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TÓM TẮT 

Nghiên cứu được thực hiện nhằm đánh giá và sàng lọc các RNA dẫn đường (gRNA) nhắm mục tiêu gen 

myostatin (MSTN) phục vụ chỉnh sửa gen ở phôi bò bằng công nghệ CRISPR/Cas9. Hợp tử sau thụ tinh trong ống 

nghiệm được điện xung với phức hợp ribonucleoprotein (RNP) gồm Cas9 và các gRNA đơn lẻ (gRNA#2, 

gRNA#4, gRNA#8) hoặc phối hợp hai gRNA (gRNA#8&2, gRNA#8&4). Hiệu quả chỉnh sửa được đánh giá thông 

qua tỷ lệ phân chia, tỷ lệ hình thành phôi nang và phân tích giải trình tự gen đích MSTN ở phôi nang nhằm xác 

định tỷ lệ đột biến và tỷ lệ đột biến hai alen. Kết quả cho thấy tỷ lệ phân chia dao động từ 66,5% đến 77,1%, trong 

đó nhóm gRNA#8&4 có tỷ lệ phân chia thấp hơn có ý nghĩa so với gRNA#2 và gRNA#4 (P <0,05). Tỷ lệ hình 

thành phôi nang khác biệt rõ rệt giữa các nhóm, cao nhất ở gRNA#4 (36,8%) và thấp nhất ở gRNA#8 (18,1%). 

Phân tích giải trình tự cho thấy gRNA#4 đạt tỷ lệ đột biến cao nhất (52,2%) và tỷ lệ đột biến hai alen cao nhất 

(33,3%), trong khi các nhóm phối hợp hai gRNA có hiệu quả chỉnh sửa và tỷ lệ đột biến hai alen thấp. Kết luận, 

phương pháp điện xung CRISPR/Cas9 dạng RNP trên phôi IVF là khả thi để tạo phôi bò chỉnh sửa gen MSTN, 

trong đó gRNA#4 là ứng viên tối ưu cho các nghiên cứu và ứng dụng tiếp theo. 

Từ khóa: Myostatin (MSTN), chỉnh sửa gen, CRISPR/Cas9, phôi bò, xung điện. 

Evaluation of Guide RNA Efficiency for Myostatin Gene Editing  
in Bovine Embryos Using CRISPR/Cas9 Electroporation 

ABSTRACT 

This study was conducted to evaluate and screen guide RNAs (gRNAs) targeting the myostatin (MSTN) gene 

for bovine embryo genome editing using the CRISPR/Cas9 system. In vitro-fertilized zygotes were electroporated 

with ribonucleoprotein (RNP) complexes consisting of Cas9 protein and either single gRNAs (gRNA#2, gRNA#4, 

gRNA#8) or dual-gRNA combinations (gRNA#8&2, gRNA#8&4). Editing efficiency was assessed based on 

cleavage rate, blastocyst formation rate, and sequencing analysis of the MSTN target locus in blastocysts to 

determine mutation frequency and biallelic mutation rate. The cleavage rates ranged from 66.5% to 77.1%, with 

the gRNA#8&4 group showing a significantly lower cleavage rate compared with the gRNA#2 and gRNA#4 groups 

(P <0.05). Blastocyst formation rates differed markedly among groups, with the highest rate observed in the 

gRNA#4 group (36.8%) and the lowest in the gRNA#8 group (18.1%). Sequencing analysis revealed that gRNA#4 

yielded the highest mutation rate (52.2%) and the highest biallelic mutation rate (33.3%), whereas dual-gRNA 

combinations resulted in lower editing efficiency and biallelic mutation rates. In conclusion, CRISPR/Cas9 RNP 

electroporation of IVF-derived embryos is a feasible approach for generating MSTN-edited bovine embryos, and 

gRNA#4 represents the most promising candidate for further studies and applications. 

Keywords: Myostatin (MSTN), CRISPR/Cas9, genome editing, bovine embryo, electroporation. 

