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Abstract: Three genes p53, rarα1, wnt and liver of Medaka fish tissue were selected to study the 

toxicity of DDT to fish embryo (8 days old) and adult Medaka fish (3 months old). TEM and 

real-time PCR methods were used to examine changes in structure of liver tissue and genetic 

expression. The TEM results recorded a clear difference between the control and the experimental 

sample. Adult Medaka fish exposed to 1 µg/L DDT for 24 hours has a distorted liver cell nucleus 

with many hollow lipid particles, and the sinus-shaped meshes are clustered, interrupted; lysosome 

is not intact with many degenerative bubbles. The results of real-time PCR analysis showed that 

DDT affects the development, different and proliferation of cells in the embryonic stage and gene 

expression in adult stage. All three genes p53, rarα1 and wnt in fish embryos changed strongly and 

tended to be inhibited when exposuring with 1700 µg/L DDT, the values were recorded 

respectively 0.9; 4.9 and 5.4 times compared to the control sample (1 times). For adult fish, gene 

expression was lower than fish embryos with real-time PCR analysis values for the three genes 

p53, rarα1 and wnt respectively 0.9 and 0.5; 0.36 and 0.09; 0.53 and 0.09 times after exposure to 

1500 and 1700 µg/L DDT. These results demonstrated that gene expression is dependent on the 

developmental stage of the cell as well as on the dose of the chemical exposed. The development, 

cell differentiation/proliferation in the embryonic and adulthood stages affected differently to the 

cell gene expression. 
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Tóm tắt: Ba gen p53, rarα1, wnt và gan cá Medaka được lựa chọn để nghiên cứu độc tính của 

Dichlorodiphenyl-trichloroethane (DDT) đến phôi cá (08 ngày tuổi) và cá Medaka trưởng thành 

(03 tháng tuổi). Phương pháp TEM và real-time PCR được sử dụng để kiểm tra sự thay đổi trong 

cấu trúc mô gan và sự biểu hiện của gen. Kết quả chụp TEM ghi nhận sự khác biệt rõ ràng giữa 

mẫu đối chứng và mẫu thử nghiệm. Cá Medaka trưởng thành phơi nhiễm với 1 µg/L DDT trong 

24 h có nhân tế bào gan méo mó, xuất hiện nhiều hạt lipit rỗng, các tấm lưới hình sin bị co cụm, 

đứt đoạn; lysosome không còn nguyên vẹn, xuất hiện nhiều bong bóng thoái hóa. Kết quả chạy 

real-time PCR cho thấy DDT ảnh hưởng đến sự phát triển, biệt hóa và tăng sinh của tế bào ở giai 

đoạn phôi và biểu hiện gen ở giai đoạn trưởng thành. Cả ba gen p53, rarα1 và wnt ở phôi cá đã 

biến đổi mạnh mẽ và có xu hướng bị ức chế khi phơi nhiễm với 1700 µg/L DDT, các giá trị ghi 

nhận lần lượt là 0,9; 4,9 và 5,4 lần so với mẫu đối chứng (1 lần). Đối với cá trưởng thành, sự biểu 

hiện của gen thấp hơn so với phôi cá với các giá trị chạy real-time PCR ở ba gen p53, rarα1 và wnt 

lần lượt là 0,9 và 0,5; 0,36 và 0,09; 0,53 và 0,09 lần sau khi phơi nhiễm với 1500 và 1700 g/L 

DDT. Kết quả này chứng tỏ rằng sự biểu hiện của gen phụ thuộc vào các giai đoạn phát triển của tế 

bào cũng như liều lượng của hóa chất phơi nhiễm. Sự biệt hóa cũng như phát triển và tăng sinh của 

tế bào ở giai đoạn phôi và trưởng thành ảnh hưởng khác nhau đến sự biểu hiện gen của tế bào. 

Từ khóa: Cá Medaka, DDT, độc tính, gen, mô gan, real-time PCR. 

