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LỜI GIỚI THIỆU

Thực hiện một sô điều của Luật Giáo dục, Bộ Giáo dục & Đào tạo và Bộ Y tê 
dã ban hành chương trình  khung đào tạo Dược sĩ đại học. Bộ Y tê tố chức biên 
soạn tà i liệu dạy — học các môn cơ sở và chuyên môn theo chương trình  trên 
nhằm  từng bước xây dựng bộ sách đạt chuan chuyên môn trong công tác đào tạo 
nhân lực V tế.

Cuốn C ông n g h ệ  sin h  học Dươc được biên soạn dựa vào chương trình giáo 
dục của khoa Dược Đại học Y-Dược Tp. Hồ Chí Minh trên  cơ sở chương trình khung 
đã được phê duyệt. Sách được các giáo sư, tiến sĩ, các nhà giáo có kinh nghiệm của 
Bộ môn Vi sinh -  ký sinh biên soạn theo phương châm: kiến thức cơ bản, hệ thông; 
nội dung chính xác, khoa học; cập nhật các tiến bộ khoa học, kỹ thuật hiện đại và 
thực tiễn Việt Nam.

Cuốn C ông n g h ê  s in h  hoc Dươc đã dược Hội đồng chuyên môn tham  định 
sách và tà i liệu dạy -  học chuyên ngành Dược sĩ đại học của Bộ Y tê thẩm  định 
năm 2009. Bộ Y tê quyết định ban hành là tài liệu dạy -  học đạt chuẩn chuyên 
môn của Ngành trong giai đoạn hiện nay. Trong thòi gian từ  3 đến 5 năm , sách 
phải được chỉnh lý, bố sung và cập nhật.

Bộ Y tê  chân thành  cảm ơn các tác giả và Hội đồng chuyên môn thẩm  định 
dã giúp hoàn th àn h  cuốn sách; cảm ơn GS.TSKH. Nguyễn Văn Dịp và PGS.TS. 
Cao Văn Thu đã đọc và phản biện để cuô”n sách sớm hoàn thành , kịp thời phục 
vụ cho công tác đào tạo nhân  lực y tế.

Lần đầu xuất bản, chúng tôi mong nhận  được ý kiến đóng góp của đồng 
nghiệp, các bạn sinh viên và các độc giả để lần xuất bản sau sách được hoàn 
th iện  hơn.

VỤ KHOA HỌC VÀ ĐÀO TẠO -  BỘ Y TẺ'
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LỜI NÓI ĐẨU

Công nghệ sinh học đã xuất hiện từ khi loài người còn chưa có hiểu biết đầy đủ về 
cốc hộ thông sông. Các công nghệ sơ khai này được hình thành nhờ kinh nghiệm và 
chủ yếu liôn quan đôn việc chế biên thực phẩm và đồ uống lên men. Đến thế kỷ XIX, 
khi Louis Pasteur đặt nền móng cho vi sinh học thực nghiệm, công nghệ sinh học 
bước vào thòi kỳ mới dựa trên khoa học sinh học. Từ lúc đó, công nghệ lên men hiện 
đại dã được phát triên đê sản xuất các chất chuyển hóa từ vi sinh vật nhằm phục vụ 
đời sống và các ngành công nghiệp khác. Cũng trong thời kỳ này, vaccin đã được phát 
minh và đáy có the coi là sản phấm công nghệ sinh học dược đầu tiên, nhưng một 
ngành công nghiệp sinh học dược thực sự chưa được hình thành.

Sự ra đời của công nghiệp sinh học dược thực sự được đánh dâu bằng việc sản 
xuất penicillin và streptomycin nhờ công nghệ lên men vào những năm 1940. Đến 
cuối những năm 1970. công nghệ sinh học dược đă bưâc vào một giai đoạn mới với việc 
sản xuất insulin người bằng kỹ thuật tái tổ hợp di truyền. Chính việc ốp dụng mạnh 
mẽ còtig nghệ gen trong sản xuất các proteìn trị liệu đã làm cho công nghệ sinh học 
dược trở thành dộng lực chính đế đưa công nghệ này vào giai đoạn hiện đại với sự hội 
tụ của công nghệ gen và công nghệ lên men. Ngày nay, công nghệ sinh học dược vẫn 
dựa trôn nền tảng công nghệ lên men đe sản xuất ra sản phấm, nhưng việc phát triển 
cốc sản phẩm mới chủ yếu dựa vào công nghệ gen, enzym và tế  bào. Mặt khốc, các hệ 
thống sản xuất không còn là tê bào vi sinh vật nữa mà có thể là tế  bào động vật, thực 
vật, sinh vật chuyến gen và thậm chí các hệ thông phi sinh vật.

Công nghệ sinh học dược ngày nay đóng vai trò quan trọng đôi với ngành Dược. 
Trong cốc nám gần đây, thuốc công nghệ sinh học chiếm da số các thuốc mới được 
phát triển và cấp phép. Các hãng dược phẩm lớn trên thế  giới đều có bộ phận công 
nghệ sinh học rất mạnh hoặc sáp nhập với các hãng công nghệ sinh học. Công nghệ 
sinh học trong ngành Y-Dược chiếm đến 80-90% tổng doanh thu của công nghệ sinh 
học nói chung. Dược phẩm công nghệ sinh học hiện nay không còn là các sản pham 
chuyển hóa vi sinh vật mà chủ yếu là các protein tái tô hợp, acid nucleic và tế  bào.

Trong sách này, chúng tôi cô gắng khái quát các công nghệ nền tảng của công 
nghệ sinh học dược và cung cấp các thí dụ về công nghệ sản xuất của một sô' dược 
phẩm cụ thể. Sách được chia làm năm chương tương ứng với các công nghệ nền đó là: 
công nghệ lên men, công nghệ enzym, còng nghệ tế  bào, công nghệ gen và công nghệ 
miễn dịch, trong mỗi chưdng đêu có khái quát các vấn đề chung của công nghệ và ứng 
dụnịỊ sản xuất một sô’ sản phâm cụ thế.

Sách được xuất bản lần đầu do đó không tránh khỏi thiết sót, rấ t mong nhận 
dược sự đóng góp ý kiến của bạn đọc.

CÁC TÁC GIẢ
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B à i  1 

MỞ ĐẦU

MỤC TIÊU

1. Trình bày được các khái niệm về công nghệ sinh học I>à công nghệ sinh học dược. 
1 Trình bà\ được quá trình phát triển của công nghệ sinh học thế giới và Việt Nam.

3. Chi ra được các đặc điểm chính của công nghệ sinh học.

1. KHÁI N IỆM

1.1. Đ ịn h  n g h ĩa

Thuật ngữ “công nghê sin h  hoe" lần đầu tiên được nhắc đến bởi Karl Ereky, 
một kỹ sư người H ungary vào năm 1919. Lúc bấy giờ, nó nhằm  chỉ kiêu sản  xuất 
trong đó sản pham  dược tạo ra từ  nguyên liệu đầu vói sự trợ giúp của sinh vật 
sông. Ereky đã hình dung ra  một “thời đại hóa sinh” tương tự như “thời đồ đá” 
và “thòi đồ sắ t”.

Ngày nay, có nhiều định nghĩa về công nghệ sinh học, tuy nhiên định nghĩa 
công nghệ sin h  hoc là “bất kỳ công cụ nào được sử dụng đê thao tác trên  các 
sinh vật, các hệ thông sinh học hay một phần của nó đê tạo ra  sản phẩm  hay 
dịch vụ” được công nhận  rộng rãi. Từ định nghĩa này ta  có thể thấy rằng, ngay 
cả trước khi loài ngưòi hiếu được sinh học là gì họ đã sử dụng Công nghệ sinh 
học (CNSH) để sản xuất rượu và bánh mì, đã biết biến đổi các đặc tính  tự  nhiên 
của sinh vật nhằm  thu các sản phẩm có lợi. Với kinh nghiệm và các kiến thức 
tích lũy được đến nay CNSH đã có tầm  ảnh hưởng sâu rộng đến nhiều khía cạnh 
đời sống con người, mở ra  nhiều triển  vọng về nàng suấ t nông nghiệp hay điều 
trị bệnh tật, cải thiện chất lượng cuộc sông.

Với việc tích lũy kiến thức và kinh nghiệm với các kỹ th u ậ t sinh học hiện đại, 
định nghĩa CNSH được mở rộng bao gồm các ứng dụng của công nghệ tái tổ hợp di 
truvền, công nghệ nuôi cấy tê  bào trong sản xuất và dịch vụ. CNSH hiện đại và cô 
điên không khác nhau về n g u y ê n  lý nhưng khác nhau về kỹ th u ậ t được sử dụng. 
Ví dụ, việc cải thiện di truyền cồ điên và các kỹ th u ậ t di truyền phân tủ  có cùng 
mục đích nhằm cải thiện sản phẩm đê thu được nhiều lợi ích hơn, tuy nhiên, các 
cải tiến ở mức phân tử cho kết (¡uả chắc chắn hơn. Hầu hết các thuộc tính  của sản 
phàm sinh học đều được biến đối theo hướng có lợi bởi nhà sản xuất. Phương pháp
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cô điên đê biến đối một tính trạng nào đó cần nhiều thời gian và quan trọng hơn 
nó phụ thuộc nhiều vào sự tồn tại của thuộc tính đó trong tự nhiên. Ví dụ, dể cải 
thiện tính đê kháng với sâu bệnh, các nhà khoa học cần tìm  ra nguồn cung cấp 
kiểu gen đê kháng tương thích với loài cần cải tạo mới có thể lai dược. Đôi khi điều 
này gần như không thê được vì tính trạng đó không tồn tạ i trong kho dự trữ  gen 
của loài hoặc các loài lân cận. Vâi công nghệ gen, người ta  có thể đưa một gen đề 
kháng như vậy từ  một loài không tương thích vào loài cần cải thiện với kết quả tin 
cậy được mà không cần quan tâm đến sự tương thích vê bộ máy sinh sản giữa hai 
loài. Điều này cho phép mở rộng gần như vô hạn kho dự trữ  gen.

Công nghệ sinh học hiện đại được thực hiện ở mức độ phân tử, nghĩa là các 
giới hạn trước đây có liên quan đến loài đều không còn nữa. Đó là vì tấ t cả các 
loài đều chứa ADN, phân tử mang toàn bộ thông tinh di truyền với mã di truyền 
phô biến cho tấ t cả các loài. Các phân tử ADN này có thê được thao tác, xử lý, 
biến đôi bên trong hay bên ngoài tê bào, có thê di chuyên từ  tê bào này sang tê 
bào khác, vượt qua các biên giới của loài sinh học.

1.2, P h â n  loạ i  c ô n g  n g h ệ  s in h  học

T heo sự  p h á t t r ie n  c ủ a  kỹ th u ậ t  sản  x u â t, CNSH dược dược ch ia  làm  
ba thê hệ:

-  Thê hê môt: sản xuất các sản pham thực pham và nước uông lên men. Kỹ 
thuật đươc sử dụng bao gồm lên men hei vối giông tự nhiên và phần lớn là chưa 
được biết rõ, nuôi trồng và nuôi cấy mô thực vật. Giống sản xuất được cải tiến 
thông qua chọn lọc tự  nhiên hay lai tạo.

-  T h ế hệ hai: sử dụng kỹ th u ậ t nuôi cấy tê bào hay nuôi cấy mô để sản 
xuất. Sản pham của thê hệ này gồm kháng sinh, enzym, vitamin, acid amin, 
acid hữu cơ, dung môi. Kỹ th u ậ t được sử dụng bao gồm gây đột biến và chọn lọc 
chủng vi sinh vật và phương pháp lên men kín, thuần chủng, được tôi ưu hóa để 
sinh sản phẩm tôi đa.

-  T h ế  hê ba  chính là C N SH  hiên đa i. Nó bao gồm các kỹ thuậ t tá i tố hợp 
di truyền. Ưng dụng công nghiệp của nó bao gồm dược pham, nông nghiệp, hóa 
chất, y học. Các sản phẩm hiện nay đang là các protein tr ị liệu, chẩn đoán, 
vaccin th ế  hệ hai, ba, cải tạo giông nông nghiệp và xử lý môi trường.

Cẩn lưu ý rằng ngày nay tấ t cả các th ế  hệ CNSH đều sử dụng các kỹ th u ậ t 
của thế hệ ba, bất kể họ sử dụng công nghệ thế  hệ một, hai hay ba để sản xuất. 
Do đó phát triển CNSH cần đặt trọng tâm phát triển các kỹ thuật thê hệ ba để 
tạo tiền đê thúc đẩy chung.

Xét về p h ạm  vi ứ ng  d ụ n g  CNSH có th ế  được ch ia  là ba loại:
-  Công nghệ sinh học xanh (Green Biotechnology): CNSH áp dụng trong 

nông nghiệp và xử lý môi trường.
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-  Công nghệ sinh  học trắng  (White Biotechnology): sử dụng xúc tác sinh học 
và công nghệ lên men đế tạo ra  các sản phẩm công nghiệp như hóa chất hay 
enzym.

-  Công nghệ sinh học đỏ (Red Biotechnology): CNSH ứng dụng trong Y-Dược. 
Chấn đoán và điều tr ị bệnh, sả n  xuất dược phẩm.

1.3. Kỷ n g u y ê n  c ô n g  n g h ệ  s in h  h ọ c  h iệ n  đạ i

Công nghệ sinh học hiện đại với những tiềm năng ứng dụng to lớn đã thu 
h ú t sự quan tâm  của nhiều người, tuy nhiên nó cũng làm một sô người e ngại và 
thậm  chí phản đôi, H ai đặc điếm chính của CNSH là nguyên nhân  của sự e ngại 
này là tốc độ áp dụng của nó trong nhiều lĩnh vực kinh tê trong các năm  gần đây 
và cách tiếp cận đột ngột của nó vào th ị trường tiêu dùng. Có thể thấy, ví dụ, 
thời gian từ  lúc phát hiện ra  công nghệ đến lúc sản phẩm  có m ặt trên  th ị trường 
được rú t ngắn rấ t nhiều so với 50 — 100 năm  trước đây. Trước đây, một sáng chế, 
như máy truyền hình, từ  lúc phôi thai phải m ất 20 — 30 năm mới phố biến. Nhưng 
ngày nay, nhiều sản phẩm  CNSH, như thực phẩm  biến đổi gen, đã được đưa ra 
sử dụng trên  th ị trường ngay cả trước khi mọi người có được nhận  thức đầy đủ 
về nó. Sự th iếu  n hận  thức của công chúng đã tạo ra  tâm  lý sợ hãi đôi với các sản 
phẩm  của CNSH.

Có thê so sánh với thời điểm mà động cơ hơi nưốc và các dây chuyền công 
nghiệp được phát minh. Khi đó người ta  sợ hãi trưốc sự cải thiện năng suấ t mà 
các phát m inh này đem lại.

B ảng 1.1. S o  sánh thò i gian phát triển  và thương m ại hóa m ột sô công nghệ

Công nghệ Phát minh Bắt đẩu sàn xuất Thời gian phát triển

Viết máy 1888 1938 50 năm

Truyền hình 1907 1936 29 năm

Giống cây trổng biến đổi gen 1983 1994 11 năm

1.4. C ác  đ ặ c  đ iế m  c ủ a  c ô n g  n g h ệ  s in h  h ọ c

1. Là m ột kỹ th u ậ t d a  năng, ứ n g  dụng rộng rãi, và có tính  chuyển đổi qua 
lại giữa các lĩnh vực, ví dụ một kỹ th u ậ t được áp dụng cho y tê cũng có thể được 
sử dụng cho nông nghiệp.

2. Đ òi hỏi m ức dô n gh iên  cứu cao. Tỷ lệ đầu tư  cho nghiên cứu để phát 
triển một sản phẩm mói cao hơn các ngành khác 5 - 1 0  lần và chiếm đến 40 — 50% 
lợi tức. Do đó, sự liên hệ giữa các cơ sở hàn lâm với cơ sở ứng dụng sản  xuất phải 
hết site chặt chẽ.
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3. Da lĩn h  vực. Hội tụ  của nhiêu lĩnh vực khoa học công nghệ khác nhau 
như di truyền học, hóa sinh, công nghệ thông tin, cơ khí tự  động hóa,...

4. Có tín h  hơp tác cao  Đê tạo được ứng dụng công nghiệp, CNSH phải có 
được sự phôi hợp chặt chẽ và đồng bộ giữa năng lực nghiên cứu, cơ khí tự động 
hóa và sự phát triển của công nghệ sản xuất mới. c ầ n  th iế t phải phôi hợp cốc 
lĩnh vực có liên quan tạo thành  một mạng lưới chặt chẽ mới đảm bảo được đầu ra 
của công nghệ.

1.5. C ông  n g h ệ  s in h  h ọ c  Y -D ược

Công nghê sin h  hoc Y-Dươc (CNSHYD): được nhác đến như là CNSH đỏ, 
là lĩnh vực CNSH tạo ra các sản phẩm phục vụ cho việc chăm sóc và bảo vệ sức 
khóe con người. Trên thê giới CNSHYD là một mũi nhọn của CNSH và là lĩnh 
vực đang được đầu tư nghiên cứu mạnh nhất, tạo ra nhiều lợi nhuận nhất.

Các đặc điểm của CNSHYD
1. Đòi hỏi m ức độ đ ầu  tư  cho nghiên cứu cao. nhu  cầu về chăm sóc và 

bảo vệ sức khỏe là các nhu cầu hết sức cấp bách trong khi quá trình  phát triển 
sản pham lại phức tạp do đặt nặng các vấn đê về an toàn, độ chính xác, độ tin 
cậy. Do đó, đê có được sản pham cần phải đầu tư lớn về tà i chính và nhân lực cho 
nghiên cứu, mới có thế rú t ngắn thòi gian phát trien  và tạo ưu th ế  cạnh tranh.

2. Quy mô vừa và  nhỏ Do khôi lượng thành phẩm  cần có đê đáp ứng nhu 
cầu không lớn như các lĩnh vực khác như nông nghiệp hay hóa chất nên quy mô 
sản xuất của các quá trình  CNSHYD thường từ nhỏ đến trung  bình.

3. Tỷ lệ đầu  tư  nghiên cứu cao hơn sản  xuất, do quy mô sản xuất nhỏ nên 
đầu tư cho thiết bị sản xuất thường thấp; đầu tư chủ yếu tập trung cho nghiên cứu.

4. Có tin h  p h ô i hơp cao: đe có được ứng dụng, CNSHYD đòi hỏi sự hợp tác 
chặt chẽ giữa các ngành sinh học, hóa học, dược lý học, dược động học, bào chế. 
Quá trình  phát triển  một sản phẩm CNSHYD cần sự phôi hợp giữa cơ sở nghiên 
cứu với cơ sỏ Y-Dược mỏi có thê trien khai các thử  nghiệm lâm sàng và đảm bảo 
các vấn đề vê' an toàn và y dức.

Sản phẩm của CNSHYD
-  Chẩn đoán  y  hoc: các công cụ chẩn đoán dựa trên  ADN, enzym, miễn 

dịch học.
-  Dự ph òn g  bệnh', vaccin, đặc biệt là vaccin thê hệ hai (subunit vaccin) và 

thê hệ ba (ADN vaccin).
-  D iều tr ị  bênh: các công cụ và nền tảng cần cho

■+ Liệu pháp gen
+ Liệu pháp miễn dịch
+ Liệu pháp tế  bào gốc
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Dươc ph ảm

+ Dược phấm  tá i tô hợp: hormon, enzym tá i tô hợp, protein tr ị liệu.
+ Thuôc có nguồn gốc từ  sinh vật như kháng sinh, enzym, coenzym, vitamin, 

probiotic, prebiotic, steroid, các chất có hoạt tính  sinh học như taxol,...
+ Hệ thông chuyển giao thuôc: thuôc được bao trong các m àng sinh học có 

gắn các phân tử  định hướng đến nơi cần điều tr ị nhờ hệ thống th ụ  thể, do đó làm 
tăng hiệu quả sử dụng, giảm liều lượng và độc tính  của thuốc.

+ Thuốc và nguyên liệu thuốc tổng hợp bằng con đường xúc tác sinh học: 
thay thê xúc tác hóa học bằng xúc tác sinh học đê đơn giảm hóa quá trình  tông 
hợp nguyên liệu thuôc, do đó giảm giá thành, tăng khả năng cạnh tranh . Đặc 
biệt gần đây các dược phẩm  tinh  khiết quang học có tính  đặc hiệu và hiệu quả 
cao hòn trong khi độc tính  và độ an toàn cao hơn so với dạng hỗn hợp tiêu triền 
là một lĩnh vực mỏi trong Lông hợp nguyên liệu thuôc mà xúc tốc sinh học là lựa 
chọn bắt buộc.

+ Các dược liệu quý bằng con đưòng nuôi cấy mô, nuôi cấy tê  bào.

2. SỤ P H Á T  T R IỂ N  CỦA CÔNG N G H Ệ SIN H  HỌC T H Ế  G IỚ I

Từ bình minh của nhân  loại, người ta  đã sử dụng các hệ thông sông đê tạo ra 
sản phẩm, chủ yếu là lương thực, thực phẩm. Cây trồng, vật nuôi đã được lai 
tạo, vi sinh vậ t đã được sử dụng đê sản xuất thực phẩm  như rượu, bia, phô—mát 
và bánh mì, mặc dù bản chấ t và cơ chê của quá trìn h  hoàn toàn không được 
hiểu rõ.

Từ thê kỷ XIX, cùng với sự phát hiện ra  vi sinh vật, các khám  phá của 
Mendel đã đặt nền móng cho các quá trình  lên men thuần  chủng, khái niệm lên 
men vô trùng  qua các công tr ìn h  của Koch, P asteur, và L ister.

Trong T hế chiến I, CNSH đã được sử dụng để sản xuất aceton từ  tinh  bột 
dùng cho công nghiệp sơn, phục vụ cho kỹ nghệ xe hơi. Các nghiên cứu trong 
những năm  1930 nhắm  đến việc gia tăng năng suất sản  phẩm  nông nghiệp để 
cung cấp cho công nghiệp thay  vì nhập khẩu. Thê chiến II đă thúc đẩy quá trình  
sản xuất penicillin đê phục vụ quân đội. Và từ  đó CNSH hưống đến việc sản 
xuất dược phẩm  và các hóa chất công nghiệp. Khái niệm vũ khí sinh học và 
chiến tran h  sinh học cũng ra  đời trong thòi kỳ này. Bên cạnh đó CNSH trong 
nông nghiệp, thuôc trừ  sâu sinh học, chê biến thực phẩm, sản xuất năng lượng 
cũng phát triển  vượt bậc.

Nửa sau của thê kỷ XX, cùng với sự phát hiện cấu trúc ADN và sự phát triển 
của ngành Sinh học phân  tử, các công cụ thao tác gen dần dẩn được phát hiện và 
lần đầu tiên vào năm  1973 Stanley Cohen đã thành  công trong việc tạo ra  phân 
tử di truvền mới hoạt động được in vitro bằng việc sử dụng enzym giới hạn và
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ligase, mở ra kỷ nguyên CNSH hiện đại. Năm 1976, trên  cơ sỏ thành  tựu của 
Stanley Cohen, công ty Genetech (California, Mỹ) được thành  lập và đến năm 
1978 đã tạo dòng thành  công insulin người vào vi khuẩn E. coli. Năm 1982, 
insulin người tái tô hợp trong E. coll được cấp phép lưu hành  bởi FDA, mở đầu 
cho hàng loạt dược phẩm tái to hợp ra  đời.

Năm 1997, I. Wilmut công bô’ việc nhân bản vò tính  động vật và tạo cừu 
Doly, mở ra  triển  vọng nhân bản nhiều loại động vật từ  tế  bào soma. Thomson 
và cộng sự (1998) đã công bô việc phân lập được các dòng tê  bào gốc phôi 
(embryonic stem cell) từ  phôi nang (blastocyst) người. Sau 4,5 tháng các tê bào 
này vẫn giữ nguyên khả năng phát triên thành các tế  bào biêu mô, sụn, xương, 
cơ trơn, thần kinh, da. Đó là nhũng cơ sở đầu tiên của công nghệ tê bào gốc.

Ngày 26/6/2000, lần đầu tiên công bô’ kết quả giải trình  tự bộ gen người 
(Human Genome Project— HGP). Tháng 2—2001, công bô tiếp những kết quả 
phân tích chi tiết hơn và tháng 4/2003 “Giải mã bộ gen người” đã ở dạng hoàn 
chỉnh. Thành tựu to lớn này mở ra những triến vọng to lớn cho sinh học phân tử, 
di truyền học, hóa sinh học, và công nghệ sinh học.

Năm 2000, mức tiêu thụ  sản phẩm CNSH hiện đại trên  50 tỷ USD và dự 
kiến sẽ tăng nhanh trong những năm sắp đến.

Khác vối CNSH truyền thông, CNSH hiện đại sử dụng các tác nhân sinh học 
đã được cải thiện bằng kỹ th u ậ t gen đê chuyên hóa nguyên liệu thành  sản phấm 
với mục tiêu là nàng suất chất lượng và thích ứng rộng đỗi với các điêu kiện 
ngoại cảnh thay đôi. s ả n  phẩm cụ thê của CNSH hiện đại là các protein tá i tô 
hợp, các sản phẩm chuyên hóa được tách chiết, tinh chê đê sử dụng trong y tê đe 
bảo-vệ sức khỏe con người và các ngành khác.

Các công nghệ nền của CNSH hiện đại là công nghệ gen, công nghệ tê bào 
(vi sinh vật, động vật, thực vật), công nghệ lên men (ferm entation technology) và 
công nghệ enzym (enzym technology) trong đó công nghệ gen là cô’t lõi.

3. S ự  PHÁT TRIỂN CỦA CÔNG NGHỆ SINH HỌC VIỆT NAM

3.1. N h ữ n g  t iề n  đ ề  q u a n  trọn g

Ngày 1-1-1889, Viện Pasteur Paris được thành lập. Tại đây những học trò 
của Pasteur như Calmette và Guierin đã làm ra  vaccin chông lao (BCG), Emile 
Roux phát minh việc trị liệu bằng huyết thanh và tìm ra thuôc trị bệnh bạch hầu.

Năm 1891, Viện P asteur Sài Gòn, chi nhánh đầu tiên của Viện Pasteur ở 
nước ngoài đã được thành  lập và Albert Calmette là giám đôc đầu tiên. Năm ấy 
Calraette mới 27 tuôi, ông tiếp nhận một phòng thí nghiệm đơn sơ tại Viện quân 
y Grall (Bệnh viện nhi đồng II Tp HCM ngày nay). Trong vòng không đầy 3 năm
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C alm ette đã sản  xuất được vaccin đậu mùa, vaccin chông dại, men làm nếp rượu 
và bước đầu trien  khai công tr ìn h  làm huyết thanh  chông nọc rắn  hổ mang.

Năm 1893, Alexandi-e Yersin nôi nghiệp Calmette. Vào những năm  1895- 
1896, Yersin b ắ t đầu xây dựng Viện P asteur Nha T rang và trạ i chăn nuôi ngựa 
Suôi Dầu đê chê huvết thanh. Ong cũng di thực cây C anhkina làm thuốc chông 
sốt ré t và cây cao su góp phần phát trien  kinh tế. Yersin là người phát hiện ra  vi 
khuân dịch hạch và năm 1895 cùng với E. Roux đă nghiên cứu thành  công cách 
ch ế h u v ế t thanh  miễn dịch điều trị người bị bệnh dịch hạch.

Năm 1925, Viện P asteu r Hà Nội được thành  lập. Năm 1936, Viện Đà Lạt và 
các Viện P asteur Đông Dương khác được đặt dưới sự chỉ đạo của Paris.

3.2. G ia i  đ o ạ n  từ  1945 đ ế n  n ay

Năm 1949, BS. Nguyễn Văn Hương ở vùng kháng chiến đã sản xuất được 
vaccin phòng đậu mùa, tả, thương hàn.

Năm 1950, BS. Phạm  Ngọc Thạch và BS. Đặng Văn Ngữ đã nuôi cấy nâ'm 
Penicillium lây dịch nuôi cấy đê rửa vết thương cho thương binh. BS. Đặng Văn 
Ngữ trực tiếp sản xuất dịch thô penicillin ở chiến khu Việt Bắc.

Công nghiệp vaccin: công tv vaccin và chê pham  sinh học I Hà Nội và Viện 
Vaccìn và chế phẩm  sinh học Nha Trang dã sản xuất dủ lượng vaccin phòng 
bệnh hàng năm  ỏ nước ta: vaccin viêm gan B (trên 4 triệu  liều), vaccin viêm não 
N hật Bản (trên 3 triệu  liêu), vaccin tá uông (trên 400 ngàn liều), vaccin dại (150 
ngàn liều), và các loại vaccin khác như BCG (Viện P asteu r Tp HCM), vaccin 
thương hàn, ho gà và uôn ván.

Công nghiệp acid am in và lên men: công nghiệp rượu bia tiếp tục phát trien 
kể từ  khi nhà máy rượu Sài Gòn ra đời và năm 1887.

Trong những năm  của thập  niên 1960: nhập nhà máy sản xuất bột ngọt (mì 
chính) và phát triển m ạnh ở các tỉnh  phía Nam.

Từ 1996, nhiều công ty liên doanh như Ajino-moto, Vedan... đã xây dựng 
nhà m áv bột ngọt liên doanh.

Từ màm 1995 đến nay: các ứng dụng của CNSH hiện đại như chẩn đoán 
phân  tử, chuyển gen động vật và thực vật, vi sinh vật tá i tổ hợp, vaccin tá i tổ 
hợp bắt đầu nghiên cứu tại các viện, trường trong nước. Gần đây nhất là các dự 
án sản xuất vaccin bằng virus trên  tê bào thận  khỉ tiên phát của Công ty vaccin 
và sinh pham I Hà Nội. Viện công nghệ sinh học đang phôi hợp với viện vaccin 
Nha T rang nghiên cứu sản xuất vaccin H5N1 cho người bằng phương pháp nuôi 
cấy chủng NIBRG-14 giảm độc lực trên  phôi gà. Gần đây Viện P asteur TP. 
HCM đang dự định trien  khai dự án nghiên cứu quy tr ìn h  sản xuất vaccin cúm 
H5N1 d ùng cho người bang phương pháp nuôi cây virus bất hoạt trên  phôi gà và 
tè bào Vero.
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3.3. Thành tựu 30 n ăm  p hát  triển  côn g  n ghệ s inh  học ở  TP. Hồ Chi Minh

Một sô' kết quả điển hình trong việc ứng dụng và phát triển  CNSH tại TP. 
HCM trước khi có Nghị quyết 18/CP có thể được tóm tắ t  như sau:

'Trong sản xuất nông nghiệp, chú trọng các đề tài phục vụ sự phát triển của 
nông nghiệp ngoại thành  đê thỏa mãn nhu cầu thực phẩm và một phần lương 
thực cho nhân dân thành  phô’ trên cơ sở thâm  canh tăng năng suấ t và chất lượng 
sản phẩm. Đề tà i sản xuất các chất kích thích sinh trưởng thực vật bàng vi sinh 
vật đã thành  công trong việc sản xuất gibberellin ở quy mô phòng th í nghiệm và 
pilot. Đề tài nhân giống các cây trồng nông nghiệp bằng nuôi cấy mô đã thành  
công trong việc nhân giông nhiều cây trồng có giá tr ị như khoai tây, cà phê, 
chuôi, mía, cam, quýt, đu đủ, phong lan, địa lan..., góp phần đưa TP. HCM trỏ 
thành một trung  tâm  mạnh của cả nước về công nghệ nuôi cây mô thực vật, có 
khả năng chuyến giao công nghệ cho các địa phương khác. Đề tà i sản xuất rau 
sạch bưốc đầu ứng dụng bẫy pheromon, thuốc trừ  sâu vi sinh, thuôc thảo mộc... 
đê hạn chế dư lượng thuốc trừ  sâu trong rau, tạo cơ sở cho sự phát triển  của sản 
xuất rau sạch phục vụ nhu cầu nhân dân thành  phô.

Một sô đề tài đã ứng dụng thành  công vi sinh vật và enzym phục vụ lĩnh vực 
chê biến lương thực, thực phẩm: lên men bể mặt m ật r ỉ đường bằng nấm  môc để 
tạo acid citric ỏ quy mô pilot, lên men nưốc dừa bằng vi khuan đê tạo thành  dừa 
ở quy mô thương phẩm, sản xuất glucose và fructose bằng công nghệ enzym ở 
quy mô pilot, cải tiến  chất lượng về mùi và màu củ nước mắm xuất khâu...

Trong lĩnh vực bảo vệ môi trường, một sô đề tà i đã ứng dụng thành  công vi 
sinh vật trong xử ]ý rác thành  phân bón hữu cơ; phân lập và ứng dụng vi sinh 
vật trong tạo bùn hoạt tính đế xử lý nước thải công nghiệp...

Cùng với hoạt động nghiên cửu và phát triển  CNSH ở các viện, trường đại 
học, Chương trình  CNSH TP.HCM đã tạo cơ sở khá vững chắc cho việc thực hiện 
Nghị quyết 18/CP của Chính phủ về phát triển  CNSH.

4. PHÁT TRIỂN CÔNG NGHỆ SINH HỌC VIỆT NAM Đ ẾN n ă m  2020

Để đẩy mạnh việc nghiên cứu, phát triển  và ứng dụng CNSH đến năm 2020, 
Đảng đã chỉ ra phương châm, mục tiêu, nhiệm  vụ và giải pháp phát triển  CNSH 
trong thời gian tới như sau:

Phương châm
1. Trên cơ sở tiếp nhận chuyển giao công nghệ, đẩy m ạnh phát triển công 

nghệ nội sinh, đi thắng  vào công nghệ cao trong lĩnh vực CNSH nhằm  vừa khai 
thác tôi ưu, vừa bảo vệ và phát triển nguồn tài nguyên sinh vật của đất nưốc;

2. Không ngừng nâng cao tính cạnh tran h  của các sản phẩm sinh học đồng 
thời đảm bảo sự phát triên bền vững;
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3. Huy động các nguồn lực của xã hội, các thành  phần kinh tế  tham  gia phát 
triển  CNSH.

Mục tiêu
1. Góp phần đay m ạnh, nâng cao chất lượng sản phẩm , sức cạnh tran h  của 

nông sản hàng hóa, tăng  nhanh  tỷ lệ nông sản chế biến xuất khẩu; giảm nhập 
khau, tiến tới cung cấp một phẩn nguyên liệu làm thuốc chữa bệnh th iế t yếu cho 
nhân dân;

2. Xây dựng nền công nghiệp sinh học thành  một ngành kinh tế  -  kỹ thuậ t 
công nghệ cao, sản xuãt được một sô sản  phẩm chủ lực và có đóng góp xứng đáng 
cho GDP;

3. P hát triên  CNSH đạt trình  độ công nghệ tiên tiến trong khu vực;
4. Tạo ra  phong trào ứng dụng CNSH rộng khắp trong quần chúng.

Nhiệm  vụ
1. Ưng dụng rộng rải CNSH vào sản xuất và đời sông. Trong lĩnh vực nông 

lâm ngư nghiệp, CNSH phải góp phần  quan trọng trong việc tạo ra các giông cây 
trồng, vật nuôi mới có năng  suất, chất lượng và hiệu quả k inh tê cao, đóng góp 
th iế t thực vào chuyên đôi cơ cấu kinh tế; tạo ra  công nghệ chê biến nông sản 
nhằm  đa dạng hóa và nâng cao chất lượng sản phẩm xuất khẩu. Trong lĩnh vực 
Y-Dược, CNSH có nhiệm  vụ góp phần  giảm nhập khẩu, từng bước tự túc các 
nguyên liệu làm  thuôc; nhanh  chóng áp dụng CNSH hiện đại vào khám  chữa 
bệnh; tập  tru n g  nghiên cứu ứng dụng cốc công nghệ mũi nhọn đê sản  xuất 
vaccin thê hệ mối, các loại thuôc điều trị là protein tá i tô hợp, đưa các liệu pháp 
công nghệ gen, công nghệ tê bào vào điều tr ị các bệnh hiểm nghèo, các vi sinh 
vật tái tồ hợp đế sản xuất kháng sinh, vitam in và acid amin. CNSH môi trường 
tập trung nghiên cứu, p h á t triển và ứng dụng rộng rả i các công nghệ xử lý các 
chất thải rắn, lỏng, và ô nhiễm  do sự cô’ tràn  dầu.

2. Xây dựng và phát triển  công nghiệp sinh học: tiến hành  quy hoạch và đầu 
tư  phát triển nền công nghiệp sinh học trong tấ t cả các lĩnh vực Nông nghiệp, 
Thủy sản, Y—Dược; trong đó đặc biệt chú trọng phát triến  công nghiệp chê biến, 
công nghiệp nguyên liệu làm  thuốc, vaccin thê hệ mới và các ngành công nghiệp 
phụ trỢ.

3. P h át triển  tiềm lực khoa học và công nghệ của CNSH. Mở rộng quy mô và 
nârig cao chất lượng đào tạo nguồn n hân  lực, đảm bảo sau 2010 cung cấp đầy đủ 
cán bộ cho các nhu cầu nghiên cứu phát triển  công nghệ, giảng dạy, quản lý và 
sản xuất kinh doanh. Tăng cường đầu tư  và hoàn thiện m ạng lưới các phòng th í 
nghiệm CNSH, tập trung  đầu tư  dứt điểm và đưa vào sử dụng các phòng thí 
nghiệm trọng điếm; xây dựng ở ba miền Bắc, Trung, Nam các trung  tâm  mạnh 
về CNSH làm hạt nhân cho việc nghiên cứu và ứng dụng CNSH trong cả nước,
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nhanh chóng làm chủ các công nghệ nền trong lĩnh vực CNSH. Phân đấu đến 
năm  2020 đạt tr ìn h  độ tiên tiến  trong khu vực đôi với một sô lĩnh vực công nghệ 
quan trọng của CNSH. Tập trung  nghiên cứu và ứng dụng công nghệ gen tạo ra 
các biến đổi bộ gen thực vật, động vật theo hướng có lợi; chữa các bệnh di truyền; 
chú trọng nghiên cứu các đặc điếm và các thay đôi bộ gen của người và vi sinh 
vật do tác động của ô nhiễm  môi trường và chất độc hóa học. Tập trung nghiên 
cứu và ứng dụng công nghệ tê bào động và thực vật trong tạo và nhân nhanh 
giông cây trồng và vật nuôi có ưu th ế  về sản xuất, chất lượng; phát triển  và ứng 
dụng công nghệ tê bào gốc trong trị liệu. Tập trung nghiên cứu và ứng dụng 
công nghệ enzym và protein trong công nghiệp chê biến và đặc biệt trong lĩnh 
vực miễn dịch học phân tử  phục vụ sản xuất vaccin thê hệ mới và chế phẩm 
chấn đoán bệnh. Công nghệ vi sinh tập trung nghiên cứu, đánh giá và ứng dụng 
tà i nguyên vi sinh vật; tạo chủng giông cao sản bằng công nghệ cao; nghiên cứu 
hoàn thiện, phát triển  và ứng dụng các kỹ thuật lên men vi sinh vật trong sản 
xuất phục vụ phát triên  công nghiệp sinh học.

