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TÓM TẮT 
Nghiên cứu này được thực hiện nhằm xác định phương pháp thích hợp trong việc phân tách lớp 

tế bào cumulus của trứng dê thông qua việc sử dụng enzym hyaluronidaza. Trứng dê được nuôi 
thành thục trong môi trường TCM-199 đã bổ sung 0,25 mM natri pyruvate, 10% (v/v) fetal bovine 
serum (FBS), 0,05 μg/m follicle stimulating hormone (FSH), 05 μg/ml luteinizing hormone, 01 μg/ml 
estradiol, 390C, 5% CO2, khí bão hòa hơi nước trong 32 giờ. Sau đó, trứng thành thục được chuyển 
sang môi trường TCM-199Hepes với các điều kiện khác nhau về a) Nồng độ enzym hyaluronidaza (0,2 
mg/ml; 0,5 mg/ml; 1 mg/ml; 1,5 mg/ml); b) Nhiệt độ môi trường (32oC, 37oC, 40oC); c) Thời gian xử lý 
(30 giây, 60 giây, 90 giây, 120 giây, 180 giây). Hiệu quả tách hoàn toàn lớp tế bào cumulus bằng cách 
kết hợp sử dụng enzym hyaluronidaza và tách cơ học trong các khoảng thời gian 120 giây, 180 giây là 
thích hợp (85,25% và 86,79%), kết quả này cao hơn rõ rệt (P<0,05) so với tách trong khoảng thời gian 
90 giây (43,14%). Kết luận, việc phân tách tế bào cumulus của trứng dê được thực hiện tốt nhất khi sử 
dụng enzym hyaluronidaza (1,0 mg/ml ; 370C, 120 - 180 giây) kết hợp phương pháp tách cơ học (hút 
lên xuống bằng pipet thủy tinh có đường kính trong là 130 - 150 μm). 

Từ khóa: Enzym hyaluronidaza, tế bào cumulus, trứng dê.  

SUMMARY 
 This study was performed to determine a convenient method for removing the cumulus cells 

of caprine oocytes by using hyaluronidase enzyme. Caprine oocytes were matured in TCM-199 
supplemented with 0.25 mM sodium pyruvate, 10% (v/v) fetal bovine serum (FBS), 0.05 μg/m follicle 
stimulating hormone (FSH), 05 μg/ml luteinizing hormone, 01 μg/ml estradiol, 390C, 5% CO2 in 
humidified air for 32 hours. Subsequently, matured oocytes were transferred into TCM-199Hepes of 
differing conditions: a/ Hyaluronidase concentration (0.2; 0.5; 1.0 and 1.5 mg/ml); b/ Temperature of 
medium (32, 37 and 40oC); c/ Treatment time (30, 60, 90, 120 and 180 seconds). The efficiency of 
removing cumulus cells using hyaluronidase enzyme and pipeting for 120 seconds, 18 seconds 
were found convenient methods (85.25% and 86.79% respectively). These results were significantly 
higher (P<0.05) than those obtained when pipetting was carried out for 90 seconds (43.14%). In 
conclusion, the best conditions for removing the cumulus cells of matured caprine oocytes to be 
involved the use of hyaluronidase enzyme (1.0 mg/ml ; 370C, 120 - 180 seconds) combined 
mechanically (by pipeting using glass capillary with 130 - 150 μm inner diameter).    

Key words: Caprine oocyte, cumulus cell, hyaluronidase enzyme. 
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1. §ÆT VÊN §Ò 
C«ng nghÖ sinh häc sinh s¶n ®ang tõng 

b−íc th©m nhËp vμ ph¸t huy vai trß trong 
c¸c nghiªn cøu vμ øng dông t¹i ViÖt Nam. 
Trong 5 n¨m gÇn ®©y, ch−¬ng tr×nh C«ng 
nghÖ sinh häc do Bé N«ng nghiÖp vμ Ph¸t 
triÓn n«ng th«n chñ tr× ®· x©y dùng mét sè 
®Ò tμi theo h−íng nh©n gièng vËt nu«i b»ng 
c¸c kü thuËt cao nhu thô tinh èng nghiÖm, 
hót trøng víi sù trî gióp cña m¸y siªu ©m 
(kü thuËt OPU), ®«ng l¹nh tinh trïng vμ 
trøng… trªn ®èi t−îng vËt nu«i lμ con bß.  

Trªn ®èi t−îng con dª, hÇu nh− ch−a cã 
®Ò tμi nghiªn cøu nμo ®−îc triÓn khai theo 
h−íng c«ng nghÖ t¹o ph«i trong èng nghiÖm 
b»ng ph−¬ng ph¸p tiªm tinh trïng vμo bμo 
t−¬ng cña trøng (Intracytoplasmic Sperm 
Injection), hoÆc t¹o ph«i nh©n b¶n, chuyÓn 
gen… mÆc dï, theo mét sè nhμ khoa häc, con 
dª cã tiÒm n¨ng rÊt lín ®Ó cã thÓ thùc hiÖn c¸c 
kü thuËt nãi trªn (Amoah vμ cs., 1997; Galli vμ 
cs., 2001; Baldassarre vμ cs., 2002; Guo vμ cs., 
2002; Chaves vμ cs., 2008; Garcia-Rosello vμ 
cs., 2009; Momena vμ cs., 2011). §Ó cã thÓ b¾t 
®Çu thùc hiÖn ®−îc c¸c kü thuËt võa ®Ò cËp, 
cÇn ph¶i cã nguån trøng dª cã chÊt l−îng tèt 
vμ ®−îc nu«i thμnh thôc in vitro (Guo vμ cs., 
2002). Sau ®ã, c¸c trøng nμy ®−îc t¸ch s¹ch 
líp tÕ bμo cumulus xung quanh b»ng c¸ch sö 
dông enzym hyaluronidaza (Lan vμ cs., 
2006; Garcia-Rosello, 2009). 