 

1. ĐẶT VẤN ĐỀ 

Myostatin (MSTN), cñn đþợc gọi là yếu tố 

biệt hòa tëng trþćng số 8 (growth differentiation 

factor 8), là một protein thuộc họ siêu yếu tố 

tëng trþćng biến đổi β (TGF-β), đòng vai trñ là 
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chçt điều hña ngþợc đối vĆi să phát triển cĄ 

xþĄng. Các đột biến mçt chĀc nëng cûa gen 

MSTN đã đþợc chĀng minh gây ra kiểu hình “cĄ 

nhån đôi” ć bò Belgian Blue (Grobet & cs., 

1997), trong khi bçt hoät MSTN ć chuột làm 

tëng đáng kể khối lþợng cĄ thông qua să gia 

tëng câ số lþợng và kích thþĆc sợi cĄ 

(McPherron & cs., 1997). Các nghiên cĀu sau đò 

tiếp týc khîng đðnh MSTN là gen mýc tiêu 

quan trọng để câi thiện sinh trþćng và nëng 

suçt thðt ć vêt nuôi (Aiello & cs., 2018). Do vêy, 

bçt hoät gen MSTN đþợc xem là một hþĆng tiếp 

cên đæy tiềm nëng trong các chþĄng trình chọn 

giống vêt nuôi bìng công nghệ chînh sāa hệ gen 

(Wang & Petersen, 2022). 

Công nghệ chînh sāa gen CRISPR/Cas9 

(clustered regularly interspaced short 

palindromic repeats/CRISPR-associated protein 

9) sā dýng RNA dén đþąng (guide RNA, gRNA) 

để đðnh hþĆng enzyme Cas9 đến trình tă DNA 

đích, täo đĀt gãy mäch kép và kích hoät cĄ chế 

sāa chĂa DNA nội sinh cûa tế bào (Cong & cs., 

2013; Mali & cs., 2013). Nhą cçu trúc đĄn giân, 

dễ thiết kế và hiệu quâ chînh sāa cao, 

CRISPR/Cas9 đã đþợc Āng dýng để chînh sāa 

gen MSTN trên nhiều loài gia súc và động vêt 

thûy sinh, cho thçy tiềm nëng lĆn trong câi 

thiện khâ nëng phát triển cĄ và nëng suçt thðt 

(Xu & cs., 2020; Proudfoot & cs., 2020; Zheng & 

cs., 2024). Các nghiên cĀu täo động vêt chînh 

sāa gen ć giai đoän đæu chû yếu sā dýng kỹ 

thuêt chuyển nhân tế bào soma (SCNT) hoặc vi 

tiêm (microinjection), nhþng cñn hän chế bći 

hiệu quâ täo phôi và täo con sống còn thçp, quy 

trình thao tác phĀc täp và phý thuộc nhiều vào 

kỹ nëng cûa ngþąi thăc hiện (Booth & cs., 2001; 

Brophy & cs., 2003; Bosch & cs., 2004). Kỹ thuêt 

xung điện (electroporation) đã đþợc phát triển 

nhþ một phþĄng pháp thay thế nhìm đþa trăc 

tiếp phĀc hợp CRISPR/Cas9 däng 

ribonucleoprotein (RNP) vào hợp tā mà không 

cæn vi thao tác, qua đò giâm tổn thþĄng cĄ học 

và nâng cao hiệu quâ xā lý phôi (Tanihara & cs., 

2016; Camargo & cs., 2020). Gæn đåy, Gim & cs. 

(2023) đã täo thành công bò chînh sāa đa locus, 

bao gồm MSTN, bìng phþĄng pháp điện xung 

trên phôi thý tinh trong ống nghiệm, cho thçy 

triển vọng cûa phþĄng pháp này trong sân xuçt 

động vêt chînh sāa gen. 

Tuy nhiên, hiệu quâ chînh sāa 

CRISPR/Cas9 vén phý thuộc đáng kể vào đặc 

điểm cûa gRNA, bao gồm trình tă gRNA, hàm 

lþợng GC, cçu trúc bêc hai, khâ nëng tiếp cên 

vùng chromatin cüng nhþ nguy cĄ tác động 

ngoài mýc tiêu (Doench & cs., 2016). Đối vĆi bò 

H'Mông, hiện vén chþa cò nghiên cĀu nào đánh 

giá có hệ thống hiệu quâ cûa các gRNA nhím 

mýc tiêu gen MSTN kết hợp vĆi phþĄng pháp 

điện xung trên phôi thý tinh trong ống nghiệm. 

Vì vêy, việc đánh giá thăc nghiệm các gRNA là 

cæn thiết nhìm lăa chọn đþợc gRNA có hiệu 

suçt chînh sāa cao đồng thąi ít ânh hþćng đến 

khâ nëng phát triển cûa phôi. 