Giải pháp
Tạo sự chuyên biến m ạnh mẽ trong nhận thức của các cấp ủy Đảng, các 

ngành, các cấp và toàn xã hội về vai trò, vị tr í và tầm  quan trọng của CNSH 
trong sự nghiệp công nghiệp hóa và hiện đại hóa;

Tạo hành lang pháp lý để phát triển  CNSH và tăng cường công tác quản lý 
Nhà nưỏc trong lĩnh vực CNSH;

Xây dựng và tố chức thực hiện có hiệu quả Kê hoạch tổng thể phát triển 
CNSH, Chiến lược đào tạo nguồn nhân lực, Quy hoạch phát triển  công nghiệp 
sinh học;

Đa dạng hóa các nguồn lực và tập trung đầu tư  đê nghiên cứu, sản  xuất các 
sản phẩm  CNSH cơ bản và th iế t yếu phục vụ phát triển  kinh tê — xã hội; hình 
thành  và áp dụng những chính sách ưu đãi cao nhất cho phát triển nhanh các 
doanh nghiệp CNSH vừa và nhỏ;

Tạo lập th ị trường công nghệ cho CNSH, trong đó phải gắn kết chặt chẽ 
hoạt động khoa học và công nghệ vâi hoạt động sản xuất và kinh doanh của 
doanh nghiệp; khuyên khích và hỗ trợ cho các hoạt động chuyên giao và ứng 
dụng CNSH vào sản xuất và đời sông;

Mở rộng quan hệ hợp tác quốc tế, tranh  thủ  mọi quan hệ quốc tế  để đào tạo 
đội ngũ cán bộ đầu đàn, chuyên gia giỏi và nâng cao trình  độ nghiên cứu, phát 
triên  công nghệ trong lĩnh vực CNSH;

Đẩy m ạnh thông tin, tuyên truyền để đưa các tiến bộ công nghệ trong lĩnh 
vực CNSH đến ngưòi sử dụng.

18

https://nhathuocngocanh.com/



Tự LƯỢNG GIÁ

1. Y nghĩa của công nghệ gen đôi với sự phát trien  của CNSH.
2. CNSH thê hệ 3 có đặc điếm gì và ảnh hưởng của nó đôi vỏi sự phát trien  của 

CNSH nói chung.
3. Giải thích đặc điếm quy mô vừa và nhỏ của CNSHYD và ý nghĩa của nó đôi 

với việc phát triển  CNSH ở nước ta.
4. Sự kiện nào được xem là khởi đầu cho dược phẩm  tá i tố hợp

A. P hát hiện cấu trúc xoắn kép của ADN
B. Phát hiện penicillin
c. Insulin người tá i tố hợp trong E. coli được FDA cấp phép 
D. Công bô kết quả Dự án Bộ gen Người

5. Công nghệ sinh học xanh là công nghệ
A. Sản xuất nhiên liệu sinh học
B. Sử dụng enzym trong sản xuất thuôc
c. ứ n g  dụng trong nông nghiệp và môi trường 
D. Lai tạo giống cây trồng
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CHƯƠNG 1

CÔNG NGHÇ l€N M€N

B ài 2

KHÁI NIỆM VÀ PHƯƠNG PHÁP LẼN MEN CÔNG NGHIỆP 

MỤC TIÊU
1. Trinh bày được mục đích và sản phẩm của lên men công nghiệp.
2. Biết được cách chọn lọc và cải tạo chủng lên men.
3. Trình bày được cơ sở hình thành công thức và các thành phần của môi trường 

lên men.
4. Nêu được đặc điểm, kiểu thiết bị sử dụng, ưu nhược điểm của các kỹ thuật lên men.
5. Nêu được các yếu tố  ảnh hưởng và các yếu tô' cần kiêm soát trong quá trình 

lên men.

1. ĐẠI CƯƠNG

T huật ngữ lên men (fermentation) từ  tiếng La Tinh “fervere” có nghĩa là làm 
chín, dùng để diễn tả  hoạt động của nấm  men trong dịch chiết trá i cây hay dịch 
đường hóa ngũ cốc.

Ngày nay, người ta  hiếu lên men là tấ t cả các quá trình  biến đổi do vi sinh 
vật thực hiện trong điều kiện yếm khí hay hiếu khí. Hay nói một cách khác lên 
mert là sự tích lũy các sản phẩm trao đổi chất hũu ích cho con người trong quá 
trình  nuôi cấy vi sinh vật.

Lên men công nghiệp được hình thành  từ cuối th ế  kỷ XIX và phát triển  
mạnh từ  nửa cuôi thê kỷ XX. Hầu hết các quy trình  sản xuất của công nghệ sinh 
học, kể cả CNSH hiện đại dựa trên  công nghệ gen, đều dựa vào kỹ th u ậ t lên men 
để tạo ra  sản phẩm.

1.1. M ụ c đ íc h

Phân lặp, tuvến chọn và cải tạo giông vi sinh vật từ  các nguồn gen tự nhiên, 
chê phẩm nhập nội và lên men truyền thông bàng con đưòng lai tạo, gây đột
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biến và tái tô hợp nhằm  tạo ra  giông có hoạt tính và khả n ăng  cạnh tra n h  cao đê 
ứng dụng trong công nghiệp, nông nghiệp, y tê và bảo vệ môi trường, phát triển 
các sản phấm phân  bón vi sinh, vi sinh vật trợ sinh (probiotic), thuôc bảo vệ thực 
vật, động vật, các chê phẩm  vi sinh dùng để xử lý nước, làm  sạch môi trường, các 
protein—enzym và các sản phấm  chuyến hóa của vi sinh vật.

1.2. S ả n  p h â m  c ủ a  c ô n g  n g h ệ  lê n  m e n

1. Sinh khôi vi sinh vật: giông, men bánh mì, vaccin, p rotein  đơn bào, phân 
vi sinh, chê phẩm  diệt côn trùng, probiotic.

2. Enzym vi sinh vật: a-am ylase, ß—glucanase, am yloglucosidase, glucose 
isomerase, glucose oxidase, cellulase, hemicellulase, pectinase, invertase, protease, 
lactase, lipase, strep tokinase...

3. Sản phẩm  trao đổi chất
a. Sơ cấp: rượu, bia, acid amin, acid hữu cơ, nucleotid, một sô’ v itam in....
b .Thứ cấp: kháng sinh, lipid vi sinh vật, chất mang, các ch ấ t tăn g  trưởng, 

các chất có hoạt tính  sinh học.
4. Sản phẩm  tá i tổ hợp gen: các protein tá i tô hợp và các sản  phẩm  khác 

được tạo ra  nhờ các tế  bào vi sinh vật chuyển gen
5. Các biopolymer và biosurfactant: các Polysaccharid ngoại bào như  xanthan, 

gellan, alginat vi sinh, cellulose vi khuẩn... và các chất hoạt dộng bể m ặt (biosurfactant) 
được sản  xuất bằng công nghệ lên men.

2. CHỦNG VI SINH VẬT

2.1. K hái q u á t

Vi sinh vậ t được sử dụng rộng rã i trong các quá tr ìn h  công nghệ để tạo ra 
các sản phẩm  hoặc cung cấp các chất trung  gian đê tạo ra  sản  phẩm . Vi sinh vật 
được sử dụng nh iều  do các ưu thê như dễ nuôi cấy ồ quy mô lớn, tăng  trưởng 
nhanh, sử dụng được các cơ chất rẻ tiền (trong nhiều trường hợp là các chất phê 
thả i từ các công nghiệp khác) và khả năng cho nhiều sản phẩm  đa dạng. Bên 
cạnh đó chúng dễ dàng được biến đổi di truyền làm cho khả n ăng  cải th iện  thuộc 
tính  đế sản xuất ra  sản phẩm  mới là vô tận.

Trong các quy trình  cổ xưa, sự lên men được thực hiện bởi m ột hỗn hợp các 
vi sinh vật (một sô vẫn còn được tiếp tục đến ngày nay). Tuy nhiên , gần đây các 
nỗ lực để phân  lập và cải tạo chủng diễn ra  gần 120 năm  trước đã dẫn  đến khái 
niệm lèn men th u ầ n  chủng, và đến nay đó là xu thê chung. Các chủng lên men 
thường được phân  lập từ  môi trường tự nhiên bằng cách sàng  lọc ngẫu nhiên, 
tuy nhiên, chủng cũng có thê có được từ  các ngân hàng chủng. H ầu  hết các vi 
sinh vật này, bất kê nguồn gôc, đều trả i qua quá trình  biến đối đê cải tạo chủng
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băng đột biến hay lai tạo nhằm  tăng cưòng các đặc tính cần th iế t cho công nghệ. 
Ngày nay, kỹ th u ậ t di truyền đã được sử dụng nhiêu trong việc cải tạo chủng, 
tạo ra tiêm năng to lớn trong việc sử dụng vi sinh vật biến đồi di truyền đế tạo 
ra các sản phẩm hoàn toàn mỏi mà không thê thực hiện được vổi các vi sinh vật 
ban đầu.

Trong đa sô trường hợp, các quy định về an toàn ảnh hưởng nhiều đến việc chọn 
lựa chủng trong công nghiệp. Vẽ' mặt an toàn, vi sinh vật được chia làm bôn loại:

1. Không gây bệnh cho người, động vật và môi trường (GRAS -  Generally 
Recognized As Safe).

2. Có the gây khó chịu cho người, động vật và môi trường.
3. Gây bệnh, truyền bệnh nhưng có cách chữa trị.
4. Gây bệnh, truyền bệnh rấ t nhanh nhưng chưa có cách chữa trị.
Nói chung công nghiệp lên men thường ưu tiên  sử dụng các chủng GRAS 

(generally recognized as safe -  được coi là an toàn), đặc biệt đôi với các quá trình  
sản xuất có liên quan đến thực phẩm. Nguyên nhân là do tiến tr ìn h  xin cấp phép 
sử dụng một vi sinh vật mới trong công nghệ hết sức khó khăn  và tốn kém. Nếu 
một vi sinh vật gây bệnh hay vi sinh vật biến đối di truyền được sử dụng trong 
sản xuất, các biện pháp an toàn bố sung phải được áp dụng. Các phương tiện tồn 
trữ  đặc biệt được áp dụng đê đảm bảo là các vi sinh vật này không thoát ra khỏi 
nồi lên men.

B ảng 2.1. M ột sô ví dụ vi sinh vật G R A S

Vi khuẩn Nấm sợi

Bacillus subtilis Aspergillus niger

Lactobacillus bulgaricus Aspergillus oryzae

Lactococcus lactis Mucor javanicus

Leuconostoc oenos Pénicillium roquefortii

Nấm men

Candida utilis Kluyveromyces lactis

Kluyveromyces marxianus Saccharomyces cerevisiae

2.2. P h â n  lập  c á c  c h ủ n g  th íc h  hợp từ  m ôi trư ờ n g

Vi sinh vật sản xuất có thể được mua từ  các ngân hàng chủng, tuy nhiên, các 
chủng này tồn tại khắp nơi trong tự nhiên, do đó có thê phân lập chúng từ  nơi 
sinh cư tự nhiên đê giảm phụ thuộc vào các ngân hàng chủng và tạo ưu thê độc 
quyền vê chủng sản xuất. Các chiến lược được áp dụng đe phân lập chủng vi
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sinb Vít công nghiệp thích hợp từ  môi trường có thể được chia làm hai kiểu, “săn 
lùng” (shotgun) và có định hướng (objective). Trong kiểu “săn  lùng”, m ẫu có chứa 
vi sinh vật sông tự do, biofilm (mảng sinh học), và các kiểu sinh thá i của vi sinh 
vật khic được thu  nhận từ  thú, thực vật, đất, chất thải, nước thải, và đặc biệt tại 
các nơ có điều kiện bất thường. Các mẫu phân lập được sau  đó được sàng lọc 
theo CÍC đặc tính  mong muôn. Kiêu có định hưâng th ì việc lấy m ẫu có chủ đích 
hơn, Uường là nơi sinh cư tự  nhiên của vi sinh vật muôn phân lập. Ví dụ vi 
khuẩn sinh m ethan sẽ hiện diện trong lớp bùn trầm  tích th iếu  oxy dưới các ao, 
hồ, vi th u an  phân hủy hemoglobin có nhiều ở các lò mổ, và vi khuẩn  oxy hóa 
hydrocirbon dễ tìm  thấy tạ i các giếng dầu hay gara sửa xe hoặc khi cần tìm  vi 
s in h  Vít k h ả  n ăn g  phân  hủy  m ột ch ấ t độc nào đó, người ta  sẽ lư u  tâm  đến  các vị 
t r í  có ihiều chất độc tương ứng.

Sai khi lấy mẫu, một vấn đề quan trọng là phải quyết định sử dụng môi 
trường nào đê phàn lập và nuôi cấy chúng. Thông thường bưốc đầu tiên người ta  
sẽ kìm hãm  hoặc giết các vi sinh vật phô biên trong m ẫu và kích thích sự tăng 
trưởng của các vi sinh vật hiếm gặp. Sau đó vi sinh vậ t cần phân lập sẽ “được 
làm giiu” bằng kỹ th u ậ t nuôi cấy tăng sinh đê các vi sinh vật mong muôn biếu 
hiện C1C tính  trạng  và tăng  sô lượng trước khi phân lập và sàng lọc. Kỹ th u ậ t 
này klá đơn giản: người ta  th iế t lập các điều kiện môi trường về nguồn năng 
lượng, carbon, và nitơ; chất nhận  hydro; khí trường; nh iệ t độ; pH; ánh sáng; 
v.v..., thi đó hỗn hợp vi sinh vật được cấy vào và những vi sinh vật nào có khả 
năng tiích nghi cao nhất sẽ chiếm ưu th ế  và “được làm  giàu” so với các sinh vật 
khác, "uy nhiên, cách này chỉ áp dụng được cho các vi sinh vật có đặc tính  mong 
muôn à ưu th ế  sinh học của chúng.

M(i trường tăng  sinh lỏng nên được sử dụng nếu chủng mong muôn là chủng 
có tốc tộ phát tr iển  nhanh  nhất. Trong trường hợp này, m ẫu vi sinh  vật sẽ được 
cấy chiyển lặp lại nhiều lần để thu  được vi sinh vật mong muốn trong mẫu cấy 
cuốỉ cing. Tuy nhiên, nếu các chủng không có sự khác biệt đáng kể về thuộc tính  
tăng tưởng, phương pháp phân lập trên  môi trường rắn  nên được sử dụng: mẫu 
vi sinl vậ t được pha loãng và trả i trên  các môi trường tăng  sinh rắn . Vi sinh vật 
sẽ tăn; trưởng thành  khóm riêng biệt và được sàng lọc.

Kli có được mẫu vi sinh vật thuần  khiết trên  môi trường rắn , các biện pháp 
sàng ]ic sẽ được áp dụng trên  các m ẫu phân lập được, ơ  thòi điếm này, mức độ 
hoạt tn h  mong muôn không n h ấ t th iế t phải cao vì sau  đó chủng sẽ được cải tiến 
và chọi lọc tiếp đề làm m ạnh các đặc điếm mong muôn và loại bỏ các tính  trạng 
gây kló khăn  cho công nghệ. Ngoài ra, các đặc điếm như tín h  ôn định, độc tính 
cũng lí một yếu tô’ tham  gia chọn lọc.

ViiC phân lặp chủng lên men thuần  khiêt từ  các m ẫu lên men vi sinh vật hỗn 
hợp tn n g  các quy trình  lên men cố xưa cũng được tiến hành  theo cách tương tự.
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Việc phân lập và chọn lọc một vi sinh vật tương đôi dễ dàng, tuy nhiên nếu 
thuộc tính mong muôn thuộc vê một nhóm vi sinh vật hoạt động phôi hợp với 
nhau, ví dụ các vi sinh vật để phân hủy một phức hợp đa thành  phần, th ì vấn để 
sẽ trở nên phức tạp hơn nhiều. Nhưng vê nguyên tắc, người ta  sẽ chia quá trình  
phức thành một loạt các quá trình  con trong đó chỉ liên quan đến một vi sinh vật 
hay một enzym.

2.3. Các n g â n  h à n g  c h ủ n g

Các ngân hàng này sưu tập và lưu giữ các chủng vi sinh vật đã được phân 
lập và xác định một sô tính  chất sơ bộ, là một nguồn cung cấp chủng rấ t mạnh. 
Trên thế  giới có khoảng 500 ngân hàng khác nhau, hầu hết là nhỏ và cục bộ, 
hoặc được chuyên biệt về một nhóm vi sinh vật nào đó. Một sô’ ngân hàng chủng 
chủ yêu được liệt kê trong Bảng 2.2. cầ n  lưu ý khi sử dụng chủng từ  nguồn này 
là tuy tiêt kiệm rấ t nhiều chi phí để phân lập và sàng lọc sơ bộ từ  môi trường tự 
nhiên, nhưng các đôi thủ  công nghệ cũng biết và có thể sử dụng các chủng như 
vậy do đó ưu th ế  cạnh tranh  sẽ không còn.

B ảng 2.2. M ột sô ngân hàng chủng quan trọng đối với cô ng  nghệ

Ngân hảng Loại chủ ng  được giữ

American Type Culture Collection (ATCC), USA Tất cà

Centraalbureau voor Schimmelculture (CBS), Hà Lan Nấm men và nấm sợi

Collection Nationale de Cultures de Microorganismes (CNCM), Pháp Tất cả

Deutsche Sammlung von Mikroorganismen unđ Zellkulture (DSMZ), 
Đức

Tất cả

Các ngàn hàng chủng của Vương Quốc Anh

Culture Collection of Algae & Protozoa (CCAP) Tảo và bào tử trùng

European Collection of Animal Cell Cultures (ECACC) Tế bào động vật

CABI Nấm sợi

National Collection of Food Bacteria (NCFB) Vi khuẩn thực phẩm

National Collection o f Industrial & Marine Bacteria (NCIMB) Vi khuẩn (chung, công 
nghiệp, nước mặn)

National Collection of Pathogenic Fungi (NCPF) Nấm gây bệnh

National Collection of Plant Pathogenic Bacteria (NCPPB) Vi khuẩn gây bệnh 

thực vật

National Collection of Type Cultures (NCTC) Vi khuẩn trong y học

National Collection o f Wood Rotting Fungi (NCWRF) Nấm phân hủy gỗ

National Collection of Yeast Cultures (NCYC) Nấm men (không gây bệnh)
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2.4. c  á: c h ủ n g  c ô n g  n g h iệ p  v à  b iệ n  p h á p  c ả i  tạo

Bãít kê nguồn gốc, chủng được sử dụng trong công nghệ cần thỏa mãn một sô 
yêu cầ u :

1. Cn định cỉi truyền.
2. S in xuất hiệu quả sản phấm mong muôn, con đường sinh tông hợp sản 

phấm  đã được khảo sá t kỹ.
.3. Không cần hay ít cần bô sung vitam in và yếu tô tăng  trưởng.
4. Sừ dụng được các cơ chất phổ biến và rẻ tiền.
5. Có thế biến đổi di truyền được.

6. An toàn, không gây bệnh, và không sản xuất chất độc, trừ  khi đó chính là 
sản  phẩm.

7. Dễ dàng thu  hoạch từ  quá trình  lên men.
8. Dễ dàng phá vd tê bào nếu sản phẩm là nội bào.
9. It tạo  ra  sản  phẩm  phụ đê thuận  tiện cho việc tinh  chê sản phẩm.
Các đặc tính  khác như tính  ưa nhiệt, ưa muối cũng được quan tâm  trong lên 

men. Ngoài ra, đặc biệt đôi với tê bào phát triên  trong môi trường lỏng, chúng 
cần có khả năng  tăn g  trưởng được trong các nồi lên men hiện có, trá n h  phát sinh 
chi phí chê tạo nồi mới, đồng thòi có khả năng chịu khuấy, không sinh quá nhiều 
bọt và không có xu hướng bám vào các bề mặt.

Cải tạo ch ủ n g
Vi sinh vật hiếm  khi được sử dụng trong công nghệ dưỏi dạng hoang dại. 

Trong hầu h ế t trường hợp, các chủng đột biến được tạo ra  và chọn lọc để phù hợp 
vối yêu cầu của công nghệ sản  xuất, c ả i  tạo chủng là một phần  quan trọng sống 
còn của tiến  tr ìn h  tr iển  khai trong hầu hết công nghệ lên men. Nó giúp giảm giá 
thành  thông qua tăng  năng suấ t hoặc giảm chi phí sản  xuất. Nhiều phương 
pháp biến đổi di truyền  đã được sử dụng để thay đổi đặc điếm di truyền của 
chủng. Chiến lược nhằm  th u  được chủng có các đột biến mong muôn đòi hỏi kiến 
thức sâu về chuyển hóa và di truyền của chủng ban đầu.

Trong nh iều  trường hợp việc cải tiến được tiến  hành  thông qua các phương 
pháp tá i tổ hợp di truyền  tự nhiên, trong đó kết hợp các yếu tô’ di truyền từ  các 
bộ gen khác nhau  đế tạo th àn h  một kiểu gen mới. Một cách khác là thông qua 
đột biến. Các chủng tá i tổ hợp và đột biến được chọn lọc theo các đặc tính  thích 
hợp cho iên men công nghiệp. Ngoài ra, gần đây người ta  còn dựa vào kỹ thuật 
thao tác gen hay công nghệ gen. Công nghệ gen về lý thuyết có thế đưa một tính 
trạng  mối, thông qua gen -  ADN, vào tế  bào, vượt qua các rào cản sinh học về 
loài và nguồn gen, do đó khả năng cải tạo chủng của nó là vô tận .

Các chủng sau  khi cải tạo thường không sông được trong môi trường tự
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nhiên, do chúng bị thay đổi cơ cấu điều hòa để tạo ra  các chuyến hóa mất cân 
bằng. Ngoài ra  chúng cũng cần được duy trì trên  các môi trường chuyên biệt đề 
chọn lọc và duy trì các thuộc tính được chọn lọc.

Tái tỏ hợp tự  nhiên

ADN vi khuẩn thường ở dạng một nhiễm sắc thể đơn và các plasmid. Mỗi 
plasmid có thê mang hàng trăm  gen bổ sung và chúng có thế có hàng nghìn bản 
sao trong mỗi tế  bào. Các plasmid bố sung các thông tin  di truyền cho các tính 
trạng không có trong nhiễm sắc thể. Không như các tê bào nhàn  thật, vi khuẩn 
không sinh sản hữu tính, tuy nhiên chúng có thể trao đổi một sô thông tin di 
truyền với nhau thông qua tiếp hợp, tải nạp và biến nạp, nhờ đó ngưòi ta  có thể 
chủ động đưa thêm các tính  trạng  mới vào tế  bào vi khuẩn.

Ổ các tê  bào nhân thật, sự tái tồ hợp di truyền xảy ra  trong quá trình  sinh 
sản hữu tinh. Kiêu gen mối được tạo ra do sự trao đổi chéo giữa các nhiễm sắc 
thê bô mẹ trong quá trình giảm phân. Một sô loài nấm quan trọng trong cóng 
nghệ, bao gồm Pénicillium  và Aspergillus, không có sinh sản  hữu tính đúng 
nghĩa, tuy nhiên, chu kỳ cận hữu tính cung cấp một phương thức đế tạo ra 
chủng mỏi. Điêu này xảy ra  khi hai thê đơn bội di truyền khác nhau được nuôi 
chung và đê sợi nấm  hòa nhập với nhau tạo ra một chủng dị nhân  cấu tạo bởi hệ 
sợi chứa các nhân có nguồn gôc từ  mỗi chủng ban đầu. Việc tạo thê dị nhân ngày 
nay có thế thực hiện in vitro bằng cách hợp nhất thế nguyên sinh (protoplast). 
Ngoài ra, một sô tế  bào nhân thật, bao gồm một sô nấm  men, nấm sợi, cũng có 
plasmid nén cũng có thê dùng làm công cụ thao tác di truyền.

Gây dộ t biên
Gây đột biến liên tiếp xen kẽ với chọn lọc có định hướng và sàng lọc các chủng 

sống sót là một công cụ cải tạo chủng hiệu quả. Các đột biến có thế tự nhiên hay 
cảm ứng, nhưng chúng đêu có thế xem là hậu quả của các quá trình tự nhiên 
nên thường ít gặp vấn đề với các quy định cấp phép hơn các chủng được tá i tô 
hợp bằng kỹ th u ậ t thao tác gen.

Các phương pháp gây đột biến nói chung có ứng dụng giới hạn vì chúng chủ 
yếu đạt được kết quả do làm rối loạn cơ chê kiểm soát. Cốc phương pháp truyền 
thông này đã được áp dụng thành  công đê loại màu vàng của penicillin 
(chrysogenin), một sác tô vàng sản sinh bởi chủng Pénicillium chrysogenum. 
Việc gây đột biến này cũng đã làm tăng hiệu suất penicillin. Các ví dụ khác về 
đột biến làm yếu quá trình  kiêm soát để tạo chủng năng suấ t cao hơn được thấy 
ở một sô vi sinh vật dùng đê sản xuất acid amin.

Gần đây, các phương pháp mối được phát triến làm tăng  khả năng đột biên 
chung và tăng tần  suất đột biến của một gen cụ thể nhằm  thu được kiếu đột biên 
mong muôn với tần  suất cao nhất. Kỹ thuậ t gây đột biến định hướng này đòi hòi 
các kiến thức nhất định về các gen điều khiến của gen đích và bản đồ gen của vi
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sinh  vật. Hơn nữa, gây đột biến in vitro hiện nay được sử dụng phôi họp với thao 
tác di truyền đê làm  biến đổi các gen hay một phần của gen đã được tạo dòng.
Đột biến ngẫu nhiên

Trong một quần  thê vi sinh vật các đột biến diễn ra  một cách tự nhiên không 
cần có sự can th iệp  do các sai sót trong quá trình  sao chép vật liệu di truyền. Đột 
biến tự  nhiên xảy ra  với tần  suâ t rấ t  thấp, ví dụ ở hầu hết vi khuẩn  tần  su ấ t này 
xấp xí 10” ' cho một gen qua mỗi thê hệ. Xác suấ t xảy ra  một đột biến trên  một 
gen (thay đổi một nucleotid) vào khoảng 1er5, và cho một cặp nucleotid là 10 *. 
Tần su ấ t của các đột biên ngược (đột biến về dạng hoang dại) cũng tương tự, do 
đó nếu không có áp lực chọn lọc th ì sự thay đối kiêu gen và kiểu h ình do đột biến 
ngẫu nhiên  trong tự  nhiên  rấ t thấp. Ngay cả khi có áp lực chọn lọc đe giữ lại các 
kiêu hình có ưu thê  th ì đột biến ngẫu nhiên cũng khó có ứng dụng trong việc cải 
tạo chủng vì tần  su ấ t đầu vào quá thấp.

Đột biến nhăn  tạo  — cảm ứng

T ần suấ t đột biến có thể được tăng  lên đáng kể nếu xử lý tế  bào vói các tác 
nhân gây đột biến hóa học, vật lý hay sinh học. Có thê chia đột biến làm ba loại: 
(1) thay thê cặp base ví dụ AT bằng GC; (2) chèn hoặc m ất cặp base; (3) chèn 
hoặc m ất hoặc thay  đối vị tr í của một đoạn ADN trong nhiễm  sắc thế. Các đột 
biến loại 1, còn gọi là đột biến điếm, rấ t dễ nghịch đảo về dạng ban đầu.

N hiều phương pháp được sử dụng để cảm ứng đột biến:

1. Sử dụng base tương đồng. Các base này đủ giông với các base tự  nhiên, do 
đó bị đưa vào tr ìn h  tự  ADN trong quá trìn h  sao chép. Chúng vẫn có chức năng 
bình thường, tuy  nh iên  có xu hưổng bắt cặp nhầm  khi sao chép lần hai và do đó 
gây ra  các đột b iến  điểm.

2. Thay đối về hóa học của các base. Một sô tác nhân  gây đột biến ảnh hưởng 
đến câu trúc hóa học của base và do đó gây sai sót khi sao chép. Ví dụ, xử lý tê bào 
với n itr it (H N 02) gây khử am in của adenin, guanin, cytosin và gây bắt cặp sai. 
Các tác nhân alkyl hóa như ethyl hay methyl m ethanesulfonat, ethyleneimin, 
nitrogen m ustard, và N -m ethy l-N -n itro -N ’-nitrosoguanidin  (MNG), là các chất 
gây đột biến m ạnh nhất. Thuốc nhuộm Acridine (proflavin) hoạt động bằng cách 
chèn vào giữa các sợi ADN và gây chèn hay m ất một cặp base.

3. Chiếu xạ. Chiếu xạ u v  ảnh hưởng đến các base pyrim idin và gây sai sót 
trong sao chép.

4. Gây đột biến bằng transposon. Thông qua tiếp hợp, các plasm id mang 
transposon (yêu tô Tn) có thê được đưa vào tê bào cần gây đột biến. Transposon 
có thê chuyên vị đến các vị tr í khác trên  nhiễm  sac the hay plasm id và làm  gián 
đoạn các gen tạ i đó dẫn đến đột biến.
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G ảy  độ t b iến:
uv . UNO:....

R ử a v à  phân  tán  ở  
m ật đọ  107/m l

T hèm  100 u /m l 
p en ic illin

N uôi cấy  5 h tro n g  
m ôi trư ờ n g  hoàn  

ch ỉn h

Ú 5 h tro n g  m ôi 
trư ờ n g  g lu co se  

k h ô n g  ch ử a  n ỉtơ

N uô i cấ y  2 -2 0  b

Loại bỏ p en ic illin  
P ha loãn g  đen  50- 
100  tế  b ào /hộp

Hình 2.1. Phương pháp làm giàu thê khuyét dương bằng pemcillin

Các loại th ể  đột biến và nguyên tắc chọn lọc
Đột biến ngẫu nhiên hay cảm ứng nói chung đều là các sự kiện hiếm xảy ra 

đôi với tê bào và sô thể  đột biến thu được từ một quần thế thường nhỏ. Thông 
thường người ta  phải khảo sát hàng nghìn đĩa thạch vói hàng triệu khóm (dòng 
tê bào) đê tìm ra  một thế đột biến mong muôn nếu không có biện pháp chọn lọc 
thích hợp đế làm tăng sô’ lượng của thể đột biến mong muốn trong dân sô”. Do đó 
việc sàng lọc thê đột biến đóng vai trò quan trọng trong việc thu  được thuộc tính 
mong muốn. Việc tăng  sinh thể đột biến có thể đạt được bằng cách tiêu diệt các 
tê bào ban đầu hay nuôi cấy trong các điều kiện mà thê đột biến có ưu th ế  tăng 
trưởng. Có nhiều phương pháp để tăng sinh thế đột biến. Trên thực tê việc th iết 
kê chiến lược sàng lọc thê đột biến là một trong những nghệ th u ậ t phức tạp và 
đòi hỏi cao nhất đôi với các nhà vi sinh vật học, mỗi loại thể đột biến cần một 
biện pháp đột biến riêng.

Việc nhận  diện thê đột biến là một vấn đê khác. Nếu thê đột biến có kiếu 
hình rõ ràng, ví dụ có m àu hay kháng lại một chất ức chế nào đó th ì vấn đề rấ t 
đơn giản, chúng có thế dễ dàng nhận  diện giữa các khóm vi khuấn  nguyên 
thủy. Một sô thê đột biến có thể được phát hiện sau khi thêm  các thuốc thử, ví 
dụ thêm dung dịch Lugol đế phát hiện các thể đột biến thủy  phân tinh  bột đã 
được cấy trên  thạch tinh  bột. Việc phát hiện các thế đột biên khuyết dưỡng 
bằng cách so sánh sự tăng  trưởng của cùng dân sô’ trên  hai môi trường khác 
nhau. Tuv nhiên, việc phát hiện nhiều thê đột biến cần một chiên lược tố t và 
nhiều công sức.
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C ác th ể  k h u y ế t dư ỡ ng . Nếu thế đột biến m ất khả năng tổng hợp một chất 
nào đó thì nó chỉ p h á t triến  trên  môi trưòng có sẵn chất đó. Ví dụ thế khuyết 
dưỡng đôi vối leucin (leu-) có thề được nhận  ra  bằng cách so sánh hai môi 
trường, một chứa và một không chứa leucin. Khi đó các tê bào nguyên dưỡng mẹ 
(leu+) sẽ mọc trên  cả hai, trong khi thể khuyết dưỡng chỉ mọc trên  môi trường 
chứa leucin.

Việc tăng sinh th ể  khuyết dưỡng có thể thực hiện bằng cách sử dụng các tác 
nhấn tiêu diệt các tê bào đang tăng trưởng, ví dụ penicillin, khi đó các tê bào 
nguyên thủy đang tàng  trưởng m ạnh sẽ bị chết và các tê  bào đột biến sẽ không 
bị ánh hưởng vì nó không tâng trưởng được trên  môi trường tôi thiểu. Hậu quả 
là khi loại bỏ yếu tô' chọn lọc, penicillin, th ì tỷ lệ thể đột biến và thể nguyên 
dưỡng sẽ tăng lên 10'1 đến 10° lần (hình 2.1). Một phương pháp khác sử dụng 
nguyên tắc "tống hợp gây chết”: tế  bào nguyên dưỡng tăng  trưởng được sẽ tống 
hợp các chất chuyến hóa độc đôi vổi nó ví dụ phosphat có phóng xạ hay các chất 
kháng chuyên hóa và sẽ bị chết, trong khi thể khuyết dưỡng không tăng  trưởng 
được sẽ sông sót.

Đ ột biến diều hòa . Vài thể đột biến có khả năng tạo enzym sinh tổng hợp 
hằng định, trong khi ỏ tê  bào nguyên thủy  sự tạo enzym này phụ thuộc các điều 
kiện chuyên hóa. Các tê  bào này có thể được phát hiện trực tiếp từ  môi trường 
thạch. Ví dụ, nếu một chấ t kháng chuyển hóa được thêm  vào môi trường thạch, 
các tê bào nguyên thủy  sẽ tích hợp chúng vào chuỗi peptid  và do đó ngừng tăng 
trưởng. Tuy nhiên, thê đột biến do enzym hoạt động liên tục nên có sự sản xuất 
vượt mức chất chuyển hóa bình thường nên không sử dụng chất kháng  chuyển 
hóa trong chuỗi peptid và do đó vẫn tăng trưởng được. Đôi khi cơ chê điều hòa 
của thể đột biến bị tổn thương dẫn đến sự tiế t chất chuyển hóa vào môi trường 
và kích thích sự tăng  trưỏng thứ  cấp của tê  bào nguyên thủy, điều này có thể 
quan sá t được trên  thạch  do sự hiện diện của các khóm vệ tin h  bao quanh  khóm 
đột biến.

Hình 2.2. Sự phát triển khóm vệ tinh: thè đột biến kháng vdi chất kháng chuyển hóa
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10!’ tô bào được trả i trên  hộp thạch chứa chất kháng chuyến hóa, sau khi ủ 
có 8 khóm mọc lên là các khóm của thê đột biến. Hai khóm có sự phát triển kiểu 
vệ tinh chứng tỏ sự đê kháng của khóm đột biến ở trung  tâm  là do sự sản xuất 
quá mức và bài xuất của chất chuyển hóa bình thường.

Hoat dông của ch á t kháng chuyên hóa. Chất chuyên hóa và kháng chuyên 
hóa có cấu trúc tương tự nhau, nhưng chất kháng chuyển hóa không có chức 
năng sinh học, th í dụ methionin và ethionin chỉ khác nhau vị trí của s  trong cấu 
trúc phân tử:

Cl I3 - s - CI I2 - CH2 - CH - COOH 
I 
n h 2

M e th io n in

CHj - CH2 - s - CH2 - CH - COOH 
I 

n h 2
E th ion in

Do giông nhau, các chất kháng chuyển hóa được tham  gia quá trinh  trao đổi 
chất, nhưng không làm được đầy đủ chức năng của chất trao đối thực, nên chất 
giả này thường gây tác dụng ức chê và làm chết tê bào.

Có nhiêu nguyên nhân gây ra ức chê :
-  Một chất tương đồng vối acid amin được tham  gia vào cấu trúc một protein

enzym làm cho enzym bất hoạt.
-  Chất tương đồng cạnh tranh  với chất trao  đôi về trung  tâm  hoạt động của 

enzym và do vậy ngăn cản sự chuyên hóa của chất trao đổi.
-  Các chất tương đồng xuất hiện ở sản phẩm  cuối cùng của một chuỗi tổng

hợp, do kết hợp với enzym dị lập thể và làm giảm hoạt tín h  của nó hay do phản 
ứng vối các chất ức chế mà làm giảm sự tống hợp của các enzym. Do vậy, sự tống 
hợp chất trao đổi th ậ t bị ngăn cản và sinh sản  của tế  bào bị ức chế.

Bảng 2.3. Q u y  trình  chọn lọc và nhận b iết m ột s ố  thê’ đột biến 

Loại thê đột biên Quy trình chọn lọc hoặc tăng sinh Nhận biết thể đột bién

Kháng chất ức chế, 
kháng sinh, chất độc 
hay thực khuẩn

Khuyết dưỡng cần 
chất tăng trưởng 
(vitamin, acid amin, 
hay các chất chuyển 
hóa kháng)

Trải khoảng 10” tế bào trên thạch 
dinh dưỡng chứa chất ức chế

Kỹ thuật sử dụng penicillin hay chất 
tương đổng (kháng chuyển hóa): 
nuôi cấy tế bào trên môi trường thiếu 
chất tăng trưỏng nhưng chứa penicillin 
hay các chất khác chi tiêu diệt tế 
bào đang tăng trưỏng, thể khuyết 
dưỡng không mọc trên môi trường tối 
thiểu nên sống sót

Chỉ các thể đột biến kháng 
chất ức chế mới mọc được

Kỹ thuật cấy nhân bản trẽn hai 
môi trường hoàn chinh và tối 
thiểu, thể đột biến chí mọc trẽn 
môi trường hoàn chỉnh
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Loại thể  dộ t b iên  Q uy tr in h  chọ n  lọc  hoặc tăng s inh  Nhận b iế t thể  độ t biến

Mất khả nâng sử 
dụng cơ chất đặc thù

Nhạy nhiệt

Mất ức chế hoặc sản 
xuất liên tục enzym 
dị hóa

Mất ức chế hoặc sản 
xuất liên tục enzym 
đổng hóa

Kỹ thuật sử dụng penicillin và/hay ly 
trích các khóm được định vị: huyền 
dịch tế  bào được trải trên thạch dinh 
dưỡng chứa cơ chất sử dụng được 
bời dạng hoang dạĩ ờ nống độ bình 
thường (0,5 vol% ), và cơ chất sử 
dụng bởi thể đột biến ỏ nồng độ rất 
thấp (0,005 vor/o). Các khóm được 
định vị và chuyển qua hộp mới.

Kỹ thuật sử dụng penicillin để diệt tế 
bào hoang dại tăng trưởng ở nhiệt độ 
cao.

1) nuôi cấy liên tục với cơ chất là yếu 
tố  giới hạn tăng trưởng; 2) cho tăng 
trưởng luân phiên trên hai cơ chất 
khác nhau; 3) tăng trưởng khi có sự 
hiện diện của chất ức chế cảm ứng 
(kháng cảm ứng).

Tăng trưởng với sự hiện diện của 
chất kháng chuyển hóa ức chẻ' sự 
tăng trưởng của tế bào hoang dại. 
Trong số các tế bào kháng lại được 
có các thể đột biến không bị ức chế 
đối với sản phẩm cuối.

So sánh khóm trên các hộp 
thạch chứa cơ chất khác nhau; 
thể đột biến không thể phát 
triển trên cơ chất bình thường, 
sẽ cần cơ chất đột biến do đó 
sẽ bị nhận diện. Thể đột biến 
có tiết có thể được nhặn diện 
bằng cách nhuộm hay dùng 
chỉ thị.

