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TÓM TẮT: Asen (thạch tín) là một trong những nguyên tố kim loại nặng nguy hiểm đối với con 
người và động vật thủy sinh. Khi tích tụ trong cơ thể, asen gây tác hại nghiêm trọng đến nhiều hệ 
cơ quan như thần kinh, tuần hoàn, tiêu hóa sinh sản và cả ung thư. Nghiên cứu này nhằm 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). 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. Tại các nồng độ khảo sát, nhịp tim tăng theo thứ tự các nồng độ 
khảo sát, đạt cao nhất tại nồng độ 260 µg/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 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 260 µg/L so với 98,86% ở lô đối chứng, sau 72 giờ thụ tinh, p < 0,05). 
Từ khóa: Asen, cá ngựa vằn, phôi cá ngựa vằn, nhịp tim, nhịp quẫy mình. 

 
MỞ ĐẦU 

Chất thải của các ngành công nghiệp, giao 
thông vận tải, chăn nuôi… trong những năm 
gần đây đang là nguyên nhân chính làm cho môi 
trường sống ngày càng bị ô nhiễm bởi các chất 
độc hại, đặc biệt là các kim loại nặng (Lê Huy 
Bá, 2006). Asen là một trong những nguyên tố 
kim loại nặng nguy hiểm đối với con người và 
động vật thủy sinh. Các nghiên cứu gần đây cho 
thấy, hàng triệu cư dân đồng bằng sông Hồng 
sống trong khu vực sử dụng giếng nước khoan 
có hàm lượng asen cao hơn 10 µg/L đang có 
nguy cơ bị nhiễm độc asen mãn tính. Hầu hết 
các mẫu nước giếng khoan sử dụng cho ăn uống 
tại xã Chuyên Ngoại đều bị ô nhiễm asen 
(98,7% mẫu trước lọc và 80,4% mẫu sau lọc), 
vượt mức cho phép 40 lần (Nguyễn Mạnh Khải 
và nnk., 2010; Nguyễn Việt Hùng, 2011). Asen 
được hấp thu vào cơ thể theo đường hô hấp, tiêu 
hóa hoặc qua da (Lê Huy Bá, 2006). Khi tích tụ 
trong cơ thể, asen gây tác hại nghiêm trọng đến 
nhiều hệ cơ quan như thần kinh, tuần hoàn, tiêu 
hóa, sinh sản và cả ung thư, hay gặp nhất là ung 
thư da (Kapaj et al., 2006; Heck et al., 2009;

Moon et al., 2013; McCollum et al., 2014).  
Hiện nay, về ảnh hưởng của kim loại nặng 

nói chung và asen nói riêng lên động vật thủy 
sinh đang được nhiều nhà khoa học trong và 
ngoài nước nghiên cứu (Li et al., 2009; Nguyễn 
Thị Thương Huyền và nnk., 2012; Moon et al., 
2013; Trần Thị Phương Dung và nnk., 2014; 
McCollum et al., 2014). Trong đó, cá Ngựa vằn, 
Danio rerio, được sử dụng làm đối tượng thí 
nghiệm phổ biến vì chúng có nhiều ưu điểm như 
vòng đời ngắn; dễ nuôi; phôi lớn, trong suốt, phát 
triển nhanh; kích thước phù hợp cho việc nuôi 
với số lượng lớn và bộ gen có những tương đồng 
cao với con người và một số động vật có vú 
(Kimmel et al., 1995; Lamason et al., 2005; 
Lawrence, 2007; Westerfield, 2007; Quaife et al., 
2012). Đặc biệt, điều kiện sống của cá ngựa vằn 
phù hợp với khí hậu ở Việt Nam nên dễ bố trí thí 
nghiệm và không cần đến các trang thiết bị phức 
tạp. Bên cạnh đó, ở Việt Nam, việc đánh giá tác 
động của asen chủ yếu bằng các phương pháp 
hóa lí, chưa có sự đánh giá một cách chính xác 
lên sự phát triển của các động vật thủy sinh, nhất 
là động vật có xương sống.  
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Nghiên cứu này nhằm đánh giá tác động của 
asen (As) lên quá trình phát triển phôi cá ngựa 
vằn, Danio rerio, ở các giai đoạn khác nhau, 
giúp có cái nhìn tổng quát về tình hình nhiễm 
kim loại ở nguồn nước đang sử dụng, đồng thời 
tạo cơ sở cho những nghiên cứu sau này về sự 
ảnh hưởng của độc tố kim loại nặng trong môi 
trường thủy sinh. 

VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

Cá ngựa vằn bố mẹ được nuôi ổn định điều 
kiện sống theo chu kì 14 giờ sáng-10 giờ tối 
(Westerfield, 2007) tại phòng thí nghiệm Giải 
phẫu, Sinh lí người và Động vật, Khoa Sinh 
học, Trường Đại học Sư phạm TPHCM. Cá này 
sẽ được dùng để phối và thu phôi phục vụ cho 
nghiên cứu. 