1. Mở đầu * 

Hóa chất bảo vệ thực vật (BVTV) clor hữu 

cơ OCPs (organochlorine) là các hợp chất hữu 

cơ có nhiều hơn 5 nguyên tố clor, được sử dụng 

để kiểm soát côn trùng gây hại trong nông 

nghiệp và bảo vệ sức khỏe cộng đồng như 

phòng trừ sốt rét, chúng tồn lưu lâu hơn trong 

môi trường so với hóa chất photpho hữu cơ vì 

rất bền vững đối với hầu hết phân hủy hóa học 

hoặc sinh học [1]. Trong đó, Dichlorodiphenyl-

trichloroethane (DDT) là hoạt chất độc hại nhất 
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trong nhóm thuốc trừ sâu clo hữu cơ OCPs, 

được tổng hợp ở dạng kết hợp giữa DDT và 

dichlorodiphenyldichloro-ethylene (DDE) [2]. 

DDT là chất gây ô nhiễm bền vững khó phân 

hủy, có thể tồn tại trong đất sau 30 năm và 

trong cơ thể sinh vật thủy sinh tới 150 năm [3]. 

Viện Nghiên cứu Ung thư Quốc tế (IARC) đã 

phân loại DDT thuộc nhóm 2 B, có thể gây ung 

thư cho con người do DDT nhanh chóng bị 

phân hủy theo con đường sinh học thành DDE 

(dichlorodiphenyldichloroethylene) là chất có 

độc tính cao hơn cả DDT, gây rối loạn thần 

kinh ngoại biên, làm tê liệt bộ phận hoặc toàn 

bộ hệ thần kinh [4]. Ngoài ra, tỷ lệ chất chuyển 

hóa DDE trên tổng DDT có thể được sử dụng 
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để xác định việc sử dụng DDT là gần đây 

(đang diễn ra) hoặc đã ngừng lại (sử dụng trước đó) 

[3]. DDTs và các dạng chuyển hóa của nó tan 

trong mỡ nên được tích lũy trong các mô mỡ 

như gan và não [5]. Mặc dù đã bị cấm sử dụng 

ở nhiều nước từ năm 1972, song thực tế DDT 

vẫn tiếp tục được sử dụng cho mục đích y tế 

hạn chế ở một số nước như một loại hóa chất 

BVTV trong việc kiểm soát bệnh sốt rét, sốt 

phát ban và các vec tơ trypanosomia [5].  

Cá Medaka (Oryzias latipes) hay cá gạo 

Nhật Bản, là một loài cá nhỏ có kích thước 3 - 4 cm, 

chúng là một trong 27 loài thuộc họ cá cơm 

Adrianichthyidae thường phân bố trong các nơi 

có dòng chảy chậm, các hồ thủy triều ven biển 

và các cánh đồng lúa ở các vùng Đông Á và 

Đông Nam Á [6]. Cá Medaka chịu được một 

pham vi nhiệt độ và độ cứng rộng từ 0 đến 

27 °C và từ 90 đến 477 ppm, pH trong khoảng 

6,5 - 6,8 [7]. Do cá Medaka có thời gian sinh 

sản ngắn, chịu được lạnh, có hệ gen tương đối 

nhỏ và phát triển nhanh chóng, thời gian sinh 

trưởng của chúng là 7 tuần (thay vì 9 tuần ở cá 

ngựa vằn) và tăng trưởng mạnh hơn ở dải nhiệt 

độ rộng từ 6 - 40 °C (43 - 104 °F) [7] và có thể 

được vận chuyển dễ dàng nên chúng thường 

được sử dụng làm sinh vật mô hình trong nhiều 

lĩnh vực nghiên cứu sinh học và độc học. Cho 

đến nay có rất nhiều nghiên cứu trên thế giới đã 

ứng dụng các phương pháp thử nghiệm sinh học 

để đánh giá ngưỡng gây độc của hóa chất 

BVTV tới các sinh vật thủy sinh [8-10]. Cụ thể 

Gormley và Teather (2003) đã chứng minh rằng 

hóa chất BVTV endosulfan có ảnh hưởng đến 

sinh trưởng, tập tính và khả năng sinh sản của 

cá Medaka Nhật Bản (O. latipes) [8]. Trong 

nghiên cứu của Bony et al., (2010), các tác giả đã 

phát hiện ra hóa chất BVTV diuron và 

azoxystrobine có ảnh hưởng đến ADN và khả năng 

thu tinh của tinh trùng cá ngựa vằn (Danio rerio) 

[9]. Akcha et al., (2012) cũng đã phát hiện hóa 

chất BVTV diuron và glyphosate đã ảnh hưởng 

đến khả năng thu tinh của tinh trùng, sự phát 

triển hình thái và ADN của ấu trùng hàu Thái 

bình dương (Crassostrea gigas) dù ở nồng độ 

thấp (0,05 µg/L) [10].  

