
8

Khoa học Y - Dược  /Y học cơ sở

64(7) 7.2022

Đặt vấn đề 

Ở người và động vật có vú, thụ tinh là một quá trình bao gồm 
nhiều giai đoạn liên kết, mang ý nghĩa sự kết hợp của tinh trùng 
với noãn sẽ tạo ra cá thể sinh vật mới. Khi một giai đoạn bất kỳ 
bị gián đoạn, quá trình thụ tinh sẽ có nguy cơ thất bại [1]. Thuật 
ngữ “sự hoạt hóa noãn” biểu đạt giai đoạn diễn ra các sự kiện sinh 
hóa để noãn phát triển thành phôi sau khi 2 giao tử kết hợp [2]. Sự 
kiện phát tín hiệu đầu tiên và vô cùng quan trọng ở giai đoạn hoạt 
hóa noãn là hiện tượng gia tăng nồng độ ion canxi (Ca2+) nội bào 
nhanh chóng rồi tạo thành sóng dao động [2]. Để đáp ứng thay đổi 
đột ngột về nồng độ Ca2+, các sự kiện sinh hóa xảy ra nhằm chuẩn 
bị cho giai đoạn phát triển phôi sớm [2, 3]. Hiện tại, PLCζ trong 
tinh trùng được ủng hộ mạnh mẽ là yếu tố tạo ra sóng dao động 
Ca2+ nội bào và khởi động giai đoạn hoạt hóa noãn. Các nghiên 
cứu nổi bật đã đề cập PLCζ tạo ra sóng dao động Ca2+ thông qua 
con đường tín hiệu inositol 1,4,5-trisphosphate (IP3) [3, 4].

Theo ước tính, cứ 7 cặp vợ chồng sẽ có 1 cặp mắc phải tình 
trạng hiếm muộn [1]. Các trường hợp vô sinh ở nam giới được 
đánh giá ngày càng tăng cao khi khoảng 15% cặp vợ chồng gặp 
khó khăn về sinh sản thì tỷ lệ nam giới mắc vô sinh là khoảng 7% 
[3, 4]. Việc sử dụng các kỹ thuật hỗ trợ sinh sản (ART) như thụ 
tinh nhân tạo (IVF) đã mang lại kết quả khả quan cho những cặp 
vợ chồng hiếm muộn. Dù vậy, vẫn còn nhiều trường hợp chưa 
điều trị thành công, đáng chú ý, vô sinh nam rất nặng chiếm 19-
57% số trường hợp trên [2-4]. Đối với các bệnh nhân nam có rất ít 

tinh trùng hoặc tinh trùng rất yếu hay dị dạng nặng, kỹ thuật ICSI 
được sử dụng để tiêm trực tiếp tinh trùng chọn lọc vào bào tương 
noãn. Tuy nhiên, 1-5% các chu kỳ điều trị ICSI vẫn thất bại [1, 4]. 
Nguyên nhân chính cản trở điều trị vô sinh bằng ICSI là do thiếu 
hụt yếu tố hoạt hóa noãn dẫn đến thụ tinh thất bại [1-4].

Mặc dù còn các yếu tố từ noãn hoặc tự nhiên khác cũng có 
khả năng gây thụ tinh thất bại sau khi ICSI, nhưng PLCζ trong 
tinh trùng là yếu tố thường được quan tâm, vì trong các ca bệnh, 
noãn kết hợp với tinh trùng không chứa hoặc chứa PLCζ bị khiếm 
khuyết thì sóng dao động Ca2+ đặc trưng không xuất hiện để khởi 
động sự hoạt hóa noãn [1, 4].

Trong phần tổng hợp về vai trò quan trọng của PLCζ trong thụ 
tinh, chúng tôi sẽ phân tích và tổng hợp mối liên hệ giữa các dạng 
PLCζ bị khiếm khuyết và những trường hợp vô sinh nam. Bên 
cạnh đó, chúng tôi thảo luận hướng sử dụng những cơ sở khoa 
học vào việc nghiên cứu PLCζ cũng như cách ứng dụng chất này 
để tiếp cận các tiến bộ nhằm cải tiến trong nghiên cứu và thực 
hành lâm sàng, cải thiện tỷ lệ thụ tinh bằng các kỹ thuật ART.

