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Abstract 

In a natural scientific museum as Museum of Oceanography, a specimen should be not only awesome but 

also scientific in order to attract visitors and introduce knowledge to them. One of the methods satisfying 

those requirements is “Method of staining cartilages and bones for small vertebrates”. This method was 

applied to handle small fish: Anchovies (Encrasicholina devisi (Whitley, 1940)), amphiprions (Amphiprion 

ocellaris (Cuvier 1830)) and ponyfish (Leiognathus sp.), which is highly efficient, not only used in studying 

fish bones and cartilages but also attractive to visitors. This paper also gives details on experiences during 

handling process of this method. 

Keywords: Staining of cartilage and bone, Amphiprion ocellaris, vertebrates. 
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Tóm tắt 

Đối với một bảo tàng khoa học tự nhiên, hình thức trưng bày mẫu vật ngoài tính chất thẩm mỹ thu hút sự 

chú ý, thì tính khoa học cũng luôn được lưu tâm nhằm giúp người xem có thể tiếp cận kiến thức khoa học. 

Một trong những phương pháp đáp ứng được nhu cầu trên đó là “Nhuộm màu xương và sụn mẫu sinh vật có 

xương sống”. Phương pháp trên được ứng dụng trên 3 loài cá có kích thước nhỏ (cá lầm tròn nhẳng - 

Spratelloides gracilis (Temminck & Schlegel, 1846), cá khoang cổ - Amphiprion ocellaris (Cuvier 1830) và 

cá liệt - Leiognathhus sp.) đã cho hiệu quả cao, vừa có thể được dùng trong nghiên cứu xương, sụn các loài 

cá đồng thời đạt tính thẩm mỹ, thu hút người xem. Bài báo cũng đề cập đến một số kinh nghiệm trong quá 

trình xử lý mẫu theo phương pháp này. 

Từ khóa: Nhuộm màu sụn và xương, cá khoang cổ Nemo, động vật có sương sống. 

 
GIỚI THIỆU 

Đối với một bảo tàng khoa học tự nhiên, 
việc tìm hiểu, ứng dụng và làm chủ những 
phương pháp chế tác mẫu mang tính khoa học 
đồng thời đủ tính thẩm mỹ để có thể thu hút 
công chúng là việc làm cần thiết. Vì vậy, bảo 
tàng luôn không ngừng tìm hiểu những phương 
pháp mới, áp dụng vào việc chế tác mẫu vật 
nhằm tạo ra những sản phẩm khoa học độc đáo, 
thỏa mãn nhu cầu ngày càng cao của du khách 
tham quan. Một trong những phương pháp đáp 
ứng được cả hai yêu cầu trên là chế tác mẫu 
bằng cách làm trong và nhuộm màu hai lần áp 
dụng cho động vật có xương sống. 

TỔNG QUAN CÁC PHƢƠNG PHÁP 
NHUỘM MÀU SỤN VÀ XƢƠNG ĐỘNG 
VẬT CÓ XƢƠNG SỐNG 

Mặc dù được sử dụng lần đầu tiên trong 
thí nghiệm nhuộm xương bằng chất được chiết 
xuất từ cây thiên thảo từ thế kỷ 18 [1], phương 

