và cadmium tương đối thấp và thực 

tế với môi trường đã gây ra quá trình apoptosis ở gan và thận đáng kể, do đó làm 

suy giảm chức năng của chúng [68]. Độc tính với gan, ion chì có liên quan đến sự 

gia tăng nồng độ men gan trong huyết thanh AST, ALT và ALP [69] và những thay 

đổi trong chuyển hóa cholesterol ở gan [70]. Do vai trò cụ thể của nó trong cơ quan, 

ngoài máu, gan còn là mục tiêu chính của stress oxy hóa do Pb2+ gây ra. Sử dụng IP 

cấp tính 15 mgPb-acetate/kg BW trong 7 ngày [71] và 25 mg Pb-acetate/kg BW 

trong 5 ngày đã làm giảm hoạt tính SOD và CAT và giảm hoạt tính GPx hai lần. 

Những thay đổi này được theo sau bởi sự giảm đáng kể nồng độ GSH, một phần là 

kết quả của việc bài tiết Pb2+ qua mật liên kết với các nhóm SH của GSH, như đề 

xuất của Abdou và Hassan [70]. Điều tra về sự phục hồi từ stress oxy hóa do Pb2+ 

gây ra ở gan chuột được thực hiện bởi Omobowale và cộng sự [69]. Động vật được 

cho 0,25, 0,5 và 1,0 mg Pb-acetate/mL trong 6 tuần và sau đó không được điều trị 

trong 6 tuần nữa. Tăng các thông số xét nghiệm chức năng gan, ALT, AST, ALP, 

cũng như MDA và H2O2 nồng độ trong gan và giảm hoạt động của các enzym 

chống oxy hóa SOD, CAT, GPx, GST và hàm lượng GSH được quan sát thấy sau 6 

tuần điều trị Pb2+. Vào cuối thử nghiệm, chỉ có hoạt tính SOD được phục hồi và 

nằm trong phạm vi được chấp nhận, chỉ ra sự phục hồi không hoàn toàn do ảnh 

hưởng của stress oxy hóa do Pb2+ gây ra đối với các enzym khác. Tác động quan 

trọng nhất của stress oxy hóa do Pb2+ gây ra ở gan là quá trình peroxy hóa lipid [69] 
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gây ra sự thay đổi tính toàn vẹn của màng và thành phần axit béo có liên quan đến 

sự gia tăng mức MDA trong gan [72]. Trong một thí nghiệm khác, với mục tiêu 

điều tra giới tính, liều lượng và cách thức phụ thuộc vào thời gian của stress oxy 

hóa do Pb2+ gây ra bên cạnh việc quan sát sự gia tăng nồng độ MDA ở gan phụ 

thuộc vào thời gian và liều lượng; mối tương quan giữa stress oxy hóa, quá trình 

apoptosis và kinase protein hoạt hóa mitogen (MAPKs) trong tế bào gan đã được 

quan sát thấy. Các tác giả kết luận rằng quá trình apoptosis có thể được gây ra thông 

qua các thay đổi qua trung gian stress oxy hóa trong MAPKs [73]. Kilikdar và cộng 

sự [74] tuyên bố rằng khi những con chuột nhận được axetat chì ở liều 15 µg/g BW 

IP và cho thấy hoạt động ALP tăng lên đáng kể 62% so với hoạt động đo được ở 

động vật đối chứng và chuột khi được điều trị bằng axetat chì trong 7 ngày liên tiếp. 

Từ nghiên cứu tương tự, mức độ bilirubin huyết thanh tăng đáng kể 38% so với giá 

trị thu được ở chuột đối chứng cũng được ghi nhận. Không có sự khác biệt đáng kể 

khi so sánh với nhóm đối chứng về hoạt động huyết thanh của LDH, ALP, ALT, 

AST trong khi đường huyết cao hơn một chút ở chuột tiếp xúc với 0,3% PbAc, 

nhưng albumin và mức TP thấp hơn ở tất cả các nhóm được điều trị bằng chì [75]. 

Những con chuột được tiêm IP với axetat chì với liều 10 mg/kg cho thấy 

ALT huyết thanh tăng nhẹ có ý nghĩa chỉ sau 24h (P<0,05) trong khi ở 100 µg/g, nó 

gây ra sự gia tăng đáng kể ALT huyết thanh phụ thuộc vào thời gian (P<0,001), khi 

so sánh với nhóm đối chứng [76]. 

Độc tính thần kinh của chì ở mức độ tiếp xúc cao đã được ghi nhận rõ ràng 

đối với cả con người và động vật. Cả hệ thống thần kinh ngoại vi và trung ương đều 

chịu ảnh hưởng của việc tiếp xúc với chì (Pb2+). Ở trẻ em, hệ thần kinh trung ương 

chịu ảnh hưởng nhiều hơn so với ở người lớn, hệ thống thần kinh ngoại biên bị ảnh 

hưởng nhiều hơn [77]. Bệnh não (một sự thoái hóa nâng cao của một số bộ phận 

của não) là một tình trạng biểu hiện đáng kể khi tiếp xúc với chì và các triệu chứng 

chính bao gồm ảo giác, cáu kỉnh, kém chú ý, đờ đẫn, mất trí nhớ, run cơ và đau đầu. 

Ở mức phơi nhiễm cao, các biểu hiện đơn giản hơn nhiều xuất hiện và bao gồm tê 

liệt, mê sảng, hôn mê, co giật, mất điều hòa và thiếu phối hợp [78]. Tuy nhiên, trẻ 

nhỏ cũng như trẻ chưa sinh đặc biệt dễ bị ảnh hưởng thần kinh do nhiễm độc chì 

(Pb2+) vì hệ thần kinh phát triển hấp thụ nhiều chì (Pb2+) hơn. So với người lớn, 
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lượng chì (Pb2+) lưu thông có hệ thống khi tiếp xúc với não trẻ em là cao hơn một 

cách có ý nghĩa [79]. Trẻ em có thể hiếu động, dễ bị kích động và không chú ý ngay 

cả khi tiếp xúc với chì ở mức độ thấp. Tuy nhiên, trẻ em nhiễm độc chì ở mức độ 

cao hơn có thể bị giảm trí thông minh, chậm phát triển, mất thính giác và chỉ có khả 

năng ghi nhớ ngắn hạn. Tổn thương não vĩnh viễn và thậm chí tử vong có thể là kết 

quả của việc tiếp xúc nhiều hơn với chì [80]. Một số bằng chứng cho thấy chỉ số 

thông minh với sự chú ý, hành vi của trẻ và khả năng tập trung bị ảnh hưởng đáng 

kể đến mức độ tiếp xúc chì thấp. Tác động của việc phơi nhiễm chì đối với hệ thần 

kinh ngoại vi được phát hiện dưới dạng bệnh thần kinh ngoại vi, bao gồm giảm hoạt 

động vận động do mất lớp vỏ myelin cô lập các dây thần kinh, do đó làm hỏng hoàn 

toàn quá trình truyền xung thần kinh, dẫn đến thiếu phối hợp cơ, mệt mỏi và yếu cơ, 

đặc biệt là các cơ bên ngoài [81]. Như đã nêu bởi Mustafa và Hussein [82], tuy 

nhiên, sử dụng chì acetate cho bốn con chuột trong nhóm có nhiều tín hiệu tiêu cực 

về thần kinh, chẳng hạn như giảm sức sống; suy nhược khối lượng cơ; chấn động, 

cùng với sự thiếu ổn định và cân bằng; một dáng đi bất thường. Một sự kiện quan 

trọng trong quá trình biệt hóa tế bào hình sao là sự thay đổi trong biểu hiện của dấu 

hiệu thần kinh đệm được gọi là protein axit rung thần kinh đệm [83]. Axetat chì có 

thể được lưu trữ trong tiểu não, làm rối loạn sinh lý của nó cũng như gây nhiễm độc 

thần kinh, suy giảm tế bào và có thể gây chết tế bào [84]. 

Ảnh hưởng huyết học đã được xác minh ở động vật và con người sau khi tiếp 

xúc với chì (Pb2+). Những ảnh hưởng này bao gồm mức tăng porphyrin trong nước 

tiểu, δ-ALA, coproporphyrin, protoporphyrin hồng cầu và protoporphyrin kẽm. Kết 

quả là kết quả của sự thay đổi ba enzym, liên quan đến quá trình sinh tổng hợp 

heme: δ-aminolevulinic dehydrase, ferrochelatase, và δ-ALA synthetase (ALAS) 

[17]. Hệ thống tạo máu sẽ bị ảnh hưởng trực tiếp bởi chì bằng cách hạn chế sự tổng 

hợp hemoglobin (Hb) thông qua việc ngăn chặn một số enzym quan trọng, là một 

phần của con đường tổng hợp heme. Tuy nhiên, nó làm giảm tuổi thọ của hồng cầu 

tuần hoàn thông qua việc nâng cao tính mong manh của màng tế bào. Do đó, thiếu 

máu sẽ là kết quả chung của hai quá trình này [49]. Chì gây độc hại ở nhiều cơ 

quan, gây suy giảm hệ thống thần kinh, tạo máu, thận, tim mạch và sinh sản sau khi 

ăn, hít hoặc hấp thụ qua da [49]. Có hai loại thiếu máu do nhiễm độc chì (Pb2+): 
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Thiếu máu Frank, chỉ xảy ra khi mức độ chì trong máu tăng lên đáng kể trong một 

thời gian dài và thiếu máu tan máu, có liên quan đến mức độ phơi nhiễm chì nghiêm 

trọng [85]. Con đường tổng hợp heme được đề xuất là bị ảnh hưởng bởi chì (Pb2+) 

theo cách phụ thuộc vào liều lượng thông qua ba enzym chính điều hòa đi trong quá 

trình tổng hợp heme; enzyme ferrochelatase của ty thể xúc tác việc đưa sắt vào 

protoporphyrin để tạo ra heme, δ-ALAD, enzyme cytosolic mà nhờ đó, sự hình 

thành porphobilinogen từ δ-ALA được xúc tác, và cuối cùng, ALAS, một enzyme ty 

thể bởi mà sự hình thành ALA được xúc tác [86]. 

Ứng suất oxy hóa có thể hiểu là cơ chế chính của độc tính chì. Một trong 

những tác động chính của độc tính chì trong hệ thống tạo máu liên quan đến sự suy 

giảm con đường tổng hợp Hb thông qua sự biểu hiện gián đoạn của các gen mã hóa 

δ-ALAD, ferrochelatase và ALAS [86]. Trong ty thể, các bước cuối cùng, cũng như 

các bước ban đầu, của quá trình tổng hợp heme xảy ra, trong khi các bước trung 

gian xảy ra trong tế bào chất. Tuy nhiên, ba enzym quan trọng của con đường này, 

đã được đề cập ở trên, bị ức chế bởi chì nhưng chỉ được sử dụng trong lâm sàng để 

đo mức độ nhiễm độc chì và ảnh hưởng của nó lên ALAD cao hơn. Sự tích tụ ALA 

dẫn đến hạn chế ALAD, có thể nhận thấy trong nước tiểu và huyết tương ngay cả 

khi lượng chì trong máu <10 µg/dL. Trong khi sự ức chế ALAD được biết đến sớm 

hơn ở nồng độ chì 10 – 20 µg/dL trong máu, quá trình sinh tổng hợp heme không 

giảm cho đến khi hoạt động của ALAD bị hạn chế 80-90% diễn ra ở nồng độ chì 

cao hơn khoảng 55 µg/dL trong máu [87]. 

Sự ức chế men ferrochelatase dẫn đến tích tụ protoporphyrin trong hồng cầu 

và tăng tiết coproporphyrin trong nước tiểu. Hơn nữa, sự hạn chế của enzym này là 

kết quả khi sắt được thay thế bởi kẽm trong vòng porphyrin để tạo thành kẽm 

protoporphyrin (ZPP). Do đó, nồng độ ZPP tăng lên, và điều này có thể được sử 

dụng như một tín hiệu để theo dõi mức độ phơi nhiễm chì [88]. Do đó, việc sản xuất 

heme bị chặn lại bởi sự hạn chế hợp tác của ba enzym quan trọng đó theo con 

đường tổng hợp heme. Cơ chế gây ra việc rút ngắn vòng đời của hồng cầu chưa 

được thiết lập tốt. Tuy nhiên, một trong những ảnh hưởng huyết học cơ bản nhất 

quan sát được từ ngộ độc chì cho thấy sự xáo trộn cơ bản của các tế bào hồng cầu 

trong máu (sự tồn tại của vật chất dày đặc trong các tế bào máu đỏ), đó có thể là 
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một dấu hiệu sinh học có thể xảy ra ngộ độc chì. Những tập hợp đó là sản phẩm của 

quá trình phân giải axit ribonucleic [21]. Kilikdar và cộng sự [74] đã nêu khi chuột 

được điều trị bằng LA IP trong 7 ngày liên tục; Hàm lượng Hb trong máu giảm 

đáng kể 25% so với giá trị quan sát được ở chuột đối chứng. Erythrocytes được coi 

là những tế bào dễ bị tổn thương nhất đối với stress oxy hóa từ chì vì chúng có rất ít 

nguồn dự trữ các enzym chống oxy hóa để chống lại tác động của ROS. Ngoài ra, 

chúng không thể bổ sung các enzym chống oxy hóa vì chúng thiếu lưới nội chất thô 

và dễ bị tổn thương bởi ROS. Một số tế bào màu đỏ được sử dụng để chỉ tình trạng 

thiếu máu do nhiễm độc chì [89]. Độc tính của chì cũng góp phần làm giảm tổng 

lượng Hb, số lượng tế bào hồng cầu (RBCs) và cả mức độ T3 và T4 trong huyết 

tương mà không có những thay đổi đáng kể đối với số lượng bạch cầu (WBCs) 

[90]. Phát hiện này được hỗ trợ bởi Ibrahim và cộng sự [91] trong đó nó nói rằng 

chì axetat khi dùng đường uống cho chuột cái với liều 10 µg/g BW cho thấy sự 

giảm đáng kể nồng độ Hb, nồng độ Hb tiểu thể trung bình, số lượng hồng cầu và thể 

tích tế bào đóng gói, trong khi cho thấy sự gia tăng đáng kể tỷ lệ phần trăm của 

bạch cầu đơn nhân và thể tích tiểu thể trung bình, tổng số protein và số lượng bạch 

cầu. 

Trong cơ thể con người, xương là vị trí chủ yếu để dự trữ ion chì [92]. Chì 

(Pb2+) được cho là được lưu trữ trong hai phần trong xương. Vùng không thể trao 

đổi nằm sâu trong vỏ xương và vùng trao đổi được nằm ở bề mặt xương. Vì chì 

(Pb2+) có thể dễ dàng tiếp cận với huyết tương từ nhóm trao đổi, nó đang tích cực 

được hấp thụ lại, nó có thể chuyển lên bề mặt sau khi rời khỏi nhóm không thể trao 

đổi [21]. Ở người lớn, quy trình đồng vị cho chì ổn định cho thấy xương đóng góp 

gần 40-70% lượng chì thải ra trong máu. Khoảng 85-95% chì (Pb2+) được lưu trữ 

trong xương của người lớn, trong khi ở trẻ em; khoảng 70% chì (Pb2+) ở nồng độ 

cao được phát hiện trong các mô mềm. Cách thức huy động và lưu trữ chì trong 

xương của cơ thể phụ thuộc vào một số yếu tố như tuổi, mức độ tiếp xúc với chì, 

chủng tộc, liều lượng/tỷ lệ khi mang thai và giai đoạn thai kỳ. Al Naimi và cộng sự 

[93] cho biết rằng việc sử dụng chì axetat ở mức 75 µg/g BW ở 20 và 40 ngày gây 

ra sự tăng sản vừa phải của mô tạo máu với sự gia tăng của các tế bào 

megakaryocytes và sự hiện diện của các mảng mỏng sụn vôi hóa được bao phủ bởi 



22 

 

 

một lớp xương mỏng. Các thanh sụn khoáng hóa do suy giảm khả năng hấp thu của 

tế bào hủy xương sẽ rộng ra và phóng xạ sâu hơn vào khoang tủy siêu hình so với 

xương khỏe mạnh bình thường.  

Elgawish và Abdelrazek [94] tuyên bố rằng chì axetat gây ra sự suy giảm 

đáng kể chức năng của các cơ quan sinh sản nam giới cũng như sự xuất hiện của các 

thay đổi mô tinh hoàn trong mô học của viêm tinh hoàn. Các mẫu tinh dịch và máu 

đã được phân tích từ các công nhân của nhà máy sản xuất pin và cho thấy mối liên 

hệ ngược chiều giữa nồng độ, thể tích tinh trùng và mức độ chì trong huyết tương. 

Các mối liên hệ quan trọng đã được quan sát thấy giữa các mức độ protoporphyrin, 

mất nước và các thông số sinh sản cho thấy sự giảm khả năng vận động, mật độ của 

tinh trùng, số lượng khả năng sống và tăng hình thái của đầu tinh trùng bất thường 

[95]. Ở cả phụ nữ và nam giới, những tác động xấu đến hệ sinh sản là do tác dụng 

của chì (Pb2+). Các tác động chung được tìm thấy ở nam giới bao gồm: sinh tinh bất 

thường (giảm số lượng và khả năng vận động), giảm ham muốn tình dục, chức năng 

tuyến tiền liệt bất thường, tổn thương nhiễm sắc thể, thay đổi testosterone huyết 

thanh và vô sinh. Ở phụ nữ, nhiễm độc chì (Pb2+) nhiều hơn gây sảy thai, tăng huyết 

áp thai nghén, vô sinh, vỡ màng ối sớm, đẻ non và tiền sản giật [96]. Hơn nữa, ảnh 

hưởng trực tiếp của chì đối với các giai đoạn tiến triển của thai nhi cũng đã được 

nghiên cứu trong thời kỳ mang thai [97]. Kết quả thử nghiệm cho thấy động vật tiếp 

xúc với chì có mức độ hormone hoàng thể hóa huyết tương (LH) thấp hơn sau khi 

được kích thích bằng hormone giải phóng gonadotropin so với đối chứng cũng như 

giảm tỷ lệ hormone ức chế / hormone kích thích nang trứng (FSH) [98]. Những con 

chuột được điều trị bằng chì với liều 30 µg/g BW giảm đáng kể nồng độ T3, T4 và 

TSH trong huyết thanh, và các phát hiện mô bệnh học cho thấy nang giáp mở rộng 

liên quan đến biểu mô dẹt so với những con đối chứng âm tính [99] . Saleh và cộng 

sự [100] cho biết rằng có một sự giảm quan trọng trong chỉ số giao phối và chỉ số 

sinh sản ở những con cái được giao phối với những con đực tiếp xúc với chì. Những 

con chuột tiếp xúc với chì (Pb2+) được quản lý bằng testosterone mất ít thời gian bắt 

đầu hơn để tẩm bổ cho con cái. Sự gia tăng cận biên về số lần cấy và giảm tỷ lệ hao 

hụt trước và sau khi cấy ở chuột cái giao phối với chuột được dùng chung với chì 

(Pb2+) và testosterone cho thấy hiệu quả sinh sản tăng lên. Tuy nhiên, không có sự 
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cải thiện quan trọng nào về khả năng sinh sản được phát hiện ở những con chuột 

bình thường được tiêm testosterone một mình so với những con chuột đối chứng 

[100]. Trong khi đó, chì axetat dùng đường uống cho chuột đực trưởng thành khi 

tiếp xúc với 273 hoặc 819 mg/L gây giảm đáng kể trọng lượng của cơ quan sinh 

sản, giảm số lượng tinh trùng mào tinh, tinh trùng di động và tinh trùng sống sót 

cho thấy sự sản xuất tinh trùng giảm đáng kể và chất lượng tinh trùng bị suy giảm 

và nồng độ testosterone trong huyết thanh ở chuột được điều trị cho thấy sự hình 

thành steroid giảm [101]. Chì axetat dùng đường uống cho chuột với liều 8 µg/g 

BW cho thấy sự giảm đáng kể (P<0,05) trong cơ quan sinh sản, một số tuyến phụ và 

cũng cho thấy ảnh hưởng đến nồng độ LH và hormone testosterone, số lượng tinh 

trùng kèm theo sự gia tăng (P<0,05) về chỉ số phân bào và tỷ lệ phần trăm tinh trùng 

bất thường [102]. Hammed và cộng sự [103] cho biết việc tiếp xúc với chì axetat 

cho chuột bằng đường uống ở liều 10 µg/g BW cho thấy tác động giảm đáng kể 

mức LH và FSH khi so sánh với nhóm đối chứng. 

Stress oxy hóa đóng một vai trò quan trọng trong ngộ độc chì (Pb2+) là do sự 

mất cân bằng trong việc sản xuất các gốc tự do và làm giảm khả năng giải độc cơ 

thể của hệ thống, dẫn đến tổn thương tế bào [96], [104]. Nó bắt đầu với sự khởi đầu 

của stress oxy hóa đã được đề xuất xảy ra theo hai con đường đồng thời; đầu tiên, 

việc tạo ra ROS như hydro peroxit, oxy đơn và hydro peroxit (H2O2). Thứ hai, sự 

cạn kiệt nguồn dự trữ chất chống oxy hóa có trong tự nhiên [104]. Hệ thống enzym 

chống oxy hóa của cơ thể hoạt động để vô hiệu hóa quá trình tạo ROS, với enzym 

quan trọng nhất của tế bào là GSH. GSH là một tripeptide (chứa các nhóm 

sulfhydryl) được tìm thấy trong các mô của động vật có vú, có tác dụng tiêu diệt các 

gốc tự do [105]. GSH tồn tại ở hai dạng; khử (GSH) và oxy hóa GSH dismutase 

(GSSG). Ở trạng thái giảm, GSH tăng các đương lượng giảm (H+ + e-) từ các nhóm 

thiol của nó trong dư lượng cysteine thành ROS, do đó làm cho chúng ổn định. Sau 

khi cho điện tử của nó, nó sẽ dễ dàng kết hợp với một phân tử khác của chính nó để 

tạo thành GSH disulfide (GSSG) với sự hiện diện của GPx. Phản ứng ngược/ngược 

lại tạo ra GSH GSSG khi có mặt của GSH reductase (GR). Thông thường, chỉ có 

khoảng 10% GSH tồn tại ở dạng oxy hóa (GSSG), phần còn lại tồn tại ở dạng khử 
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là GSH. Tuy nhiên, nồng độ GSSG cao hơn nhiều so với GSH trong quá trình stress 

oxy hóa. 