Các tiến bộ trong nghiên cứu

PLCζ - yếu tố hoạt hóa noãn từ tinh trùng

Trong thụ tinh ở người và động vật có vú, tinh trùng có một 
chức năng quan trọng là hoạt hóa noãn [1]. Sau khi 2 giao tử 
kết hợp, một sự gia tăng nồng độ Ca2+ xuất hiện trong tế bào 
chất của noãn [2]. Hiện tượng này tạo ra các tín hiệu kích hoạt 

Ảnh hưởng của phospholipase C zeta (PLCζ) đến khả năng thụ tinh 
và cải thiện kỹ thuật hỗ trợ sinh sản trên người
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Tóm tắt:

Sự hình thành sóng dao động nồng độ Ca2+ nội bào (Ca2+ oscillations) dẫn đến quá trình hoạt hóa noãn và chuẩn bị cho sự 
hình thành các giai đoạn sớm của phôi. Phospholipase C zeta (PLCζ) đóng vai trò quan trọng đối với khả năng thụ tinh. 
Những báo cáo lâm sàng cho thấy, có mối liên hệ giữa PLCζ bị khiếm khuyết và vô sinh ở nam giới. Đặc biệt, thiếu hụt 
yếu tố hoạt hóa noãn (OAD) được đề cập là nguyên nhân gây thất bại của nhiều trường hợp điều trị vô sinh bằng phương 
pháp tiêm tinh trùng vào bào tương noãn (ICSI). Một số kết quả về các tiến bộ trong nghiên cứu và ứng dụng lâm sàng 
được phân tích tổng hợp trong bài viết này: PLCζ - yếu tố hoạt hóa noãn từ tinh trùng, cấu trúc của PLCζ,  kiểu khu trú 
của PLCζ trong tinh trùng, PLCζ bị khiếm khuyết và vô sinh nam, ứng dụng lâm sàng của PLCζ trong điều trị và cải tiến 
quy trình thụ tinh trên người. Đồng thời, các tác giả tổng kết và phân tích các kết quả nghiên cứu và ứng dụng hỗ trợ cho 
quá trình điều trị hiếm muộn trên cơ sở cải tiến về tinh trùng qua yếu tố PLCζ - tinh trùng. Bên cạnh đó, thảo luận hướng 
sử dụng PLCζ nhằm giúp cho các nhà phôi học, lâm sàng, nghiên cứu viên cải tiến quy trình tạo phôi, mang lại kết quả tốt 
nhất cho bệnh nhân, đặc biệt trong trường hợp phôi hiếm.
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chuỗi sự kiện trong giai đoạn hoạt hóa noãn như sự xuất bào 
tế bào hạt để ngăn đa thụ tinh, kế tiếp là sự hoàn thành giảm 
phân và hình thành các tiền nhân [2]. Quá trình theo dõi cho 
thấy, tín hiệu Ca2+ khởi động sự hoạt hóa noãn có tính chu kỳ 
và tạo thành một chuỗi bước sóng lặp lại nên được gọi là sóng 
dao động Ca2+. Thời gian xuất hiện và tần số của sóng dao động 
Ca2+ có tính đặc trưng riêng cho từng loài khác nhau [1, 4].

Trong quá khứ, một số giả thuyết đã được đưa ra để giải 
thích nguyên nhân xuất hiện sóng dao động Ca2+ khi thụ tinh. 
Theo thời gian, các giả thuyết dần bị bác bỏ nhưng một giả 

thuyết gọi là “yếu tố từ tinh trùng” vẫn được ủng hộ nhờ vào 
các thử nghiệm trên mô hình động vật [1]. Giả thuyết này giải 
thích một yếu tố có tính hòa tan trong phần đầu tinh trùng được 
đưa vào tế bào chất của noãn ngay hoặc sau khi 2 giao tử kết 
hợp [1, 3]. Yếu tố từ tinh trùng được đề xuất có khả năng tạo 
ra sóng dao động Ca2+ thông qua hình thành IP3 từ sự thủy phân 
phosphatidylinositol 4,5- bisphosphate (PIP2). Sự tạo thành 
sóng dao động Ca2+ theo con đường tín hiệu IP3 làm xuất hiện 
đề xuất yếu tố từ tinh trùng là một isoform thuộc nhóm enzyme 
phospholipase C (PLC) [1]. 