Công ước Stockholm về các hợp chất khó 

phân hủy (Persistant Organic Pollutants - POPs) 

bao gồm việc sử dụng hạn chế DDT đối với 

việc kiểm soát bệnh sốt rét ở nhiều quốc gia 

khác nhau do thực tế nó vẫn là hình thức kiểm 

soát rẻ nhất, dễ nhất và hiệu quả nhất [11]. Vì 

vậy, ở Việt Nam hiện nay trong số các loại hóa 

chất BVTV thuộc nhóm hữu cơ khó phân hủy 

POPs, DDT là nhóm được sử dụng rộng rãi và 

phố biến nhất, kế đến là Lindan (gamma 666) 

và chỉ thấy một số ít các loại hóa chất khác như 

Aldrin, Dieldrin,... Để khảo sát độc tính của hóa 

chất BVTV, trong phạm vi bài báo này DDT 

được lựa chọn để đánh giá ảnh hưởng của hóa 

chất BVTV đến biến đổi cấu trúc của ba gen 

p53, rarα1, wnt trong phôi và gan cá Medaka 

O. latipes bằng kỹ thuật TEM và Real 

Time - PCR [11]. 

2. Vật liệu và phương pháp nghiên cứu 

2.1. Chuẩn bị cá và phôi cá 

Cá Medaka O. latipes có nguồn gốc từ phòng 

Thủy sản Trung tâm sinh học Tp. HCM, được 

nuôi duy trì ở điều kiện nhiệt độ 28 °C 

± 10 °C, pH: 6,5, độ cứng tổng: 13 mgCaCO3/L, 

Độ kiềm tổng: 0,1 (mgCaCO3/L) và chu kì quang 

học là 14 giờ sáng: 10 giờ tối. Nước bể nuôi được 

lọc liên tục để đảm bảo độ sạch. Cá được cho ăn 

bằng sản phẩm thương mại bobo bán sẵn cho cá 

cảnh 1-2 lần/ngày. Ngừng cho cá ăn trong khoảng 

nửa ngày trước khi tiến hành ghép đôi để phối cá. 

Sau đó, tạo một vách ngăn giữa bể phối để tách 

riêng cá đực và cá cái theo tỉ lệ 1:1 vào cuối chu 

kì sáng và tháo vách ngăn để cá phối với nhau. 

Sau 30 phút cho phối, toàn bộ phôi được thu 

sang cốc thủy tinh 1000 mL và tiến hành loại 

bỏ các phôi không được thụ tinh. Các phôi tốt 

được thu nhận vào các đĩa petri thủy tinh sạch 

có đường kính 35 mm để nuôi phôi. Những 

phôi nở thành ấu trùng khỏe mạnh sẽ được lựa 
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chọn nuôi đến 3 tháng tuổi để phục vụ cho các 

thí nghiệm tiếp theo.  

2.2. Bố trí thí nghiệm bổ sung Dichlorodiphenyl-

trichloroethane 

Quy trình thí nghiệm được xây dựng theo 

hướng dẫn thử nghiệm độc tính hóa chất trên cá 

và phôi cá của Tổ chức hợp tác và phát triển 

kinh tế (OECD 236 công bố ngày 26/7/2013) 

[12]. Nồng độ gốc của DDT là 1235 ppm 

(p = 97,8%) được pha loãng trong dung môi 

hữu cơ DMSO (dimethyl sulfoxide) 0,1%. 

Chọn những phôi cá 8 ngày tuổi và cá 3 tháng 

tuổi chuyển vào các giếng thí nghiệm có bổ 

sung 1 µg/L DDT. Mỗi giếng thí nghiệm có 10 

phôi hoặc 10 cá con được phơi nhiễm với DDT 

trong 24 giờ. Sau 24 giờ, cán bộ của Trung tâm 

sẽ thực hiện vi phẫu nhằm thu nhận ARN và mô 

gan cá để chụp TEM và chạy Real-time PCR 

xác định ảnh hưởng của DDT đến gen và cấu 

trúc bào quan này của cá. Mẫu được bảo quản 

trong dung dịch OsO4 1% trong cacodylate 0,1 M 

do phòng Hiển vi điện tử - Viện vệ sinh dịch tễ 

TW cung cấp để chuyển về phòng thí nghiệm 

thực hiện thí nghiệm chụp TEM. 