Môi trường Hanks gồm: CaCl2, HCl, KCl, 
KH2PO4, MgSO4.7H2O, NaCl, Na2HPO4, 
NaHCO3, NaOH (Westerfield, 2007) được sử 
dụng làm môi trường chính để pha các nồng độ 
As và dùng cho quá trình nuôi phôi cá Ngựa 
vằn. Dung dịch As (từ As2O3, sigma) được 
chuẩn bị ở 09 nồng độ khác nhau: 20, 50, 80, 
110, 140, 170, 200, 230, 260 µg/L trong môi 
trường Hank’s phôi và lô đối chứng (0 µg/L). 

Lý do chọn 9 nồng độ thí nghiệm theo Quy 
chuẩn kỹ thuật Quốc gia về chất lượng nước 
mặt bảo vệ đời sống thủy sinh, giá trị asen giới 
hạn trong thủy vực là 0,02 mg/L (Bộ Tài 
nguyên và Môi trường, 2015). Theo Nguyễn 
Mạnh Khải và nnk. (2010), Nguyễn Việt Hùng 
(2011), khu vực sử dụng giếng nước khoan có 
hàm lượng asen cao hơn 10 µg/L  gây nhiễm 
độc asen mãn tính. Vì vậy, nghiên cứu này chọn 
nồng độ As khảo sát đầu là 20 µg/L (0,02 mg/L) 
và 50 µg/L, cách nhau 30 µg/L, 7 nồng độ tiếp 
theo cũng cách đều 30 µg/L.  
Phương pháp phối cá và thu phôi 

Tạo vách ngăn trong suốt giữa bể phối, thả 
cá đực và cá cái riêng biệt theo tỷ lệ 1:2, tương 
ứng và ổn định theo chu kì sáng tối, nhiệt độ 
28oC, pH duy trì từ 7,0-7,5 (Westerfield, 2007). 
Cá được để trong tối 10 giờ, sau đó bật đèn và 
tháo vách ngăn để cá phối, sau 3-5 phút cho 
phối, thu phôi chuyển vào cốc thủy tinh, đếm và 
chọn lựa phôi tốt, đưa phôi vào bể ấp 

(Westerfield, 2007; Nguyễn Thị Thương Huyền 
và nnk., 2012). 
Phương pháp gây nhiễm phôi với các nồng 
độ As khảo sát 

Chúng tôi chọn những phôi tốt theo hình 
thái (có sự phát triển bình thường về cấu trúc 
phôi bì; quan sát dưới kính hiển vi cho thấy các 
phôi tốt có dạng tròn đều, trong suốt; màng phôi 
nguyên vẹn; khối noãn hoàng đặc đều, có độ 
trong đồng nhất tương ứng với các giai đoạn 
phân chia khác nhau của phôi (Westerfield, 
2007; Kimmel et al., 1995) chuyển vào môi 
trường Hank’s phôi trong cốc thủy tinh với thể 
tích dung dịch 200 mL theo các nồng độ tương 
ứng của As: 20, 50, 80, 110, 140, 170, 200, 230, 
260 µg/L và đối chứng (0 μg/L). Sự sống phôi 
cá được kiểm tra qua mỗi giai đoạn phát triển 
{phôi nang (sau 3 giờ thụ tinh-hours post 
fertilization-hpf), phôi vị (5 hpf), phân đốt (10-
24 hpf), hầu họng (24-48 hpf) và nở (48-72  
hpf)} bằng quan sát hình thái dưới kính hiển vi 
đảo ngược (Westerfield, 2007; Kimmel et al., 
1995). Mỗi nồng độ có 30 phôi/đĩa ấp, và được 
lặp lại 3 lần. Đánh giá tỷ lệ sống của phôi qua 
mỗi giai đoạn phân chia. 
Phương pháp đếm nhịp tim và số lần quẫy 
mình  

Dùng máy chụp hình (Canon) quay phim 
hoạt động của các phôi, cài đặt trong 1 phút 
dưới kính hiển vi đảo ngược ở vật kính X20. 
Nhịp tim và tần số quẫy mình được đếm trong 1 
phút, mỗi nồng độ được thực hiện ngẫu nhiên 
trên 10 phôi. Thí nghiệm được lặp lại 3 lần. 
(Nguyễn Thị Thương Huyền và nnk., 2012). 
Phương pháp đánh giá tỷ lệ nở  

Đếm số phôi nở trong tổng số phôi sống ở 
giai đoạn hầu họng, quan sát một số biến đổi bất 
thường của phôi làm cho phôi không nở được 
và xác định tỷ lệ nở. (Nguyễn Thị Thương 
Huyền và nnk., 2012). 
Phương pháp xử lí thống kê 

Tất cả số liệu của đề tài được xử lí theo các 
thuật toán xác suất thống kê trên máy vi tính 
bằng phần mềm Minitab 16, SPSS 20. Các số 
liệu trung bình được trình bày ở dạng X SE . 
Mức ý nghĩa được sử dụng để kiểm định sai 
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khác có ý nghĩa giữa các công thức là 0,05. Xử 
lí sai khác về tỷ lệ sống của phôi, nhịp tim, nhịp 
quẫy mình và tỷ lệ nở bằng phương pháp phân 
tích phương sai một nhân tố: ANOVA-One 
Way. 
KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

Ảnh hưởng của As lên tỷ lệ sống phôi 
Kết quả bảng 1 cho thấy, tỷ lệ phôi sống ở 

các lô thí nghiệm đều đạt từ 72,78% trở lên. 
Như vậy, các nồng độ As khảo sát chưa phải là 
ngưỡng gây chết LCt50 đối với giai đoạn phôi cá 
ngựa vằn.  