Năm 2002, dựa trên việc tìm kiếm tính tương đồng với 
các trình tự mã hóa những PLC isoform đã biết trong cơ sở 
dữ liệu của chuột nhắt, các nhà khoa học đã phân lập thành 
công cDNA (Complementary deoxyribonucleic acid) của PLC 
isoform mới [1, 3, 5]. PLC isoform được phát hiện là PLCζ. 
Enzyme này được đề xuất là yếu tố từ tinh trùng chịu trách 
nhiệm hoạt hóa noãn sau khi nhóm tác giả thực hiện vi tiêm 
cRNA (Complementary ribonucleic acid) mã hóa PLCζ vào 
noãn của chuột nhắt và ghi nhận có sóng dao động Ca2+ trong 
tế bào chất. Mặt khác, tần số của sóng dao động Ca2+ đã được 
chứng minh là tăng lên khi thêm lượng cRNA vi tiêm, ngược 
lại, sự gia tăng Ca2+ nội bào cũng được chứng minh là không 
xảy ra nếu sử dụng chất ức chế quá trình tổng hợp PLC isoform 
mới. Ngoài ra, kết quả của nghiên cứu cũng cho thấy noãn của 
chuột nhắt có thể hình thành các tiền nhân và phát triển đến 
giai đoạn blastocyst sau khi tiêm cRNA mã hóa PLCζ [1, 3, 5]. 
Hiện tại, cơ chế hoạt động của PLCζ để tạo ra sóng dao động 
Ca2+ đã được đề xuất và có tính phổ biến trong các báo cáo độc 
lập. Sau khi tinh trùng kết hợp với noãn, PLCζ được giải phóng 
từ phần đầu tinh trùng vào tế bào chất của noãn. Enzyme đặc 
hiệu cho tinh trùng định vị các màng túi nội bào có chứa PIP2 
và thủy phân cơ chất này. Phản ứng xúc tác của PLCζ tạo ra 
các chất truyền tin thứ 2 là IP3 và diacylglycerol (DAG). IP3 
tiếp tục gắn với thụ thể (IP3R) trên màng lưới nội chất (ER), 
sự tương tác này khiến kênh ion mở ra và giải phóng Ca2+ từ 
lưới nội chất ra tế bào chất của noãn. Tập hợp các đợt gia tăng 
nồng độ Ca2+ nội bào tạo thành sóng dao động và đây cũng là 
tín hiệu để sự hoạt hóa noãn khởi động (hình 1) [2-4]. 
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Abstract:

The change of concentration of intracellular Ca2+ 
oscillations leads to oocyte activation and preparation for 
early embryogenesis. Phospholipase C zeta (PLCζ) plays an 
essential role in fertilisation. Clinical reports have suggested 
a link between defective PLCζ and male infertility. In 
particular, oocyte activation deficiency was mentioned 
as the cause of failure in many cases of infertility treated 
with intracytoplasmic sperm injection. Some results about 
advances in research and clinical applications were reviewed 
in this article, including PLCζ - Sperm oocyte activating 
factor, the structure of PLCζ, localisation of PLCζ in sperm, 
defective PLCζ and relation to male infertility, and clinical 
applications of PLCζ in treatment and improvement of 
human insemination procedures. At the same time, the 
authors summarised and analysed research results and 
applications to support infertility treatment on the basis 
of sperm improvement through PLCζ - sperm factor. 
Finally, the authors discussed the direction of using PLCζ 
to help embryologists, clinicians, and researchers improve 
the embryogenesis process, with the aim to bring the best 
results for patients, especially in the case of rare embryos. 
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Hình 1. Biểu đồ biểu diễn PLCζ khởi động sự hoạt hóa noãn [2]. 
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Cấu trúc của PLCζ

PLCζ có khả năng tạo sóng dao động Ca2+ vượt trội nhưng 
enzyme này vẫn có hầu hết các loại miền cấu trúc cơ bản như 
những PLC isoform khác [2, 3]. Điểm khác biệt nổi bật về thành 
phần cấu trúc của PLCζ là sự vắng mặt miền PH (Pleckstrin 
homology) [2, 3]. Ngoài ra, PLCζ là isoform nhỏ nhất ở các 
loài, với của người, kích thước là khoảng 70 kDa [4, 6].

Thành phần cấu trúc của PLCζ bao gồm 4 miền EF-hand ở 
đầu tận cùng N, 1 miền C2 ở đầu tận cùng C. Ở giữa phân tử 
là miền xúc tác X và Y cùng liên kết X-Y (hình 2). Các miền 
cấu trúc của PLCζ đều có vai trò thiết yếu riêng, giúp enzyme 
này thực hiện chức năng sinh học và có chế độ điều hòa đặc 
biệt [2, 3].

Hình 2. Sơ đồ biểu diễn các miền cấu trúc của PLCζ [6].

Mỗi miền EF-hand có 2 chuỗi xoắn alpha và 1 vòng lặp. Chức 
năng của các chuỗi này là gắn với các Ca2+, vì thế độ nhạy cảm cao 
của PLCζ đối với Ca2+ phụ thuộc vào vai trò của các miền EF-hand 
[1-3]. Khác với các isoform còn lại trong nhóm PLC, độ nhạy cảm 
cao đối với Ca2+ cho phép PLCζ vẫn hoạt động trong tế bào chất 
có nồng độ Ca2+ thấp. Ngoài ra, miền EF-hand đầu tiên có chứa 
một số gốc amino acid đặc biệt, cùng với liên kết X-Y, các thành 
phần cấu trúc này hỗ trợ PLCζ tương tác với các màng chứa cơ 
chất PIP2 [1-3].

Miền X và Y là 2 thành phần cấu trúc thể hiện khả năng xúc 
tác của PLCζ. Các miền xúc tác đóng vai trò giúp PLCζ thực hiện 
phản ứng thủy phân PIP2. Đối với tất cả PLC isoform thuộc động 
vật có vú, X và Y là các miền được bảo tồn cao nhất. Tuy sự giống 
nhau về trình tự giữa các miền xúc tác của PLCζ với các miền xúc 
tác của PLC isoform khác đạt đến 60% nhưng nếu thay thế 2 miền 
X và Y (kèm liên kết X-Y) của PLCζ bằng 2 miền tương ứng của 
PLC isoform khác thì khả năng tạo ra sóng dao động Ca2+ trong 
noãn chuột nhắt bị mất đi [1-3].