Nghiên cĀu này đþợc thăc hiện nhìm đánh 

giá hiệu quâ cûa các gRNA nhím mýc tiêu gen 

MSTN ć phôi bñ H’Mông bìng phþĄng pháp 

xung điện phĀc hợp CRISPR/Cas9 däng RNP 

thông qua các chî tiêu phát triển phôi (tỷ lệ 

phân chia, tỷ lệ hình thành phôi nang) và tỷ lệ 

đột biến và đột biến hai alen. Kết quâ nghiên 

cĀu cung cçp cĄ sć lăa chọn gRNA phù hợp cho 

sân xuçt phôi và bò chînh sāa gen MSTN, góp 

phæn Āng dýng CRISPR/Cas9 trong câi tiến 

giống vêt nuôi ć Việt Nam. 

2. PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1. Thu thập tế bào trứng, nuôi thành thục 

trong ống nghiệm, thụ tinh và nuôi cấy phôi 

Các tế bào trĀng thu tÿ buồng trĀng bò 

H’Mông täi một số lò mổ đða phþĄng thuộc tînh 

Hà Giang cü (nay là tînh Tuyên Quang) đþợc 

nuôi thành thýc in vitro (IVM - In Vitro 

Maturation) theo Đỗ Thð Kim Lành & cs. (2021). 

Khoâng 50 phĀc hợp tế bào trĀng và tế bào 

cumulus (COCs) đþợc nuôi trong 500µl môi 

trþąng TCM-199 chĀa muối Earle (Invitrogen, 

Hoa Kỳ) bổ sung 0,6mM cysteine, 0,02 AU/ml 

hormone kích thích nang trĀng (FSH - Follical 

Stimulating Hormone; Kyoritsuseiyaku, Nhêt 

Bân), 5% huyết thanh thai bê (FBS - Fetal 

Bovine Serum, Sigma Aldrich, Hoa Kỳ) và  

50 µg/ml gentamicin (Sigma Aldrich, Hoa Kỳ) 



Đánh giá hiệu quả các GRNA trong chỉnh sửa gen myostatin ở phôi bò H’mông bằng điện xung CRISPR/Cas9 

64 

trong 22 gią ć 38,5°C,5% CO2, độ èm không khí 

bão hòa. 

Thý tinh trong ống nghiệm (IVF - In Vitro 

Fertilization) đþợc thăc hiện theo Isobe & cs. 

(2015) vĆi một số điều chînh. Sau IVM, COCs 

đþợc thý tinh bìng tinh trùng đông länh - rã 

đông cûa một bñ đăc H’Mông duy nhçt nuôi täi 

Trung tâm giống gia súc và vêt nuôi Phố Bâng, 

tînh Hà Giang cü Tinh đþợc rã đông ć 37°C, rāa 

hai læn bìng môi trþąng thý tinh bìng ly tâm 

630 × g trong 5 phút và pha loãng về nồng độ  

4 × 106 tế bào/ml. Hỗn hợp 250µl tinh trùng 

đþợc bổ sung vào 250µl môi trþąng chĀa 50 

trĀng đã thành thýc để đät nồng độ cuối 2 × 106 

tế bào/ml. TrĀng và tinh trùng đþợc đồng û 

trong 6 gią ć 38,5°C trong tû çm không khí bão 

hòa chĀa 5% CO2. 

Sau khi thý tinh, hợp tā giâ đðnh đþợc loäi 

bó lĆp tế bào cumulus và tinh trùng bám bìng 

pipet cĄ học và nuôi cçy trên lĆp đĄn tế bào 

cumulus đþợc chuèn bð trþĆc theo phþĄng pháp 

đồng nuôi cçy (co-culture) trong môi trþąng 

mSOF bổ sung 4 mg/ml albumin huyết thanh bò 

(BSA - Bovine Serum Albumin, Sigma Aldrich, 

Hoa Kỳ) và 50 µg/ml gentamicin ć 38,5°C, 5% 

CO2, độ èm không khí bão hòa. 

Sau 72 gią, các phôi đã phån chia tiếp týc 

đþợc nuôi cçy trong mSOF bổ sung 5% FBS 

thêm 5. Tỷ lệ phôiphân chia và hình thành phôi 

nang đþợc đánh giá tþĄng Āng sau 72 gią và 7 

ngày nuôi cçy. Ở nhòm đối chĀng, các hợp tā 

đþợc xā lý tþĄng tă nhþng không đþợc đþa qua 

bþĆc xung điện trþĆc khi nuôi cçy.  

2.2. Xung điện tế bào 

Trình tă gRNA nhím mýc tiêu gen MSTN 

đþợc thiết kế bìng CRISPRdirect và đþợc phân 

tích khâ nëng off-target trên COSMID. Ba 

gRNA tiềm nëng nhçt: gRNA2, gRNA4 và 

gRNA8 đþợc lăa chọn để đánh giá thăc nghiệm. 