 
Bảng 1. Ảnh hưởng của nồng độ As lên tỷ lệ sống của phôi cá ngựa vằn qua các giai đoạn phát triển 

Giai đoạn 
 
Nồng độ 

(µg/L) 

Phôi nang Phôi vị Phân đốt Hầu họng Nở 

0 100,00 ± 
0,00 a.α 

96,67 ± 
1,34 a.β 

95,00 ± 
1,62 a.γ 

95,00 ± 
1,62 a.γ 

93,89 ± 
1,79 a.γ 

20 100,00± 
0,00 a.α 

93,33 ± 
1,86 a.β 

88,89 ± 
2,34 ab.γ 

88,89 ± 
2,34 ab.γ 

88,89 ± 
2,34 ab.γ 

50 100,00 ± 
0,00 a.α 

92,78 ± 
1,93 a.β 

87,78 ± 
2,44 ab.γ 

87,78 ± 
2,44 ab.γ 

87,78 ± 
2,44 abc.γ 

80 100,00 ± 
0,00 a.α 

92,78 ± 
1,93 ab.β 

85,00 ± 
2,66 bc.γ 

85,00 ± 
2,66 bc.γ 

85,00 ± 
2,66 bcd.γ 

110 100,00 ± 
0,00 a.α 

92,22 ± 
2,00 ab.β 

78,33 ± 
3,07 bc.γ 

78,33 ± 
3,07 bc.γ 

78,33 ± 
3,07 bcd.γ 

140 99,44 ± 
0,55 ab.α 

86,67 ± 
2,5 bc.β 

78,33 ± 
3,07 bc.γ 

76,67 ± 
3,15 bcd.γ 

76,67 ± 
3,15 bcd.γ 

170 98,89 ± 
0,78 ab.α 

84,44 ± 
2,70 bc.β 

77,78 ± 
3,10 bc.γ 

76,67 ± 
3,15 bcd.γ 

76,11 ± 
3,18cd.γ 

200 99,44 ± 
0,55 a.α 

84,44 ± 
2,70 bc.β 

77,78 ± 
3,10 bc.γ 

76,11 ± 
3,18 cd.γ 

75,56 ± 
3,20 cd.γ 

230 98,33 ± 
0,95 ab.α 

83,89 ± 
2,74 bc.β 

77,78 ± 
3,10 bc.γ 

75,56 ± 
3,20 cd.γ 

75,56 ± 
3,20 cd.γ 

260 95,56 ± 
1,54 b.α 

82,22 ± 
2,85 c.β 

72,78 ± 
3,32 c.γ 

72,78 ± 
3,32 d.γ 

72,78 ± 
3,32 d.γ 

a, b, c, d: thể hiện sự khác biệt theo cột ở độ tin cậy 95%; α, β, γ: thể hiện sự khác biệt theo hàng ở độ tin cậy 
95%. 

 
Trong cùng giai đoạn, tỷ lệ sống của phôi có 

xu hướng giảm theo sự tăng dần của nồng độ As 
khảo sát. Giai đoạn phôi nang, tỷ lệ sống ở nồng 
độ từ 20-110 µg/L vẫn đạt 100% như ở lô đối 
chứng, bắt đầu từ nồng độ 140-230 µg/L so với 
lô đối chứng giảm nhẹ từ 0,56-1,67% (p > 
0,05); tỷ lệ sống ở nồng độ 260 µg/L so với 
nồng độ 0-110 µg/L giảm 4,44% (p < 0,05). 
Giai đoạn phôi vị: tỷ lệ sống của phôi ở lô đối 
chứng cao nhất (đạt 96,67%), thấp nhất ở nồng 
độ 260 µg/L (chỉ còn 82,22%), tỷ lệ sống ở 
nồng độ 20-110 µg/L so với lô đối chứng giảm 
ngẫu nhiên (giao động từ 3,34-4,45%) không có 
sự khác biệt về mặt thống kê (p > 0,05); trong 
khi tỷ lệ sống từ nồng độ 140-260 µg/L so với 

lô đối chứng giảm 10,00%-14,45% (p < 0,05). 
Ở ba giai đoạn cuối (phân đốt, hình thành hầu 
họng và nở), tỷ lệ sống ở nồng độ 20 µg/L và 50 
µg/L so với lô đối chứng giảm từ 6,11-7,22% (p 
> 0,05); trong khi tỷ lệ sống từ nồng độ 80-260 
µg/L so với lô đối chứng giảm từ 10,00%-
22,22% (p < 0,05).  