pháp nhuộm màu xương, sụn và làm trong cơ 
và các mô khác được biết đến trong nghiên 
cứu của Taylor (1967) [2] - thực hiện trên 
động vật có xương sống kích thước nhỏ. Sau 
đó, phương pháp nhuộm màu và làm trong 
xương và sụn được phát triển bởi Dingerkus & 
Uhler, 1977 [3]; Potthoff (1984) [4]; 
Kawamura & Hosoya (1991) [5], phương pháp 
này được sử dụng khá phổ biến trong các 
nghiên cứu về động vật có xương sống, góp 
phần làm sáng tỏ cây phả hệ các loài cá [6], 
cũng như nghiên cứu cấu trúc, sự hình thành 
xương và sụn trong các giai đoạn phát triển 
của ấu trùng cá [7–11]; hoặc áp dụng cho mẫu 
lưu trữ bảo tàng đối với bào thai hoặc những 
động vật có xương sống cỡ nhỏ [12]. Phương 
pháp được phát triển khi nhuộm enzym đối 
với các dây thần kinh (phương pháp nhuộm 3 
lần) [13]) nhờ đó, những nghiên cứu có thể 
thực hiện trên cả xương, sụn và hệ thần kinh 
của cá. 
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Tùy vào nhu cầu và mục đích nghiên cứu, 
phương pháp nhuộm màu và làm trong 2–3 lần 
sẽ được áp dụng. Đối với mẫu vật ở bảo tàng, 
phương pháp nhuộm màu hai lần có lẽ là 
phương pháp thích hợp vì đáp ứng yêu cầu 
thẩm mỹ bên cạnh mục đích nghiên cứu. 
Phương pháp này được tổng hợp bởi Taylor & 
Dyke (1985) [14], các tác giả đã khảo sát 
những qui trình nhuộm màu và làm trong tại 
thời điểm đó, áp dụng trên nhiều loài cá kích 
thước từ 10–175 mm, thậm chí cả trên lưỡng 
cư, thú và xương chim. Tác giả đã đề xuất qui 
trình nhuộm 2 lần gồm 12 bước dành cho ấu 
trùng cá. Căn cứ trên qui trình này, Potthoff 
(1984) [4] đưa ra qui trình 7 bước sau khi kinh 
nghiệm từ thực tế xử lý nhiều mẫu cá kích 
thước từ 3 mm đến hơn 500 mm. Qui trình tiếp 
tục được hoàn thiện gồm 9 bước bởi Helland 
(1988) [15] và 10 bước bởi Ambruster (1989) 
[1]. Cho đến nay, các qui trình này vẫn được sử 
dụng rộng rãi trong nhiều nghiên cứu xương ấu 
trùng cá. 

Dù được cải tiến, bổ sung bởi nhiều tác giả 
nhưng về chi tiết các bước thực hiện, qui trình 
nhuộm màu và làm trong xương 2 lần vẫn giữ 
nguyên tắc như sau: Mẫu khi cố định sẽ được 
nhuộm sụn bằng Alcian blue 
(C56H68Cl4CuN16S4), sau đó “làm trong” các mô 
cơ bằng trypsin, tiếp tục nhuộm xương bằng 
thuốc nhuộm Alizarin red S (C₁₄H7NaO7S), tẩy 
thuốc nhuộm bằng dung dịch borax và trypsin 
trong nước cất hoặc dùng kali hydroxit 1%, 
cuối cùng bảo quản mẫu trong glycerin. Qui 
trình này có thể áp dụng cả mẫu cá, lưỡng cư, 
hoặc các động vật có xương sống nhỏ. Đối với 
cá, kích thước mẫu có thể lên đến 500 mm, áp 
dụng được cho cả mẫu tươi và mẫu đã lưu trữ 
hàng chục năm trước [14], vì vậy thích hợp với 
mẫu lưu trữ tại bảo tàng. Thực tế, qui trình đã 
được thực hiện trên mẫu vật cá, bào thai trong 
các bảo tàng [12, 14]. 

Trong nghiên cứu ấu trùng cá, phương pháp 
trên tuy được áp dụng phổ biến nhưng cũng thể 
hiện nhược điểm: Môi trường axit trong quá 
trình nhuộm sụn lại gây khử khoáng xương 
trong bước nhuộm xương tiếp theo. Để khắc 
phục điều này, Walker & Kimmel (2006) [14] 
đã phát triển phương pháp dùng clorua magie 
(MgCl2) thay cho axit, nhờ đó, không gây tổn 
hại đến xương ấu trùng, phương pháp này còn 

có ưu điểm mẫu sau khi nhuộm vẫn có thể 
dùng trong các nghiên cứu kiểu gen bằng 
phương pháp PCR. 