Khác với 2 miền xúc tác, liên kết X-Y là một đoạn trình tự 
ngắn có độ bảo tồn thấp. Liên kết X-Y có nhiều vai trò quan trọng 
khi tham gia hỗ trợ khả năng điều hòa hoạt tính xúc tác và khả 
năng di chuyển qua lỗ nhân của PLCζ. Bên cạnh đó, liên kết X-Y 
chứa các gốc amino acid mang điện tích dương, giúp làm tăng khả 
năng định vị cơ chất PIP2 và tạo tương tác tĩnh điện giữa PLCζ với 
các màng nội bào [1-3].

Số lượng amino acid của miền C2 gồm khoảng 120 gốc đơn 
vị. Dù vai trò chính của miền C2 vẫn chưa được kết luận, nhưng 

miền này được cho là có ảnh hưởng mạnh đến chức năng khởi 
động sự hoạt hóa noãn của PLCζ. Vì khi xóa bỏ hoặc thay thế 
miền C2 của PLCζ với C2 của PLCδ1 thì khả năng tạo ra sóng dao 
động Ca2+ của PLCζ bị mất, nhưng hoạt tính xúc tác và độ nhạy 
cảm với Ca2+ là không đổi. Sau khi phát hiện miền C2 có tương tác 
với phospholipid trên màng sinh chất như phosphatidylinositol-
3-phosphate (PI3P) hay phosphatidylinositol-5-phosphate (PI5P), 
đã có nhận xét cho rằng miền C2 có thể đóng vai trò hỗ trợ PLCζ 
định vị màng chứa cơ chất hoặc miền này có thể tham gia vào sự 
điều hòa hoạt tính của PLCζ [1-3].

Sự hiện diện của PLCζ trong tinh trùng 

Kết quả phân tích sinh học phân tử trong báo cáo phát hiện 
PLCζ cho thấy, mRNA mã hóa PLCζ và sự biểu hiện của PLCζ 
lần lượt cho phản ứng ở tinh hoàn và tinh trùng của chuột nhắt 
[5]. Các kết quả phân tích tương tự ở lợn và ngựa sau đó cho thấy, 
sự tổng hợp PLCζ có tính đặc hiệu cho từng loài và liên quan đến 
quá trình sinh tinh của động vật có vú nói chung [3, 6]. Đến nay, 
kỹ thuật miễn dịch huỳnh quang đã được sử dụng rộng rãi để xác 
định kiểu khu trú (hay sự định vị) của PLCζ trong tinh trùng của 
các loài, đặc biệt là trong tinh trùng của người [3, 4].

PLCζ được xác định phổ biến nhất ở các vùng khác nhau thuộc 
phần đầu tinh trùng, điều này có thể lý giải chức năng của PLCζ 
được thể hiện ngay lập tức hoặc không quá lâu sau khi 2 giao tử 
kết hợp [1, 3]. Ngoài ra, một số báo cáo ghi nhận tín hiệu hiển 
thị của PLCζ có ở phần thân và đuôi tinh trùng [1, 3]. Đối với 
chuột nhắt, các báo cáo đạt thống nhất khi đều xác định PLCζ có ở 
các vị trí trong vùng acrosome và thuộc phần đầu tinh trùng. Tuy 
nhiên, đối với tinh trùng của người và động vật có vú khác, các vị 
trí tạo thành kiểu khu trú đặc trưng của PLCζ vẫn đang gây tranh 
cãi. Theo một loạt các báo cáo độc lập, PLCζ trong tinh trùng của 
người từng được ghi nhận phân bố trong vùng acrosome, post-
acrosome, đoạn xích đạo (equatorial segment) và cả phần đuôi [1, 
3, 4, 6]. Trong tinh trùng đầu tròn của một số bệnh nhân vô sinh, 
PLCζ được xác định phân bố ở đoạn midpiece thuộc phần thân và 
có một số tín hiệu hiển thị ở phần đầu [3, 7].

Hình 3. Sự hiện diện của PLCζ trong tinh trùng lợn được phát 
hiện bằng phương pháp miễn dịch huỳnh quang.
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Hình 3 thể hiện sự hiện diện của PLCζ trong tinh trùng lợn được 
phát hiện bằng phương pháp miễn dịch huỳnh quang.