Như vậy, trong các nồng độ khảo sát, As đã 
ảnh hưởng đến tỷ lệ sống của phôi, đạt cao nhất 
ở lô đối chứng và thấp nhất ở nồng độ 260 
µg/L, nhưng vẫn chưa gây chết 50%. Nguyên 
nhân có thể do: các nồng độ As trong nghiên 
cứu này chưa đủ cao để gây chết trên 50% số 
lượng phôi, vì vậy, nếu muốn gây chết trên 50% 
lượng phôi thí nghiệm cần tăng nồng độ As; 
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phôi cá ngựa vằn có thời gian phát triển nhanh 
nên thời gian phơi nhiễm As chưa đủ để tác 
động rõ lên sự sống của phôi; trong các giai 
đoạn này phôi được bảo vệ bởi lớp vỏ chorion 
dày, giúp bảo vệ cấu trúc bên trong phôi đồng 
thời làm hạn chế sự xâm nhập và gây hại của As 
(Kimmel et al., 1995; Creton, 2004); nồng độ 
As 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. 
Nghiên cứu của Long et al. (2011) cho thấy, 
trong các giai đoạn phát triển của phôi cá ngựa 
vằn có sự hiện diện của gen abcc2-có vai trò 
quan trọng trong việc chống lại sự xâm nhập 
của ion kim loại nặng. Do đó, nồng độ As trong 
nghiên cứu này chưa ảnh hưởng đến sức sống 
của phôi. 

Trong cùng một nồng độ, tỷ lệ sống của 
phôi giảm dần qua các giai đoạn. Điều này phù 
hợp với quá trình phát triển tự nhiên của phôi cá 
ngựa vằn. Ở tất cả các nồng độ, tỷ lệ sống tại 
giai đoạn phôi nang đều giảm ngẫu nhiên không 
có ý nghĩa về mặt thống kê (p > 0,05); giai đoạn 
phôi vị, phân đốt tỷ lệ phôi sống giảm nhiều và 
có ý nghĩa thống kê (p < 0,05);  giai đoạn phân 
đốt-nở, tỷ lệ sống giảm không có ý nghĩa về mặt 
thống kê (p > 0,05). Cụ thể tại nồng độ 200 
µg/L, tỷ lệ phôi sống từ giai đoạn phôi nang đến 
giai đoạn phôi vị giảm 15%, khác biệt có ý 
nghĩa thống kê (p < 0,05). Nguyên nhân có thể 
do ở giai đoạn đầu của chu kì phân chia, số 
lượng tế bào ít, chỉ cần một tế bào tổn thương 
hay phân chia bất thường cũng làm chết phôi 
(Kimmel et al., 1995). 

Từ giai đoạn phôi vị đến giai đoạn phân đốt, 
tỷ lệ sống của phôi giảm 6,66% khác biệt có ý 
nghĩa về mặt thống kê (p < 0,05). Theo nghiên 
cứu của Kimmel et al. (1995), ở cuối giai đoạn 
phôi vị, bắt đầu sang giai đoạn phân đốt có sự 
biệt hóa tế bào và hình thành nên một số cơ 
quan. Do đó, giai đoạn này dễ xảy ra những 
biến đổi cấu trúc bên trong, đồng thời lúc này 
As cũng đã xâm nhập vào với một lượng nhất 
định nên cũng ảnh hưởng đến sự phát triển của 
phôi. 

Từ giai đoạn hình thành hầu họng đến giai 
đoạn nở, tỷ lệ sống của phôi giảm so với giai 

đoạn phân đốt nhưng sự giảm này là ngẫu nhiên 
không có ý nghĩa về mặt thống kê (p > 0,05). 
Nguyên nhân có thể do ở giai đoạn này các cơ 
quan dần hình thành khá đầy đủ và hoàn thiện, 
ổn định về cấu trúc bên trong phôi. Ngoài ra, 
nhiệt độ tối ưu cho sự sinh trưởng của cá ngựa 
vằn là 28,5oC (Kimmel et al., 1995), việc quan 
sát trên kính hiển vi dưới nhiệt độ của đèn có 
thể đã phần nào tác động trực tiếp lên phôi làm 
phôi chết. 

Kết quả phân tích trên cho thấy, các nồng 
độ As khảo sát chưa ảnh hưởng nghiêm trọng 
đến sự sống ở giai đoạn phôi. Điều này phù hợp 
với nghiên cứu của Li et al. (2009), cho rằng 
phôi cá ngựa vằn 4 hfp tiếp xúc với các nồng độ 
natri arsenite (0-10 mM) đến 120 hfp cho thấy, 
sự sống và sự phát triển giai đoạn sớm của phôi 
không bị ảnh hưởng rõ rệt khi tiếp xúc tiếp xúc 
với nồng độ dưới 0,5 mM. 
Ảnh hưởng của As lên hoạt động sinh lí của 
phôi 
Ảnh hưởng của As lên nhịp tim 

Trong quá trình phát triển của phôi, tim bắt 
đầu hình thành ở cuối giai đoạn phân đốt còn 
khó quan sát, đến giai đoạn hình thành hầu họng 
và nở, sự hoạt động của tim có thể quan sát rõ 
dưới kính hiển vi (hình 1). 