Nh»m b−íc ®Çu x©y dùng c¸c kü thuËt 
nÒn cña viÖc t¹o ph«i b»ng ph−¬ng ph¸p vi 
tiªm tinh trïng vμo bμo t−¬ng cña trøng 
còng nh− c«ng nghÖ t¹o ph«i nh©n b¶n, 
nghiªn cøu nμy tËp trung xem xÐt ¶nh 
h−ëng cña enzym hyaluronidaza ®Õn kh¶ 
n¨ng ph©n t¸ch líp tÕ bμo cumulus ë c¸c 
®iÒu kiÖn kh¸c nhau (nång ®é enzym sö 
dông, nhiÖt ®é m«i tr−êng ñ enzym vμ trøng, 
thêi gian xö lý) vμ x¸c ®Þnh ph−¬ng ph¸p 
thÝch hîp trong viÖc ph©n t¸ch líp tÕ bμo 
cumulus cña trøng dª th«ng qua viÖc sö 
dông enzym hyaluronidase. 

2. VËT LIÖU Vμ PH¦¥NG PH¸P 
      NGHI£N CøU 

Hãa chÊt vμ c¸c m«i tr−êng sö dông 
trong nghiªn cøu nμy ®Òu ®−îc cung cÊp bëi 
H·ng Sigma-Aldrich Chemicals (Mü). C¸c 
m«i tr−êng sö dông ®Òu ®−îc läc qua mμng 
läc v« trïng Millipore (Ireland) cã kÝch th−íc 
lç 0,22 μm.   

2.1. Thu vμ b¶o qu¶n buång trøng dª Cá 
Buång trøng ®−îc thu ngay khi con vËt 

bÞ chÕt, röa s¹ch 3 - 5 lÇn b»ng dung dÞch 
n−íc muèi sinh lý 370C. Sau ®ã, chóng ®−îc 
b¶o qu¶n vμ vËn chuyÓn vÒ phßng thÝ 
nghiÖm trong m«i tr−êng phosphate buffered 
saline (PBS) 370C.  

M«i tr−êng PBS cã thμnh phÇn nh− sau 
(dïng pha 01 lÝt): NaCl 8g, KCl 0,2 g, natri 
pyruvat 0,036 g, Na2HPO4 1,15 g, KH2PO4 0,2 g, 
Glucose 01 g, MgCl2.6H2O 0,1 g, CaCl2.2H2O 
0,1 g, penicilin 100.000 ®¬n vÞ, streptomycin 
0,05 g, bovine serum albumin 04 g. 

2.2. Thu trøng b»ng ph−¬ng ph¸p hót 
        trùc tiÕp 

Buång trøng vÒ ®Õn phßng thÝ nghiÖm 
®−îc röa l¹i 04 lÇn b»ng m«i tr−êng PBS ë 
370C. Dïng b¬m tiªm lo¹i 5 ml chäc hót trùc 
tiÕp c¸c nang trªn bÒ mÆt buång trøng. PhÇn 
hót ra gåm dÞch nang, trøng vμ c¸c lo¹i tÕ 
bμo kh¸c ®−îc chuyÓn vμo ®Üa NUNC (®−êng 
kÝnh 35 mm) cã chøa m«i tr−êng TCM-199 
Hepes ®· bæ sung 5% fetal bovine serum 
(FBS) vμ kh¸ng sinh penicilin (100.000 ®¬n 
vÞ/lÝt), streptomycin (0,05 g/lÝt).   

§Üa NUNC nãi trªn ®−îc ®Æt lªn kÝnh 
hiÓn vi Nikon SMZ1000 (cã bμn Êm 370C) vμ 
soi t×m trøng ë ®é phãng ®¹i 20 - 80 lÇn. 
Trøng t×m thÊy sÏ ®−îc chuyÓn sang ®Üa 
NUNC kh¸c cã chøa m«i tr−êng TCM-199 
Hepes. Toμn bé qu¸ tr×nh thao t¸c trªn ®−îc 
thùc hiÖn trong tñ hót v« trïng Labconco.  

2.3. Nu«i thμnh thôc trøng in vitro 
Ph−¬ng ph¸p nu«i thμnh thôc trøng 

trong nghiªn cøu nμy dùa vμo ph−¬ng ph¸p 
cña Izquierdo vμ cs. (2002) cã c¶i tiÕn. 
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Trøng sau khi ®−îc röa qua 04 ®Üa 
NUNC cã chøa m«i tr−êng TCM-199 Hepes, 
chóng ®−îc chuyÓn vμo giät nu«i (50l) cã 
chøa m«i tr−êng TCM-199 ®· bæ sung 0,25 
mM natri pyruvate, 10% (v/v) fetal bovine 
serum (FBS), 0,05 g/m follicle stimulating 
hormone (FSH), 05 g/ml luteinizing 
hormone, 01 g/ml estradiol. 

C¸c giät nu«i trøng nãi trªn ®−îc phñ 
dÇu kho¸ng (Sigma - M8410) vμ c©n b»ng 
trong tñ nu«i cã ®iÒu chØnh 390C, 5% CO2, khÝ 
b·o hßa h¬i n−íc tr−íc khi dïng tõ 1 - 2 giê. 

Thêi gian nu«i trøng trong ®iÒu kiÖn tñ 
nu«i nh− trªn kÐo dμi 32 giê. Sau ®ã, trøng 
®−îc lÊy ra khái m«i tr−êng nu«i vμ chuyÓn 
vμo m«i tr−êng TCM-199Hepes ®Ó tiÕn hμnh 
c¸c thao t¸c t¸ch tÕ bμo cumulus tiÕp theo. 

2.4. Sö dông enzym hyaluronidaza ®Ó 
       ph©n t¸ch líp tÕ bμo cumulus 

Trøng sau nu«i thμnh thôc 32 giê, 
chuyÓn sang m«i tr−êng TCM199-Hepes víi 
c¸c ®iÒu kiÖn kh¸c nhau vÒ: 

* Nång ®é enzym hyaluronidaza:  
Trøng dª sau nu«i thμnh thôc ®−îc 

chuyÓn vμo m«i tr−êng TCM199-Hepes ®· bæ 
sung enzym hyaluronidaza víi c¸c nång ®é 
kh¸c nhau (0,2 mg/ml; 0,5 mg/ml; 1 mg/ml; 
1,5 mg/ml), sau thêi gian 10 phót, quan s¸t 
sù ph©n r· cña c¸c líp tÕ bμo cumulus bao 
quanh trøng trªn kÝnh hiÓn vi soi næi Nikon 
SMZ1000. 

