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(gen OVGP1) và alen T (gen LIF) cần được duy 
trì và phát triển để nâng cao khả năng sinh sản 
trên 2 giống này.
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1. ĐẶT VẤN ĐỀ
Nuôi thành thục tế bào trứng là bước đầu 

tiên và cũng là mắt xích quyết định cho sự thành 
công của kỹ thuật sản xuất phôi in vitro, nhiều 
nghiên cứu đã nỗ lực cải thiện điều kiện IVM 
bằng cách tối ưu hóa các yếu tố ảnh hưởng, kể 
cả sử dụng yếu tố tăng trưởng hoặc cytokine 
hay vitamin đến thành thục tế bào trứng và sự 

phát triển phôi sau đó (Gilchrist và Thampson, 
2007; Nguyen và ctv, 2010; Kere và ctv, 2012; 
Kwak và ctv, 2012). Protein VEGF (Vascular 
Epithelial Growth Factor) là yếu tố tăng trưởng 
nội mao mạch được quan tâm nghiên cứu 
nhiều trong thời gian qua. VEGF là yếu tố điều 
hòa phát triển mạch máu trong giai đoạn phôi 
thai và hình thành mạch máu ở người trưởng 

TÓM TẮT
Nghiên cứu nhằm đánh giá sự biểu hiện gen VEGF-R1 (gen thụ thể VEGF-Vascular Endothe-

lial Growth factor receptor 1) trên mẫu mô buồng trứng, phức hợp cumulus-tế bào trứng (cumulus 
oocyte complexes-COC) theo giai đoạn phát triển của nang noãn và quá trình nuôi thành thục tế 
bào trứng heo in vitro. Mẫu mô thu nhận chứa nang noãn nhỏ (<3mm), trung bình (3-7mm) và lớn 
(>7mm), hoặc phức hợp COC theo thời điểm: 0, 22 và 44 giờ sau nuôi cấy. Ly trích RNA và áp dụng 
kỹ thuật one-step RT-PCR để khuếch đại đoạn gen mục tiêu của VEGF-R1 với kích thước 180bp, 
sử dụng GAPDH với kích thước 187bp như là đối chứng nội. Sử dụng kỹ thuật bán định lượng 
mức độ biểu hiện bằng phần mềm ImageJ để xác định điểm ảnh cho băng biểu hiện mRNA của 
gen VEGF-R1 và GAPDH trên ảnh điện di. Kết quả cho thấy sự biểu hiện VEGF-R1 ở mức mRNA 
thấp trong mẫu mô thu từ nang noãn nhỏ và vừa (0,81±0,06 và 0,82±0,05), cao dần ở mẫu mô thu từ 
nang noãn lớn (0,95±0,04) và cao nhất ở mẫu mô thu từ hoàng thể (1,14±0,12), khác biệt có ý nghĩa 
(P<0,05). Đối với phức hợp COC theo giai đoạn nuôi cấy, kết quả cho thấy sự biểu hiện mRNA 
của VEGF-R1thấp ở 0h (0,65±0,06), kế đến là 22h nuôi cấy (0,82±0,05) và cao nhất ở 44h nuôi cấy 
(1,05±0,06). Sự biểu hiện có khác biệt ý nghĩa ở 0h so với hai thời điểm còn lại. Biểu hiện gen VE-
GF-R1 có liên quan đến quá trình thành thục tế bào trứng và có thể được xem là cơ sở để sử dụng 
protein VEGF nhằm cải thiện hiệu quả nuôi cấy tế bào trứng in vitro.

Từ khóa: Heo, tế bào trứng, phức hợp tế bào trứng-cumulus, thụ thể VEGF.
ABSTRACT

Expression of VEGF-R1 in porcine ovary tissue and cumulus oocyte complexes  
at different stages of development