PLCζ được tìm thấy có mặt ở đầu tinh trùng, trong acrosome và 
post-acrosome (20X10). Cần lưu ý sự mâu thuẫn giữa những kết quả 
nghiên cứu về kiểu khu trú của PLCζ trong tinh trùng của người vì các 
báo cáo ghi nhận chỉ một loại kháng thể được sử dụng [1, 3, 4]. Có khả 
năng mỗi nghiên cứu thực hiện các protocol khác nhau hoặc sử dụng 
các kháng thể đa dòng có tính đặc hiệu thấp là nguyên nhân gây ra 
mâu thuẫn về sự hiện diện của PLCζ trong tinh trùng. Từ vấn đề này, 
các kháng thể đa dòng có tính đặc hiệu cao với epitope trong PLCζ 
của người và động vật có vú đã được phát triển và tạo ra hy vọng về 
việc các báo cáo nơi phân bố của PLCζ trong tinh trùng, đặc biệt là 
của người sẽ có tính thống nhất hơn [1, 3, 4]. Tiêu biểu cho cải tiến 
phương pháp nghiên cứu, Kashir và cs (2017, 2020) [4, 8] đã kết hợp 
protocol antigen unmasking (AUM) với kỹ thuật miễn dịch huỳnh 
quang để xác định và tăng cường khả năng hiển thị kiểu khu trú của 
PLCζ trong tinh trùng của người, lợn và chuột nhắt.

PLCζ bị khiếm khuyết và vô sinh nam

Đã có những bằng chứng khoa học cho thấy, hàm lượng và trạng 
thái của PLCζ mang ý nghĩa quyết định tinh trùng kích hoạt noãn 
thành công. Khi đánh giá những trường hợp vô sinh nam, các dạng 
PLCζ bị khiếm khuyết thường được đề cập với tinh trùng có tính chất 
sinh lý và sinh hóa bất thường [1, 3, 4]. 

Tinh trùng của một số bệnh nhân điều trị ICSI thất bại đã được 
Yoon và cs (2008) [9] tiêm vào noãn của chuột nhắt, nhưng kết quả 
không có sự xuất hiện của sóng dao động Ca2+. Bên cạnh việc không 
tìm thấy sự hiện diện của PLCζ trong tinh trùng của các bệnh nhân, 
nhóm tác giả báo cáo PLCζ có mức độ biểu hiện rất thấp hoặc không 
biểu hiện khi thực hiện phân tích định lượng. 

Lần đầu tiên trình tự mã hóa PLCζ bị khiếm khuyết được xác 
định là khi các nhà khoa học phát hiện một đột biến dị hợp tử ở 
một bệnh nhân nam có tinh trùng không thể kích hoạt noãn bình 
thường sau khi ICSI [1, 3, 10]. Bằng cách mô hình hóa cấu trúc của 
PLCζ, nhóm tác giả mô tả đột biến này làm Histidine ở vị trí 389 
thuộc miền xúc tác Y bị thay thế thành Proline (H389P) (hình 4).

Không lâu sau đó, Saleh và cs (2020) [3] và Kashir và cs 
(2012b) [11] đã báo cáo đột biến dị hợp tử thứ hai được di truyền 
theo dòng mẹ ở cùng bệnh nhân trên. Kết quả giải trình tự cho 
thấy, đột biến này xuất hiện tại trình tự khung đọc mở (ORF) và 
làm Histidine tại vị trí 233 thuộc miền xúc tác X bị thay thế thành 
Leucine (H233L). Giống như đột biến H389P, amino acid tại vị 
trí xảy ra sự thay thế do đột biến H233L cũng mất đi các liên kết 
với amino acid bên cạnh (hình 4). Mặt khác, khi thử nghiệm trên 
noãn của chuột nhắt, các PLCζ được mã hóa từ cRNA mang 2 đột 
biến trên không cho thấy khả năng hoạt hóa noãn. Nguyên nhân 
ảnh hưởng đến chức năng sinh học của PLCζ là do 2 đột biến làm 
xuất hiện các sự thay thế trên miền xúc tác X và Y, hậu quả là cấu 
trúc của enzyme bị phá vỡ dẫn đến hoạt tính thủy phân PIP2 bị suy 
giảm và không thể tạo sóng dao động Ca2+ đặc trưng [1, 3, 11].

Đột biến đồng hợp tử ở trình tự mã hóa PLCζ được báo cáo từ 
một nghiên cứu về trường hợp 2 anh em cùng bị vô sinh và tinh 
trùng của họ không thể thụ tinh sau khi ICSI [1, 3, 12]. Đột biến 
này làm Isoleucine ở vị trí 489 trên miền C2 bị thay thế thành 
Phenylalanine (I489F). Kết quả từ nghiên cứu cho thấy, PLCζ 
bị ảnh hưởng bởi đột biến I489F tạo ra sóng dao động Ca2+ bất 
thường, vì thế giai đoạn hoạt hóa noãn bị lỗi dẫn đến các giai đoạn 
phát triển sớm của phôi bị dừng lại. Nghiên cứu cũng xác nhận 
không có mối liên hệ nào giữa trường hợp vô sinh trên và PAWP 
- 1 protein khác cũng được đề xuất là yếu tố hoạt hóa noãn từ tinh 
trùng, qua đó góp phần làm bằng chứng ủng hộ vai trò đặc biệt 
quan trọng của PLCζ trong thụ tinh [1, 3, 12].