2.3. Các phương pháp đánh giá ảnh hưởng của 

Dichlorodiphenyl-trichloroethane 

i) Phương pháp kính hiển vi điện tử truyền qua 

(TEM: transmission electron microscopy) [6] 

Phương pháp này có độ phân giải cao dùng 

để nghiên cứu hình thái, cấu trúc của các bào 

quan sau khi sinh vật phơi nhiễm với DDT. 

Gan cá Medaka thu được sẽ mang đi ly tâm 

(5000 v/p) trong 10 phút để thu sinh khối tế tào. 

Sinh khối này được xử lý trong dung dịch 2,5% 

glutaraldehyte/cacodylate 0,1M, pH = 7,2 - 7,4. 

Tiếp tục rửa mẫu bằng dung dịch cacodylate 0,1 M 

và cố định lại bằng dung dịch OsO4 1% trong 

cacodylate 0,1 M. Sau đó mẫu sẽ được xử lý 

bằng cách kết tinh trong époxyrein; cắt lát siêu 

mỏng ở mức 50 - 100 nm và nhuộm bằng 

Uranyl Acetate. Kính hiển vi điện tử truyền qua 

(TEM) có các thông số độ phóng đại M = 50 - 

600,000, độ phân giải δ = 3 Å, điện áp gia tốc 

U = 40 - 100 kV được sử dụng để ghi nhận các 

thay đổi của tế bào gan giữa mẫu đối chứng 

(không phơi nhiễm với DDT) và mẫu thực 

nghiệm (có phơi nhiễm với DDT). Các mẫu 

trong nghiên cứu này được quan sát dưới kính 

(TEM) JEOL 1010 (JEOL - Nhật Bản) tại 

Phòng thí nghiệm kính hiển vi điện tử, Viện vệ 

sinh Dịch Tễ trung ương. 

ii)  Phương pháp Real-time PCR xác định mức 

độ biểu hiện gen trong phôi và gan cá Medaka. 

Ảnh hưởng của hóa chất BVTV DDT lên hệ 

gen của cá Medaka trong bài báo này được 

kiểm tra bằng phương pháp phân tích real-time 

PCR (LightCycler®96 System- Roche Life 

Science). Mẫu sau khi phơi nhiễm với DDT lần 

lượt được phân tách ARN (bằng kít phiên mã 

ngược của Toyobo, Nhật Bản), tổng hợp cDNA 

(bằng Sensifast cDNA synthesis kit) và chạy 

real-time PCR. Quy trình cụ thể được trình bày 

trong Hình 1 và được thực hiện tại Trung tâm 

sinh học Tp. HCM. 

Để phân tích biểu hiện gen bằng real-time 

PCR, 4 gen với các cặp mồi xuôi và mồi ngược 

(Bảng 1) đã được lựa chọn để phân tích sự phiên 

mã do chúng đại diện cho sự tăng trưởng và biệt 

hóa tế bào, quy định vòng đời và sự chết của tế 

bào [14]. Trình tự mã hóa của 4 gen đã chọn 

(Bảng 1) được lấy từ cơ sở dữ liệu GenBank 

(PubMed-NCBI) và HGNC (Ensembl, EMBL-

EBI). Trình tự của mỗi cặp mồi mã hóa được trình 

bày theo công bố của Barjhoux và cộng sự [14]. 

Đối với mỗi gen, các cặp mồi cụ thể được xác 

định bằng phần mềm LightCycler probe design 

software (v1.0, Roche, Meylan, France) và được 

đề cập trong Bảng 1. Cá và phôi cá Medeka được 

phơi nhiễm với hóa chất BVTV DDT ở nồng độ 

1500 và 1700 µg/L trong vòng 24 giờ mà không 

cho ăn [15]. Sau khi phơi nhiễm, cá và phôi cá sẽ 

được lưu trữ ở điểu kiện -80 oC cho đến khi chạy 

Real-time PCR. Phân tích biểu hiện gen được 

thực hiện trên các mẫu phôi và cá Medaka trưởng 

thành theo quy trình thời gian và nhiệt độ như 

Bảng 2. 