The objectives of this study were to evaluate the expression of VEGF-R1 gene in ovarian tis-
sue, cumulus oocyte complexes-COC according to the developmental stages of follicles and during 
the maturation process of porcine oocyte in vitro. Samples were collected from ovarian tissue con-
tained small follicles (SF, <3mm in diameter), medium follicles (MF, 3-7mm) and large follicles (LF, 
>7mm) or COCs at 0, 22 and 44h post maturation culture. Extracted RNA was used to amplify the 
fragment product of VEGF-R1 with 180bp by one-step RT-PCR, GAPDH gene with 187bp that us-
ing as internal control, was also amplified as paralled with VEGF-R1. Semi-quantitative of mRNA 
expression level was applied to measure the relative density of target gene bands in agarose (1.5%) 
by ImageJ software. The result showed that the expression of VEGF-R1 at mRNA was low at the 
tissue sampled derived from small and medium follicles (0.81±0.06 and 0.82±0.05), then higher in 
large follicles (0.95±0.04) and highest in CL (corpus luteum) stage (1.14±0.12, P<0.05). In term of ma-
turation process, the expression of VEGF-R1 at mRNA was lowest at 0h (0.65±0.06, P<0.05), higher 
at 22h (0.82±0.05) and then reached to highest level at 44h (1.05±0.06) post culture. In conclusion, 
expression of VEGF-R1 gene is in relation to oocyte maturation manner and VEGF protein can be 
considered as candidate growth factor for improvement of porcine oocyte maturation, at least in 
part of in vitro.

Keywords: Pig, oocyte, cumulus oocyte complexes, VEGF receptor.
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thành (Olsson  và ctv, 2006). Theo Ferrara 
(2001), nhóm protein VEGF bám vào ba loại 
thụ thể Flt-1 (VEGFR-1), KDR/Flk-1 (VEGFR-2) 
và Flt-4 (VEGFR-3). Thụ thể VEGFR-1 tiếp nhận 
protein VEGFA, VEGFB, PLGF1 và PLGF2 để 
tuyển dụng, di chuyển tế bào tiền thân nội mô 
và bạch cầu đơn nhân. VEGFR-2 là thụ thể 
cho VEGFA, VEGFC, VEGFD và VEGFE, các 
protein này tham gia vào điều hòa tăng sinh 
tế bào, tính thấm, khả năng sống và di chuyển 
của tế bào nội mô. Trong khi đó, VEGF-R3 có 
liên quan đến hình thành mạch máu ở các khối 
u (Nilsson và Heymach, 2006). Đối với sinh 
sản, mất một allen của gen VEGF hoặc thụ thể 
sẽ gây nên chết phôi ở loài gặm nhấm (Ferrara 
và ctv, 1996). VEGFA và thụ thể của nó cũng 
điều hòa sự sống và biệt hóa tế bào tinh trùng 
(Nalbandian và ctv, 2003). VEGF và thụ thể 
của nó phát hiện ở nhau thai, ở tử cung của 
heo không mang thai (Winther và ctv, 1999), 
trong quá trình phát triển nang noãn ở chuột 
(Abramovich và ctv, 2009). Sử dụng yếu tố đối 
kháng VEGF gây nên sự chết lập trình tế bào, 
thoái hóa nang noãn ở chuột (Abramovich và 
ctv, 2006). VEGF được cho thấy cótham gia 
vào sự phát triển nang noãn ở linh trưởng 
(Zimmermann và ctv, 2001; Shimizu, 2006; 
Trousdale và ctv, 2007), kích thích sự tăng sinh 
và kìm chế việc gây chết tế bào nang noãn ở 
bò (Einspanier và ctv., 2002; Greenaway và ctv, 
2004; Doyle và ctv, 2010), cừu (Gao và ctv, 2010; 
Yan và ctv., 2012) và chuột (Irusta và ctv, 2010). 
Nghiên cứu này được thực hiện nhằm hiểu rõ 
hơn sự biểu hiện gen thụ thể VEGF-R1 ở mức 
độ mRNA trong mẫu mô buồng trứng và phức 
hợp cumulus-oocyte (COC) ở heo theo giai 
đoạn phát triển của nang noãn, theo giai đoạn 
nuôi cấy thành thục phức hợp tế bào trứng heo 
để làm cơ sở cho các nghiên cứu liên quan đến 
sử dụng yếu tố tăng trưởng VEGF nhằm nâng 
cao hiệu quả hệ thống nuôi cấy tế bào trứng 
và phôi.

2. VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU

2.1. Vật liệu, địa điểm và thời gian
Thu nhận buồng trứng của heo cái khoảng 

5-6 tháng tuổi, khối lượng 80-100kg, từ lò mổ 

địa phương (Dĩ An – Bình Dương). Các hóa 
chất sử dụng trong nghiên cứu này được nhập 
từ công ty Sigma – Alrich (Hoa Kỳ), ngoại trừ 
những hóa chất đặc biệt sẽ được chỉ ra trong 
bài viết.