Chì (Pb2+) cho thấy đặc tính chia sẻ electron mạnh mẽ, hỗ trợ việc hình thành 

các liên kết cộng hóa trị. Các liên kết cộng hóa trị này được hình thành giữa gốc chì 

và các nhóm sulfhydryl trong các enzym chống oxy hóa, làm cho các enzym này trở 

thành mục tiêu nhạy cảm nhất với chì, cuối cùng khiến chúng không hoạt động. Mặt 

khác, chì làm bất hoạt GSH bằng cách liên kết với sulfhydryl của nó. Quá trình này 

làm phát sinh sự tổng hợp GSH từ cysteine thông qua chu trình γ-glutamyl, nhưng 

thông thường sẽ không đủ hiệu quả để bổ sung nguồn cung cấp GSH [106]. Hơn 

nữa chì làm bất hoạt các enzym δ-ALAD, GR, GPx, GSH-S-transferase và tiếp tục 

làm giảm mức GSH [107], [108]. Những thứ khác là SOD và CAT. Nồng độ SOD 

giảm làm giảm độ thanh thải của gốc superoxide, trong khi CAT giảm làm giảm khả 

năng thu gom gốc superoxide. Chì cũng có thể thay thế các ion kẽm đóng vai trò là 

đồng yếu tố quan trọng đối với các enzym chống oxy hóa này trong việc cố gắng vô 

hiệu hóa các enzym [109], điều này ngoài việc nhắm mục tiêu các nhóm sulfhydryl 

của chúng. 

Quá trình peroxy hóa lipid được coi là dấu ấn sinh học đối với stress oxy hóa 

và là một trong những hậu quả được nghiên cứu nhiều nhất của ROS trên màng 

lipid. ROS lấy các điện tử từ màng tế bào và làm tổn thương tế bào bằng cách làm 

biến tính lipid hình thành màng. Ngoài quá trình peroxy hóa lipid, chì còn gây ra 

quá trình oxy hóa thành Hb, dẫn đến sự tan máu của hồng cầu. Điều này xảy ra do 

sự ức chế ALAD và làm tăng nồng độ cơ chất ALA trong máu, cũng như trong 

nước tiểu, mức ALA tăng cao sẽ tạo ra hydro peroxit và gốc superoxide tương tác 

với oxy-Hb, dẫn đến việc tạo ra các gốc hydroxyl [21]. Cơ chế nói trên làm cho tế 

bào rất dễ bị tổn thương do stress oxy hóa và cũng có thể dẫn đến chết tế bào. Các 

cation hóa trị hai như Ca2+, Mg2+, Fe2+ và các cation đơn hóa trị như Na+, cũng có 

thể được thay thế bằng Pb2+, do đó ảnh hưởng đến các quá trình sinh học cơ bản 

khác nhau [110] trong cơ chế được gọi là cơ chế ion của chì. Các quá trình cơ bản 

của tế bào như truyền tín hiệu trong và gian bào, kết dính tế bào, gấp và trưởng 

thành protein, apoptosis, vận chuyển ion, điều hòa enzym, giải phóng chất dẫn 

truyền thần kinh đã bị ảnh hưởng đáng kể bởi cơ chế ion nói trên [111]. Cơ chế này 
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chủ yếu góp phần vào sự thiếu hụt thần kinh sau khi chì thay thế các ion canxi; nó 

có khả năng vượt qua hàng rào máu não (BBB)với một tốc độ đáng kể. Sau đó, chì 

tích tụ trong các tế bào biểu bì (chứa các protein liên kết chì). Ảnh hưởng của độc 

tính chì rõ ràng hơn ở các tế bào thần kinh chưa trưởng thành (hệ thần kinh đang 

phát triển) thiếu các protein liên kết chì. Chì (Pb2+) dễ dàng làm hỏng các tế bào 

biểu mô và cản trở sự hình thành vỏ myelin, cả hai đều liên quan đến sự phát triển 

của BBB. 

Các chất dẫn truyền thần kinh quan trọng như protein kinase C có thể bị ảnh 

hưởng bởi sự thay thế chì của canxi như nồng độ picomolar, protein kinase C điều 

chỉnh kích thích thần kinh dài hạn và lưu trữ trí nhớ. Chì (Pb2+) cũng ảnh hưởng đến 

nồng độ ion natri, chịu trách nhiệm cho các hoạt động sinh học quan trọng như tạo 

ra điện thế hoạt động trong các mô kích thích nhằm mục đích giao tiếp giữa tế bào 

với tế bào, hấp thu chất dẫn truyền thần kinh (choline, dopamine và GABA) và điều 

hòa sự hấp thu giữ canxi của các synaptosomes. Sự tương tác này giữa chì và natri 

làm suy yếu nghiêm trọng hoạt động bình thường của các quá trình phụ thuộc natri 

nói trên [112]. 

1.1.5. Ảnh hưởng của kim loại nặng đến cá ngựa vằn 

Trong những năm qua có rất nhiều tài liệu nghiên cứu khác nhau về sự ảnh 

hưởng của kim loại nặng lên cá thể ngựa vằn. 

Năm 2003, khi nghiên cứu sự tích lũy của kẽm, đồng và metallothionein 

trong tế bào trứng cá ngựa vằn thì Riggio và cộng sự cho rằng cả đồng và kẽm đều 

tích lũy trong quá trình tăng trưởng của tế bào trứng, kẽm tập trung trong suốt các 

giai đoạn phát triển và xâm nhập vào tế bào trứng ngựa vằn [113]. Kết quả chứng 

minh rằng hàm lượng kim loại tăng lên trong quá trình phát triển của noãn 

bào. Kẽm tăng từ 30 ng lên 100 ng/oocyte (giai đoạn 3 tế bào trứng); đồng thay đổi 

từ 1 ng đến 3,5 ng/oocyte (giai đoạn 3 tế bào trứng). Trong quá trình phát triển của 

phôi thai, hàm lượng kẽm và đồng tăng lên đáng kể sau khi thụ tinh xung quanh giai 

đoạn 512 tế bào, sau đó từ từ giảm xuống đến giai đoạn giữa gastrula. Trong quá 

trình tăng trưởng noãn bào, sự thay đổi hàm lượng metallothionin tương ứng với 
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hàm lượng kim loại nói trên, trong khi trong quá trình phát triển phôi, mô hình tích 

tụ metallothionin không tương quan với hai kim loại nói trên.  

Các thí nghiệm độc tính Zhao và cộng sự cho thấy hạt ZnO làm chậm phôi 

nở và tăng dị tật ở cá ngựa vằn. Nghiên cứu này cũng cho thấy nano ZnO có 

thể làm thay đổi các biểu hiện gen oxy hóa liên quan trong các giai đoạn 

hình thành và phát triển phôi cá ngựa vằn [114].  

Ảnh hưởng của kim loại nặng trên phôi và ấu trùng của cá ngựa vằn cũng 

được nghiên cứu bởi [115]. Cá ngựa vằn dùng để theo dõi sự sinh sản có chiều dài 

3,62 ± 0,04 cm và trọng lượng cơ thể 1,00 ± 0,48 g. Trước khi đẻ trứng, cá được 

phân chia theo tỷ lệ 1:2 (đực:cái), cá thể đực và cái được nuôi riêng trong vòng 5 

ngày. Trứng được thu được bằng cách đặt viên bi giữa cá và đáy của bể cá. Trứng 

sinh ra được giữ ở giữa các khe viên bi, do đó ngăn ngừa các cá trưởng thành ăn 

trứng. Sau đó kiểm tra kết quả thụ tinh dưới kính hiển vi, trứng không được thụ 

tinh, phôi không hoạt động đã được gỡ bỏ. Tiến hành cho cá ngựa vằn tiếp xúc với 

1,0 mg/L kẽm clorua, kết quả cho thấy cá ngựa vằn nở sau 7 ngày thay vì 4 ngày 

đối với nhóm đối chứng không tiếp xúc với kẽm clorua, và các phôi còn lại chết mà 

không nở sau 11 và 12 ngày. Phôi phát triển bất thường, tỷ lệ trứng nở thấp, chậm 

nở, tỷ lệ ấu trùng mới nở và tỷ lệ sống của ấu trùng thấp cũng được quan sát ở 

những cá ngựa vằn có tiếp xúc với kẽm clorua [115]. Sự hiện diện của kim loại 

nặng trong các hệ sinh thái thuỷ sinh có thể gây trở ngại đáng kể với sự phân bố của 

các loài, chủ yếu là do độc tính cao của chúng tích tụ trong phôi cá và ấu trùng. Vì 

vậy, giai đoạn phôi và ấu trùng của cá ngựa vằn cung cấp một mô hình lý tưởng để 

nghiên cứu các tác hại của các kim loại nặng. Điều này cũng đưa ra khuyến cáo 

rằng con người nên có một biện pháp phòng ngừa cần thiết khi sử dụng các kim loại 

nặng để bảo vệ cá và động vật thủy sinh khác. Những thông tin này cũng rất hữu ích 

trong các nghiên cứu tiếp theo về hiệu ứng kim loại nặng lên cá hoặc xác định các 

tiêu chuẩn chất lượng nước để bảo vệ các sinh vật thủy sản cũng như giải quyết các 

vấn đề của chất độc thủy sản. Rõ ràng những nghiên cứu chuyên sâu về tác động lâu 

dài của các kim loại nặng trên cá ngựa vằn cần được khuyến khích và đầu tư.  

Một nghiên cứu khác của Anandhan và cộng sự [116], cho thấy nhôm cũng 

ảnh hưởng đến sự phát triển của cá ngựa vằn. Nồng độ thấp nhất của nhôm cũng có 
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thể gây hiệu ứng không thể phục hồi trong một thời gian dài cho các sinh vật thử 

nghiệm, các kim loại nặng trong môi trường là nguyên nhân làm giảm sự phát triển 

và gây phát triển bất thường như vẹo cột sống và hóa xương ức ở cá ngựa vằn. 

Theo Govind và cộng sự [117] cho rằng Pb2+ gây độc tính ở động vật và cá. 

Chì xâm nhập vào trong các hệ thống nước thông qua dòng chảy, dòng chất thải 

công nghiệp và nước thải.  Tiếp xúc với Pb2+ có thể gây ra nhiều tác hại khác nhau, 

phụ thuộc vào mức độ và thời gian tiếp xúc. Nồng độ Pb2+ tăng cao trong nước có 

thể gây thiệt hại cho sinh sản của một số động vật thủy sinh, cũng như gây ra các 

thay đổi trong hệ thần kinh và huyết học của động vật, cá. 

 Các nghiên cứu của Ansari cũng cho thấy cá ngựa vằn mà đặc biệt là giai 

đoạn đầu của nó rất nhạy cảm với các kim loại nặng (Zn, Ni và Cr) ở mức rất thấp 

và ảnh hưởng đáng kể tỷ lệ sinh sống. Nghiên cứu này cho rằng các kim loại có thể 

gây ra sự ức chế acetylcholinesterase, gây ảnh hưởng mạnh đến sự tăng trưởng, tỷ 

lệ nở, sinh tồn, nuôi dưỡng và sinh sản của cá [118].  

Theo Zheng [119] khi cho cá ngựa vằn tiếp xúc với kẽm, cadmium sẽ gây ra 

các phản ứng khác nhau đối với quá trình oxy hóa trong gan của cá ngựa vằn. 

Trước khi thử nghiệm, cá ngựa vằn được duy trì trong thùng 20L trong 2 

tuần để quen dần với môi trường sống. Sau đó cho cá ngựa vằn tiếp xúc với 

Zn và Cd ở nồng độ khoảng 30 và 5 mg/L (tương ứng 461,54mmol/L Zn và 

44,48mmol/L Cd) trong 96h. Các thông số chất lượng nước trong quá trình 

thí nghiệm: nhiệt độ nước được duy trì tại 26,2 ± 0,5°C; thời gian chiếu sáng 

là 12L:12D; oxy hòa tan và độ pH lần lượt là 7,26 ± 0,64mg/L và 7,31 ± 0,27. 

Nồng độ Zn của nhóm đối chứng và nhóm xử lý là 16 ± 2 và 187 ± 11mg/L 

(tương ứng là 0,25 ± 0,03 và 2,88 ± 0,17mmol/L). Nồng độ Cd cho nhóm đối 

chứng và nhóm xử lý là 0 và 28 ± 2mg/L (tương ứng là 0 và 0,25 ± 

0,02mmol/L). Thí nghiệm được lặp lại bốn lần, cá ngựa được cho ăn 3 lần mỗi 

ngày với thành phần thức ăn gồm 10,6% lipid, 42,4% protein, 7.83µg/g Zn và 

0.03µg/g Cd. Sau 5 tuần, cá ngựa vằn đã tích lũy  được  180mg/L Zn và 30 

mg/L Cd (tương đương với 2,77mmol/L Zn và 0,27mmol/L Cd) trong cơ thể. 

Vào cuối giai đoạn 5 tuần, 24h sau khi cho ăn lần cuối, tất cả cá ngựa vằn 

được gây chết bằng 0,02% tricaine methanesulfonate (MS-222). Cân trọng 
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lượng và đo chiều dài cơ thể cá để xác định tỷ lệ  tăng trưởng (SGR) và tỷ lệ 

sống ở hai nhóm nghiệm thức. Sau đó, một số mẫu gan được đông lạnh ở 

nitơ lỏng và lưu trữ ở -800C cho đến khi thực hiện các thí nghiệm sinh hóa 

và RNA tách chiết. 

Kết quả cho thấy tiếp xúc Zn mãn tính không ảnh hưởng trọng yếu đến 

sự tăng trưởng (trọng lượng cơ thể, chiều dài cơ thể, và SGR) và tỷ lệ sống. 

Ngược lại, tiếp xúc với Cd mãn tính ức chế trọng lượng cơ thể, SGR và tỷ lệ 

sống. Có một sự khác biệt trọng yếu trong chiều dài cơ thể giữa Zn nhóm tiếp 

xúc và Cd nhóm tiếp xúc. 

Tại Việt Nam đã có rất nhiều công trình nghiên cứu kim loại nặng được 

công bố trên các lĩnh vực khác nhau nhưng ảnh hưởng của kim loại nặng lên 

động vật thủy sinh là rất ít, một vài công trình có thể kể đến như sau: 

- Đánh giá tác động cadmium lên quá trình phát triển phôi cá ngựa vằn 

của Nguyễn Thị Thu Giang và cộng sự, 2012 [120]. Nhóm nghiên cứu đã đánh 

giá ảnh hưởng Cd qua nhịp tim, nhịp quẫy mình ở các nồng độ 0,1; 1; 5; 10; 20; 

50 và 100µg/L [120]. Kết quả cho thấy các nồng độ này vẫn chưa phải là nồng 

độ gây chết phôi, phôi có tỉ lệ sống cao, cadmium làm tăng nhịp tim, đồng thời 

làm giảm nhịp quẫy mình [120]. 

- Khảo sát khả năng tích tụ cadmium trên cá ngựa vằn – Danio rerio 

(Hamilton, 1822) của tác giả Nguyễn Thị Thương Huyền và cộng sự, 2013 

[121]. Khảo sát hàm lượng Cadmium tích tụ trên cơ thể cá ngựa vằn. Cá bột 7 

ngày tuổi (đã gây nhiễm Cd trước đó) được nuôi trong môi trường nước chứa 

Cd với các nồng độ: 0µg/L, 1µg/L, 5µg/L, 10µg/L, 20µg/L, 50µg/L trong 3 

tháng [121]. Kết quả cho thấy hàm lượng Cd tích tụ trên toàn cơ thể và từng 

phần có xu hướng tỉ lệ thuận theo nồng độ [121]. Hàm lượng Cd tích tụ trong 

các mô giảm theo thứ tự sau: nội quan > xương > cơ, cụ thể hàm lượng này lần 

lượt là 10,813 ± 0,263 mg/kg đạt giá trị cao nhất ở nồng độ 50µg/L; 2,053 ± 

0,031 mg/kg và 0,607 ± 0,015 mg/kg đạt giá trị cao nhất khi cá được gây độc ở 

nồng độ 20µg/L [121]. 
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- Đánh giá sự tác động của chì lên quá trình phát triển phôi cá ngựa vằn - 

Danio rerio (Hamilton, 1822) của tác giả Trần Thị Phương Dung, 2014 [122]. 

Kết quả nghiên cứu cho thấy, các nồng độ chì khảo sát trong nghiên cứu này chưa 

đủ mạnh để làm ngưỡng gây chết (LC50) phôi cá ngựa vằn [122]. Tỉ lệ sống của 

phôi vẫn còn cao (88,28 – 92,81%). Tại các nồng độ chì khảo sát, nhịp tim tăng 

tuyến tính theo thứ tự các nồng độ khảo sát, trong khi nhịp quẫy mình và tỉ lệ nở lại 

giảm tuyến tính [122]. 

- Đánh giá ảnh hưởng của kẽm lên sự sống cá ngựa vằn giai đoạn ấu 

trùng (1 - 7 ngày tuổi) của tác giả Nguyễn Thị Thương Huyền, Đoàn Lê Minh 

Hiền, 2016 [123]. Đánh giá ảnh hưởng của nồng độ kẽm lên sự sống của ấu trùng 

cá ngựa vằn (1-7 ngày tuổi). Phôi cá ngựa vằn mới thụ tinh cho tiếp xúc với dung 

dịch muối kẽm ở 10 nồng độ khác nhau (1-10 mg/L) và lô đối chứng (0 mg/L) trong 

môi trường nước máy, sau khi nở, ấu trùng được nuôi trong môi trường có các nồng 

độ Zn tương ứng [123]. Kết quả cho thấy: (i) nồng độ 1 mg/L là ngưỡng ảnh hưởng 

đến tỉ lệ sống của ấu trùng; (ii) đã lập được phương trình tiên đoán tỉ lệ sống của ấu 

trùng cá ngựa vằn theo ảnh hưởng tương tác của nồng độ Zn và thời gian nuôi, xác 

định được giá trị LCt50 gây chết 50% ấu trùng từ ngày thứ 1 đến ngày thứ 7; (iii) 

Nhịp tim và kích thước ấu trùng cá ngựa vằn giảm tuyến tính theo sự gia tăng của 

nồng độ Zn khảo sát và thời gian nuôi [123]. 

- Đánh giá ảnh hưởng của asen lên sự phát triển phôi cá ngựa vằn (Danio 

rerio) của tác giả Nguyễn Thị Thương Huyền, Trần Thị Trúc Đào, Hoàng 

Nghĩa Sơn, 2018 [124]. Nhóm nghiên cứu đã đánh giá tác động của asen (As) lên 

quá trình phát triển phôi cá ngựa vằn, Danio rerio, ở các giai đoạn phân cắt, phôi 

nang, phôi vị, phân đốt, hình thành hầu họng và nở (thoát nang) [124]. Phôi cá ngựa 

vằn mới thụ tinh được gây nhiễm as ở 9 nồng độ (20, 50, 80, 110, 140, 170, 200, 

230, 260 µg/L và lô đối chứng (0 µg/L) trong môi trường Hank’s phôi. Kết quả cho 

thấy tỷ lệ sống giảm theo sự tăng dần nồng độ as và các giai đoạn của phôi, tuy 

nhiên các nồng độ as khảo sát chưa phải là ngưỡng gây chết LCt50 của phôi cá ngựa 

vằn [124]. Tại các nồng độ khảo sát, nhịp tim tăng theo thứ tự các nồng độ khảo sát, 

đạt cao nhất tại nồng độ 260µg/L ở giai đoạn nở của phôi (237,73 ± 1,87 nhịp/phút 

so với 197,60 ± 2,20 nhịp/phút ở lô đối chứng, p < 0,05). As làm giảm tần số quẫy 
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mình của mỗi giai đoạn theo chiều tăng dần nồng độ, thấp nhất ở giai đoạn hầu 

họng (2,53 nhịp/phút so với 5,50 nhịp/phút ở lô đối chứng, p < 0,05); đồng thời, As 

làm chậm và làm giảm tỷ lệ nở của phôi (tỷ lệ nở còn 77,78% ở nồng độ 260µg/L 

so với 98,86% ở lô đối chứng, sau 72h thụ tinh, p < 0,05) [124]. 

Từ các công trình nghiên cứu trên thế giới và tại Việt Nam nhiều tác giả 

đã đánh giá tác động kim loại nặng như cadmium, asen, chì, kẽm đối với sự 

phát triển của phôi và ấu trùng của cá ngựa vằn ở các nồng độ (0.1, 1, 5, 10, 20, 

50, 80, 100, 110, 140, 170, 200, 230, 260µg/L). Nhưng hiện nay vẫn chưa có công 

trình nghiên cứu độc học nào nghiên cứu đầy đủ các giai đoạn phát triển của cá 

ngựa vằn (giai đoạn 24h, 48h, 72h, 168h) để xác định tỷ lệ sống, tích tụ, cấu 

trúc mô ruột và buồng trứng, sự thay đổi cấu trúc gen và nhịp tim. Vì vậy, tác 

giả đã tiến hành thử nghiệm để đánh giá tác động của chì (Pb2+) đến các nồng 

độ khác nhau (0.1, 1, 10, 20, 100 µg/L) trong quá trình phát triển của cá ngựa 

vằn, đồng thời sử dụng nước không chứa chì (Pb2+) làm đối chứng. 

Để hiểu sâu hơn về ảnh hưởng của chì (Pb2+) lên cá ngựa vằn cần có 

nghiên cứu về tác động của nó lên tất cả quá trình phát triển từ phôi cho đến cá 

trưởng thành như: tỷ lệ sống, tích tụ, cấu trúc mô ruột và buồng trứng, sự thay 

đổi cấu trúc gen, nhịp tim,… từ đó rút ra ảnh hưởng của chì (Pb2+) lên cơ thể con 

người. 

1.1.6. Các con đường tích lũy của chì (Pb2+) trong cá  

Chì được tích lũy trong cá thông qua quá trình hô hấp, tiêu hóa, qua da, qua 

các cơ quan bị tổn thương. 

Qua đường hô hấp: Chì được xâm nhập vào cơ thể cá qua mang, độc tố sẽ 

thấm chủ yếu qua các mạch máu trong mang. Độc chất chì theo máu trực tiếp đi đến 

các bộ phận khác của cơ thể mà không qua gan để giải độc. 

Qua đường tiêu hóa: Độc tố chì tồn tại trong thức ăn, trong nước sẽ đi vào 

khoan miệng, sau đó đến dạ dày, ruột non, gan,… Trong ruột các phần tử có kích 

thước nhỏ sẽ đi qua khe hở tế bào chất của ruột non để đi vào máu. Một phần độc 

chất sẽ đi vào gan, gan sẽ nhiễm độc một phần và chuyển qua mật, mật trả về hệ 

tiêu hóa và thải ra bên ngoài qua hệ thống ruột già. 
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Qua da: Da bảo vệ cơ thể khỏi các tác động của sinh học, hóa học và vật lý. 

Đối với cá tùy theo độ dày của da và hàm lượng độc tố có trong môi trường mà độc 

chất xâm nhập qua da nhanh hay chậm. Nếu da mỏng hoặc bị tổn thương thì khả 

nâng xâm nhập độc chất vào cơ thể càng nhanh. 