Các gRNA này læn lþợt nhên diện các vùng 

nucleotide 338-360, 324-346 và 314-336 cûa 

exon 1 và exon 2 gen MSTN. Thông tin chi tiết 

về trình tă gRNA, vð trí đích, trình tă PAM và 

hþĆng nhên diện đþợc trình bày trong bâng 1. 

PhĀc hợp gRNA đþợc chuèn bð bìng cách û 

bít cặp giĂa crRNA (Integrated DNA 

Technologies - IDT; Coralville, IA, Hoa Kỳ) vĆi 

tracrRNA (IDT) theo hþĆng dén cûa nhà sân 

xuçt;protein Cas9 tái tổ hợp đþợc mua tÿ 

Takara Bio, Inc. (Shiga, Nhêt Bân). Xung điện 

đþợc thăc hiện theo Tanihara & cs. (2016) trên 

điện căc (LF501PT1-20; BEX, Tokyo, Nhêt Bân) 

đþợc kết nối vĆi thiết bð xung điện CUY21EDIT 

II (BEX). Khoâng 30-40 hợp tā giâ đðnh thu 

nhên 15 gią sau thý tinh đþợc rāa bìng dung 

dðch Opti-MEM I (Invitrogen và síp xếp thîng 

hàng trong khe điện căc chĀa 10µl dung dðch 

đệm duplex (IDT) có bổ sung 100 ng/µl gRNA 

nhím mýc tiêu gen MSTN và 100 ng/µl protein 

Cas9. Xung điện đþợc thăc hiện ć 20 V/mm, thąi 

gian kéo dài xung điện 1ms và lặp läi 3 læn. 

Sau xung điện, các hợp tā đþợc rāa và nuôi 

cçy trong môi trþąng nuôi phôi theo mô tâ ć 

trên. Nhòm đối chĀng đþợc nuôi cçy trong  

điều kiện tþĄng tă nhþng không tiến hành  

xung điện.  

2.3. Phân tích đột biến gen MSTN trên phôi 

nang sau chînh sửa CRISPR/Cas9  

DNA đþợc tách tÿ tÿng phôi nang bìng xā 

lý nhiệt trong NaOH 50mM, sau đò trung hña 

và khuếch đäi vùng gen đích cûa gen MSTN 

bìng PCR sā dýng enzyme Quick Taq DNA 

Polymerase (Toyobo, Osaka, Nhêt Bân) theo 

hþĆng dén cûa nhà sân xuçt. 

Bâng 1. Lựa chọn gRNA tác động trên gen MSTN ở bò 

MSTN Trình tự (5′-3′) PAM Target Chiều 

gRNA#2 ggacggaaacggtcattacc cca 338-360 R 

gRNA#4 cgatgactaccagccagga cgg 324-346 F 

gRNA#8 tggaagacgatgactaccac cct 314-336 R 
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Các cặp mồi sā dýng gồm: 

- gRNA #2 và #4: mồi xuôi (forward)  

5’-CCATGCAAAAACTGCAAATCTC-3’ và mồi 

ngþợc (reverse) 5’-GCAGCTTTCAGTCTCATT 

GGTC-3’  

- gRNA #8: mồi xuôi (forward)  

5’-TGGAGGTGTTCGTTCGTTTTT-3’ và mồi 

ngþợc (reverse) 5’-TGGGGTAAGGCACCTT 

TGTC-3’  

Sân phèm PCR đþợc tinh säch bìng 

FastGene Gel/PCR Extraction Kit (Nippon 

Genetics, Tokyo, Nhêt Bân) và giâi trình tă 

Sanger sā dýng bộ kit BigDye Terminator Cycle 

Sequencing Kit v3.1 (Thermo Fisher Scientific 

K.K., Tokyo, Nhêt Bân) trên hệ thống ABI 3500 

Genetic Analyzer (Applied Biosystems, CA, Hoa 

Kỳ). Tæn suçt các đột biến däng chèn/mçt đoän 

(insertion/deletion; indel) trong các phôi nang 

đþợc đðnh lþợng bìng công cý tin sinh học TIDE 

(Tracking of Indels by DEcomposition; 

https://tide.deskgen.com/) (Brinkman & cs., 

2014). Dăa trên kết quâ giâi trình tă, phôi nang 

đþợc phân loäi thành kiểu gen hoang däi (wild 

type), đột biến hai alen (biallelic mutants) hoặc 

đột biến khâm (mosaic mutants).  