Như đã nêu trên, phương pháp nhuộm màu 
2 lần phù hợp với nhu cầu đa dạng hóa mẫu 
vật trưng bày đồng thời phục vụ mục đích 
nghiên cứu ở Bảo tàng Hải dương học. Tuy 
nhiên, để đáp ứng thị hiếu của công chúng, 
mẫu vật cần được chú trọng chọn lựa nhằm 
đạt tính thẩm mỹ cao sau khi chế tác. Trong 
khi đó, phương pháp nhuộm màu hai lần liên 
quan đến cấu tạo xương và sụn của động vật, 
đặc điểm này khác biệt ở từng nhóm cá, có 
nhóm cá xương và các tia vây cứng, thân dẹp 
như cá liệt, cá giò, có nhóm cá mình tròn, các 
tia vây ngắn như cá cơm. Ngoài ra, các nhóm 
cá còn khác nhau ở sự hiện diện của lớp vẩy 
bên ngoài. Tất cả những đặc điểm cấu tạo trên 
có thể ảnh hưởng đến chất lượng và cảm quan 
thẩm mỹ về mẫu vật. Điều này chưa được đề 
cập trong các nghiên cứu đã có, cũng có thể vì 
nhu cầu trưng bày không được chú trọng ở các 
thí nghiệm khoa học trước đây. Bài báo được 
thực hiện dựa trên những kết quả thực nghiệm 
đối với một số loài cá kích thước nhỏ, trình 
bày quy trình nhuộm và những điều cần lưu ý 
trong quá trình tiến hành nhằm đạt được 
những mẫu vật vừa có tính thẩm mỹ vừa đạt 
được tính khoa học. 

VẬT LIỆU VÀ PHƢƠNG PHÁP NGHIÊN 
CỨU 
Vật liệu 
Mẫu vật 

Ngày 7/6/2018, tiến hành thu mẫu: Cá lầm 
tròn nhẳng - Spratelloides gracilis (Temminck 
& Schlegel, 1846), cá khoang cổ - Amphiprion 
ocellaris (Cuvier 1830), cá liệt Leiognathhus 
sp.,… Cá chọn làm mẫu đều tươi hoặc còn 
sống, chiều dài toàn thân không quá 8 cm: 

Cá liệt: Đại diện cho nhóm cá không có 
vẩy, thân mỏng dẹp, các tia vây cứng, có thể 
tạo hình đẹp; số lượng 3 mẫu, chiều dài từ 5,5–
6,5 cm. 

Cá lầm tròn nhẳng: Đại diện cho nhóm cá 
thân tròn, dài, vẩy mỏng, các tia vây nhỏ; số 
lượng 5 mẫu, chiều dài từ 6–6,7 cm. 

Cá khoang cổ Nemo: Đại diện cho nhóm 
cá nhiều vẩy; số lượng 3 mẫu, chiều dài từ 4–
4,4 cm. 
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Hóa chất 

Formalin (H2CO), cồn ethanol (C2H5OH), a 

xít acetic (CH3COOH), thuốc nhuộm sụn Alcial 

Blue 8X, thuốc nhuộm xương Alizarin Red S, 

sodium borate, oxy già (H2O2), kali hidroxit 

(KOH), nước cất, men trypsin. 

Dụng cụ 

Lọ thủy tinh 25 đến 500 ml, cốc đong 50 ml 

và 500 ml, bình thủy tinh pha hóa chất, đũa 

khuấy, ống nghiệm và lọ thủy tinh đựng mẫu, 

giấy nhôm, lọ thủy tinh đựng mẫu. 

Nhuộm màu mẫu vật 

Tiến hành xử lý mẫu theo qui trình 9 bước 

của Helland (1988) [15]: 

B1. Làm chết cá: Đối với cá khoang cổ, 

cho vào nước một ít formol, tăng dần nồng độ 

cho đến khi cá chết hoàn toàn, định hình mẫu, 

căng vây. 

B2. Cố định mẫu trong Formalin 4% có 

dung dịch đệm Phosphat: Tỉ lệ formalin/cá: 

10/1; Thời gian cố định mẫu: 2 ngày. 

B3. Nhuộm sụn: Vớt mẫu từ dung dịch cố 

định, rửa kỹ bằng nước ngọt, ngâm vào dung 

dịch ethanol 50% trong 4 ngày, tiếp tục ngâm 

trong ethanol 95% trong 2 ngày, sau đó tiến 

hành nhuộm sụn bằng thuốc nhuộm Alcian blue 

8X. Dung dịch nhuộm gồm 35 ml Ethanol 95% 

+15 mil axit axetic +10 mg Alcian Blue 8X. 

Nhuộm sụn trong 22 h. 

B4. Trung hòa mẫu đã nhuộm bằng 

Sodium borate bão hòa trong 2 ngày. 