1.2. Tổng quan về cá ngựa vằn 

1.2.1. Nhận biết giới tính 

Phân biệt cá ngựa vằn trưởng thành đực và cái dựa trên đặc điểm về hình 

thái, giới tính. Dựa vào hình bên ngoài để xác định giới tính của cá ngựa vằn trưởng 

thành được mô tả ở đây.  

Thứ nhất, bởi vì buồng trứng lớn hơn đáng kể so với tinh hoàn, cá cái có 

bụng lớn hơn cá đực. 

 

Hình1.1. Hình  ảnh phân loại cá qua bụng; A-Hình cá cái; B-Hình cá đực 

Thứ hai là màu sắc lưỡng hình của vây hậu môn và bụng. Một trong những 

loại tế bào sắc tố chính ở cá ngựa vằn là xanthaphores, tạo thành một dải sắc tố màu 

vàng nằm giữa các sọc sắc tố đen đặc trưng do melanophores tạo thành nên tên gọi 

của chúng là cá ngựa vằn. Trong khi xanthaphores có ở cả con đực và con cái, con 

đực tạo ra nhiều sắc tố màu vàng hơn con cái, và do đó nó có màu vàng hơn khi 

nhìn dưới ánh sáng thích hợp, sự khác biệt màu sắc rõ nhất ở vây hậu môn.  
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Hình 1.2. Hình ảnh phân biệt cá quá màu sắc 

Thứ ba dựa vào lỗ sinh dục để phân biệt cá đực, cá cái. Cá đực, cá cái đều có 

lỗ sinh dục nằm trên đường giữa bụng ngay trước vây hậu môn và sau hậu môn, lỗ 

sinh dục là lỗ thông qua đó các giao tử được giải phóng. Khi quan sát với sự hỗ trợ 

của kính hiển vi soi, lỗ sinh dục cái nhô ra khỏi bề mặt cơ thể và có những đường 

gờ dọc đặc trưng, ngược lại lỗ sinh dục của con đực không nhô ra khỏi bề mặt cơ 

thể và do đó chỉ có thể nhìn thấy khi nhìn từ bề mặt bụng. Cuối cùng có những cấu 

trúc lưỡng hình tinh tế hơn, chẳng hạn như sự hiện diện của các nốt lao giao phối 

trên bề mặt lưng của vây ngực con đực, nhưng chúng khó quan sát hơn và do đó ít 

được sử dụng để phân biệt giữa các giới tính [125]. 

 

Hình 1.3. Xác định giới tính cá thông qua lỗ sinh dục 

Thứ tư là quan sát màu nền của cá và tập tính. Cá đực có xu hướng màu hồng 

hoặc vàng nhạt trong khi cá cái có màu xanh và trắng nhiều hơn. Kiểm tra hình 

dáng cơ thể cá: cá đực thường thân mình mỏng hơn trong khi cá cái có thân mình 
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dày hơn. Khi quan sát cá vào mỗi buổi sáng, cá đực sẽ đuổi theo cá cái trước khi 

chúng giao phối. 

 

Hình 1.4. Phân biệt giới tính cá ngựa vằn trưởng thành; A-Cá ngựa vằn cái;  

B-Cá ngựa vằn đực 

1.2.2. Sử dụng động vật thí nghiệm trong khảo sát độc tố 

Dùng động vật khảo sát độc tính hóa chất và các mối nguy hại cho môi 

trường, người ta thường sử dụng động vật có vú để đánh giá, trong những năm qua 

mô hình độc tính thí nghiệm trên cá cũng đã phổ biến. Nghiên cứu trên động vật 

ngày càng bị hạn chế, các phương pháp thử nghiệm giảm thiểu sự đau đớn và khổ 

sở của động vật thí nghiệm và các thử nghiệm thay thế trên động vật đã được phê 

duyệt được sử dụng càng nhiều càng tốt [126]. Hơn nữa, theo quy định thì đây là 

thử nghiệm bắt buộc với những chất có khối lượng sản xuất từ 1 tấn/năm trở lên 

trước khi được cấp phép [127]. 

Nhiều loài cá khác nhau được sử dụng như sinh vật mô hình trong đánh giá 

độc tính sinh thái (ecotoxicology) được đề xuất trong các tài liệu hướng dẫn của tổ 

chức OECD (Organization for Economic Co-operation and Development) như: cá 

hồi vân (Oncorhynchus mykiss), cá tuế đầu bẹt (Pimephales promelas), bluegill 

(Lepomis macrochirus), cá ngựa vằn (Danio rerio), medaka (Oryzias latipes), cá 
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bảy màu (Poecilia reticulata), và cá chép (Cyprinus carpio) [127]. Thực tế, không 

một loài duy nhất có thử nghiệm cho tất cả các chất và nếu chỉ sử dụng giá trị LC50 

từ một loài thì khó đảm bảo độ chính xác về mức độ độc hại của hóa chất [128]. 

Trong những năm qua, nhiều nổ lực đáng kể đã được nhiều nhà khoa học thực hiện 

nhằm phát triển mô hình cá ngựa vằn như một phương pháp thay thế động vật trong 

các thí nghiệm. Pháp lý quản lý hóa chất mới của châu Âu (REACH) ủng hộ 

phương pháp thay thế các thử nghiệm trên động vật nếu có thể [129]. 

1.2.3. Tại sao sử dụng cá ngựa vằn trong khảo sát độc tố 

Cá được phân loại là lớp động vật thủy sinh có xương sống chủ yếu và là một 

thành phần không thể thiếu cho các chiến lược kiểm tra độc tố. Trên thực tế, không 

những cá có cơ thế khác với các loài động vật có xương sống mà còn khác với hầu 

hết các loài không xương sống về khả năng trao đổi chất, khả năng chuyển hóa sinh 

học các chất hóa học. Hơn nữa, khi ở trong môi trường có độ ô nhiễm và tần suất sự 

cố tràn hóa chất cao, cá thường là mục tiêu để đánh giá mức độ ô nhiễm. Điểm cuối 

cùng nhưng không kém phần quan trọng đó là từ lâu theo quan điểm của con người, 

cá đã được coi là lính canh chất lượng nước phục vụ nhu cầu ăn uống của con 

người. Cá có tầm quan trọng trong việc giám sát ô nhiễm môi trường nước, do đó cá 

được sử dụng mạnh mẽ trong các quy định về kiểm tra độc tính thủy sản. 

Mô hình thử độc tính trên động vật có vú bậc cao (như: chuột, thỏ,...) là giải 

pháp hiệu quả nhưng bị hạn chế bởi các vấn đề về đạo đức nghiên cứu, ngân sách và 

thời gian [130]. Trong những thập niên gần đây, mô hình thử độc trên phôi cá ngựa 

vằn (Danio rerio) đã khắc phục những khó khăn trên (sinh sản nhanh, dễ nuôi trong 

phòng thí nghiệm, 85% hệ gen tương đồng với hệ gen người và quá trình phát triển 

phôi tương tự như ở động vật bậc cao) [131], [130]. 

Trong hai thập niên qua, cá ngựa vằn hay được sử dụng trong các nghiên cứu 

y học, nguyên nhân là do các yếu tố về gen như tuổi thọ ngắn và phôi của chúng là 

trong suốt [130]. Cá ngựa vằn từ trước tới này được sử dụng trong các nghiên cứu 

khoa học về phát triển phương thuốc chữa hoặc ngăn ngừa ung thư, u ác tính và 

bệnh tim mạch [130]. Phôi cá ngựa vằn là mô hình thử độc tính đầy hứa hẹn có thể 

khắc phục được những khó khăn trên, phôi cá ngựa vằn 4-5 ngày sau thụ tinh vẫn 

chưa được coi là động vật do đó không bị ràng buộc bởi các quy định nghiêm ngặt 

đối với động vật thí nghiệm, phôi có thể quan sát bằng mắt thường, số lượng phôi 
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trong một chu kỳ sinh sản lớn, sự phát triển phôi sớm và hình thành cơ quan ở cá 

ngựa vằn rất giống với các động vật có xương sống khác nhưng tốc độ phát triển 

nhanh: chỉ sau 3 ngày từ phôi đã phát triển thành ấu thể; phôi cá trong suốt cho 

phép quan sát được sự ảnh hưởng của hóa chất trong suốt quá trình phát triển phôi 

sớm [132], [130]. Bộ gen cá ngựa vằn cũng có nhiều điểm tương đồng với động vật 

có xương sống cao hơn, đặc biệt có trên 12 nghìn gen tương đồng với con người 

[131], [130].  Ngoài ra, mô hình phôi cá ngựa vằn không chỉ có thể đưa ra dự đoán 

nguy cơ đối với sức khỏe con người mà còn cho phép đánh giá các ảnh hưởng đến 

môi trường nói chung [133]. Vì thế mô hình này ngày càng nhận được sự chú ý của 

các nhà khoa học trong thử nghiệm độc tính. 

Trong các nghiên cứu y khoa, nghiên cứu ảnh hưởng của các loại thuốc 

kháng sinh đến các giai đoạn phát triển phôi cá ngựa vằn là mô hình hữu ích mô 

phỏng sự tiếp xúc thụ động của các loại thuốc kháng sinh tác động đến thai nhi 

[134] (Dương Thùy Linh và cộng sự, 2016). Trong các nghiên cứu sinh học, nghiên 

cứu ảnh hưởng của các loại hóa chất đóng vai trò là phụ gia thực phẩm, các chất 

chống oxy hóa, các chất tạo màu, các chất điều vị, các chất bảo quản thực phẩm,... 

như: sodium benzoate, propyl gallate, tartrazine, amaranth, monosodium glutamate 

và formaldehyde trên mô hình phát triển phôi cá ngựa vằn [135]. 

Phôi cá ngựa vằn là mô hình thay thế đầy hứa hẹn có thể khắc phục được 

những khó khăn trên. McKim sau khi tham khảo 150 nghiên cứu độc học sử dụng 

các giai đoạn sống khác nhau của cá, ông cho rằng sự ảnh hưởng ở các giai đoạn 

đầu có thể được dùng để dự đoán cho ít nhất 80% kết quả độc tính ảnh hưởng lâu 

dài [136]. Theo hướng dẫn OECD 236 năm 2013, thử nghiệm áp dụng trên phôi cá 

chỉ kéo dài 4-5 ngày [137]. Trong thời gian này, ấu thể cá chưa có khả năng tự kiếm 

ăn được nên chưa được coi là một cơ thể động vật [137]. Do đó việc sử dụng phôi 

không bị ràng buộc bởi các quy định nghiêm ngặt đối với động vật thí nghiệm. Hơn 

nữa, một cá cái có thể đẻ được từ 50 – 200 trứng mỗi lần ghép [138]. Vì vậy, một 

lượng lớn phôi có thể được sinh ra một cách chủ động trong phòng thí nghiệm nên 

có khả năng dùng phôi đánh giá số lượng lớn các chất thí nghiệm. Thời gian tiến 

hành thí nghiệm cũng như lượng hóa chất sử dụng ít hơn nhiều so với việc đánh giá 

độc tính trên cá do thực hiện trên đĩa nuôi cấy 24 giếng [137]. Trong quá trình phát 

triển cá ngựa vằn, phôi hình thành sớm và một số cơ quan ở cá ngựa vằn khá giống 

với các động vật có xương sống khác nhưng tốc độ phát triển nhanh hơn: sau 3 ngày 

từ phôi đã phát triển thành ấu thể và nhiều các cơ quan đã hoàn thiện về chức năng, 
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bên cạnh đó phôi cá trong suốt cho phép quan sát được sự ảnh hưởng của hóa chất 

trong quá trình phát triển phô sớm [138].  

Cá ngựa vằn là sinh vật được sử dụng phổ biến ở nhiều phòng thí nghiệm 

trên thế giới từ khá lâu và trình tự hệ gen đã được giải mã đầy đủ. Các phân tích 

trên hệ gen cá ngựa vằn cho thấy có trên 12 nghìn gen tương đồng với hệ gen người 

và khoảng 70% gen của người có ít nhất một gen tương đồng trên cá ngựa vằn 

[131]. 

Có nhiều cấp độ, tiêu chí có thể được thực hiện trong các thử nghiệm trên mô 

hình cá ngựa vằn. Cấp độ đánh giá đơn giản nhất là dựa trên các tác động của hóa 

chất đến hình thái bên ngoài của phôi và ấu thể cá ngựa vằn. Đa số các loại hóa chất 

đều có thể gây độc tùy thuộc vào liều lượng, nồng độ sử dụng. Ở một ngưỡng nào 

đó, tác động của chúng sẽ biểu hiện ra hình thái bên ngoài gây dị tật, quái thai hoặc 

ảnh hưởng đến sức sống của phôi/ấu trùng thí nghiệm. Đích tác động và cũng là tiêu 

chí quan sát để so sánh với đối chứng rất đa dạng: có thể là mắt, vùng tim, vùng 

noãn hoàng, hình dạng trục cơ thể,... Số liệu thu được sẽ được phân tích thống kê để 

xây dựng đường cong thể hiện sự đáp ứng với các nồng độ thí nghiệm và tính một 

số chỉ số độc học như giá trị LC50 (Median lethal concentration) là nồng độ của chất 

thử gây chết 50% tổng số phôi trong lô thí nghiệm hoặc giá trị EC50 (Median 

effective concentration) là nồng độ chất thử gây dị dạng 50% số phôi sống sót 

[137]. 

Nhiều sàng lọc di truyền quy mô lớn đã phát hiện nhiều đột biến gen cá ngựa 

vằn tương đồng với những đột biến gen gây bệnh ở người, từ đó gây ra các dạng 

kiểu hình giống nhau, ví dụ như bệnh lý tế bào của đột biến thoái hóa cơ cá ngựa 

văn biểu hiện tương tự chứng loạn dưỡng cơ ở người. Một trong những đột biến là 

sapie - đột biến mang khiếm khuyết làm suy yếu gen dystrophin ở cá ngựa vằn, cái 

mà tương đồng với gen người khi bị ảnh hưởng trong hội chứng loạn dưỡng cơ 

Duchenne – một dạng thường gặp của hội chứng loạn dưỡng cơ ở người [139]. Khi 

phơi nhiễm với cùng loại hóa chất, các đặc điểm hình thái quan sát được trên phôi 

cá ngựa vằn cũng có nhiều điểm tương đồng với các bệnh trên con người. Ví dụ, 

Ethanol gây hiện tượng cyclopia – hiện tượng hai mắt gần sát nhau trên ấu thể cá 

ngựa vằn khi phơi nhiễm từ giai đoạn phôi vị cũng là một loại kiểu hình được quan 

sát thấy ở các em bé tiếp xúc với nồng độ cồn cao trong thời gian ở trong bụng mẹ 

[140]. Ethanol cũng gây ra các khiếm khuyết thị giác ở ấu thể cá ngựa vằn và sự ảnh 

hưởng tương tự cũng được ghi nhận ở người. Do đó, hình thái phôi cá ngựa vằn 
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phơi nhiễm với hóa chất cũng có thể được sử dụng để dự đoán tác động của hóa 

chất trên cơ thể người. Năm 2009, với mục tiêu đưa ra một sự ủng hộ có tính khoa 

học cho việc thay thế các thử nghiệm độc cấp tính trên cá trưởng thành [137] bằng 

thử nghiệm trên phôi cá, Lammer và cộng sự đã tiến hành thu thập các kết quả các 

nghiên cứu áp dụng mô hình thử nghiệm trên một số loài cá theo hướng dẫn của 

OECD trong đó có cá ngựa vằn đã được công bố trên cơ sở dữ liệu US EPA 

ECOTOX và cơ sở dữ liệu ECETOC. 

Lammer và cộng sự đã dùng độc tố thủy sinh để so sánh với kết quả từ các 

nghiên cứu trên mô hình phôi các loài cá [141]. Kết quả phân tích cho thấy mô hình 

phôi cá ngựa vằn có sự tương đồng cao với mô hình thí nghiệm trên cá ngựa vằn 

trưởng thành nói riêng cũng như với các loài cá nói chung. Điều này cũng chứng tỏ 

rằng phôi cá ngựa vằn là mô hình hiệu quả có thể thay thế cho các phương pháp 

đánh giá sử dụng động vật thí nghiệm. Trong quá trình phát triển phôi được hình 

thành sớm, bắt đầu từ khoảng 30-36h sau thụ tinh thì tim phôi bắt đầu đập những 

nhịp đầu tiên. Sau đó, tim đập dần đều và theo một chu kỳ rõ ràng hơn. Việc phơi 

nhiễm với hóa chất cũng có thể ảnh hưởng đến chức năng của tim, điều đó được 

biểu hiện bởi số nhịp tim trong một phút. Nhịp tim cũng là một trong những tiêu chí 

quan trọng đánh giá ảnh hưởng chức năng tim cũng như các nghiên cứu sàn lọc 

thuốc ở cá ngựa vằn [142]. 

Ngoài chức năng của tim, chức năng của một số cơ quan khác như gan, thận, 

mắt cũng được đánh giá trong quá trình phát triển phôi cá ngựa vằn [143]. Để 

nghiên cứu sự ảnh hưởng đến hệ vận động cũng như ảnh hưởng đến thần kinh, biểu 

hiện hành vi của ấu thể cá khi phơi nhiễm với hóa chất là tiêu chí được lựa chọn. 

Các thử nghiệm chức năng cơ quan, hệ cơ quan có thể cho độ nhạy cao hơn so với 

các đánh giá hình thái thông thường. Những nghiên cứu chuyên sâu hơn được áp 

dụng trên mô hình này là đánh giá mức độ biểu hiện của gen, protein bằng các 

phương pháp RT-PCR, lai tại chỗ. Chuyển gen sử dụng các công cụ hướng đích mới 

như Zinc-finger [144]. CRISPR [145] cũng có thể áp dụng trên mô hình phôi cá 

ngựa vằn để nghiên cứu sự thay đổi di truyền và ung thư. Ngoài ra, việc nghiên cứu 

một số quá trình sinh học như saponsis, lưu thông máu trong mạch, sự hình thành 

xương trên phôi ấu thể cá cũng được nghiên cứu bằng cách nhuộm với các thuốc 

nhuộm đặc hiệu. Mô hình phôi cá ngựa vằn còn được ứng dụng trong việc sàng lọc 

các phân tử nhỏ có hoạt tính sinh học hoặc sàng lọc thuốc [146], [147]. 
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Theo nghiên cứu [148] và cộng sự cho thấy rằng cá ngựa vằn ấu trùng tiếp 

xúc với Pb (có nồng độ trung bình 3 μg/L với tối đa 94 μg/L) có liên quan đến biểu 

hiện sự thay đổi của toàn bộ hồ sơ hành vi nhiều hơn đến các kiểu biểu hiện bị xáo 

trộn về mức độ mRNA của các gen chính liên quan đến chất chống oxy hóa (HO-1, 

Ucp-2 và CoxI), gen proapoptotic (TP53) và gen antiapoptotic (Bcl-2).  

Theo nghiên cứu Kiyun Park và cộng sự [149] ảnh hưởng của độc tính chì 

(Pb) do ứng suất nhiệt gây ra đối với sự chết tế bào apoptotic, phản ứng viêm, bảo 

vệ oxy hóa và quá trình methyl hóa DNA ở phôi cá ngựa vằn (Danio rerio) kết quả 

nghiên cứu đã kiểm tra các tác động tiềm ẩn của việc tiếp xúc với Pb trong điều 

kiện căng thẳng nhiệt (34°C) ở phôi cá ngựa vằn (Danio rerio), ứng suất nhiệt ở 

34°C làm giảm đáng kể tỷ lệ sống sót, mặc dù việc tiếp xúc với Pb ở 26°C làm giảm 

tỷ lệ sống sót của phôi. Các dị tật, chẳng hạn như hình dạng cơ thể cong, đã tăng lên 

khi tiếp xúc với sự kết hợp của Pb và stress nhiệt. Sự kết hợp của Pb và stress nhiệt 

cũng làm giảm nhịp tim [149]. Hơn nữa, phơi nhiễm Pb và nhiệt độ cao gây ra sự 

điều chỉnh tăng của các bản phiên mã SOD, CAT, TNF-α, IL-1β, P53 và BAX, 

đồng thời điều chỉnh giảm các bản phiên mã Dnmt1 và Dnmt3b. Sự ức chế phiên 

mã của các gen liên quan đến quá trình methyl hóa DNA có thể đóng vai trò là yếu 

tố quan trọng góp phần vào khả năng thích ứng biểu sinh bằng cách thay đổi căng 

thẳng kết hợp [149]. 

Theo nghiên cứu Vittoria Curcio và cộng sự [150] nghiên cứu sự thay đổi về 

hình thái và phân tử do chì gây ra trong phôi và ấu trùng của Danio rerio, phôi được 

tiếp xúc với hai nồng độ chì (2,5 và 5 µg/L) từ 6 giờ sau khi thụ tinh và được phân 

tích sau 48, 96 và 144 giờ. Sự bất thường về hình thái phát sinh sau 48 giờ, tỷ lệ và 

cường độ phụ thuộc vào liều lượng và thời gian [150]. Biến dạng cột sống và đuôi 

là những thay đổi được phát hiện thường xuyên nhất là gen SOD và MT [150].  

1.3. Xác định mức độ biểu hiện các gen liên quan đến quá trình apoptosis 

Real time RT-PCR là một kỹ thuật phân tích mức độ biểu hiện gen, dựa trên 

cơ chế PCR (phản ứng chuỗi tự nhân) và sự kết hợp với các phản ứng chuỗi ngược 

(RT - Reverse Transcriptase) để biến đổi RNA thành DNA. Sau đó, mức độ biểu 

hiện của gen cần xác định được đo bằng cách so sánh với một chuẩn độ nội bộ như 

chuẩn độ GAPDH (một loại gen được tìm thấy trong hầu hết các tế bào và được biết 

đến là ổn định trong suốt quá trình biểu hiện gen). 

Chì (Pb2+) là một kim loại nặng độc hại và có khả năng gây ảnh hưởng tiêu 

cực đến cấu trúc mô và chức năng của các tế bào trong cơ thể. Nghiên cứu đã chỉ ra 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Park+K&cauthor_id=32417751
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rằng chì (Pb2+) gây ảnh hưởng đến biểu hiện của một số gen trong cơ thể cá, bao 

gồm GADD45A, GADD45G, SOD1, SOD2 và MT2. 