2.4. Xử lý số liệu 

Tỷ lệ phôi phân chia, hình thành phôi nang 

và tỷ lệ phôi mang đột biến gen MSTN giĂa các 

nhòm đþợc so sánh bìng phép kiểm đðnh Chi - 

bình phþĄng (2 test). Các giá trð đþợc trình bày 

dþĆi däng tỷ lệ phæn trëm kèm theo số méu 

quan sát (n). Să khác biệt đþợc xem là có ý 

nghïa thống kê khi P <0,05. 

3. KẾT QUẢ NGHIÊN CỨU 

3.1. Sự phát triển phôi in vitro sau điện 

xung gRNA/Cas9 

Để đánh giá hiệu quâ chînh sāa gen, hợp tā 

đþợc điện xung vĆi protein Cas9 kết hợp vĆi 

tÿng gRNA riêng lẻ hoặc phối hợp 2 gRNA. Tỷ lệ 

phân chia và tỷ lệ hình thành phôi nang đþợc sā 

dýng để đánh giá ânh hþćng cûa chînh sāa gen 

lên să phát triển phôi sĆm (Bâng 2). 

Tỷ lệ phôi phån chia sau xung điện chînh 

sāa gen MSTN giĂa các nhòm gRNA dao động 

tÿ 66,5% đến 77,1%. Nhóm sā dýng gRNA#4 đät 

tỷ lệ phôi phân chia cao nhçt (77,1%), không 

khác biệt so vĆi các nhóm gRNA#2 (75,2%), 

gRNA#8 (74,0%) và gRNA#8&2 (74,0%)  

(P >0,05). Tuy nhiên, tỷ lệ phôi phân chia ć 

nhóm phối hợp hai gRNA#8&4 (66,5%) thçp hĄn 

so vĆi nhòm phôi đþợc xung điện vĆi gRNA#2 và 

gRNA#4 (P <0,05). 

Tỷ lệ hình thành phôi nang có khác biệt rõ 

rệt giĂa các nhòm, dao động tÿ 18,1% đến 

36,8%. Nhóm gRNA#4 cho tỷ lệ phôi nang cao 

hĄn (36,8%; P <0,05) so vĆi tỷ lệ này ć các nhóm 

phôi sā dýng gRNA#8 (18,1%), gRNA#8&2 

(26,4%) và gRNA#8&4 (21,0%). Nhóm gRNA#2 

đät tỷ lệ phôi nang (29,8%) không khác biệt có ý 

nghïa thống kê so vĆi nhóm phôi sā dýng 

gRNA#4. 

Bâng 2. Ảnh hưởng của gRNA đến khâ năng phát triển  

của phôi bò sau xung điện chînh sửa gen 

gRNA Tỷ lệ phôi phân chia (%) Tỷ lệ phôi nang (%) 

gRNA#2 75,2(364/484)
a
 29,8 (144/484)

ab
 

gRNA#4 77,1 (356/462)
a
 36,8 (170/462)

a
 

gRNA#8 74,0 (355/480)
ab

 18,1 (87/480)
d
 

gRNA#8&2 74,0 (342/462)
ab

 26,4 (122/462)
bc

 

gRNA#8&4 66,5 (266/400)
b
 21,0 (84/400)

cd
 

 Các giá trị mang các ký tự khác nhau trong cùng một cột thể hiện sự khác biệt có ý 

nghĩa thống kê (P <0,05). 

https://tide.deskgen.com/
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Bâng 3. Tỷ lệ phôi mang gen MSTN đột biến 

gRNA 
Số phôi giải trình tự 

(n) 
Số phôi có đột biến 

(n) 
Tỷ lệ đột biến 

(%) 
Số phôi đột biến 2 alen 

(n) 
Tỷ lệ đột biến 2 alen 

(%) 

gRNA#2 90 (30 × 3) 43 47,7
a 

12 13,3
b 

gRNA#4 90 (30 × 3) 47 52,2
a
  30 33,3

a 

gRNA#8 75 (25 × 3) 33 44,0
a 

9 12,0
b 

gRNA#8&2 96 (32 x 3) 24 25,0
b 

0 0
c 

gRNA#8&4 87 (29 x 3) 15 17,2
b 

3 3,4
bc 

Ghi chú: Các giá trị mang các ký tự khác nhau trong cùng một cột thể hiện sự khác biệt có ý nghĩa thống kê 

(P <0,05). 