* NhiÖt ®é m«i tr−êng:   
Trøng dª sau nu«i thμnh thôc ®−îc 

chuyÓn vμo m«i tr−êng TCM-199 - Hepes cã 
nång ®é enzym hyaluronidaza lμ 0,5 mg/ml 
vμ 1 mg/ml, mçi nång ®é sÏ ®−îc kh¶o s¸t 
t−¬ng øng víi 03 mèc nhiÖt ®é (32oC, 37oC, 
40oC). 

NhiÖt ®é m«i tr−êng ®−îc ®iÒu chØnh 
chÝnh x¸c b»ng c¸ch ®Æt ®Üa NUNC chøa 
trøng vμ m«i tr−êng lªn trªn bμn Êm 
Minitub (§øc), ®Ëy n¾p kÝn. Thêi gian l−u 

trøng trong m«i tr−êng TCM-199-Hepes cã 
bæ sung enzym hyaluronidase lμ 05 phót. 

* Thêi gian xö lý: 30 gi©y, 60 gi©y, 90 
gi©y, 120 gi©y, 180 gi©y.  

§Æt trøng ®· nu«i thμnh thôc vμo m«i 
tr−êng TCM-199 Hepes cã bæ sung enzym 
hyaluronidaza trong c¸c kho¶ng thêi gian 
rót ng¾n (30 gi©y, 60 gi©y, 90 gi©y, 120 gi©y, 
180 gi©y), nhiÖt ®é 370C, kÕt hîp dïng pipet 
thñy tinh cã ®−êng kÝnh trong lμ 130 - 150 
μm ®Ó t¸ch s¹ch líp tÕ bμo cumulus bao 
quanh.  

* Møc ®é t¸c ®éng cña enzym hyaluronidaza 
®−îc ®¸nh gi¸ b»ng sè líp tÕ bμo cumulus 
cßn l¹i bao quanh trøng. 

2.5. Xö lý sè liÖu 

Sè liÖu ®−îc xö lý b»ng phÇn mÒm 
Microsoft Excel. 

3. KÕT QU¶ Vμ TH¶O LUËN 

3.1. ¶nh h−ëng cña nång ®é enzym 
        hyaluronidaza 

Enzym hyaluronidaza cã t¸c dông ph©n 
gi¶i mèi liªn kÕt gi÷a c¸c tÕ bμo cumulus bao 
quanh trøng, enzym nμy cã mÆt trong thÓ 
®Ønh cña tinh trïng vμ ph¸t huy t¸c dông 
cïng víi hai enzym kh¸c lμ zona lizin vμ 
muraminidaza khi x¶y ra qu¸ tr×nh thô tinh. 

Enzym hyaluronidaza ®−îc sö dông 
trong c¸c nghiªn cøu d−íi ®©y cã nguån gèc 
tõ tinh hoμn cña bß (Type I-S), lμ s¶n phÈm 
th−¬ng m¹i hãa cña Sigma-Aldrich mμ nhiÒu 
phßng thÝ nghiÖm sö dông trong qu¸ tr×nh 
ph©n t¸ch líp tÕ bμo cumulus (Izquierdo vμ 
cs., 2002; Lan vμ cs., 2006; Garcia-Rosellã vμ 
cs., 2009; Momena vμ cs., 2011). 

Møc ®é t¸c ®éng g©y ph©n r· líp tÕ bμo 
cumulus cña enzym hyaluronidaza trong thÝ 
nghiÖm cña nghiªn cøu nμy ®−îc tr×nh bμy ë 
b¶ng 1. 
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B¶ng 1. Møc ®é ph©n r· cña líp tÕ bμo cumulus trong TCM199-Hepes 
cã nång ®é enzym hyaluronidaza kh¸c nhau  

Mức độ phân rã của lớp tế bào cumulus trong TCM199-Hepes 
có nồng độ enzym hyaluronidaza (mg/ml) tương ứng Lô thí nghiệm Số trứng 

(n) 
0,2 0,5 1,0 1,5 

1 25 + ++ ++ +++ 
2 37 - + ++ ++ 
3 42 - + + ++ 
4 38 + ++ +++ +++ 
5 51 - + ++ ++ 
6 20 - + ++ ++ 

Tổng số 213     

Ghi chú: (+) : còn 70-90% lớp tế bào cumulus; (++): còn 30-70% lớp tế bào cumulus; (+++): còn 10-30% lớp 
                        tế bào cumulus; (-): các lớp tế bào cumulus hầu như không thay đổi 

B¶ng 2. Møc ®é ph©n r· cña líp tÕ bμo cumulus trong TCM-199 Hepes 
cã bæ sung enzym hyaluronidaza t¹i c¸c nhiÖt ®é kh¸c nhau

Mức độ phân rã của lớp tế bào cumulus trong TCM199-Hepes 
có bổ sung enzym hyaluronidaza tại các nhiệt độ tương ứng Nồng độ hyaluronidaza 

(mg/ml) 
Số trứng 

(n) 
320C 370C 400C 

0,5 82 ++ ++ +++ 
1,0 78 ++ +++ +++ 

     
KÕt qu¶ ë b¶ng 1 cho thÊy, enzym 

hyaluronidaza b¾t ®Çu ph¸t huy ho¹t tÝnh 
ph©n gi¶i liªn kÕt gi÷a c¸c tÕ bμo cumulus 
bao quanh trøng ë nång ®é b¾t ®Çu tõ 0,5 
mg/ml. Nång ®é enzym hyaluronidaza lμ 1,0 
mg/ml cho kÕt qu¶ râ rÖt. §iÒu nμy phï hîp 
víi kÕt qu¶ mμ Garcia vμ cs. (2009) thu nhËn 
khi t¸ch tÕ bμo cumulus trong c¸c thÝ nghiÖm 
tiªm tinh trïng vμo bμo t−¬ng cña trøng.  

Tuy nhiªn, thêi gian 10 phót l−u trøng 
ngoμi tñ nu«i lμ kh«ng cã lîi cho sù ph¸t 
triÓn cña trøng vÒ sau, do vËy, nghiªn cøu 
nμy t×m c¸ch n©ng nhiÖt ®é m«i tr−êng lªn 
(trong thÝ nghiÖm 02 d−íi ®©y) ®Ó t¹o ®iÒu 
kiÖn cho enzym hyaluronidaza ph¸t huy t¸c 
dông nhanh h¬n.  