1.3.1. Gen GADD45A, GADD45G 

Gen GADD45A là thành viên của một nhóm gen GADD45, có mức độ phiên 

mã được tăng lên sau điều kiện stress tăng và điều trị bằng các tác nhân gây tổn hại 

DNA (mutagens). Sự sao chép gây tổn thương DNA của gen này được trung gian 

bởi cơ chế phụ thuộc P53. Protein được mã hóa bởi gen này phản ứng với các căng 

thẳng môi trường bằng cách trung gian kích hoạt con đường P38/JNK thông 

qua MTK1/MEKK4 kinase [151]. Thực tế là sự biểu hiện của gen này là một chỉ số 

về tổn thương DNA đã được dùng làm thử nghiệm in vitro cho tính đột biến, xét 

nghiệm GADD45A-GFP GreenScreen HC. Xét nghiệm này bao gồm một dòng tế 

bào đã được thiết kế sao cho biểu hiện của GADD45A sẽ dẫn đến biểu hiện protein 

huỳnh quang màu xanh lá cây, có thể dễ dàng phát hiện. Để kiểm tra một chất gây 

đột biến, nó được áp dụng cho các tế bào này và đo huỳnh quang [152]. GADD45A 

(Bắt giữ tăng trưởng và tổn thương DNA gây tổn thương Alpha) là một gen mã hóa 

protein. Các bệnh liên quan đến GADD45A bao gồm bệnh tuyến tiền liệt và ung thư 

tuyến tụy. Trong số các con đường liên quan của nó là ung thư nội mạc tử 

cung và phản ứng tổn thương DNA. Một parolog quan trọng của gen này 

là GADD45G [152]. 

Gen GADD45G là thành viên của một nhóm các gen có mức độ phiên mã 

được tăng lên sau các điều kiện bắt giữ tăng trưởng căng thẳng và điều trị bằng các 

tác nhân gây tổn hại DNA. Protein được mã hóa bởi gen này phản ứng với môi 

trường bằng cách trung gian kích hoạt con đường P38/JNK thông qua 

MTK1/MEKK4 kinase. Gen GADD45G được thể hiện cao trong nhau thai [151]. 

GADD45G là một gen mã hóa protein có tên đầy đủ là "Growth Arrest and DNA 

Damage-Inducible Gamma". Các bệnh liên quan đến gen này bao gồm Adenoma 

tuyến yên, ung thư nội mạc tử cung và phản ứng tổn thương DNA. GADD45A là 

một gen có liên quan đến gen GADD45G. GADD45G tham gia vào nhiều quá trình 

khác nhau, bao gồm phát triển tình dục và phát triển não đặc trưng của con người. 

Ngoài ra, gen này còn có vai trò trong ức chế khối u và phản ứng căng thẳng của tế 

bào [153]. GADD45G tương tác với một số protein khác có liên quan đến sửa chữa 

DNA, kiểm soát chu kỳ tế bào, apoptosis và lão hóa [154]. Biểu hiện thấp của 
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GADD45G có liên quan đến nhiều loại ung thư [153]. Gen này đóng một vai trò 

trong quy định chu kỳ tế bào. GADD45G ngăn chặn khả năng kinase của phức hợp 

cyclin b1/Cdk1 theo cách không phá vỡ phức tạp. Nó đóng một vai trò trong sự hoạt 

hóa của S và G2/M trạm kiểm soát. Trong con đường phát triển giới tính nam, 

GADD45G rất cần thiết để kích hoạt SRY, dẫn đến sự hình thành thích hợp 

của tuyến sinh dục và xác định giới tính. Điều này có thể xảy ra thông qua tương tác 

GADD45G với đường dẫn tín hiệu MAPK P38 [153]. Việc xóa một chất tăng 

cường gần với gen GADD45G có liên quan đến sự tăng sinh của các tế bào thần 

kinh, có thể chiếm một phần của sự khác biệt trong sự phát triển thần kinh giữa 

người và các loài khác. GADD45G có liên quan đến sự tăng sinh tế bào biểu 

mô răng. GADD45G được thể hiện trong các nút men, nơi nó điều chỉnh sự biểu 

hiện gen và sự phát triển của tế bào. Gen này điều chỉnh sự tăng sinh tế bào biểu mô 

qua trung gian P21 bằng cách kích hoạt con đường MAPK P38 trong quá trình phát 

triển của răng. Có sự biểu hiện khác biệt tương đồng Xenopus của GADD45G trong 

phát triển phôi. Nó đóng một vai trò lớn trong sự phát triển thần kinh và não 

với GADD45A. GADD45G và GADD45A có liên quan đến tăng trưởng đầu khiếm 

khuyết, và trục ngắn hơn. GADD45G và GADD45A hoạt động dự phòng để kiểm 

soát sự phát triển của tế bào, cho phép các tế bào di chuyển đa năng giúp các tế bào 

phân biệt [155] 

1.3.2. Gen SOD1, SOD2 

Gen SOD1 (superoxide dismutase 1) mã hóa protein bởi gen này gắn với các 

ion đồng và kẽm và là một isozyme để phá vỡ các phân tử oxy tích điện, tiêu diệt 

gốc superoxide tự do. Isozyme được mã hóa là một protein không gian liên màng tế 

bào và ty thể hòa tan, hoạt động như một chất đồng hóa để chuyển đổi các gốc 

superoxide tự nhiên, nhưng có hại thành oxy phân tử và hydro peroxide. Hydrogen 

peroxide sau đó có thể bị phá vỡ bởi một enzyme khác gọi là catalase. SOD1 đã 

được đặt ra để định vị vào màng ngoài ty thể (OMM), nơi các anion superoxide sẽ 

được tạo ra, hoặc không gian giữa các màng tế bào. Các cơ chế chính xác cho bên 

trong tế bào vẫn chưa được biết, nhưng sự kết hợp của nó với màng ngoài ty thể đã 

cho sự liên kết của nó với BCL-2. SOD1 đã chứng minh tính chất chống ung thư 

trong nuôi cấy thần kinh, trong khi SOD1 đột biến đã được quan sát thấy để thúc 

đẩy apoptosis trong ty thể của tủy sống, nhưng không phải trong ty thể của gan, mặc 
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dù nó được biểu hiện như nhau ở cả hai. Hai mô hình đề xuất SOD1 ức chế 

apoptosis bằng cách tương tác với protein BCL-2 hoặc chính ty thể. SOD1 là mấu 

chốt trong việc giải phóng các loại oxy phản ứng (ROS) khi bị stress oxy hóa do 

chấn thương do thiếu máu cục bộ, đặc biệt ở cơ tim là một phần của cơn đau tim. 

Chuột thiếu SOD1 làm giảm khối lượng kích thước cơ bắp, phát triển sớm đục thủy 

tinh thể, thoái hóa điểm vàng, xâm lấn tuyến ức, ung thư tế bào gan và rút ngắn tuổi 

thọ. Nghiên cứu cho thấy rằng mức SOD1 tăng có thể là một dấu ấn sinh học 

cho độc tính kim loại nặng [156]. Cá ngựa vằn trong giai đoạn đầu phát triển, sự 

hiện diện của SOD1 đột biến đã gây ứng chế tế bào thần kinh, kích thích các biểu 

hiện căng thẳng trên nó [157]. Một mô hình di truyền của bệnh xơ cứng teo cơ bên 

trong cá ngựa vằn hiển thị các dấu hiệu kiểu hình của bệnh motoneuron, sự đột biến 

quá mức của SOD1 gây motoneuron tủy sống bị mất, thoái hóa cơ, giảm sức chịu 

đựng, tê liệt một phần và chết sớm, nghiên cứu này có chỉ ra sự biểu hiện quá mức 

của SOD1 ở động vật có xương sống dẫn đến sự phát triển của các bệnh lý phổ biến. 

Ở chuột SOD1 đột biến, quá trình oxy hóa mRNA tăng đã được quan sát trong tế 

bào thần kinh vận động tủy sống [158]. 

Gen SOD2 là một thành viên của họ superoxide mangutase. Nó mã hóa một 

protein ty thể tạo thành một homotetramer và liên kết một ion mangan trên mỗi tiểu 

đơn vị. Protein này liên kết với các sản phẩm phụ superoxide của quá trình 

phosphoryl oxy hóa và chuyển đổi chúng thành hydro peroxide và oxy diatomic. 

SOD2 phá hủy các gốc anion superoxide thường được sản xuất trong các tế bào và 

gây độc cho hệ thống sinh học. Đột biến trong gen này liên quan đến nhiều bệnh 

như cơ tim vô căn (IDC), lão hóa sớm, bệnh thần kinh và ung thư. Gen này có nhiều 

biến thể phiên mã đã được xác định trên nhiễm sắc thể. Superoxide disutase là một 

loại enzyme giúp biến đổi gốc superoxide thành oxy thông thường hoặc hydro 

peroxide. Superoxide được tạo ra như một sản phẩm phụ trong quá trình chuyển hóa 

oxy và nếu không được điều tiết sẽ gây tổn thương tế bào, SOD2 có vai trò quan 

trọng trong việc bảo vệ chống lại stress oxy hóa, bức xạ ion hóa và các cytokine gây 

viêm. Nó được tìm thấy trong ty thể và giúp loại bỏ các gốc tự do được tạo ra bằng 

cách biến đổi superoxide thành hydro peroxide và oxy ít độc hơn, bảo vệ tế bào 

khỏi sự chết và các phản ứng oxy hóa. Chuột thiếu SOD2 chết ngay sau khi sinh 

giữa lúc bị stress oxy hóa lớn, tuy nhiên chuột thiếu 50% SOD2 có tuổi thọ bình 
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thường và các khuyết tật tối thiểu nhưng tổn thương DNA tăng và tỷ lệ mắc ung thư 

tăng [159], [160]. Ở chuột, việc sản xuất quá mức SOD2 đã được chứng minh 

là tăng 20% tuổi thọ. Superoxide có một vài chức năng rất tích cực trong cơ thể: xóa 

nhiễm trùng, giao tiếp tế bào, tạo ra ty thể mới và tiêu diệt khối u [160]. 

1.3.3. MT2 

Gen MT2 là một thành viên của họ gen metallicothionein. Protein được mã 

hóa bởi họ gen này có trọng lượng phân tử thấp, giàu cystein, thiếu dư lượng thơm 

và liên kết các ion kim loại nặng hóa trị hai, làm thay đổi nồng độ nội bào của các 

kim loại nặng trong tế bào. Những protein này hoạt động như chất chống oxy hóa, 

bảo vệ chống lại các gốc tự do hydroxyl, rất quan trọng trong việc kiểm soát cân 

bằng nội môi của kim loại trong tế bào và đóng vai trò giải độc kim loại 

nặng. Protein được mã hóa tương tác với protein được mã hóa bởi homeobox chứa 

1 gen trong một số loại tế bào, kiểm soát nồng độ kẽm nội bào, ảnh hưởng đến con 

đường apoptotic và autophagy. Một số đa hình trong gen này có liên quan đến tăng 

nguy cơ ung thư [161]. MT2A (Metallothionein 2A) là một gen mã hóa protein. Các 

bệnh liên quan đến MT2A bao gồm Pthirus Pubis Infestation và chấy rận. Trong số 

các con đường liên quan của nó là tín hiệu Interferon gamma và tín hiệu Cytokine 

trong hệ thống miễn dịch. Một parolog quan trọng của gen này là M/1G. 

Metallothionein có hàm lượng cysteine cao liên kết các kim loại nặng khác 

nhau; những protein này được phiên mã bởi cả kim loại nặng và glucocorticoids 

[162]. 

1.4. Lý do chọn đề tài 

Các nghiên cứu về tác động của độc chất trong môi trường hiện nay trên thế 

giới và tại Việt Nam đã có nhiều công trình nghiên cứu nhưng chưa có nghiên cứu 

nào hệ thống đầy đủ về ảnh hưởng của chì đến hình thái, nhịp tim, mức độ phân tử 

đến cá ngựa vằn, tích tụ chì trong nội quang, cơ và xương ở các nồng độ 0,1, 1, 10, 

20, 100µg/L và lô đối chứng nước không nhiễm chì (Pb2+). 

Việc nghiên cứu tác động của các chất độc nói chung, chì (Pb2+) nói riêng đến 

sinh vật thủy sinh cần chọn đối tượng mô hình dễ nghiên cứu, tiết kiệm chi phí, thời 

gian ngắn, mang các đặc điểm gần giống con người, đặc biệt là giai đoạn phát triển 

phôi thai là rất cần thiết để hiểu biết sâu về cơ chế tác động, mức độ nguy hại cũng 

như đưa ra khuyến cáo nhằm xây dựng các văn bản pháp qui về bảo vệ môi trường 

và sức khỏe con người trong điều kiện thực tế tại Việt Nam là vô cùng cấp thiết. 
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Với những lý do trên, tác giả đã tiến hành thực hiện đề tài “Nghiên cứu sự ảnh 

hưởng chì (Pb) đối với quá trình phát triển của cá ngựa vằn (Danio rerio)”, mô hình 

nghiên cứu này nhận được sự quan tâm từ các nhà khoa học trên thế giới trong 

nhiều lĩnh vực như: khoa học môi trường, dược học, hóa sinh học, y tế, nông 

nghiệp, khoa học vật liệu. Số lượng các công trình nghiên cứu khoa học sử dụng 

phôi cá ngựa vằn đã tăng qua các năm cũng minh chứng cho điều này. 
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CHƯƠNG II. ĐỊA ĐIỂM, THỜI GIAN,  PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1. Địa điểm: 

Phòng Công nghệ Sinh học động vật – Viện Sinh học nhiệt đới 

2.2. Thời gian :  

Tháng 1/2018 đến tháng 1/2021. Tác giả tiến hành chọn lựa con giống, tiến 

hành nuôi và cảm ứng các nồng độ ô nhiễm: 

2.3. Đối tượng nghiên cứu 

2.3.1. Cá 

Cá ngựa vằn (Danio rerio) (được định danh theo phụ lục 1), trong giai đoạn 

trưởng thành có chiều dài 3,62 ± 0,04 cm và 1,00 ± 0,48 g trọng lượng. Cá đực có 

xu hướng màu hồng hoặc vàng nhạt trong khi cá cái có màu xanh và trắng nhiều 

hơn. Kiểm tra hình dáng cơ thể cá: cá đực thường thân mình mỏng hơn trong khi cá 

cái có thân mình dày hơn. Cá được nuôi trong bể có đường kính 30 cm được trải bi 

thủy tinh làm giá đỡ cho trứng bám. Đổ nước ngập 2/3 bể, trong đó có cho rong 

giúp cung cấp động vật phiêu sinh làm thức ăn cho cá.  

Trong quá trình phát triển phôi cá ngựa vằn được phân chia ở các giai 

đoạn khác nhau (Phôi cá ngựa vằn ở giai đoạn phôi nang (sau 3h thụ tinh – 3hour 

post fertilization - hpf), phôi vị (5hpf), giai đoạn phân đốt (10 - 24hpf) và giai đoạn 

hình thành hầu họng (24 - 48hpf) có sức sống tốt, được sử dụng cho quá trình thí 

nghiệm. 

- Ấu trùng cá sau 144h 

- Các cơ quan trong cơ thể cá con thí nghiệm sau 3 tháng 

Theo dõi đặc điểm sinh sản: 

Cá ngựa vằn thụ tinh ngoài  

Sau giai đoạn bắt cặp ngắn, cá cái sẽ đẻ trứng và cá đực tưới tinh trùng lên 

trứng. Khoảng 12 phút sau thụ tinh, màng đệm ngấm nước căng hoàn toàn, lúc này 

đường kính của trứng có thể tăng lên tới 1mm (đường kính khoảng 0,5 – 0,6mm 

trước khi được thụ tinh). Phôi phát triển toàn diện trong 96h ở nhiệt độ nước 26oC.  

Các giai đoạn phát triển của phôi cá ngựa vằn là công cụ cung cấp chính xác 

cho việc nghiên cứu sự phát triển. Bởi vì những phôi khác nhau sẽ phát triển theo 

những tỷ lệ khác nhau. 
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2.3.2. Giai đoạn Blastula – khoảng 3hpf 

Phôi giai đoạn blastula đĩa phôi có dạng quả bóng, phôi đạt trên 128 tế bào. Có 

những quá trình quan trọng xảy ra trong suốt giai đoạn blastula , phôi đi vào giai 

đoạn chuyển giao blastula giữa, các tế bào trong phôi bì tạo thành 3 lớp phân biệt. 

Lớp đầu tiên (hình thành trong lần phân cắt thứ 9 và 10) được gọi là lớp hợp bào 

noãn hoàng (yolk syncytial layer – YSL). Quá trình bao phủ bắt đầu xảy ra vào giai 

đoạn blastula muộn và diễn ra trong suốt giai đoạn gastrula [138]. 

Giai đoạn blastula là giai đoạn các gen của phôi được kích hoạt (trước đó các 

gen bị kiểm soát thông qua các tín hiệu được tích trữ trong trứng trong suốt giai 

đoạn hình thành trứng) (mRNA từ mẹ). Sự kích hoạt bộ gen của phôi được gọi là 

giai đoạn blastula giữa và bắt đầu lần phân chia tế bào thứ 10. 

 

Hình 2.1. Phôi cá ngựa vằn giai đoạn blastula 

A - Blastula sớm; B - Blastula giữa; C - Blastula muộn 

2.3.3. Giai đoạn Gastrula – khoảng 5hpf 

Giai đoạn gastrula bắt đầu khi phôi bì trải rộng được khoảng một nửa noãn 

hoàng (bao phủ 50%). Các tế bào ở rìa phôi bì bắt đầu hướng vào trong và trải rộng 

trên đỉnh YSL, quá trình này được gọi là sự thoái triển. Quá trình này tạo hai lớp 

bên trong các tế bào, lớp ngoại phôi bì ở trên và lớp nội bì ở dưới. Lớp ngoại phôi 

bì tạo thành ngoại bì (lớp mầm tạo biểu bì của da và hệ thần kinh), lớp nội bì tạo 

thành trung phôi bì (lớp mầm tạo cơ, xương, và hệ tuần hoàn, thận, hệ sinh sản và 

tuyến sinh dục) và nội bì (lớp mầm tạo hệ tiêu hóa và ruột) [138]. 

2.3.4. Quá trình hình thành cơ quan   

Sự hình thành cơ quan diễn ra nhanh, hầu hết những kết cấu cơ quan thô sơ 

được hình thành trong 24h phát triển. Ở phôi gà, sau 24h mới chỉ hình thành được 

hệ thần kinh và 4 cặp đốt sống, nhưng đối với phôi cá ngựa vằn đã hình thành được 

đầy đủ 30 cặp đốt sống, tim đập và tạo sắc tố ở mắt và da. 
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Đốt sống: Cặp đốt sống đầu tiên tạo thành sau 10h phát triển, và từ đó sau mỗi 

nửa giờ sẽ h́ình thành thêm một cặp mới. Điều này có nghĩa là trong vòng vài giờ, ta 

có thể quan sát một vài cặp đốt sống. 

 

 

Hình 2.2.  Các cơ quan trong cơ thể cá ngựa vằn 

Ống thần kinh: Cũng giống như đốt sống, hệ thần kinh cũng được tạo thành. 

Đĩa thần kinh xuất hiện trong 10h cũng giống như cặp đốt sống đầu tiên (giai đoạn 

chồi). Sau đó đĩa thần kinh gấp lại vào trong tạo thành sống thần kinh (13h), và sau 

đó là đường thần kinh (16h). Đường thần kinh tạo lỗ để hình thành nên ống thần 

kinh lõm (bắt đầu lúc 18h, khi phôi đạt 18 đốt sống). Vùng não vào lúc này có thể 

bắt đầu được xác định là những chỗ sưng phồng phân biệt gọi là đốt thần kinh 

(neuromere). Khi đạt 18h, có thể có 10 đốt thần kinh theo thứ tự từ trước tới sau, 3 

đốt đầu tiên tương ứng với não cùng, não trung gian, não giữa và 7 đốt cuối cùng 

tương ứng với não sau.  

Vòm hầu họng: Sau 24h, phôi bắt đầu phản ứng với sự đụng chạm và sự tạo 

thành sắc tố trở nên rõ rệt. Trong vùng hầu họng, hàm và nắp mang được tạo thành 

từ hai vòm hầu họng đầu tiên và các vòm họng sau đó cũng được hình thành rõ rệt 

(cũng được gọi là vòm mang tạo thành mang).  

Đường viền bên: Hệ thống đường viền bên gồm một loạt các đường ống chứa 

cấu trúc cảm ứng gọi là khối thần kinh giác quan (neuromast), để phát hiện những 

chuyển động chậm trong nước và do đó sẽ thông tin cho cá về đối thủ trong phạm vi 

gần. Khi đạt giai đoạn 18 đốt sống, nó bắt đầu di chuyển trong biểu bì, di chuyển 

giữa hai đốt sống sau mỗi giờ và tới đuôi khi được 40h.  

Nở: Phôi thoát nang trong vòng 48–72h. Trong suốt quá trình thoát nang, phôi 

tiếp tục tăng trưởng theo cùng tỷ lệ với các giai đoạn trước. Quá trình hình thành 
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hình thái của nhiều cơ quan đã khá hoàn thiện và chậm hơn đáng kể ngoại trừ ruột 

và các cơ quan có liên quan. Vây ngực, hàm và mang dễ dàng quan sát bằng mắt 

thường [138]. 

2.3.5. Giai đoạn ấu trùng sớm  

Vào ngày thứ 3 sau khi nở, ấu trùng cá ngựa vằn hoàn thiện hầu hết quá trình 

phát sinh hình thái và tiếp tục tăng trưởng nhanh. Những thay đổi xảy ra trong suốt 

ngày kế tiếp (bong bóng căng phồng, miệng tiếp tục kéo dài). Trong khi các dải sắc 

tố sáng dần và kéo dài, noãn hoàng ở bụng cũng kéo dài ra. Các ống ruột tập trung 

nhiều ở bụng và có thể quan sát được dễ dàng. Khác với giai đoạn phôi, ấu trùng 

giai đoạn sớm bắt đầu bơi một cách linh hoạt và cử động hàm, vây ngực và mắt. 

Những phát triển này giúp cá đáp ứng trốn thoát kẻ thù, hô hấp và tìm thức ăn 

[138]. 

2.3.6. Giai đoạn trưởng thành 

 

Hình 2.3. Miệng phát triển và bắt đầu hình thành sắc tố 

Cá trong giai đoạn trưởng thành có chiều dài 3,62 ± 0,04 cm và 1,00 ± 0,48 g 

trọng lượng. 

Thu nhận phôi cá ngựa vằn: Chu kì chiếu sáng cho cá ngựa vằn là 14h chiếu 

sáng và 10h trong tối. Cá được ghép theo tỷ lệ đực:cái là 1:2 trong bể nuôi có vách 

ngăn để tách tiêng cá đực và cá cái. Phôi sẽ được thu sau khi đèn được bật sáng 30 

phút. Phôi cá được thu và nuôi trong dung dịch Hank. 