B5. Tẩy trắng 15 ml 3% oxy già và 85 ml 

1% kali hydroxit. Thời gian tẩy 6 h. 

B6. Làm trong bằng dung dịch pha theo tỉ 

lệ 35 ml Sodium borax bão hòa + 65 ml nước 

cất + bột trypsin. Sau 5 ngày, mẫu đạt độ trong 

khoảng 70%. 

B7. Nhuộm xương bằng Alizarin Red S 

pha trong Kali hydroxit 1% theo tỉ lệ 100 ml 

kali hydroxit và 1 mg Alizarin Red S. Thời gian 

nhuộm trong vòng 1 ngày. 

B8. Tẩy chất nhuộm dung dịch pha theo tỉ 

lệ 35 ml sodium borax bão hòa +65 ml nước 

cất. Thời gian tẩy: 2 ngày. 

B9. Bảo quản trong dung dịch glycerin và 

kali hydroxit lần lượt theo tỉ lệ 30% glycerin + 

70% kali hydroxit 1% trong 10 ngày, tiếp tục 

với dung dịch 2 theo tỉ lệ 60% glycerin + 40% 

kali hydroxit 1% trong 10 ngày, cuối cùng giữ 

mẫu lâu dài trong 100% glycerin. 

Đánh giá hiệu quả việc ứng dụng phƣơng 

pháp nhuộm màu và làm trong 

Đánh giá hiệu quả của việc ứng dụng kỹ 

thuật nhuộm màu và làm trong sinh vật trong 

việc chế tác mẫu bằng cách phát phiếu khảo sát 

ý kiến nhận xét về các mẫu đã thực hiện. 

KẾT QUẢ THỰC NGHIỆM TRÊN MỘT 

SỐ LOÀI CÁ KÍCH THƢỚC NHỎ 

Nhuộm màu mẫu vật 

Kết quả quá trình nhuộm màu và làm trong 

mẫu vật theo qui trình của Helland (1988) [6] 

cho ra sản phẩm với các bước cụ thể như sau: 

 
B n  1. Các bước thực hiện phương pháp nhuộm màu và làm trong mẫu vật 

Nội 

dung 
Cá liệt Cá lầm tròn nhẳng Cá khoang cổ 

Mẫu cá Cá tươi Cá tươi 
Cá còn sống, làm chết cá từ 

từ trong formol 

 

 

Xử lý 

mẫu ban 

đầu 

 

Hình 1: Mẫu cá liệt cố định, thƣớc 1 cm 

 

Hình 1. Mẫu cá liệt cố định, thước 

1 cm 

 

Hình 2: Mẫu cá lầm tròn nhẳng cố định, thƣớc 1 cm 

 

Hình 2. Mẫu cá lầm tròn nhẳng cố 

định, thước 1 cm 

Cá còn sống, làm chết cá 

từ từ trong formol 

 

Hình 3: Mẫu cá khoang 

cổ cố định, thước 1 cm 

 

 

Hình 3. Mẫu cá khoang cổ 

cố định, thước 1 cm 

Cá được cố định hoàn toàn, đuôi và các vây xòe ra, căng cứng 
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Nhuộm   

sụn 

 

Hình 4. Mẫu cá liệt nhuộm sụn 

 

Hình 5. Mẫu cá lầm tròn nhẳng 

nhuộm sụn 

 

Hình 6. Mẫu cá khoang cổ 

nhuộm sụn 

Bắt màu xanh thấy rõ nhất ở vùng viền mắt và các đầu vây 

 

 

 

Trung 

hòa và 

tẩy trắng 

 

Hình 7.  Các mẫu đang được trung hòa và tẩy trắng 

Trước và sau khi tẩy trắng, màu xanh trên mẫu cá thay đổi không đáng kể, nhưng phần cơ đã khá trong, 

có thể thấy xương sống ở cá liệt 

Làm 

trong 
Sau 6 ngày, phần cơ khá trong, 

riêng ruột cá vẫn giữ màu đục 

Sau 6 ngày, cá trong hoàn toàn kể 

cả phần ruột 

Sau 7 ngày, cá khá trong 

Nhuộm 

xương 
Sau 1 ngày ngâm trong dung dịch nhuộm, cá bắt màu hồng đậm ở các tia 

vây, đuôi và xương sống, toàn thân cá đã trong suốt 

Xương, tia vây và cả vẩy 

đều bắt màu tím hồng, mắt 

cá vàng, cá chưa trong 

Tẩy chất 

nhuộm 
Không tẩy 

Giữ trong dung dịch kali 

hydroxit trong 2 ngày trước 

khi tiến hành bảo quản 

 