3.2. ¶nh h−ëng cña nhiÖt ®é m«i tr−êng 
NhiÖt ®é m«i tr−êng cã ¶nh h−ëng ®Õn 

ho¹t tÝnh cña enzym. Trong tr−êng hîp sö 
dông hyaluronidaza, 03 mèc nhiÖt ®é kh¸c 
nhau ®· ®−îc chän vμ enzym hyaluronidaza 
ph¸t huy t¸c dông t−¬ng ®èi tèt (t−¬ng øng 
víi dÊu ++) khi nhiÖt ®é m«i tr−êng t¨ng dÇn 
tõ 320C ®Õn 400C (B¶ng 2).  

Trong d¶i nhiÖt ®é trªn, 370C lμ nhiÖt ®é 
®−îc quan t©m h¬n v× ®©y lμ nhiÖt ®é b×nh 
th−êng cña c¬ thÓ, t¸c ®éng cña enzym 
hyaluronidaza thÊy râ nhÊt víi nång ®é 1,0 
mg/ml. H¬n n÷a, thêi gian l−u trøng trong 
m«i tr−êng TCM-199 Hepes ®· gi¶m (tõ 10 
phót xuèng cßn 05 phót). §iÒu nμy cã ¶nh 
h−ëng d−¬ng tÝnh ®Õn søc sèng cña trøng 
dïng cho c¸c môc ®Ých kh¸c vÒ sau. 

KÕt qu¶ cña nghiªn cøu nμy phï hîp víi 
kÕt luËn cña Lan vμ cs. (2006) khi thùc hiÖn 
viÖc ph©n t¸ch tÕ bμo cumulus ®Ó thùc hiÖn 
viÖc t¹o ph«i dª nh©n b¶n.  

3.3. ¶nh h−ëng cña thêi gian xö lý víi  
       enzym hyaluronidase 

Enzym hyaluronidaza ®· ®−îc sö dông  
ë nång ®é 1,0 mg/ml vμ 370C. Tuy nhiªn, thêi 
gian l−u mÉu 05 phót ngoμi tñ nu«i, cÇn 
®−îc rót ng¾n h¬n n÷a b»ng c¸ch thùc hiÖn 
viÖc ph©n t¸ch tÕ bμo cumulus trong m«i 
tr−êng cã chøa enzym hyaluronidaza ®ång 
thêi víi viÖc dïng pipet thñy tinh nh− mét 
biÖn ph¸p can thiÖp c¬ häc hç trî (B¶ng 3).  
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B¶ng 3. HiÖu qu¶ t¸ch hoμn toμn líp tÕ bμo cumulus b»ng c¸ch kÕt hîp sö dông 
enzym hyaluronidaza vμ t¸ch c¬ häc trong c¸c kho¶ng thêi gian kh¸c nhau 

Khả năng tách hoàn toàn lớp tế bào cumulus bằng cách kết hợp sử dụng enzym 
hyaluronidaza và tách cơ học trong các khoảng thời gian khác nhau (%) Lô 

thí nghiệm 
Số trứng 

(n) 
30 giây 60 giây 90 giây 120 giây 180 giây 

1 120 0/08 4/23 10/26 30/36 24/27 

2 106 0/09 3/21 12/25 22/25 22/26 

Tổng cộng 
 

226 
(0) 

0/17 
(15,91)c

7/44 
(43,14)b

22/51 
(85,25)a

52/61 
(86,79)a

46/53 

Các chữ a, b, c: Sai khác thống kê rõ rệt (P<0,01) 

Sè liÖu b¶ng 3 cho thÊy kho¶ng thêi gian 
thÝch hîp ®Ó ph−¬ng ph¸p nãi trªn ph¸t huy 
t¸c dông t¸ch s¹ch líp tÕ bμo cumulus cña 
phÇn lín c¸c trøng lμ tõ 120 gi©y ®Õn 180 
gi©y. Nh− vËy, qu¸ tr×nh t¸ch líp tÕ bμo 
cumulus ®· ®−îc gi¶m ®¸ng kÓ (tõ 05 phót 
xuèng cßn 2-3 phót), ®iÒu nμy cã ¶nh h−ëng 
tèt ®Õn søc sèng cña trøng vÒ sau.  

Tuy nhiªn, trong ph−¬ng ph¸p t¸ch kÕt 
hîp nμy, tay nghÒ cña ng−êi thao t¸c rÊt ¶nh 
h−ëng ®Õn chÊt l−îng cña trøng. ViÖc hót 
trøng lªn xuèng b»ng pipet thñy tinh ph¶i 
®−îc tiÕn hμnh hÕt søc nhÑ nhμng, lμm tõng 
trøng mét vμ lu«n quan s¸t qu¸ tr×nh nμy 
trªn kÝnh hiÓn vi soi næi. 

KÕt qu¶ t¸ch tÕ bμo cumulus ®−îc thùc 
hiÖn trong nghiªn cøu nμy phï hîp víi kÕt 
qu¶ cña nhiÒu t¸c gi¶ trªn thÕ giíi khi thùc 
hiÖn trªn trøng c¸c gièng dª kh¸c nhau cho 
môc ®Ých t¹o ph«i thô tinh èng nghiÖm, vi 
tiªm tinh trïng vμo bμo t−¬ng cña trøng 
(ICSI), t¹o ph«i nh©n b¶n hoÆc chuyÓn gen 
(Martino vμ cs., 1995; Izquierdo vμ cs., 2002; 
Lan vμ cs., 2006; GarcÝa-Rosellã vμ cs., 2009; 
Momena vμ cs., 2011). 

4. KÕT LUËN 
Nghiªn cøu ®· x©y dùng thμnh c«ng 

ph−¬ng ph¸p t¸ch hoμn toμn líp tÕ bμo 
cumulus cña trøng dª sau nu«i thμnh thôc 
b»ng viÖc sö dông enzym hyaluronidaza (1,0 
mg/ml; 370C, 120-180 gi©y) kÕt hîp ph−¬ng 

ph¸p t¸ch c¬ häc (hót lªn xuèng b»ng pipet 
thñy tinh cã ®−êng kÝnh trong lμ 130-150 m). 