Trong một báo cáo gần đây [4], số lượng đột biến trên trình tự 
mã hóa PLCζ được phát hiện nhiều hơn ở các nghiên cứu độc lập. 
Phần lớn các đột biến xuất hiện ở những bệnh nhân nam có tinh 
trùng không chứa hoặc chứa rất ít hàm lượng PLCζ và họ được 
chẩn đoán vô sinh do mắc phải tình trạng không có hoặc có sự hoạt 
hóa noãn lỗi dẫn đến thụ tinh thất bại. Phân tích ở mức độ phân tử 
đã giải thích các đột biến làm xuất hiện những thay đổi tiêu cực 
trên các miền cấu trúc như mất đi một đoạn hoặc cả miền, khiến 
vai trò thiết yếu của các miền này đối với chức năng và sự điều hòa 
hoạt động của PLCζ bị ảnh hưởng. Ở một số trường hợp vô sinh 
nam khác, mức độ liên hệ đáng kể được thể hiện giữa hàm lượng, 
sự phân bố bất thường của PLCζ và các tình trạng ảnh hưởng 
xấu đến sinh sản như phân mảnh DNA tinh trùng hoặc chỉ số xét 
nghiệm tinh dịch đồ có giá trị thấp [4].

Ứng dụng lâm sàng của PLCζ
Phương pháp điều trị thiếu hụt hoạt hóa noãn

Ở một số quốc gia đang phát triển, ART làm tăng tỷ lệ sinh lên 
khoảng 7% nên những cặp vợ chồng hiếm muộn thường tìm kiếm 
sự giúp đỡ ở các cơ sở hỗ trợ sinh sản [4, 13]. Để khắc phục tình 
trạng các chu kỳ điều trị ICSI thất bại do thiếu hụt hoạt hóa noãn, 
những phương pháp hoạt hóa noãn nhân tạo (AOA) đã được sử 
dụng trong các phòng khám thụ tinh nhân tạo [1, 4, 13]. Thực tế, 
phương pháp AOA sử dụng hóa chất được xem là áp dụng thành 
công ở các trường hợp thụ tinh thất bại do không thể khởi động 
sự hoạt hóa noãn bình thường. Với phương pháp AOA này, noãn 
được xử lý bằng các hóa chất như calcium ionophore A23187, 

Hình 4. Ảnh hưởng của đột biến H389P đến PLCζ [10]. (A) Mô hình 
3D mô tả các miền cấu trúc của PLCζ; (B) Đột biến trên trình tự mã hóa 
PLCζ làm Histidine ở vị trí 389 thuộc miền xúc tác Y bị thay thế thành 
Proline; (C) Tín hiệu Ca2+ trong noãn chuột sau khi vi tiêm cRNA mã hóa 
PLCζ và cRNA mã hóa PLCζ bị khiếm khuyết do đột biến.
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ionomycin, purimycin, strontium chloride để làm tăng nồng độ 
Ca2+ bên trong tế bào chất [1, 4, 13]. Tuy nhiên, độ an toàn khi 
sử dụng phương pháp này tạo ra nỗi lo lắng cho người thực hiện 
và người điều trị. Sự hoài nghi về việc liệu phôi và trẻ em sẽ phát 
triển khỏe mạnh không là dễ hiểu khi các yếu tố hóa học có thể 
tiềm ẩn khả năng gây độc tế bào, gây đột biến hoặc gây quái thai 
[1, 6]. Mặc dù một số báo cáo đã nhận xét việc kết hợp phương 
pháp AOA này và kỹ thuật ICSI không gây ảnh hưởng xấu lên 
noãn, thậm chí còn cải thiện đáng kể tỷ lệ thụ tinh và sinh nhưng 
việc kết hợp này vẫn được báo cáo là không áp dụng thành công 
ở tất cả các trường hợp gặp khó khăn về hoạt hóa noãn [1, 3, 13]. 
Bên cạnh đó, tính hiệu quả của phương pháp AOA sử dụng hóa 
chất cũng không đạt tuyệt đối khi calcium ionophore và strontium 
chloride không tạo ra sóng dao động Ca2+ mang tính sinh lý đặc 
trưng như trong sự hoạt hóa noãn bình thường [1, 3].