2.4. Phương pháp thống kê xử lý số liệu 

Tất cả các thí nghiệm được lặp lại ba lần. 

Số liệu thu nhận sẽ được xử lý ANOVA, 

Tukey’s test và Distribution bằng phần mềm 

JMP và Sigmaplot 12,5.   
d
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Bảng 1. Các cặp mồi chạy real-time PCR 

Gen đích 
Mã số cập 

(EMBL hoặc GenBank) 
Trình tự  cặp mồi (5’ – 3’) Chức năng 

β-actin S74868 
GTGACCCACACAGTGCCa 

GCGACGTAGCACAGCTTCb 
Gen đối chứng 

p53 AF212997 
TCTGGCACTGCAAAGTCTGTa 

CCTCGTTTTGGTGGTGGGb 
Điều hòa chu kỳ tế bào 

rarα1 EF546452 
GCATCATCAAGACGGTGGAGa 

GGCGAAAGCGAAAACCAGGb 

Điều hòa sự tăng trưởng và 

biệt hóa của tế bào 

wnt AJ243208 
CCGCTTTGACGGAGCATa 

TTGAACCCACGCCCACAGCb 
Tăng sinh tế bào và sinh sản 

  a: mồi xuôi         b: mồi ngược 

Bảng 2. Cài đặt quy trình chạy phản ứng Real-time PCR 

Thứ tự Số chu kỳ lập lại Nhiệt độ Thời gian 

Bước 1 1X 95 oC 5 phút 

Bước 2 40X 

94 oC 30 giây 

50 oC 30 giây 

72 oC 30 giây 

Bước 3 1X 72 oC 5 phút 

Bước 4 81X 65 oC → 95 oC 30 giây 
m 

 

Hình 1. Quy trình tóm tắt chuẩn bị mẫu và chạy real-time PCR. 

3. Kết quả và thảo luận 

3.1. Ảnh hưởng của Dichlorodiphenyl-

trichloroethane đến cấu trúc hình thái gan 

cá Medaka 

Gan là một cơ quan lớn có vai trò rất quan 

trọng với quá trình trao đổi chất cũng như hệ 

thống miễn dịch của cơ thể. Vì vậy, trong 

nghiên cứu này gan được lựa chọn là bào quan 

để quan sát sự thay đổi về cấu trúc, hình thái 

khi cho cá Medaka phơi nhiễm với hóa chất 

BVTV DDT ở nồng độ 1 g/L sau 24 giờ. Kết 

quả chụp TEM mẫu gan cá trước và sau khi 

phơi nhiễm với DDT thể hiện trong Hình 2 dưới 
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đây. Ảnh TEM gan cá Medaka trong mẫu đối 

chứng ở Hình 2 cho thấy, gan có cấu trúc và 

hình thái điển hình: tĩnh mạch cửa, động mạch 

gan và ống mật nằm độc lập, các tế bào gan 

được sắp xếp trong các tấm ngăn cách bởi một 

lưới hình sin (Hình 2 b, mũi tên đỏ), các hạt 

lipit, nhân tế bào gan và hạt nhân cũng như các 

hạt lysosome được nhìn thấy rõ ràng (Hình 2 a, 

b, c, d mũi tên trắng). 

Phân bố của các lipit có thể được nhìn thấy 

trên toàn bộ gan, tỷ lệ hạt nhân cao so với tế 

bào chất. Ngược lại, ảnh TEM trong mẫu thử 

nghiệm ở Hình 3 cho thấy rằng cấu tạo tế bào 

gan bị ảnh hưởng nghiêm trọng dưới tác động 

của DDT. Nhân tế bào méo mó, xuất hiện nhiều 

hạt lipit rỗng, các tấm lưới hình sin bị co cụm, 

đứt đoạn; lysosome không còn nguyên vẹn, xuất 

hiện nhiều bong bóng thoái hóa. 

F 

 

Hình 2. Cấu trúc tế bào gan cá Medaka đối chứng (không phơi nhiễm với DDT 1 g/L) sau 24 giờ; 

nu - hạt nhân; hn - nhân hepatocytes; ly - lysosome. 