Cá tiếp xúc với nước và các kim loại do dòng chảy liên tục của nước qua 

mang và thông qua các nguồn thực phẩm. Kim loại tích tụ trong các mô khác nhau 

theo mô hình khác nhau của các yếu tố tích tụ sinh học. Cơ chế tích tụ sinh học của 

kim loại nặng trong cá bao gồm các quá trình khác nhau. Một mô hình sinh học đơn 
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giản bao gồm tất cả các quá trình có khả năng dẫn đến tích tụ sinh học trong kim 

loại, được định lượng bởi Wang và Rainbow (2008) [163]. Do đó, sự tích tụ sinh 

học trong một cơ thể được kiểm soát bởi sự cân bằng giữa sự hấp thụ và loại bỏ. 

DCt/dt = Ku x Cw + AE x IR x Cf – (Ke + g) x Ct  

Trong đó: 

- Ct là nồng độ kim loại trong động vật ở thời điểm t 

- Ku là tỷ lệ hấp thụ liên tục từ pha hòa tan (Lg -1 ngày -1)  

- Cw là nồng độ kim loại trong pha hòa tan (µg L -1) 

- AE là hiệu quả thu thập kim loại nặng từ pha chế độ ăn kiêng 

- IR là tỷ lệ ăn uống đặc hiệu của trọng lượng (gg-1 ngày -1) 

- Cf là nồng độ kim loại trong giai đoạn chế độ ăn uống (µgg -1) 

- Ke là hằng số dòng chảy nước thải (ngày -1) 

- g là hằng số tốc độ tăng trưởng của con vật (ngày -1) 

2.3.7 Kim loại 

Gây ô nhiễm nước đối với kim loại chì ở dạng muối Pb (NO3)2 được mua từ 

Công ty TNHH Hóa Chất Long Hải.  

2.3.8 Phạm vi nghiên cứu 

Về không gian: 

• Đánh giá ảnh hưởng nồng độ chì lên sự phát triển của phôi cá bằng phương 

pháp phối cá, thu nhận, phát triển hình thái. 

• Xác định hàm lượng tích tụ chì trong cơ quan phát triển cá ngựa vằn 

• Phương pháp đánh sự thay đổi biểu hiện các gen đáp ứng với kim loại và các 

gen kiểm soát tổn thương DNA. 

• Xác định ảnh hưởng kim loại chì lên cấu trúc ruột và buồng trứng. 

Về thời gian: từ tháng 01/2018 đến 01/2021 

2.4. Phương pháp nghiên cứu 

2.4.1. Quy trình nghiên cứu 

Nội dung nghiên cứu được trình bày trên sơ đồ Hình 2.4, Hình 2.5. 
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Hình 2.4. Sơ đồ quy trình nghiên cứu ảnh hưởng đến giai đoạn phôi, ấu trùng và 

đánh giá sai lệch cấu trúc gen trong quá trình hấp thụ 

  

Cá đực Cá cái 

Phôi  

ĐC 0,1µg/L 

 
1µg/L 

 
10µg/L 

 
20µg/L 

 
100µg/L 

 

Đánh giá ảnh hưởng của nồng 

độ chì lên các giai đoạn phôi 

và ấu trùng 

Đánh giá sai lệch cấu trúc 

gen trong quá trình hấp 

thụ chì 

Phối (2 cá cái và 1 cá 

đực) 

Cảm ứng chì 

Ảnh 

hưởng 

của chì 

đến 

hình 

thái của 

phôi và 

ấu 

trùng 

Ảnh 

hưởng 

của chì 

đến nhịp 

tim ấu 

trùng cá  

Ảnh 

hưởng 

của chì 

đến tỷ 

lệ sống 

của 

phôi và 

ấu 

trùng 

Giai 

đoạn 

thoát 

nang 

Giai 

đoạn 

tiêu 

noãn 

hoàng 



50 

 

 

 

Hình 2.5. Sơ đồ xác định hàm lượng tích tụ ion chì trong một số cơ quan cá ngựa 

vằn và ảnh hưởng đến cấu trúc mô 

  

Cá đực Cá cái 

Phôi  

ĐC 0,1µg/L 

 
1µg/L 

 
10µg/L 

 
20µg/L 

 
100µg/L 

 

Xác địn hàm lượng tích tụ  

chì (Pb2+)  

Đánh giá ảnh hưởng của 

chì (Pb2+) lên cấu trúc mô 

ruột và mô buồng trứng 

Phối (2 cá cái và 1 cá 

đực) 

Cảm ứng chì 

Cơ và 

xương  
Nội 

quang  
Mô 

ruột 

Buồng 

trứng 
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2.4.2. Thiết kế thí nghiệm độc tính 

Môi trường đối chứng: nước không nhiễm chì (Pb2+) 

Môi trường khảo nghiệm: nước không nhiễm chì pha với chì (Pb2+) ở các 

nồng độ 0,1µg/L, 1µg/L, 10µg/L, 20µg/L, 100µg/L.  

Môi trường nước đối chứng và các nồng độ chì (Pb2+) luôn duy trì pH= 6.5-

7.5, nhiệt độ 28- 32oC. 

Mỗi thí nghiệm lặp lại 3 lần (n=3). 

2.4.3. Phương pháp nuôi cá 

Đối chứng 

   

Nồng độ ô nhiễm 0,1µg/L 

 

   

Nồng độ ô nhiễm 1µg/L 

 

   

Nồng độ ô nhiễm 10µg/L 

 

   

Nồng độ ô nhiễm 20µg/L 

 

   

Nồng độ ô nhiễm 100µg/L 

 

   

Hình 2.6. Sơ đồ bố trí thí nghiệm (n=3) 

Cá ngựa vằn được nuôi trong bể thủy tinh, có đường kính 30cm, số lượng cá 

nuôi 50 con, theo tỷ lệ 2 cái : 1 đực, Chọn cá trưởng thành có chiều dài 3,62 ± 0,04 

cm và 1,00 ± 0,48 g trọng lượng, hình thái đồng đều nhau. Cá được nuôi trong bể có 

sục khí để đảm bảo lượng oxy hòa tan 6.5 ± 0.7mg/L, pH= 6.5 – 7.5, nhiệt độ 28 – 

32OC, thức ăn của cá là rong và sinh vật phù du. 

ĐC ĐC ĐC 

0,1L1 0,1L2 0,1L3 

1L1 1L2 1L3 

10L1 10L2 10L3 

20L1 20L2 20L3 

100L1 100L2 100L3 
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Cá ở lô đối chứng là cá được nuôi trong bể nước không có nồng độ chì 

(Pb2+). 

Độ lặp lại của từng thí nghiệm là 3 (n=3)  

2.4.4. Xác định ảnh hưởng của chì (Pb2+) lên tỷ lệ phát triển phôi cá ở các giai 

đoạn khác nhau 

Đếm số phôi nở sống trong tổng số phôi, quan sát một số bất thường của 

phôi và xác định số phôi nở, tìm ra tỷ lệ % phôi sống ở các nồng độ khác nhau, mỗi 

nồng độ thí nghiệm sử dụng 50 phôi cá ngựa vằn ở giai đoạn 1-2 tế bào, quan sát 

hình thái, sức sống và theo dõi tỷ lệ sống chết của phôi sau mỗi giai đoạn phân chia 

dưới kính hiển vi, mỗi thí nghiệm được lặp lại 3 lần. Phôi sống là phôi khỏe mạnh 

và có khả năng phát triển ở các giai đoạn tiếp theo, không dị tật, không chết. 

2.4.5. Xác định ảnh hưởng của chì (Pb2+) lên nhịp tim phôi cá ở các giai đoạn 

khác nhau 

Xác định nhịp tim ở các nồng độ khác nhau, mỗi nồng độ thí nghiệm sử dụng 

50 phôi cá ngựa vằn ở giai đoạn 48h và 72h. Phôi cá được hút bằng ống hút nhựa 

mềm với đường kính 3 mm. Sau đó, cho vào đĩa petri đường kính 60 mm có chứa 

môi trường tương ứng để ấu trùng có thể sống được. Đưa mẫu lên kính hiển vi đảo 

ngược, đặt dưới vật kính X10, sử dụng máy ảnh Canon quay phim nhịp tim ấu trùng 

trong 1 phút, mỗi thí nghiệm lặp lại 3 lần. Phôi sống là phôi khỏe mạnh và có khả 

năng phát triển ở các giai đoạn tiếp theo, không dị tật, không chết.  

2.4.6. Xác định hàm lượng tích tụ chì (Pb2+) trong cơ quan phát triển của cá 

Sử dụng 50 phôi cá sẽ được nuôi trong môi trường đối chứng, môi trường có 

chứa các nồng độ Pb2+, phôi cá được nuôi đến giai đoạn trưởng thành (3 tháng tuổi) 

và tiến hành thu cá. 

Phôi cá được thu và nuôi trong dung dịch Hank (0,137M NaCl, 5,4mM KCl, 

0,25mM Na2HPO4, 0,44mM KH2PO4, 1,3mM CaCl2, 1,0mM MgSO4, 4,2mM 

NaHCO3). Môi trường thu được giữ ở 40C cho đến khi phân tích. 

Mỗi nồng độ thí nghiệm sử dụng 50 cá ngựa vằn trưởng thành được nhiễm 

độc chì (Pb2+) cho phân tích. 
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Chỉ tiêu đánh giá: Hàm lượng chì (Pb2+) tồn dư trong cơ thể cá theo tiêu 

chuẩn quốc gia TCVN 10643:2014 (AOAC 999.11) – về thực phảm - xác định hàm 

lượng chì, cadimi, đồng, sắt, kém – phương pháp đo phổ hấp thụ nguyên tử sau khi 

tro hóa khô. 

Sử dụng phương pháp đo quang phổ hấp thụ nguyên tử sau khi tro hóa khô 

để xác định tích tụ chì trong cá ngựa vằn:  

1. Các mẫu thử được sấy khô và sau đó tro hóa ở nhiệt độ 4500C, trong 

điều kiện nhiệt độ tăng dần tăng dần (≤50°C/h). HCl 6M được thêm vào và làm 

bay hơi dung dịch đến khô. Phần cặn được hòa tan trong HNO3 0,1M và chất phân 

tích được xác định bằng ngọn lửa và quy trình graphit. 

2. Máy đo quang phổ hấp thụ nguyên tử.  

Có đèn đốt không khí–axetylen hoặc đèn đốt nitơ ôxit–axêtylen cho ngọn 

lửa và lò nung graphit để xác định nhiệt điện, với hiệu chỉnh nền (src: 0.11; 

RSDRe: 20; rg:0.31). 

Catốt rỗng hoặc đèn phóng điện không điện cực cho tất cả các nguyên tố 

được xác định. 

Lò đốt lập trình ở 450 ± 25°C.  

Tấm gia nhiệt. Có điều khiển gia nhiệt, để gia nhiệt lên đến khoảng 300°C.  

3. Thuốc thử: 

HCl: 6M (Pha loãng 500mL HCl (37% w/w) với H2O thành 1 lít. 

HNO3: 0.1M (Pha loãng 7mL HNO3 (65% w/w) với H2O thành 1 lít. 

4. Dung dịch chuẩn chì: 1mg/ml. Hòa tan 1.000g Pb trong 7ml HNO3 

trong bình định mức 1 lít. Pha loãng thể tích bằng H2O.  

5. Quy trình: 

Đồng nhất sản phẩm nếu cần, sử dụng thiết bị không gây nhiễm bẩn. Kiểm 

tra xem kim loại có bị rò rỉ không nếu thiết bị phụ trợ bao gồm các bộ phận bằng 

kim loại. 

Trong chén nung, cân 10-20 g phần mẫu thử chính xác đến 0,01 g. Làm khô 

trong tủ sấy, trên nồi cách thủy hoặc bếp điện ở nhiệt độ 100°C, nếu có nguy cơ sôi 

mạnh trong bước tro hóa.  Đặt đĩa vào lò nung ở nhiệt độ ban đầu không cao hơn 

100°C. Tăng nhiệt độ với tốc độ tối đa 50°C/h đến 450°C. Để yên đĩa trong ít nhất 

8h hoặc qua đêm. 
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Đặt chén nung có phần mẫu thử được đậy bằng nắp thủy tinh lên đĩa gốm 

và để không khí tinh khiết đi qua một ống thủy tinh quét qua sản phẩm. Đặt đèn IR 

xuống ở nắp. Tro trước mẫu sản phẩm bằng cách tăng nhiệt độ từ từ với đèn hồng 

ngoại bằng cách tăng dần nhiệt độ trên tấm gia nhiệt đến tối đa. Nhiệt độ cuối cùng 

trên tấm gốm khi đó nên vào khoảng 300°C. Thời gian cần thiết để tro hóa sơ bộ 

khác nhau tùy theo sản phẩm. Đặt chén nung vào lò múp ở 200-250°C và từ từ 

tăng nhiệt độ lên 450°C với tốc độ không quá 50°C/h. 

Để yên ít nhất 8h hoặc qua đêm. Lấy chén nung ra khỏi lò và để nguội. Làm 

ướt tro với 1-3mL nước và làm bay hơi trên nồi cách thủy hoặc bếp điện. Đặt chén 

nung trở lại lò nung ở nhiệt độ không quá 200°C và tăng nhiệt độ (50-100°C/h) lên 

450°C. Tiến hành tro hóa ở 450°C trong 1-2h hoặc lâu hơn. Lặp lại quy trình cho 

đến khi sản phẩm được tro hóa hoàn toàn, nghĩa là tro phải có màu trắng/xám hoặc 

hơi ngả màu. Số lần lặp lại cần thiết khác nhau tùy thuộc vào loại sản phẩm. Thêm 

5 mL HCl 6M, C(b), vào chén nung để đảm bảo rằng tất cả tro tiếp xúc với axit. 

Làm bay hơi axit trên nồi cách thủy hoặc bếp điện. Hòa tan cặn trong 10,0–

30,0 mL, chính xác đến 0,1 mL, HNO3 0,1M, C(d). Xoay chén cẩn thận để tất cả 

tro tiếp xúc với axit. Đậy mặt kính đồng hồ và để yên trong 1-2h. 

6. Phép đo quang phổ hấp thụ nguyên tử: Bước sóng: λ=283.3 

7. Tính toán và đánh giá kết quả 

Giới hạn phát hiện: DL = 3 x độ lệnh chuẩn của giá trị trung bình của phép 

xác định mẫu 

Tính nồng độ C của kim loại trong mẫu công thức: 

𝑐 =
(𝑎 − 𝑏)𝑉2

𝑚
 

c: nồng độ mẫu thử (mg/kg) 

a: nồng độ dung dịch thử (mg/l) 

b: nồng độ trung bình của dung dịch mẫu (mg/l) 

v: thể tích dung dịch mẫu thử (ml) 

m: khối lượng của phần mẫu thử 

So sánh hàm lượng chì trong cá ở các nồng độ khác nhau từ đó xác định được khả 

năng chuyển hóa của Pb2+ trong cơ thể cá ngựa vằn 
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2.4.7. Xác định ảnh hưởng của chì (Pb2+) lên cấu trúc mô ruột và mô buồng 

trứng 

Để đánh giá ảnh hưởng chì (Pb2+) lên cấu trúc mô ruột và mô buồng trứng 

của cá ngựa vằn, cá sẽ được nuôi trong môi trường có chứa nồng độ Pb2+ từ giai 

đoạn phôi đến 90 ngày tuổi. Sau đó thu nhận cá, gây tê cá bằng Lidocain 2%, mổ cá 

để lẩy các mẫu ruột và buồng trứng, mỗi thí nghiệm lặp lại 3 lần.  

 

Hình 2.7. Mổ cá thu nhận mẫu ruột và buồng trứng để cắt lớp mô 

Sử dụng phương pháp nhuộm hematoxylin- eosin (HE) [164]. Đây là phương 

pháp nhuộm hai màu liên tiếp. Nhuộm nhân theo nguyên tắc tăng dần, nhuộm bào 

tương theo nguyên tắc giảm dần. 

Phẩm nhuộm: pha phẩm nhuộm theo cách thức dưới đây: 

- Hematoxylin Harris: 

+ Hematoxylin (tinh thể) 1g 

+ Cồn (etanol) tuyệt đối 10mL 

+ Alun (ammonium hay potassium) 20g 

+ Nước cất 200mL 

+ Oxit thuỷ ngân (đỏ) 0,5g 

- Tiến hành pha: 

+ Hoà tan hematoxylin trong cồn. 

+ Hoà tan alun trong nước cất nóng. Đưa ra khỏi lửa và trộn hai dung dịch với 

nhau. 
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+ Đun sôi hỗn hợp, kéo bình đun ra khỏi lửa và thêm vào dần oxit thuỷ ngân. 

+ Đun nóng lại, khi hỗn hợp có màu tím sẫm, tắt lửa và nhúng ngay bình đun 

vào nước lạnh. 

+ Khi bình đun lạnh hẳn, thêm 2ml acid acetic lạnh để làm tăng tính nhuộm 

nhân. 

+ Eosine Y: ở Việt Nam thường pha dung dịch 0,5% trong cồn 950. 

- L.G. Koss pha theo công thức: 

+ Eosine Y (CI. No 45830) 16g hoặc 1g 

+ Dichromat kali 8g hoặc 0,5g 

+ Acid picric (nước bão hoà) 160mL hoặc 10mL 

+ Cồn etanol 95o 160mL hoặc 10mL 

+ Nước cất 1280mL hoặc 80mL 

+ Hoà tan eosin và dichromat kali vào nước cất, đun nóng nếu cần, sau đó thêm 

dung dịch acid picric, cồn. 

Mẫu cá đưa ngay vào dung dịch cố định (formol đệm trung tính 10%) với tỷ 

lệ thể tích dung dịch cố định nhiều gấp 20-30 lần thể tích mẫu. Thời gian cố định từ 

2-24h tuỳ theo mẫu bệnh phẩm to hay nhỏ. 

Sau khi cố định, bệnh phẩm được thực hiện qua các khâu kỹ thuật sau: 

- Chuyển bệnh phẩm. 

- Vùi parafin. 

- Đúc khối parafin 

- Cắt và dán mảnh cắt. 

- Nhuộm: các bước thực hiện như sau: 

+ Tẩy parafin trong 3 bể toluen (hoặc xylen), mỗi bể 5 phút 

+ Qua 4 bể cồn: 100º - 95º - 80º - 70º, mỗi bể nhúng 15 lần 

+ Rửa nước cất: nhúng 15 lần 

+ Nhuộm nhân bằng Hematoxylin Harris: 3-5 phút hoặc lâu hơn 

+ Rửa nước chảy: 5-10 phút 

+ Kiểm tra màu của nhân qua kính hiển vi, nếu đậm, tẩy nhẹ bằng cồn-acid 
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+ Rửa nước chảy: 1 phút 

+ Nhuộm Eosin 1%: 1-2 phút 

+ Rửa nước chảy: 1 phút 

+ Biệt hoá trong 2 bể cồn 95º - 100º, mỗi bể 15 lần nhúng 

+ Qua 3 bể toluen, bể I và II nhúng 15 lần, bể III: 5-10 phút 

+ Gắn lá kính 

Tiến hành quan sát và đọc dưới kính hiển vi. 

2.4.8. Phương pháp tách chiết RNA 

Phôi sau khi thụ tinh, lựa chọn phôi không dị tật, đồng đều về hình thái, cho 

100 phôi vào mỗi bể thủy tinh có chứa các nồng độ thí nghiệm khác nhau. Phôi 

được nuôi đến giai đoạn 24h bắt đầu thu 40 phôi, 60 phôi còn lại trong lô thí 

nghiệm được nuôi đến giai đoạn 168h tiến hành thu cá. Mẫu được thu tiến hành RT-

PCR. (Chọn những cá thể không dị tật về hình thái, cá được thu và bảo quản mẫu 

mô trong dung dịch cồn 70 độ, tủ âm 40 độ). 

Mẫu mô được ly giải bằng 250µL dung dịch ly giải RLT và được vortex 

trong 30 giây, 350µl Ethanol 70 % được cho vào eppendorf chứa mẫu và dung dịch 

được huyền phù hoá. Toàn bộ 700µL mẫu trên được chuyển vào cột RNeasy và đặt 

cột vào eppendorf 2 ml. Mẫu được ly tâm 11.000 vòng/phút, trong 1 phút 30 giây ở 

4oC. Dịch ly tâm được loại bỏ và 700µL dung dịch RW1 được cho vào cột RNeasy. 

Mẫu được ly tâm 11.000 vòng/phút, trong 1 phút ở 4oC. Dịch ly tâm được loại bỏ và 

500µL dung dịch RPE được cho vào cột RNeasy. Mẫu được ly tâm 11.000 

vòng/phút, trong 1 phút 30 giây ở 4oC. Cột RNeasy đuợc chuyển sang eppendorf 

mới. 50µL nước không chứa RNase được chuyển vào cột RNeasy. Mẫu được ly tâm 

11.000 vòng/phút, trong 1 phút 30 giây ở 4oC. Cột RNeasy được loại bỏ, mẫu RNA 

tổng được bảo quản ở -80oC. 

Real-time RT-PCR 

Sự biểu hiện gen được định lượng bằng phương pháp Real-time qRT-PCR 

với kit PCRBIO 1-Step RT-PCR Kit (PCR Biosystems). Chu trình nhiệt của phản 

ứng được thực hiện như sau: 45oC trong 10 phút, 95oC trong 2 phút, 40 chu kì gồm: 

95oC trong 10 giây, 58oC trong 15 giây, 62oC trong 15 giây. Quá trình phân tích 

đường cong tan chảy được tiến hành từ 60oC đến 95oC với mỗi bước đọc là 0,5oC 
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trong vòng 30 giây. Phương pháp định lượng tương đối sự biểu hiện của gen được 

tiến hành theo phương pháp 2-∆∆Ct. Sự biểu hiện của gen mục tiêu trong mỗi nhóm 

thí nghiệm được xác định bằng việc chuẩn hóa giá trị Ct của gen mục tiêu với gen 

tham khảo (β-actin) và nhóm đối chứng. 

 Gen Primers 

Đáp ứng 

stress 

với kim 

loại 

nặng 

 

MT2 
metallothionein 

2 
f-CCTGCAAGTGCACTAATTGCCAGT 

  r-TCTGTTTCAAGAAGCCGAAAGCCC 

SOD1 

superoxide 

dismutase 1, 

soluble 

f-TGAGACACGTCGGAGACC 

  r-TGCCGATCACTCCACAGG 

SOD2 

superroxide 

dismutase 2, 

mitochondrial 

f-TTCAGGGCTCAGGCTGG 

  r-ATGGCTTTAACATAGTCCGGT 

Kiểm 

soát sự 

tổn 

thương 

DNA 

GADD45A 

growth arrest 

and DNA-

damage-

inducible, 

alpha 

f-AACGTGGTCTTGTGTCTGCT 

  r-AGGTCCATCGACTCTCCTCC 

GADD45G 

growth arrest 

and DNA-

damage-

inducible, 

gamma 

f-CGCCTTGGATACGTCCGATT 

  r-CTCTTGACACGCGACCAGTA 

Đối 

chứng 

eukaryotic translation 

elongation factor 1 alpha 1, 

like 1 

f-GTACTACTCTTCTTGATGCCC 

r-GTACAGTTCCAATACCTCCA 
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Cách bước tiến hành tách chiết mRNA 

Bước 1: Cho 350ml TRK vào eppendort có chứa 15 ấu trùng cá ngựa vằn, 

tiến hành nghiền mẫu. 