Ảnh hưởng của As lên hoạt động của tim 
thể hiện rõ ở các giai đoạn phân đốt, hình thành 
hầu họng và giai đoạn nở. Kết quả cụ thể được 
thể hiện ở bảng 2. 

Bảng 2 cho thấy, ở cả 3 giai đoạn khảo sát, 
nhịp tim của phôi thay đổi và biến thiên theo sự 
tăng dần của nồng độ As và cũng tăng dần qua 
các giai đoạn khảo sát. Ở giai đoạn phân đốt: 
nhịp tim ở nồng độ 20 µg/L so với lô đối chứng 
tăng ngẫu nhiên không có sự khác biệt về mặt 
thống kê (p > 0,05); còn ở nồng độ 50-260 µg/L 
so lô đối chứng tăng lên từ 16,57-45,8 
nhịp/phút, có ý nghĩa thống kê (p < 0,05). Ở giai 
đoạn hình thành hầu họng và nở: nhịp tim ở các 
nồng độ 20 µg/L, 50 µg/L so với lô đối chứng 
tăng ngẫu nhiên không có ý nghĩa có ý nghĩa về 
mặt thống kê (p > 0,05). Còn nhịp tim từ nồng 
độ 80-260 µg/L so với lô đối chứng tăng lên từ 
8,24-20,7 nhịp/phút (ở giai đoạn hầu họng) và 
từ 11,83-40,1 nhịp/phút (ở giai đoạn nở có ý
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nghĩa thống kê (p < 0,05). 
Như vậy, As đã ảnh hưởng đến hoạt động 

của tim và gây ra sự rối loạn nhịp tim. Trong 
phạm vi các nồng độ As khảo sát và thời gian 

phơi nhiễm ngắn của giai đoạn phôi, nồng độ 
càng lớn sẽ làm nhịp tim của phôi càng tăng. 
Nhịp tim cao nhất ở nồng độ 260 µg/L và thấp 
nhất ở lô đối chứng. 

  
Bảng 2. Ảnh hưởng của As lên nhịp tim (nhịp/phút) của phôi ở các giai đoạn 

Giai đoạn 
 
Nồng độ 

(µg/L) 

Phân đốt Hầu họng Nở 

0 86,70±1,55a.β 174,83±1,49a.γ 197,60±2,20a.δ 
20 94,47±1,18b.β 177,87±1,60ab.γ 200,73±2,01ab.δ 
50 103,27±1,39c.β 179,57±1,84abc.γ 203,3±1,62ab.δ 
80 113,80±1,98c.β 183,07±1,75bcd.γ 209,43±2,30bc.δ 

110 121,57±1,50d.β 187,07±2,25cde.γ 212,40±1,74c.δ 
140 126,37±1,56de.β 189,67±1,74def.γ 214,20±1,37cd.δ 
170 129,73±1,62e.β 191,13±1,74ef.γ 217,03±1,37cd.δ 
200 130,17±1,85e.β 193,30±1,75ef.γ 223,07±2,06de.δ 
230 131,20±2,10e.β 194,37±1,31ef.γ 229,93±2,89ef.δ 
260 132,53±1,83e.β 195.53±1,71f.γ 237,73±1,87f.δ 

a, b, c, d, e, f: thể hiện sự khác biệt theo cột ở độ tin cậy 95%; β, γ, δ: thể hiện sự khác biệt theo hàng ở độ tin 
cậy 95%. 

 
Khi xét trong cùng một nồng độ, nhịp tim 

tăng theo sự gia tăng của các giai đoạn phát 
triển: nhịp tim ở giai đoạn phân đốt là thấp nhất, 
kế đến là giai đoạn hầu họng và ở giai đoạn nở 
có nhịp tim cao nhất (p < 0,001). Nguyên nhân 
có thể là do ở giai đoạn phân đốt, tim mới được 
hình thành nên nhịp tim còn chậm; phôi ở giai 
đoạn phân đốt và hầu họng được bảo vệ bởi lớp 
màng đệm bên ngoài nên giảm đáng kể áp lực 
nước lên phần cấu trúc phôi bên trong, do đó, cơ 
không cần hoạt động nhiều để chống lại áp lực 
nước từ bên ngoài. Đến giai đoạn hình thành 
hầu họng, màng bao phôi mỏng dần, cơ thể hình 
thành nên các cơ quan thô sơ. Do đó, hoạt động 
của cơ thể tăng lên nhưng hoạt động chưa 
nhiều, các cơ quan vận động ít, kích thước cơ 
thể nhỏ nên lượng oxi cung cấp cho hoạt động 
cơ thể không đòi hỏi nhiều, làm tăng hoạt động 
tuần hoàn. Giai đoạn nở không còn màng đệm 
bảo vệ, cá bắt đầu hoàn thiện vây ngực, khả 
năng vận động tăng, làm tăng hoạt động tuần 
hoàn (Kimmel et al., 1995; Westerfield, 2007). 