Lêi c¶m ¬n 

Nghiªn cøu nμy ®−îc thùc hiÖn víi sù hç 
trî kinh phÝ tõ 02 ®Ò tμi cÊp Tr−êng §¹i häc 
N«ng nghiÖp Hμ Néi (m· sè T2010-12-27 vμ 
TTRIG2009-12-54). Nhãm t¸c gi¶ xin ch©n 
thμnh c¶m ¬n v× sù gióp ®ì nãi trªn. 
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Removing the Cumulus Cells of Caprine Oocytes by Using Hyaluronidase Enzyme
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TÓM TẮT


Nghiên cứu này được thực hiện nhằm xác định phương pháp thích hợp trong việc phân tách lớp tế bào cumulus của trứng dê thông qua việc sử dụng enzym hyaluronidaza. Trứng dê được nuôi thành thục trong môi trường TCM-199 đã bổ sung 0,25 mM natri pyruvate, 10% (v/v) fetal bovine serum (FBS), 0,05 μg/m follicle stimulating hormone (FSH), 05 μg/ml luteinizing hormone, 01 μg/ml estradiol, 390C, 5% CO2, khí bão hòa hơi nước trong 32 giờ. Sau đó, trứng thành thục được chuyển sang môi trường TCM-199Hepes với các điều kiện khác nhau về a) Nồng độ enzym hyaluronidaza (0,2 mg/ml; 0,5 mg/ml; 1 mg/ml; 1,5 mg/ml); b) Nhiệt độ môi trường (32oC, 37oC, 40oC); c) Thời gian xử lý (30 giây, 60 giây, 90 giây, 120 giây, 180 giây). Hiệu quả tách hoàn toàn lớp tế bào cumulus bằng cách kết hợp sử dụng enzym hyaluronidaza và tách cơ học trong các khoảng thời gian 120 giây, 180 giây là thích hợp (85,25% và 86,79%), kết quả này cao hơn rõ rệt (P<0,05) so với tách trong khoảng thời gian 90 giây (43,14%). Kết luận, việc phân tách tế bào cumulus của trứng dê được thực hiện tốt nhất khi sử dụng enzym hyaluronidaza (1,0 mg/ml ; 370C, 120 - 180 giây) kết hợp phương pháp tách cơ học (hút lên xuống bằng pipet thủy tinh có đường kính trong là 130 - 150 μm).


Từ khóa: Enzym hyaluronidaza, tế bào cumulus, trứng dê. 


SUMMARY



This study was performed to determine a convenient method for removing the cumulus cells of caprine oocytes by using hyaluronidase enzyme. Caprine oocytes were matured in TCM-199 supplemented with 0.25 mM sodium pyruvate, 10% (v/v) fetal bovine serum (FBS), 0.05 μg/m follicle stimulating hormone (FSH), 05 μg/ml luteinizing hormone, 01 μg/ml estradiol, 390C, 5% CO2 in humidified air for 32 hours. Subsequently, matured oocytes were transferred into TCM-199Hepes of differing conditions: a/ Hyaluronidase concentration (0.2; 0.5; 1.0 and 1.5 mg/ml); b/ Temperature of medium (32, 37 and 40oC); c/ Treatment time (30, 60, 90, 120 and 180 seconds). The efficiency of removing cumulus cells using hyaluronidase enzyme and pipeting for 120 seconds, 18 seconds were found convenient methods (85.25% and 86.79% respectively). These results were significantly higher (P<0.05) than those obtained when pipetting was carried out for 90 seconds (43.14%). In conclusion, the best conditions for removing the cumulus cells of matured caprine oocytes to be involved the use of hyaluronidase enzyme (1.0 mg/ml ; 370C, 120 - 180 seconds) combined mechanically (by pipeting using glass capillary with 130 - 150 μm inner diameter).   

Key words: Caprine oocyte, cumulus cell, hyaluronidase enzyme.


1. §ÆT VÊN §Ò


C«ng nghÖ sinh häc sinh s¶n ®ang tõng bíc th©m nhËp vµ ph¸t huy vai trß trong c¸c nghiªn cøu vµ øng dông t¹i ViÖt Nam. Trong 5 n¨m gÇn ®©y, ch¬ng tr×nh C«ng nghÖ sinh häc do Bé N«ng nghiÖp vµ Ph¸t triÓn n«ng th«n chñ tr× ®· x©y dùng mét sè ®Ò tµi theo híng nh©n gièng vËt nu«i b»ng c¸c kü thuËt cao nhu thô tinh èng nghiÖm, hót trøng víi sù trî gióp cña m¸y siªu ©m (kü thuËt OPU), ®«ng l¹nh tinh trïng vµ trøng… trªn ®èi tîng vËt nu«i lµ con bß. 


Trªn ®èi tîng con dª, hÇu nh cha cã ®Ò tµi nghiªn cøu nµo ®îc triÓn khai theo híng c«ng nghÖ t¹o ph«i trong èng nghiÖm b»ng ph¬ng ph¸p tiªm tinh trïng vµo bµo t¬ng cña trøng (Intracytoplasmic Sperm Injection), hoÆc t¹o ph«i nh©n b¶n, chuyÓn gen… mÆc dï, theo mét sè nhµ khoa häc, con dª cã tiÒm n¨ng rÊt lín ®Ó cã thÓ thùc hiÖn c¸c kü thuËt nãi trªn (Amoah vµ cs., 1997; Galli vµ cs., 2001; Baldassarre vµ cs., 2002; Guo vµ cs., 2002; Chaves vµ cs., 2008; Garcia-Rosello vµ cs., 2009; Momena vµ cs., 2011). §Ó cã thÓ b¾t ®Çu thùc hiÖn ®îc c¸c kü thuËt võa ®Ò cËp, cÇn ph¶i cã nguån trøng dª cã chÊt lîng tèt vµ ®îc nu«i thµnh thôc in vitro (Guo vµ cs., 2002). Sau ®ã, c¸c trøng nµy ®îc t¸ch s¹ch líp tÕ bµo cumulus xung quanh b»ng c¸ch sö dông enzym hyaluronidaza (Lan vµ cs., 2006; Garcia-Rosello, 2009).