Nghiên cứu được tiến hành tại Phòng 
thí nghiệm Công nghệ Phôi Động vật, Viện 
Nghiên cứu Công nghệ Sinh học-Môi trường 
và Khoa Khoa học sinh học, Trường Đại học 
Nông Lâm Tp. Hồ Chí Minh, từ tháng 04/2020 
đến tháng 6/2021.
2.2. Phương pháp và nội dung
2.2.1. Phương pháp thu nhận buồng trứng và 
tế bào trứng

Việc thu nhận buồng trứng và tách tế 
bào trứng được thực hiện theo quy trình của 
Nguyễn Ngọc Tấn và ctv (2019).
2.2.2. Nuôi cấy thành thục tế bào trứng (IVM)

Sau khi tách tế bào trứng từ các nang noãn 
có kích thước trung bình (3-7mm), các phức 
hợp COC có ≥2 lớp tế bào cumulus, đồng đều 
tế bào chất được lựa chọn đưa vào nuôi cấy. 
Môi trường nuôi cấy thành thục tế bào trứng 
là TCM 199 (chứa Earl’s salts, L-glutamine và 
Sodium bicarbonate) bổ sung 10% dịch nang 
noãn, 0,8% BSA (Bovine Serum Albumin), 
100 UI/ml Penicillin G sodium salt và 100 UI/
ml Streptomycin sulfate salt trong 44h ở điều 
kiện 39oC, 5% CO2. Bổ sung 10 UI/ml hCG 
(human Chorionic Gonadotropin) cho môi 
trường nuôi cấy trong 22h đầu và không bổ 
sung hormone cho môi trường nuôi cấy trong 
22h sau (Nguyễn Ngọc Tấn và ctv, 2019).
2.2.3. Phương pháp thu nhận mẫu để ly trích 
RNA, khuếch đại đoạn gen VEGF-R1

Mẫu mô chứa nang noãn có kích thước 
khác nhau (A) được thu nhận (B), nghiền (C) 
trước khi đưa vào ly trích (Hình 1) và COC 
thu nhận theo giai đoạn nuôi cấy khác nhau: 0, 
22 và 44h (Hình 2) được đưa vào ly trích RNA. 
Sử dụng kỹ thuật one-step RT-PCR để khuếch 
đại đoạn gen mục tiêu của VEGF-R1 với 
kích thước 180bp, sử dụng GAPDH với kích 
thước 187bp như là đối chứng nội. Thực hiện 
phản ứng RT-PCR bằng bộ kit MyTaq One-
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Step RT-PCR (Bioline) trong một phản ứng 
gồm 2 giai đoạn: phản ứng phiên mã ngược 
tổng hợp đoạn cDNA; phản ứng PCR, tổng 
hợp ADN từ đoạn cDNA trên. Trình tự mồi 
được sử dụng: VEGF-R1 (AJ245445) với mồi 
xuôi 5’-CACCCCGGAAATCTATCAGATC-3’ 
và mồi ngược 

5 ’ -GAGTACGTGAAGCCGCTGTTG-3’ 
(Chrusciel và ctv, 2011), GAPDH 
(AF017079) với mồi xuôi 
5’-AGCAATGCCTCCTGTACCAC-3’ mồi 
ngược 5’-AAGCAGGGATGATGTTCTGG-3’. 
Điện di sản phẩm PCR bằng gel agarose 1,5% 
(Bioline).

Hình 1. Thu nhận và xử lý mẫu mô chuẩn bị cho ly trích RNA

Buồng trứng ở các giai đoạn khác nhau (A), cắt nhỏ mẫu mô buồng trứng (B), nghiền mẫu mô buồng trứng (C)

Hình 2. Phức hợp COCs thu được tại các thời điểm nuôi cấy

a) 0h,  b) 22h và c) 44h sau nuôi cấy. Độ phóng đại 150 lần

2.2.4. Nội dung nghiên cứu
Nội dung 1. Đánh giá sự biểu hiện gen 

VEGF-R1 ở mẫu mô buồng trứng chứa nang noãn 
có kích thước khác nhau của buồng trứng heo. 
Mẫu mô được thu nhận từ nang noãn có kích 
thước khác nhau: nhỏ (<3mm), trung bình (3-
7mm) và lớn (>7mm). Đánh giá mức độ biểu 
hiện của gen VEGF-R1 ở mức độ mRNA. 

Nội dung 2. Đánh giá sự biểu hiện gen 
VEGF-R1 ở COC theo thời điểm nuôi cấy in vitro. 
Phức hợp COC thu từ nang noãn có kích 
thước trung bình (3-7mm) có từ 2 lớp CC trở 
lên được lựa chọn và nuôi cấy thành thục in 
vitro, sử dụng để đánh giá mức độ biểu hiện 
của gen thụ thể VEGF-R1 ở mức độ mRNA 
theo thời điểm: 0, 22 và 44h sau nuôi cấy.