Ngoài ra, có thể bị stress bởi tác nhân As, nhịp 
tim cũng tăng lên. Nhịp tim là một thông số 
đáng tin cậy đã được sử dụng thành công để 
định lượng stress sinh lí và stress về sự phát 
triển trong phôi cá ngựa vằn; nhịp tim cá ngựa 
vằn sẽ càng ngày càng tăng cao cho đến khi van 
tim cá hoàn thiện sau 50 ngày thụ tinh; đây 
cũng là một trong những nguyên nhân giải thích 
nhịp tim càng ngày càng tăng cao qua các giai 
đoạn ở phôi cá ngựa vằn (Hallare et al., 2005). 

Như vậy, trong phạm vi các nồng độ As 
khảo sát, phôi cá ngựa vằn khi phơi nhiễm trong 
môi trường có tồn tại kim loại As đã ảnh hưởng 
nhất định đến hoạt động của tim, cụ thể làm 
tăng nhịp tim, và ảnh hưởng càng cao khi phôi 
phát triển đến các giai đoạn về sau. 
Ảnh hưởng của As lên hoạt động quẫy mình 

Sự quẫy mình của cá ngựa vằn diễn ra ở giai 
đoạn phân đốt và hầu họng. Ảnh hưởng của As 
lên hoạt động quẫy mình được thể hiện ở bảng 
3. 
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Bảng 3. Ảnh hưởng của As lên nhịp quẫy mình (nhịp/phút) của phôi ở các giai đoạn 
Giai đoạn 

 
Nồng độ 
(µg/L) 

Phân đốt Hầu họng 

0 7,93±0,26a.β 5,50±0,21a.δ 
20 7,93±0,26a.β 4,80±0,28ab.δ 
50 6,50±0,29bc.β 4,4±0,29abc.δ 
80 6,00±0,27bcd.β 4,00±0,33bcd.δ 
110 5,70±0,31cd.β 3,73±0,31bcde.δ 
140 5,53±0,35cde.β 3,43±0,24cde.δ 
170 5,20±0,24cde.β 3,23±0,32cde.δ 
200 4,77±0,28def.β 3,00±0,29de.δ 
230 4,33±0,28ef.β 2,73±0,24e.δ 
260 3,57±0,36f.β 2,53±0,21e.δ 

a, b, c, d, e, f: thể hiện sự khác biệt nhau theo cột ở độ tin cậy 95%; β, δ: thể hiện sự khác biệt nhau theo hàng 
ở độ tin cậy 95%. 

 
Bảng 3 cho thấy, ở cả 2 giai đoạn khảo sát, 

số lần quẫy mình của phôi thay đổi theo chiều 
hướng giảm dần theo sự tăng dần của nồng độ 
As. Ở giai đoạn phân đốt, sự giảm số lần quẫy 
mình theo sự tăng dần nồng độ không có sự 
khác biệt về mặt thống kê giữa hai nồng độ kế 
cận nhau (p > 0,05). Số lần quẫy mình ở nồng 
độ 20 µg/L so với lô đối chứng giảm ngẫu nhiên 
không có ý nghĩa về mặt thống kê (p > 0,05); số 
lần quẫy mình từ nồng độ 50-260 µg/L so với lô 
đối chứng giảm giao động từ 1,43-4,36 lần có ý 
nghĩa thống kê (p < 0,05). Ở giai đoạn hầu 
họng, số lần quẫy mình giảm so với giai đoạn 
phân đốt. Tương tự như ở giai đoạn phân đốt, số 
lần quẫy mình giảm xuống khi được phơi nhiễm 
với nồng độ As càng cao và sự giảm này không 
có sự khác biệt về mặt thống kê giữa hai nồng 
độ kế cận nhau (p > 0,05). Số lần quẫy mình ở 
nồng độ 20 µg/L và 50 µg/L so với lô đối chứng 
giảm ngẫu nhiên không có ý nghĩa về mặt thống 
kê (p > 0,05); từ nồng độ 80-260 µg/L so với lô 
đối chứng giảm từ 1,5-2,97 nhịp, có ý nghĩa 
thống kê (p < 0,05). 

Khi xét theo các giai đoạn khác nhau trong 
cùng một nồng độ khảo sát, kết quả thống kê 
cho thấy, số lần quẫy mình giảm theo sự phát 
triển của phôi có ý nghĩa thống kê cao (p < 
0,01). Như vậy, As đã ảnh hưởng đến hoạt động 
của phôi và làm giảm số lần quẫy mình khi 
nồng độ ngày càng tăng, giai đoạn hầu họng 

giảm so với giai đoạn phân đốt. Điều này có thể 
được giải thích như sau: từ giai đoạn phân đốt 
phôi đã có thể quẫy mình hoạt động, sang giai 
đoạn hầu họng kích thước phôi lớn nên lúc này 
phôi vận động khó hơn, khi phát triển đến một 
kích thước mà lớp vỏ phôi không thể giãn ra thì 
phôi không thể cử động và lúc này đến giai 
đoạn nở, phôi thoát ra ngoài. Ở giai đoạn hầu 
họng màng phôi mỏng dần nên As dễ dàng xâm 
nhập vào nhiều hơn (Kimmel et al., 1995; 
Westerfield, 2007). 