Kết quả chụp TEM gan cá Medaka tương tự 

như một số dữ liệu đã công bố trước đây [16-19]. 

Mức độ ảnh hưởng bởi phơi nhiễm với DDT 

thay đổi đa dạng theo loài và theo vị trí lấy 

mẫu. Kết quả khảo sát sự ảnh hưởng của các 

hoạt chất hóa chất BVTV OCPs và OPPs trong 

mô và gan của bốn loài cá (Lateolabrax 

japonicus, Pagrasomus major, Miichthys miiuy 

và Epinephalus awoara) và vẹm xanh Perna 

viridis nuôi ở Hạ Môn, Trung Quốc [16] cho 

thấy, DDT tích tụ trong gan của tất cả các mẫu 

cá từ 0,15 đến 2,2 g/g và trong mô vẹm là 0,05 

đến 0,15 g/g trọng lượng ướt. Ngược lại, trong 

mô cơ hàm lượng DDT lại thấp hơn và đồng 

phân p,p’-DDT chiếm tỷ lệ cao nhất (cá 30-45%; 

vẹm 40-65%) tùy thuộc vào vị trí lấy lấy mẫu là 

ngay bến cảng hay cách xa bờ. Sự biến đổi mô 

gan trong 4 loài cá khảo sát đã cho thấy DDT 

nguyên nhân chính phá hủy tế bào gan của các 

loài cá, gây tử vong cho các cá thể trong loài 

[16]. Hơn nữa, DDT có khả năng chuyển hóa 

thành DDE thông qua việc loại bỏ 

hydrochloride. DDE ưa béo hơn DDT và có khả 

năng tích tụ nhiều trong máu, mỡ của mô cá, 

gây độc ở gan, não, thận, mô - tuyến thượng 

thận, hệ thần kinh của cá [16, 17]. Bên cạnh đó, 

đặc tính sinh học của loài cá thử nghiệm bao 

gồm kích thước, trọng lượng, tuổi, giới tính và 

chu kỳ vòng đời cũng ảnh hưởng đến khả năng 

gây độc tính [18, 19]. 
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Hình 3. Cấu trúc tế bào gan cá Medaka thử nghiệm (phơi nhiễm với DDT 1g/L) sau 24 giờ; 

nu - hạt nhân; hn - nhân hepatocytes; ly - lysosome. 

Sự khác biệt giới tính (cá cái lớn hơn cá đực), 

sự lão hóa và hoormone trong cá Medaka có 

liên quan chặt chẽ đến khả năng sinh dục và 

tiêu hóa của cá Medaka [19]. Sun và cộng sự 

[19]? đã khảo sát sự phát triển của tuyến sinh 

dục và tiêu hóa ở cá Medaka O. latipes đực (nở 

sau 20 ngày) khi được phơi nhiễm với đồng 

phân DDT là p,p'-DDE từ 1-100 g/L trong hai 

tháng. Kết quả cho thấy ở mẫu thực nghiệm chỉ 

số gan (HSI) và thụ thể estrogen (ER-alpha) 

trong gan cá đực tăng đáng kể so với cá cái và 

so với mẫu đối chứng, điều này làm gia tăng tổn 

thương trong gan cá Medaka. o, p′-DDT cũng 

tích tụ trong gan cá Medaka đực cao hơn p, 

p'-DDE, tỷ lệ vitellogenin trong gan tăng đột 

biến và làm cản trở quá trình sinh sản của cá 

[20]. David (2008) và Matsumoto (2010) cũng 

chỉ ra rằng gan cá Medaka không chỉ nhạy cảm 

và biến đối bởi hóa chất BVTV OCPs mà còn 

bị tác động bởi một số độc tố khác như chất béo 

hoặc chất độc đường mật [21, 22]. Chế độ ăn 

nhiều chất béo làm tăng lipid máu và tăng 

đường huyết đã ghi nhận ảnh TEM bào quan 

gan cá Medaka xuất hiện nhiều bong bóng thoái 

hóa [21] hay khi phơi nhiễm với chất độc 

đường mật a-naphthylisothiocyanate (ANIT) 

trong 6 giờ đã làm sưng tế bào biểu mô tuyến 

mật, sau 96 giờ làm đổi màu túi mật, biến đổi 

nghiêm trọng tế bào gan của cá Medaka [22]. 