 

Hình 1. A: Trình tự gRNA có đích tác động trên gen MSTN; 

 B: Mẫu chînh sửa gen MSTN từ phôi bò sau xung điện CRISPR/Cas với gRNA:  

(chĂ màu xanh là trình tă đích, đó là trình tă PAM, xanh lá cây là nucleotit bð thay thế, tím là 

nucleotit đþợc thêm vào, --- là nucleotit bð xóa) 

3.2. Kết quâ phân tích đột biến gen MSTN 

trên phôi nang sau chînh sửa CRISPR/Cas9 

Phân tích trình tă vùng đích gen MSTN 

trên tÿng phôi nang (Hình 1B, Bâng 3) cho thçy 

tỷ lệ đột biến khác nhau giĂa các gRNA. Tỷ lệ 

cao nhçt ć nhóm gRNA#4 (52,2%), tiếp theo là 

gRNA#2 (47,7%) và gRNA#8 (44,0%). Các gRNA 

đĄn lẻ cho hiệu quâ chînh sāa gen cao hĄn đáng 

kể so vĆi các nhòm phôi đþợc xung điện phối hợp 

2 gRNA (P <0,05), trong đò gRNA#8&4 và 

gRNA#8&2 có tỷ lệ chînh sāa gen læn lþợt là 

17,2% và 25,0%. Tỷ lệ đột biến 2 alen cao nhçt ć 

nhòm gRNA#4 (33,3%) cao hĄn các nhòm phôi 

còn läi (P <0,05); tỷ lệ này đặc biệt thçp ć nhóm 

2 gRNA (gRNA#8&4: 3,4%) hoặc không có 

(gRNA#8&2). 

4. THẢO LUẬN 

Kết quâ nghiên cĀu cho thçy trình tă gRNA 

có ânh hþćng đáng kể đến câ khâ nëng phát 

triển cûa phôi và hiệu quâ chînh sāa gen MSTN 

trên phôi bò H'Mông. Trong số các gRNA đþợc 

khâo sát, gRNA#4 cho tỷ lệ hình thành phôi 

nang, tỷ lệ đột biến và tỷ lệ đột biến hai alen cao 

nhçt, trong khi việc phối hợp hai gRNA làm 

giâm khâ nëng phát triển cûa phôi và hiệu quâ 

chînh sāa. Kết quâ này cho thçy vai trò quan 

trọng cûa việc lăa chọn gRNA trong chînh sāa 

gen bìng phþĄng pháp xung điện. 
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MSTN là gen mýc tiêu quna trọng trong 

chọn giống vêt nuôi do vai trñ điều hòa âm tính 

đối vĆi să phát triển cĄ xþĄng và khâ nëng câi 

thiện nëng suçt thðt sau khi bð bçt hoät (Aiello 

& cs., 2018; Wang & Petersen, 2022). Theo hiểu 

biết cûa chúng tôi, đåy là nghiên cĀu đæu tiên 

täi Việt Nam đánh giá cò hệ thống hiệu quâ cûa 

nhiều gRNA nhím mýc tiêu gen MSTN trên 

phôi bò H'Mông bìng điện xung phĀc hợp 

CRISPR/Cas9 däng RNP. Kết quâ nghiên cĀu 

cung cçp cĄ sć ban đæu cho việc phát triển và 

Āng dýng công nghệ chînh sāa gen trên bò 

H'Mông và các giống bò bân đða Việt Nam. 