Như vậy, As đã gây ảnh hưởng lên phôi từ 
đó tác động đến hoạt động của hệ cơ. Kết quả 
dẫn đến nồng độ As tích lũy càng cao càng làm 
giảm hoạt động quẫy mình. 
Ảnh hưởng của As lên hoạt động nở của phôi 

Cuối giai đoạn hầu họng và đầu giai đoạn 
nở, phôi cá bắt đầu có sự phá vỡ lớp vỏ phôi 
bên ngoài để thoát ra ngoài môi trường nước. 
Lúc này chúng không còn được bảo vệ bởi lớp 
phôi. Quá trình nở không diễn ra cùng một lúc 
mà theo những thời điểm khác nhau. Kết quả 
thể hiện ở bảng 4. 

Bảng 4 cho thấy, tỷ lệ nở trung bình của 
phôi ở lô đối chứng và các lô thí nghiệm có sự 
thay đổi đáng kể. Tỷ lệ nở của phôi tăng dần 
theo thời gian, điều này hoàn toàn phù hợp với 
chu kì phát triển tự nhiên của phôi cá (phôi nở 
trong khoảng thời gian 48-72 hpf) (Westerfield, 
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2007). Tuy nhiên, ảnh hưởng của As làm giảm 
tỷ lệ nở của phôi trong cùng một thời điểm, khi 
phôi được gây nhiễm với nồng độ càng cao, tỷ 
lệ nở của chúng càng giảm xuống. Tại thời điểm 
48 hpf: tỷ lệ nở ở nồng độ 20-140 µg/L so với 
lô đối chứng giảm ngẫu nhiên không có sự khác 
biệt về mặt thống kê (p > 0,05); còn tỷ lệ nở từ 
nồng độ 170-260 µg/L so với lô đối chứng giảm 
từ 13,52%-17,97%, có ý nghĩa thống kê (p < 
0,05). Tại thời điểm 56 hpf: tỷ lệ nở từ nồng độ 
20-200 µg/L so với lô đối chứng giảm ngẫu 
nhiên không có sự khác biệt về mặt thống kê (p 
> 0,05); còn tỷ lệ nở ở nồng độ  230, 260 µg/L 

so với lô đối chứng giảm 17,05%-24,84% có ý 
nghĩa về mặt thống kê (p < 0,05). Tại thời điểm 
64 hpf: tỷ lệ nở ở nồng độ 20, 50 µg/L so với lô 
đối chứng giảm ngẫu nhiên không có sự khác 
biệt về mặt thống kê (p > 0,05); còn tỷ lệ sống ở 
nồng độ 80-260 µg/L so với lô đối chứng giảm 
13,64%-28,32% có ý nghĩa thống kê (p < 0,05). 
Tại thời điểm 72 hpf: tỷ lệ nở ở nồng độ 20-80 
µg/L so với lô đối chứng giảm ngẫu nhiên 
không có sự khác biệt về mặt thống kê (p > 
0,05); còn tỷ lệ nở ở nồng độ 110-260 µg/L so 
với lô đối chứng giảm 8,89%-21,08% có ý 
nghĩa thống kê (p < 0,05).  

 
Bảng 4. Ảnh hưởng của As lên tỷ lệ (%) nở của phôi qua các mốc thời gian 

   Mốc thời gian 
 
Nồng độ 
(µg/L) 

48 hpf 56 hpf 64 hpf 72 hpf 

0 22,73±4,47a 53,41±5,32a 88,64±3,38a 98,86±1,13a 
20 18,82±4,24ab 51,76±5,42ab 82,35±4,13ab 97,65±1,64a 
50 16,67±4,07abc 48,81±5,45ab 77,38±4,56abc 95,24±2,32ab 
80 15,00±3,99abcd 48,75±5,5 ab 75,00±4,84bcd 93,75±2,71ab 
110 12,66±3,74abcd 46,84±5,61ab 72,15±5,04bcd 89,87±3,39bc 
140 11,84±3,71abcd 42,11±5,66abc 71,05±5,20bcd 88,16±3,7bc 
170 9,21±3,32bcd 40,79±5,64abc 68,42±5,33cd 81,58±4,45c 
200 6,96±3,00cd 40,28±5,78abc 66,67±5,56cd 79,17±4,79c 
230 6,06±2,94cd 36,36±5,92bc 62,12±5,97cd 78,79±5,03c 
260 4,76±2,68d 28,57±5,69c 60,32±6,16d 77,78±5,24c 

a, b, c, d: thể hiện sự khác biệt nhau theo cột ở độ tin cậy 95%; hpf: hour post fertilization (thời gian sau thụ 
tinh). 