Nh»m bíc ®Çu x©y dùng c¸c kü thuËt nÒn cña viÖc t¹o ph«i b»ng ph¬ng ph¸p vi tiªm tinh trïng vµo bµo t¬ng cña trøng còng nh c«ng nghÖ t¹o ph«i nh©n b¶n, nghiªn cøu nµy tËp trung xem xÐt ¶nh hëng cña enzym hyaluronidaza ®Õn kh¶ n¨ng ph©n t¸ch líp tÕ bµo cumulus ë c¸c ®iÒu kiÖn kh¸c nhau (nång ®é enzym sö dông, nhiÖt ®é m«i trêng ñ enzym vµ trøng, thêi gian xö lý) vµ x¸c ®Þnh ph¬ng ph¸p thÝch hîp trong viÖc ph©n t¸ch líp tÕ bµo cumulus cña trøng dª th«ng qua viÖc sö dông enzym hyaluronidase.


2. VËT LIÖU Vµ PH¦¥NG PH¸P
      NGHI£N CøU


Hãa chÊt vµ c¸c m«i trêng sö dông trong nghiªn cøu nµy ®Òu ®îc cung cÊp bëi H·ng Sigma-Aldrich Chemicals (Mü). C¸c m«i trêng sö dông ®Òu ®îc läc qua mµng läc v« trïng Millipore (Ireland) cã kÝch thíc lç 0,22 (m.  


2.1. Thu vµ b¶o qu¶n buång trøng dª Cá


Buång trøng ®îc thu ngay khi con vËt bÞ chÕt, röa s¹ch 3 - 5 lÇn b»ng dung dÞch níc muèi sinh lý 370C. Sau ®ã, chóng ®îc b¶o qu¶n vµ vËn chuyÓn vÒ phßng thÝ nghiÖm trong m«i trêng phosphate buffered saline (PBS) 370C. 


M«i trêng PBS cã thµnh phÇn nh sau (dïng pha 01 lÝt): NaCl 8g, KCl 0,2 g, natri pyruvat 0,036 g, Na2HPO4 1,15 g, KH2PO4 0,2 g, Glucose 01 g, MgCl2.6H2O 0,1 g, CaCl2.2H2O 0,1 g, penicilin 100.000 ®¬n vÞ, streptomycin 0,05 g, bovine serum albumin 04 g.

2.2. Thu trøng b»ng ph¬ng ph¸p hót
        trùc tiÕp


Buång trøng vÒ ®Õn phßng thÝ nghiÖm ®îc röa l¹i 04 lÇn b»ng m«i trêng PBS ë 370C. Dïng b¬m tiªm lo¹i 5 ml chäc hót trùc tiÕp c¸c nang trªn bÒ mÆt buång trøng. PhÇn hót ra gåm dÞch nang, trøng vµ c¸c lo¹i tÕ bµo kh¸c ®îc chuyÓn vµo ®Üa NUNC (®êng kÝnh 35 mm) cã chøa m«i trêng TCM-199 Hepes ®· bæ sung 5% fetal bovine serum (FBS) vµ kh¸ng sinh penicilin (100.000 ®¬n vÞ/lÝt), streptomycin (0,05 g/lÝt).  


§Üa NUNC nãi trªn ®îc ®Æt lªn kÝnh hiÓn vi Nikon SMZ1000 (cã bµn Êm 370C) vµ soi t×m trøng ë ®é phãng ®¹i 20 - 80 lÇn. Trøng t×m thÊy sÏ ®îc chuyÓn sang ®Üa NUNC kh¸c cã chøa m«i trêng TCM-199 Hepes. Toµn bé qu¸ tr×nh thao t¸c trªn ®îc thùc hiÖn trong tñ hót v« trïng Labconco. 


2.3. Nu«i thµnh thôc trøng in vitro

Ph¬ng ph¸p nu«i thµnh thôc trøng trong nghiªn cøu nµy dùa vµo ph¬ng ph¸p cña Izquierdo vµ cs. (2002) cã c¶i tiÕn.


Trøng sau khi ®îc röa qua 04 ®Üa NUNC cã chøa m«i trêng TCM-199 Hepes, chóng ®îc chuyÓn vµo giät nu«i (50l) cã chøa m«i trêng TCM-199 ®· bæ sung 0,25 mM natri pyruvate, 10% (v/v) fetal bovine serum (FBS), 0,05 g/m follicle stimulating hormone (FSH), 05 g/ml luteinizing hormone, 01 g/ml estradiol.


C¸c giät nu«i trøng nãi trªn ®îc phñ dÇu kho¸ng (Sigma - M8410) vµ c©n b»ng trong tñ nu«i cã ®iÒu chØnh 390C, 5% CO2, khÝ b·o hßa h¬i níc tríc khi dïng tõ 1 - 2 giê.


Thêi gian nu«i trøng trong ®iÒu kiÖn tñ nu«i nh trªn kÐo dµi 32 giê. Sau ®ã, trøng ®îc lÊy ra khái m«i trêng nu«i vµ chuyÓn vµo m«i trêng TCM-199Hepes ®Ó tiÕn hµnh c¸c thao t¸c t¸ch tÕ bµo cumulus tiÕp theo.


2.4. Sö dông enzym hyaluronidaza ®Ó
       ph©n t¸ch líp tÕ bµo cumulus


Trøng sau nu«i thµnh thôc 32 giê, chuyÓn sang m«i trêng TCM199-Hepes víi c¸c ®iÒu kiÖn kh¸c nhau vÒ:


* Nång ®é enzym hyaluronidaza: 


Trøng dª sau nu«i thµnh thôc ®îc chuyÓn vµo m«i trêng TCM199-Hepes ®· bæ sung enzym hyaluronidaza víi c¸c nång ®é kh¸c nhau (0,2 mg/ml; 0,5 mg/ml; 1 mg/ml; 1,5 mg/ml), sau thêi gian 10 phót, quan s¸t sù ph©n r· cña c¸c líp tÕ bµo cumulus bao quanh trøng trªn kÝnh hiÓn vi soi næi Nikon SMZ1000.