Để bổ sung cho những khía cạnh còn gây tranh cãi của phương 
pháp AOA sử dụng hóa chất, PLCζ tái tổ hợp của người (hPLCζ) là 
chất đầy tiềm năng cho các phương pháp điều trị lâm sàng ở những 
trường hợp xảy ra thiếu hụt hoạt hóa noãn [1, 3, 4]. Hơn một thập 
kỷ qua, việc sản xuất hPLCζ tinh khiết và mang hoạt tính cao đã 
đạt thành tựu nhất định [3]. Năm 2013, Nomikos và cs (2013) [14] 
đã sản xuất thành công hPLCζ và chứng minh sản phẩm này có thể 
tạo ra sóng dao động Ca2+ đặc trưng trong noãn chuột nhắt và noãn 
người. Nhóm tác giả cũng đã chứng minh hPLCζ có khả năng 
khắc phục sự hoạt hóa noãn bị lỗi do đột biến và giúp sự phát triển 
phôi tiếp tục tiến đến giai đoạn blastocyst [14]. Trong một báo 
cáo [15] nhằm đánh giá hiệu quả cải thiện tỷ lệ thụ tinh và sự phát 
triển phôi đối với noãn đã ICSI kết hợp xử lý nhiệt, phương pháp 
vi tiêm hPLCζ vào noãn đã được so sánh với phương pháp xử lý 
noãn bằng calcium ionophores. Kết quả cho thấy, cả 2 phương 
pháp đều cải thiện sự hoạt hóa noãn nhưng hPLCζ được đánh giá 
có tính hiệu quả cao hơn calcium ionophores.

Dấu ấn sinh học

Tiềm năng sử dụng PLCζ như một dấu ấn sinh học đã được 
thể hiện trong các nghiên cứu về phân tích và đánh giá hình thái 
cùng chức năng của tinh trùng ở người.  PLCζ đã làm dấu ấn biểu 
hiện trong một nghiên cứu áp dụng kỹ thuật đánh giá hình thái tinh 
trùng di động (MSOME) trên các tinh trùng đầu tròn [7]. Các kết 
quả phân tích định lượng đối với tinh trùng đã được xử lý bằng 
kỹ thuật miễn dịch huỳnh quang cho thấy, tổng hàm lượng của 
PLCζ biểu hiện trong tinh trùng đầu tròn được và không được lựa 
chọn bởi MSOME có sự khác biệt đáng kể [4, 7]. Ngoài ra, nhóm 
nghiên cứu còn cho biết, việc lựa chọn tinh trùng đầu tròn có sự 
biểu hiện của PLCζ bằng MSOME có thể tác động đến hiệu quả 
điều trị của một ART khác là kỹ thuật tiêm tinh trùng có chọn lọc 
(IMSI). Theo đó, MSOME có thể lựa chọn những tinh trùng đầu 
tròn có hàm lượng PLCζ đủ để kích hoạt noãn, khi những tinh 
trùng này được sử dụng trong IMSI thì tỷ lệ thụ tinh được cải thiện 
mà không cần áp dụng phương pháp AOA sử dụng hóa chất [7].

Trong một báo cáo, Kashir và cs (2013) [16] đã trình bày kết 
quả phân tích định lượng huỳnh quang đối với PLCζ trong tinh 
trùng của những người đàn ông có khả năng sinh sản bình thường 
và những bệnh nhân nam điều trị ICSI thất bại do thiếu hụt yếu tố 
hoạt hóa noãn. Cụ thể, tỷ lệ trung bình của tinh trùng khỏe mạnh 
có sự biểu hiện của PLCζ (82,6%) cao hơn tỷ lệ trung bình của tinh 
trùng có sự biểu hiện PLCζ ở những bệnh nhân (27,4%) (p≤0,05). 
Trong một báo cáo khác, Yelumalai và cs (2015) [17] nhận xét có 
tương quan đồng biến giữa tỷ lệ thụ tinh sau ICSI với tổng hàm 
lượng của PLCζ, kiểu khu trú của PLCζ và tỷ lệ tinh trùng dùng 
để điều trị ICSI có sự biểu hiện của PLCζ. Việc phân tích và đánh 
giá các biến định lượng của PLCζ trong các báo cáo trên cho thấy, 
enzyme này có thể thực hiện vai trò như một dấu ấn sinh học để 
tiên lượng tỷ lệ thụ tinh của những bệnh nhân điều trị ICSI [1, 3, 4].

Trước đây, chúng tôi đã sử dụng PLCζ như một dấu ấn sinh 
học để đánh giá sự ảnh hưởng của các điều kiện bảo quản tinh 
trùng bằng hóa chất lỏng đến khả năng hoạt hóa noãn và khởi 
động sự phát triên phôi sớm [18]. Để thực hiện mục tiêu nghiên 
cứu, chúng tôi tiến hành bảo quản tinh trùng của lợn trong hóa chất 
ở các nhiệt độ 4, 14 và 24oC với thời gian bảo quản tối đa là 48 
giờ. Bằng cách sử dụng các chất nhuộm huỳnh quang, chúng tôi 
nhận thấy màng sinh chất bao quanh khu vực acrosome và post-
acrosome của tinh trùng dần bị phá hủy nếu kéo dài thời gian bảo 
quản. Chúng tôi cũng đã xác định kiểu khu trú của PLCζ trong 
tinh trùng của lợn là khu vực acrosome và khu vực post-acrosome. 
Đáng chú ý, cường độ tín hiệu huỳnh quang hiển thị kiểu khu trú 
của PLCζ và hàm lượng PLCζ trong tinh trùng được bảo quản ở 
các mức nhiệt độ đều bị suy giảm theo các mức độ khác nhau khi 
tăng thời gian bảo quản (hình 5).