So sánh khóm trên hộp thạch 
ủ ở các nhiệt độ khác nhau. 
Chi thu nhận các khóm mọc ở 
25°c nhưng không mọc ở 
37°c.
Nếu huyển dịch tế bào được 
trải trèn thạch dinh dưỡng 
chứa cơ chất không cảm ứng 
và sau thời gian ủ phun dung 
dịch chứa cơ chất sử dụng 
được + chỉ thị + chất ức chế 
tổng hợp protein enzym, chĩ có 
thể đột biến sản xuất liên tục 
mới có thể phân hủy cơ chất 
ngay lặp tức và biến đổi chĩ 
thị.

Chỉ có các thể đột biến tăng 
trưởng điíạc, và có thể được 
bao quanh bởi các khóm vệ 
tinh của dạng hoang dại.

C ác p h ư ơ n g  p h á p  ch ọ n  lọc k h á c . Nhiều phương pháp khác có thê được 
dùng để tách tế  bào đột biến ra  khỏi tế  bào nhân  nguyên thủy. Do một số tế  bào 
đột biến tổng hợp liên tục sẽ có tỷ trọng khác với tế  bào nhân  nguyên thủy (do 
khác nhau về hàm  lượng sản phẩm ) nên có thể ủ tế  bào trong điều kiện chỉ kích 
thích sự tổng hợp ở một trong hai loại tế  bào và sau đó ly tâm  trong thang  nồng 
độ đưòng saccharose. Một sô' phương pháp dựa vào đáp ứng khác nhau  của tế  
bào đôi với các kích th ích  ngoại cảnh ví dụ sự di chuyên theo ánh sáng (quang 
ứng động), theo nồng độ chất dinh dưỡng (hóa ứng động), hay nồng độ oxy (khí 
ứng động), có thể được sử dụng để chọn lọc các thể đột biến có liên quan. Sự hấp
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phụ lên bề m ặt các hạt (glycogen hay tinh  bột, giọt dầu hay hạ t lignocellulose) 
và sau đó tách ra  bằng ly tâm  phân đoạn có thể  được áp dụng đôi với các đột 
biên làm thay đôi cấu trúc bề mặt tê bào. Hoặc một kỹ th u ậ t gọi là “tự sát”, 
trong đó sử dụng một chất được chuyển hóa bởi dạng hoang dại thành  chất độc 
và do đó giết chết chúng. Ví dụ như các chất monoíluoroacetat, bromopyruvat, 
hay chlorat, được chuyển thành  fluorocitrat, brom olactat, hay chlorin có độc 
tính. The đột biến bị m ất khả năng này nên sông sót. Phương pháp này được áp 
dụng đế chọn lọc các đột biên mất n itra te  reductase (chlorat, perchlorat), hay 
các thê đột biên lên men không sinh acid (bromide, bromate).

Nhờ các phương pháp chọn lọc định hướng các thể  đột biến ngày càng được 
cải tiên và thích hợp, người ta đã chọn ra  nhiều chủng có năng suất lên men cao 
dùng trong sản xuất enzym, acid amin, vitam in, các chất kháng sinh... Một 
huyền dịch tế  bào chứa 10 -  15 g/1 chất khô cần khoảng 200 -  300 rag một acid 
amin nhất định đế tổng hợp protein. Trong thực tê ngày nay người ta  đã tạo ra 
các chủng siêu tông hợp tới 80 g/1 acid glutam ic và 60 g/1 lysin hoặc cao hơn. 
Như vậy, các chủng này đã sản xuất thừ a ra  so với yêu cầu bản thân  200 -  300 
lần. Đôi với riboflavin nhu cầu là 0,5 mg (20 — 50 ìg/g chất khô) mà năng suất 
lên men đạt 5 g/1 tức là tăng 10.000 lần.

Lai gh ép  tê bào trầ n  và biên  n ap gen
Trong các năm  gần đây nhiều công trình  tạo giông vi sinh vật công nghiệp 

bằng đột biến từ  tê bào trần  đã cho kết quả khả quan. Các phương pháp lai ghép 
tế  bào trần  và biến nạp gen (tái tồ hợp ADN) ở các tế  bào vi sinh vật đã giúp cho 
việc tạo giông vi sinh vật công nghiệp. Nhiều chủng mới có hoạt tính  cao, có khả 
năng sinh tổng hợp các chẫt liệu quý mà trước đây chỉ có thê sinh ra  ỏ cơ thê 
động vật hoặc thực vật th ì nay các gen điều khiển tổng hợp chất đó đã được ghép 
vào tế  bào vi khuẩn. Công việc sau đó là  tổ chửc một quá trình  lên men và dưa 
vào sản xuất công nghiệp như các sản  phẩm  truyền thống khác. Như vậy, công 
nghệ gen cho phép bỏ qua việc cải tạo chủng nguyên thủy để phù hợp vối công 
nghệ lên men, vì chủng ban đầu chỉ là  nguồn cung cấp gen trong khi chủng sản 
xuất (nhận gen) là một chủng đã được tối ưu hóa vê' m ặt kỹ th u ậ t lên men.

Thào tác  d i tru yên  trên  vi s in h  L¡át
Trong hơn 20 năm  qua sự phát triển  của kỹ th u ậ t tá i tổ hợp ADN và các 

phương pháp dung hợp tế  bào, như tạo thể lai để sản xuất kháng thể  đơn dòng, 
đã ảnh hưởng m ạnh đến công nghệ sinh học. Khác vối tá i tổ  hợp tự  nhiên, kỹ 
thuậ t tá i tổ  hợp ADN mở ra  khả năng vô tận  để tạo ra  gen mới. Các phương 
pháp này cũng có tính  chuyên biệt cao và được kiểm soát tốt. Kỹ th u ậ t này cho 
phép một trình  tự ADN nào đó được chuyển từ  sinh vật này sang sinh vật khác 
và cho phép thao tác trên  nó để cải tiến, ví dụ như làm tăng hiệu suấ t sản phẩm 
bằng cách loại bỏ các điểm th ắ t cổ chai trong con đường chuyển hóa hay khuếch
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đại hay biến đối các bước nào đó trong quá trìn h  chuyển hóa hoặc thay  đổi codon 
mã hóa của chuỗi peptid.

Nhìn chung, kỹ th u ậ t thao tác di truyền cho phép đưa một đặc tín h  hoàn 
toàn mới vào vi sinh vật. Vi sinh vật thường được biến đổi để tăng  tổng hợp hay 
tiế t ra một sô enzym có thê dẫn đến việc sản sinh một chất mới hay cho phép sử 
dụng các cơ chất rẻ tiền hởn. Vì không có giới hạn về nguồn gốc của gen mà vi 
sinh vật biêu hiện, nên có thê biêu hiện gen của thực vật hay động vật trong vi 
sinh vật. Các sản phẩm  thực sự đã được sản xuất th àn h  công như hormon tăng 
trưởng người, insulin, các interferon. Tuy nhiên, các phương pháp này không 
hoàn toàn thay th ế  các phương pháp gây đột biến truyền thống mà chúng bổ 
sung cho nhau trong chiến lược cải tạo chủng công nghệ.

Các sản pham như interferon, insulin , các kháng thê đơn dòng v.v... đã được 
sản xuất theo công nghệ lên men. Cùng cần lưu ý rằng  việc dùng các chủng vi 
sinh vật đã được biến đôi di truyền  phải hết sức thận  trọng, vì nếu đế chúng 
thoát ra ngoài th ì việc kiếm soát chúng rấ t  khó khăn và hậu quả khó lường trước 
được. Vì vậy, ở các nước phát triển  có các quy định ngặt nghèo với việc cấp phép 
sử dụng các chủng tá i tố hợp dùng cho công nghiệp.

Chiến lược thao tác di truyền trên vi khuân
Kỹ th u ậ t di truyền liên quan đến việc thao tác trên  ADN bên ngoài tê bào, 

do vậy cần th iế t phải tách và tin h  chê gen đích từ  bộ gen tế  bào cho. T rình tự 
ADN phân  lập được có thể bị biến đối và cơ chê điều khiển sự biêu hiện của nó có 
thể bị thay đổi trước khi được đưa vào tế  bào chủ mâi nhờ các vector.

Ngày nay với kỹ th u ậ t PCR người ta  có thể khuếch đại trực tiếp gen đích (đã 
biết trước trìn h  tự hoặc ít n h ấ t là tr ìn h  tự  ở hai đầu để th iế t kế đoạn mồi) từ  bộ 
gen tế  bào cho rồi tạo dòng vào tê  bào nhận  mới. Bên cạnh đó, ngày càng có 
nhiều sinh vật được giải tr ìn h  tự  bộ gen và công bố trong các ngân hàng gen, nên 
việc tìm  trìn h  tự của gen đích để tiến hành  các thao tác di truyền càng trở nên 
dễ dàng hơn bao giờ hết.

Khi đã tìm  được gen đích và tr ìn h  tự  của nó, các biến đổi di truyền  cần 
th iế t sẽ được thực hiện, như đột biến, thay  đổi cách điều hòa, ... và gen bị biến 
đổi sẽ được đưa trở lại tế  bào ban đầu hay tế  bào mới để sử dụng đặc điếm mới 
của gen này.

Các giới hạn của tê bào chủ nhân nguyên thủy
Kỹ th u ậ t thao tác di truyền về lý thuyết như trìn h  bày ở trên  tương đối đơn 

giản tuy nhiên, trên  thực tê vấn đề phức tạp  hơn nhiều. Nêu E. coli được sử 
dụng làm tế  bào chủ để biểu hiện gen không phải của nó, gen có thê không biêu 
hiện được. Vấn để được khắc phục bằng cách tạo dòng gen đích kèm theo hệ 
thống điều khiển mà tế  bào đích có thể nhận  diện được. Hơn nữa để thu  đựợc
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nhiêu sản phấm, vector phải có nhiêu bản sao và ôn định trong tê  bào đích. 
Ngoài ra, gen đích cần được đặt dưới sự điêu khiến của một promoter m ạnh. Khi 
tê bào đích biêu hiện một sô gen lạ hoặc gen của chính nó nhưng với mức độ cao, 
protein thu  được có thê gây độc cho tê bào đích làm nó bị chết trong quá trình  
biểu hiện. Để khắc phục, một cơ chê kiểm soát sự biểu hiện có thê tắ t  mở, bằng 
chất cảm ứng chẳng hạn, đế tê bào chỉ biểu hiện gen đích khi các đạt được điều 
kiện nuôi cấy nhất định.

Nói chung, các vi khuan Gram âm có thế biếu hiện các gen từ  vi khuân 
Gram dương, tuy nhiên, ngược lại th ì không phải lúc nào cũng thành  công. Vấn 
đẽ đặc biệt khó khăn khi biểu hiện một gen của tê bào nhân th ậ t ở vi khuẩn do 
sự khác nhau về bộ máy và cách thức phiên mã cũng như dịch mã. Ví dụ gen của 
tê bào nhân th ậ t chửa các vùng không mã hóa, intron, được loại bỏ trong quá 
trình  trưởng thành  của mRNA. Vấn đê' này có the giải quyết bằng cách dùng 
enzvm sao chép ngược (reverse transcriptase) đê tổng hợp ADN từ  mRNA. Một 
vấn đê nữa là một sô protein của tê bào nhân th ậ t cần được biến đôi sau dịch mã 
để có hoạt tính, mà bộ máy này không hiện diện ở tê  bào nhân nguyên thủy, vấn 
đề này chỉ có thê giải quyết bằng cách dùng tế  bào đích nhân th ậ t đế biểu hiện.

Protein tiế t là dạng có nhiều thuận  lợi đôi với sản xuất vì nó làm giảm các 
chi phí đê thu tách sản pham. Tuy nhiên, ở vi khuan Gram âm các protein này 
thường không tiế t thắng vào môi trường mà nằm lại trong màng ngoài, do vậy 
nếu muốn protein được tiết vào môi trường cần phải biểu hiện ở dạng tê bào 
không có thành  tê bào, L-form.

Ngoài ra còn có các vấn đê' khác như sản pham gen không ôn định dẫn đến 
bị phân hủy bởi protease, protein không gập đúng nên không có hoạt tính.

Tê bào chủ nhân thật
Các tế  bào chủ này có ưu th ế  là chúng có cơ chế biến đổi sau dịch mã đế làm 

cho sản phẩm gen có được hoạt tính  cần thiết. Saccharomyces cereuisiae là tê 
bào chủ hay dùng, vì nó có bộ máy di truyền được biết rõ, không gây hại và người 
ta  có kinh nghiệm sử dụng nó trong công nghiệp lên men hàng trăm  năm  nay. 
Tuy nhiên, năng suấ t sản phẩm tương đối thấp, 1-5% tổng protein và một số 
protein bị giữ lại trong khoảng chu chất (periplasm). Các tê bào nhân th ậ t khác 
có thể tốt hơn, đặc biệt là các methylotroph, Pichia angusta và Pichia pastoris. 
Các tế  bào chủ này có promoter cảm ứng mạnh hơn và có khả năng biến đổi sau 
phiên mã khá giống tê bào người.

Tính ôn định của chủng
Một yếu tô" quan trọng trong cải tạo chủng là tính  ổn định của nó. Nghĩa là 

các chủng ổn định để có thể nuôi cấy, bảo quản, lưu, và không bị m ất các đặc 
điếm đã được chọn lọc. Các chủng có mang plasmid cần được giữ với kháng sinh
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thích hợp để đảm bảo sự ổn định của plasmid. Sự không ổn định của plasm id có 
thê do sự tá i sắp xêp của plasm id, bất ổn định cấu trúc, hay bị m ất plasm id, tính 
ổn đ ịnh phân ly. Các vấn đề này có thể giải quyết bằng cách th iế t k ế  các plasm id 
có chứa các gen cần th iế t đê ôn định plasmid nói chung và ổn định plasm id đã 
nhận gen ngoại lai, plasm id tá i tổ hợp. Vấn đề ổn định phân  ly có thể  giải quyết 
bằng cách đưa thêm  các yếu tô th iế t yếu cho sự sông sót của chủng vào plasmid, 
khi đó tẻ bào sẽ chết nếu bị m ất plasmid. Ví dụ chúng chứa các gen gây chết ở 
nhiễm sắc thê và các gen ức chê ở plasmid, tê  bào sẽ biểu hiện gen ức chê đế 
ngăn sự biểu hiện gen gây chết nếu chúng còn mang plasm id. Tuy nhiên, để đảm 
bảo sự ổn định tố t n h ấ t vẫn là đưa gen đích tích hợp vào nhiễm  sắc thể.

2.5. B ả o  q u ả n  g iố n g  v i  s in h  v ậ t

Việc cải tạo th à n h  công chủng mới sẽ không có ý nghĩa nếu chủng không 
được bảo quản đê có thế  sống sót và ổn định các tín h  trạn g  th u  được. Do đó việc 
bảo quản chủng là một việc có ý nghĩa quan trọng trong vi sinh nói chung và vi 
sinh công nghệ nói riêng. Không có phương pháp hoàn hảo và phổ quát nào để 
bảo quản  tấ t  cả các loại vi sinh vật, ngay cả các chủng của cùng một loài cũng 
có thế đáp ứng khác nhau  đôi với một phương pháp bảo quản  nào đó. Thông 
thường các phương pháp sau đây được sử dụng trong việc bảo quản các chủng 
vi sinh vật:

Cây chuyền . Bảo quản các lọ hay ông môi trường đã được cấy chủng và 
định kỳ cấy chuyên sang môi trường mối. Cách này tuy  đơn giản nhưng mất 
nhiều công lao động khi phải bảo quản một sô” lượng chủng lốn, đồng thời do quá 
tr ìn h  trao  đổi chất vẫn tiếp diễn, chủng có nguy cơ thay  đổi các thuộc tính  di 
truyền. Ông môi trường giữ chủng có thể được phủ dầu khoáng để trán h  bay hơi 
mióc và ngăn  cản oxy.

Làm khô. Nấm men, các nấm  khác, và một sô vi khuẩn  có th ể  được bảo 
quẩn bằng cách trộn  tê  bào với các giá mang (đất, cát, kieselguhr, đĩa giấy, đĩa 
gelatin) và làm  khô ở nh iệ t độ phòng.

Đ ô n g  k h ô . Tê bào được phân  tán  trong môi trường chứa chất bảo quản đông 
lạnh như sữa gầy, đường,... rồi đông lạnh, m ẫu đông lạnh  được cho thăng  hoa 
hơi nước dưới chân không cao đến khô. Toàn bộ quá tr ìn h  diễn ra  ở nh iệ t độ rấ t 
thấp, do đó có thê bảo quản được tê bào một cách toàn vẹn về tín h  chất. M ẫu sau 
khi đông khô có thể bảo quản chông ẩm trong điều kiện m át hay ở nhiệt độ 
phòng, trong khí trơ. Do không có nước nên sự chuyên hóa không diễn ra  được, 
tế  bào ỏ trạn g  thá i ngủ và do đó các thuộc tính di truyền được bảo toàn.

Đ ôn g  lạnh. Huyền dịch tế  bào trong chất bảo quản chông đông lạnh 
(cryoprotectant) như glycerol, g lutam ate, saccharose,... được đông lạnh nhanh 
và bảo quản ở nhiệt độ thấp -7 0 °c , -140°c, hay -196°c. N hiệt độ thấp  ức chế
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quá trình  chuyển hóa vào do đó đặt tế  bào vào trạng  th á i ngủ. Cách làm này đơn 
giản và hiệu quả nhưng cần phải có phương tiện để duy trì nhiệt độ thấp Hên tục 
trong nhiêu năm.

Nói chung sau thời gian bảo quản chủng sẽ ít nhiều m ất khả năng sống lại 
và có thê’ thay đổi tính  chất ở nhiều mức độ, do đó cần tìm  phương pháp tối ưu 
nhất cho từng chủng. Sau thòi gian bảo quản, trước khi đưa vào sử dụng cần 
kiểm tra  lại tính chất của chủng.

3. MÔI TRƯỜNG LẺN MEN

3.1. Cơ sở h ìn h  th à n h  c ô n g  th ứ c  m ôi trư ờ n g

Môi trường lên men phải thỏa mãn tấ t cả các yêu cầu vê' dinh dưỡng của vi 
sinh vật và đáp ứng các yêu cầu kỹ th u ậ t của công nghệ. Chất dinh dưỡng phải 
được tính  toán đê hỗ trợ sự sinh tổng hợp sản phẩm  mong muôn. Hầu hết các 
quv trình  lên men công nghiệp đêu trả i qua nhiều giai đoạn, như cấy hoạt hóa, 
nuôi quy mô nhỏ rồi mới đên quy mô sản xuất. Mỗi giai đoạn có các yêu cầu kỹ 
th u ậ t khác nhau, do đó đòi hỏi thành  phần môi trường cũng khác nhau. Tính 
chất sản phâm cũng quyết định, ví dụ nếu sản phàm  chính là sinh khôi hay 
chất chuyến hóa sơ cấp th ì môi trường được th iế t kê đê làm cho vi sinh vật 
tăng trưởng tôi ưu. Trong khi nếu sản  phâm là chất chuyên hóa thứ cấp thì 
việc sinh tổng hợp sản  phẩm lại không có liên quan đến sự tăng trưởng, khi đó 
môi trường được tính  toán nhằm  cung cấp cho vi sinh vậ t sự tăng  trưởng khởi 
đầu nào đó và theo sau là điều kiện tôi ưu cho sự sinh  tống họp chất chuyên 
hóa thứ cấp mong muôn, một sô nguồn dinh dưỡng sẽ bị giới hạn  và sự tăng 
trưởng có thể ngừng.

Bưỏc đầu tiên trong việc hình thành  công thức môi trường là khảo sá t tống 
qủát quy trình  dựa vào sự tăng trưởng và hình thành  sản phẩm theo các liều 
lượng khác nhau của mỗi thành  phần. Bước này chủ yếu là xem xét nguồn 
carbon, nitơ, khoáng chất, oxy đầu vào ảnh hưởng như th ế  nào đến sinh khối và 
lượng sản phẩm. Các thông tin này cho phép tính toán lượng tối thiếu của mỗi 
thành phần để thu  được lượng sinh khôi hay sản phẩm  nhất định. Công thức 
hóa học tổng quát của tế  bào vi sinh vật là C4H70 2N, hay tính  theo khối lượng 
khô thì tế  bào vi sinh vật chứa 48% carbon, 7% hydro, 32% oxy và 14% nitơ, tỷ lệ 
này thay đồi đôi chút ở mỗi vi sinh vật. Trong đó, nguyên tô carbon là thành 
phần của các hợp chất hữu cơ của tế  bào, cho và nhận electron. Nguyên tố  oxy 
nhận electron, là thành  phần của nước. Nguyên tô hydro là thành  phần của 
nước, cho electron. Nguyên tô’ nitơ cho và nhận elcctron là thành phần của các 
acid nucleic và protein. Ngoài ra, các nguyên tô khác như phospho, lưu huỳnh ... 
là thành phần của các coenzym A. Do đó việc xác định th àn h  phần nguyên tô cụ
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thế  của tê bào vi sinh vậ t đang nghiên cứu cũng góp phần vào việc hình thành  
công thức môi trường, vì nó đảm bảo khi vi sinh vật tăng  trưởng không có thành  
phần  nào bị th iếu  hụt, trừ  khi có chủ định.

Từ những nguyên tô trên, thành phần hóa học của các vi sinh vật rấ t  khác 
nhau (Bảng 2.4). Các điều kiện sông của vi sinh vật cũng rấ t khác nhau (Bảng 2.5).

B ảng 2.4 . T h àn h  phần hóa học của các nhóm  vi s inh vật

Vi khuân Nấm men Nấm

Protein 55-60% 40-50% 30-35%

Lipid 7% 8% 8%

Đường 9% 48% 49%

A. nucleic 23% 8% 5%

B ảng 2.5 . Đ iểu  kiện sống của m ột sô' loại vi sinh vật

Nhiệt độ pH Nống độ muối

-  Mesophile: 20-50°C

-  Thermophile: > 45°c
-  Psychophile: < 20°c

-  Vi khuẩn : 7-7 ,5

-  Nấm men: 3 -6

-  Nấm: 3 -6

Thiobacillus thiooxydans  pH=0

s  + 02 + h 2o  -> h 2s o 4

Bacillus pasteuríi pH > 8 

Urê -> amoniac

-  Không ưa mặn: < 2% NaCI

-  Ưa mặn: 2 -30%  NaCI

Có ba d ạng  môi trường:
-  Môi trường tổng hợp: đó là môi trường có th àn h  phần hóa học chính xác về 

m ặt định tính  và định lượng.
-  Môi trường phức hoặc bán tổng hợp: người ta  chỉ biết th àn h  phần chính 

xác của một vài hợp chấ t (về m ặt định lượng đối với các chất cạn quan tâm  như 
yếu tố  tăng  trưởng, các th àn h  phần khác dựa theo kinh nghiệm).

-  Môi trường công nghiệp: nguyên liệu phức ban đầu chủ yếu bắt nguồn từ 
các sản phẩm  nông nghiệp hoặc từ sữa vì chúng rẻ và tương đối dồi dào. Nhưng 
chúng phải thỏa m ãn các tiêu chuẩn nhất định về chất lượng (độ bền và cấu 
tạo...). Trong số các nguyên liệu công nghiệp ban đầu, các nguồn carbon có thê là 
tinh  bột, nưỏc mật, dầu, nưốc sữa và tập hợp các sản phẩm  phụ của chúng.

Các yếu tố  chính ảnh  hưởng đến việc chọn các cơ chất cụ thê trong công thức 
môi trường như sr.u:
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1. Giá thành  và khả năng cung cấp; lý tưởng n h ấ t là cơ chất rẻ, có thành 
phần chất lượng ổn định và sẵn có quanh năm.

2. Dễ xử lý, vận chuyến và bảo quản với chi phí thấp.
3. Không gây khó khăn cho quá trình  tiệt trùng  và không bị biến chất.
4. Có các thuộc tính  vật lý như độ nhớt, khả năng trộn lẫn, ... không ảnh 

hưởng đến công thức chung, việc vận hành nồi cũng như xứ lý sau lên men.
5. Giúp đạt được nồng độ sản phẩm đích với tốc độ hình thành  và năng suất 

sản phẩm trên  gam cơ chất cao.

6. Nồng độ và loại tạp chất cũng như khả năng tạo sản phẩm phụ thấp không 
làm ảnh hưởng đến quá trình  tách sản phẩm chính sau  đó.

7. Có tính an toàn tôt.
Thành phần cuối cùng của môi trường lên men không chỉ liên quan đến bản 

thân quá trình lên men mà liên quan đến chi phí tách loại tế  bào ra khỏi môi 
trường và tinh chê sản phẩm sau lên men và chi phí xử lý chất thải của quy trình.

3.2. Các th à n h  p h ầ n  c h ín h  củ a  m ôi trư ờ n g  

Nguồn carbon
Nguồn carbon cần th iế t có thể được xác định bằng hệ sô hiệu suất sinh khôi 

(Y), là chỉ sô thê hiện hiệu suất chuyến hóa cơ chất thành  sinh khôi.
ĉarbon (g/g) = Sinh khôi tạo ra (g) / Nguồn carbon sử dụng (g)

Đôi với một quy trình  công nghệ việc xác định hệ sô” hiệu suất của tấ t cả các 
chất dinh dưõng là cần thiết. Mỗi hệ sô' được xác định bằng một loạt các lô lên 
men trong đó cơ chất cần xác định là chất dinh dưỡng hữu hạn duy nhất, trong 
khi các chất khác được cung cấp thừa. Bằng cách thay đổi nồng độ ban đầu của 
chất dinh dưõng hữu hạn rồi so sánh vói lượng sinh khôi thu  được ta  có thể tính 
ra hiệu suât. Tuy nhiên, hệ sô’ này gắn liền vói điều kiện lên men do đó nếu thay 
đổi pH, nhiệt độ, ... th ì hệ sô’cũng thay đổi theo. Các vi sinh vật khác nhau có hệ 
sô" khác nhau đốỉ vói cùng một cơ chất (xem bảng) do có cách chuyển hóa cơ chất 
khác nhau. Ví dụ Saccharomyces cerevisiae nuôi bằng glucose có hệ sô’ hiệu suât 
sinh khối là 0,56 và 0,12 g/g trong điều kiện hiếu khí và kỵ khí tương ứng.

Bảng 2.6. Hiệu suất s inh khối của m ôi trường tối th iểu  với nguồn carbon khác nhau

V'  glucose ttanol Y' metanol Y' octane

Phát triển hiếu khí

Aspergillus nìdulans 0,61

Candida utilis 0,51 0,68

E. coli 0,52
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V'  glucose Y' etanol Y’ metanol Y' octane

Pichia angusta 0,36

Pénicillium  chrysogenum 0,43

Pseudom onas aeruginosa 0.43

Các Pseudom onas 0.54 1.07

Saccharom yces cerevisiae 0,56 0,63

Phát triển kỵ khi

Moorella thermatica 0 ,1 1

E. colí 0,13

Klebsiella pneum iniae 0,12

Saccharom yces cerevisiae 0,12

Vì nguồn carbon cũng đồng thời là nguồn năng lượng nên hiệu suấ t tạo ATP 
và sự sử dụng ATP của vi sinh vật cũng là một yếu tô quan trọng. Thường việc ước 
lượng cần bao nhiêu  ATP để tăng trưởng là rấ t cần th iế t mặc dù khá khó khăn.

C arbohydrate là nguồn carbon và năng lượng hay được sử dụng n h ấ t trong 
lên men vi sinh  vật. Tuy nhiên, rượu, alkan và acid hữu cơ cũng đôi khi được sử 
dụng. C hất béo động vật và dầu thực vật có thê sử dụng trong một sô môi trường 
bên cạnh nguồn carbon chính.

M ật m ía

Glucose và saccharose tinh  khiết hiếm khi được sử dụng trong lên men công 
nghiệp do giá th à n h  cao. M ật mía là nguồn saccharose rẻ tiền  hơn nhiều. Nó 
chứa khoảng 50-60%  carbohydrate, chủ yếu là saccharose, ngoài ra  còn chứa 2% 
chất có nitơ, một sô v itam in và khoáng chất. Thành phần  chính xác thay đổi tùy 
theo nguồn mía, nơi thu  hoạch, điều kiện trồng và công nghệ làm đường được sử 
dụng. Nồng độ carbohydrate có thế giảm trong quá trìn h  bảo quản do nhiễm  vi 
sinh vật. Một cơ chất tương tự  là sản phẩm  phụ của công nghệ làm  siro ngô, 
chứa chủ yếu là glucose.

Cao ch iế t rnach nha

T hành phần  chứa khoảng 90% carbohydrate, trong đó có khoảng 20% đưòng 
6 carbon (chủ yếu là glucose), 55% đường đôi (chủ yếu là m altose và một ít 
saccharose) và 10% m altotriose. Ngoài ra  còn chứa 15-20% dextrin  có nhánh  và 
thang. Nó cũng chứa một ít vitam in và khoảng 5% hợp chất có nitơ. Đây là 
nguồn carbon thích hợp cho lên men nấm  sợi, nấm  men và actinomyces. Thành 
phần cũng thay  đôi tùy theo quy trình  sản xuất mạch nha.
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Việc tiệt trù n g  các môi trường chứa cao chiết mạch nha cần kiếm soát tô"t để 
tránh  quá nhiệt. Các đường khử và acid am in có xu hướng tạo phản ứng 
M aillard khi bị đun nóng ở pH thấp. Phản ứng này tạo ra  các sản phẩm  ngưng 
tụ  màu nâu, làm giảm khả năng lên men của vật liệu đồng thời một sô' sản phẩm 
có thế ức chê sự tăng  trưởng của vi sinh vật.

Tinh bôt và d ex tr in
Các polysaccharid này không dễ sử dụng như các đường đơn hay đôi nhưng 

chúng có thể được chuyển hóa trực tiếp bởi vi sinh vật sinh amylase, nhấ t là các 
nấm  sợi. Các enzym ngoại bào này sẽ thủy phân cơ chất thành  hỗn hợp glucose, 
maltose hay m altotriose tương đốì giống thành  phần của dịch chiết mạch nha.

Tinh bột bắp được sử dụng phô biến nhất. Đê dễ được sử dụng hơn trong các 
quy trình  lên m en khác nhau, tinh bột thường được chuyên hóa thành  dạng siro, 
chủ yếu chứa glucose. Đầu tiên  tinh bột được gel hóa rồi thủy phân bằng acid 
loãng hay enzym thủy  phân tinh  bột, thường là glucoamylase của vi khuan.

Nước t h ả i  S u l f i t

Đường trong nước thả i của công nghiệp giấy này có thể dùng để lên men 
nấm  men. Nước th ả i từ  việc xử lý cây họ thông có chứa 2-3% (kl/tt) đường, gồm 
80% đường 6 carbon và 20% đường 5 carbon. Đường 6 carbon gồm glucose, 
mannose và galactose, trong khi đường 5 carbon chủ yếu là xylose và arabinose. 
Nưởc thải từ  các cây rụng  lá theo mùa chứa chủ yếu đường 5 carbon. Thông 
thường nước thả i này cần được xử lý trước khi sử dụng vì nó chứa sulphur 
dioxid. pH thấp  được tru n g  hòa bằng calci hydroxid hay calci carbonat và phải 
bố sung thêm  nguồn nitơ và phospho.

C ellu lose
Cellulose được tìm  thấy  chủ yếu ở dạng lignocellulose, hợp thành  từ  cellulose, 

hemicellulose và lignin, trong thành  tê bào thực vật. Lignocellulose có thê thu 
được từ chất th ả i nông nghiệp, lâm nghiệp và công nghiệp. Rất ít vi sinh vật sử 
dụng được cơ chất này và nó cũng khó bị thủy phân. Thường nó được sử dụng để 
lên men rắn  như nuôi một sô loài nấm. Tuy nhiên, nó cũng có tiềm năng lớn vì 
khả năng chuyên hóa th à n h  đường hay ethanol.

Bã sữa ch u a (w hey)

Whey là một sản  phẩm  phụ của công nghiệp sữa. H àng năm có 80 triệu  tấn, 
chứa khoảng 1 triệu  tấn  lactose và 0,2 triệu tấn  protein sữa. Chi phí vận chuyển 
và bảo quản tốn kém, do đó, người ta  thường làm bay hơi nước đê cô đặc lactose 
dùng đề lên men, sau đó tách loại protein sữa để sử dụng làm thức ăn gia súc. 
Nói chung lactose không phải là một đưòng lên men tô’t như saccharose vì nó ít 
được chuyển hóa bởi vi sinh vật, vi dụ Saccharomyces cerevisiae không lên men 
lactose. Nó chủ yếu được sử dụng để lên men penicillin và hiện nay vẫn dùng
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trong lên men rượu, acid lactic, xanthan gum, protein đơn bào, vitam in B12 và 
acid gibberellic.

A lkan  và a lco l

n -a lk a n  có chuỗi carbon 10 — 20 có thế được chuyển hóa bởi một sô vi sinh 
vật. Thường thích hợp hơn khi sử dụng dạng hỗn hợp. Tuy nhiên, việc sử dụng 
chúng trong công nghiệp hay phụ thuộc vào giá dầu. M ethan cũng được sử dụng 
làm nguồn carbon bởi một số ít  vi sinh vật, nhưng một sản phẩm  của nó là 
m ethanol th ì được ưa chuộng trong công nghiệp. M ethanol tin h  dễ tìm  và rẻ; nó 
có thế trộn lẫn được vỏi nước, có tỷ lệ carbon cao, mặc dù cũng rấ t  ít vi sinh vật 
có thể sử dụng nó. M ặt khác, không như các cơ chất khác, m ethanol độc đối với 
vi sinh vật nên chỉ có th ể  sử dụng ở nồng độ rấ t thấp  0,1-1%  (tt/tt). Khi lên men 
với methanol, nhu cầu về oxy và nhiệt cao hơn bình thường và các alkan cũng 
vậy, thậm  chí còn hơn. Các cơ chất này được ưa chuộng trong th ập  niên 70 -  80 
nhưng ngày nay được coi là không kinh tế.

E thanol ít độc hơn và được sử dụng như là cơ chất duy n h ấ t hay đồng cơ chất 
bởi nhiều vi sinh vật, nhưng nó khá đắt. Tuy nhiên, các công nghiệp chuyển hóa 
nó thành  acid acetic vẫn còn rấ t phô biến.

C hất béo và dầu
Các chất béo rắn  của động vật chủ yếu chứa glycerid của acid palmitic, 

stearic hiếm khi được sử dụng trong lên men. Tuy nhiên, dầu thực vật (chủ yếu 
là dầu hạ t bông vải, h ạ t lanh, ngô, olive, cọ, hạ t nho và đậu nành) và đôi khi dầu 
cá có thế được sử dụng làm nguồn carbon chính hay bổ sung đặc biệt trong lên 
men kháng sinh. Dầu thực vật chủ yếu chứa acid oleic và linoleic, nhưng dầu 
hạt lanh và đậu nành  có khá nhiều acid linoleic. Dầu chứa nh iều  năng lượng 
hơn carbohydrate có cùng khối lượng. Ngoài ra  carbohydrate thường chiếm thể 
tích lớn hơn, trong khi dầu có thể đặc biệt hữu dụng trong lên men mẻ bổ sung 
dinh dưõng gián đoạn do chiếm thể tích nhỏ nên có chỗ để bố’ sung các th àn h  
phần khác.

Nguồn nitơ
Hầu hết các vi sinh vật công nghiệp đều có thê sử dụng nguồn nitơ hữu cơ 

hay vô cơ. Nitơ vô cơ thường là muối amoni như Sulfat, hydrophosphat hay amoniac. 
Amoniac có thể sử dụng làm chất điều chỉnh pH trong quá tr ìn h  lên men. Nguồn 
nitơ hữu cơ bao gồm acid amin, protein và urea. Nó thường được sử dụng ỏ dạng 
phụ phẩm thô của các công nghiệp khác. Acid am in tin h  kh iế t hiếm khi được sử 
dụng, thường là trong trường hợp nó là tiền  chất của sản phẩm .

Nước th ả i ngâm  bắp
C hất thải này thu  được như là sản phẩm  phụ của quá tr ìn h  chiết tinh bột từ  

bắp và được sử dụng lần dầu tiên trong lên men penicillin từ  những năm  40.
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Thành phần của nó thay đổi tùy theo chất lượng bắp và quy trình  chê biến. Dịch 
chiết cô đặc chứa khoảng 4% (kl/tt) nitơ, bao gồm nhiều acid amin, vitam in và 
khoáng chất. Các cặn đường thường được chuyển thành  acid lactic (9-20% 
(kl/tt)) nhờ các vi khuẩn nhiễm. Nước thải bắp đôi khi được thay th ế  bằng một 
thứ tương tự từ  công nghệ chê biến tinh bột khoai tây.

Cao nấm  men
Cao nấm men được sản xuất từ  chất thải của lò bánh mì và bia rượu chủ yếu 

chứa Saccharomyces cerevisiae. Một nguồn khác là Kluyveromyces maxianus mọc 
trên whey (nước th ả i sữa chua) và Candida utilis nuôi bằng  cồn hay phê th ả i 
của công nghiệp giấy. Các cao chiết này sử dụng trong môi trường lên men là 
dạng cô đặc đã loại muôi, chúng chứa các thành  phần tan  được của dịch thủy 
phân tế  bào nấm men. Cao nấm men chứa quá 0,05% natri clorid không dùng 
được vì sẽ gây ăn mòn th iế t bị.

Sự thủy phân nấm  men thường là tự hủy do các enzym nội sinh của nấm. 
Quá trình  tự hủy khởi đầu bang shock nhiệt hay thâm  thấu  làm cho tê bào chết 
mà không hư hại enzym. Nhiệt độ và pH được kiểm soát trong suốt quá trình  đế 
đảm bảo sự tự hủy được tối ưu và ôn định. Kiếm soát nhiệt đặc biệt quan trọng 
vì phải ngăn được sự phân hủy của các vitamin. Quá trìn h  tự hủy diễn ra  ở 50- 
55"C trong nhiêu giò trước khi nâng nhiệt độ lên 75°c đe bất hoạt enzym. Cuối 
cùng tê bào được phá vỡ bằng enzym phá hủy màng sinh chất hay bằng tác nhân 
cơ học. Thành tế  bào và các cặn khác được loại bỏ bằng ly tâm  hay lọc và dịch 
tan thu được sẽ được cô đặc nhanh. Cao chiết thường được cung cấp dưới dạng 
lỏng chứa 50-65% chất rắn, dạng hồ nhão hay bột khô. Chúng chứa acid amin, 
peptide, vitam in tan  trong nước và một ít glucose.

Pepton
Pepton thường là quá đắt đê sử dụng trong công nghiệp lên men. Chúng 

được sản xuất bằng cách thủy phân acid hay enzym các nguyên liệu chứa nhiều 
protein như thịt, casein, gelatin, keratin, đậu phộng, đậu nành, hạt bông, ... Thành 
phần acid amin của nó thay đổi theo nguồn nguyên liệu ban đầu. Ví dụ pepton 
từ  gelatin thì nhiều prolin nhưng lại hiếm các acid am in có lưu huỳnh; trong khi 
pepton từ  keratin  th ì giàu cả prolin lẫn cystein nhưng lại không có lysin. Pepton 
từ  thực vật thường chứa một lượng tương đôi lớn carbohydrate.

Bã đậu  nành
Phần cặn còn lại sau khi ép dầu chứa khoảng 50% protein, 8% nitơ không 

phải protein, 30% carbohydrate và 1% dầu. Bã này thường được dùng trong lên 
men kháng sinh vì nó được chuyển hóa chậm nên giảm khả năng ức chê sự hình 
thành sản phẩm.