* NhiÖt ®é m«i trêng:  


Trøng dª sau nu«i thµnh thôc ®îc chuyÓn vµo m«i trêng TCM-199 - Hepes cã nång ®é enzym hyaluronidaza lµ 0,5 mg/ml vµ 1 mg/ml, mçi nång ®é sÏ ®îc kh¶o s¸t t¬ng øng víi 03 mèc nhiÖt ®é (32oC, 37oC, 40oC).


NhiÖt ®é m«i trêng ®îc ®iÒu chØnh chÝnh x¸c b»ng c¸ch ®Æt ®Üa NUNC chøa trøng vµ m«i trêng lªn trªn bµn Êm Minitub (§øc), ®Ëy n¾p kÝn. Thêi gian lu trøng trong m«i trêng TCM-199-Hepes cã bæ sung enzym hyaluronidase lµ 05 phót.

* Thêi gian xö lý: 30 gi©y, 60 gi©y, 90 gi©y, 120 gi©y, 180 gi©y. 


§Æt trøng ®· nu«i thµnh thôc vµo m«i trêng TCM-199 Hepes cã bæ sung enzym hyaluronidaza trong c¸c kho¶ng thêi gian rót ng¾n (30 gi©y, 60 gi©y, 90 gi©y, 120 gi©y, 180 gi©y), nhiÖt ®é 370C, kÕt hîp dïng pipet thñy tinh cã ®êng kÝnh trong lµ 130 - 150 (m ®Ó t¸ch s¹ch líp tÕ bµo cumulus bao quanh. 


* Møc ®é t¸c ®éng cña enzym hyaluronidaza ®îc ®¸nh gi¸ b»ng sè líp tÕ bµo cumulus cßn l¹i bao quanh trøng.


2.5. Xö lý sè liÖu


Sè liÖu ®îc xö lý b»ng phÇn mÒm Microsoft Excel.


3. KÕT QU¶ Vµ TH¶O LUËN


3.1. ¶nh hëng cña nång ®é enzym
        hyaluronidaza


Enzym hyaluronidaza cã t¸c dông ph©n gi¶i mèi liªn kÕt gi÷a c¸c tÕ bµo cumulus bao quanh trøng, enzym nµy cã mÆt trong thÓ ®Ønh cña tinh trïng vµ ph¸t huy t¸c dông cïng víi hai enzym kh¸c lµ zona lizin vµ muraminidaza khi x¶y ra qu¸ tr×nh thô tinh.


Enzym hyaluronidaza ®îc sö dông trong c¸c nghiªn cøu díi ®©y cã nguån gèc tõ tinh hoµn cña bß (Type I-S), lµ s¶n phÈm th¬ng m¹i hãa cña Sigma-Aldrich mµ nhiÒu phßng thÝ nghiÖm sö dông trong qu¸ tr×nh ph©n t¸ch líp tÕ bµo cumulus (Izquierdo vµ cs., 2002; Lan vµ cs., 2006; Garcia-Rosellã vµ cs., 2009; Momena vµ cs., 2011).


Møc ®é t¸c ®éng g©y ph©n r· líp tÕ bµo cumulus cña enzym hyaluronidaza trong thÝ nghiÖm cña nghiªn cøu nµy ®îc tr×nh bµy ë b¶ng 1.


		



		B¶ng 1. Møc ®é ph©n r· cña líp tÕ bµo cumulus trong TCM199-Hepes
cã nång ®é enzym hyaluronidaza kh¸c nhau 


Lô thí nghiệm

		Số trứng
(n)

		Mức độ phân rã của lớp tế bào cumulus trong TCM199-Hepes
có nồng độ enzym hyaluronidaza (mg/ml) tương ứng



		

		

		0,2

		0,5

		1,0

		1,5



		1

		25

		+

		++

		++

		+++



		2

		37

		-

		+

		++

		++



		3

		42

		-

		+

		+

		++



		4

		38

		+

		++

		+++

		+++



		5

		51

		-

		+

		++

		++



		6

		20

		-

		+

		++

		++



		Tổng số

		213

		

		

		

		





Ghi chú: (+) : còn 70-90% lớp tế bào cumulus; (++): còn 30-70% lớp tế bào cumulus; (+++): còn 10-30% lớp
                        tế bào cumulus; (-): các lớp tế bào cumulus hầu như không thay đổi


B¶ng 2. Møc ®é ph©n r· cña líp tÕ bµo cumulus trong TCM-199 Hepes
cã bæ sung enzym hyaluronidaza t¹i c¸c nhiÖt ®é kh¸c nhau

		Nồng độ hyaluronidaza
(mg/ml)

		Số trứng
(n)

		Mức độ phân rã của lớp tế bào cumulus trong TCM199-Hepes
có bổ sung enzym hyaluronidaza tại các nhiệt độ tương ứng



		

		

		320C

		370C

		400C



		0,5

		82

		++

		++

		+++



		1,0

		78

		++

		+++

		+++



		

		

		

		

		





KÕt qu¶ ë b¶ng 1 cho thÊy, enzym hyaluronidaza b¾t ®Çu ph¸t huy ho¹t tÝnh ph©n gi¶i liªn kÕt gi÷a c¸c tÕ bµo cumulus bao quanh trøng ë nång ®é b¾t ®Çu tõ 0,5 mg/ml. Nång ®é enzym hyaluronidaza lµ 1,0 mg/ml cho kÕt qu¶ râ rÖt. §iÒu nµy phï hîp víi kÕt qu¶ mµ Garcia vµ cs. (2009) thu nhËn khi t¸ch tÕ bµo cumulus trong c¸c thÝ nghiÖm tiªm tinh trïng vµo bµo t¬ng cña trøng. 


Tuy nhiªn, thêi gian 10 phót lu trøng ngoµi tñ nu«i lµ kh«ng cã lîi cho sù ph¸t triÓn cña trøng vÒ sau, do vËy, nghiªn cøu nµy t×m c¸ch n©ng nhiÖt ®é m«i trêng lªn (trong thÝ nghiÖm 02 díi ®©y) ®Ó t¹o ®iÒu kiÖn cho enzym hyaluronidaza ph¸t huy t¸c dông nhanh h¬n. 