Hiệu quâ chînh sāa khác nhau giĂa các 

gRNA cho thçy việc thiết kế và lăa chọn gRNA 

là một trong nhĂng yếu tố quan trọng đối vĆi hệ 

thống CRISPR/Cas9. Mặc dù đþợc thiết kế theo 

các tiêu chí tin sinh học tþĄng tă, tỷ lệ đột biến 

thu đþợc dao động tÿ 17,2% đến 52,2%, trong đò 

gRNA#4 cho tỷ lệ đột biến và đột biến hai alen 

cao nhçt. Kết quâ này phù hợp vĆi nhiều nghiên 

cĀu trþĆc đåy, cho thçy các gRNA khác nhau 

cùng nhím một gen mýc tiêu vén có thể täo ra 

hiệu quâ chînh sāa rçt khác nhau do khác biệt 

về trình tă đích (Hsu & cs., 2013; Doench & cs., 

2016). Trong hệ thống CRISPR/Cas9, gRNA 

đòng vai trñ đðnh hþĆng enzyme Cas9 đến vð trí 

liền kề PAM để täo ra đĀt gãy kép và kích hoät 

các cĄ chế sāa chĂa DNA nội sinh cûa tế bào, 

chû yếu thông qua con đþąng nối đæu không 

tþĄng đồng (non-homologous end joining, 

NHEJ) (Jinek & cs., 2012; Cong & cs., 2013), täo 

các đột biến chèn hoặc mçt đoän tÿ đò làm bçt 

hoät gen đích. Trong nghiên cĀu này, các gRNA 

nhím mýc tiêu exon 1 và exon 2 cûa gen MSTN, 

là vùng mã hóa nìm ć đæu khung đọc mć. Các 

đột biến täi khu văc này có khâ nëng cao làm 

gián đoän quá trình dðch mã hoặc täo protein 

mçt chĀc nëng (McPherron & cs., 1997; Aiello & 

cs., 2018). Bên cänh đò, hiệu quâ chînh sāa giĂa 

các gRNA còn phý thuộc vào vð trí đích, thành 

phæn nucleotide cûa gRNA, hàm lþợng GC, cçu 

trúc bêc hai và khâ nëng tiếp cên DNA mýc tiêu 

cûa phĀc hợp Cas9-gRNA (Doench & cs., 2016; 

Tycko & cs., 2019). Các gRNA đþợc sā dýng 

trong nghiên cĀu này đều đþợc lăa chọn dăa 

trên dă đoán tin sinh học nhìm giâm thiểu số 

lþợng vð trí tþĄng đồng ngoài mýc tiêu trên hệ 

gen bò. Việc hän chế các tác động ngoài mýc 

tiêu không chî góp phæn nång cao độ tin cêy cûa 

kết quâ chînh sāa mà cñn cò ý nghïa quan trọng 

đối vĆi các Āng dýng täo phôi và täo động vêt 

chînh sāa gen phýc vý chọn giống trong tþĄng 

lai (Hsu & cs., 2013; Tsai & cs., 2015). Mặc dù 

các gRNA đều đþợc sàng lọc bìng các công cý 

tin sinh học nhìm giâm nguy cĄ tác động ngoài 

mýc tiêu, hiệu quâ vþợt trội cûa gRNA#4 cho  

thçy các dă đoán tin sinh học chî đòng vai trñ 

đðnh hþĆng, đánh giá thăc nghiệm là cæn thiết 

để lăa chọn gRNA tối þu. 

Việc phối hợp hai gRNA không làm tëng mà 

còn làm giâm tỷ lệ hình thành phôi nang và 

hiệu quâ täo đột biến gen MSTN so vĆi sā dýng 

một gRNA. Hiện tþợng này có thể liên quan đến 

việc täo đồng thąi nhiều đĀt gãy mäch kép DNA, 

làm tëng gánh nặng sāa chĂa DNA và ânh 

hþćng đến tính toàn vẹn cûa hệ gen. Tổn thþĄng 

DNA vþợt mĀc có thể kích hoät kiểm soát chu 

kỳ tế bào và apoptosis liên quan đến vai trò cûa 

p53, dén đến giâm khâ nëng phát triển cûa phôi 

(Le & cs., 2021; Lin & cs., 2021). Ngoài ra, să 

cänh tranh giĂa nhiều să kiện sāa chĂa DNA 

xây ra đồng thąi cüng cò thể làm giâm hiệu quâ 

täo đột biến täi tÿng vð trí đích, gòp phæn giâi 

thích tỷ lệ đột biến thçp hĄn ć các nhóm sā 

dýng hai gRNA.  

Trong số các gRNA khâo sát, gRNA#4 cho 

tỷ lệ hình thành phôi nang, tỷ lệ đột biến và tỷ 

lệ đột biến hai alen cao nhçt. Điều này cho thçy 

gRNA#4 không chî có hiệu quâ chînh sāa cao 

mà còn ít ânh hþćng đến khâ nëng phát triển 

cûa phôi. Các kết quâ này phù hợp vĆi nhĂng 

nghiên cĀu trþĆc đåy cho thçy hiệu quâ cûa 

gRNA chðu ânh hþćng bći nhiều yếu tố phý 

thuộc vào trình tă, bao gồm hàm lþợng GC, cçu 

trúc bêc hai, mĀc độ tiếp cên cûa chromatin và 

vð trí tþĄng đối so vĆi các yếu tố điều hòa trong 

locus đích (Tanihara & cs., 2018; Tanihara & 

cs., 2019; Fischer & cs., 2020). Vð trí đích cûa 

gRNA#4 täi exon 1 cûa gen MSTN có thể thuên 

lợi cho hoät động cûa Cas9, đồng thąi vén đâm 

bâo khâ nëng phát triển cûa phôi (Xue & cs., 

2014; Crispo & cs., 2015; Tanihara & cs., 2018) 

cho thçy gRNA này là Āng viên phù hợp cho các 

nghiên cĀu tiếp theo. 
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Hình 2. Phôi nang ngày 7 sau xung điện chînh sửa gen MSTN 