Nước
Tất cả các quá trình  lên men, trừ  lên men cơ chất rắn, đêu cần một lượng lớn
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nưốc. Trong nhiều trường hợp, nước cũng cung cấp các yếu tố  vết khoáng chất. 
Do đó cần nguồn cung cấp nưóc sạch, ổn định chất lượng th àn h  phần. Trưốc khi 
sử dụng cần loại các tạp  rắn. Nếu nguồn nước bị “cứng”, cần được xử lý để loại 
muối như calci carbonat, các ion sắ t và cloride cũng cần loại bỏ. Một số quy trình  
lên men cần nưỏc có độ tinh  khiết cao như nuôi cấy tế  bào động vật, thực vật.

Việc cung cấp nước sạch ngày càng trở nên khó khăn  do đó trong quy trình  
cần có các khâu  đề tá i sử dụng nguồn nước khi có thể.

Khoáng chất
Thông thường nưốc cung cấp có chứa lượng cobalt, đồng, sắt, magiê, molybden, 

kẽm đủ cho sự tăng  trưởng. Ngoài ra  các thành  phần khác cũng chứa tạp  của các 
khoáng chất này. Tuy nhiên, nếu hàm lượng của một sô’ ion như calci, magiê, 
phospho, kali, lưu huỳnh và cloride quá thấp so vối yêu cầu th ì cần có các biện 
phấp bô sung.

Vitamin và các yêu  tô tăng  trưởng
Nhiều vi sinh vật có thể tổng hợp tấ t cả các vitam in từ  các thành  phần cơ 

bản của môi trường. Đôi với một sô vi khuan, nấm  sợi và nấm  men khác các 
thành  phần này cần được bố sung vào môi trường lên men. H ầu hết các nguồn 
carbon và nitơ đều chứa một sô” vitam in ở dạng tạp. Các yếu tô’ tăng  trưởng khác, 
acid amin, nucleotide, acid béo, sterol được thêm  vào dưới dạng tinh  khiết hoặc 
đế tiế t kiệm chi phí có thể sử dụng dạng chiết xuất từ  động vậ t hay thực vật.

Các t iền  chât
Một sô quy tr ìn h  lên men cần được bổ sung các tiền  chất nhất định, n h ấ t là 

các quy tr ìn h  sản xuất chất chuyến hóa thứ cấp. Khi đó chúng được thêm  vào vối 
liều lượng được kiểm  soát chặt chẽ và thường ỏ dạng kh á  tin h  khiết. Ví dụ acid 
phenylacetic hay phenylcetam id được thêm  vào như là tiền  chất của sợi nhánh 
của penicillin. D -th reon in  là tiền chất của L-isoleucin sản  xuất bởi Serratia 
marsescens và acid an thran illic  được thêm  vào khi sản  xuất L -tryp tophan  bằng 
H ansenula anomala.

Các chất cảm  ứng và kích thích
Nêu sự tạo th àn h  sản phẩm  phụ thuộc vào một chất cảm ứng đặc thù  hay 

một chất có cấu trúc tương tự, nó phải có m ặt trong môi trường hoặc được thêm 
vào tạ i những thời điểm xác định trong quá trình  lên men. Trong nuôi cấy tế  bào 
thực vật sự sản xuất các chất chuyên hóa thứ cấp như flavonoid, terpenoid có 
thề được khỏi động bằng cách thêm  các chất kích thích. Các chất này có thê được 
phân lập từ  các vi sinh vật, n h ấ t là các vi sinh vật gây bệnh thực vật.

Các chất cảm ứng thường cần cho quá trình  lên men vi sinh vật biến đổi gen 
(GMM -  Genetic Modified Microorganism). Bởi vì sự tăng  trưởng của các vi sinh
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vật này có thể bị rô’i loạn nếu gen đích được hoạt hóa, thường do mức độ phiên 
mã và dịch mã quá cao. Do đó, một hệ thông cảm ứng thường được th iế t k ế  đê tế  
bào tăng trưởng bình thường mà không có sự hoạt hóa của gen đích, khi sự tăng 
trưởng đạt mức tôi ưu nào đó, sự hoạt hóa gen đích sẽ xảy ra khi thêm chất cảm 
ứng, khi đó quá trình  sản xuất sản phẩm đích mới bắt đầu và tê bào cũng bắt 
đầu  chết.

Các chất ức c h ế
Các chất ức chế được dùng đế thay đổi hướng chuyển hóa của vi sinh vật 

nhằm tạo ra sản  pham và giảm các sản pham phụ hoặc làm ngưng quá trình  
chuyên hóa ở một giai đoạn nhất định nhằm tránh  sản pham đích bị chuyến hóa 
xa hơn. Một th í dụ điên hình là lên men Sulfit trong đó natri bisulfit được dùng 
đế chuyên hướng lên men rượu của s . cereuisiae thành  sản xuất glycerol.

Một sô GMM có mang plasmid chứa gen kháng kháng sinh, môi trường nuôi 
cấy chứa kháng sinh sẽ giúp loại bỏ những tê bào không mang plasmid.

Chât thay đôi tính thâm tê bào
Các chất này làm tăng tính thấm  của tê bào bằng cách thay đổi cấu trúc 

thành hay màng tê bào đê làm tăng sự phóng thích các sản pham nội bào vào 
môi trường lên men. Thường sử dụng penicillin hay các chất hoạt động bê' mặt. 
Chúng thường được thêm  vào trong quá trình  lên men acid am in như acid 
glutamic bởi vi khuẩn Corynerbacterium  và Brevibacterium.

Oxy
Tùy thuộc vào nhu cầu oxy của chủng vi sinh vật, oxy có thể được đưa vào 

dưới dạng không khí chứa 21% oxy hay dạng tinh khiết. Nhu cầu oxy của vi sinh 
vật thay đổi tùy theo nguồn carbon sử dụng. Trong hầu hết các quy trình  lên 
men không khí hay oxy cung cấp được lọc vô trùng trưốc khi được bơm vào nồi.

Chất chống bọt
Bọt được tạo ra  trong quá trình  lên men do protein trong môi trường và khí 

sục vào. Nếu không kiểm soát được bọt, nó có thể làm tắc hệ thông dẫn khí, tràn  
nồi, gây nhiễm hay phóng thích vi sinh vật ra môi trường.

Có ba hướng tiếp cận đê kiêm soát bọt trong lên men: thay đổi công thức môi 
trường, dùng các biện pháp cơ học hay hóa học để phá bọt. Các chất phá bọt 
thường là các chất hoạt động bê mặt, chúng cần có các đặc tính  sau:

1. N hanh chóng phân tán  và tác động nhanh.
2. Tác động m ạnh vối liều thấp.
3. Có tác động kéo dài.
4. Không độc đôi vói vi sinh vật lên men, người hay thú.
5. Giá rẻ.
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6. Bển nhiệt.
7. Tương thích với các thành  phần môi trường và quy trình .
Các chấ t phá bọt tự nhiên như dầu thực vật (đậu nành, hướng dương, cải 

dầu), dầu cá đã khử mùi, dầu khoáng, và mỡ động vật. Các chất phá bọt tống 
hợp hầu hế t là dầu silicon, poly alcol, glycol alkyl hóa. Một sô’ chất có the gây 
ảnh hưởng đên quá tr ìn h  xử ]ý sau lên men nhất là công đoạn lọc.

3.3. M ôi tr ư ờ n g  n u ô i  c â y  tê  b à o  đ ộ n g  v ậ t

Các môi trường này thường dựa vào một môi trường nền phức hợp, như 
Eagle, có chứa glucose, khoáng, vitam in và acid amin. Đôi với tê bào động vật có 
vú, người ta  thường thêm  huyết thanh  như huj'ết thanh  bê, ngựa, ... Huyết 
thanh  cung cấp các yếu tô tăng trưởng bao gồm các yếu tô khởi đầu và gắn kết, 
các protein liên kết. Chúng cũng cung cấp hormon, yếu tô vết và các chất ức chê 
pro tease.

Do sự phức tạp trong thành  phần của huyết th an h  nên việc tìm  kiếm các 
công thức rẻ tiền đê thay thê rấ t khó khăn. Vấn đê tiệ t trù n g  cũng có nhiều khó 
khăn do các yếu tô trong huyết thanh  kém chịu nhiệt. Thông thường môi trường 
chứa 5-10% huyết thanh , gần đây người ta  cô gắng tạo ra  các chủng cần ít thậm  
chí không cần huyết thanh  đe tăng trưởng nhờ đó giảm giá th àn h  nuôi cấy.

3.4. M ôi tr ư ờ n g  n u ô i  c â y  t ế  b à o  th ư c  v ậ t

Ngược vối môi trường nuôi cấy tế  bào động vật, tê bào thực vật mọc trên  các 
môi trường tổng hợp. Chúng thường chứa một nguồn carbon hữu cơ (hầu hết các 
tê bào thực vật phá t triển  dị dưỡng), một nguồn nitơ, khoáng, và các hormon 
tăng trưởng. Saccharose thương được dùng làm nguồn carbon, đặc biệt đôi với 
việc sản xuất chất chuyến hóa thử  cấp, nhưng glucose, fructose, m altose và đôi 
khi lactose cũng đã được sử dụng. N itrate  thường đóng vai trò  nguồn nitơ, được 
cung cấp ở dạng muối amoni. Tuy nhiên, một sô loài cần cung cấp nitơ hữu cơ 
dưới dạng acid am in. T hành phần và nồng độ các hormon thực vật thay  đổi tùy 
theo loài và theo loại lên men, thường sử dụng auxin cùng với cytokinin để thúc 
đẩy sự phân bào. Môi trường lên men hai pha hay được sử dụng trong đó pha 
đầu được cho tăng  trưởng tối ưu và pha hai được tối ưu đế’ sản xuất sản phẩm.

3.5. Môi trường giữ giống

Môi trường này được th iế t kế đê vi sinh vật có sức sông cao và giảm thiểu 
các biến động về di truyền . Đặc biệt chúng phải giảm lượng các chất chuyển hóa 
độc. Nếu chủng có đặc điểm không ổn định th ì phải được giữ trên  các môi trường 
có tính  chọn lọc cho các tính  trạng  cần giữ (tham  khảo công thức môi trường của 
các cơ quan lưu giữ chủng như ATCC, NCTC, ...)•
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4. HỆ THỐNG LÊN MEN

4.1. Nồi lên  m en

Nồi lên men hay bình phản ứng sinh học (fermenter/bioreactor) là thùng 
chứa tê bào, chiết xuất tế  bào hay enzym thực hiện phản ứng sinh học.

Nồi lên men có dung tích từ  một vài lít đến hàng trăm  nghìn lít, được làm 
bằng thủy tinh hay thép không ri, có hệ thông cảm biến đo và điêu chỉnh nhiệt 
độ, pH và oxy hòa tan. Nồi lên men thường có hình trụ  vối hệ thông cánh quạt 
như chân vịt tàu  thủy nhằm  trộn đều và cung cấp oxy. Oxy tan  trong nước rấ t 
hạn’ chế (8,4 mg/1 ở 25°C) nên cần được cung cấp liên tục (không khí được sục vào 
và khuây đều trong nồi lên men), c ầ n  phải có th iế t bị theo dõi lượng oxy hòa tan 
trong môi trường.

K hí thà i 
v õ  trù n g

Hình 2.3. Nôi lên men kiểu thủng khuấy (stirred tank)

Trong quá trình  nuôi cấy hiếu khí, phải cung cấp oxy cho vi sinh vật hô hấp 
và phát trien sinh khôi, đồng thời tạo điểu kiện cho hệ enzym trong tê bài hoạt
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động và cho hiệu su ấ t sinh  tổng hợp cao. Song nếu độ thông khí quá mức thì 
hiệu quả lên men sẽ giảm, VD lên men vitam in B ,2 đạt hiệu suấ t tôi đa ở độ 
thông khí 2,7g 0 2 /ml/giờ, nếu nâng  cao hơn nữa sẽ làm giảm lượng vitam in.

Ngoài việc đảm bảo cho luồng khí vào và khuấy, nồi lên men còn phải gắn 
thêm  các bộ phận cản trê n  th à n h  để làm  tăng  hiệu quả vận chuyển oxy và các 
cửa phụ đê bổ sung tế  bào nuôi và các chấ t th iế t yếu vào môi trường.

4.2. S ự  t ă n g  trư ở n g  c ủ a  t ế  b à o  t r o n g  n ồ i  l ê n  m e n

Tỷ lượng (sto ich iom etry)  của tê bào
70% khôi lượng của tê  bào là nước. Còn một nửa khối lượng khô của tê  bào là 

carbon và các nguyên tô c, o, N và chiếm khoảng 92% tông sô. Thí dụ, thành  
phần nguyên tô của E. coli. (Bảng 2.7)

B ảng 2.7 . T h àn h  ph ần  ng u yên  tô  của tẽ  bào E. coli

N guyên tò Tỷ lệ (% khô)

c 50

0 20

N 14

H 8

p 3
s 1

K 1

Na 1

Ca 0,5

Mg 0,5

Cl 0,5

Fe 0,2

Các nguyên tô' khác 0,3

Công thức hóa học tổng quát của tế  bào vi sinh vật là CjH70 2N.
Các yếu tô ảnh hưởng đến  tăn g  trưởng tê bào

Sự tỏa nh iệ t do tăng  trưởng: một phần  năng  lượng trao  đổi chất của tế  bào 
thoát ra  ở dạng nhiệt. Do đó cần có th iế t bị điều nh iệ t để nh iệ t độ môi trường lên 
men dao động trong khoảng +/— 0,5 °c, nhằm  duy trì các điều kiện sinh lý tôi ưu 
cho tăng  trưởng.

Giới hạn  cơ chất: tôc độ tăng trưởng tôi đa giảm 50% ồ nồng độ 10-5 mol đối
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với glucose và các hợp chất N, 10-c mol đôi với vitam in và các nhân tô tăng 
trưởng.

ức chế cơ chất: nồng độ cơ chất cao làm tốc độ tăng trưởng tôi đa giảm 50% ỏ 
nồng độ 1—2 mol với glucose và 0,1 — 0,2 mol với nguồn N.

ức chế sản phẩm: nồng độ sản phẩm cao làm tô'c độ tăng  trưởng tôi đa giảm 
50%. Loại ức chế thường gặp ở ethanol, acid hữu cơ, acid am in, kháng sinh... 
ethanol vối nồng độ 1 mol sẽ ức chê nấm  men, vi khuấn.

4.3. Các p h ư ơ n g  t h ứ c  lên  m e n

Có nhiều phương thức lên men khác nhau được phân loại theo các thuộc tính 
cơ bản như sau. Trên thực tế  một quy trình  lên men là sự kết hớp của nhiều 
phương thức lên men.

u

tJri .'Vi 1 • ĩi >. 
V5 
' U

' t  . '

K hông kh í ra 

Lọc vô trùng

Ông dẫn tràn

lỉìn h  chứa 
m ôi trường

B inh tliu 
hoạch

Hình 2.4. Thiết bị lèn men liên tục

Kiểu vận hành
.Lên men gián đoạn hay lên men từng mẻ (batch ferm entation) đây là dạng 

lên men cô điên nhất. Môi trường dinh dưỡng được cho một lần vào nồi lèn men 
và thực hiện lên men đến khi thu sản phẩm. Tuần tự theo các giai đoạn: nhân 
giông, sục khí, phản ứng, thu  sản phẩm. Xong một mẻ, lại tiến hành mẻ mới.

Lên men bố su ng  dinh dưỡng gián đoạn (fed-batch) trong đó mẫu lên
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men được tiến hành theo kiểu gián đoạn nhưng cơ chất không được cho hế t một 
lần mà vào các thời điểm xác định một lượng nhỏ cơ chất được cho vào nồi lên 
men. Điều đó cho phép kiêm soát chính xác sự sinh trưởng của vi sinh vật và kéo 
dài thòi gian pha lũy thừa hoặc hạn chế các sản phẩm  phụ. Cách lên men này 
cho phép đạt năng suất sinh khôi cao hơn. Ví dụ đối với E. coli lên men fed- 
batch cho năng suất sinh khôi vào khoảng 70 g /lít môi trường, nhưng chỉ đạt 20 
g/lít nêu lên men trong điểu kiện thông thường.

Lên m en  liên  tụ c  (continuous fermentation): trong quá trình  lên men, 
nguồn dinh dưỡng được bổ sung liên tục và dịch lên men được lấy bớt ra liên tục 
và tạo ra  sự cân bằng hợp lý (Hình 2.4). Phương thức cung cấp dinh dưỡng này 
làm cho các điều kiện trong nồi lén men luôn luôn ở trạng  thái ổn định, do đó sản 
phẩm tạo ra  tố t hơn. Ưu thê của phương thức lên men này là không phải nhân 
giông theo từng mẻ, mà có thê lắng đọng môi trường đầu ra để th u  tê bào. Do vậy, 
thời gian lên men có thê được kéo dài hơn. Thí dụ, lên men rượu gián đoạn diễn ra 
trong 5-7 ngày, còn lên men liên tục có thể cả tháng, thậm  chí cả năm.

Độ kín của  hệ thông
L ên m e n  hở. Các sản phẩm có khối lượng lốn nhưng giá th àn h  thấp như các 

sản  pham  lên men truyền thông (rượu, bia, giấm, sữa chua,...) thường được lên 
men trong các nồi lên men đơn giản và vận hành trong hệ thông hở, không kiểm 
soát chặt chẽ mức độ ngoại nhiễm. Các quy tr ìn h  này thường vận hành  ở pH hay 
nhiệt độ mà phần  lớn các vi sinh vật ngoại nhiễm khó phát triển , hoặc sử dụng 
các cơ chất đặc thù  cho một sô ít vi sinh vật nhất định, do đó nói chung mặc dù 
hệ thông không kín nhưng mức độ ngoại nhiễm vẫn được kiểm soát trong giới 
hạn nhất định.

Lên m en  vô trùng. Các sân phẩm có giá trị cao hoặc có tiêu chuẩn an toàn 
cao (ví dụ dược phẩm) đòi hỏi hệ thông lên men phức tạp hơn. Hệ thông phải sử 
dụng môi trường và vật liệu đã tiệ t trùng  hoặc cho phép tiệ t trù n g  ngay trong hệ 
thống (CIP -  cleaning-in-place) và toàn bộ hệ thông phải được kiểm soát chặt về 
mức độ nhiễm  trong suôt, quá trình  lên men. Các quy trình  này thường sử dụng 
chủng vi sinh vật thuần.

Sự thông khi
L ên  m e n  h iế u  k h í. Sự tăng trưởng sinh khối hoặc tạo sản  phẩm  cần có sự 

hiện diện của oxy, do đó hệ thông lên men phải có cơ chế cung cấp và kiếm soát 
nồng độ oxy thông qua việc sục khí và khuấy trộn.

L ên  m e n  ky kh í. Ngược lại một sô quy trình  lên men cần được thực hiện ở 
điều kiện kỵ khí (lên men rượu), khi đó việc thông khí không còn cần th iế t hoặc 
được th a y  th ế  bằng  các k h í không hô hâ'p được.
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Kiêu thiết bị sử dụng  
Lên m en nổi

Lên men bề mặt: môi trường lỏng chứa trong khay không quá 5 cm và tê 
bào mọc lớp trên bê m ặt tiếp xúc trực tiếp vối không khí. Kiêu lên men này được 
gọi là lên men tĩnh.

Nuôi cấy  lắc: dùng máy lắc đế cung cấp oxy do môi trường được bị khuấy 
trộn nhò máy lắc. Nếu môi trường tăng trưởng chỉ chiếm 10-20% thể tích binh 
erlenmeyer, có thê đạt mật độ tê bào 1—2 g khô/lít môi trường.

Lên men bán rắn: cơ chất ẩm đê lớp mỏng trên khay.
Lên m en ch ìm

Lên men chìm (submerged fermentation) là kiểu lên men chủ yếu trong công 
nghiệp. Khi lên men với quy mô lớn hay mật độ tê bào cao, người ta  dùng bơm 
khí (compressor) đế thông khí. Thiết bị chủ yếu là nồi lên men (fermentor hay 
bioreactor)

4.4. Kỹ th u ậ t  lê n  m en  

Lên m en bể m ặ t 

Môi trường
Môi trường rắn thường là cám, bột, ngô, tấm, gạo... Độ am khoảng 60%. Môi 

trường lỏng thường dùng là nước đường hóa, nước bã rượu, rỉ đường.
Vi sinh vật phát triển  hấp thu những chất dinh dưỡng của môi trường (phải 

tiết ra enzym) và sử dụng oxy phân tử, oxy không khí để hô hấp. Chính vì vậy 
nuôi cấy bê m ặt cần phải có bê m ặt thoáng rộng, lớp môi trường không quá sâu 
( 2 - 5  cm).

Thí dụ: nuôi cấy bề mặt môi trường rắn thường dùng cho nấm mấc Aspergillus 
để lấy enzym, hay nuôi cấy xạ khuẩn trên gạo ngô đê lấy kháng sinh.

Nuôi cấy Aspergillus niger trên  bê' mặt môi trường lỏng đê lấy acid citric. 
Saccharomyces cerevisiae thường được dùng lên men nổi trong công nghiệp cồn.

Nhản giống
Việc nhân giống trong nuôi cấy bề mặt thường bằng hệ sợi hoặc bào tử  của 

nấm mốc hoặc xạ khuẩn.
Nuôi cấy nhân giông có thê đế lâu cho nấm mốc và xạ khuẩn mọc già và sinh 

bào tử. Thu bào tử bằng cách dùng máy hút hoặc dùng chổi lông mềm đã tiệt 
trùng quét lên mặt môi trường rắn. Bào tử khô đựng trong các bình kín gắn 
parafin bảo quản ỏ những nơi m át và bảo quản được hàng năm.

Tiên triển
Cấy giông từ  môi trường đă nhân giống. Các bào tử hoặc các mẫu hệ sợi trong

50

https://nhathuocngocanh.com/



môi trường lên men sau thời gian tiềm phát sẽ phát triển  m ạnh. Quá trìn h  phát 
triển  của vi sinh vật cần oxy phân tử của không khí để hô hấp. sả n  phẩm  của sự 
hô hấp là khí C 0 2, và nh iệ t lượng tỏa xung quanh. Kết quả là nhiệt độ môi 
trường tăng lèn, nồng độ C 0 2 cao lên và môi trường có thể bị khô dần hoặc ướt 
thêm. Độ âm của phòng nuôi cấv vào khoảng 95 -  100%.

Hoạt lực sinh tống hợp vi sinh vật cao trong thời kỳ các tế  bào còn trẻ  và 
giảm dan khi bắt đầu sinh bào tử.

Hình 2.5. Buõng lèn men bế mặt sử dụng khay

1. Giá đựng khay; 2. Khay; 3. cửa cho không khi sạch vào buồng; 4. cửa cho không khí ra;
5. Quạt; 6, Chỗ phun nước; 7. Bộ phận xả hđi nóng để điều chinh nhiệt độ cùa buồng

Phương tiện

Khi nuôi cấy bề m ặt người ta  thường rãi môi trường trên  các khay, mành, 
nong, nia. Đây là phương pháp cố điển, nhưng ngày nay vẫn được phổ biến rộng 
rãi ở hầu hết các nước trên  thê giói. Phương pháp này chiếm tỷ lệ cao trong sản 
xuất các chế phẩm  enzym và chiếm ưu th ế  cao trong công nghiệp sản xuất acid 
citric.

Người ta  có thể sử dụng buồng lên men bê' m ặt có các khay đựng mốc trưòng 
và có những bộ phận thoáng khí, phun nước thành  bên và điều chỉnh nhiệt bằng 
hơi nóng (hình 2.5).

Lên m en ch im

N hân g iôn g

Nuôi cấy chìm được tiến hành trong các thùng lên men chứa môi trường 
dinh dưỡng có cánh khuấy và sục khí đế cung cấp oxy cho vi sinh vật phát triển.
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Trong quá trình  lên men giông được tiên hành nhân giông qua các cấp cấp 1 
trong bình đặt trên  máy lắc, cấp 2 trong bình nhân giông 50 lít có cánh khuấy và 
sục khí, cấp 3 nếu các thùng lên men chính khoảng vài chục m ét khối. Tỷ lệ 
nhân giông khoảng 1 đến 10%.

Tiên triẻn
Giống sau khi được tiếp vào thùng lên men qua một vài giờ ở giai đoạn tiềm 

ẩn, bắt đầu phát triển  theo chỉ sô logarit. ở  giai đoạn này, các th àn h  phần dinh 
dưỡng giảm nhanh, nhu cầu oxy tăng nhiêu, nhiệt lượng tỏa ra  cao, trên  bê mặt 
môi trường nổi bọt, khôi bọt tăng dần, gây nhiễm trùng làm hỏng nồi men. Vì 
vậy khi thấy xuất hiện bọt phải cho dầu thực vật hay mõ cá voi, hoặc chất phá 
bọt tống hợp.

Trong quá trình  phát triến, vi khuấn thường sinh ra  các acid hữu cơ (acid 
lactic, acid acetic, acid propionic...) cùng với các gốc acid còn sót lại như S04~2, c r 1, 
NO',1 của các muôi amoni làm cho môi trường chuyên về acid. Do vậy người ta  
thường thêm khoảng 2 — 3% CaCO;, đế làm chất ồn định pH hoặc thêm  urê hay 
NH|OH đế điểu chỉnh pH.

Thòi gian lên men khoảng 30 -  70 giờ, có khi dài hơn.

Nguyên liệu

Hinh 2.6. Sơ đõ lên men chìm

D ác điểm  lên men ch ìm
Dùng môi trường dinh dưỡng có thể hầu như hoàn toàn đáp ứng về nhu cầu 

sinh lý của từng giống vi sinh vật.
Vối một đơn vị thế tích dịch nuôi cấy cho được số lượng chất sinh tòng hợp
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cao và h iệu  suất lên men nói chung cao hơn nhiều so với phương pháp lên men 
bê mặt.

Cốc th iê t bị lên men dễ cơ khí hóa, tôn ít nhân công và diện tích mặt bằng nhỏ.
Tuy vậy, phương pháp này cũng có nhược điểm là đòi hỏi trang  bị kỹ thuật 

cao, dỗ bị nhiễm  trùng toàn bộ. Trong lên men chìm cần khuấy và sục khí liên 
tục vì vi sinh vật chỉ sử dụng được oxy hòa tan  trong môi trường. Khí được nén 
qua một hệ thông lọc sạch tạp trùng. Hệ thông này tương đôi phức tạp và dễ gây 
nhiễm cho môi trường nuôi cấy (hình 2.6).

4.5. Các yếu tô ảnh hương đến hiệu suất lên men

Anh hưửng của ị)11 môi trường
Trong các dung dịch thường xuyên có ion H4 tự do. Nồng độ các ion H+trong 

môi trường dinh dưỡng có ảnh hưởng lớn đến sự trao đổi chất và phát triển  của 
vi sinh vật.

Nồng độ ion Hf được thể hiện bằng sốgam  ion H+trong 1 lít môi trường. Nếu 
trong 1 lít dung dịch có 0,001 g ion H+ th ì nồng độ của nó là KH = 0,001g/l hay 
HK= 1/103 g/1 = 10‘ 3g/1 và môi trưòng có pH 3.

pH môi trường ảnh hưởng lớn đến sự phát triển, khả năng sinh tổng hợp của 
vi sinh vật:

-  Tác dụng trực tiếp của ion H* hay ion OI I đến tính chất keo của tê bào, đến 
hoạt lực của enzym

-  Tác dụng gián tiếp pH đến tê bào
pH môi trường ảnh hưởng đến sự sinh trưởng và sinh tổng hợp của vi sinh 

vật không giông nhau. Có những pH, ở đó vi sinh vật vẫn phát triển  bình 
thưòng, nhưng tạo ít hoặc không tạo sản phẩm. Thí dụ: trong sinh tổng hợp 
penicillin, người ta nhận thấy khi pH của môi trường dưới 6,0 th ì vi sinh vật 
phát triển  bình thường, nhưng không tạo được Penicillin — pha II hoàn toàn không 
có (hình 2.7).

§■ 100 -

C3
'o  5 0 "
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‘ễ  0  ----------- 1----------- H------- -*—•------H - ------- H - -------- ♦
£  6,4 6,8 7.2 7,6 8,0

pH môi trường

Hình 2.7. Ảnh hưởng của phi mòi trường đèn sự tạo Penicillin
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Đôi với mỗi một sản phấm đều có vùng pH tôi thích xác định.
Thí dụ : việc tạo thành  tetracyclin là tối đa ở vùng pH 6,8 -  8,0, đôi với 

streptomycin là 7,0 -  8,5; đối với penicillin 6,8 — 7,5 ; đôi với acid glutamic 6,8 — 7,5; 
đối với lysin 6,8 — 7,2.

Nồng độ glucose cao trong môi trường thường làm pH chuyên dần vê phía 
acid, vì trong quá trình  trao đối chất vi sinh vật tạo ra nhiều acid hữu cơ.

Trị sô pH đầu tiên của môi trường có ảnh hưởng không nhỏ tới sinh  trưởng 
và sinh tông hợp của vi sinh vật. pH đầu tiên tạo điều kiện thích hợp cho 
những giai đoạn đầu của quá trình  đồng hóa, tích tụ  những “bán th à n h  phẩm” 
đế tổng hợp những phân tử các hợp chất cần thiết. Thí dụ : pH đầu th ích  hợp 
cho xạ khuan Act. aureofaciens trong quá tr ìn h  tống hợp biomycin là khoảng 
6,6 - 6,8.

Có trường hợp, phải thay đôi pH tôi thích theo pha sinh trưởng và pha tích 
tụ sản phẩm. Thí dụ : trong lên men penicillin cần tạo ra  ở pha sinh trưởng pH 
gần 6,8 và ở pha tạo thành penicillin pH khoảng 7,3 (hình 2.7).

Nhu cầu oxy và ảnh hưởng của oxy đến quá trình sinh  tông hợp
Nuôi cấy vi sinh vật hiếu khí cần phải có sự tiếp xúc giữa chúng với không 

khí. Trong nuôi câ"y bề m ặt th ì các lớp môi trường phải mỏng đê tạo ra mặt 
thoáng rộng và trong nuôi cấy chìm phải tạo được những điều kiện không khí 
hòa tan nhiều vào môi trường lỏng.

Độ hòa tan  oxy

Vi sinh vật chỉ sử dụng oxy hòa tan  trong môi trường lỏng. Tính chất này 
liên quan tới sự phân bố hệ enzym hô hâ'p tê bào chất (nước trong tế  bào chất 
chiếm 80%). Lượng oxy hòa tan  trong nưỏc rấ t ít. Tê bào sử dụng oxy để hô hấp 
và làm giảm lượng oxy trong môi trường.

Thiếu oxy nhất thòi sẽ phá vỡ sự trao đổi chất trong tê bào. Vì thê phải cung 
cấp oxy sao cho tốc độ hòa tan  oxy bằng tốc độ sử dụng oxy của vi sinh vật.

Tôc độ hòa tan của oxy trong môi trường lỏng được tính  theo công thức :

R = ^  = KU(C -C ,) 
dt

Trong đó : R : tốc độ hòa tan  của oxy
c  : nồng độ oxy bão hòa ở áp suất riêng 
c , : nồng độ oxy hòa tan  ở thòi điếm lựa chọn 
KLa : hằng sô tỷ lệ 
t : thời gian

Môi trường lỏng được khuấy đểu sẽ làm tăng tôc độ hòa tan của oxy Song
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khuấy quá m ạnh sẽ dẫn đến việc làm hỏng cơ học các tê  bào và dẫn đến hiện 
tượng tự phân.

Tăng áp suấ t riêng của phần (C) sẽ làm tăng  độ hòa tan  của oxy. Điều này£Ó 
thê thực hiện bằng cách nén khí qua các máy nén (compressor).

Khi nuôi cấy vi sinh vật hiếu khí trong các bình nhỏ trên  máy lắc, tôc độ hòa 
tan  của oxy phụ thuộc vào tốc độ của máy lác (sô vòng hoặc sô’ lần lắc) và kiểu 
lắc (lác tròn hay lắc ngang), cũng như tỷ  sô thể  tích môi trường với thể  tích 
chung của bình.

Độ hòa tan  của oxy còn phụ thuộc vào nh iệ t độ khi nuôi cấy, vào nồng độ các 
chất hợp phần và độ nhớt của môi trường. Khi nh iệ t độ tăng  th ì độ hòa tan  giảm. 
Nồng độ oxy hòa tan  trong các môi trường giảm hai lần  khi nh iệ t độ tăng  từ  30 
đến 37"C.

Nồng độ oxy cũng giảm khi sử dụng các chất hoạt động bề mặt, các chất phá 
bọt và hàm lượng tăng của sinh khôi vi sinh.

Có nhiều phương pháp xác định oxy hòa tan  : hóa học, cực phổ, đo điện thẻ 
oxy hóa — khử, đo trên  máy Vacbua.

Phương pháp hóa học được dùng nhiều  n h ấ t là  phương pháp Sulfit. Phương 
pháp này dựa trên  cơ sở oxy hóa Sulfit th à n h  su lfat trong sự có m ặt của ion đồng 
hoặc cobalt. Nhược điểm: không chính xác trong dịch nuôi cấy.

Nồng độ oxy hòa tan  được biểu th ị bằng :

-  Phần trăm  so với bão hòa.
-  Áp suấ t riêng.
-  Milimol hoặc miligam 0 2 (gam 0.2), lít trên  giò hay lít trên  phút.

Ánh hưởng của sự  th ôn g kh í lên  sự  sin h  trư ởn g  củ a  vi s in h  vâ t

Đối vói nhiều vi sinh vật, sự thông khí sẽ làm  tăn g  tốc độ sinh trưởng, rú t 
ngắn pha tiềm phát, nâng  cao sinh khối. Khi tăng  tốc độ hòa tan  oxy từ  0 đến 5 
mmol cy iít/p h ú t lượng sinh khô’i cuôi cùng của Serratia marsescens sẽ tăng  một 
cách đáng kế và sinh khôi đạ t cực đại ỏ 5 mmol 0 2/lít/phút. Nhưng nếu tiếp tục 
tàng thông khí nữa th ì lượng sinh khối cuối cùng sẽ giảm. Tôc độ sinh trưởng 
của Azotobacter vinelandii tăng  nhiều khi tăng  độ thông khí từ  0,21 đến 0,6 
g/lít/giờ. Nhưng nếu quá 0,6 g/lít/giờ th ì sinh khôi sẽ giảm, hình 2.8 biểu diễn 
môi tương quan giữa độ thông khí và hiệu su ấ t sinh khôi của nấm  men Sac. 
cerevisiae.

Nhu cầu oxy của vi sinh vật trong các giai đoạn sinh trưởng không giông 
nhau: trong thời kỳ đầu do sinh khối còn ít, tốc độ hòa ta n  oxy lốn nên thông khí 
m ạnh là  tốt.
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mMol Oí/l/phút
Hình 2.8. Anh hưỏng của mức độ thông khí 

đên hiệu suất sinh khối của Saccharomyces cerevisiae

Độ hòa tan  của oxy phụ thuộc vào nhiệt độ. ở  nhiệt độ 5 -  30°c, độ hòa tan 
của oxy có thê được tính  theo công thức :

c = ™
33T

Trong đó : c  biểu thị bằng ppm 
T : độ bách phân

Mức độ thông khí tăng dần theo sinh khôi. Thường nhu cầu oxy cực đại khi 
mức độ sinh trưởng còn chưa dừng lại, khi tốc độ sinh trưởng giảm dần th ì oxy 
hòa tan trong dịch nuôi cấy cũng giảm dần tối sô không.

Anh hưởng của sự  th ông kh í đến quá trìn h  trao  đôi ch ấ t và tích  lũy sản  
ph ãm  sin h  tông hợp

Khi nuôi cây Propionibacterium jenseni trong điều kiện hiếu khí thì nó có 
thề đồng hóa được glycerin, nhưng khi nuôi cấy trong điều kiện yếm khí thì 
không đồng hóa được. Khi nuôi cấy nâ'm men trong điều kiện yếm khí sẽ xảy ra 
quá trình  lên men rượu, khi cung cấp oxy thi nấm men sẽ phát triến  sinh khôi. 
Thay đổi cường độ hiếu khí sẽ thay đổi tỷ số giữa các sản  phẩm oxy hóa và khử ở 
các vi sinh vật hiếu khí không bắt buộc như vi khuẩn lactic, vi khuẩn propionic.

Nâng cao cường độ thông khí sẽ làm tăng tốc độ sinh trưởng và số lượng sinh 
khôi ví sinh vật, đồng thời liên quan đến sự tạo thành  sản phấm trao  đổi chất 
(kháng sinh, acid hữu cơ, acid amin, vitamin, enzym, ...). Mức thông khí tăng từ
1 đến 3 g 0,/1/giờ làm tăng hiệu suất sinh tổng hợp streptomycin một cách đáng 
kể. Hình 2.9 cho ta  thấy sự thông khí ảnh hưởng rõ tới quá trình  sinh tống hợp 
Gramicidin s  ỏ Bacillus brevis và ít có ảnh hưởng đến sự sinh trưởng của vi 
khuẩn này.
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Hình 2.9. Sự tạo thánh Gramicidin s trên mõi trường tông hợp phụ thuộc vào 
mức độ thông khí ả Bacillus brevis

Trong quá trình  oxy hóa trực tiêp glucose thành acid gluconic hoặc rượu 
thành acid acetic thì tốc độ sử dụng oxy đều cực đại. Trong lên men citric của 
Aspergillus niger thì hiệu suất cực đại trùng với hoạt lực hô hấp tối đa của mốc 
này. Nuôi cấy Brevibacterium ịlavum  nếu thông khí tốt sẽ tạo ra  chủ yếu là acid 
glutamic và acid cetoglutaric, nếu thông khí không đủ sẽ tạo ra  acid succinic và 
acid lactic và khi không thông khí thì sản phẩm sẽ là acid lactic. Kết quả tương tự 
đôi với Corynebacterium glutam icum  (Micrococcus glutam icus) trong quá trình 
lên men glutamic. Nếu thông khí không đầy đủ, các enzym lactatdehydrogenase 
và alanindehydrogenase sẽ hoạt động và tạo acid lactic, alanin từ  acid pyruvic. 
Thông khí tốt tạo điều kiện cho hệ enzym glutam atdehydrogenase xúc tác phản 
ứng tạo acid glutamic từ  acid a-cetoglutaric.

Trong quá tr ìn h  nuôi cấy hiếu khí, phải cung cấp oxy cho vi sinh vật hô hấp 
và phát triến  tăng  sinh khôi, đồng thời tạo điêu kiện đê hệ enzym trong tê bào 
hoạt động và cho hiệu suấ t sinh tống hợp cao. Song không phải mọi trường hợp 
đều theo tỷ lệ thuận: nếu độ thông khí quá mức thích hợp th ì hiệu su ấ t sẽ giảm. 
Lên men vitam in B12 đạt hiệu suấ t tối đa ỏ độ thông khí 2,7 g 0 2/l/giờ, nếu nâng 
cao nữa sẽ làm giảm lượng vitam in (hình 2.10).

Đôi với mỗi quá tr ìn h  lên men cần phải nghiên cứu ảnh hưỏng của cường độ 
thông khí đối với hiệu su ấ t tạo thành  sản phẩm. Trong công nghiệp vi sinh, 
không khí được nén qua máy nén, qua hệ thông làm nguội, tách dầu nước, qua 
lọc rồi thối vào nồi lên men. Trong các thùng lên men và các thùng nuôi cấy 
nhân giống đều có hệ thống khuấy để trộn môi trường và phân tán  không khí. 
Cưòng độ sục khí và khuấy tùy thuộc vào yêu cầu của từng loại vi sinh vật, vào 
từng điều kiện nuôi cấy nhằm  thu được hiệu suất sản phẩm  tối đa.