Bước 2: Ly tâm 8000 vòng/5 phút, sau đó hút dịch nổi vào eppendort mới, 

cho thêm 350ml ethanol 70% vào và lắc đều. Hút 700µL dịch cho vào mini columns 

đem ly tâm 8000 vòng/5 phút. 

Bước 3: Bỏ dịch trong tubes, thêm 500µL RNA Wash Bufer I vào mini 

columns. Ly tâm 8000 vòng/5 phút. 

Bước 4: Bỏ dịch trong tubes, thêm 500µL RNA Wash Bufer II vào mini 

columns. Ly tâm 8000 vòng/5 phút. 

Bước 5: Bỏ dịch trong tubes, thay mini columns bằng eppendort, thêm 50µl 

DEPC warter vào mini columns, ly tâm 8000 vòng/5 phút. 

Bước 6: Bảo quản mẫu trong tủ -80oC. 

Các bước thực hiện Real time RT-PCR: 

Bước 1: Chuẩn bị hỗn hợp: 

Thành phần phản ứng 

Master mix 150 µL 

Primer 10 µL 

Enzyme 10 µL 

H2O 130 µL 

 

Bước 2: Hòa đều hỗn hợp sau đó chia hỗn hợp ra 10 eppendort, mỗi 

eppendort chứa 30µL hỗn hợp, thêm 1µL mRNA của mỗi nồng độ (đối chứng, nồng 

độ 0,1, nồng độ 1, nồng độ 10, nồng độ 100), hòa đều hỗn hợp. 

Bước 3: Dùng đĩa PCR 16 giếng để chứa hỗn hợp, hút 10µL dung dịch vừa 

hòa và mỗi giếng và lặp lại 3 lần. 

Bước 4: Đặt đĩa vào máy RT-PCR điều chỉnh nhiệt độ và thời gian thích hợp 

cho lần lượt các từng loại mồi. 

- Phân tích định lượng tương đối sự biểu hiện các gen 

Phương pháp 2-∆∆Ct (Livak) (Real-time PCR Applications Guide – Biorads) 



60 

 

 

Phương pháp 2-∆∆Ct được áp dụng để đánh giá mức độ biểu hiện tương đối sự 

biểu hiện gen. Phương pháp này giả định rằng cả gen đích và gen tham chiếu được 

khuếch đại với hiệu quả gần 100% và trong phạm vi 5% của mỗi gen. Để xác định 

sự khác biệt tương đối trong mức độ biểu hiện của gen đích ở các mẫu khác nhau, 

phương pháp 2-∆∆Ct được thực hiện theo các bước sau: 

- Chuẩn hóa giá trị CT của gen mục tiêu với gen tham khảo cho cả mẫu thí 

nghiệm và mẫu hiệu chỉnh: 

∆CT(mẫu) = CT(mục tiêu, mẫu)
 - CT(tham chiếu, mẫu) 

∆CT(chuẩn) = CT(mục tiêu, chuẩn)
 - CT(tham chiếu, chuẩn) 

- Chuẩn hóa giá trị ∆CT của mẫu thí nghiệm với ∆CT của mẫu chuẩn: 

∆∆CT = ∆CT(mẫu) - ∆CT(chuẩn) 

- Cuối cùng, tỷ lệ biểu hiện được tính theo công thức: 

Tỷ lệ biểu hiện = 2-∆∆Ct 

Chỉ tiêu đánh giá:  

- Sự thay đổi biểu hiện gen đáp ứng với kim loại nặng. 

- Sự thay đổi biểu hiện gen kiểm soát tổn thương DNA. 

Kết quả thu được là sự tăng (hay giảm) theo tỷ lệ của gen đích trong mẫu thí 

nghiệm tương quan với mẫu chuẩn và được chuẩn hóa theo sự biểu hiện của gen 

tham chiếu. 

2.4.9. Phương pháp thống kê 

Các số liệu được xử lý và phân tích bằng phần mềm Sigmaplot 11.0 để so 

sánh sự khác biệt trên tất cả các chỉ tiêu thực hiện trên các nhóm khảo sát. Số liệu 

được trình bày ở dạng x  ± SD. Các mẫu cá phân tích được lặp lại ba lần và đánh 

giá sự khác biệt giữa các nồng độ thực nghiệm bằng cách sử dụng ANOVA để 

thống kê giá trị trung bình và phương sai tương ứng. Sau khi so sánh bằng ANOVA, 

kết quả được coi là có giá trị khác biệt đáng kể khi P< 0,05. 
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CHƯƠNG 3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

3.1. Xác định ảnh hưởng của chì (Pb2+) lên sự phát triển phôi cá ở các giai đoạn 

khác nhau 

Trong nghiên cứu này, nhóm phôi thí nghiệm được nuôi trong môi trường có 

chứa chì (Pb2+) phù hợp ở các nồng độ 0,1µg/L, 1µg/L, 10µg/L, 20 µg/L, 100µg/L. 

Nhóm đối chứng nuôi trong môi trường không chứa ion chì.  Mỗi lô thí nghiệm 

chứa 50 phôi cá và được lặp lại 3 lần với chu kỳ 14 h sáng và 10 h tối. Phôi chết 

được đếm và loại bỏ hàng ngày trong suốt quá trình đánh giá [124].  

Sử dụng kính hiển vi quan sát và xác định được những sai khác về mặt hình 

thái, phát triển của phôi đối chứng và phôi cá được nhiễm chì (Pb2+). Kết quả đánh 

giá cho thấy phôi ở nhóm đối chứng có hình thái trong suốt, không bị dị dạng, cấu 

trúc phôi bình thường, khối noãn hoàng đều đặn nằm giữa, dòng sinh chất chảy đều 

trong phôi. Đối với phôi thực nghiệm đã được nhiễm chì (Pb2+) thì có những phôi 

vẫn phát triển bình thường nhưng đa số phôi có sự biến dạng về hình thái như sự 

mờ đục không trong suốt của noãn hoàn, nhịp tim không rõ ràng hoặc phôi chết bị 

dị dạng và có màu đen (hình 3.1A). 

 

Hình 3.1. Hình thái của phôi cá ngựa vằn; A - Phôi phát triển bình thường; B - Phôi 

phát triển bất thường; C - Phôi chết. 

Kết quả đánh giá hình thái ấu trùng cho thấy ấu trùng cá ngựa vằn nhóm đối 

chứng vẫn thể hiện được sự phát triển bình thường,  ấu trùng cá ngựa vằn được 

nhiễm chì (Pb2+) xuất hiện sự phát triển bất thường, nở chậm, dòng sinh chất vẫn 

chảy nhưng bị thay đổi, dị dạng, xương sống cong (Hình 3.1B, 3.1C). Ngoài ra ở 

nhóm cảm ứng chì xuất hiện nhiều phôi không phát triển được đến giai đoạn sau 

thoát nang. 
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Hình 3.2. Ấu trùng phát triển bất thường khi nhiễm chì (Pb2+). A – Đối 

chứng; B – Ấu trùng bất thường ở mắt; C – Ấu trùng bất thường cột sống; 

D - Ấu trùng bất thường cột sống và túi noãn hoàng 

Hình 3.2 thể hiện một số dạng dị dạng của phôi và ấu trùng của cá ngựa vằn ở nhóm 

được cảm ứng chì, kết quả cho thấy ấu trùng cá ngựa vằn gây nhiễm chì liên tục 

trong giai đoạn phôi đã xuất hiện dị dạng ở các cơ quan. Hình 3.2A noãn hoàng, 

dòng sinh chất, cột sống, mắt bình thường, Hình 3.2B ấu trùng bất thường ở mắt, túi 

noãn hoàng bịến dạng. Hình 3.2C, Hình 3.2D ấu trùng bất thường túi noãn hoàng, 

bất thường cột sống. Hiện cơ chế tác động của chì làm dị tật cá ngựa vằn vẫn chưa 

được hiểu rõ, các cơ chế tác động cụ thể nào được công bố đầy đủ. Tuy nhiên sự ức 

chế tổng hợp DNA có thể là nhiều nhất, sự tăng nhẹ hàm lượng chì trong môi 

trường đã làm cho quá trình tổng hợp ADN bị thay đổi theo chiều hướng kích thích 

hoặc ức chế quá trình tổng hợp DNA gây nên các dị tật [165]. 

Hình 3.3. Thể hiện tỷ lệ % phôi sống giai 22-24h. a, b có khác biệt, có ý nghĩa 

thống kê. P<0.05 
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Kết quả đánh giá tỷ lệ phát triển của phôi ở giai đoạn 22-24h được thể hiện ở 

Hình 3.3. Tỷ lệ phôi sống ở nhóm đối chứng cao hơn các lô thực nghiệm 98,33% 

(P<0,05). Ở nhóm lô thí nghiệm 0,1µg/L và 1µg/L có tỷ lệ sống lần lượt là 96,5% 

và 96,67% các tỷ lệ này nhỏ hơn so nhóm đối chứng. Tỷ lệ phôi sống trung bình ở 

các lô thí nghiệm từ 10µg/L, 20µg/L và 100µg/L tiếp tục giảm giảm so với nhóm 

đối chứng lần lượt là 95%, 94,17%, 93,33%. Điều đó cho thấy sự gia tăng nồng độ 

chì làm giảm tỷ lệ sống phôi cá ngựa vằn giai đoạn 22-24h. 

 

Hình 3.4. Tỷ lệ phôi sống qua các nồng độ chì (Pb2+) gây nhiễm trong 22-24h (A,  

B,  C,  D,  E,  F) lần lượt (Đối chứng, 0,1µg/L, 1µg/L,10 µg/L, 20µg/L, 100µg/L) 

Hình 3.5. Thể hiện tỷ lệ % phôi sống giai đoạn 48h. a, b có khác biệt, có ý nghĩa 

thống kê. P<0.05 
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Kết quả đánh giá tỷ lệ phát triển của phôi ở giai đoạn 48h được thể hiện ở 

Hình 3.5. Tỷ lệ phôi sống ở nhóm đối chứng cao hơn các lô thực nghiệm 95,83% 

(P<0,05). Ở lô thí nghiệm 0,1µg/L và 1µg/L có tỷ lệ sống lần lượt là 94,17% và 

92,5% các tỷ lệ này nhỏ hơn so nhóm đối chứng. Tỷ lệ phôi sống trung bình ở các 

lô thí nghiệm từ 10µg/L, 20µg/L và 100µg/L tiếp tục giảm giảm so với nhóm đối 

chứng lần lượt là 90,83%, 91,67%, 88,33%. Điều đó cho thấy sự gia tăng nồng độ 

chì làm giảm tỷ lệ sống phôi cá ngựa vằn giai đoạn 48h. 

 

Hình 3.6. Tỷ lệ phôi sống qua các nồng độ chì (Pb2+) gây nhiễm trong 48h. 

(A, B, C, D, E, F) lần lượt (Đối chứng, 0,1µg/L, 1µg/L, 10µg/L, 20µg/L,100 µg/L) 

 

Hình 3.7. Thể hiện tỷ lệ % phôi sống giai đoạn 72h. a, b có khác biệt, có ý 

nghĩa thống kê. P<0.05 
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Kết quả đánh giá tỷ lệ phát triển của phôi ở giai đoạn 72h được thể hiện ở 

Hình 3.7. Tỷ lệ phôi sống ở nhóm đối chứng cao hơn các lô thực nghiệm 95,83% 

(P<0,05). Ở lô thí nghiệm 0,1µg/L và 1µg/L có tỷ lệ sống lần lượt là 90,83% và 

91,67% các tỷ lệ này nhỏ hơn so nhóm đối chứng. Tỷ lệ phôi sống trung bình ở các 

lô thí nghiệm từ 10µg/L, 20µg/L và 100µg/L tiếp tục giảm giảm so với nhóm đối 

chứng lần lượt là 82,5%, 74,17%, 52,5%. Điều đó cho thấy sự gia tăng nồng độ chì 

làm giảm tỷ lệ sống phôi cá ngựa vằn giai đoạn 72h, tỷ lệ sống thấp nhất ở nồng độ 

100µg/L. 

 

Hình 3.8. Tỷ lệ phôi sống qua các nồng độ chì (Pb2+) gây nhiễm trong 72h. (A, B, 

C, D, E, F) lần lượt (Đối chứng, 0,1µg/L, 1µg/L, 10µg/L, 20µg/L, 100µg/L) 

 

Hình 3.9.  Thể hiện tỷ lệ % phôi sống giai đoạn 168h. a, b, c có khác biệt có ý nghĩa 

thống kê. P<0.05 
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Kết quả đánh giá tỷ lệ phát triển của phôi ở giai đoạn 168h được thể hiện ở 

Hình 3.9. Tỷ lệ phôi sống ở nhóm đối chứng cao hơn các lô thực nghiệm 90,83% Ở 

lô thí nghiệm 0,1µg/L và 1µg/L có tỷ lệ sống lần lượt là 77,5% và 70% các tỷ lệ này 

nhỏ hơn so nhóm đối chứng. (P<0,05). Tỷ lệ phôi sống trung bình ở các lô thí 

nghiệm từ 10µg/L, 20µg/L và 100µg/L giảm mạnh với nhóm đối chứng lần lượt là 

6,67%, 5,83%, 4,17%. Điều đó cho thấy sự gia tăng nồng độ chì làm giảm tỷ lệ 

sống phôi cá ngựa vằn giai đoạn 168h, tỷ lệ sống thấp nhất ở nồng độ 10µg/L, 

20µg/L và 100µg/L. 

 

Hình 3.10. Tỷ lệ phôi sống qua các nồng độ chì (Pb2+) gây nhiễm trong 168h. (A, B, 

C, D, E, F lần lượt là các nhóm đối chứng, 0,1µg/L, 1µg/L, 10µg/L, 20µg/L, 

100µg/L) 

Giai đoạn đầu ngay sau khi thụ tinh đặc biệt nhạy cảm với các nồng độ gây 

độc, khi hầu hết các rối loạn và tỷ lệ tử vong phôi cao nhất xảy ra. Ion kim loại 

trong nước cũng thúc đẩy sự bất thường phát triển trong quá trình phát sinh cơ quan, 

bao gồm dị tật cơ thể. Ion kim loại nặng thường gây ra sự chậm trễ trong quá trình 

nở, nở sớm, biến dạng và chết của ấu trùng mới nở. Tất cả những xáo trộn này dẫn 

đến số lượng giảm và chất lượng kém của ấu trùng, cho thấy kích thước cơ thể nhỏ, 

tần số dị tật cao và khả năng sống sót giảm [166]. 

Trong nghiên cứu này, Pb2+ đã gây ảnh hưởng đến tỷ lệ phôi sống của cá 

ngựa vằn, tỷ lệ phôi sống đạt cao nhất ở lô đối chứng và thấp nhất ở nồng độ 
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100µg/L giai đoạn tiêu noãn hoàng (168h). Nguyên nhân có thể do trong giai đoạn 

này phôi được bảo vệ bởi lớp vỏ dày, làm hạn chế sự xâm nhập và gây hại của chì, 

có thể nồng độ chì (Pb2+) gây nhiễm xâm nhập vào phôi chưa đủ lớn để gây ra rối 

loạn các quá trình chuyển hóa và quá trình hình thành cơ quan bộ phận, nên không 

gây chết phôi cá với số lượng lớn [124]. Tuy nhiên từ giai đoạn tiêu noãn hoàng 

(168h), giai đoạn này phôi cá đã nở thành ấu trùng và tỷ lệ tử vong và dị tật của ấu 

trùng được tăng lên với sự gia tăng nồng độ và thời gian tiếp xúc của kim loại chì 

trong thời gian thực nghiệm. Nguyên nhân có thể do ấu trùng cá ngựa vằn hấp thụ 

các phân tử nhỏ được pha loãng trong nước qua da và mang của chúng [166]. Chì 

(Pb2+) cũng xâm nhập vào cơ thể cá ngựa vằn bằng miệng ở giai đoạn miệng nhô ra 

(72h).  

Ngoài ra, chì đã được tìm thấy để ức chế dẫn điện xung bằng cách ức chế các 

hoạt động của mono aminooxidase và acetylcholine esterase, để gây ra những thay 

đổi bệnh lý ở mô và các cơ quan [167] làm suy yếu sự phát triển của phôi thai và ấu 

trùng của loài cá [168]. 

Theo dữ liệu của nhiều tác giả khác nhau đã báo cáo về ảnh hưởng của kim 

loại nặng đến sự phát triển phôi cá. Ảnh hưởng của cadmium đến phôi và ấu trùng 

cá chép thông thường được quan sát bởi Malgorzata Witeska và cộng sự (1995), 

cũng cho thấy sự biến thiên của từng cá thể cao về tính mẫn cảm của ấu trùng nhiễm 

độc cadmium [169]. Sự hiện diện của kim loại nặng trong hệ sinh thái dưới nước có 

thể can thiệp đáng kể vào sự phân bố của các loài, chủ yếu là do độc tính cao của 

chúng đối với phôi và ấu trùng cá [170]. 

Kết quả nghiên cứu hiện tại chỉ ra rằng chì (Pb2+) có trong môi trường nước 

là nguyên nhân dẫn đến sự tăng trưởng và phát triển chậm của các giai đoạn phát 

triển của cá, biến dạng hình thái (cong cột sống, cơ thể ngắn,…), giảm sự sống của 

cá. Ở nồng độ cao, thời gian nhiễm đủ lớn cá có thể tử vong hoặc có thể thay đổi về 

mặt hình thái cũng như tỷ lệ tử vong. 

3.2. Xác định ảnh hưởng của chì (Pb2+) lên nhịp tim phôi cá ở các giai đoạn 

khác nhau 

Sau khi tiếp xúc với nồng độ chì khác nhau, phôi và ấu trùng cá ngựa vằn có 

những dấu hiệu biến đổi thay đổi về tim như: tim đập nhanh, phù màng tim. 
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Hình 3.11. Ấu trùng cá ngựa vằn cho thấy sự phù màng tim bất thường sau  

nhiễm độc chì; A-Đối chứng; B, C-Bất thường ở màng tim 

Kết quả sau đây thể hiện nhịp tim của cá ngựa vằn sau khi tiếp xúc với các 

nồng độ chì khác nhau. 

 

Hình 3.12.  Biểu đồ thể hiện nhịp tim của phôi cá ngựa vằn tại các nồng độ chì 

(Pb2+) được thực nghiệm ở giai đoạn 48h và 72h.  a, b, c, d là sự khác biệt nhịp tim 

ở các nồng độ khác nhau ở giai đoạn 48h; e, f, g, h là sự khác biệt nhịp tim ở các 

nồng độ khác nhau ở giai đoạn 72h.  P < 0.05 

Sau khi tiếp xúc với nồng độ chì khác nhau, phôi và ấu trùng cá ngựa vằn có 

những dấu hiệu thay đổi về tim như: tim đập nhanh, phù màng tim. Trong quá trình 

phát triển của phôi, nhịp tim có thể quan sát dưới kính hiển vi bắt đầu từ giai đoạn 

thoát nang [124]. Chì (Pb2+) ảnh hưởng đến nhịp tim của cá ngựa vằn được thể hiện 
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rõ ở giai đoạn thoát nang và giai đoạn hầu họng, kết quả được thể hiện trên biểu đồ 

trên. Hình 3.12 cho thấy, cả hai giai đoạn khảo sát thể hiện nhịp tim của phôi cá 

ngựa vằn thay đổi và có xu hướng tăng dần theo nồng độ chì gây nhiễm, đồng thời 

nhịp tim cũng tăng dần theo các giai đoạn khảo sát. Theo Trần Thị Phương Dung 

(2018) [171], nguyên nhân có thể là 2 giai đoạn thoát nang và hầu họng phôi cá đã 

nở thành ấu trùng do đó áp lực nước tác động trực tiếp lên cá ấu trùng làm cho hoạt 

động tuần hoàn tăng dẫn đến tăng nhịp tim ở cá. 

Ở giai đoạn thoát nang nhịp tim của phôi được gây nhiễm chì (Pb2+) ở các 

nồng độ 0,1, 1, 10, 20, 100µg/L tăng cao hơn 8 ÷ 21 nhịp/phút so với nhịp tim của 

phôi ở lô đối chứng (P≤ 0,05). Đối với giai đoạn hầu họng nhịp tim của phôi ở nồng 

độ 0,1µg/L tăng không đáng kể so với lô đối chứng, còn nhịp tim của các phôi ở các 

nồng độ 1, 10, 20, 100µg/L so với lô đối chứng tăng cao hơn 11÷26 nhịp/phút.  

Khi nồng độ chì (Pb2+) tăng làm cho nhịp tim tăng, ấu trùng đã được tiếp xúc 

với chì có nhịp tim cao hơn nhóm đối chứng. Nhịp tim của phôi và ấu trùng ở cả hai 

giai đoạn thoát nang và giai đoạn hầu họng đều tăng lên và cao nhất ở nồng độ 

100µg/L, thấp nhất ở lô đối chứng. Vậy có thể nói, chì (Pb2+) đã gây rối loạn nhịp 

tim, nồng độ chì (Pb2+) gây nhiễm càng lớn thì nhịp tim càng tăng. Phôi và ấu trùng 

tiếp xúc với kim loại nặng có nhịp tim cao hơn so với nhóm đối chứng, điều này chỉ 

ra rằng căng thẳng do kim loại gây ra sự gia tăng tỷ lệ trao đổi chất. Giảm nhịp tim 

trong quá trình nở được quan sát ở nhiệt độ không tối ưu và đặc biệt rõ rệt ở phôi 

tiếp xúc với kim loại [172]. Cũng có thể trong quá trình phát, ấu trùng cá ra ngoài 

môi trường trong giai đoạn đầu không còn sự bao bọc của lớp màng như giai đoạn 

phôi nữa nên cá sẽ gặp nhiều yếu tố bất lợi từ môi trường và chủ động tìm nguồn 

thức ăn nên cũng có thể dẫn đến tăng quá trình trao đổi chất dẫn đến nguyên nhân 

tăng nhịp tim. Hoặc chì (Pb2+) gây ra sự căng thẳng dẫn đến sự gia tăng cường độ 

hoạt động và trao đổi chất dẫn đến nhịp tim tăng, do đó sự trao đổi chất càng tăng 

thì nhịp tim càng tăng để thích nghi với môi trường sống, phôi và ấu trùng khi tiếp 

xúc môi trường (Pb2+) gây tăng phản ứng căng thẳng trong cơ thể dẫn đến tăng nhịp 

tim, cũng có thể do cơ chế gây độc của (Pb2+) là sự gián đoạn quá trình ion hóa dẫn 

đến tăng nhịp tim. 
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Nhịp tim ở giai đoạn hầu họng nhanh hơn so với nhịp tim giai đoạn thoát 

nan. Như vậy khi phôi càng phát triển thì nhịp tim càng tăng do sự trao đổi chất 

trong cơ thể tăng do lượng (Pb2+) tích tụ tăng, thời gian sống càng lâu thì lượng chì 

tích tụ trong cơ thể tăng làm ảnh hưởng đến các cơ quan của cá trong đó có nhịp 

tim. 