2.3. Xử lý số liệu
Số liệu được xử lý theo phương pháp 

thống kê mô tả và ANOVA một yếu tố bằng 
phần mềm MINITAB, số liệu được trình bày 
dưới dạng Mean±SEM với ít nhất 3 lần lặp 
lại. Giá trị điểm ảnh thu được từ gen mục 
tiêu sau khi phân tích bằng phần mềm imageJ 
được chuẩn hóa tương ứng qua giá trị của gen 
GAPDH ở từng lần lặp lại trước khi đưa vào 
ANOVA.

3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN

3.1. Đánh giá sự biểu hiện của gen VEGF-R1 
ở mẫu mô buồng trứng chứa các nang noãn 
khác nhau của buồng trứng heo
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Thực hiện phản ứng RT-PCR khuếch 
đại đoạn gen mục tiêu GAPDH và VEGF-R1, 
phân tích điểm ảnh sau điện di được với trình 
bày ở Hình 3 cho thấy biểu hiện rõ đoạn gen 
GAPDH với kích thước khoảng 187bp, gen 
VEGF-R1 với kích thước 180bp trên tất cả các 
mẫu mô thu nhận từ các kích thước nang noãn 
khác nhau. Từ dữ liệu phân tích điểm ảnh 
(Hình 3C và 3D), các số liệu về phân bố điểm 
ảnh của gen thụ thể VEGF-R1 được chia cho số 
liệu điểm ảnh của gen GAPDH theo từng giai 
đoạn tương ứng. 

Hình 3. Hình ảnh đại diện sản phẩm PCR: 
GAPDH (A), VEGF-R1 (B), phân tích điểm ảnh 
cho band điện di gen GAPDH (C) và VEGF-R1 

(D) bằng phần mềm ImageJ

(a: hình ảnh chuyển đổi khi sử dụng phần mềm của bảng 
điện di, b: đồ thị biễu diễn mức độ phân bố điểm ảnh). 
L: thang đo 100bp. SF: mẫu mô buồng trứng chứa nang 
noãn nhỏ (<3mm). MF: mẫu mô buồng trứng chứa 
nang noãn trung bình (3-7mm). LF: mẫu mô buồng 
trứng chứa nang noãn lớn (>7mm). CL: mẫu mô chứa 
hoàng thể

Mức độ biểu hiện của gen thụ thể 
VEGF-R1 qua từng loại mẫu mô buồng trứng 
được trình bày ở Hình 4 cho thấy mẫu mô 
thu từ nang noãn có kích thước nhỏ (<3mm) 
có mức biểu hiện gen thụ thể VEGF-R1 thấp 
(0,81±0,06), kế đến mẫu mô thu từ nang noãn 
có kích thước trung bình (0,82±0,05) và có xu 
hướng tăng dần ở mẫu mô chứa nang noãn 
lớn (0,95±0,04) và cao nhất ở mẫu mô chứa 
hoàng thể (1,14±0,12; P<0,05). Winther và ctv 
(1999) cho thấy có sự biểu hiện protein VEGF 
và thụ thể của nó ở nhau thai hay tử cung của 
heo không mang thai. Kaczmare và ctv (2009) 
chứng minh sự biểu hiện của protein VEGF 
và thụ thể VEGF-R1 ở mức mRNA ở nội mạc 

tử cung và hoàng thể trên buồng trứng heo có 
liên quan đến sự phát triển của phôi tiền làm 
tổ và duy trì chức năng hoàng thể.

Hình 4. Hình ảnh đại diện sự biểu hiện gen 
VEGF-R1 và GAPDH (A) và đồ thị biểu diễn 
mức độ biểu hiện của gen VEGF-R1 từ mẫu 

mô buồng trứng heo với kích thước nang noãn 
khác nhau (B)

3.2. Đánh giá sự biểu hiện của gen VEGF-R1 
ở COC theo thời điểm nuôi cấy in vitro

Thực hiện phản ứng RT-PCR khuếch đại 
đoạn gen mục tiêu GAPDH và VEGF-R1, hình 
ảnh đại diện sau điện di và phân tích điểm 
ảnh được với trình bày ở Hình 5 cho thấy 
biểu hiện rõ đoạn gen GAPDH với kích thước 
khoảng 187bp, gen VEGF-R1 với kích thước 
180bp trên tất cả các mẫu thu nhận từ COC 
ở các thời điểm nuôi cấy khác nhau (0, 22 và 
44h). 