57

https://nhathuocngocanh.com/



>
---------1--------- ỉ--------- 1--------- 1--------- 1-------- »

1 2  3 4  5

g 0 2/l/giờ
Hình 2.10. Sự phụ thuộc vào tốc độ thòng khí của quá trình lên men vitamin B , 2

5. GIÁM SÁT QUÁ TR ÌN H  LÊN MEN

Các nồi lên men hiện đại được trang bị nhiều loại cảm biến tại chỗ (in situ) và 
được vận hành thông qua giao diện điểu khiên kỹ thuật sô (direct digital control — 
DDC). Điều này cho phép kiểm soát một cách chính xác nhiều thông sô" vận hành 
cùng lúc như nhiệt độ, pH, tốc độ cấp dinh dưỡng, nồng độ oxy hòa tan, ... (Bảng 2.8). 
Các thông sô này đảm bảo các điêu kiện cần th iết đe vi sinh vật phát triển tôi ưu, 
do đó được gọi là các thòng sô nuôi cấy. Ngoài các thông sô nuôi cấv, một sô nồi lèn 
men hiện đại còn được trang bị các cảm biến in situ  và các bộ phân tích trực tuyến 
(on-line) như lấy mẫu, phân tích khí thải, ... cho phép theo dõi thường xuyên các 
thông số nuôi cấy. Các thông sô' này có thể được theo dõi với tần  suất rấ t cao (30 — 
1.000 lần/giờ). Với các tiến bộ về máy tính, việc kiểm soát các thông số nuôi cấy có 
thể được thực hiện một cách chính xác vói độ lặp lại cao.

Bàng 2.8. Một sô cảm biến in situ  đê đo thõng sô nuôi cấy

Thõng số càm  biến K hoảng hoạt động Độ ch inh  xác

Nhiệt độ Pt-100 0 -  150 °c 0,1 °c
Áp suất Piezoresistor 0 - 2  bar 2 0  mbar

LƯU tốc khí Đổng hố nhiệt lượng 0 -  20 L min 1 20 mL m ir r l

pH Điên cực pH 2 - 1 2 0 , 0 2

pOj Điện cực Polarograíic Clark 0 -  400 mbar 2  mbar

pCOj Điện cực pH có màng 0  -  1 0 0  mbar 2  mbar

Các cảm  b iến  in s itu . Các cảm biến này được đật ngay bên trong nồi và có 
thể được tiệ t trùng cùng với nồi mà không phải tháo ra (Bảng 2.8). Chúng được
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th iế t kê dựa trên  các nguyên lý khác nhau  nhưng nói chung hầu hết các cảm 
biến này rấ t đáng tin  cậy và được sử dụng thường quy trong các quy trinh  ở 
phòng th í nghiệm hay ở quy mô công nghiệp.

Bảng 2.9. Ưu và nhược điểm của các nguyên lý cảm biên in situ  khác nhau

Nguyên lý Ưu điểm Nhược điểm

Mật độ quang Khoảng tuyến tính rộng Có nhiễu tin hiệu

Huỳnh quang Đõ nhạy cao Nhiều nhiễu

Đo được hoạt động tế bào Khó diên giải tín hiệu

Độ dẫn Dãi đo được rộng Bị nhiễu bởi sự thông khí và khuấy

Đo được hoạt động tế bào Khó diễn giải tín hiệu

Siêu âm Khoảng tuyến tinh rộng Bị nhiễu bởi sự thông khí và khuấy

Không cần vệ sinh Nhạy cảm với nhiệt

Các bộ p h â n  tíc h  t r ự c  tu y ế n . Một sô thông sô quan trọng không thê đo được 
bằng các cảm biến in situ như glucose và các thành phần môi trưòng, khi đó người 
ta dùng các phương pháp phân tích trực tuyến. Trong phương pháp này, mẫu được 
lấy và phân tích một cách tự  động. Kiêu FIA (flow injection analysis) hay được dùng 
vì tốc độ, độ chính xác, độ tin cậy cao. Tuy nhiên, nhược điểm của FIA là chỉ phân 
tích được một tham  số. Thê hệ tiên tiến hơn sử dụng các kỹ thuật SIA (sequential 
injection analysis) cho phép đo nhiều tham  sô trong cùng một th iế t bị. Các hệ thông 
phân tích khác như khôi phô (mass spectrometry -  MS), sắc ký lỏng hiệu năng cao 
(HPLC), và sắc ký khí (GC) đôi khi cũng được dùng. Mặc dù các hệ thông phân tích 
này có thề phân tích nhiều tham  sô’ trong một lần chạy, nhưng chúng không thể 
sánh được vói FIA về độ tin  cậy cũng như tốc độ (tần suất đo cao).

Tự  LƯỢNG GIÁ

1. Trình bày các chiến lược phân lập chủng thích hợp để sản  xuất.
2. Giải thích các tiêu  chí của chủng lên men công nghiệp.
3. So sánh các kỹ th u ậ t đột biến để cải tạo chủng.
4. Công thức hóa học của tê  bào và cơ sở hình thành  môi trường lên men.
5. So sánh kỹ th u ậ t lên m en bể m ặt và lên men chìm.
6. Các thông sô’ cần kiêm soát trong quá trình  lên men và loại cảm biến tương ứng.
7. Sản phẩm  nào sau đây kh ôn g  phải của lên men công nghiệp:

A. Sinh khôi B. S treptokinase
c . Insulin tá i tô hợp D. Kháng sinh quynolon

8. Yêu cầu nào kh ôn g  đúng đôi vối chủng lên men công nghiệp
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A. í t  cần yếu tô tăng  trưởng
B. An toàn, không gây bệnh
c. T iết được sản  phẩm  ra môi trường
D. Dễ thu  hoạch

9. Yếu tô nào kh ôn g  ảnh hưởng đến việc lựa chọn thành phần môi trường lên men

A. Tính sẵn  có
B. Hiệu su ấ t sử dụng và tạo sản phâm 
c. ít  tạo sản phẩm phụ
D. Tan được trong nước

10. Cặp thông sô’ -  cảm biến nào sau đây không  phù hợp
A. N hiệt độ — P t-100
B. P 0 2 — Piezoresistor
c. P C 0 2 -  Điện cực pH có m àng
D. Lưu tốc khí — Đồng hồ nh iệ t lượng
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B à i 3

SẢN XUẤT KHÁNG SINH

MỤC TIÊU Â 'tÉ itl
1. Trinh bày được các bước chính trong lên men Pénicillium chrysogenum sẩn 

xuất benzylpenicillin: thành phần môi trường, cách nuôi dưỡng, chủng.
2. Trinh bày được tóm tắt quy trinh lên men s. erythraea sản xuất erythromycin.
3. Nêu được nguyên tắc tách benzylpenicillin.

1. M Ở  Đ Ẩ U

Đa sô kháng sinh được sản xuất ở quy mô công nghiệp bằng cách lên men. 
Thực tê khoa học lên men kháng sinh phát triên  chậm mặc dù có sự gia tăng 
không ngừng việc sử dụng các th iế t bị phức tạp, áp dụng các kỹ th u ậ t kiểm soát 
và sử dụng máy tính. Khó tôi ưu hóa quy trìn h  lên men vì không thê có hai mẻ 
giông nhau hoàn toàn, hiệu suấ t lên men kháng sinh liên quan vởi dân sô’ tế  bào 
sông luôn thay đổi cả về sô’ lượng và chất lượng suốt chu kỳ sản  xuâ't.

Sản xuất benzylpenicillin (penicillin G, nguyên thủy  chỉ là penicillin) được 
chọn là mô hình cho quá tr ìn h  sản xuất kháng  sinh. Đây là kháng  sinh quan 
trọng n h ấ t cả về lịch sử và giá tr ị y học. Penicilin là kháng  sinh được sản xuất 
đầu tiên ở quy mô lớn. H iện nay, penicillin vẫn được kê toa trên  toàn cầu và 
còn là nguyên liệu đầu cho các kháng sinh bán tổng hợp. Ngoài ra  trong bài 
này quy tr ìn h  sản xuất kháng sinh macrolid erythrom ycin bằng xạ khuẩn 
Saccharopolyspora erythraea cũng được mô tả  để m inh họa vì xạ khuẩn là 
nguồn sinh kháng sinh tự  nhiên phong phú nhất.

Năm 1928, Fleming tình  cò phát hiện ra  các hộp petri nuôi tụ  cầu bị nhiễm 
mốc có tạo vòng ức chế. Ông tách mốc xanh này ra  nghiên cứu và định danh là 
Penicillium notatum, tuy nhiên, ông chưa tách được chất có tác dụng cũng như 
nghiên cứu cấu trúc. Năm 1941, công nghệ sản xuất penicilin đã được hình 
thành. Các chủng đầu tiên chỉ đạt 10-15 IU/ml dịch men. Giai đoạn này người 
ta  nuôi bằng phương pháp bề mặt, dùng nước lọc ra  để rửa vết thương. Quá 
trình  đột biến để cải tạo giống đồng thòi đưa kỹ th u ậ t lên men chìm vào sản 
xuất nâng hiệu suất tăng dần lên. Hiện nay hiệu suất tăng  gấp 85.000 lần so với 
lúc ban đầu.

ở  Việt Nam, người nghiên cứu penicilin đầu tiên  là cô giáo sư Đặng Văn

61

https://nhathuocngocanh.com/



Ngữ. Năm 1947, giáo sư đã mang chủng Penicillium chrysogenum từ N hật về và 
trong chiên khu Việt Bắc giáo sư đã sản xuất ra dịch men penicillin để chữa cho 
các thương binh.

2. SẢN XUẤT B E N ZY LPEN IC ILLIN

2.1. G iố n g

Giông đê sản xuất penicillin là Penicillium notatum, được phân lập bởi 
Fleming vào năm  1928 từ  sự nhiễm tình cờ. Vào năm  1940, Florey và Chain đã 
sản xuất được penicillin tinh khiết và tiềm năng chữa bệnh to lổn của nó trở 
thành hiện thực. Tuy nhiên, kỹ thuật nuôi cấy bê' m ặt môi trường lỏng để nuôi 
cấy thể hiếu khí bắt buộc này kéo dài, cần nhiều thao tác và dễ bị nhiễm. Việc 
phân lập được chủng Penicillium chrysogenum cho hiệu suất cao (gấp 100 lần 
chủng của Fleming) từ  quả dưa đỏ bị nhiễm ở chợ Peoria, thuộc bang Illinois -  
Mỹ đã cho một bước tiến quan trọng. Chủng p. chrysogenum có thế nuôi lên men 
chìm trong bình kín thể tích 250 nv' có khuấy và thông khí. Từ một nấm gô"c này, 
mỗi nhà sản xuất penicillin có chủng đặc biệt bằng cách xử lý vâi các tác nhân 
gây đột biến như tia Rơnghen, tia tử ngoại và các chất ankyl hóa và chọn lọc để 
thu  các biên đối cải tiến. Các thế biến đôi chọn lọc này có khả năng sản xuất 
lượng penicillin lớn hơn nhiều so vối chủng hoang dại, đặc biệt là khi lên men 
trong các điều kiện môi trường có kiêm soát. Các kết quả gây đột biến và lai tạo 
chủng có thể tóm tắ t như sau:

-  Tốc độ tạo sản phẩm và hiệu suất cao.
-  Có khả năng tạo thành  sản phẩm trong điêu kiện nuôi cấy chìm (các 

chủng đầu tiên chỉ sinh ra  sản phẩm trong điều kiện nuôi cấy bề mặt).
-  Sử dụng được cơ chất phức tạp và tiêu thụ tôt phenylacetat.
-  Không tạo sắc tô” gây khó khăn cho việc tinh chế.
-  Có hệ sợi sinh trưởng rắn  chắc nên dễ tách sợi nấm khỏi môi trường.
Khó khăn là việc chọn lọc được các chủng dị hợp tử bền vững.
Các quy trình  chọn lọc chủng này trở thành đặc trưng cơ bản công nghệ sinh 

học công nghiệp. Các chủng sản xuất được bảo quản ở dạng ngủ bằng bất cứ kỹ 
th u ậ t bảo quản nuôi cấy chuẩn nào. Huyền phù bào tử có thê được trộn với giá 
thể trơ như đất, cát hay trong kê vô trùng, chia ra  và sấy hoặc được trộn trong 
môi trường thích hợp và đông khô hoặc bảo quản trong bình nuôi cấy lỏng. Tất 
cả các hoạt động phòng th í nghiệm được tiến hành trong buồng thổi khí vô trùng 
đặt trong phòng có duy trì khí lọc áp suất hơi dương so với môi trưòng bên ngoài. 
Người thực hiện mặc áo choàng và làm việc vô trùng. Lên men kháng sinh là 
quá trình  nuôi cấy vô trùng  bát buộc, không được đê nhiễm sinh vật lạ.
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Vòng

Hinh 3.1. Cảu trúc của penicillin G -  penicillin tự nhiên

2.2. N h â n  g iố n g

Mục đích của nhân giống nhằm  thu  lượng giống tinh  khiết cần th iế t ở pha 
tăng trưởng lũy thừ a (logarit) cho giai đoạn lên men. Hình 3.2 là m inh họa điển 
hình cho nhân  giông. Thời gian cho mỗi giai đoạn nhân  giông được tính bằng 
ngày. Giống cấy cho giai đoạn sản xuất thường là 1 -  10% tổng thể tích lên men. 
Nếu lên men được cấy giống không đủ, có thê sẽ kéo dài thời gian tiềm ẩn trước 
khi bắt đầu tăng  trưởng và như vậy sẽ làm kéo dài giai đoạn lên men. Điều này 
vừa không kinh tế  vừa có thê làm tăng trưởng thoái hóa ảnh  hưởng hiệu suất, 
chất lượng và do đó cũng tăng giá.

Môi trường n h ân  giông được th iế t kê để cung cấp cho vi sinh vật tấ t cả các 
chất dinh dưỡng cần thiết. Cung cấp oxy thích hợp ở dạng khí vô trùng  và kiểm 
soát nh iệ t độ ở mức mong muôn. Tiêu chuẩn chính đế chuyển qua giai đoạn kê 
tiếp trong tiến tr ìn h  là giông không nhiễm và tăng trưởng đến m ật độ tê bào đã 
xác định trước. Thường th ì sợi nẵm  mọc phân nhánh và theo thời gian dịch nuôi 
cấy sánh giống như xúp.
Bào tử  

ngũ
Giai đ o ạ n  nuôi trong phòng thí 

n g h iệm  trên môi t r u ò n g  rắn
Giai đoạn nuôi trong môi  

trư ờn g  lỏng trong bình lắc ~~

giai đoan  
nhân giống  
0,5-1,0 m 3

giai đoạn  
nhân giống 

10-20 m

giai đoạn  
sản xuất  

125-250 m3

G ia i đoạn nhân giống trong thict bị

Hình 3.2. Các giai đoạn chuẩn bị giông cho lên men benzylpenicillin

2.3. L ên  m en
Thiết bị lên men thường làm bằng thép không gỉ, h ình trụ , đứng, kín, có dung 

tích 25-250 m C h i ề u  cao của nó thường gấp ba lần đường kính.
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Cung câp oxy
Lên men penicillin cần oxy được cung cấp dạng không khí lọc vô trùng  từ 

máy nén khí, tốc độ 0,5 -  1,2 (thế tích/phút). Hệ thống cánh khuấy và các gờ cản 
trong nồi lên men sẽ thúc đẩy sự thông khí.

K iêm  so á t n h iệ t  độ

Quá trìn h  sản xuất benzylpenicillin rấ t nhạy cảm vổi n h iệ t độ. N hiệt do 
chuyển hóa được sinh ra  nhiều trong quá trình  lên men nên nhiệ t độ phải được 
giảm duy tr ì ở 26±l‘,c bằng hệ thông làm lạnh. Nhiệt này được chuyển bằng 
nước lạnh lưu thông qua các dãy ống trong nồi hoặc qua các ông xoắn quanh bên 
ngoài ở vỏ nồi. Hệ thông nước lạnh này cũng được dùng để làm nguội môi trường 
tiệ t trùng  trong nồi trước khi cấy giông vào.

T h iế t bị v à  tá c  n h â n  k h ử  b ọ t

Nuôi cấy vi sinh vật có thể tạo bọt khi chúng được khuấy và thông khí 
mạnh. Nếu không kiếm soát bọt tạo ra  này, dịch nuôi cấy có thế bị m ất qua 
đường khí thải. Vì vậy nồi lên men thường có hệ thông tự động để phát hiện bọt 
ngay khi chúng mới chớm, cung cấp áp suất ngược tạm  thời đế môi trường trong 
nồi không bị trào  và thêm  tác nhân khử bọt vô trùng.

Các cảm biến cũng được lắp vào hệ thống lên men để hiện liên tục các biên 
số quan trọng như nh iệt độ và pH, công suâ't dùng của motor điện, dòng khí, oxy 
hòa tan  và khí thải.

Bô su n g  m ôi trư ờ n g

Không phải tấ t  cả các chất dinh dưỡng cần trong quá trìn h  lên men được cho 
vào ngay từ  môi trường nuôi cấy ban đầu. Một sô’ thứ được tiệ t trùng  riêng và bổ 
sung vào trong khi lên men, thường là qua hệ thống tự động có chương trình  liên 
tục điều chỉnh trưổc hoặc bô sung vô trùng riêng rẽ.

Hệ thông chuyên và lây mẫu
Có các hệ thông vô trù n g  để chuyển giông vào nồi, để lấy m ẫu thường quy 

trong quá tr ìn h  lên men, đê th u  hoạch sớm, v.v... Sự vô trù n g  được đảm bảo 
bằng th iế t kê kỹ th u ậ t và bằng dùng hơi nưốc đến tấ t  cả các phần  của nồi và hệ 
thông ống liên quan. Việc lấy m ẫu rấ t cần th iế t để theo dõi số  lượng tăng 
trưởng, động học các chấ t dinh dưõng chính và nồng độ penicillin. Ngoài ra, 
kiếm tra  nuôi cấy có bị nhiễm  vi sinh vật không mong muốn hay không cũng 
rấ t quan trọng.

2.4. K iêm  soá t lên  m en

Sinh tông hợp benzylpenicillin bị giảm nhiều nếu lượng oxy sẵn có thấp hơn 
ngưỡng mặc dù vi khuấn vẫn tiếp tục tăng trưởng. Vì thế, nếu tốc độ tăng trưởng
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trong quá trìn h  lên men được giữ như ở giai đoạn nhân giống, dịch nuôi cấy sẽ 
trở nên rấ t đậm đặc và sự thông khí sẽ không đủ đế duy trì sản  x u ấ t penicillin 
nữa. Như vậy, các điều kiện điêu chỉnh cho sự tăng trưởng nhanh  chỉ đến khi 
dân sô tê bào đạ t được m ật độ tôi đa mà nồi lên men có thê cung ứng.

Môi trường lên men
Môi trường ban đầu cho vào nồi lên men là phức hợp th iế t kê chỉ để cung cấp 

sô lượng mong muôn cho tăng trưởng lúc đầu. Nguồn nitơ chủ yếu là cao ngô 
(corn steep liquor, CSL) là sản phẩm phụ của công nghệ tinh  bột ngô. Nguyên 
liệu này không chỉ đặc biệt quan trọng cho lên men penicillin mà còn có giá trị 
trong nhiều môi trường nuôi nấm sản xuất kháng sinh. Cao ngô cũng chứa 
nhiều hợp chất carbon, như các acid và đường, các ion vô cơ và các yếu tô tăng 
trưởng. Tuy nhiên, giông như một sô chất dinh dưỡng khác, cao ngô là phức hợp 
dinh dưỡng, không được định rõ về mặt hóa học, có nguồn gôc từ  các sản phẩm 
tự  nhiên và biến đôi nhiều giữa các lô mẻ sản xuất. Đây là một trong những lý 
do làm cho các mẻ lên men không bao giờ hoàn toàn giông hệt nhau .

Môi trường chứa các nguồn nitơ phụ trợ và các chất dinh dưỡng th iế t yếu 
như calci (bổ sung ở dạng calci carbonat trung hòa tính  acid tự  nh iên  của cao 
ngô), magiê, sulphat, phosphat, kali và kim loại vi lượng. Môi trường được tiệt 
trù n g  bằng hai nước ở 120°c trong nồi lên men hoặc nồi riêng.

Chất dinh dưỡng
Môi trường tiệ t trùng  được khuấy, thông khí, chỉnh pH và nh iệ t độ đúng giá 

tr ị trên  m àn h ình  kiêm soát quá trình . Sau dó cấy giông và b ắ t đầu pha tăng 
trưởng. Nguồn carbon ban đầu được cung cấp đủ lượng đế duy tr ì sự tăng  trưởng 
trong giai đoạn đầu nhưng không đủ đế cung cấp năng lượng cho sự sản  xuất 
penicillin và duy trì sinh khôi cần th iế t trong các giai đoạn còn lại của lên men. 
Nguồn carbon cho các giai đoạn sau này được cung cấp liên tục sao cho mức tăng 
trưỏng nằm  trong giới hạn  cho phép. Nguồn carbon có thể là saccharose hoặc 
glucose, và đê giảm chi phí có the dùng loại không tinh kh iế t như m ật đường 
hoặc dịch thủy phân tin h  bột. Vì nồng độ đường còn dư trong môi trường quá 
thấp  không thê đo được, nên tốc độ cung cấp được xác định dựa theo kinh 
nghiệm và điều chỉnh lại theo các thông số  hệ thông. Một cách khác đê có được 
giới hạn carbon nhưng tránh  được các phiền phức do phải theo dõi chặt chẽ tốc 
độ cung cấp carbon là cung cấp tấ t cả carbohydrat ngay từ  đầu dưối dạng 
lactose. Sự thủy phân lactose thành  hexose có tốc độ hạn chế sẽ đảm  bảo sự cung 
cấp lượng carbohvdrate có thê đồng hóa một cách từ từ  và ôn định.

Calci, magiê, phosphat, và các kim loại vi lượng được bố sung lúc đầu thường 
đủ cho suôt quá trình  lên men, nhưng vi sinh vật cần cung cấp thêm  nitơ và lưu
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huỳnh để cân bằng dinh dưỡng carbon. Nitơ thường được bổ sung ở dạng khí 
amoniac. Việc cung cấp carbon và nitơ không chỉ đáp ứng cho nhu cầu của vi 
sinh vật về các nguyên tô này đúng theo tỷ lệ phân tử gam, mà chúng còn nhằm 
duy trì dự trữ  ion amoni thích hợp và góp phần kiêm soát pH, sự chuyên hóa 
carbon làm acid hóa và được cân bằng bởi tính  kiềm của amoniac. Sulphate 
thường được cung cấp cùng với đưòng. Tất cả các dinh dưỡng được tiệt trùng 
trước khi đong vào nồi lên men. Sự nhiễm các vi khuẩn để kháng với kháng sinh 
vào nồi lên men hiếm khi xảy ra, nhưng th iệt hại do sự nhiễm này rấ t nghiêm 
trọng nên việc ngăn chặn hết sức cần thiết. Vi khuan nhiễm  tăng trưởng nhanh, 
sản xuất p—lactamase, tiêu thụ  dinh dưỡng, làm m ất kiêm soát pH và ảnh hưởng 
quá trình  chiết xuất sau đó. Pha tăng trưởng nhanh chóng chuyển sang pha sản 
xuất kháng sinh. pH và nhiệt độ tôi ưu cho sự tăng trưởng không phải là tôi ưu 
cho sự sản xuất kháng sinh và có thế có các thay đối trong kiếm soát các thông 
sô này. Khi bắt đầu pha sản xuất kháng sinh, acid phenylacetic (PAA) được bô 
sung liên tục.

Kích th íc h  b ằn g  PAA

PAA cung cấp nhánh bên cho benzylpenicillin; không có PAA, các vi sinh vật 
tông hợp chỉ một lượng nhỏ penicillin này. Trong cao ngô có các hợp chất 
phenylacetyl (có từ  phenylalanine trong hạt được biến đổi bởi hệ vi sinh vật 
trong tự nhiên), nên cao ngô là nguồn phức hợp nitơ rẻ và tốt nhất được dùng 
trong những th í nghiệm ban đầu và dẫn đến sử dụng PAA. PAA không chỉ kích 
thích sinh tông hợp benzylpenicillin mà nó còn ức chế sự tạo thành  các penicillin 
không mong muôn khác. Tuy nhiên, nồng độ cao PAA sẽ độc với nấm và vì thê 
không thế thêm nó một cách bừa băi, mặt khác PAA đắt tiền. Việc cung cấp PAA 
được kiểm soát sao cho luôn duy tr ì được lượng PAA thích hợp mà không tới giới 
hạn độc. Giảm lượng PAA cho vào ngay trưóc khi kêt thúc lên men để lượng tiền 
chất chưa sử dụng trong dịch nuôi cấy cuối không quá thừa.

Acid a-aminoadipic + Cystein + Valin

I
tripeptid

I
isopenicillin N

Acid a-aminoadipic

Benzylpenicillin
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Sinh tổng hợp benzylpenicillin đi từ ba acid amin: acid a-am inoadipic, 
cystein và valin, và PAA. Các acid am in tụ  lại thành  tripeptid , đóng vòng tạo 
cấu trú c  vòng của Penicillin với nhánh bên a-am inoadipyl, isopenicillin N. Sau 
đó thêm  nhánh bên nhóm phenylacetyl từ  PAA cho ra  benzylpenicillin.

Gần đây lý thuyết và công nghệ di truyền đã phát triển  đế’ có được chủng hoạt 
tính cao. Trong những năm  1980 đã có tiến bộ vượt bực về phân lập và thao 
tác các gen sinh tổng hợp theo con đường này và các con đường liên quan thành  các 
Cephalosporin (qua nấm mốc sản xuất Cephalosporin c  là Acremonium chrysogenum) 
và các cephamycin (qua xạ khuẩn sản xuất cephamycin c  là Streptomyces 
clavuligerus). Ngày nay các nhà sản xuất kháng sinh có thể áp dụng kỹ th u ậ t tái 
tô hợp ADN cho các chủng nấm mốc công nghiệp để sản xuất ß-lactara và có 
những triển  vọng thú vị về việc tạo các thay đổi di truyền làm tăng đáng kể sản 
phẩm. Còn cần cải tiến nhiều khía cạnh vì các chủng công nghiệp hiện hành và 
quá trình lên men chỉ mới chuyển < 10% tổng carbon thành Penicillin.

Kết thúc
Quyết định ngưng lên men rấ t phức tạp và phải căn cứ vào một sô’ yếu tô*. 

Thường th ì nhà sản xuất sẽ thu  hoạch ngay sau khi có dấu hiệu đầu tiên của sự 
giảm hiệu quả chuyển đổi nguyên liệu thô đắt tiền n h ấ t (nguồn carbon, tức là 
glucose) thành  Penicillin.

2.5. C h iế t  x u ấ t

T hu  tê  bào
Khi thu  hoạch, benzylpenicillin hòa tan  ngoại bào, cùng vói nhiều chuyển 

hóa khác và các thành  phần của môi trường. Bước đầu tiên của quá tr ìn h  sau lên 
men là loại bỏ tế  bào bằng cách lọc hoặc ly tâm. Giai đoạn này được tiếp  hành 
sao cho trá n h  nhiễm  các vi sinh vật đê kháng sinh bằng cách tiế t ß—lactam ase vì 
có thể làm m ất nhiều hoặc m ất toàn bộ sản phẩm.

Tách benzylpenicillin
Giai đoạn tiếp theo là tách benzylpenicillin. Quá tr ìn h  này thường dùng 

dung môi mặc dù cũng có các phương pháp khác như Sắc ký trao  đổi ion và kết 
tủa. ở  pH 2-2,5 của dung dịch nưóc, Penicillin có hệ sô' tách cao trong các dung 
môi hữu cơ như amyl acetate, butyl acetate và methyl isobutyl ketone. Việc chiết 
phải được tiến hành  nhanh  vì benzylpenicillin rấ t không ổn định ở các giá tr ị pH 
thấp này. Sau đó Penicillin được chiết lại vào dung dịch đệm ở pH 7,5, lúc này 
Penicillin có hệ số tách m ạnh trong pha nưốc. Thu hồi dung môi bằng chưng cất 
để tá i sử dụng.

Xử lý chât chiết thô
Benzylpenicillin được sản xuất dưới các dạng muôi khác nhau tùy theo dự
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định sử dụng là làm nguyên liệu đầu vào cho các nhà sản  xuất bán tổng hợp các 
kháng sinh P“ lactam  hoặc cho sử dụng lâm sàng.

Việc xử lý chất chiết penicillin thô thay đổi theo mục tiêu nhưng gồm có việc 
tạo muôi thích hợp, sau đó xử lý loại bỏ các chí nhiệt tô (pyrogen) và tiệ t trùng. 
Đế tiệt trùng thường dùng cách lọc nhưng muôi kim loại tinh khiết của penicillin 
có thế tiệ t trùng bằng nhiệt khô.

Đề dùng đường tiêm, kháng sinh được đóng gói trong lọ vô trùng ở dạng bột 
hoặc huyền dịch. Đe dùng đưòng uông, có the bào chế dạng viên bao phim hay 
bất cứ dạng chuấn nào khác. Lấy mẫu ngẫu nhiên với sô lượng thích hợp thành 
phẩm đê đảm bảo kiểm tra  chất lượng chặt chẽ đảm bảo đạt các yêu cầu vê' hoạt 
lực, tinh khiết, không có chí nhiệt tô’ và vô trùng.

Tất cả các giai đoạn sản xuất kháng sinh từ  lên men đến thành pham  được 
tuân theo thực hành sản xuất thuôc tôt (GMP) trong đó có cả kiểm soát chất 
lượng. GMP đòi hỏi “một hệ thông toàn diện từ  khâu th iế t kế, lập hồ sơ, thực thi 
và kiểm tra  đến nhà xưởng, nhân sự, thiết bị và các tà i nguyên khác nhằm  đảm 
bảo sản phẩm sẽ đạt chất lượng đúng với dự định dùng”.

3. SẢN XUẤT P E N IC IL L IN  V

Các penicillin khác nhau được sinh tông hợp bằng cách bố sung các chất cho 
acyl khác nhau. Ví dụ cho tiền chất acid phenoxyacetic thay  vì PAA, penicillin V 
được sản xuất bởi quy trình  tương tự như benzylpenicillin. Trong con đường sinh 
tổng hợp, nhánh bên a-am inoadipy] của isopenicillin N được thay bởi nhóm 
phenoxyacetyl (Bảng 3.1).

Vi sinh vật dùng cũng là p. chrysogenum. Nhà sản  xuất có thể dùng cùng 
một chủng đột biến để sản  xuất cả hai sản  phẩm  hoặc có th ế  dùng các thể 
đột biến khác nhau cho hai loại penicillin. Tình huông này tương tự với các 
chủng Streptomyces aureofaciens dùng lên men sản xuất cả chlortetracyclin và 
demethylchlortetracyclin.

Giông như benzylpenicillin, penicillin V vẫn được dùng rộng rãi và cũng có 
thế dùng làm nguyên liệu đầu để bán tổng hợp các penicillin không thể sản xuất 
trực tiếp bằng con đường lên men.

4. SẢN XUẤT C E P H A L O S P O R IN  c
Penicillin V hoặc benzylpenicillin có thê được chuyên thành  cephalosporin 

bằng cách mở rộng vòng hóa học. Ví dụ có thể sản  xuất cephalosporin thê 
hệ một như cephalexin theo cách này. Tuy nhiên, hầu hết cốc cephalosporin 
được dùng trong lâm sàng là sản  phẩm bán tổng hợp từ  sản phẩm lên men 
cephalosporin c.
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Chủng gốc (thời đó được gọi là Cephalosporium acremonium) được phân lập 
tại bờ biển Sardinian  vào năm  1945 khi quan sát thấy là nước công địa phương 
ra biến khá sạch. Vì hoạt tín h  liên quan đến nhiều hợp chất khác nhau  nên 
nghiên cứu tiến triên  chậm . Cephalosporin c được tách đầu tiên vào năm  1952 
nhưng phải m ất một th ập  kỷ các cephalosporin bán tổng hợp mới được dùng 
trong lâm sàng.

Con đường sinh tổng hợp cephalosporin c  giông vối các penicillin cũng như 
isopenicillin N. Giông với nhiều  lên men kháng sinh khác, không cần dinh dưỡng 
tiền chất cho cephalosporin c. Trong các chất chuyên hóa của vi sinh vật có đủ 
cơ chất nhóm acetyl cho phản  ứng acetyltransferase cuối. Chiết sản phấm  khỏi 
dịch nuôi cấy bằng cách hấp phụ vào carbon hoặc resin, ít dùng dung môi. Điểu 
này minh họa một điểm chung quan trọng là các quá tr ìn h  sản  xuất kháng sinh 
khác nhau  nhiều ỏ giai đoạn hồi phục sản phẩm chứ không phải giai đoạn lên 
men. Hình 3.4 m inh họa lộ tr ìn h  sản xuất điển h ình từ  nhân  giốhg đến ra  thành  
phẩm kháng sinh.

H
I H H

~OOC— CH—(CH;)y—C—NV Ị Ị

NH3t o

Hình 3.3. Cấu trúc cephalosporin c

Bảng 3.1. cấu trúc của một sô' penicillin tự nhiên, các penicillin sinh tổng họp 
quan trọng nhất và penicillin bán tổng hợp

P e n ic illin  th iên  nh iên

Sản phẩm Mạch nhánh N -A cy l

Benzylpenicillin (Penicillin G)

IÒTXu

ố

2-pentenylpenicillin (Penicillin F) c h 3 — c h 2 — c h = c h - c h 2 — c o —

n-Am ylpenicillin (Penicillin -  D ihydro F) c h 3 — (C H 2 ) 4 - C O -

n—HeptyIpenicillin (penicillin K) c h 3— (C H 2)6— c o —
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p-Hydroxybenzylpenicillin (penicillin X) HO— CH2— c o -

P en ic illin  s inh  tổng  họp

Sản phẩm monq muốn Tiền chất

Benzylpenicillin: không bền với acid, nhạy với p -  O :  C H 2— C O O H

Phenyl acetic acid
lactamase, hoạt tính thấp trên VK Gram (- )

Phenoxymethylpenicillin (Penicillin V): ổn định với / /  

acid, các đặc tính khác giông penicillin
o — c h 2- c o o h

Phenoxyl acetic acid

Allylmercaptomethylpenicillin (Penicillin 0 ): giảm H -> C = C H — C H t— s — CH->— C O O H

ỉ/ %

các đặc tính gây dị ứng 

P en ic illin  bán tổng  họp

Sản phẩm mong muốn

Propicillin: ổn định với acid, nhạy với ß-lactamase

Methicillin: ổn định với acid, kháng ß-lactamase

Oxacillin: ổn định với acid, kháng ß-lactamase \

Ampicillin: phổ kháng khuẩn rộng (đặc biệt kháng 

VK Gram (-), ổn định với acid, nhạy v j i  ß-lactamase

Carbenicillin: phổ kháng khuẩn rộng (đặc biệt kháng 

pseudomonas aeruginosa, ổn định với acid nhưng 

uống không công hiệu, nhạy với p-lactamase

Allyl mercapto acetic acid

Mạch nhánh N -A cy l 

1' \ — o — CH-CO"
c h 2 c h -ị

-O C H 3

c o —
0 C H 3

-CO-
CH.!
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5. Tiệt trùng

Lọc tiệt trùng

Vận chuyển đén nhà máy đê bào chế 
thành sản phẩm

ng vo ăan pnani nẹi , ,
• i l ũ- Chat rănuùng trùng sây khô

Hỉnh 3.4. Quá trinh sản xuất cephalosporin điển hình
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5. SẢN XUẤT ERY TH RO M Y CIN

Một ví dụ điển hình khác minh họa sản xuất kháng sinh bằng lên men vi 
sinh vật là quy trình  sản xuất kháng sinh macrolid erythromycin bằng xạ khuẩn 
Saccharopolyspora erythraea (tên trước đây là Streptomyces erythreus).

Xạ khuẩn (Actinomycetes) và đặc biệt là các thành viên của chi Streptomyces 
có ở khắp nơi trong tự nhiên và là nguồn phong phú cho các chuyển hóa thứ cấp 
có hoạt tính sinh học. Bảng 3.2 liệt kê 62 chất chuyển hóa thứ cấp hữu dụng của 
hơn 9.000 phân tử có hoạt tính sinh học phân lập từ  xạ khuẩn cho đến nay 
(2004), chiếm hai phần ba các kháng sinh đã biết làm từ  vi sinh vật và khoảng 
60% các chuyển hóa thứ  cấp có hoạt tính sinh học ngoài kháng sinh. Gần 80% 
các phân tử này được làm từ  Streptomyces.

s. erythraea được mô tả  lần đầu vào năm  1919 bởi W aksman. Năm 1952, 
hoạt tính  kháng sinh của chủng s . erythraea NRRL2338 có nguồn gốc từ chủng 
phân lập đầu tiên được công bố. Chủng NRRL 2338 sản xuất khoảng 0,25-1 g 
erythromycin trong 1 lít tùy  điều kiện nuôi cấy. 50 năm sau, hiệu suất này tàng 
lên hơn gấp 10 lần, khoảng 10—13 g/L canh nuôi. Sự sinh tổng hợp erythromycin 
được mã hóa bởi các gen ery nằm trên đoạn ADN dài khoảng 60 kb, tóm tắ t 
trong hình 3.4. Sự lên men sản xuất hỗn hợp erythromycin A, B, c , và D, trong 
đó chỉ có erythromycin A là chất được mong muốn (hình 3.5). Các hợp chất kia là 
sản phẩm hydroxyl hóa một phần hoặc các chất methyl hóa trung  gian. Một 
chủng sản xuất tố t phải cho ra  lượng erythromycin A cao, ít nhấ t là 8-10 g/L, 
chứa trên  90% hàm  lượng là erythromycin A. Một số hãng sản xuất lớn là Lilly 
(1952), Abbott (những năm  1970). sả n  lượng erythromycin hàng năm là 4.000 
tấn. Mặc dù một ít erythromycin vẫn được dùng (1.000 tấn), phần lón nó được 
chuyển đổi hóa học th à n h  azithromycin (1.500 tấn), clarithrom ycin (1.500 tấn), 
và roxithromycin (400 tấn).

Bảng 3.2. Danh sách các kháng sinh từ xạ khuẩn có ích

Kháng sinh Xạ khuẩn Phân loại hóa học Đích ửng dụng
Actinomycin D Slreptomyces spp. Peptid Phiên mã Khárg ung thư
Antimycin A Streptomyces spp. Macrolid Hệ thống 

cytochrõm
Telocidal

Avermectin s. avermitilis Macrolid (PK) Các kênh ion 
chlorid

Khárg ký sinh 
trùng

Bambermycin s. bambergiensis Các am ino- 
glycosid thay thế 
(phức hợp của hơn 
bốn moenomycin)

Peptidoglycan Thúc đẩy tăng 
trưỏrg

Bialaphos s. hygroscopicus Peptid Glutamin
synthetase

Diêt cỏ
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K háng s inh Xạ khuẩn Phàn loại hóa học Đ ích ửng dụng

Bleomycin S. verticillus Glycopeptid Đứt sợi ADN Kháng ung thư

Candicidin S. griseus Polyen macrolid 
(PK)

Màng (thể tạo 
pore)

Kháng nấm

Cephamycin C Nocardia 
lactamdurans  (và 
các chủng khác)

ß-Lactam Peptidoglycan Kháng khuẩn

Chloramphenicol S. venezuelae N-Dichloracyl
phenylpropanoid

R Kháng khuẩn

Chlorotetracyline S. aureofaciens Tetracyclin (PK) R Kháng khuẩn

Acid Clavulanic S. clavuligerus ß-lactam ức chế ß -  
Lactamase

Phối hợp với 
p-lactam  
kháng khuẩn

Cycloserin S. orchidaceus Cyclic peptid thay 
thế

Peptidoglycan Kháng khuẩn

Daptomycin s roseosporus Lipopeptid Acid
Lipoteichoic?