3.2. ¶nh hëng cña nhiÖt ®é m«i trêng


NhiÖt ®é m«i trêng cã ¶nh hëng ®Õn ho¹t tÝnh cña enzym. Trong trêng hîp sö dông hyaluronidaza, 03 mèc nhiÖt ®é kh¸c nhau ®· ®îc chän vµ enzym hyaluronidaza ph¸t huy t¸c dông t¬ng ®èi tèt (t¬ng øng víi dÊu ++) khi nhiÖt ®é m«i trêng t¨ng dÇn tõ 320C ®Õn 400C (B¶ng 2). 


Trong d¶i nhiÖt ®é trªn, 370C lµ nhiÖt ®é ®îc quan t©m h¬n v× ®©y lµ nhiÖt ®é b×nh thêng cña c¬ thÓ, t¸c ®éng cña enzym hyaluronidaza thÊy râ nhÊt víi nång ®é 1,0 mg/ml. H¬n n÷a, thêi gian lu trøng trong m«i trêng TCM-199 Hepes ®· gi¶m (tõ 10 phót xuèng cßn 05 phót). §iÒu nµy cã ¶nh hëng d¬ng tÝnh ®Õn søc sèng cña trøng dïng cho c¸c môc ®Ých kh¸c vÒ sau.


KÕt qu¶ cña nghiªn cøu nµy phï hîp víi kÕt luËn cña Lan vµ cs. (2006) khi thùc hiÖn viÖc ph©n t¸ch tÕ bµo cumulus ®Ó thùc hiÖn viÖc t¹o ph«i dª nh©n b¶n. 


3.3. ¶nh hëng cña thêi gian xö lý víi 
       enzym hyaluronidase


Enzym hyaluronidaza ®· ®îc sö dông  ë nång ®é 1,0 mg/ml vµ 370C. Tuy nhiªn, thêi gian lu mÉu 05 phót ngoµi tñ nu«i, cÇn ®îc rót ng¾n h¬n n÷a b»ng c¸ch thùc hiÖn viÖc ph©n t¸ch tÕ bµo cumulus trong m«i trêng cã chøa enzym hyaluronidaza ®ång thêi víi viÖc dïng pipet thñy tinh nh mét biÖn ph¸p can thiÖp c¬ häc hç trî (B¶ng 3). 


B¶ng 3. HiÖu qu¶ t¸ch hoµn toµn líp tÕ bµo cumulus b»ng c¸ch kÕt hîp sö dông enzym hyaluronidaza vµ t¸ch c¬ häc trong c¸c kho¶ng thêi gian kh¸c nhau 


		Lô


thí nghiệm

		Số trứng


(n)

		Khả năng tách hoàn toàn lớp tế bào cumulus bằng cách kết hợp sử dụng enzym hyaluronidaza và tách cơ học trong các khoảng thời gian khác nhau (%)



		

		

		30 giây

		60 giây

		90 giây

		120 giây

		180 giây



		1

		120

		0/08

		4/23

		10/26

		30/36

		24/27



		2

		106

		0/09

		3/21

		12/25

		22/25

		22/26



		Tổng cộng

		226

		(0)


0/17

		(15,91)c

7/44

		(43,14)b

22/51

		(85,25)a

52/61

		(86,79)a

46/53





Các chữ a, b, c: Sai khác thống kê rõ rệt (P<0,01)


Sè liÖu b¶ng 3 cho thÊy kho¶ng thêi gian thÝch hîp ®Ó ph¬ng ph¸p nãi trªn ph¸t huy t¸c dông t¸ch s¹ch líp tÕ bµo cumulus cña phÇn lín c¸c trøng lµ tõ 120 gi©y ®Õn 180 gi©y. Nh vËy, qu¸ tr×nh t¸ch líp tÕ bµo cumulus ®· ®îc gi¶m ®¸ng kÓ (tõ 05 phót xuèng cßn 2-3 phót), ®iÒu nµy cã ¶nh hëng tèt ®Õn søc sèng cña trøng vÒ sau. 


Tuy nhiªn, trong ph¬ng ph¸p t¸ch kÕt hîp nµy, tay nghÒ cña ngêi thao t¸c rÊt ¶nh hëng ®Õn chÊt lîng cña trøng. ViÖc hót trøng lªn xuèng b»ng pipet thñy tinh ph¶i ®îc tiÕn hµnh hÕt søc nhÑ nhµng, lµm tõng trøng mét vµ lu«n quan s¸t qu¸ tr×nh nµy trªn kÝnh hiÓn vi soi næi.


KÕt qu¶ t¸ch tÕ bµo cumulus ®îc thùc hiÖn trong nghiªn cøu nµy phï hîp víi kÕt qu¶ cña nhiÒu t¸c gi¶ trªn thÕ giíi khi thùc hiÖn trªn trøng c¸c gièng dª kh¸c nhau cho môc ®Ých t¹o ph«i thô tinh èng nghiÖm, vi tiªm tinh trïng vµo bµo t¬ng cña trøng (ICSI), t¹o ph«i nh©n b¶n hoÆc chuyÓn gen (Martino vµ cs., 1995; Izquierdo vµ cs., 2002; Lan vµ cs., 2006; GarcÝa-Rosellã vµ cs., 2009; Momena vµ cs., 2011).


4. KÕT LUËN


Nghiªn cøu ®· x©y dùng thµnh c«ng ph¬ng ph¸p t¸ch hoµn toµn líp tÕ bµo cumulus cña trøng dª sau nu«i thµnh thôc b»ng viÖc sö dông enzym hyaluronidaza (1,0 mg/ml; 370C, 120-180 gi©y) kÕt hîp ph¬ng ph¸p t¸ch c¬ häc (hót lªn xuèng b»ng pipet thñy tinh cã ®êng kÝnh trong lµ 130-150 m).


Lêi c¶m ¬n


Nghiªn cøu nµy ®îc thùc hiÖn víi sù hç trî kinh phÝ tõ 02 ®Ò tµi cÊp Trêng §¹i häc N«ng nghiÖp Hµ Néi (m· sè T2010-12-27 vµ TTRIG2009-12-54). Nhãm t¸c gi¶ xin ch©n thµnh c¶m ¬n v× sù gióp ®ì nãi trªn.
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