Sau khi sử dụng các tinh trùng đã bảo quản để thực hiện ICSI, 
chúng tôi ghi nhận tỷ lệ hoạt hóa noãn, tỷ lệ hình thành tiền nhân 
đực, tỷ lệ phát triển phôi đến giai đoạn blastocyst đạt giá trị cao nhất 
đối với trường hợp tinh trùng được bảo quản ở 24oC trong 18 giờ. 
Như vậy, chúng tôi kết luận rằng, việc bảo quản tinh trùng của lợn 
bằng hóa chất lỏng trong điều kiện thích hợp sẽ phá hủy màng sinh 
chất của tinh trùng, phóng thích nhanh hàm lượng PLCζ vừa đủ 
để hoạt hóa noãn và cải thiện sự phát triển phôi sau khi ICSI [18].

Hình 5. Kiểu khu trú của PLCζ trong tinh trùng của lợn sau khi 
bảo quản ở nhiệt độ theo thời gian (A) và ảnh hưỡng của hàm 
lượng PLCζ đến kết quả thụ tinh, tỷ lệ tạo phôi nang sau khi 
ICSI (B) [18].
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Kết luận 

Khi giai đoạn hoạt hóa noãn không thể diễn ra theo cách tự 
nhiên do yếu tố khởi động bị khiếm khuyết thì các phương pháp 
tạo sóng dao động Ca2+ nhân tạo có thể được xem xét sử dụng để 
khắc phục vấn đề. Việc chưa có bất kỳ nghiên cứu nào trong nước 
hoặc quốc tế chứng minh xử lý noãn bằng hóa chất sẽ có hại cho 
phôi và các thế hệ trẻ em sinh ra là tín hiệu đáng mừng cho các cặp 
vợ chồng có ý định điều trị hiếm muộn bằng phương pháp AOA 
này. Trong khi chờ đợi những nghiên cứu đánh giá toàn diện hơn 
về tính hiệu quả và độ an toàn của các phương pháp AOA, một giải 
pháp tiềm năng khác cho các trường hợp mắc hoạt hóa noãn là sử 
dụng hPLCζ như công cụ hỗ trợ điều trị lâm sàng. Tuy nhiên, bên 
cạnh kế hoạch ứng dụng hPLCζ từ mô hình thí nghiệm đến việc 
sử dụng rộng rãi trong các cơ sở hỗ trợ sinh sản, quá trình nghiên 
cứu hPLCζ cần được thực hiện cẩn thận hơn nhằm loại bỏ các khả 
năng gây hại cho tế bào hay phôi.

Việc sử dụng PLCζ như một dấu ấn sinh học chẩn đoán mang 
tính khả thi cao vì các phương pháp phân tích định lượng chất 
này thường chỉ yêu cầu áp dụng kỹ thuật miễn dịch huỳnh quang. 
Bằng cách sử dụng PLCζ như một công cụ tiên lượng tỷ lệ hoạt 
hóa noãn, tỷ lệ thụ tinh, phát triển phôi, các quy trình ART như 
ICSI sẽ được thiết kế và thực hiện hợp lý hơn, từ đó tiết kiệm thời 
gian và chi phí trong việc điều trị các trường hợp vô sinh nam. 
Hơn thế nữa, sự so sánh kết quả phân tích PLCζ với tinh dịch đồ 
có thể dùng để đánh giá sức khỏe tinh trùng của cả nam giới khỏe 
mạnh và vô sinh. 

Khả năng tạo Ca2+ vượt trội trong noãn nhưng lại không thể 
hiện bất kỳ hoạt tính xúc tác nào trong tinh trùng đã đặt ra câu 
hỏi liệu trong tinh trùng có chất ức chế hoạt động của PLCζ hoặc 
có tồn tại một yếu tố chưa được biết từ noãn có thể tương tác với 
PLCζ và cùng tham gia khởi động sự hoạt hóa noãn trong thụ 
tinh? Rõ ràng, những thành tựu về sinh học phân tử, sinh học tế 
bào, sinh học sinh sản cần được áp dụng đối với các nghiên cứu 
về PLCζ trong tương lai vì việc khám phá enzyme này không chỉ 
có ý nghĩa bổ sung những hiểu biết về sự thụ tinh của động vật có 
vú mà còn thể hiện các tiến bộ lớn trong nghiên cứu và thực hành 
lâm sàng.
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