Kháng khuẩn

Dannorubicin
(daunomycin)

S. peucetius Anthracyclin (PK) Xen vào ADN Kháng ung thư

Desferrioxamin S. pilosus Peptid Sắt chelat Tẩy sắt khi dư 
thừa sắt

Doxorubicin
(adiamycin)

S. peucetius  var. 
caesius

Anthracyclin (PK) Xen vào ADN Kháng ung thư

Erythromycin S. erythraea Macrolid (PK) R Kháng khuẩn

FK506
(tacrolimus)

S. hygroscopicus Macrolid (PK) Gắn vào FK 
protein

ức chế miễn 
dịch

Fortimicin Micromonospora
olivoasterospora

Aminoglycosid R Kháng khuẩn

Fosfomycin Sleptomyces spp. Acid Phosphoric Peptidoglycan Kháng khuẩn

Gentamycin Micromonospora  spp. Aminoglycosid R Kháng khuẩn

Hygromycin B S. hygroscopicus Aminoglycosid thay 
thế

R Kháng giun sán

Kanamycin S. kanamyceticus Aminoglycosid R Kháng khuẩn

Lasalocid S. lasaliensis Polyether (PK) Màng (thể 
mang ion)

Kháng cầu 
trùng; thúc đẩ y  
tăng trưởng

Lincomycin S. lincolnensis Đường amide R Kháng khuẩn

Milbemycin S. hygroscopicus Macrolide (PK) Các kênh ion 
chloride

Kháng ký sinh 
trùng

Mithramycin S. argillaceus Acid Aureolic Alkyl hóa ADN Kháng ung thu

Mitomycin C S. caespitosus, 
S. verticillatus

Benzoquinone Liẽn kết chéo 
ADN

Kháng ung thư

Monensin S. cinnamonensis Polyether (PK) Màng (thể 
mang ion)

Kháng cầu 
trùng; thúc đẩy 
tăng trưởng
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Kháng s inh Xạ khuẩn Phân loạ i hóa học Đích ửng dụng

Natamycin s. nataensis Tetraen polyen 
(PK)

Màng (thể tạo 
pore)

Kháng nấm

Neomycin S. fradiae Aminoglycosid R Kháng khuẩn

Nikkomycin s. tendae Nucleosid Sinh tổng hợp 
Chitin

Kháng nấm; 
insecticidal

Nocardicin Nocardia uniformis P-Lactam Peptidoglycan Kháng khuẩn

Nosiheptide s. actuosus Thiopeptìd R Thúc đẩy tăng 
trưởng

Novobiocin s. niveus Coumerin glycosid ADN gyrase
(G yrB -
subunit)

Kháng khuẩn

Nystatin s. noursei Polyen macrolid 
(PK)

Màng (thể tạo 
pore)

Kháng nấm

Oleàndromycin s. anlib ioticus Macrolid (PK) R Kháng khuẩn

Oxytetracycline s. rimosus Tetracyclin (PK) R Kháng khuẩn

Paromomycin s. rim osus forma 
parom om ycinus

Aminoglycosid R Kháng amib

Phleomycin s. verticillus Glycopeptid Gãy sợí ADN Kháng ung thư

Polyoxins s. cacaoi var. 
asoensis

Nucleosid-peptid Sinh tổng hợp 
chitin

Kháng nấm 
(bảo vệ thực 
vật)

Pristinamycin s. pristinaespiralis Peptidic 
macrolacton + 
polyunsatturated 
macrolactone (PK)

R Kháng khuẩn

Puromycin s. alboniger Purin nucleosid R Nghiên cứu

Rapamycin s. hygroscopicus Macrolid (PK) Gắn FK 
protein

ức chế miễn 
dịch

Rifamycin Am ycolatopsis
m editerranei

Ansamycin (PK) ARN
polymerase

Kháng khuẩn

Ristocetin N ocardia Iruida Glycopeptid Peptidoglycan Kháng khuẩn

Salinomycin s  albus Polyether (PK) Màng (thể 
mang ion)

Kháng cầu 
trùng; thúc đẩy 
tăng trưởng

Spectinomycin s. speclabilis Aminocyclitol R Kháng khuẩn

Spinosyns s. spinosa Tetracyclic 
mocrolid (PK)

Chưa rõ Diệt côn trùng

Spiramycin S. am bofaciens Macrolid (PK) R Kháng khuẩn

Streptogramins S. gram inofaciens Macrocyclic lacton R Kháng khuẩn

Streptomycin s. griseus Aminoglycosid R Kháng khuẩn

streptothricin s. lavendulae A/-Glycosid R Thúc đẩy tang 
trường; bào vệ 
thực vật
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K háng sinh Xạ Khuẩn Phân loạ i hóa học Đích ứ ng dụng

Teichoplanin A ctinop lanes
te ichom yceticus

Glycoprotein Peptidoglycan Kháng khuẩn

Tetracycline S. aureofaciens Tetracyclin (PK) R Kháng khuẩn

Thienamycin s . catlleya ß-Lactam Peptidoglycan Kháng khuẩn

Thiostrepton S. azureus Thiopeptid R Thúc dẩy tăng 
trưởng

Tobramycin s. tenebrarius Am inoglycoside R Kháng khuẩn

Tylosin S. fradiae Macrolide (PK) R Thúc đẩy tăng 
trường

Validamycin s. hygroscopicus Aminoglycosid R Bảo vệ thực vật

Vancomycin Am ycolatopsis
orientalis

Glycopeptid Peptidoglycan Kháng khuẩn

Virginamycin s. virginiae Macrocyclic lacton 
(PK) +

R Thúc đẩy tăng 
trưỏng 
macrocyclic 
peptidolacton

a  PK = polyketid.
b R = gắn vào ribosom nên ức chê tông hợp protein.

Ba gen eryAI-lll mã hóa cho các protein đa vùng DEBS1-3 

ị
6 -deoxyerythromolid B

Ậ eryF, hydroxylase 

erythronolide B

Ậ eryB, locus cho tòng hợp L-mycarose và transferase 

3-mycarosylerythronolide B

ị eryC, locus cho tổng hợp D-desosamine và transferase 

Erythromycin D

eryK, erythromycin I I eryG, o-methyltransferase
DIB hydroxylase Ậ_________  _________ X_______________________

Erythromycin c Erythromycin B

eryG,
o-nethyltransferase

eryK, erythromycin 
□ IB hydroxylase

Erythromycin A

Hình 3.5. Sự sinh tổng hợp erythrom ycin
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o  Erythromycin R R1

Hinh 3.6. Các erythromycin

Erythromycin là hỗn hợp các kháng sinh macrolid chứa phần lớn là erythromycin A

5.1. C họn  g iố n g , g iữ  g iố n g  và  lên  m en

Do các chủng năng suấ t cao dễ bị biến đôi di truyền nên cần th iế t phải liên 
tục phân lập lại các chủng năng suất cao có ít sản phàm  phụ erythrom ycin B
và c.
Chọn ch ủ n g  s. ery th ra ea  n ăn g  s u ấ t  cao

Chủng thường ở ông thạch nghiêng, đông khô hoặc huyền phù bào tử được 
chuyển vào môi trường lỏng (VI), nuôi 48 giờ rồi pha loãng và trả i trên  hộp chứa 
môi trường thạch tạo bào tử (MI hoặc CMAE-1). ủ  10—14 ngày ở 34°c và độ ẩm 
khoảng 60%, khuẩn lạc mọc giông sao, đường kính 3 mm, màu xám hồng và sắc 
tô bào tử màu nâu nhạt (hình 3.7), m ặt dưới khuan lạc có màu nâu đậm. Chọn 
các khuẩn lạc có hình thái khác nhau và cấy lên thạch nghiêng.

A B

Hinh 3.7. Hình thái khuẩn lạc s. erythraea. A - từ mặt đáy, B -  từ mặt trên

Giữ giông s. ery th ra ea

Mỗi khuân lạc riêng rẽ được cây vào hai đến ba ông thạch nghiêng môi trường 
M l. Ú 10-14 ngày ở 34°c  đến khi tạo bào tử. Các ống giông này có thể giữ ở 4°c 
một tháng.

Tạo huyền phù bào tử bang cách thêm 5 ml nước vô trùng vào ông thạch 
nghiêng và cào nhẹ bề m ặt bằng pipet vô trùng. Thêm 20% glycerol vào và phân
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nhỏ 1,5 mL, bảo quản ở -8 0 °c . Chủng trong glycerol có thế dùng trong một năm  
không bị biến đôi di truyền hoặc sản xuất erythromycin.

Kiếm tra  khả năng sản xuất erythromycin của giông bằng cách nuôi 1 mL 
huyền phù bào tử mới pha hoặc 1,5 mL huyền phù bào tử  đông lạnh trong 30 mL 
môi trường VI. ủ  40 giờ ở 34°c  trên  máy lắc, lấy 3 ml cấy vào 27 mL môi trường 
F l,  rồi nuôi trong 9 ngày, mỗi ngàv bô sung dầu đậu nành  (0,2 mL, ngày 0-6) và 
tt-propanol (0,1 raL, ngày 0-5; 0,15 mL, ngày 6-9). Cân bình hàng ngày và thêm  
nưỏc vô trùng đế bù lượng bốc hơi. Lấy mẫu, lọc và định lượng erythromycin. Chọn 
các chủng tố t n h ấ t đe đông khô.

Lên m en s. erv th ra ea

Nuôi cấy thực hiện qua ba giai đoạn.
1. Giai đoạn 1 nuôi giông trong 35 raL môi trường VI.
2. Sau 48 giờ, cấy giông này vào 3,5 L môi trường V2. Tốc độ khuấy 800 

vòng/phút, tôc độ thông khí 0,6 thê tích/ thê tích/phút, nh iệ t độ 34°c . Theo dõi 
m ật độ oxy hòa tan , pH, quá trìn h  oxy hóa khử, nồng độ khí C 0 2 th ả i ra. Sự tăng 
trưởng được theo dõi bằng ly tâm  đo thế tích hệ sợi hoặc cân sinh khối khô.

3. Sau khoảng 40 giờ, chuyển 1,5 L canh lỏng vào bình lên men. 20 L chứa 10 L 
môi trường F l. Điều kiện nuôi cấy giai đoạn này: 34°c, pH không quá 7,2 bằng 
H2S 0 4, tốc độ khuấy 700 vòng/phút, tốc độ thông khí 0,37 thể tích/ thể  tích/phút 
trong 12 giò đầu sau đó tăng  lên 0,83 thể tích/ thê tích/phút. Duy tr ì d inh dư3ng 
n-propanol, dầu đậu nành, dextrin. Theo dõi trực tuyến quá tr ìn h  oxy hóa khử, 
nồng độ khí C 0 2 thả i ra, glucose tự  do, sinh hóa. Hàng ngày lấy 50 hoặc 100 ml 
để định lượng erythrom ycin, PMV, hoặc trọng lượng tế  bào khô và soi k ính hiển 
vi kiềm tra  nhiễm  cũng như hình thái sợi nấm.

5.2. Tách erythrom ycin
Tách erythrom ycin gồm các bưốc: (1) Tách erythrom ycin-isothiocyanat, 

(2) Tạo erythromycin base và (3) Thử độ tinh khiết và hoạt tính  của erythromycin.

Tách erythromycin-isothiocyanat
Chinh pH 8,5 với NaOH 20%, loại bỏ sinh khôi bằng ly tâm  3000g trong 30 

phút ở 4°c. Dịch nổi được lọc trong bằng lọc thủy tinh, chỉnh pH 9,5 ± 0.1. Thêm 
1.5% m ethylisobutylketone và khuấy hỗn hợp trong 10 phú t ở 4°c. Ly tâm  
(2000^ trong 5 phút) th u  pha hữu cơ và định lượng erythrom ycin bằng HPLC. 
Đun pha hữu cơ đến 30°c, thêm  0.63 L dung dịch Na isothiocyanat 33% cho mỗi 
gam ervthromycin. Chỉnh pH 5,8 với acetic acid 10%, làm  nguội hỗn hợp đến 
10°c va ủ  3 giờ có khuấy nhẹ để kết tinh  erythrom ycin—isothiocyanat. Duy trì 
pH 5,8 Lọc và rửa tủa, sấy chân không ở 50°c. Hiệu su ấ t theo trọng lượng của 
quy trình  này là khoảng 83%.
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Tạo erythromycin base
Erythromycin—isothiocyanat ướt sau khi lọc được chuyến thành erythromycin 

base thô bằng cách hòa trong dichloromethan, khuấy nhẹ ở 33°c, thêm  dung 
dịch NaOH 15% đến pH 9,5 — 10,0. Thêm chất trợ lọc (Perlite) và th an  hoạt và 
lọc. Rửa bằng lượng nhỏ dichloromethan. Chiết pha hữu cơ (dịch lọc) với nước 
khử ion ở 33°c và khuấy nhẹ. Sau đó kết tinh erythromycin ở nhiệt độ thấp (5°C). 
Ly tâm hoặc lọc, rửa erythromycin kết tủ a  với dichloromethan, và sau đó sây 
khô ở 50°c. Hòa erythromycin base thô trong nước khử ion và đun đên 50-60°C. 
Thêm lauryl sulfat, ly tâm  hoặc lọc, và rửa với nưóc khử ion (60°C) đê thu 
erythromycin base tinh  khiết.

5.3. Thử độ tinh khiết và hoạt tính của erythromycin
Thử hoạt tính  của erythromycin bằng phương pháp sinh học và thực hiện 

song song vói erythrom ycin chuẩn, gồm các bước như sau:
1. Rót 35 mL môi trường TSB vào đĩa Petri (12 X 12 cm).
2. Đợi môi trường đông, thêm lớp thứ hai gồm 35 mL môi trường TSB chứa 

35 (¿L dịch nuôi cấy qua đêm của Micrococcus luteus (nuôi 18 giờ ở 30°c trong LB).
3. Định lượng erythromycin bằng nhỏ 10 nL phần nổi dịch nuôi cấy (hoặc lượng 

thích hợp hòa tan  trong methanol) lên đĩa thử kháng sinh đặt trên đĩa thạch. Sau 
khi ủ ở 30°c trong 48 giò, đo vùng ức chế M. luteus và tính lượng erythromycin 
(g/L) bàng đường cong chuan.

Thử độ tinh  khiết của erythromycin bằng HPLC, xác định các erythromycin
A, B, và c  trong canh cây.

Công thức môi trường

1. Môi trường thạch M l: 5 g/L glucose khan, 5 g/L trypton, 0,5 g/L betaine-HCl, 
5 g/L tinh bột ngô, 1 g/L cao ngô, 200 mg/ụL M gS04.7H20 , 2 mg/L ZnS04.7H20,
0.8 mg/L CuS0 j.5H.20, 0,2 mg/L CoC12.6H20, 4 mg/L FeS04.7H20 , 80 mg/L CaCl2.6H20, 
10 g/L NaCl, 150 mg/L KH2P 0 4, và 20 g/L agar.

2. Môi trường VI: 16 g/L tinh bột ngô, 10 g/L dextrin, 15 g/L bột đậu nành,
2,5 g/L NaCl, 5 mL/L cao ngô, 1 g/L (NH4)2S 0 4, 6 mL/L dầu đậu nành tinh khiết,
và 4 g/L CaC 03. Chỉnh pH trưâc hấp tiệt trùng đến 6,5.

3. Môi trường V2: 18 g/L tinh  bột ngô, 12 g/L dextrin, 15 g/L bột đậu nành,
3 g/L NaCl, 6 mL/L cao ngô, 1,2 g/L (NH4)2SO.,, 6 mL/L dầu đậu nành tinh khiết,
và 5 g/L CaC 03. Chỉnh pH sau hấp tiệt trùng  về 6,8.

4. Môi trường TSB (Tryptic soy broth).
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Tự  LƯỢNG GIÁ

1. Penicillin
A. Được tìm ra  bởi Flemming năm  1928.
B.Từ môc xanh p. notatum.
C.Từ nấm  mốc p. chrỵsogenum.
D.Là kháng sinh được tìm ra đầu tiên.
E.A, c  và D.

2. Chủng sản  xuất penicillin hiện nay kh ông  có các đặc tính
A. Không sinh sác tô
B. Sợi chắc, dễ lọc tách,
c .s ử  dụng được cơ chất phức tạp
D.Nuôi cấy chìm được
E. Hiệu suất khoảng 60 mg/ml

3. Phần có thể thay  đổi trong cấu trúc của penicillin G đe cho các dẫn xuất là
A. Vòng p-lactam
B. 6-am ino penicillanic acid
C.Mạch nhánh  acyl
D.Vòng thiazolidine
E. Pentenylpenicillin

4. Công nghệ sản xuất penicillin dùng phương pháp
A. Nuôi cấy bê' m ặt
B.Nuôi cấy chìm
c. Nuôi cấy hiếu khí
D.Nuôi cấy yếm khí
E.A, B, c

5. Nguồn carbon thường dùng trong lên men sản xuất penicillin là
A. Glucose 
Ẹ. Lactose 
c. Saccharose
D. Fructose
E.Tinh bột

6. Cao ngô được thêm vào môi trường lên men sản xuất penicillin vì nó chứa
A. p-phenyletylam in
B. N atrith iosu lfat
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C.Ba acid amin mồi
D.Allyl mercapto acetic acid
E. Nhiều nguyên tô vi lượng

7. Chiết xuất penicillin bằng
A. Cột trao đối ion
B.Hấp phụ vào carbon hoặc resin 
c. Nưỏc ở pH 2-2.5
D.Dung môi hữu cơ
E.Tất cả đều đúng

8. Tối ưu hóa lên men kháng sinh
A. Bằng sử dụng các th iết bị phức tạp
B. Khó vì không thê có hai mẻ giông nhau một cách hoàn toàn
C.Áp dụng các kỹ thuậ t kiểm soát phản hồi và dùng máy tính
D.Mục tiêu là dân số số lượng và chất lượng tế  bào sông
E. B và D

9. Các nhà sản xuất penicillin xử lý đê có chủng sản xuất đặc biệt
A. Tia Rơnghen
B.Tia tử  ngoại
C.Các chất ankyỉ hóa
D.Áp dụng kỹ th u ậ t tá i tổ hợp ADN
E.Tất cả

10. Không đúng trong lên men sinh tổng hợp penicillin
A. Cần cho cao ngô vào môi trường nuôi cấy
B.Môi trường được tiệ t trùng bằng hơi nước ở 120°c
C.Duy trì tốc độ thông khí
D.Khi bắt đầu pha sản xuất kháng sinh, phenylacetic acid được bổ sung liên tục
E. Nhiễm vi khuan lạ có thê làm pha tăng trưởng nhanh  chóng chuyên sang 

pha sản xuất kháng sinh.
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B à i 4

THỰC PHẨM CHỨC NĂNG

Umfc ■ t -vf i  • . LV•:Vjtuig ¿.Jĩị£ ỷ •** • ■¿.'ểđw£¥ìP.&iẶFÌZ.&VÍ>
iiệt được các loại thực phẩm chức năng.
Ịọó các yêu cầu và một sô ví dụ vể prebiotic.
’ giải thích được các yêu cầu của probiotic. 1 ■ . ;
(Ợc các chức năng chính của probiotic và phương pháp chứng minh.

1. KHÁI NIỆM

1.1. K hoa h ọ c  d in h  d ư ỡ n g

Mặc dù con người đã nói đến “thực phẩm” (food) và “chế độ ăn” (diet) từ xa xưa 
nhưng khái niệm “dinh dưỡng” và khoa học dinh dưõng (nutrition) chỉ mới được biết 
đến từ thế kỷ XIX và phát triển mạnh trong thế  kỷ XX. Trước đây, khoa học dinh 
dưõng hầu như chỉ quan tâm đến thành phần tổng quát của thực phẩm và đưa ra 
các hướng dẫn chế độ ăn đủ chất, ví dụ chất đạm, chât bột, chất béo,... để đảm bảo 
cơ thể phát triển bình thường, không bị suy dinh dưỡng. Đến cuối th ế  kỷ XX và đầu 
thê kỷ XXI, người ta bắt đầu liên hệ giữa thành phần hóa học của thức ăn hoặc một 
loại thức ăn nào đó với sức khỏe hay tuổi thọ và nhận thấy chúng có quan hệ vối 
nhau, ví dụ việc tiêu thụ sữa chua và tuổi thọ của một nhóm người ở Bungary. Từ 
đó có sự thay đôi mạnh mẽ vê quan niệm dinh dưỡng và sức khỏe.

Quan điếm vê sự liên quan giữa sức khỏe và dinh dưỡng đã được nhắc đến 
nhiều trong thời gian gần đây và có ảnh hưởng sâu sắc đến việc sử dụng thực 
phẩm cũng như công nghiệp thực phẩm. Một sô’ nguyên nhân  có thể kê như sau:

-  Nhũng nhận thức mới về sự liên quan giữa dinh dưõng và sức khỏe.
-  Tàng tần suất các bệnh liên quan đến dinh dưõng, chủ yếu do tăng tuổi thọ.
-  Các tiên bộ khoa học vê dinh dưỡng, sinh học, và miễn dịch học.
-  Sự gia tăng chi phí chăm sóc y tế.
-  Sự phát trien của công nghệ thực phẩm.

1.2. M ột sô đ ịn h  n g h ĩa

Cùng vối sự phát trien của khoa học dinh dưông các khái niệm như “thực phẩm
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chức năng” (functional food) (TPCN), thực phẩm tăng cường (fortified food), dược 
thực phẩm (nutraceutical), tinh chất thực vật (phytochemical), dược mỹ phẩm 
(cosmeceutical), chất trợ sinh (probiotic), chất tiền sinh (prebiotic),... đã ra đời. 
Tuy nhiên, việc phân biệt các khái niệm này còn rấ t mơ hồ và được sử dụng khá 
tùy tiện. Một cách tông quát, TPCN được xem như các thực phẩm  có thể có khả 
năng tạo ra  các lợi ích vê' sinh lý học hay sức khỏe, ngoài các lợi ích về m ặt dmh 
dưõng thông thường và quan trọng hơn nó có thể giúp dự phòng các bệnh mạn 
tính có liên quan đến chế độ dinh dưỡng. Nó chuyển trọng tâm  từ  các chế độ 
dinh dưỗng tổng quát đến các thành  phần dinh dưỡng hay một chất cụ thể. Các 
thành phần dinh dưỡng mổi với lợi ích về sức khỏe bao gồm chất xơ, 
oligosaccharide (prebiotic); acid béo không no, chất chống oxy hóa, vitamin, 
khoáng chất, các chất chiết từ  thực vật, và một số vi sinh vật đặc biệt (probiotic).

Tinh ch ấ t thưc vậ t (phytochemical) chỉ các chất hóa học tồn tạ i tự nhiên 
trong thực vật được chiết xuất thành  dạng tinh khiết có tác dụng tốt với sức 
khỏe. Tinh chất thực vật có thể ngăn ngừa hay làm chậm các bệnh thoái hóa 
mạn tính và tăng cường sức khỏe. Một nhóm chất được biết đến nhiều trong khái 
niệm này là các “phytoestrogen”, chúng có thê có tác động như hormon estrogen 
của người. Các chất thường gặp khác có thê kê: genistein, các carotenoid, 
catechin...

Dươc thực p h ẩ m  (nutraceutical) chỉ các chất có thể được xem là thực phẩm 
hay một phần của thực phẩm và có thê cung cấp các lợi ích về sức khỏe hay y 
học, bao gồm việc ngăn ngừa hay điều trị bệnh. Do đó dược thực phẩm  có thế là 
một dưỡng chất được phân lập tinh khiết như vitamin E; chất bố sung trong chế 
độ ăn kiêng; sản phẩm từ  cây thuốc; hay thực phẩm biến đôi gen. Chúng có thê 
được sử dụng dưới hình thức tương tự thuôc, ví dụ viên nén, viên nang, bột và có 
liều lượng được chỉ định.

Dược mỹ p h ẩ m  (cosmeceutical) là các mỹ phẩm có các lợi ích giông như 
thuốc, ví dụ kem chốhg lão hóa, chống khô da,... Dược mỹ phẩm có thể  chứa hoạt 
chất như vitamin, tinh  chất thực vật, enzym, chất chống oxy hóa hay tinh  dầu. 
Tuý nhiên, các hoạt chất này không nhất thiết phải có tác dụng và ngay cả khi 
chúng có tác dụng th ì không nhất th iế t phải đủ liều lượng hay được phôi chế 
thích hợp vì bản chất của sản phẩm là mỹ phẩm chứ không phải dược phẩm. 
Bên cạnh đó, cách sử dụng của chúng thường là tạ i chỗ dưới dạng kem, thuốc 
xức hay thuốc mỡ, không như dược phẩm có thế dùng trong.

V itafood  được định nghĩa là “thực phẩm hay đồ uống có thề’ làm tăng chất 
lượng sông về thể chất hay tinh thần, tăng khả năng chịu đựng hay hồi phục 
trong trường hợp vận động quá mức hay bệnh tật, ví dụ nước tăng lực”. Chúng 
cũng có thể tăng cường trạng  thái sức khỏe của người dùng hay có tiềm năng 
ngăn chặn các nguy cơ về sức khỏe.
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P reb io tic  là các thành phần thức ăn không chứa mầm sông, lên men được (ví 
dụ chất xơ) được chứng minh là có ảnh hưởng tích cực đến hệ vi sinh vật đường 
ruột của người dùng. Anh hương này có thể thông qua sự kích thích có chọn lọc sự 
tàng trưởng và/ hay hoạt động của một hay một sô' giói hạn vi sinh vật trong ruột. 
Một sô chấ t được xác định là prebiotic như chất xơ, lactulose, fructo- và galacto- 
oligosaccharide (FOS và GOS), và inulin (chiết xuất rau diếp). Chúng phải không 
được thúy phân hay hấp thu ở đoạn đầu của đường tiêu hóa. Nói chung cốc chất 
này làm thay đổi hệ vi sinh vật ở ruột già về mặt thành phần theo hướng có lợi cho 
sức khỏe và gây ra hiệu ứng có lợi tại chỗ hay toàn thân, trong đó bifidobacteria và/ 
hay Lactobacillus là các vi khuẩn được nhắm đến.

P ro b io tic  là các vi sinh vật sống khi được dưa vào cơ thể (ví dụ với thức ăn) 
vối sô” lượng đủ sẽ tạo ảnh hưởng có lợi đến cân bằng hệ vi sinh vật đường tiêu 
hóa và do đó có ảnh hưởng tích cực đến sức khỏe. Các vi sinh vật được sử dụng 
phố biến nhất là các vi khuẩn lactic, như Lactobacillus hay bifidobacteria, chúng 
có thê được thêm  vào sản phẩm  lên men sữa, và cũng góp một phần trong việc 
hình thành  sản phâm  lên men, hoặc được bô sung dưối dạng bột đông khô.

S yn b io tic  là sự phối hợp probiotic và prebiotic. Hỗn hợp này sẽ có lợi do vừa 
cung cấp vi sinh vật có lợi, vừa tạo điều kiện đê các vi sinh vật này duy trì và 
phát triển.

Thực p h à m  chức n ă n g  là thực phẩm được chứng minh là có ảnh hưởng 
tích cực đến một hay nhiều chức năng của cơ the ngưòi dùng, ngoài giá tr ị dinh 
dưỡng, đê cải th iện  tình trạng  sức khỏe hay làm giảm nguy cơ mắc một bệnh nào 
đó. Cần phân biệ t thực phâm  chức năng với các thực phẩm  được làm giàu hay bổ 
sung một th àn h  phần nào đó (fortified food -  thực phẩm  tăng cường) (ví dụ 
vitamin, khoáng chất). Do vậy, thực phẩm chứa probiotic (ví dụ chứa vi sinh vật 
sông) được coi là thực phẩm chức năng. Hơn nữa, thực phẩm  chức năng phải có 
thề được sử dụng với sô lượng như là thực phẩm thông thường, có xét đến vấn đề 
cân bằng các th à n h  phần trong chê độ dinh dưỡng. Có thế nói TPCN bao hàm  tấ t 
cả các dạng nói trên, nhưng tùy theo ngữ cảnh cụ thê các khái niệm khác được 
sử dụng nhằm  cụ thế hóa hoặc khu trú  vê' m ặt bản chất hay ứng dụng.

2. PREBIOTIC

Quan điểm cho rằng các carbohydrate chỉ đơn thuần  cung cãp năng lượng đã 
lạc hậu. Do tính  đa dạng vê' hóa học và vật lý nên tốc độ và mức độ tiêu hóa, hấp 
thu  của chúng cũng khác nhau. Các carbohydrate không bị tiêu hóa ở phần trên 
của ống tiêu hóa tạo thành  các cơ chất chính cho sự tăng  trưởng của vi khuẩn ở 
ruột gia. Do vậy, cung cấp các chất này, prebiotic, sẽ hỗ trợ các probiotic khó định 
cư hay tăng  trưởng yếu. Trong số các chất có tiềm năng prebiotic như peptide, 
protein, và một số lipid th ì các carbohydrate không tiêi* hóa được, bao gồm các
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carbohydrate chứa fructose, glucose, xylose và galactose, dược chú ý nhiêu nhất. 
Các chất dược coi là prebiotic phải thỏa các điểu kiện:

1. Không được thủv phân hay hấp thu ở đoạn trên  của ống tiêu  hóa.
2. Là cơ chất chọn lọc của một hay một sô giới hạn vi khuẩn có lợi sông hội 

sinh trong ruột già, do đó các vi khuẩn này sẽ được kích thích tăng  trưởng hay 
chuyển hóa.

3. Có khả năng thay đổi thành phần hệ vi khuẩn ruột già theo hướng có lợi.
4. Tạo ra  các hiệu ứng có lợi tạ i chỗ hay toàn thân  đối vói ngưòi sử dụng.
Một vài carbohydrate không tiêu hóa được có hiệu ứng chức năng trên  đường

tiêu hóa có thê xem như có lợi cho sức khỏe, ví dụ kiểm soát thời gian lưu chuyển 
thức ăn qua ruột cải thiện hấp thu glucose, giảm hấp thu  chất béo và 
cholesterol, tăng thể tích và khả năng giữ nước của thức ăn trong ruộ t non, điều 
hòa sự lên men vi sinh vật đế làm tăng sản xuất các acid béo chuỗi ngắn, giảm 
pH và amoniac. Sự phôi hợp các hiệu ứng này có thể cải thiện sức khỏe của 
người dùng do giảm các rối loạn đường ruột (táo bón và tièu chảy), bệnh tim 
mạch, và ung thư ruột.

Các carbohydrate được quan tâm nhiêu nhất là các oligosaccharide, trong đó 
fructooligosaccharide (FOS) được nghiên cứu nhiều nhất. Một sô thực phẩm chứa 
nhiêu FOS như rau  diếp xoăn, tỏi, hành, ac-ti-sô, và măng tây. FOS và các 
oligosaccharide cũng có thê được tạo ra nhờ enzyra, điều này có ý nghĩa trong sản 
xuất công nghiệp. Năm 1995, 12 oligosaccharide thực phẩm đã được sản xuất thường 
mại' gồm: lactulose, galactooligosaccharide, fructo-OS (OS = oligosaccharide), 
isomalto-OS, malto-OS, palatinose—OS, glucosyl sucrose, cyclodextnn, soybean—
OS, lactosucrose, gentio-OS, và xylo-OS. Đa sô" các chất này có tác động kích 
thích sự tăng trưởng của bifidobacteria, chỉ có glycosyl-sucrose, malto-OS, và 
cyclodextrin là không. Các bifidobacteria có thể có những hiệu ứng có lợi như cải 
thiện môi trường ruột, ức chế vi khuân gây bệnh, điểu hòa miễn dịch, tống hợp 
vitamin B, cải thiện hấp thu calci, hạ amoniac và cholesterol máu, giảm hình 
thành khôi u.

Nhiều nghiên cứu cho thây sau khi sử dụng FOS có sự gia tăng bifidobacteria 
và Lactobacillus, tăng acid béo chuỗi ngắn (SCFA) và giảm Clostridia, 
fusobacteria, bacteroides và pH. Sự lên men FOS chọn lọc bởi bifidobacteria 
cũng đã được xác nhận 'in vivo trên  người tình nguyện khỏe mạnh. Hơn nữa, khi 
bifidobacteria tăng  trưởng trên cơ chất này, các vi khuẩn như bacteroides, 
Clostridia hay  coliíbrm  có mức tă n g  trưởng th ấp  hay  th ậm  chí g iảm  sô lượng. 
Liềủ lượng FOS có hiệu quả ở người là 4 đến 15 g mỗi ngày. Một sô’ prebiotic, 
như inulin và oligofructose đã được ghi nhận làm tăng tính  sinh khả dụng của 
một sô khoáng chât cần th iế t như calci. Khi ăn inulin, sự hấp thu calci tăng có ý 
nghĩa nhưng không ảnh hưởng đến sự hấp thu các khoáng chất khác như magiê, 
sắt hay kẽm.
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3. PR O B IO T IC

Thuật ngữ probiotic vốn có nhiều định nghĩa khác nhau, nó được sử dụng 
lần đầu tiên năm 1965 đê mô tá  một chất được tạo ra bởi một protozoon để kích 
thích sự tăng trương của một con khác. Đôn những năm  70 nó mô tả chất chiết 
từ  mô có tát: đụng tăng sinh mô. Năm 1974, Parker đã sử dụng để chí các chất bố 
sung thức ăn động vật: là các sinh vật và chất các tác động tích cực lên động vật 
bằng cách cân bằng vi sinh vật ruột. Fuller (1989) đã đưa ra  định nghĩa rấ t gần 
với hiện nay là “một bô sung vi sinh vật sống qua thức ăn có tác động tích cực 
lên ký chủ bằng cách cải th iện  cân bằng vi sinh vật đường ruộ t”. Định nghĩa này 
được mở rộng đê bao hàm cả các vi khuẩn sônp không dùng đường uông và 
khâng lác động qua hệ vi sinh vật đường ruột: “một vi sinh vật hay hỗn hợp vi 
sinh vật sông, được dùng cho người hav động vật dưới dạng sản  phẩm  lên men 
hay tế  bào khô có ảnh hưởng tích cực đến người dùng bằng cách cải thiện tính 
chất hệ vi sinh vật nội tạ i”. Định nghĩa này bao gồm cả các probiotic dùng qua 
đường uông, đường hô hấp trên  (dạng aerosol), hay niệu sinh dục (dùng tại chỗ).

Prcbiotic theo định nghĩa là những chê phẩm bổ sung có chứa vi sinh vật 
sống n.iằm tăng  cường sức khỏe cho người sử dụng bằng cách duy tr ì và cải 
thiện càn bằng hệ vi khuẩn nội tại. Do có những tác động có lợi đôi với sức khỏe 
của cot. người nên trong hai thập niên qua đã có rấ t nhiều sản  phẩm sữa chua 
và sữa ên men được bô sung probiotic. Nhìn chung các sản phẩm này thường chứa 
các chủng vi khuẩn sinh lactic như Lactobacillus acidophilus và Bifidobacteria mà 
thường được biết đên như là “bifidus”. Đã có những bưốc phát triển  rấ t m ạnh mẽ 
trong 1'ĩih vực thực pham chức năng, đặc biệt là các thực phẩm  có chứa probiotic 
và preliotic tăng cường sức khỏe thông qua việc cải th iện  hệ vi khuẩn có ích tạ i 
ruột. Eầ có những bằng chứng khoa học chứng m inh răng việc duy trì một hệ vi 
khuẩn  khỏe m ạnh tạ i ruộ t sẽ góp phần chông lại các ròi loạn đường tiêu hóa 
như: m iễm  trùng  tiêu hóa, các bệnh viêm đưòng ruột, và kể cả ung thư ... Việc 
sử dung các sản phẩm có chứa probiotic sẽ làm tăng lượng vi khuẩn  có ích tại 
ruột, cổng thời làm giảm các vi khuẩn có khả năng gây hại, tăng cường khả 
năng  phòng vệ tự nhiên của cơ thể. Ngày nay, đã có rấ t  nhiều các bằng chứng về 
những tác động có lợi của probiotic trên  sức khỏe của con người. Tuy nhiên, 
những nghiên cứu này chỉ tập trung trên các đôi tượng đã mang bệnh. Do đó 
một yót cầu cấp th iết được đặt ra  là phải có những nghiên cứu rộng hơn trên 
một dấn sô lớn hơn đế chứng minh tác dụng hữu ích của probiotic đối vói những 
có sức ihỏe bình thường.

TTríớc đâv, các probiotic thường được nhắc đến dưới các dạng sử dụng qua 
đưònigtiêu hóa, nhưng gần đây đã có nhiều chê phẩm chứa probiotic có tác động 
bên n p à i đường tiêu hóa như âm đạo hoặc đường hô hấp.
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Nói chung các vi sinh vật được lựa chọn làm probiotic phải đáp ứng được các 
tiêu chuân về an toàn, chức năng và tính kỹ thuật.

Trưốc khi một probiotic có thể mang lại những lợi ích trên  sức khỏe con 
người chúng phải đáp ứng được các chỉ tiêu sau :

1. Chủng vi sinh vật phải có những đặc điểm phù hợp với công nghệ đế có 
thê đưa vào sản xuất.

2. Có khả năng sông và không bị biến đôi chức năng khi đưa vào sản pham.
3. Không gây các mùi vị khó chịu cho sản phẩm.
4. Có khả năng sống sót khi đi qua đưòng tiêu hóa (dạ dày—ruột non) nếu 

được sử dụng qua dường này.
5. Các vi khuân sông phải đi đến được nơi tác động của chúng.
6. Có khả năng thực hiện chức năng trong môi trường nơi chúng được định hướng.
Đe nghiên cứu tác động của probiotic trên đường tiêu hóa, người ta  sử dụng

cốc kỹ thuật phân tử đế giúp phân biệt vi sinh vật được đưa vào cơ thê với hàng 
ngàn chủng vi sinh vật khác tạo nên hệ sinh thái vi sinh vật đang hiện diện tại 
đường tiêu hóa. Ngoài ra, các kỹ thuậ t này cần phải có khả năng đánh giá được 
tác động của probiotic sử dụng đôì vởi thành phần hệ vi khuẩn tại ruột, cũng 
như những tác động quan trọng trên ký chủ. Chúng không chỉ chứng minh cho 
những tác động có ỉợi của probiotic mà còn phải chứng m inh là không có tác 
động có hại nào đôi với sức khỏe con ngưòi. Khi đã đạt qua được các tiêu chí trên 
thì probiotic có thê được đưa vào sản xuất ở quy mô pilot đế tìm  hiếu những tác 
động có lợi trên sức khỏe của người tiêu dùng.