3.2. Ảnh hưởng của Dichlorodiphenyl-

trichloroethane đến gen cá Medaka 

Để có kết quả chính xác về độc tính của 

DDT đối với cá Medaka, phân tích Real-time 

PCR xác định những thay đổi về mức độ sinh 

học phân tử của gen cá trước và sau khi phơi 

nhiễm với DDT đã được khảo sát. Phôi và cá 

Medeka trưởng thành được phơi nhiễm với hóa 

chất BVTV DDT ở nồng độ 1500 và 1700 g/L 

trong vòng 24 giờ mà không cho ăn. Kết quả 

chạy Real-time PCR thể hiện trong các Hình 4, 

5 và 6 dưới đây. 

Các kết quả về định lượng mức độ biểu hiện 

gen (so sánh delta-Cq) được thu thập, và mức 

độ biểu hiện gen được chuẩn hóa đến gen đối 

chứng β-actin. Theo kết quả của Hình 4 và 5 

cho thấy, phân tích Real-time PCR đã hoàn 

thiện. Sự biểu hiện các gen rarα1 và wnt của cá 

Medaka sau khi phơi nhiễm với DDT 

1700 g/L trong 24 giờ (Hình 4 A) so với mẫu 

đối chứng (Sự biểu hiện của gen là 1) đã biến 

đổi mạnh mẽ (lần lượt là 4,9 và 5,4 lần). Sự 

biểu hiện của gen p53 có xu hướng bị ức chế 
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sau khi tiếp xúc với DDT ở phôi cá Medaka 

(0,9 lần) (Hình 4 B). 

Kết quả này chứng minh rằng nồng độ 

1700 g/L DDT có thể ảnh hưởng đến sự phát 

triển, biệt hóa và tăng sinh của tế bào ở giai 

đoạn phôi của cá Medaka. Ngoài ra, khác biệt 

về sự hình thành và phát triển của tế bào có thể 

gây rối loạn hình dạng và điều kiện phát triển 

bình thường của cá Medaka ở giai đoạn ấu 

trùng và trưởng thành. Do đó, theo dõi ảnh 

hưởng của DDT ở các giai đoạn sau của phôi cá 

là cần thiết.  

H 

 

Hình 4. Phân tích biểu hiện gen trên phôi trứng 8 ngày tuổi bằng phương pháp real-time PCR: A) Cách xử lý 

phôi trứng 8 ngày tuổi sau thụ tinh với hóa chất BVTV DDT để thực hiện chạy real-time PCR; B) Kết quả phân 

tích biểu hiện của 3 gen p53, rarα1 và wnt trên phôi cá medaka sau khi phơi nhiễm với 1700 g/L DDT. 

Để đánh giá liệu DDT có ảnh hưởng đến 

các gen được phân tích ở giai đoạn phôi và giai 

đoạn trưởng thành hay không, cá Medaka 

trưởng thành được phơi nhiễm với 1500 và 

1700 g/L DDT trong 24 giờ (Hình 5 A). Kết 

quả phân tích ở Hình 5B cho thấy, sự biểu hiện 

của cả 3 gen p53, rarα1 và wnt đều giảm theo 

nồng độ được phơi nhiễm. Kết quả này hoàn 

toàn trái ngược với giai đoạn phôi, sự biểu hiện 

cả hai gen rarα1 và wnt  đều giảm đáng kể ở 

các mẫu thử nghiệm phơi nhiễm với DDT so 

với mẫu đối chứng không phơi nhiễm với DDT. 

Cụ thể, đối với gen p53, sự biểu hiện của gen 

này ở cá Medaka trưởng thành giảm lần lượt là 

0,9 và 0,5 lần sau khi tiếp xúc với DDT ở nồng 

độ 1500 và 1700 g/L so với mẫu đối chứng 

(1 lần). Tượng tự, sự biểu hiện của gen rarα1 

và wnt cũng giảm so với mẫu đối chứng sau khi 

tiếp xúc với DDT ở nồng độ 1500 và 1700 g/L 

lần lượt là 0,36 và 0,09; 0,53 và 0,09 lần. Điều 

này cho thấy sự ảnh hưởng của gen biểu hiện 

phụ thuộc vào các giai đoạn phát triển của tế 

bào cũng như liều lượng của hóa chất được 

phơi nhiễm [13]. Ngoài ra sự biệt hóa cũng như 

sự phát triển và tăng sinh của tế bào ở giai đoạn 

phôi và trưởng thành khác nhau cũng ảnh 

hưởng đến sự biểu hiện gen của tế bào [23]. 