Kết quả nghiên cứu hiện tại chỉ ra rằng chì (Pb2+) có trong môi trường nước 

là nguyên nhân dẫn đến sự tăng trưởng và phát triển chậm của các giai đoạn phát 

triển của cá, biến dạng hình thái (cong cột sống, cơ thể ngắn,…), giảm sự sống của 

cá. Ở nồng độ cao, thời gian nhiễm đủ lớn cá có thể tử vong hoặc có thể thay đổi về 

mặt hình thái cũng như tỷ lệ tử vong. 

3.3. Xác định hàm lượng tích tụ chì (Pb2+) trong cơ quan phát triển của cá 

Kim loại nặng được biết đến là nguồn tích lũy độc học trên các loài động vật 

thủy sinh. Kết quả của nhiều nghiên cứu thực địa về tích lũy kim loại ở cá sống 

trong vùng nước bị ô nhiễm cho thấy một lượng đáng kể các kim loại khác nhau có 

thể là lắng đọng trong các mô cá mà không gây tử vong [173]. Sinh vật thủy sinh 

tích lũy Pb2+ từ nước và chế độ ăn uống, mặc dù có bằng chứng cho thấy sự tích lũy 

Pb2+ trong cá, có lẽ hầu hết có nguồn gốc từ nước bị ô nhiễm hơn chế độ ăn uống 

[174]. Sự tích lũy chì (Pb2+) trong các loài cá khác nhau đã được nghiên cứu, đều 

cho thấy sự ảnh hưởng rối loạn trong cơ thể cá [175]. 

Sau khi cảm ứng chì (Pb2+), cá được đưa gửi đi phân tích lượng chì (Pb2+) 

tích tụ trong toàn bộ cơ thể tại Công ty TNHH phân tích kiểm nghiệm Việt Tín. Sau 

đây là kết quả đã phân tích trên toàn cơ thể cá ngựa vằn trưởng thành: 

 

Hình 3.13. Lượng Pb2+ tích tụ trong nội quan cá ngựa vằn. a, b có khác biệt, có ý 

nghĩa thống kê. P<0.05 
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Kết quả phân tích lượng Pb2+ tích tụ trong nội quan cá ngựa vằn có thể thấy 

lượng Pb2+ tích tụ trong nội quan cá ngựa vằn ở nồng độ 100µg/L chiếm tỷ lệ cao 

nhất (12,31µg/g) và cao gấp 12,31 lần so với nồng độ 10µg/L, gấp 25,12 lần so với 

nồng độ 1µg/L, gấp 32,39 lần so với nồng độ 0,1µg/L. Đối với lô đối chứng tỷ lệ là 

0%, chứng tỏ lượng Pb2+ không tích tụ trong cơ thể cá. 

 

Hình 3.14. Biểu đồ lượng Pb2+ tích tụ trong cơ và xương cá ngựa vằn. a, b có khác 

biệt, có ý nghĩa thống kê. P<0.05 

Lượng Pb2+ tích tụ trong cơ và xương cá ngựa vằn thể hiện ở (Hình 3.15) cho 

thấy, nồng độ 100µg/L chiếm 2,22µg/g và cao gấp 3,1 lần so với nồng độ 10µg/L, 

gấp 8,2 lần so với nồng độ 1µg/L và nồng độ 0,1µg/L. Đối với lô đối chứng chưa 

nhận thấy sự hiện diện của chì ở nhóm đối chứng. 

Trong nghiên cứu này, hàm lượng (Pb2+) tích tụ trong cá ngựa vằn được phân 

tích bởi 90 con cá với các nồng độ chì (Pb2+) khác nhau (0,1 µg/L, 1µg/L, 10 µg/L, 

100µg/L). Kết quả lượng Pb2+ tích tụ trong cơ và xương cá ngựa vằn thể hiện ở 

(hình 3.15) cho thấy, nồng độ 100µg/L chiếm 2,22µg/g và cao gấp 3,1 lần so với 

nồng độ 10µg/L, gấp 8,2 lần so với nồng độ 1µg/L và nồng độ 0,1µg/L. Đối với lô 

đối chứng chưa nhận thấy sự hiện diện của chì trong thí nghiệm này. Sự tích tụ chì 

(Pb2+) trong nội quan, cơ, xương và toàn cơ thể cá ngựa vằn có xu hướng tăng dần 

khi nồng độ chì tăng. Điều này cũng cho thấy rằng, sự tích tụ kim loại nặng trong cơ 

thể cá phụ thuộc vào nồng độ gây nhiễm và thời gian tiếp xúc của cá. Có thể nội 

quan là nơi tập trung những bộ phận chính yếu bao gồm thận, gan, ruột và một số 
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phần khác, những bộ phận này có khả năng hấp thu nhanh và mạnh (Pb2+) từ môi 

trường sống, sự chuyển hóa của quá trình tích tụ sinh học trong cơ thể cá là một 

nguyên nhân gây tăng tuyến tính lượng (Pb2+) tích tụ trong nội quan cá theo nồng 

độ khảo sát. Mặt khác, khả năng tích tụ (Pb2+) trong cơ thể cá ngựa vằn phụ thuộc 

vào thời gian gây nhiễm độc và môi trường. Ở môi trường nước có lượng (Pb2+) 

càng cao làm tăng hấp thụ và chuyển hóa, cũng như khả năng xâm nhập (Pb2+) từ 

môi trường nước vào cơ thể cá thông qua nguồn thức ăn. Do đó, trong quá trình tách 

từng bộ phận cơ thể cá làm thí nghiệm, kích thước mẫu quá nhỏ và ít; hơn nữa, 

chúng tôi còn gặp nhiều hạn chế trong việc tách mẫu nên chúng tôi đã chưa thể tách 

riêng được phần thức ăn có sẵn trong nội quan. Điều này có thể sẽ gây ra một số sai 

sót trong việc phân tích mẫu cho ra kết quả hàm lượng (Pb2+) tích tụ trong cơ và 

xương, nội quan chính xác hơn. Kết quả phân tích lượng Pb2+ tích tụ trong nội quan 

cá ngựa vằn có thể thấy lượng Pb2+ tích tụ trong nội quan cá ngựa vằn ở nồng độ 

100µg/L chiếm tỷ lệ cao nhất (12,31µg/g) và cao gấp 12,31 lần so với nồng độ 

10µg/L, gấp 25,12 lần so với nồng độ 1 µg/L, gấp 32,39 lần so với nồng độ 

0,1µg/L. Đối với lô đối chứng tỷ lệ là 0%, chứng tỏ lượng Pb2+ không tích tụ trong 

cơ thể cá. Lượng Pb2+ tích tụ trong cơ và xương cá ngựa vằn thể hiện ở (Hình 3.15) 

cho thấy, nồng độ 100µg/L chiếm 2,22µg/g và cao gấp 3,1 lần so với nồng độ 

10µg/L, gấp 8,2 lần so với nồng độ 1µg/L và nồng độ 0,1µg/L. Đối với lô đối chứng 

chưa nhận thấy sự hiện diện của chì ở nhóm đối chứng. Đối với lô đối chứng chưa 

nhận thấy sự hiện diện của chì ở nhóm đối chứng chứng tỏ lượng Pb2+ không tích tụ 

trong cơ thể cá. Như vậy, hàm lượng Pb2+ cơ và xương đạt cao nhất ở nồng độ 

100µg/L, sau đó giảm xuống ở nồng độ 10µg/L. Những kết quả phân tích trên được 

giải thích như sau: Nội quan là nơi có những cơ quan đích mà Pb2+ được hấp thu 

nhanh và mạnh. Xương là bộ phận chịu tác động của sự cạnh tranh giữa Pb2+ và 

Ca2+ trong cơ thể. Hàm lượng Pb2+ tích tụ trong xương có xu hướng ngày càng tăng. 

Hậu quả của việc này sẽ gây ra những tổn thương trên xương đốt sống của cá, dẫn 

đến loãng xương làm cong xương sống. Nếu tích tụ lượng lớn Pb2+ trong một thời 

gian dài sẽ gây ra những đột biến di truyền trên cá; Sự tích tụ Pb2+ trong cơ biến 

động không đều và có mối quan hệ chặt chẽ với xương. Nếu khi cơ thể cá vượt 

được ngưỡng tác động tới quá trình sống và hấp thu thì lượng Pb2+ tích tụ sẽ ngày 

càng tăng mạnh hơn so với những nồng độ dưới ngưỡng tác động. Như vậy, kết quả 
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so sánh về lượng Pb2+ tích tụ trong cơ thể cá ngựa vằn ở các nồng độ đang khảo sát 

đều cho thấy hàm lượng tích tụ này đã vượt mức cho phép theo Quy chuẩn kĩ thuật 

Quốc gia Việt Nam QCVN 8-1:2011/BYT [176]. Mô hình khảo sát này phần nào 

phản ánh được lượng Pb2+ tích tụ khi gây nhiễm độc ở các nồng độ khác nhau. Qua 

kết quả nghiên cứu có thể thấy, cơ và xương là nơi tích tụ kim loại chì cao nhất, tiếp 

theo là nội quan của cá.  

3.4. Xác định ảnh hưởng của chì (Pb2+) lên cấu trúc mô ruột 

Để đánh giá ảnh hưởng chì (Pb2+) lên cấu trúc mô ruột và mô buồng trứng 

của cá ngựa vằn, cá sẽ được nuôi trong môi trường có chứa nồng độ Pb2+ cảm ứng 

khác nhau trong 7 ngày. Sau đó thu nhận cá, gây tê cá bằng Lidocain 2%, mổ cá để 

lẩy các mẫu ruột và buồng trứng. 

 

Hình 3.15. Mổ cá thu nhận mẫu ruột và buồng trứng để cắt lớp mô 

Phương pháp phơi nhiễm kim loại nặng trên cá ngựa vằn có thể gây ra những 

tổn thương các mô tế bào, thay đổi cấu trúc mô như mô ruột và mô buồng trứng,… 

Kết quả sau đây cho thấy, sự thay đổi cấu trúc mô ruột và mô buồng trứng của cá 

ngựa vằn khi phơi nhiễm với các nồng độ Pb2+ cảm ứng:  
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Hình 3.16.  Thể hiện sự ảnh hưởng của các nồng độ Pb2+ cảm ứng lên ruột của cá 

Cấu trúc mô ruột của cá ngựa vằn có sự thay đổi các lông nhung tăng khi cá 

tiếp xúc với nồng độ Pb2+ cao tương ứng. Ở nồng độ 0,1µg/L đến 100µg/L đều tăng 

tỷ lệ lông nhung so với lô đối chứng và có sự khác biệt về mặt thống kê (P<0,05), 

tuy nhiên sự chênh lệch không qúa lớn giữa các nồng độ. Giá trị trung bình lông 

nhung ở nồng độ 10µg/L, 100µg/L gấp 2 lần so với lô đối chứng. 

 

Hình 3.17. Hình cấu trúc ruột của cá ngựa vằn bằng phương pháp nhuộm HE. 

A: Nhóm đối chứng; B, C, D, E: Nhóm 0,1µg/L, 1µg/L, 10µg/L, 100µg/L  

Thanh tỷ lệ 100µm. 
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Hình 3.18. Thể hiện sự ảnh hưởng của các nồng độ Pb2+ cảm ứng chì lên buồng 

trứng của cá ngựa vằn. 

Cấu trúc mô buồng trứng của cá ngựa vằn có sự thay đổi khi cá tiếp xúc với 

nồng độ Pb2+ càng cao thì tỷ lệ các hạt lipid càng giảm. Ở nồng độ 0,1µg/L đến 

100µg/L đều giảm tỷ lệ các hạt lipid so với lô đối chứng, có sự khác biệt về mặt 

thống kê (P<0,05), tuy nhiên sự chênh lệch không quá lớn giữa các nồng độ. Nồng 

độ 100µg/L giảm nhiều nhất, giảm 2,2 lần so với lô đối chứng, tiếp theo là nồng độ 

nồng độ 10µg/L, nồng độ 1µg/L, nồng độ 0,1µg/L. Điều đó chứng tỏ nồng độ ion 

chì tăng thì số lượng hạt lipid trong ruột giảm. 

 

Hình 3.19. Hình cấu trúc tế bào trứng của cá ngựa vằn bằng phương pháp nhuộm HE. 

A: Nhóm đối chứng; B, C, D, E: Nhóm 0,1µg/L, 1µg/L, 10µg/L, 100µg/L 

Thanh tỷ lệ 100µm. 
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Cắt lớp mô buồng trứng của lô đối chứng, nhận thấy cấu trúc mô tương đối 

đồng nhất, các hạt lipid dày đặc. Cắt lớp mô buồng trứng lần lượt với các nồng độ 

0,1µg/L, 1µg/L, 10µg/L, 100µg/L, cấu trúc của các lớp tế bào có sự phân tách (B, 

C), các hạt Lipid giảm dần. 

Cắt lớp mô buồng trứng của lô đối chứng, nhận thấy cấu trúc mô tương đối 

đồng nhất, các hạt lipid dày đặc. Cắt lớp mô buồng trứng lần lượt với các nồng độ 

0,1µg/L, 1µg/L, 10µg/L, 100µg/L, cấu trúc của các lớp tế bào có sự phân tách các 

hạt Lipid giảm dần. 

Mục tiêu của nghiên cứu này là xác định những thay đổi về mô ruột và mô 

buồng trứng của cá ngựa vằn khi cá bị phơi nhiễm với chì (Pb2+). Qua quan sát kết 

quả thu được rằng việc phơi nhiễm với chì (Pb2+) của cá ngựa vằn đã làm thay đổi 

cấu trúc mô của cá, các lông nhung trong ruột và các lipid trong buồng trứng có sự 

khác nhau rõ ràng. Theo Tulasi Al, 1992, [177] đã nghiên cứu, sự phơi nhiễm cá 

nước ngọt Anabas testudineus đến mức giảm (5ppm) nồng độ chì nitrat trong 

khoảng thời gian 30 ngày trong giai đoạn chuẩn bị chu kỳ sinh sản hàng năm làm 

giảm tổng lượng lipid, phospholipid và mức cholesterol trong mô gan và buồng 

trứng trong khi nồng độ axit béo tự do tăng lên và hoạt động của lipase là cao. Biến 

động theo mùa trong hàm lượng lipid của buồng trứng và gan và hàm lượng 

cholesterol của buồng trứng, gan và huyết thanh liên quan đến chu kỳ sinh sản hàng 

năm ở H. fossilis đã được thực hiện, giảm hàm lượng lipid của gan có liên quan đến 

việc giảm chỉ số gan (HSI) trong các giai đoạn sinh sản nhưng có sự gia tăng rõ rệt 

mức độ lipid của buồng trứng trong các giai đoạn trên trùng khớp với hồ sơ chỉ số 

gonadosomatic (GSI) tăng cường. Huyết thanh và buồng trứng cho thấy sự sụt giảm 

trong hàm lượng cholesterol của họ trong quá trình sinh sản trước khi tăng mức độ 

trong thời gian sinh sản. Sự phân hủy cholesterol trong gan bắt đầu từ trước và tiếp 

tục cho đến giai đoạn sinh sản và sau đó lấy lại xu hướng tăng [178]. Theo nghiên 

cứu của Jinling Cao (2019), đã chứng minh rằng kim loại nặng có thể ngăn chặn sự 

phát triển của cá ngựa vằn và ảnh hưởng đáng kể đến sinh sản ở cả hai giới bằng 

cách làm hỏng cấu trúc của tuyến sinh dục, làm thay đổi nồng độ hormone steroid 

và biểu hiện của các gen liên quan đến nội tiết trong HPG của cá ngựa vằn, nghiên 

cứu này cho thấy kim loại nặng ảnh hưởng xấu đến hệ thống nội tiết sinh sản ở cá 

ngựa vằn và có thể là mối đe dọa tiềm tàng đối với quần thể cá sống ở vùng nước bị 
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nhiễm kim loại [179]. Những thay đổi gây ra bởi các chất ô nhiễm kim loại nặng 

trong quá trình trưởng thành tế bào trứng cá có thể liên quan đến nhiễm độc trứng, 

tích lũy kim loại trong trứng hoặc ảnh hưởng trực tiếp của kim loại đến quá trình tạo 

gen. Sự trưởng thành tế bào trứng là nhạy cảm nhất với nhiễm độc kim loại. Do đó, 

các rối loạn khác nhau gây ra bởi các chất ô nhiễm kim loại nặng trong quá trình 

phát triển tế bào trứng dẫn đến giảm số lượng và chất lượng trứng [180]. 

Theo kết quả nghiên cứu, lông nhung trong ruột tăng lên và mô mỡ giảm dần 

theo nồng độ chì. Trong nghiên cứu của Chhaya Bhatnagar et. al (2007), tác động 

thoái hóa là rõ ràng trong niêm mạc và nhung mao của ruột [181]. Những thay đổi 

siêu nhỏ trong mô ruột biểu hiện nhiều vi khuẩn thoái hóa bên trong lòng ruột với 

tối đa bốn chuỗi OMV gắn vào biểu mô ruột, sự gắn kết này có liên quan đến sự suy 

giảm của các tế bào ruột và microvilli của nó với sự tích tụ của biểu mô bị bong tróc 

trong ruột, sự xâm nhập của thoái hóa EGC và DC-Like đã được quan sát thấy trong 

biểu mô ruột hoại tử [182]. Theo El-Sayed Mohamed Younis et. al (2013), những 

thay đổi mô bệnh học quan sát thấy trong ruột của cá Oreochromis niloticus và 

Lates niloticus cho thấy những thay đổi nghiêm trọng về thoái hóa và hoại tử ở 

niêm mạc ruột [183]. Phù giữa niêm mạc có thể là kết quả của sự hấp thụ kim loại 

độc hại [184]. 

Nhìn chung các mô khác nhau cho thấy các mối quan hệ có khả năng tích lũy 

kim loại nặng khác nhau. Hàm lượng lipid, lông nhung trong cá ở các lô thí nghiệm 

tăng đáng kể so với nhóm đối chứng. Theo các quan sát tế bào học, kết quả cho thấy 

các tế bào bị tổn thương đều ở các nồng độ, mức độ tổn thương phụ thuộc vào cơ 

quan. Sự thay đổi đó có thể là do ion chì đã làm thay đổi biểu hiện mRNA hoặc 

canxi trong cá. Bất kỳ loại thay đổi đặc biệt nào của tế bào có thể cho thấy sự hiện 

diện của bệnh hoặc ảnh hưởng của các chất độc hại. Vì vậy, nghiên cứu mô bệnh 

học có tầm quan trọng hàng đầu trong chẩn đoán, căn nguyên và phòng bệnh cho 

cá. 

3.5. Xác định sự thay đổi biểu hiện các gen đáp ứng với chì (Pb2+) và các gen 

kiểm soát tổn thương của cá ngựa vằn 

3.5.1. Xác định sự thay đổi biểu hiện gen GADD45A và kiểm soát tổn thương 
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Hình 3.20: Sự thay đổi mRNA của gen GADD45A giai đoạn 24h giữa các nhóm  

thí nghiệm. 

Kết quả đánh giá real time RT-PCR của gen GADD45A giai đoạn 24h giữa 

các nhóm thí nghiệm cho thấy tất cả các nồng độ thí nghiệm đều có sự thay đổi về 

mức độ biểu hiện gen, nhóm 0,1µg/L và nhóm 1µg/L mức độ biểu hiện gen giảm 

với nhóm đối chứng, nhóm 0,1µg/L giảm gần 1,6 lần, nhóm 1µg/L giảm 11 lần so 

với nhóm đối chứng. Nhưng nhóm 10µg/L có sự tăng biểu hiện gen và tăng gấp 1,6 

lần so với nhóm 1µg/L. Mức độ biểu hiện gen GADD45A giảm ở giai đoạn 24h của 

0.1 và 1 giảm so với đối chứng là vì trong giai đoạn đầu để thích nghi khi tiếp xúc 

với nồng độ chì thấp.  

 

Hình 3.21: Sự thay đổi mRNA của gen GADD45A giai đoạn 168h giữa các nhóm 

thí nghiệm. 
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Kết quả đánh giá real time RT-PCR của gen GADD45A giai đoạn 168h giữa 

các nhóm thí nghiệm cho thấy tất cả các nhóm thí nghiệm đều có mức độ biểu hiện 

gen giảm so với nhóm đối chứng, nhóm 0.1µg/L và nhóm 1µg/L mức độ biểu hiện 

gen gần như giống nhau và giảm 4 lần so với nhóm đối chứng, nhóm 1µg/L giảm 3 

lần so với nhóm đối chứng. Tuy nhiên, nhóm 10 µg/L có sự tăng biểu hiện gen trở 

lại so với nhóm 0.1µg/L và nhóm 1µg/L và tăng gấp 1,5 lần.  

Kết quả nghiên cứu cho thấy sự thay đổi mRNA của gen GADD45A trong 

giai đoạn 24h và 168h ở lô đối chứng không đổi. Trong giai đoạn 168h, ở nồng độ 

0.1µg/L và 10µg/L có mức độ biểu hiện gen giảm lần lượt là 2,7 và 4,3 lần so với 

giai đoạn 24h. 

Nguyên nhân gen GADD45A là một trong những gen quan trọng liên quan 

đến quá trình phản ứng của tế bào trước sự tổn thương gen và bổ sung cho quá trình 

sửa chữa. Kết quả nghiên cứu cho thấy rằng nồng độ chì cao có thể ảnh hưởng tiêu 

cực đến biểu hiện gen GADD45A, gây ra sự giảm đi. Tuy nhiên, ở các nồng độ thấp 

hơn, sự ảnh hưởng của chì có thể khác nhau và chưa được rõ ràng. Chì có thể ảnh 

hưởng đến sự tồn tại của các tế bào trong quá trình phát triển và ảnh hưởng đến sự 

phân hóa và biểu hiện gen. Sự giảm biểu hiện gen GADD45A có thể do sự ảnh 

hưởng của chì đến quá trình điều tiết gen của tế bào, gây ra sự giảm đi của sự phản 

ứng của tế bào trước sự tổn thương gen và giảm khả năng sửa chữa tổn thương. 