An to àn
Những tiêu chuẩn an toàn về probiotic gần đây được đề cập rấ t nhiều. Một 

vấn đề gây tranh  cãi là có nhất thiết các probiotic phải b ắ t buộc có nguồn gốc từ 
người hay không, tuy nhiên hầu hết các chủng probiotic được sử dụng thành 
công hiện nay đều có nguồn gốc từ  người. Ngoài ra, cũng có những tranh  luận 
khác cho rằng chức năng hoạt động của probiotic sẽ tô t hơn trong một môi 
trường mà có những tính  chất giông với môi trưòng ban đầu mà chúng được 
phân lập (chẳng hạn như đưòng ruột của người). Khía cạnh an toàn của probiotic 
bao gồm những điếm cụ thế sau :

1. Có định danh chính xác
2. Những chủng sử dụng cho người tốt nhất là có nguồn gốc từ người.
3. Được phân lập từ  đường tiêu hóa của người khỏe mạnh.
4. Được chứng minh là không có khả năng gâv bệnh.

3.1. T iêu  ch í ch ọ n  lọc  c h ủ n g  p rob io tic
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5. Không liên quan tới bệnh tật, ví dụ như nhiễm trùng  nội mạc cơ tim, hay 
gây rôi loạn tiêu hóa.

6. Không gây khử liên hợp muôi mật.
7. Đặc điếm di truvển ổn định.
8. Không m an? các gen để kháng kháng sinh có thể truyền được.

N ghiên  cứu vê an toàn  của các p ro b io tic

Tính an toàn của các chủng probiotic là điều được quan tâm  hàng đầu, những 
hướng dẫn đánh giá tính  an toàn của probiotic có  thế tìm  thấy trong nhiều tạp 
chí khác nhau. Có một sô phương thức giúp tiến hành đánh giá tính  an toàn của 
probiotic: nghiên cứu trên  các đặc tính  nội tại c ủ a  chủng probiotic; nghiên cứu 
vê' dược động học của chủng probiotic, nghiên cứu các môi tác động qua lại giữa 
probiotic và ký chủ. Nhưng nói chung các probiotic thường thuộc nhóm vi sinh 
vật GRAS.

Bàng 4.1 . M ột số  vi khuẩn làm  prob iotic  và khả năng gây nhiễm

Lactobacillus không gây bệnh, đôi khi gây nhiễm trùng cơ hội ở các bệnh nhân 
suy giảm miễn dịch

Streptococcus streptococci dùng uống phán lởn không gây bệnh (bao gốm str. 
thermophilus); một số có thể gây nhiễm trùng cơ hội

Enterococcus một vài chủng là tác nhân gây bệnh cơ hội với hoạt tính huyết giải 
và khả năng truyền đề kháng khảng sinh (VD vancomycin)

Bifidobacterium phần lớn không gây bệnh, một số trường hợp gây nhiễm trùng ỏ 
người

Saccharomyces phần lớn không gây bệnh, một số trường hợp gây nhiễm trùng ở 
người

Những kiến thức mà chúng ta  có được về khả năng  sống của các probiotic 
trong đường tiêu hóa, sự chuyên vị, các đặc tính  về sự cư ngụ, và hàm  lượng các 
thành  phần hoạt tính  có nguồn gốc từ  probiotic sẽ góp phần  quan trọng trong 
việc đánh giá những tác động có lợi và những tác động có hại của probiotic trên 
đối tượng sử dụng. Có sự khác biệt về khả năng sống của các chủng probiotic 
khác nhau trên  những vùng khác nhau của hệ tiêu hóa. Một sô’ chủng bị chết 
phần lởn sau khi đi qua dạ dày, trong khi một sô chủng vẫn sông sót với sô lượng 
lớn sau khi đi qua ruột. Dược động học của các probiotic được nghiên cứu trên  in 
vivo nhò các kỹ thuật đặt ông thông, sinh th iết hay thẩm  phân. Một sô’ tính  chất 
vê enzym như giãi liên hợp quá mức muôi mật, phá hủy lóp niêm mạc được cbo 
là có nguy cơ gây các tác động bất lợi cho ký chủ. Những đặc tính  như vậy có thế 
tiến hành nghiên cứu trên  ìn vitro. Các enzym có hoạt tính  gây kết tập tiêu cầu
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dường như chúng có ái lực trên  van tim, và hình thành nên các sản phấrn 
chuyến hóa không mong muốn, quá tr ìn h  này  cũng có th ê  ngh iên  cứu trên  in 
vitro.

Việc tiến hành nghiên cứu các nguy cơ của việc sử dụng probiotic tôn nhiều 
thòi gian và tiền bạc. Các probiotic có yếu tô' nguy cơ thấp  có thê phải được 
khuyên cáo sử dụng cho những bệnh nhân  có tổn thương miễn dịch, nhưng trong 
những trường hợp này phải cân nhắc yếu tô nguy cơ và lợi ích. Điều này đòi hỏi 
phải có những thông tin có liên quan đến tính an toàn và hiệu quả của sản phẩm. 
Hiện tại, đã sẵn có những thông tin về tính an toàn của các vi khuân lactic. Cho 
đến hiện nay, có hai báo cáo vê tình trạng nhiễm trùng gây nên bồi probiotic. Một 
chùng L. rhamnosus không phân biệt được với chủng L. rhamnosus GG đã được 
phân lập từ vùng ápxe tại gan của một người phụ nữ lớn tuổi với tiền sử bị cao 
huvết áp và tiêu đường. Trường hợp thứ hai là một chủng L. rhamnosus được 
cho là gây viêm nội mạc cơ tim ở một bệnh nhân nam lớn tuổi. Tuy nhiên, không 
như trong trường hợp ápxe gan, khi mà chủng vi khuẩn đã được xác định rõ 
ràng thông qua việc phân tích toàn bộ gen bằng kỹ th u ậ t dấu ấn di truyền, 
chủng gây viêm nội mạc cơ tim chỉ được xác định bằng các phương pháp phán 
loại chủng thông thường, và dùng kỹ th u ậ t khối phô đê định danh. Khả năng 
phân biệt của các phương pháp định danh chủng thông thường là thấp, và chưa 
có một dữ liệu nào chứng minh khả năng phân biệt được các chủng Lactobacillus 
bằng phương pháp khôi phô. Vì vậy, không thê kết luận rằng  trong trường hợp 
viêm nội mạc cơ tim ở trên  là do sử dụng L. rhamnosus.

Hai phát hiện này (một đã được chửng minh và một chưa có đầy đủ chứng 
cứ) cho thấy rằng mặc dù những sản pham  probiotic được cho là an toàn khi dã 
được sử dụng đại trà  trong nhiều năm ở châu Au và N hật Bản, vẫn có thế gây ra 
những trường hợp nhiễm trùng nghiêm trọng, đặc biệt là trên  những bệnh nhân 
mà hệ miễn dịch đã suy giảm.

Vân dê an toàn của vi khuân dê kh áng kh án g  sinh

Việc sử dụng kháng sinh một cách bừa bãi ở người, th ú  y và ở động vật đã 
góp phần thúc đẩy sự gia tăng tình trạng  đề kháng kháng sinh ở các vi sinh vật, 
điều này đã dẫn đến nhiều vấn đề nghiêm trọng trong việc điều tr ị nhiễm trùng. 
Sự đề kháng kháng sinh ở vi khuẩn có thế là do tự nhiên hoặc mắc phải. Đê 
kháng tự nhiên được xem như là một đặc điếm tự nhiên của loài, trong khi đó đê' 
kháng mắc phải là do những đột biến vê di truyền hay thu  được từ  gen của 
những vi khuẩn đề kháng kháng sinh khác.

Vi khuan Lactobacillus có khả năng đê kháng tự nhiên với nhiêu loại kháng 
sinh, nhưng trong hầu hết các trường hợp thì các chủng này không có khả năng 
truyền gen đề kháng kháng sinh. Các chủng Lactobacillus có gen đê kháng
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kháng sinh không truyền  được chưa hẳn  được xem là an toàn khi sử dụng. Một 
vài chìng Lactobacillus như  L. rhamnosus, L. casei có tính  đề kháng tự  nhiên 
đôi vá vancomycin. Các loài này có tiền chất peptidoglycan tận  cùng bằng 
D -lacate , trong khi những chủng nhạy vối vancomycin th ì tận  cùng chứa 
D -alaiine. Nhiêu chủng Lactobacillus đề kháng tự nhiên với vancomycin đã có 
một lị:h sử được sử dụng lâu dài một cách an toàn như là probiotic, và không có 
biêu liên nào cho thấy  chúng truyền gen đề kháng này cho những vi khuẩn 
khác. Một sô công tr ìn h  đã chứng m inh rằng yếu tố  đề kháng kháng sinh của 
chủngL. rhamnosus GG không hoàn toàn giông với các vi khuẩn  enterococci, và 
không thây có sự truyền  gen đê kháng kháng sinh nào giữa L. rhamnosus GG 
và enterococci.

Mic dù cơ chế đề kháng  kháng  sinh bằng plasm id của Lactobacillus thường 
khôngphô biến, nhưng trong một vài loài thì vẫn có cơ chê đề kháng này, việc sử 
dụng ìhững chủng này làm  probiotic cần phải xem xét lại về m ặt an toàn. Bởi vì 
trong ìhững trường hợp như vậy th ì có thê diễn ra  sự trao  đổi gen giữa những 
loài kiác xa về m ặt di truyền, những chủng có yếu tô di động m ang gen đê 
kháng như vậy không nên sử dụng ỏ ngưòi và thú  vật. Việc kiểm tra  khả năng 
của m')t chủng probiotic dự kiến như là một vi khuẩn  cho trong tiếp hợp các gen 
đề khing cần được thực hiện h ế t sức th ận  trọng, n h ấ t là khi sử dụng probiotic 
trong iuá  tr ìn h  điều tr ị với kháng sinh, và thậm  chí dùng probiotic đế nuôi gia 
súc, bli việc sử dụng kháng  sinh thường xuyên như là một yếu tô’ tăng  trọng có 
thê gtp phần  chọn lọc các chủng đề kháng  kháng sinh. Khả năng  nhạy  cảm 
kháng sinh của các lactobicilli là rấ t  khác nhau, một vài chủng đề kháng không 
điên hnh với một số k háng  sinh thường sử dụng trên  lâm  sàng đã tìm thấy  ở các 
loài. Ltctobacillus. Đ iều đó cho thây  cần phải kiểm tra  tính  nhạy cảm kháng của 
mỗi clủng probiotic.

Hiu h ế t bifidobacteria đều đề kháng  tự  nhiên với acid nalidixic, neomycin, 
polyrrrxin B, kanamycin, gentamycin, streptomycin và metronidazol. Những nghiên 
cứu bm đầu cho thấy  vancomycin có khả năng ức chê m ạnh các bifidobacteria, 
trong khi theo những nghiên cứu gần đây th ì đề kháng vancomycin là một đặc 
điểm hường thấy  ở các bifidobacteria. Tuy nhiên kỹ th u ậ t thực hiện đê thử  tính 
nhạy ảm kháng  sinh của hai nghiên cứu này là khác nhau  do đó khó có thê so 
sánh 'ề các dữ liệu này. Sự tụ t  giảm lượng bifidobacteria trong phân khi sử 
dụng 'ancomycin điều đó gợi ý rằn g  bifidobacteria nhạy cảm vối tác nhân  này. 
Nhữn;' nghiên  cứu về di truyền  của đặc tín h  đê kháng kháng sinh của 
bifido>acteria sẽ giúp chúng ta  hiểu rõ hơn về cơ chế đề kháng của chi này.

3.2. Chức n ă n g

'Niững yêu cầu về chức năng  của probiotic cần được chứng minh bằng các 
phươig pháp  thử  nghiệm  trên  in vitro , và kết quả của những nghiên cứu này
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phải thê hiện trong những nghiên cứu có kiềm soát trên  người. Khi lựa chọn một 
chủng probiotic thì các yêu tô chức năng cần được quan tâm  là:

1. Có khả năng dung nạp với acid và dịch vị của người.
2. Có khả năng dung nạp với muôi mật (là đặc tính rấ t quan trọng để probiotic 

có thể sông sót được khi đi qua ruột non).
3. Có khả năng bám dính vào bê m ặt niêm mạc ruột và tồn tại lâu  dài trong 

đưòng tiêu hóa.
4. Có khả năng kích thích miễn dịch nhưng không có tác động gây viêm.
5. Có khả năng cạnh tranh  vổí hệ vi sinh vặt tự nhiên.
6. Sản xuất các chất kháng sinh vi sinh vật (ví dụ bacteriocin, hydrogen peroxide, 

acid hữu cơ)
7. Có hoạt tính  đối kháng với tác nhân gây bệnh như Helicobacter pylori, 

Samonellci sp., Listeria monocytogenes và Clostridium difficile.
8. Có khá năng chông đột biến và các yếu tô gây ung thư.
9. Các lợi ích khác được chứng minh trên  lâm sàng.
Thử nghiệm về việc sử dụng với những chủng probiotic khác nhau  cho thấy 

ràng: chủng probiotic được sử dụng sẽ biến mất khỏi đường tiêu hóa sau một vài 
tuần ngừng dùng. Điều này đặt ra một câu hỏi là tiêu chí probiotic phải tồn tại 
lâu dài trong dường tiêu hóa có thực sự cần th iế t hay không. Tuy nhiên, những 
chủng probiotic dù chỉ có khả năng tồn tạ i tạm  thời trong đường tiêu hóa cũng sẽ 
gia tăng cơ hội mang lại những ích lợi cho ký chủ, do vậy tiêu chí cũng cần phải 
được quan tâm.

Hiệu quả lâm sàng của một vài chủng probiotic được trình  bày trong Bàng 
4.2 dưối đây. Nhũng hiệu quả bao gồm: điều hòa miễn dịch, điều hòa hệ sinh 
thái vi khuan đường ruột, chông tiêu chảy, giảm tính hoạt động của các enzym 
trong phân.

B à n g  4.2 . T ác d ụ n g  lâm  sà n g  củ a  m ộ t s ố  c h ủ n g  p ro b io t ic  

Chủng Tác dụng lâm sàng trê n  người

Lactobacillus rhamncsus  Giảm hoạt tinh enzym phân, giảm tiêu chảy do kháng sinh ở trẻ
GG (ATCC 53103) em, điều trị và dự phòng rotavirus và tiêu chảy cấp ỏ trẻ em, điều

trị tiêu chảy tái phát do Clostridium difficile, kích thích miễn dịch,
giảm nhẹ triệu chứng viêm da không điển hình ờ trẻ em.

Lactobacillus johnsonii Cân bằng hệ vi sinh vật đường ruột, tăng cường miễn dịch, hỗ trợ
(acidophilus) LJ-1 (La 1) điều trị Helicobacter pylori.

Bifidobacterium lactis Dự phòng tiêu chảy du lịch, điều trị tiêu chảy do virus, kể cả
Bb-12 rotavirus, cân bằng hệ vi sinh vật đường ruột, cài thiện tinh trạng

táo bón, kích thích miễn dịch, giảm nhẹ triệu chứng viêm da không 
điển hinh ở trẻ em.
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Lactobacillus reuteri 
(BioGaia Biologies)

Lactobacillus casei 
Shirota

Lactobacillus plantarum  
DSM9843 (299v)

Saccharomyces
boulardii

Chủng trong sữa chua 
(Streptococcus 
thermophilus và / hay L. 

delbrueckii subsp. 
bulgaricus)

Rút ngắn thời gian bị tiêu chảy do rotavirus ở trẻ em, điểu trị tiêu 
chảy cấp ở trẻ em, an toàn và dung nạp tốt ở bệnh nhân trưởng 
thành HIV dương tính.

Cân bằng hệ vi sinh vặt đường ruột, giảm hoạt tinh enzym phân, 
có tác động tích cực đối với ung thư mật bàng quang và ung thư cổ 
tử cung, không ảnh hưởng đến hệ miễn dịch của người khỏe mạnh.

Cân bằng hệ vi sinh vật đường ruột, tăng hàm lượng acid béo 
mạch ngắn trong phân.

Dự phòng tiêu chảy do kháng sinh, điều trị viêm ruột kết do 
Clostridium difficile, dự phòng tiêu chảy ỏ bệnh nhân sử dụng dinh 
dưỡng qua ống.

Không có tác dụng trẽn tiêu chảy do rotavirus, không có hiệu ứng 
tăng cường miễn dịch khi bị tiêu chảy do rotavirus, không có tác 
dụng lẽn hoạt tính enzym phân, tác động yếu trên bạch bào nhưng 
không ảnh hưởng đến hoạt tính thực bào chung ở người khỏe 
mạnh.

K hả n ăn g  b ám  d ín h
Khả nàng bám vào bề m ặt và sau đó là phát triển  trong đường tiêu hóa 

người được xem là điều kiện tiên quyết quyết định chức năng của probiotic. 
Những vi khuẩn  có khả năng  bám dính vào bể mặt ruột sẽ có thể tồn tại trong 
ruột lâu hơn và do đó có điều kiện để biểu hiện những tác động điều hòa miễn 
dịch và trên  chuyển hóa hơn là những chủng probiotic không có khả năng bám 
dính. Khả năng bám dính sẽ tạo nên một môi tương tác giữa probiotic và bề mặt 
niêm mạc ruộ t là nơi có chứa nhiều tê  bào lympho, điều này sẽ kích thích tính  
miễn dịch tạ i chỗ và toàn bộ cơ thế. Do đó, người ta cho rằng  chỉ có những chủng 
probiotic có khả năng bám  dính mới tạo được hiệu quả cảm ứng miễn dịch và 
làm ổn định hàng rào bảo vệ niêm mạc ruột. Sự bám dính của probiotic cũng tạo 
nên khả năng  cạnh tra n h  gắn vào biểu mô ruộ t giữa những vi khuẩn  gây bệnh 
và probiotic. Trên in vitro người ta thấy rằng cả hai dạng vi khuẩn L. acidophilus 
còn sông hoặc dã bị chết do nh iệ t đều có khả năng ức chê sự bám dính của các vi 
khuấn gây bệnh.

Những nghiên cứu so sánh  có kiêm soát ở những hệ thông mô hình trên  in 
vitro, chẳng hạn  những dòng tế  bào ung thư  trực tràng  như H T-29 và Caco—2 
rấ t quan trọng trong thử  nghiệm về tính  bám dính của probiotic. Hai dòng tê 
bào H T-29 và Caco-2 biệt hóa thành  tê bào ruột vì vậy có thê sử dụng như là 
một mô hình cho biếu mô ruột non. Một loại niêm dịch (chất bao phủ bề mặt 
niêm mạc ruột) được tiế t bởi những dòng biến thế của tê bào HT-29, H T -29- 
MTX cũng được sử dụng trong những nghiên cứu vê' khả năng bám dính. Những 
thử nghiệm về khả năng bám  dính trên  in vitro cho ta biết được sự khác biệt về
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khả năng bám dính của những chủng probiotic khác nhau. Gần đây người ta sử 
dụng một glycoprotein có được từ  thủ thuậ t mở thông nhánh  hồi tràng  của ruột 
hay từ  các nguyên liệu của phân được sử dụng như là một mô hình thử nghiệm 
tính bám dính của probiotic trên  niêm dịch ruột non. Niêm dịch là hàng rào tiếp 
xúc đầu tiên giữa vi khuấn được sử dụng và niêm mạc ruột non. Do đó, trong 
việc nghiên cứu vê' khả năng bám dính của probiotic ngoài việc sử dụng những 
dòng tê bào không có khả năng tiế t niêm dịch như Caco-2 và HT-29, cần phải 
sử dụng thêm  những dữ liệu có được từ  thử nghiệm khả năng bám dính với niêm 
dịch. Qua nghiên cứu người ta  thấy ràng khả năng bám dính của các probiotic là 
khác nhau, và có những trường hợp probiotic có khả năng gắn kết được với tế  
bào Caco-2 và HT-29 nhưng không có khả năng gắn kết hiệu quả với niêm dịch. 
Ngoài ra, người ta  còn phát hiện rằng khả năng bám dính của các vi khuẩn 
bifidobacteria trên  niêm dịch của những đôi tượng ở những nhóm tuôi khác 
nhau là có sự khác biệt (gắn kém hơn trên niêm dịch của người lớn tuôi).

Nghiên cứu vê khả năng bám dính cũng có thể thực hiện bằng kỹ th u ậ t sinh 
thiết, bằng cách sinh th iế t một mẫu mô sau một thòi gian sử dụng probiotic. Tuy 
nhiên việc lấy m ẫu sinh th iế t mô gây nên một trở ngại vê đạo đức do đó người ta 
chỉ thực hiện lấy mẫu mô trong những trường hợp nội soi trực tràng  thường quy. 
Mẫu sinh th iết mô trong những trường hợp này không chỉ giới hạn ở vùng trực 
tràng sigma, mà còn có được những mẫu mô ở vùng ruột già (đại tràng  lên, trực 
tràrtg xuông và trực tràng  ngang). Nhò kỹ th u ậ t sinh th iế t mà người ta  phát 
hiện rằng các chủng probiotic thương mại (L. rhamnosus GG) có khả năng gắn 
kết vào vùng đại tràng  xuống nhiều hơn các vùng khác. Nghiên cứu cũng đã 
chứng minh được khả năng bám dính của các chủng Lactobacillus đôi với những 
mẫu sinh th iế t mô trực tràng  trên  những đối tượng thử nghiệm tình  nguyện đã 
sử dụng súp bột yến mạch. Kỹ th u ậ t sinh th iế t được xem như là một phương tiện 
chính xác nhất đề đánh giá khả năng bám dính của các probiotic. Tuy nhiên, kỹ 
thuật này cũng còn có nhiều hạn chế: trước hết là vấn đề đạo đức của việc lấy 
mẫu mô, thứ hai là kỹ th u ậ t này đòi hỏi phải có người có chuyên môn cao thực 
hiện, thứ ba là khi th iết bị nội soi di chuyển trong ruột sẽ làm m ất lượng lốn vi 
khuân bám dính trên  bê m ặt mẫu sinh th iế t và chỉ đê lại những vi khuan có khả 
năng bám m ạnh nhất vào mẫu sinh th iết do đó cũng có thể mắc sai sô.

Mặc dầu đã có nhiều nỗ lực nghiên cứu về khả năng bám dính của probiotic, 
tuy. nhiên mối liên hệ về khả năng bám dính của probiotic và chức năng của 
chúng cũng vẫn chỉ là sự suy đoán.

Khả n ăn g  đ iề u  h ò a  m ie n  d ịch
Sự bám dính của probiotic và những sản phẩm của chúng trên các mô 

lympho tại ruột sẽ kích hoạt tác động bảo vệ của hệ miễn dịch. Những nghiên 
cứu được tiến hành trên người cho thấy rằng các vi khuẩn probiotic đã có những
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tác động có lợi trên  ký chủ. Tuy nhiên, ngưòi ta  cũng quan sá t thấy  khả năng 
đáp ứng khác nhau khi sử dụng những chủng probiotic khác nhau. Trong hai 
thử  nghiệm độc lập đối với L. johnsonii L J-1 và L. salivarius u c c  118 người ta 
thấy có sự cảm ứng đôi với đáp ứng của kháng thể IgA trên  niêm mạc và sự gia 
tăng hoạt động của những tê bào thực bào. Các tác động điểu hòa miễn dịch của 
những chùng này không liên quan tới đáp ứng viêm và nhìn  chung không gây ra 
thay đổi đáp ứng miễn dịch có hại. Thử nghiệm trên  in vitro  cho thấy rằng dịch 
chiêt từ  tê bào L. rhamnosus GG và Bifidobacterium lactis Bb-12 có khả năng 
ức chẽ sự tăng sinh của các tê  bào lympho. Những bằng chứng về tác động điêu 
hòa miên dịch của hai chủng này còn được chứng m inh ở nhũng  trẻ em bị 
eczema do dị ứng với thực phẩm. Những đứa trẻ  được sử dụng L. rhamnosus GG 
và Bifidobacterium lactis Bb-12 cho thấy có sự cải th iện  rõ rệ t vể các triệu 
chứng lâm sàng so với nhóm trẻ  chỉ dùng giả dược. L. rhamnosus GG còn cho 
thấy khả năng làm giảm phản  ứng miễn dịch gây viêm ở nhũng đôi tượng mẫn 
cảm với sữa, trong khi ở những đôi tượng bình thường nó gia tăng  đáp ứng miễn 
dịch. Hơn thê nữa, L. rhamnosus GG còn cho thấy  thúc đẩy đáp ứng miễn dịch 
của kháng thế IgA ỏ những bệnh nhân  bị bệnh Crohn và tăng  cường tu ần  hoàn 
cho những tế  bào bài tiế t kháng thế ơ những trẻ  bị tiêu chảy do rotavirus. Một sô 
nghiên cứu trên  chuột cho thấy một vi khuân không thường trú  trong đường 
ruột như Bacillus cũng có khả năng cảm ứng tăng IgA trên  niêm mạc ruột và do 
đó gia tăng khả năng phòng vệ của niêm mạc.

Khả năng ch ôn g  lạ i các  yếu  tô gây bệnh
Đê có thể tác động trên  hệ sinh thái vi khuan đường ruột, một điều quan 

trọng là các probiotic phải có khả chông lại các vi khuẩn  gây bệnh bằng cách tiế t 
ra các kháng sinh hay là những chất cạnh tranh . Đã có nhiều  nghiên cứu về 
bacteriocin, một kháng sinh do vi khuẩn lactic tiế t ra. Mặc dù, nhiều chủng 
probiotic có th ể  sản xuất bacteriocin, nhưng vai trò ức chê các tác nhân  gây bệnh 
của chứng trên  in vitro là rấ t  giói hạn, chúng chỉ có tác động trên  những loài có 
quan hệ gần khác như Lactobacillus hay những chủng sinh bào tử như Bacillus 
hay Clostridium. Tuy nhiên, những chất chuyển hóa có trọng lượng phân tử  thấp 
như H20 2, acid lactic, acid acetic và những hợp chất thơm  khác; và những chất 
chuyển hóa bậc hai khác có vai trò quan trọng hơn trong việc chông lại các vi 
khuẩn gây bệnh khác như Salmonella, E. coli, Clostridium, Helicobacter. Thử 
nghiệm in vitro  với L. rhamnosus GG cho thấy chúng tạo ra  những chất kháng 
khuẩn có trọng lượng phân tử  nhỏ, có thê là những chuỗi acid béo mạch ngắn, 
nhưng khác vối acid acetic và lactic là chúng có khả năng ức chê các vi khuẩn kỵ 
khí như: Clostridium, Bacteroides, Bifidobacterium, chông lại Enterobacteriaceae, 
Pseudomonas, Staphylocuccus, Streptococus nhưng không chống lại các 
Lactobacillus khác. Khả năng chông lại vi khuẩn  gây bệnh đường ruộ t của 
L. rhamnosus GG đã tiến hành trên  in vivo với chuột được gây nhiễm
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s . typhimurium. Thử nghiệm trên  in vitro cho thấy dịch môi trường nuôi cấy của 
chủng L. acidophilus có thể làm giảm khả năng sống của Staphylococcus aureus, 
Listeria monocytogenes, s . typhimurium, Shigella flexneri, E. coli, Klebsiella 
pneumoniae, Bacillus cereus, Pseudomonas aeruginosa và các Enterobacter sp. 
khác. Những chất kháng khuẩn trọng lượng phân tử thấp  không xác định được 
nhưng chúng được sản xuất độc lập với các acid lactic và chúng cũng không có 
tác động đôi với các chủng Lactobacillus hay Bifidobacterium  được thử nghiệm. 
Khả năng kháng khuấn  của L. acidophilus LB s c s  đỗi với s .  typhimurium  cũng 
được thể hiện trong mô hình gây nhiễm ở chuột trên  in vivo. L. acidophilus 
(johnsonii) LAI (LJ-1) sản xuất các chất kháng khuẩn  không thuộc nhóm 
bacteriocin (chưa được xác định nhưng khác với acid lactic) có khả năng chông 
lại nhiều loại vi khuẩn Gram âm và Gram dương trê n  in vitro  như s .  aureus,
S. flexneri, K. pneumoniae, p. aeruginosa và Enterobacter cloacae. Tuy nhiên, sự ức 
chê trên  Lactobacillus và bifidobacteria không được p h á t hiện. H oạt tính  ức chê 
của chủng LAI đối với s .  typhimurium  cũng phát hiện thấy  trê n  mô hình in vivo 
ở chuột. Ngoài ra, người ta  còn thấy L. acidophilus chống lại vi khuẩn  H. pylori 
trong những thử nghiệm trên  in vitro và cả những thử  nghiệm  trên  người.

Khả n ăng ch ôn g đ ột b iến  và các yếu tô gây ung th ư
Khả năng chống đột biến và ung thư của những vi khuẩn  sử dụng cùng thực 

phẩm hay của hệ vi khuẩn hiện diện trong hệ sinh thái ruộ t đã được nghiên cứu 
trong nhiêu  năm  qua. Khả năng chông ung thư  của probiotic được cho là do một 
trong những cữ chê sau: sự gắn kết và phân hủy các chất gây ung thư, sản xuất 
ra  những hợp chất kháng ung thư, điều hòa những enzym tiền  chất gây ung thư 
tại ruột, ức chế khôi u bằng một cơ chê đáp ứng miễn dịch. Người ta  nhấn  mạnh 
khả năng chống tạo đột biến và các chất gây ung thư  trên  in vitro  cùa những 
chủng vi khuẩn lactic được phân lập từ  những sản phẩm  lên men hay các sản 
phẩm được làm từ  sữa (Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Enterococcus, và 
Pediococcus). Tuy nhiên, theo các tiêu chuẩn gần đây th ì một ít chủng trong 
nhóm này được xem như probiotic. Thêm vào đó đặc tín h  chông đột biến không 
phải là đặc th ù  của riêng các vi khuẩn  sinh lactic, đặc tính  này dường như cũng 
gặp trong một sô chủng vi khuẩn Gram âm và Gram dương. Có nhiều loại vi 
khuẩn và cả tế  bào nấm  có khả năng liên kết vối các tác nhân  gây đột biến trên 
in vitro. Hơn th ế  nữa các tê  bào vi khuẩn không sống cũng có khả năng liên kết 
với các yếu tô gây đột biến hay ung thư. Ngoài các nghiên cứu kháng đột biến và 
ung thư in vitro , một sô’ chủng Lactobacillus và Bifidobacterium  cũng đã được 
nghiên cứu trên  mô hình in vivo trên  chuột.

Trong các thử nghiệm trên  người, các chủng probiotic có liên quan đến sự 
giảm tính  gây đột biến của phân hay hoạt tính các enzym trong phân có liên quan 
đến việc hoạt hóa các chất gây đột biến hay ung thư. Các enzym phân như
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nitroreductase và fi-glucuronidase có khả năng chuyến các chất tiền sinh ung thư 
thành  chất gây ung thư trong trực tràng. Trong các nghiên cứu trên  người, việc sử 
dụng chủng L. acidophilus NCFB 1748 được chứng minh là làm giảm tính  gây đột 
biến của phân và nước tiểu. Sự ức chế tính gây đột biến của nước tiểu cũng đã 
được chứng minh với chủng L. casei Shirota. Bô sung chủng L. rhamnosus GG 
làm giảm hoạt tính phân của p-glucuronìdase, nitroreductase và glycocholic acid 
hydrolase ở phụ nữ khỏe mạnh. Khi dùng ở người, các chủng L. gasseri ADH và 
L. casei Shirota cũng làm giảm hoạt tính enzym phân. Việc sử dụng chủng 
L. casei Shirota ồ một sô bệnh nhân ung thư cho thây có các hiệu ứng có lợi như 
làm giảm tái phát ung thư bàng quang và kéo dài thời gian song và khoảng cách 
tái phát của ung thư cô tử cung. Tuy nhiên, vấn đê hoạt tinh  chống ung thư hay 
đột biến của probiotic vẫn giới hạn trên các mô hình in vitro hay in vivo, việc mở 
rộng ra trên người đê dự phòng ung thư vẫn còn nhiều bất đồng.

3.3. C ác vấn  đ ề vể c ô n g  n gh ệ

Thực phấm chức năng chứa probiotic ngày nay đã trở nên phổ biến ở thị 
trường. Ra đòi cách đây khoảng 20 năm các sản phẩm này đã có sự tăng  trưởng 
liên tục và ngày nay được hầu hết người tiêu dùng biết đến. Đế thành  công trong 
việc thúc đẩy khả năng tiêu dùng các sản phẩm probiotic và thực phẩm  chức 
nàng ngành công nghiệp thực phẩm phải đáp ứng những đòi hỏi về tính  an toàn 
của sản phẩm đôi vỏi người tiêu dùng. Tất cả các sản phẩm probiotic phải an 
toàn và những đặc tính tốt về cảm quan. Chúng phải chứa những chủng vi sinh 
vật xác định ở một liều lượng xác định trong suôt quá tr ìn h  bảo quản. Kiểm tra  
các sản phẩm hiện hành trên  thị trường ngưòi ta thấy ràng  điều này không phải 
lúc nào cũng đạ t được.

Thậm chí một chùng probiotic đã thổa mãn đầy đủ các yêu cầu về tính an 
toàn cũng như chức năng th ì tiêu chí công nghệ vẫn là một yếu tô' cực kỳ quan 
trọng. Các yếu tô công nghệ cần phải xem xét khi lựa chọn một probiotic bao gồm :

1. Có những đặc tính tốt về cảm quan.

2. Đề kháng  với thực khuẩn thể.
3. Dễ sản xuất: tăng trưởng đủ mạnh, dễ thu hoạch.
4. Có khả năng sông sót trong quá trình  sản xuất.

5. On định trong quá trình  sản xuất và bảo quản.
6. Có thể đár.h giá chất lượng khi được trộn vào sản phẩm  cuối cùng.
Khả năng sống và hoạt tính của probiotic là những yếu tô quyết định chức 

nàng của chúng. Tuy nhiên, một vài nghiên cứu cho thấy  rằng các probiotic ỏ 
dạng không sông vẫn mang lại những tác động có lợi như điều hòa miễn dịch và 
trung hòa các yếu tô gây ung thư trên  ký chủ. Do đó, đôi vối một sô chủng
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probiotic chỉ cần thỏa m ãn điều kiện là chúng phát triển tốt trong giai đoạn đầu 
của quá trình  sản xuất là đủ, mà không nhất th iế t phải duy trì khả năng sông 
trong quá trình  bảo quản.

Trước khi một sản pham probiotic có thê đến tay người tiêu dùng, trước hết 
chúng phải có khả năng sản xuất được ở những điểu kiện công nghiệp, vẫn đảm 
bảo khả năng sống và còn hoạt tính sau quá bảo quản lạnh hay ở trạng  thái 
đông khô và cả trong những sản phẩm thực mà cuôi cùng chúng sẽ được đưa vào. 
Ngọài ra, khi đưa vào thực thực phẩm chúng không được phép tạo ra  các mùi vị 
khó chịu. Vật liệu đế đóng gói và điều kiện bảo quản cũng ảnh hưởng không nhỏ 
đến chất lượng của sản phấm.

Các thực phẩm chứa probiotic thường là những thực phẩm lên men, hoặc ở 
dạng thực phẩm công thức cho trẻ, nước uô’ng trá i cây, thức uống từ  nước sữa và 
sữa có đường. Sữa lên men và pho m át là những sản phẩm thường thấy có chứa 
probiotic. Những thực phẩm lên men là những sản pham được sản  xuất bởi quá 
trình lên men của vi sinh vật. Trong quá trình này đường sẽ được biến đối thành 
ethanol và/hay các acid hữu cơ mà chủ yếu là acid acetic, lactic và acid 
propionic. Nam men và vi khuẩn sinh lactic là những chủng vi sinh vật thường 
được sử dụng trong lên men thực phấm. Trong lên men các sản phẩm từ  sữa 
người ta  thường sử dụng Lactobacillus và Lactococcus, nhưng nấm  men và vi 
khuẩn sinh propionic cũng được sử dụng.

S ản  x u â t các sả n  p h âm  lên  m en chử a p ro b io tic

Hầu hết các nhà sản xuất mẫu cấy khởi đầu lớn hiện nay đều sản xuất các 
chủng vi khuẩn lactic và bifidobacteria đường ruột thường gặp. Các m ẫu cấy 
probiotic thương mại bán sẵn thường chứa một hoặc hỗn hợp nhiều chủng vi 
khuan. Trong hầu hết các trường hợp những đặc tính  của probiotic sẽ bị ảnh 
hưởng bởi chủng ban đầu hay môi trường đã sản xuất ra  chúng. Vì vậy, những 
thông tin  cụ thế về đặc tính của một chủng xác định là hết sức quan trọng trong 
việc tối ưu hóa quy trình  sản xuất. Các mẫu nuôi cấy probiotic có thể được sử 
dụng ỏ những dạng đặc biệt như viên nén và viên nang, hoặc chúng có thê dùng 
đê sản xuất nhiều loại sản phẩm  thực phẩm lên men khác nhau. Trong một vài 
trường hợp, mẫu nuôi cấy được đưa vào thực phẩm để tạo ra  một probiotic nhất 
định hay đê tạo những đặc tính  chức năng cho sản phẩm.

Hầu hết các mẫu cấy probiotic thương mại làm sẵn thường được cung cấp 
dưới dạng có hàm  lượng cao, và hầu hết chúng được th iế t kế để sử dụng cho DVS 
(direct vat set -  cho thẳng  vào sản phẩm). Người ta  thường sử dụng các m ẫu cấy 
DVS có hàm lượng cao vi khuẩn vì việc nhân giông các vi sinh vật probiotic tại 
nơi sản xuất thường gặp khó khăn. Các sản phẩm DVS có thế được cung cấp 
dưổi dạng các môi trưòng đông lạnh có hàm lượng cao hay là dạng môi trường
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đông khô. Cic môi trường nên được đóng gói trong các bao bì có khả năng chông 
lại ánh  sánf và độ ẩm. Hầu hết chúng được đựng trong các thùng  carton hay tú i 
nhỏ bên ng(ài được bao phủ bởi một lớp bao kim loại trán g  nhôm. Bởi vì các sản 
pham này rít nhạy cảm với các yếu tô’ bên ngoài, nên cần tuân  theo các chỉ dẫn 
của nhà sảr xuất trong quá trình  thao tác và bảo quản chúng. Thông thường các 
mẫu cấy đôig lạnh sâu chứa hơn 10'° cfu g ', trong khi các môi trường đông khô 
thường chứí hơn 10" cfu g-1. Hàm lượng tê bào trên  mỗi gam sản phẩm  thay  đổi 
tùy theo mô trường và chủng sinh vật được sử dụng.

Trong việc sản xuất các thực phẩm  lên men, điều quan trọng là các mẫu 
nuôi cấy probiotic được sử dụng góp phần làm cho sản phẩm  có những đặc tính  
tố t về cảm juan. Vì vậy, người ta  thường phôi hợp các vi khuẩn  probiotic vói 
những chủig  vi khuẩn  khác thích hợp cho quá tr ìn h  lên men của một sản 
phẩm  n h ấ t ỉịnh . Trong sản xuất những sản  phẩm lên m en có nguồn gốc từ  sữa 
người ta  thiíờng phối hợp chủng probiotic vối s .  therm ophilus và L. delbrueckii 
đế tạo đượ< hưdng vị và cảm giác mong muôn. Những th à n h  phần  chính tạo 
hương vị cua các loài được sử dụng cùng với probiotic được tr ìn h  bày trong 
bảng dưỏi đây.

B àng 4.3. M ột s ố  vi khuẩn dùng để điều ch ỉnh  hương vị

Chủng s inh  vật Thành phần ch ính  tạo  hương vị

Lactobacillus acidophilus Lactate (DL)

Bifidobacterium  spp. Lactate (L+), acetate

Strepta:occus thermophilus Lactate (L+), acetaldehyde, diacetyl.