Trong nghiên cĀu này, phþĄng pháp xung 

điện đþợc sā dýng để đþa phĀc hợp 

CRISPR/Cas9 vào hợp tā và täo đột biến gen 

MSTN vĆi hiệu quâ cao trong khi vén duy trì 

khâ nëng phát triển cûa phôi đến giai đoän 

phôi nang. So vĆi phþĄng pháp vi tiêm truyền 

thống, kỹ thuêt xung điện cho phép xā lý đồng 

thąi số lþợng lĆn phôi vĆi yêu cæu kỹ thuêt 

thçp hĄn, đồng thąi giâm sai khác cûa quá 

trình chînh sāa gen (Nishio & cs., 2018; Hirata 

& cs., 2019; Miao & cs., 2019). Tỷ lệ phôi nang 

sau xung điện dao động tÿ 21,0% đến 36,8%, 

tþĄng đþĄng vĆi các nghiên cĀu gæn đåy sā 

dýng phþĄng pháp điện xung để chînh sāa gen 

trên phôi bò (Camargo & cs., 2020; Miskel & 

cs., 2022), cho thçy quy trình xung điện đþợc 

áp dýng không gây ânh hþćng nghiêm trọng 

đến khâ nëng phát triển cûa hợp tā. Việc sā 

dýng phĀc hợp CRISPR/Cas9 däng RNP thay 

vì plasmid DNA hoặc Cas9 mRNA giúp rút 

ngín thąi gian tồn täi cûa nuclease trong tế 

bào, qua đò giâm nguy cĄ chînh sāa ngoài mýc 

tiêu và hän chế hiện tþợng khâm (Chen & cs., 

2016; Hashimoto & cs., 2016; Ryu & cs., 2018; 

Navarro-Serna & cs., 2020). NhĂng þu điểm 

này cho thçy xung điện CRISPR/Cas9 là cách 

tiếp cên phù hợp cho chînh sāa gen MSTN trên 

phôi bò H'Mông. 

Kết quâ nghiên cĀu cüng ghi nhên rìng các 

phôi bñ mang đột biến gen MSTN vén phát triển 

đến giai đoän phôi nang, cho thçy chînh sāa gen 

MSTN không ânh hþćng đến să phát triển phôi 

sĆm ć bò. Khâ nëng phát triển đến giai đoän 

phôi nang cûa phôi chînh sāa MSTN là điều 

kiện tiên quyết cho việc chuyển phôi và täo ra 

các cá thể vêt nuôi chînh sāa gen, qua đò khîng 

đðnh tính khâ thi cûa việc nhím mýc tiêu gen 

MSTN ć bñ (Gim & cs., 2023). Do đò, phþĄng 

pháp điện xung phĀc hợp CRISPR/Cas9 däng 

RNP không chî bâo đâm khâ nëng phát triển 

cûa phôi mà còn cho phép sàng lọc gRNA một 

cách hiệu quâ, täo cĄ sć cho triển khai sân xuçt 

phôi và täo bò H'Mông chînh sāa gen MSTN 

trên quy mô lĆn. 
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5. KẾT LUẬN 

Nghiên cĀu đánh giá hiệu quâ các gRNA 

trong chînh sāa gen MSTN ć phôi bò H'Mông 

bìng phþĄng pháp xung điện CRISPR/Cas9 

däng RNP cho thçy gRNA#4 cho hiệu quâ tối þu 

vĆi tỷ lệ phôi nang, tỷ lệ đột biến và tỷ lệ đột 

biến hai alen cao nhçt. Ngþợc läi, phối hợp hai 

gRNA làm giâm hiệu quâ chînh sāa và khâ 

nëng phát triển phôi, cho thçy chiến lþợc sā 

dýng nhiều gRNA cæn đþợc cân nhíc trong 

chînh sāa gen trên phôi bò. Kết quâ nghiên cĀu 

góp phæn lăa chọn đþợc gRNA tối þu phýc vý 

täo phôi bò H'Mông chînh sāa gen MSTN, đồng 

thąi cung cçp cĄ sć thăc nghiệm cho việc phát 

triển và Āng dýng công nghệ chînh sāa gen trên 

giống bò bân đða ć Việt Nam. 
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