DDT là một chất độc tiếp xúc, làm tê liệt và 

ảnh hưởng đến hệ thần kinh, nhưng có sự khác 

biệt lớn về độ nhạy cảm của các loài cá khác 

nhau đối với hóa chất này [24, 25]. Cá là sinh 

vật có cơ chế điều hòa thẩm thấu ion khá tốt và 
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do đó có thể giữ một thành phần tương đối ổn 

định của các ion vô cơ trong cơ thể của chúng, 

ngay cả khi điều kiện môi trường xung quanh 

thay đổi [26]. Nhiều quá trình sinh lý như chức 

năng cơ và thần kinh rất nhạy cảm với sự thay 

đổi trong thành phần ion tương đối của các chất 

trong cơ thể. Do đó, sự thẩm thấu ion bị xáo 

trộn có thể làm giảm nghiêm trọng khả năng 

của sinh vật để duy trì các chức năng quan 

trọng để tồn tại trong tự nhiên. 
D 

 
Hình 5. Phân tích biểu hiện gen trên cá 03 tháng tuổi bằng phương pháp Real-time PCR. A) 

Cách xử lý cá medaka trưởng thành (3 tháng tuổi) với hóa chất BVTV DDT để thực hiện chạy Real-time PCR; 

B) Kết quả phân tích biểu hiện của 3 gen p53, rarα1 và wnt trên phôi cá medaka sau khi phơi nhiễm 

với 1500 và 1700 g/L DDT. 

Các chất gây ô nhiễm môi trường khác 

nhau, như một số hydrocacbon clor hóa và kim 

loại nặng, đã được Haux và cộng sự [25] chứng 

minh là có ảnh hưởng đến sự cân bằng ion vô 

cơ ở động vật thủy sản. DDT gây ra sự giảm 

đáng kể nồng độ clorua và magiê, cho thấy khả 

năng suy yếu để duy trì cân bằng nội môi ion và 

gây ra sự giảm nồng độ trong huyết tương của 

clorua và magiê [15]. Mặt khác, thói quen chăm 

sóc, khả năng tiêu hóa, lượng thức ăn, tính chất 

hóa lý của nước, tốc độ trao đổi chất của động 

vật và độc tính của các chất ô nhiễm cũng ảnh 

hưởng không nhỏ đến khả năng chống chịu 

của sinh vật trong môi trường có chứa độc tố 

[27, 28]. 

4. Kết luận  

Nghiên cứu này đã đánh giá độc tính của 

DDT đến quá trình biểu hiện của ba gen là p53, 

rarα1và wnt trong phôi và gan 

cá Medaka 

O. latipes bằng các kỹ thuật phân tích TEM, 

real-time PCR. Nghiên cứu chỉ ra rằng biểu 

hiện của gen phụ thuộc vào các giai đoạn phát 

triển của tế bào cũng như liều lượng của hóa 

chất phơi nhiễm. Gan cá phơi nhiễm với 1 µg/L 

DDT có nhân tế bào gan méo mó, xuất hiện 

nhiều hạt lipit rỗng, các tấm lưới hình sin bị co 

cụm, đứt đoạn; lysosome không còn nguyên 

vẹn, xuất hiện nhiều bong bóng thoái hóa. Phân 

tích real-time PCR đã ghi nhận cả ba gen p53, 

rarα1 và wnt ở phôi cá đã bị ức chế với giá trị 

là lần lượt là 0,9; 4,9 và 5,4 lần so với mẫu đối 

chứng (1 lần) khi phơi nhiễm với 1700 µg/L 

DDT. Kết quả real-time PCR của ba gen ở cá 

trưởng thành thấp hơn so với phôi cá với giá trị 

ghi nhận là 0,9 và 0,5; 0,36 và 0,09; 0,53 và 

0,09 lần sau khi phơi nhiễm với 1500 và 1700 

µg/L DDT.  
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