3.5.2. Xác định sự thay đổi biểu hiện gen GADD45G và kiểm soát tổn thương 

 

Hình 3.22: Sự thay đổi mRNA của gen GADD45G giai đoạn 24h giữa các nhóm 

 thí nghiệm. 
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Kết quả đánh giá real time RT-PCR của gen GADD45G giai đoạn 24h giữa 

các nhóm thí nghiệm cho thấy: nhóm 0.1µg/L, 1µg/L, 10µg/L có mức độ biểu hiện 

gen tăng dần theo nồng độ càng cao dẫn đến mức độ biểu hiện gen thay đổi càng 

lớn, không thay đổi nhiều so với nhóm đối chứng. Nồng độ 1µg/L có sự tăng biểu 

hiện gen và tăng gấp 2,3 lần so với nhóm đối chứng. Ở nồng độ 10µg/L tăng mạnh 

biểu hiện gen và tăng gấp 17 lần so với các nhóm đối chứng. 

 

Hình 3.23: Sự thay đổi mRNA của gen GADD45G giai đoạn 168h giữa các  

nhóm thí nghiệm. 

Kết quả đánh giá real time RT-PCR của gen GADD45G giai đoạn 168h giữa 

các nhóm thí nghiệm cho thấy: nhóm 0.1µg/L và nhóm 1 µg/L mức độ biểu hiện 

gen gần như giống nhau và giảm 10 lần so với nhóm đối chứng. Tuy nhiên, nhóm 

1µg/L lại có sự tăng biểu hiện gen so với nồng độ 0.1µg/L và nhóm 10µg/L và tăng 

gấp 2,4 lần.  

Sự thay đổi mRNA của gen GADD45G giai đoạn 24h và 168h: mức độ biểu 

hiện gen ở nồng độ 0,1µg/L, 1µg/L, 10µg/L trong giai đoạn 168h giảm mạnh so với 

giai đoạn 24h, nồng độ 0,1µg/L giảm 12 lần, nồng độ 1µg/L giảm 10 lần, nồng độ 

1µg/L giảm 150 lần. Kết quả nghiên cứu cho thấy nồng độ và thời gian 168h đủ để 

làm giảm hiển thị mRNA của gen GADD45G, ở giai đoạn 168h có thể nồng độ 

0,1µg/L, 1µg/L, 10µg/L đã đạt ngưỡng giới hạn gây độc. 

Nguyên nhân: Điều này có nghĩa là lượng mRNA được sản xuất từ gen 

GADD45G tăng theo mức độ chì tăng ở giai đoạn 24h. Tuy nhiên, mức độ biểu hiện 
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gen của các nhóm này thay đổi nhiều so với nhóm đối chứng, cho thấy rằng các 

mức độ chì này ảnh hưởng đáng kể đến mức độ biểu hiện gen. Vì vậy, có thể kết 

luận rằng gen GADD45G có phản ứng nhạy với nồng độ chì 0.1µg/L, 1µg/L, 

10µg/L trong giai đoạn 24h. Ở giai đoạn 168h các nhóm thí nghiệm với nồng độ chì 

0.1µg/L, 1µg/L và 10µg/L đều cho thấy mức độ giảm biểu hiện của gen GADD45G 

gần như tương tự nhau và giảm nhiều hơn so với nhóm đối chứng. Kết quả này cho 

thấy nồng độ chì càng cao thì mức độ giảm biểu hiện của gen GADD45G càng lớn, 

có thể cho thấy gen này đóng vai trò quan trọng trong phản ứng của tế bào với chì. 

3.5.3. Xác định sự thay đổi biểu hiện gen SOD1 và kiểm soát tổn thương 

 

Hình 3.24: Sự thay đổi mRNA của gen SOD1 giai đoạn 24h giữa các nhóm 

 thí nghiệm 

Kết quả đánh giá real time RT-PCR của gen SOD1 giai đoạn 24h giữa các 

nhóm thí nghiệm cho thấy: nhóm 0.1µg/L, 1µg/L và 10µg/L mức độ biểu hiện gen 

tăng so với nhóm đối chứng, nhóm 0.1µg/L, 1µg/L có mức độ biểu hiện gen tăng 

nhẹ so với nhóm đối chứng. Tuy nhiên, nhóm 10µg/L lại bắt đầu có sự tăng biểu 

hiện gen và tăng hơn 14 lần so với các nhóm còn lại. Nguyên nhân có thể là do thời 

gian và nồng độ 0.1µg/L, 1µg/L chưa đủ làm thay đổi mức độ biểu hiện mRNA. 

Nồng độ 10µg/L đã bắt đầu có sự thay đổi mạnh so với nhóm đối chứng. 
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Hình 3.25: Sự thay đổi mRNA của gen SOD1 giai đoạn 168h giữa các nhóm  

thí nghiệm 

Kết quả đánh giá real time RT-PCR của gen SOD1 giai đoạn 168h giữa các 

nhóm thí nghiệm cho thấy: nhóm 0.1µg/L và 1µg/L mức độ biểu hiện gen gần như 

giống nhau và giảm 2,5 lần so với nhóm đối chứng. Tuy nhiên, nhóm 10µg/L có sự 

tăng biểu hiện gen so với nhóm 0.1µg/L và nhóm 1µg/L và tăng gấp 1,5 lần. Mức 

độ biểu hiện ở nhóm đối chứng gấp 2 lần so 10µg/L. 

Sự thay đổi mRNA của gen SOD1 ở giai đoạn 24h và 168h giữa các nhóm 

thí nghiệm: Ở giai đoạn 168h mức độ mức độ biểu hiện gen giảm mạnh so với giai 

đoạn 24h ở các nồng độ 0.1µg/L, 1µg/L, 10µg/L. Trong giai đoạn 168h, ở nồng độ 

10µg/L có sự giảm mạnh nhất, giảm 33,6 lần so với giai đoạn 24h, nguyên nhân có 

thể thời gian và nồng độ chì đã tác động mạnh lên cấu trúc gen của cá ngựa vằn.  

Nguyên nhân sự thay đổi mRNA của gen SOD1 ở giai đoạn 24h và 168h 

giữa các nhóm thí nghiệm có thể do các tác động của chất độc học lên quá trình 

biểu hiện gen. Ở giai đoạn 24h, khi các tế bào được phơi nhiễm với các nồng độ chì 

khác nhau, mức độ biểu hiện gen SOD1 có thể tăng tùy thuộc vào nồng độ chì và 

thời gian phơi nhiễm. Tuy nhiên, ở giai đoạn 168h, mức độ biểu hiện gen SOD1 

giảm mạnh hơn so với giai đoạn 24h ở các nồng độ 0.1µg/L, 1µg/L, 10µg/L. Điều 

này có thể cho thấy rằng các tế bào đã trải qua một giai đoạn dài của sự tổn thương 

do chì gây ra, dẫn đến giảm khả năng sản xuất mRNA của gen SOD1. Điều đó cho 

thấy chì có thể gây ra tổn thương trực tiếp đến các tế bào, làm giảm sự sống còn của 
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chúng. Do đó, số lượng tế bào có khả năng biểu hiện gen SOD1 cũng giảm, dẫn đến 

giảm mức độ sản xuất mRNA của gen này. 

3.5.4. Xác định sự thay đổi biểu hiện gen SOD2 và kiểm soát tổn thương 

 

Hình 3.26: Sự thay đổi mRNA của gen SOD2 giai đoạn 24h giữa các nhóm thí 

nghiệm. 

Kết quả đánh giá real time RT-PCR của gen SOD2 giai đoạn 24h giữa các 

nhóm thí nghiệm cho thấy: nhóm 0.1µg/L, 1µg/L có mức độ biểu hiện gen gần như 

giống nhau và tương đương so với nhóm đối chứng, nồng độ 0.1µg/L có sự giảm 

nhẹ so với nhóm đối chứng. Tuy nhiên, nhóm 10µg/L lại có sự tăng biểu hiện gen 

và tăng gấp 14 lần so với nhóm đối chứng, nguyên nhân tăng có thể độc chất ion chì 

ở nồng độ 10µg/L đã đủ liều lượng làm thay đổi gen SOD2 trong giai đoạn 24h. 

 

Hình 3.27: Sự thay đổi mRNA của gen SOD2 giai đoạn 168h giữa các nhóm thí 

nghiệm. 
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Kết quả đánh giá real time RT-PCR của gen SOD2 giai đoạn 168h giữa các 

nhóm thí nghiệm cho thấy: nhóm 0.1µg/L, nhóm 1µg/L và nhóm 10µg/L mức độ 

biểu hiện gen gần như giống nhau và giảm khoảng 2,3 lần so với nhóm đối chứng. 

Tuy nhiên, nhóm 1µg/L có mức biểu hiện gen cao so với nhóm 0,1µg/L và 10µg/L. 

Sự thay đổi mRNA của gen SOD2 ở 2 giai đoạn 24h và 168h giữa các nhóm 

thí nghiệm: Lô thí nghiệm đối chứng ở 2 giai đoạn này không có sự thay đổi về mức 

độ biểu hiện gen SOD2. Ở nồng độ 0,1µg/L, 1µg/L và 10µg/L có mức độ biểu hiện 

gen ở giai đoạn 168h giảm so với giai đoạn 24h, trong đó nồng độ 10µg/L giảm cực 

mạnh, giảm 32,5 lần. Mức độ biểu hiện gen ở giai đoạn 168h khá tương đồng nhau, 

nguyên nhân có thể nồng độ ion chì và thời gian nhiễm độc đã đủ ngưỡng giới hạn 

thay đổi mức độ biểu hiện gen SOD2. 

Nguyên nhân sự thay đổi mRNA của gen SOD2 tại 2 giai đoạn 24h và 168h 

trong các nhóm thí nghiệm: Lô thí nghiệm đối chứng không có sự thay đổi về mức 

độ biểu hiện gen SOD2 ở cả 2 giai đoạn. Nồng độ 0.1µg/L, 1µg/L và 10µg/L ở giai 

đoạn 24h có mức độ biểu hiện gen SOD2 tăng mạnh so với nhóm đối chứng điều 

này có thể là do tế bào muốn sản xuất nhiều hơn enzym Superoxide Dismutase 2 để 

chống lại các tác động oxy hóa từ chì. Nồng độ 0.1µg/L, 1µg/L và 10µg/L ở giai 

đoạn 168h có mức độ biểu hiện gen SOD2 tăng giảm so với nhóm đối chứng. Việc 

này có thể là do sự thay đổi trong việc điều chỉnh sản xuất protein để đáp ứng với sự 

tác động của chì. Tuy nhiên, mức độ biểu hiện gen ở nồng độ 0,1µg/L, 1µg/L và 

10µg/L ở giai đoạn 168h không có sự khác biệt lớn, có thể do sự thích nghi của tế 

bào với tác động của chì trong thời gian dài. 

3.5.5. Xác định sự thay đổi biểu hiện gen MT2 và kiểm soát tổn thương 
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Hình 3.28: Sự thay đổi mRNA của gen MT2 giai đoạn 24h giữa các nhóm 

 thí nghiệm. 

Kết quả đánh giá real time RT-PCR của gen MT2 giai đoạn 24h giữa các 

nhóm thí nghiệm cho thấy các nồng độ ion chì thí nghiệm đều gây ảnh hưởng đến 

gen MT2 giai đoạn 24h, nhóm 0.1 µg/L và nhóm 1 µg/L có mức độ biểu hiện gen 

gần như giống nhau, không thay đổi nhiều so với nhóm đối chứng. Tuy nhiên, nhóm 

10 µg/L tăng mạnh biểu hiện gen và tăng gấp 9 lần so nhóm đối chừng và 8 lần so 

với nồng độ 0.1 µg/L, 1µg/L. 

 

Hình 3.29: Sự thay đổi mRNA của gen MT2 giai đoạn 168h giữa các nhóm  

thí nghiệm. 
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Kết quả đánh giá real time RT-PCR của gen MT2 giai đoạn 168h giữa các 

nhóm thí nghiệm cho thấy: nhóm 0.1µg/L và nhóm 1µg/L mức độ biểu hiện gen 

gần như giống nhau và giảm 5 lần so với nhóm đối chứng. Tuy nhiên, nhóm 10µg/L 

lại có sự tăng biểu hiện gen so với nhóm 0.1µg/L và nhóm 1µg/L và tăng gấp 2 lần. 

Ở nhóm 100µg/L mức độ biểu hiện gen tăng mạnh so với các nồng độ 0,1µg/L, 

1µg/L, 10µg/L và tăng gấp 6,5 lần so với nhóm 0,1µg/L và 1µg/L, tăng gấp 3,2 lần 

so với nhóm 10µg/L. 

Sự thay đổi mRNA của gen MT2 giai đoạn 24h và 168h: mức độ biểu hiện 

gen ở nồng độ 0,1µg/L, 1µg/L, 10µg/L trong giai đoạn 168h giảm mạnh so với giai 

đoạn 24h, nồng độ 0,1µg/L giảm 3,5 lần, nồng độ 1µg/L giảm 7 lần, nồng độ 1µg/L 

giảm 220 lần. Kết quả nghiên cứu cho thấy nồng độ và thời gian 168h đủ để làm 

giảm hiển thị mRNA của gen MT2, ở giai đoạn 168h có thể nồng độ 0,1µg/L, 

1µg/L, 10µg/L đã đạt ngưỡng giới hạn gây độc.  

Kết quả thí nghiệm cho thấy mức biểu hiện gen của cá ngựa vằn ở cá 4 nồng 

độ: đối chứng, 0,1µg/L, 1µg/L, 10µg/L được nhiễm kim loại chì trong 24h đều có 

sự tăng tỷ lệ biểu hiện gen so với biểu hiện gen đối chứng. Và ngược lại, mức biểu 

hiện gen của cá ngựa vằn ở 4 nồng độ: đối chứng, 0,1µg/L, 1µg/L, 10µg/L được 

nhiễm kim loại chì trong 168h có sự giảm tỷ lệ biểu hiện gen so với biểu hiện gen 

đối chứng. Trong thí nghiệm này, kỹ thuật Real time RT-PCR đã đánh giá được sự 

sai lệch gen trong quá trình hấp thụ chì của cá ngựa vằn. Từ kết quả cho thấy, ấu 

trùng cá ngựa vằn được nhiễm kim loại chì trong thời gian càng lâu thì mức độ biểu 

hiện gen càng giảm. 

Kết quả thí nghiệm gen MT2, có thể suy ra rằng sự tăng hoặc giảm mức độ 

biểu hiện gen của cá ngựa vằn phụ thuộc vào nồng độ chì và thời gian tiếp xúc với 

chì. Trong giai đoạn 24h, sự tăng tỷ lệ biểu hiện gen so với đối chứng có thể cho 

thấy các gen của cá ngựa vằn được kích hoạt để đối phó với chì, có thể thông qua cơ 

chế bảo vệ tế bào hoặc chuyển hóa chì. Trong giai đoạn 168h, sự giảm tỷ lệ biểu 

hiện gen so với đối chứng có thể cho thấy các gen của cá ngựa vằn không thể tiếp 

tục giữ vai trò bảo vệ và đang bị ảnh hưởng bởi tác động tiêu cực của chì, dẫn đến 

giảm mức độ biểu hiện gen. 
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CHƯƠNG IV. KẾT LUẬN VÀ KIẾN NGHỊ 

4.1. Kết luận 

Luận án đánh giá được tác động của chì (Pb2+) lên quá trình phát triển của 

các giai đoạn cá ngựa bao gồm tỷ lệ % phôi sống, sự thay đổi nhịp tim, xác định 

hàm lượng chì (Pb2+) trong cơ thể, đánh giá ảnh hưởng của chì (Pb2+) lên mô ruột, 

buồng trứng, đánh giá sự thay đổi các gen và kiểm soát tổn thương GADD45A, 

SOD1, SOD2, GADD45G, MT2. 

Chì (Pb2+) làm giảm tỷ lệ sống của phôi và ấu trùng cá ngựa vằn qua các giai 

đoạn phát triển theo sự tăng dần giữa các nồng độ khảo sát. Ngoài ra, chì (Pb2+) gây 

ảnh hưởng đến hoạt động sinh lý của cá: làm giảm tỷ lệ nở của phôi, ức chế quá 

trình phát triển của phôi và ấu trùng, gây ra dị tật cho cá như: cong cột sống, phù 

màng tim, phù bụng, phù mắt, làm mất sắc tố của cá; nhịp tim cũng tăng theo sự 

tăng của từng nồng độ khảo sát.  

Sự tồn tại của chì (Pb2+) và tác động của nó đến con người và sinh vật là 

không thể lường trước. Khả năng hấp thụ bằng hệ thống hô hấp và tiêu hóa đã phân 

phối các chất độc hại trong tất cả các bộ phận của cơ thể, gây ảnh hưởng đến sức 

khỏe của con người và sinh vật. Nghiên cứu này đã xác định sự có mặt của kim loại 

nặng và những tác động tiêu cực trong cơ thể cá ngựa vằn đã cho thấy mối đe dọa 

nghiêm trọng đối với sinh vật cũng như sức khỏe con người. Kết quả mà nghiên cứu 

này thu được sẽ là cơ sở để đóng góp cho những nghiên cứu tiếp theo trong tương 

lai hướng đến cải thiện môi trường nhằm bảo vệ sức khỏe con người và sinh vật. 

Sự phơi nhiễm với chì (Pb2+) làm thay đổi sự biểu hiện mức phiên mã của 

các gen GADD45A, GADD45G, SOD1, SOD2, MT2. Real time RT-PCR đã cho 

thấy được sự sai lệch gen trong quá trình hấp thụ chì (Pb2+) của cá ngựa vằn ở giai 

đoạn 24h và 168h. 

Hàm lượng chì (Pb2+) tích tụ trong toàn bộ cơ thể cá ngựa vằn trưởng thành 

có chiều hướng tăng lên theo nồng độ gây nhiễm. Do đó cho thấy khả năng tích lũy 

sinh học của vi sinh vật trong sinh vật biển và mối đe dọa nghiêm trọng đối với hệ 

thủy sinh và sức khỏe con người. 

4.2. Kiến nghị 

Tiếp tục có những đánh giá sâu hơn ảnh hưởng của chì thông qua biểu hiện 

của gen liên quan đến sự phát triển của phôi cá. 
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Tiếp tục có những đánh giá sâu hơn ảnh hưởng của kim loại nặng khác thông 

qua biểu hiện của gen liên quan đến sự phát triển của phôi cá từ đó làm cơ sở để so 

sánh mức độ ảnh hưởng giữa các kim loại nặng. 

Đánh giá cấu trúc các cơ quan liên quan đến sự chuyển hóa của gan, thận. 
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 PHỤ LỤC 

1. Phụ lục 1: Định danh cá ngựa vằn 

 

  



 

PL-2 

 

2. Phụ lục 2:  

Bảng 1: Tỉ lệ (%) phôi sống qua các giai đoạn phát triển ở các nồng độ (Pb2+) 

khảo sát. 

Các giai đoạn 

của phôi 

Tỉ lệ (%) phôi sống ở các nồng độ Pb2+ gây nhiễm 

ĐC 0,1 µg/l 1 µg/l 10 µg/l 20 µg/l 100 µg/l 

Hình thành 

26 đốt sống 

(22h) 

98,33±0,83 95,83±0.83 96,67±1,67 92,50±1,44 93,33±0,83 94,17±0,83 

Thoát nang 

(48h) 
95,83±0,83 94,17±0,83 92,50±0,00 90,83±0,83 91,67±0,83 88,33±1,67 

Giai đoạn 

hầu họng 

(72h) 

95,83±0,83 90,83±0,83 91,67±0,83 82,50±0,00 74,17±0,83 52,50±1,44 

Tiêu noãn 

hoàng (168h) 
90,83±0,83 77,50±1,44 70,00±2,50 6,67±0,83 5,83±0,83 4,17±0,83 

 

3. Phụ lục 3:   

Bảng 2: sự thay đổi cấu trúc mô ruột và buồng trứng sau khi gây nhiễm chì (Pb2+) 

Các cơ 

quan 

Sự thay đổi mô ruột và buồng trứng ở các nồng độ Pb2+ khi gây nhiễm 

ĐC 0,1 µg/l 1 µg/l 10 µg/l 100 µg/l 

Ruột 0.0136±0.001 0.0261±0.004 0.0159±0.000 0.028±0.005 0.0298±0.002 

Buồng 

trứng 
0,6167±0.0821 0,4594±0.0261 0,344±0.0351 0,3194±0.046 0,2863±0.0235 
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4. Phụ lục 4:  

Bảng 3: Xác định được hàm lượng chì (Pb2+) tích tụ trong một số cơ quan cá 

ngựa vằn 

 Các cơ 

quan 

Mức độ tích tụ chì (Pb2+) nội quan, cơ và xương của cá ngựa vằn ở các 

nồng độ gây nhiễm  

ĐC 0,1 µg/L 1 µg/L 10 µg/L 100 µg/L 

Nội quan 0,00 0,00 0,38 0,01 0,49 0,01 1,30 0,06 12,31 0,30 

Cơ và xương 0,00 0,00 0,27 0,01 0,27 0,00 0,71 0,01 1,22 0,04 

 

5. Phụ lục 5 

Bảng 4: Mức độ biểu hiện gen giai đoạn 24h của cá ngựa vằn ở các nồng độ 

gây nhiễm chì (Pb2+) 

Gen 

Mức độ biểu hiện gen giai đoạn 24h của cá ngựa vằn ở các nồng độ gây 

nhiễm chì (Pb2+) 

ĐC 0.1 µg/L 1 µg/L 10 µg/L 

GADD45A 1,00 0,620,02 0,090,01 1,970,05 

GADD45G 1,00 1,230,1 2,380,4 17,21 

SOD1 1,00 1,340,2 1,360,3 18,52 

SOD2 1,00 0,880,1 1,190,2 14,23 

MT2 1,00 1,200,3 1,500,2 9,04 

 

6. Phụ lục 6 

Bảng 5: Mức độ biểu hiện gen giai đoạn 168h của cá ngựa vằn ở các nồng 

độ gây nhiễm chì (Pb2+) 

Gen 

Mức độ biểu hiện gen giai đoạn 168h của cá ngựa vằn ở các nồng độ gây 

nhiễm chì (Pb2+) 

ĐC 0.1 µg/L 1 µg/L 10 µg/L 

GADD45A 1,00 0,250,08 0,240,05 0,360,03 

GADD45G 1,00 0,090,009 0,240,04 0,110,01 

SOD1 1,00 0,380,06 0,420,05 0,550,07 

SOD2 1,00 0,500,07 0,560,07 0,430,05 

MT2 1,00 0,120,08 0,230,04 0,440,01 

 