Hình 5. Hình ảnh đại diện, điện di sản phẩm 
PCR: GAPDH (A), VEGF-R1 (B), phân tích 

điểm ảnh cho band điện di gen GAPDH (C) và 
VEGF-R1 (D) bằng phần mềm ImageJ. 

a: hình ảnh chuyển đổi khi sử dụng phần mềm của bảng 
điện di, b: đồ thị biễu diễn mức độ phân bố điểm ảnh;  0, 
22 và 44h: COC thu nhận tại thời điểm 0, 22 và 44h sau 
nuôi cấy. ĐC: mẫu mô hoàng thể-đối chứng dương
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Từ dữ liệu phân tích điểm ảnh (Hình 5C 
và 5D), các số liệu về phân bố điểm ảnh của 
gen thụ thể VEGF-R1 ở COC theo từng thời 
điểm nuôi cấy được trình bày ở Hình 6 cho 
thấy, ở thời điểm 0h (ngay sau khi thu nhận 
COC từ nang noãn) mức biểu hiện mRNA gen 
VEGF-R1 thấp nhất (0,65±0,06), kế đến là thời 
điểm 22h (0,82±0,05), cao ở 44h (1,05±0,06) và 
sự khác biệt có ý nghĩa tìm thấy ở thời điểm 
0h so với hai thời điểm còn lại (22 và 44h). Một 
số nghiên cứu trước đó cũng minh chứng sự 
biểu hiện của protein và thụ thể VEGF ở nang 
noãn có kích thước khác nhau và hơn thế nữa 
việc bổ sung VEGF trong môi trường nuôi 
cấy cải thiện thành thục tế bào trứng và phát 
triển phôi sau đó (Kere và ctv, 2014; Bui và ctv, 
2017).

Hình 6. Hình ảnh đại diện sự biểu hiện gen 
VEGF-R1 và GAPDH (A) và biểu đồ biểu diễn 

mức độ biểu hiện của gen VEGF-R1 qua các 
thời điểm nuôi cấy tế bào trứng heo

4. KẾT LUẬN
Mức độ biểu hiện mRNA của gen 

VEGF-R1 thấp ở mẫu mô chứa nang noãn nhỏ 
và vừa, cao ở mẫu mô chứa nang noãn có kích 
thước lớn và cao nhất ở mô hoàng thể. Đối với 
phức hợp tế bào trứng-cumulus thu tại các 
thời điểm nuôi cấy khác nhau, mức biểu hiện 
mRNA gen VEGF-R1 thấp ở thời điểm 0h, tăng 
cao lúc 22h và cao nhất ở thời điểm 44h sau 
nuôi cấy. 
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ẢNH HƯỞNG CỦA TẾ BÀO CUMULUS ĐẾN 
HIỆU QUẢ THỤ TINH VÀ TẠO PHÔI BÒ IN VITRO

Nguyễn Khánh Vân1, Phạm Thị Kim Yến1 và Phạm Doãn Lân2*
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TÓM TẮT
Nghiên cứu này được thực hiện nhằm đánh giá ảnh hưởng của tế bào cumulus trong quá 

trình thụ tinh và tạo phôi bò in vitro. Tế bào trứng bò có hoặc không có cumulus được sử dụng cho 
quá trình thụ tinh và tạo phôi bò in vitro. Tỷ lệ thụ tinh và tỷ lệ đa tinh trùng của nhóm không có 
cumulus là cao hơn nhóm có cumulus (tương ứng 91,12 và 10,92% so với 80,91 và 2,24%, P<0,05). 
Không có sự khác biệt về tỷ lệ phân chia giữa nhóm có cumulus và không có cumulus (tương ứng 
80,04% so với 79,98%, P>0,05). Tuy nhiên tỷ lệ tạo phôi nang của nhóm có cumulus là cao hơn nhóm 
không có cumulus (tương ứng 35,68% so với 26,75%, P<0,05). Không có sự khác biệt về chất lượng 
phôi nang bò in vitro được tạo ra từ hai nhóm có và không có cumulus. Việc sử dụng tế bào trứng 
bò thành thục in vitro có tế bào cumulus trong quá trình thụ tinh sẽ nâng cao hiệu quả tạo phôi bò 
in vitro.

Từ khóa: Tế bào trứng bò, IVF, phôi nang, tế bào cumulus.
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