 
Như vậy, As đã ảnh hưởng đến tỷ lệ nở của 

phôi. Với lượng tích tụ As càng lớn, tỷ lệ nở của 
phôi càng giảm. Nguyên nhân có thể là do: (1) 
As khi tích lũy bên trong phôi làm giảm hoạt 
động quẫy mình, từ đó làm giảm những tác 
động từ bên trong phôi, kết quả làm giảm tốc độ 
và tỷ lệ nở của phôi; (2) Phôi cá ngựa vằn khi bị 
phơi nhiễm As gây ra dị dạng các cơ quan và sự 
biểu hiện sai lệch các gen có liên quan đến điều 
hòa quá trình phát triển. Mặt khác, qua quan sát 
hình thái, chúng tôi ghi nhận thấy cá bị các dị 
tật như cong vẹo cột sống, cong đuôi, cơ thể 
ngắn lại khi bị phơi nhiễm ở các nồng độ As 
khảo sát (hình 2). Nguyên nhân do trong quá 
trình phát triển đến giai đoạn nở, phôi cá ngựa 
vằn đã tiết ra enzyme để phá vỡ lớp màng đệm 

(chorion) của phôi. Lúc này, lớp màng đệm của 
phôi liên kết với các mucopolysaccharide trên 
màng phôi để tăng sự bền vững, từ đó làm chậm 
quá trình nở. Nếu phôi cá nằm quá lâu trong lớp 
vỏ sẽ làm dị tật cong vẹo cột sống ở các giai 
đoạn sau hay chết trong lớp vỏ phôi (Kimmel et 
al., 1995; Inohaya et al., 1997; Westerfield, 
2007; Wei, 2009). Đây cũng là một trong những 
lí do làm tăng tỷ lệ chết trong giai đoạn này. 

Hiện nay trên thế giới và Việt Nam, đã có 
nhiều công trình nghiên cứu về sự phát triển của 
cá ngựa vằn và những ảnh hưởng của độc chất 
lên sự phát triển của chúng. Tuy nhiên, chưa có 
công trình nào nghiên cứu về ảnh hưởng của As 

lên sự sống và các hoạt động sinh lí của phôi cá 
ngựa vằn trong các giai đoạn phát triển của phôi 
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một cách tổng thể. Đây là nghiên cứu  cơ bản 
đầu tiên để làm tiền đề cho nhưng nghiên cứu 

tiếp theo về sự tác động của kim loại nặng trên 
cá ngựa vằn. 

 

 
Hình 1. Tim ở các giai đoạn của phôi (X20) 

a. Giai đoạn phân đốt; b. Giai đoạn hầu họng; c. Giai đoạn nở (mũi tên chỉ vị trí của tim) 
 

 
Hình 2. Một số dị tật ở giai đoạn phôi (X20) 

a, b, c: Phù tim, phù bụng, cơ thể ngắn; d, e, f, g: Vẹo cột sống; h, i-không nở.  
 



Đánh giá ảnh hưởng của Asen 

 59

KẾT LUẬN 

As làm giảm tỷ lệ sống của phôi cá ngựa 
vằn, Danio rerio, qua các giai đoạn phát triển 
theo thứ tự tăng dần các nồng độ khảo sát.  

As ở các nồng độ khảo sát đã tích tụ lại 
trong bên trong cấu trúc của phôi và gây ra 
những ảnh hưởng nhất định lên hoạt động sinh 
lí: nhịp tim tăng theo thứ tự các nồng độ khảo 
sát; tần số quẫy mình của mỗi giai đoạn giảm 
theo chiều tăng dần nồng độ khảo sát; làm chậm 
và làm giảm tỷ lệ nở của phôi. Ở nồng độ cao, 
phôi xuất hiện một số dị tật như cong vẹo cột 
sống, phù bụng, phù tim. 

Lời cảm ơn: Nhóm tác giả xin chân thành 
cảm ơn đến Ban chủ nhiệm Khoa Sinh học, các 
cán bộ ở phòng thí nghiệm Giải phẫu-Sinh lí 
người và động vật thuộc Trường Đại học Sư 
phạm Tp. HCM đã tạo mọi điều kiện thực hiện 
công trình này. 
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SUMMARY 
 

Arsenic is one of heavy metal elements which is dangerous to human and aquatic animals. Accumulating 
in the body,arsenic causes serious damage to organ systems such as the nervous system, circulatory system, 
digestive system, reproductive system, ect and even cancer, skin cancer is the most common type. This study 
aims to evaluate the influences of Arsenic (As) concentrations on different stages in embryonic development 
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of zebrafish (Danio rerio): blastura, gastrula, segmentation, pharyngula and hatching. After mating, embryos 
were exposed to As in the examined concentrations: 0, 20, 50, 80, 110, 140, 170, 200, 230, 260 µg/L in the 
Hank’s embryonic medium. It was observed that the survival rate of embryonic zebrafish decreased gradually 
corresponding to the increasing the concentration of As and the development stages of the embryo. However, 
examined concentrations of As in this study did not reach the threshold lethal concentration (LCt50) of 
embryos. With the increasing of examined As concentrations, the heartbeat increased linearly, the body 
turning beat of each stage decreased linearly. The highest heartbeat was 237.73±1.87 beat/min in 260 µg/L 
concentration while it was 197.60±2.20 beat/min in the control group (p < 0.05) in the hatching stage. The 
lowest body turning was 2.53 beat/min while it was 5.50 beat/min (p < 0.05) in the control group in the 
pharyngula stage. Moreover, the As prolonged the hatching duration and reduced the hatching rate of 
embryonic zebrafish, after 72 hour fertilization, the hatching rate was 77.78% in 260 µg/L concentration 
while it was 98.86% in the control group (p < 0.05). 
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