 

 

 

 

Bảo 

quản 

Dung dịch 1: B o qu n bằn  kali hydroxit 1% và  lycer n t eo tỉ l  70/30 

Cá khá trong, xương cá bắt màu 

tím hồng rõ nét, tất cả mẫu đều có 

bọt khí trong bụng, màu xanh của 

sụn còn lại rất ít, chỉ còn lại viền 

mảnh quanh mắt 

Cá trong suốt, xương vá tia vây có 

màu tím hồng, màu xanh sụn còn ở 

viền mắt, gốc vây hậu môn, gốc 

vây ngực 

Cá chưa trong hoàn toàn, 

không còn màu xanh sụn, 

Xương, tia vây và vẩy màu 

hồng nhạt 

Dung dịch 2: B o qu n bằn  kali hydroxit 1% và  lycer n t eo tỉ l  60/40 

Cá trong suốt, xương hồng tím, màu xanh của sụn có thể thấy ở viền mắt 

và các gốc mang 

Cá tương đối trong, xương 

và vẩy còn lại màu hồng tím, 

gốc mang màu xanh 

 

Hình 8. Mẫu cá liệt đã xử lý xong 

 

 

Hình 9. Mẫu cá lầm tròn nhẳng đã 

xử lý xong 

 

Hình 10. Mẫu cá khoang cổ  

đã xử lý xong 
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 Dung dịch 3: B o qu n tron   lycer n 

 

 

 

 

 

Mẫu vật 

hoàn 

thiện 

  

Hình 11. Mẫu vật hoàn thiện 

 
Đánh giá hiệu quả việc ứng dụng kỹ thuật 
nhuộm màu trong xử lý và chế tác mẫu 

 

Hình 12. Biểu đồ về kết quả khảo sát mức độ ưa thích mẫu vật 

 

Hình 12. Biểu đồ về kết quả khảo sát mức độ 
ưa thích mẫu vật 

 

 

Hình 13. Biểu đồ về kết quả quả khảo sát mức 
độ ưa thích đối với từng mẫu vật 

 

 

Hình 14. Biểu đồ về kết quả khảo sát lý do ưa 

thích mẫu vật 
 

Kết quả khảo sát ý kiến của 53 khách tham 

quan (25 nam và 28 nữ) ở độ tuổi từ 18 đến 58 

thể hiện trong hình 12–14. 

THẢO LUẬN 

Về qui trình xử lý mẫu vật 
Đối với mẫu động vật có xương sống, qui 

trình thực hiện theo Helland (1988) [15] có thể 
xem là hướng dẫn chi tiết nhất, áp dụng cho 3 
kích thước mẫu 10–80 mm, 80–200 mm và lớn 
hơn 200 mm. Đây là chỉ dẫn rất quan trọng liên 
quan đến thời gian xử lý mẫu bởi với các chất 
tẩy mạnh như kali hydroxit hoặc oxy già, thời 
gian xử lý chỉ cần thay đổi vài giờ cũng có thể 
dẫn đến tình trạng mẫu bị phân rã hoặc không 
chưa đủ độ mềm của cơ. Mặc dù vậy, hướng 
dẫn trong qui trình cũng có một số nội dung 
được định lượng một cách tương đối như 
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“không được tẩy quá lâu” hoặc “ngâm mẫu có 
đến khi độ trong đạt 60%”. Đối với những 
người lần đầu tiên áp dụng, rất khó có thể chắc 
chắn mẫu đã đủ độ tẩy trắng và độ trong hay 
chưa, do vậy, qui trình cần được thực hiện 
nhiều lần để rút ra kinh nghiệm cụ thể cho 
những lần xử lý mẫu sau. 

Sự khác biệt giữa các nhóm mẫu trong quá 
trình xử lý 

Cá thí nghiệm được chọn thuộc 3 nhóm có 
những đặc điểm khác biệt như: Cá lầm tròn 
nhẳng thân tròn, dài, không có vẩy; cá liệt thân 
dẹp, mỏng, da trơn láng; cá khoang cổ thân 
dẹp, mỏng, có vẩy, viền các vây tròn và rõ nét. 
Thực tế trong quá trình thực hiện hầu như 
không có khác biệt lớn giữa các nhóm mẫu. Ở 
cá khoang cổ, thời gian xử lý một số giai đoạn 
hơi dài hơn so với 2 mẫu còn lại như: Mẫu bắt 
màu chậm hơn khi nhuộm sụn, quá trình làm 
trong mẫu cũng lâu hơn và kết quả cảm quan 
cũng cho thấy cá ít trong hơn. Có thể cấu tạo 
xương và thịt của cá khoang cổ cứng, chắc hơn 
hai nhóm còn lại nên thời gian đáp ứng với các 
loại hóa chất chậm hơn, điều này để kết luận, 
cần được kiểm chứng. Tuy nhiên, có một điều 
chắc chắn là mỗi loại mẫu sẽ cần thời gian xử 
lý khác nhau. Vì vậy, dù đã có qui trình hướng 
dẫn cụ thể, các bước thực hiện cũng cần được 
theo dõi một cách thận trọng, đảm bảo chất 
lượng mẫu qua từng giai đoạn xử lý. 

Một số lƣu ý khi xử lý mẫu vật 
Ở giai đoạn xử lý ban đầu, đối với những 

mẫu có cơ dày, nên lạng bớt ở bên phần thân 
trái để hóa chất thấm nhanh và quá trình làm 
trong cũng được rút ngắn lại, điều này đã được 
đề cập trong chỉ dẫn của Helland (1988) [15] và 
kiểm chứng qua quá trình thực hiện. 

Ở giai đoạn tẩy trắng bằng oxy già và kali 
hydroxit, cần theo dõi sát sao vì hóa chất sử 
dụng có tác dụng tẩy rất mạnh, nếu để quá thời 
gian, có thể làm hỏng mẫu như nổ mắt thậm chí 
rã toàn bộ thân cá. Quá trình này nếu thực hiện 
tốt thì sau khi hoàn tất, một số mẫu nhỏ đã đạt 
đủ độ trong, có thể bỏ qua bước xử lý tiếp theo. 

Ở giai đoạn làm trong, đối với những mẫu 
nhỏ, men trypsin có thể không cần dùng đến, 
nhưng với mẫu lớn, nhất thiết phải bổ sung vào 
nhằm thúc đẩy quá trình phân giải chất đạm, 
làm cho mẫu nhanh trong. 

Đối với những mẫu trưng bày, sau khi hoàn 
tất qui trình, mẫu vật chưa hoàn toàn trong hẳn 

mà nhờ hiệu ứng thị giác khi đặt mẫu trong 

glycerin sẽ cho hình ảnh trong suốt hơn mẫu 
thực, chính vì vậy, chất lượng glycerin và lọ 

thủy tinh đóng góp vai trò quan trọng đối với 
tính thẩm mỹ của mẫu. 

Mẫu vật trải qua hai lần nhuộm sụn màu 

xanh và nhuộm xương màu hồng tím nhưng 
trong thực tế đối với cả 3 loại cá, màu xanh 

hầu như không đáng kể, có thể do 3 nhóm đều 
là cá xương, phần sụn không còn nhiều trong 

cơ thể đủ để tạo ra ấn tượng về màu xanh. Từ 
thực tế trên, khi tiến hành xử lý mẫu nên cân 

nhắc có hay không thực hiện bước nhuộm sụn 

đối với các nhóm cá xương, bởi nếu bỏ qua 
giai đoạn này sẽ giảm được thời gian và cả chi 

phí hóa chất. 

Lời cảm ơn: Tập thể tác giả xin chân thành 

cảm ơn Viện Hải dương học đã hỗ trợ kinh phí 

để thực hiện đề tài này, xin cảm ơn các đồng 
nghiệp đã có những đóng góp ý kiến rất chân 

thành trong quá trình thực hiện đề tài cũng như 
hoàn thiện bài báo trên. 
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