Lactữbicillus delbrueckii subsp. Lactate (L+), acetaldehyde, diacetyl.

Bulgarbus

Trong nhều  trường hợp người tiêu  dùng cảm thấy các sản  phẩm  lên men có 
chứa L. delbrieckii thường quá acid và có mùi của acetaldehyde rấ t nặng  (hương 
vị sữa chua). Vì vậy, các môi trường probiotic đã được phát triển  nhằm  mang 
đến những hiíơng vị thích hợp với từng sản phẩm mà chúng được sử dụng. Một 
ví dụ về vé nôi trường như vậy là môi trường ABT (có chứa L. acidophilus, 
Bifidobacteritm  và s. thermophilus).

Lựa chọn các vi sinh vật đầu vào có khả năng tạo acid ổn định là một việc 
hết sức quan trọng. Tuy nhiên, khi lựa chọn cần phải xem xét đến tác động của 
chúng trên  síc khỏe con người. Bởi vì môi trường bên trong đường tiêu  hóa và 
môi. trường bỉn trong sản phẩm là khác nhau, do đó các probiotic thường không 
thích hợp đế làm một vi sinh vật khởi đầu của quá trìn h  lên men. Vì trong môi
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trường như vậy chúng sẽ phát triển  chậm và tạo ra  những hương vị không thích 
hợp cho sản phẩm. Có the vượt qua trở ngại này bằng cách dùng một quy trình 
sản xuất vô khuẩn như được dùng đế sản xuất các sản phẩm  sữa với acidophilus 
và sử dụng probiotic có hàm lượng cao khoảng 109 cfu g ' .  Ngoài ra  cũng có thể 
đưa thêm vào môi trường các cơ chất tạo năng lượng cho probiotic như glucose 
và các yếu tô’ tăng trưởng như dịch chiết cao nấm men và protein thủy phân hay 
các chất chông oxy hóa, khoáng chất và vitamin. Tuy nhiên, đôi khi việc áp dụng 
các biện pháp trên  có the cải thiện việc dùng probiotic như là vi sinh vật khởi 
đầu, nhưng vẫn chưa đủ để có thể sản xuất sản phẩm lên men. Vấn đề này có 
thê được giải quyết bằng cách thêm vào trong quá trình  chuẩn bị probiotic một 
mẫu cấy khởi đầu trợ giúp.

Khi sản xuất các sản phẩm lên men có chửa probiotic, nhiệt độ lên men 
thường được duy trì ở 37—40°c bởi vì nhiệt độ này thích hợp cho sự phân chia 
của nhiều chủng probiotic. Các probiotic có thê được trộn vối các chủng khởi đầu 
và phát triên cộng sinh cùng với các vi khuẩn khác trong quá tr ìn h  lên men. 
Cũng có trường hợp người ta  đưa probiotic vào sản phẩm sau quá trìn h  lên men 
(ví dụ sản phẩm “C ultura” của Đan Mạch). Trong những sản phẩm sữa probiotic 
đặc biệt (các sản pham có đưòng), probiotic được đưa vào sản phấm theo một 
cách thức đặc biệt sao cho chúng vẫn có sông nhưng không phân chia bằng cách 
giữ lạnh sản phẩm.

Tương tác g iữ a pro b io tic  và vi khuân khởi đầu  lên men

Mối tương tác giữa probiotic và vi khuẩn khởi đầu sẽ ảnh hưởng đến chất 
lượng của sản phẩm. Có những bằng chứng cho thấy rằng  có thế tạo ra  những 
sản phẩm  có hương vị tố t mà vẫn giữ được khả năng sống cao của vi khuẩn  bằng 
cách sử dụng phôi hợp probiotic và các vi khuẩn khởi đầu. Thông thường cần lựa 
chọn một vi khuẩn khỏi đầu thích hợp bằng cách thử nghiệm vói các mẫu hiện 
có. Các vi khuẩn khởi đầu có the dùng như s. thermophilus, môi trường sữa 
chua và các vi khuấn ưa nhiệt trung bình vối sự kết hợp của nhiều chủng 
Lactococcus khác nhau. Một phôi hợp tôi ưu giữa probiotic và vi khuân  khởi đầu 
cần phải tiến hành  trên  thực nghiệm đê biết được phôi hợp nào tạo được cảm 
giác tốt nhấ t cho sản pham  và khả năng sông cao nhất của probiotic.

Trong quá trình  thực nghiệm này có một sô' nguyên tắc cần phải tuân thủ. 
Nếu có thể thì probiotic phải có thể phát triển trong suôt quá trình  lên men. Điều 
này sẽ làm gia tăng lượng probiotic trong sản phẩm do đó làm giảm giá thành  sản 
xuất, và tăng khả năng thích nghi của probiotic trong môi trường của sản phẩm. 
Vi khuẩn khỏi đầu chỉ nên có tốc độ phát triên vừa phải đê các probiotic có thế 
phát triển. Một điều quan trọng khác là probiotic phải được thêm vào trước hay
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cùng thời điếm với vi khuẩn khởi đầu. Đưa probiotic vào sau quá trình  lên men 
không những không làm tăng lượng vi khuẩn mà còn làm giảm khả năng sông 
của probiotic, điều này đã quan sát thấy đôi với L. acidophilus được trộn  với sữa 
chua Các vi khuân khỏi đầu có thê cải thiện sự tăng trưởng của probiotic bằng 
cách sản xuất ra những chất thính hợp với sự tăng trương của probiotic hoặc làm 
giảm áp lực oxy trong môi trường lên mon. Bifidobacteria khá nhạy cảm với oxy 
nhưng bằng cách lựa chọn một chủng s . thermophilus thích hợp sẽ có thế làm 
tăng khả năng sông của D.longum. L. delbrueckii subsp. bulgaricus cũng có khả 
năng làm tăng sự phát triên của Bifidobacterium nhờ khả năng thủy phân 
protein làm tăng hàm lượng các acid amin như valine, glycine, và histidine trong 
môi trường.

Trong quá trình chọn lựa một vi khuan khỏi đau cho quá trình  lên men cần 
phải lưu ý đến các tác động bất lợi của nó đôi vỏi khả năng năng sông của 
probiotic. Khả năng sông của probiotic có thê bị ảnh hưởng bởi những chất 
chuyên hóa sinh ra trong quá trình  phát triển của vi khuẩn khởi đầu như acid 
lactic, H20 2 và các bacteriocin. L. delbrueckii subsp. bulgaricus một chủng 
thường gặp trong môi trường sữa chua, tạo ra  một lượng lốn acid D -lactic khi 
sân phẩm được bảo quản sau quá trình  lên men ở nhiệt độ thấp. Tác động của 
D -lactate trên  các probiotic là khác nhau tùy thuộc vào chủng. Người ta  đã 
chứng minh rằng một sô chủng bifidobacteria không thể phát triển  trong môi 
trường sữa chua, nhưng khi phối trộn thích hợp giữa probiotic và vi khuẩn  khởi 
đầu th: có thê ngăn chặn hiện tượng làm giảm sô' lượng vi khuẩn. Những vi 
khuẩn khởi đầu chỉ gồm s . thermophilus có thê hoạt động tô’t  hơn cùng với 
probiotic nhạy cảm với acid và pH thấp. Chúng sẽ tạo một môi trường ít acid hơn 
trong quá trình  lên men và bảo quản.

Tác động của các chất chuyển hóa sinh ra bởi vi khuẩn khỏi đầu đối với khả 
năng sóng của probiotic có thế tăng lên trên  in vivo. Khi mà các thực phẩm chức 
năng dấn dạ dày-nơi có môi trường pH thấp th ì sô lượng các phân tử acid lactic 
không lòa tan  sẽ tăng lên. Vì khả năng sống của probiotic chịu ảnh hưỏng mạnh 
n h ấ t bdi các acid không ion hóa, do đó khả năng sông của vi khuẩn  sẽ bị giảm 
bởi acid chlohydric từ  dịch vị và lượng acid lactic từ  sản phẩm. So sánh  tác động 
của acid trên  khả năng sông của L. acidophilus NCFB 1748 với một sản phẩm 
sữa có ỉường thấy rằng tỷ lệ probiotic sông của sản phẩm sữa có đường sau khi 
đi qua ỉường tiêu hóa cao hơn gấp 10 lần.

Tươngtác g iữ a  prob io tic  và p reb io tic

Thic phẩm chức năng có chứa cả probiotic và prebiotic được gọi là synbiotic. 
Hầu hết các prebiotic biết được cho đến ngày nay là những carbohydrate không 
bị hấp :hu bởi ruột, với sô' lượng các đưòng đơn trong phân tử là từ  hai đến vài
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trăm . Một sô prebiotic điến hình là lactulose, galacto- và fructooligosacharid và 
dextrin giỏi hạn. Bởi vì khái niệm synbiotic khá mới mẻ nên chưa có nhiều 
nghiên cứu về tác động qua lại giữa probiotic và prebiotic. Một đặc tính  chung 
của prebiotic là chúng có the ảnh hưởng trên  sự phát triển  và khả năng sòng của 
probiotic bằng cách tác động trên  sự phát triển và chuyển hóa của cả probiotic 
và vi khuẩn khởi đầu.

S ản  x u â t các  th ự c  p h â m  k h ô n g  có ngu ồ n  gôc từ  sữ a ch ử a  p ro b io tic

Còn nhiều thử thách cần phải vượt qua đê áp dụng cốc mẫu nuôi cấy 
probiotic cho các sản pham không có nguồn gốc từ  sữa. Khả năng sống của 
probiotic trong thực phẩm phụ thuộc vào nhiều yếu tô' như pH, nh iệ t độ bảo 
quản, sự hiện diện của các sinh vật cạnh tranh , các chất ức chế (như NaCl). 
Trong những sản phẩm thức ăn dành cho trẻ hay bánh kẹo (chocolate) có chứa 
probiotic thì một điều quan trọng là cần phải duy trì được khả năng sông và hoạt 
tính của probiotic trong một thòi gian dài. Bởi vì các probiotic được đưa vào các 
sản phẩm như là một thành  phần bô trợ nên trong điều kiện như vậy probiotic 
thường không có khả năng nhân lên, và không thể đảm bảo được các yêu cầu cần 
th iết cho sự ổn định của probiotic. Các yếu tô như nước, hàm  lượng oxy cao và 
nhiệt độ là một bài toán khó giải quyết trong việc đưa probiotic vào sử dụng 
trong những sản  phẩm này. Việc bảo quản ở nhiệt độ thường của các sản  phẩm  
không làm từ  sữa như các sản phấra ngũ côc, các loại nước uông, chocolate thực 
sự là một vấn đề thách thức đôi với sự ổn định của probiotic. Những vấn đề này 
trong một vài trường hợp có thể giải quyết bằng kỹ th u ậ t bao gói đê đảm bảo 
tính  ổn định và khả năng sông của probiotic. Một sô sản phẩm  thực phẩm cho 
trẻ  và bánh kẹo có chứa probiotic gần đây đã được phát triến  và đã được đưa ra  
th ị trường.

4. NHỮNG KHUYNH HƯỚNG TRONG TƯƠNG LAI

Chế độ ăn uống là hướng tập trung chủ yếu để dùy tình  trạng  sức khỏe tô't 
nhất trong cả cuộc đời, nó sẽ góp phần ngăn chặn sớm các bệnh m ạn tính  như rốỉ 
loạn dạ dày-ruột, các bệnh tim mạch, ung thư, bệnh loãng xương, cũng như 
ngăn chặn quá trình  lão hóa. Mặc dù mối liên hệ phức tạp  giữa thực phẩm  sử 
dụng và sức khỏe vẫn còn chưa được hiểu biết cặn kẽ, nhưng những nghién cứu 
gần đây trong nhiểu lĩnh vực khác nhau đã cho chúng ta  hiểu sâu hơn vể sự liên 
hệ này. Nhu cầu đòi hỏi phát triên những sản phấm  dinh dưỡng đã thúc đẩy 
ngành công nghiệp thực phẩm đưa ra  nhiều sản phẩm mới.

Ý thức và chi phí mà người tiêu dùng dành cho những sẩn phẩm  có .Ợií đôi 
với sức khỏe ngày càng gia tăng, các nhân tô' kinh tê xã hội ảnh hưởng rấ t lớn
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dên diều này và diều đó giải th ính tạ i sao các sản  phẩm  probiotic được sử dụng 
rộng rãi ở châu Au và ngày càng phổ biến trên  thể giới. Tuy nhiên, vẫn tồn tại 
sự hoài nghi về hiệu quả của probiotic ở người tiêu dùng, cốc tổ  chức tiêu dùng, 
và cộng dộng khoa học. Một dự án gần đây của cộng đồng châu Âu với nỗ lực hợp 
tác vổ sự trao đối thông tin  và một phương thức khoa học để lựa chọn và sử dụng 
các probiotic, những sản phẩm  thực phẩm chức năng có thể phát triển  và đem 
lại nhũng lợi ích có thế thấy được đôi với sức khỏe cho người tiêu dùng. Các 
chủng probiotic có thê sản xuất thành  công và đưa vào các sản phâm  thực phấm 
được người tiêu  dùng chấp nhận, trong khi vẫn giữ được khả năng sông và chức 
năng. Có sự khác biệt rấ t lớn giữa các chủng không chỉ về khía cạch kỹ th u ậ t mà 
cả về khả năng tác động đôi vối sức khỏe của con người.

Khái niệm probiotic ngày nay đã pho biến trong giới khoa học và trong lĩnh 
vực công nghiệp. Tuy nhiên, cũng cần phải có những nghiên cứu khoa học sâu  về 
lĩnh vực này. Những lĩnh vực cần tập trung  nghiên cứu bao gồm: chấn đoán 
bệnh đường tiêu  hóa, miễn dịch học, những chất đánh dấu sinh học (biomarker) 
và chức năng. Những nghiên cứu trên  nhóm người có kiếm soát là điều đặc biệt 
quan  trọng cho sự th àn h  công về m ặt kinh tế  và xã hội cho những thực pham 
chức nâng probiotic, những sản phẩm này cần phải có những điều chỉnh thích 
hợp cho các đôi tượng đặc biệt như người già và trẻ  em. Những nghiên cứu trong 
tương lai về vấn  đề vi khuẩn  probiotic sẽ tập trung  vào việc tìm  ra  những chủng 
mới và đặc h iệu  hơn trôn từng nhóm đôi tượng sử dụng (như nhóm tuối, tình 
trạn g  sức khỏe, tình  trạn g  bệnh tật).

Những hướng nghiên cứu tiếp tục trong tương lai của khoa học và công nghệ 
trong lĩnh vực thực phẩm  chức năng sẽ là :

-  Thiết lập  các liên kết giữa t r i  thức và kỹ năng về thực phẩm , chức năng 
của hệ tiêu hóa và sức khỏe của con người.

-  Nghiên cứu cơ chê tác động của probiotic trên  đường tiêu  hóa, phát triển  
các phương tiện  chẩn đoán và các chất đánh dấu sinh học đê đánh giá chúng.

-  Đánh giá vai trò  của probiotic đôi với sức khỏe của các nhóm ngưòi sử 
dụng

- Thử nghiêm  tín h  hiệu quả của probiotic trong các bệnh đường tiêu hóa, 
nhiễm  trùng  đường ruộ t và dị ứng.

- Đánh giá nhu cầu của ngưòi sử dụng.
- Phát tr iể n  các kỹ th u ậ t để tăng cường tính  ổn định và khả năng sông của 

prob.otic.
- Phát triển  kỹ th u ậ t cho những sản phẩm probiotic không gắn vối các sản 

p h ấ n  có liên quan  sữa (chang hạn như ngũ cô'c).
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T ự  LƯỢNG GIÁ

1. Kế tên một sô sản phẩm thực phẩm chức năng hiện đang lưu hành.
2. Trình bày cơ chê tác dụng của prebiotic.
3. Nêu một sô th í nghiệm chứng minh chức năng chông đột biên và yêu tô gây 

ung thư của probiotic.
4. Sản phàm nào dưới đây dược xem là probiotic

A. Sữa bo sung DHA.
B. Dầu cá giàu omega-3.
c. Chict xuất tảo Spirulina.
D. Bột đông khô của s. cerevisiae sông.

5. Chất nào sau đây không  được xem là probiotic
A. Acid béo chuỗi ngắn (SCFA)
B. Fructooligosaccharid
C. Inulin
1). Glucosyl sucrose

102

https://nhathuocngocanh.com/



B à i 5

SẢN XUẤT MỘT SÔ SẢN PHAM l ẻ n  m e n  k h á c

MỤC TIÊU 1
1. Liệt kê được các cơ chế và vi sinh vật quan trọng sử dụng trong quá trình 

lên men.
2. Trình bày được các quy trình lên men, tinh chế sản phẩm và các yếu tố  ảnh 

hưởng tmng còng nghệ sản xuất.
3. Vận dụng được các yếu tô' ảnh hưởng, kỹ thuật công I ’tối ICu hóa

1. SẢN XUẤT ACID HỬU c ơ

1.1. Acid lattic

Acid lactiỉ ctược phát hiện bởi nhà hóa học Thụy Điên Scheele năm  1780 từ 
sữa và sử dụrg bởi Charles E. Avery tạ i Mỹ năm 1880 với hai đồng phân là L(+) 
và D(-) (hình 5.1). Hiện nay acid lactic được sử dụng trong nhiều  lĩnh vực công 
nghệ khác nhau theo những tiêu chuẩn về chất lượng khác nhau, cao nhất là 
theo tiêu  chuẩn Dược điển. Trong công nghệ thực phẩm, nước giải khát, acid 
lactic được sử dụng như chất chỉnh pH, bảo quản và tăng cường hương vị. Trong 
dược phẩm  Vi mỹ phẩm, acid lactic sử dụng đê làm một số  kem trị mụn, chất 
làm ẩm... với iạng L(+) acid lactic.

COOH COOH
1 1

H—ộ—011 O H -Ộ -H
ĩ  ICH3 C ll3

D-lactic acid L- lactic acid

Hình 5.1. Công thức lactic acid

Phương fháp hóa học cho hỗn hợp racemic (từ acetaldehyde, chuyên thành  
dạng m ethyl actate đổ loại tạp  rồi cho trở lại acid lactic) (hình 5.2), chủ yếu sử 
dụng trong cing nghệ thự c phẩm. Tại Mỹ vào năm  1989 đã tiêu thụ  33 triệu  lb 
với 16,8 triệu lb  làm ch ấ t nhũ hóa sữa, 9,8 triệu  lb làm phụ gia nước giải khá t và 
3,7 triệu  lb dm g trong dược phẩm và mỹ phẩm.
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Phương pháp lên men vi sinh vật có thể cho luôn L(+) acid lactic hay D(-) 
acid lactic tùy theo chủng sử dụng.

Cộng hợp hydrogen cyanide
CH3CHO + I ICN — catalyst ^  CH3CHO IICN

acetaldehyde hydrogen cyanide lactonitrile

Thúy phân bàng acid sulfuric 
CH3CHOHCN + ìụ o  + I/2H2SO4 

Lactonitrile

Ester hóa
CH3CIIOHCOOH + C II3O II -*■ CH3CHOHCOOCH3 + 1120

lactic acid methanol methyl lactate

Thúy phân bang nước
CII3CIIOIICOOCII3 + H20  --------------- „  CH3CHOHCOOII + CII3OII

methyl lactate lactic acid methanol

Hinh 5.2. Sơ đồ quả trình sản xuất acid lactic bằng phương pháp hóa học

Cơ c h ế

Acid lactic được tạo th à n h  từ sự chuyển hóa mono hoặc d isaccharide bước 
đầu đi theo con dường Em bden-M ayerhoff. Sau đó dưới điều kiện kỵ khí, acid 
pyruvic sinh ra  sẽ được khử hóa thành  acid lactic dưới tác dụng enzym lacta te  
dehydrogenase. Lactacte dehydrogenase (LDH) của các vi khuan  lactic đóng 
vai trò quan trọng trong việc tạo thành  L(+) hay D(-) acid lactic do khả năng 
lập thổ hóa sản phẩm  (do gen IdhD hay IdhL quy định), tùy  theo chủng vi 
khuan lactic có loại gen nào th ì sẽ cho các sản  phẩm  tương ứng. Gen m ã hóa 
enzym L(+) lacta te  dehydrogenase được nghiên cứu trên  Lactobacillus 
plantarum. Gen mã hóa enzym D(-) lactate dehydrogenase dược nghiên cứu 
trên  L. johnsonii.

Có hai dạng lên men tạo acid lactic từ  hydratcarbon là đồng hình (homolactic) 
hay dị hình (heterolactic). Lên men lactic đồng h ình  khi lượng acid lactic 
chiếm đại đa sô’ do vi k huẩn  lactic loại này có enzym aldolase nhưng không có 
enzym phosphoketolase. Lên men dị hình khi lượng acid lactic chiếm tỷ lệ 
thấp, đi kèm với hỗn hợp chất khác như acid acetic, acid formic hoặc C 0 2, do 
vi khuẩn lactic không có enzym aldolase nhưng có enzym phosphoketolase 
(hình 5.3).

CH3CHOHCOOII + 1/2(NH4)2S0 4 
lactic acid ammonium salt
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Glucose

Pi

C l
/  NAD 

\  N A D H -H

h .Xyiilose-5-P

l'3-di-p-slvseraie
Acetic acid

<
ATP

ATP ADP

' _ s z .
K A D H -H '

14
Pi

Acetyl-P
16

ADP 
3-P-alyserate

H:0 
2-P-Glvseinte

N A D
> Pi

Acetalclelwle

s
^  H :0 

Phosphoenol pymvate 
9 I ^ A T P

K A D H -H '
ADP 

Pvruvnte-------

NA D H +hT

NAD

17

Ethanol

NAD

10 Lactic acid
(homolactic) (heterolactic)

Hinh 5.3. Quá trinh lên men lactic đổng hình hay dị hinh

Các enzym ký hiệu như sau: 1. Hexokinase, 2. Phosphoglucoisomerase, 3. Phosphofructokinase,
4. Aldolase. 5. Trióse phosphate ¡somerase, 6 . Phosphoglycerokinase, 7. Phosphoglyseromutase,

8 . Enolase, 9. Pyruvat kinase. 10. Lactic dehydrogenase, 11. Glucose-6 -  phosphate dehydrogenase, 
12. 6 -phosphogluconate dehydrogenase. 13. Ribolosephosphate-3-epimerase, 14. Phosphoketolase, 

15. Acetokinase. 16.Aldehyde dehydrogenase và 17. Alcohol dehydrogenase.
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Tốc n h ân

Hiện nay các chủng vi khuẩn lactic (LAB: lactic acid bacteria) dang được sử 
dụng nhiều trong công nghệ vi sinh đồ sản xuất acid lactic, nhất là Lactobacillus 
delbrueckii. Ngoài ra L. acidophilus, L. plantaruni, L. bulgaricus, các giông Bacillus 
(B. coagulans), Rhizopus (R. oryzae) và Streptococcus cùng được sử dụng, có thể 
phối hợp các vi khuẩn lactic hoặc phối hợp với vi khuẩn khác như Streptococcus 
thermophilus trong quá trình lên men. Việc lựa chọn loài vi khuẩn lactic tùy thoo 
khả nàng sử dụng hydratcarbon của chúng. L. delbrueckii có thể lên mon cho acid 
lactic từ saccharose, L. bulgaricus có thế lôn men cho acid lactic từ lactose. 
L. helveticus, L. amylophylus thì có thể sử dụng cả hai, R. oryzae có thể sử dụng 
trực tiếp tinh bột. Hiện nay trong công nghiệp đều là những chủng đột biến theo 
hướng sản xuất mạnh acid lactic nhưng không bị ức chê bởi nồng độ cao chất này 
trong môi trường nuôi cấy so với các chủng hoang dại.

L ên  m en
Theo Luedeking và P iret (1959), việc tạo thành acid lactic tỷ lộ với việc phát 

triến  và m ật độ tê bào vi khuẩn, điều này thì ảnh hưởng nhiều bới nhiệt độ môi 
trường, pH và nguồn dinh dưỡng. Nguồn hydratcarbon quan trọng với vi khuẩn 
lactic gồm có glucose, fructose và lactose. Theo nhiều tác giả, trong lên men công 
nghiệp, lượng hydratcarbon thường từ 5-20% nhưng thông thường trong khoảng 
12%. Đôi với glucose, lượng cho vào quá trình  lên men liên tục đê đạt việc sản 
xuất tôi đa acid lactic là 60 g/1, vối saccharose là 78,2 g/1. Việc sử dụng tinh bột 
giúp giảm giá thành  nhưng cần xử lý trước vỏi enzym đê biến đôi đến maltose và 
glucose.

Nguồn nitơ bồ sung thường sử dụng nhất cho việc lên men ở vi khuân lactic 
là dịch chiết men, sau đó là dịch thủy phân protein từ  những nguồn khác nhau 
như casein, đậu nành... Các nguồn nitơ giúp vi khuẩn lactic tăng trưởng tô't 
đáng kế do vậy lượng acid lactic sinh ra cũng tăng theo. Dịch chiết men giúp cho 
lên men acid lactic tốt nhất vào khoảng 5-15g/l, có thể kết hợp vối việc bổ sung 
(NH4),S04 theo tỷ lệ 1:3.

Các nguyên tố  vi lượng khác như phospho, kali, magiê và lưu huỳnh ảnh 
hưởng không rõ rệ t đến việc tăng trưởng của vi khuẩn lactic (Bảng 5.1). Ngược 
lại vitam in B(. rấ t quan trọng đến việc sinh tổng hợp acid amin của vi khuẩn 
lactic do vậy cũng ảnh hưởng đến sự tăng trưởng và tạo thành  acid lactic.

Việc khuấy trộn tốc độ chậm khoảng 50 rpm /phút trong lúc lên men đóng vai 
trò quan trọng để trộn đều môi trường nuôi dưởng, nhiệt độ, thông khí, thoát hơi 
tạo ra trong quá trình  lên men và như vậy đảm bảo vi sinh vật trao đôi chất tốt 
hơn. Vi khuẩn lactic có loại ưa nhiệt (nhiệt độ phát triển tôi thích từ 45-62°C)
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hoặc không (nhiệt độ phát triển  tôi thích từ  25-45"C). Với L. delbrueckii cần 
nhiệt độ đảm bảo từ  37-45“C: ở 45°c lượng acid lactic tạo ra  khoảng 4,9%, ở 40"C 
lượng acid lactic tạo ra  khoảng 4,2%, khi nhiệt độ tăng  den 50"C lượng acid 
lactic sản xuất ra chỉ còn 2 ,1%.

pH trong quá trình  lèn mon tạo acid lactic phái giữ từ  4,5 trỏ  lên, tôt n h ấ t là 
tù 5,5—6,5. Với L. ilelbrueckii nếu pH đảm báo bàng 6 sẽ phát tr iển  94,7%, pH 
6,5 sẽ giám còn 67,1%, ủ pH 5,5 chi còn 67,1% và lượng acid lactic cũng giảm đi 
tương ứng. Các chất điều chính pH là các muôi NaHCOa, Na.,CO;J, các chất kiềm 
NaOH, NH|OH Lượng acid lactic thô có thế đạt được từ  71g/l, nếu dùng 
lĩ. oryzae, lượng acid lactic có thê đạt ~80g/l. Hiện nay acid lactic chủ yêu sản 
xuất bàng phương pháp nuôi cấy bán chìm trôn môi trường lỏng (submerged 
culture).

Quy trình công nghệ

Sau đây giỏi thiệu một quy tr ìn h  lên men acid lactic trong  nồi lên m en 
liên tục:

Vâi 90 lít mỏi trường nuôi dưỡng, trong đó gồm (tất cả theo trọng lượng): 9,5% 
protein; lactose 4%; dịch chiết men 1,5%; K, HPO | 0,3%; MgSOj7 HzO 0,04%; 
MnSO.,4 H.,0 0,015%; Tween RTM80 0,1%; cystein hydrochloric! 0,006%.

Môi trưòng được tiệ t trùng  và giữ ở 45°c, cấy vào 18g đông khô L. helveticus 
+53 g Flavourzvme (một exo-peptidase của hãng NOVO, Copenhagen, Denmark), 
ủ trong điều k iện  yếm khí trong 9 giò. Quá tr ìn h  lên m en liên tục kéo dài 34 
ngày được giữ các thông số sau  (tính theo trọng  lượng): protein 0,35%; 
Flavourzyme 0,01 %; lactose 4%. pH môi trường được giữ ở 5,75 bằng khí 
am oniac (tốt hơn so vối dùng NaOH vì đây cũng là  nguồn nitơ). S ản  phẩm  được 
lấy ra  theo vận tốc 1 lít/phút, lượng acid lactic trong đó có thể đ ạ t trên  4%.

Việc tách acid lactic trước hết bằng siêu lọc để loại các vi k h u ẩn  lactic còn 
sót trong dung dịch sau đó chỉnh về pH 5,8 với NaOH hay Ca(OH ) 2 để chuyển 
sang dạng sodium hay calcium lactate . Sau đó pH dược chỉnh về 1,6 vối H 2SO,( 
và hỗn hợp được chạy qua cột sắc ký với nhựa trao  đổi cation trưỏc đó được cân 
bằng ở pH 3,09 bằng rửa cột với H 2SO., loãng. Rửa giải acid lactic ra  khỏi cột 
với H2SO.,, giữ pH cột thấp  hơn hay tối đa ở 3,87, lúc này acid lactic có thể  đ ạ t 
trôn  25%.

Việc tinh sạch có thể kết hợp nhựa trao  đổi ion với hai lần  thẩm  tích ion 
(electrodialysis) và cuối cùng vối cột trao  đổi cation hay anion nêu cần th iê t. 
Acid lactic thu được có thể  đạt tối 80 -  90% lượng đường sử dụng ban đầu khi 
lén men.
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Bàng 5.1. M ột sò m ôi trường tiêu biểu đ ể  nuôi, giữ gốc vi khuân lactic

Thành phần (g/L) Môi trưởng RMS Môi trường LC Môi trư àng SY

Pepton 1 0 , 0 0 - -

Trypticase 1 0 , 0 0

Cao thịt 1 0 , 0 0

Cao nấm men 5,00 1 0 , 0 0 2 0 , 0 0

KH 2PO< 2 , 0 0 - -

k 2h p o 4 6 , 0 0 2,50

Diammodium citrat 2 , 0 0 2 , 0 0 -

Glucose 2 0 , 0 0 2 0 , 0 0 -

Saccharose - - 1 0 0 , 0 0

Tween 80 1 1 -

Sodium acetate 5,00 25,00 -

M gS 0 j.7H 20 0,58 0,58 -

M nS 0 4 .4H20 0,25 0,15 -

F eS 0 4 .7H20 - 0,3 -

Agar 15 15 15

Hình 5.4. Sơ đõ  sàn  xu ấ t ac id  lactic  bằng phương pháp  lên m en liên tue

F?: Loại cặn. F3: Kiểm soát nồng độ sản phẩm. F„: Bộ phận lọc kết hợp nhựa trao đổi ion. 
F5: Mỏi trường sau khi loại tạp được tái sử dụng
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Acid gluconic dược phát hiện năm  1870 bởi H lasiw etz và H aberm ann. 
Năm 18Ỉ0, Boutroux tìm thấy  các vi khuẩn  sinh acid acetic có thể sinh ra  
acid glu<onic. Năm 1922, M olliard tìm  thấy acid gluconic từ  Sterigm atocystis  
nigra  (my là Aspergillus niger). Nhu cầu hiện nay trê n  th ế  giới có thể đến
60.000 tin  hàng  năm . Trong tự nhiên , acid gluconic có nh iều  trong các sản  
pham  tỉ  sữa, rượu vang (tỏi 0,25%) và dấm (tới 2%), do vậy h iện  nay acid 
gluconic được sử dụng nhiều trong công nghệ thực phẩm  như chất điều chỉnh 
hương V (E 574), chấ t báo quản  bản chấ t tự nhiên hoặc chỉnh pH trong rượu 
vang, mỏc ép trá i cây... Trong dược phẩm  chủ yêu là sử dụng các dạng muôi 
sắ t (trị hiếu máu), muối kẽm, muôi calcium (trị th iếu  kẽm, calci) của acid 
nàv. Muìi sodium gluconate được sử dụng như chelat của các ion kim loại hóa 
trị 2 hcực ỉ.

1.2. A c i i  g lu c o n ic

H ình  5 .5. C ô n g  thức củ a  ac id  g lu co n ic  (A ) và  g lu c o n o -ô -la c to n e  (B)

Acic fluconic có thế sản xuất bằng phương pháp hóa học bởi sự oxy hóa 
bằng điện cực nhóm aldehyd tạ i C l của beta-D -glucose sẽ cho ra  glucono—8— 
lactone (QHmOe) và H ,0 ,  sau  đó glucono-ô-lactone sẽ được thủy  phân cho ra  
acid gluctnic (hình 5.6) nhưng gần đây phương pháp lên men vi sinh  vật 
chiếm va: trò  chủ đạo vì những ưu điếm m ạnh mẽ vối gần 1 0 0 % glucose sẽ 
chuyển th ình  acid gluconic và không cần nhiều bước tin h  kh iế t hóa.

Cớ c h ế
Sự chuyên hóa th àn h  acid gluconic từ  glucose theo quá trìn h  trong hình

5.6.
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U-D-glucose

2 -k e to -3 d e o  xy-6- 
p h o s p h o g lu c o n a te

KDPG
aldolase

2 - p y ru v a to

6 - p h o s p h o g lu c o n a te

6-phosphogluconate
dehydrogenase

r ib u lo  s e -5 -p h o s p lia te  + C 0 2

2 -k e to -3 (le o x y g Iu c o ii  a te

KDG aldolase

p y r u v a te  + 
g ly c e r a ld e h y d e

Hình 5.6. Quả trinh chuyển hóa tạo acid gluconic

G lu co so  + 1 - 0 n —♦ g lu co n ic  ac id

Hình 5.7. S ơ  đố oxy hóa glucose bởi A. niger
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Tác m ã n
Br.n đẩu Penicillinum  species (P. glaucum) được sử dụng nhưng hiện nay 

Asperfillus đã chiếm ưu th ế  (hình 5.7). Việc sử dụng quá trìn h  lôn men nhiều 
giai đoạn, bán chìm với Acinetobacter suboxydans, A. methanolicus cũng đang 
được Ép dụng. Ngoài ra nấm men như Aureobasidium pullu lans cũng dược một 
sô tác giá sử dụng. Vi khuân như Pseudomonas savastanoi cũng có thể  tạo acid 
glucoiúc nhưng có nhiều sán phẩm phụ như 2 -ketogluconat (do enzym gluconic 
acid đehyđrogcnase tác dộng trôn acid gluconic) hoặc 2,5-diketogluconic acid 
(cnzyn 2-ketogluconic acid clehydrogenase tác dộng trên  2 -ketogluconat).

Enzym glucose oxydase ((ì-D-glucose: oxygen 1-oxidoreductase) từ  vi sinh 
vật sẽ oxy hóa glucose cho ra  acid gluconic. Enzym này được cảm ứng bởi nồng 
dộ cao cùa glucose. pH khoảng 5,5 và mức độ bão hòa oxy trong môi trường nuôi 
dưỡng nhưng không bền khi nh iệ t độ trên  5Ơ’C. Tác dộng của enzym chỉ đạt 
5% ở pH = 2, 35% ở pH = 3 và đạ t tôi đa 100% ở pH = 5,6. Một sô tác giả cho 
rằng enzym này là ngoại bào nhưng một sô khác th ì cho rằng  đây là enzym nội 
bào hay từ  peroxisome. Gen glucosc oxvdase từ  A. niger có thê dược chuyên vào 
Saccharomyces cerevisicie đã làm cho enzym này có thê ngoại bào, tiế t ra  môi 
trường tới 75-400 ng/ml.

Lỏn men
Nguồn hydratcarbon quan trọng nhất là glucose nhưng đé giảm giá thành  có 

thể sự dụng dịch thủy phân tinh  bột, dịch ép mía, rỉ đưòng... Cũng cần xử lý sắt 
nếu h àn  lượng cao bởi kali ferrocyanid K,,[Fe(CN)c]. Việc tạo acid gluconic cũng 
bị ảnh hưởng bởi ion kẽm, magiê, calci, sắ t... Các điều kiện chung để tôi ưu hóa 
việc sán xuất acid gluconic: nồng độ glucose phải từ  110—250g/L, nitơ và phosphat 
phải ỏ rồng độ thấp  (20 mM), pH từ  4,5-6,5, cường độ thông khí cao vói áp suấ t 
4 bar.

0  ním  men Aureobasidium pullulans, nhiều phương pháp lên m en liên tục 
hay khcng liên tục được áp dụng, các yếu tô’ pH, oxy, nh iệ t độ quá tr ìn h  lên men, 
thông k ií hay thành  phần môi trường nuôi dưõng được nghiên cứu. Trong đó nếu 
pH = 6,5 cho hiệu su ấ t chuyển đổi tới 94% và giảm chỉ còn 67,8% tạ i pH = 4,5. 
Nhiệt đi 29-31“C là thích hợp nhất.

Lưi ý rằng trong chuyến hóa glucose thành  acid gluconic, việc b ấ t động nấm  
sợi nhưA. niger đóng vai trò quan trọng bàng cách sử dụng nồi lên men không 
cánh kluấy hoặc giá mang bằng cellulose. Chủng A. pullulans DSM 7085 sử 
dụng gh mang là đá thủy tinh  xốp đă sản xuất 375g/L acid gluconic trong 22 giờ 
bằng phương pháp rên men liên tục.

Quy t r n h  cô n g  n g h ệ
Hỗi dịch bào tử  của A. niger được chuẩn bị từ  nuôi cấy bề m ặt trên  môi
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trường 'rắn  sau đó sẽ cho vào nồi lên men ở pH 6,5 và nhiệt độ 30-33"C, tỷ lệ 
1:1 0 . Quá trình  lên men đi kèm với sự thông khi rấ t  m ạnh (áp su ấ t tối 4 bar) kéo 
dài 60-70 giờ, có thê kết hợp với tốc độ quay 420 vòng/phút, pH trong quá trình  
giữ từ 4,5-7.

Môi trường nuôi cần có glucose 100-250g/lít, hàm  lượr.g thấp  phosphate 
cũng như nguồn nitơ (chỉ khoảng 20mmol/lít), sự tăng trưởng rn ư  vậy của A. niger 
sẽ dẫn đến việc oxy hóa glucose. pH là một yếu tô’ quan trọng, cần giữ từ  4,5-7 
trong đó pH ỏ 5,5 là thích hợp nhất.

Bất động nấm sợi A. niger bằng việc sử dụng nồi lên rr.en không có cánh 
khuấy, kết hợp calcium alginate, calcium alginate agar sẽ giúp đạt năng suấ t 
5g/l*giờ trên  100g/l glucose ban đầu và nồng dộ acid gluconic đ ạ t được là 80g/l. 
Với giá mang bang cellulose có những lỗ nhỏ đê bất động A. niger khi lên men 
năng suấ t được cải thiện đáng kế: sau quá trình  lên men Lên tục kéo dài 61 
ngày, nồng độ acid gluconic có thể đạt đến 120-140g/L.

Việc tách acid gluconic sẽ trước hết lọc loại bỏ vi sinh vật Sau đó trung hòa 
với chất kiềm như Ca(OH ) 2 đê có calcium gluconate. Tủa chất này bằng cách 
thêm NaCl và nhiệt độ lạnh. Thêm vào H.,so., sẽ tạo tủ a  CaSO|. Dịch còn lại cho 
chạy qua cột trao đôi cation đê hấp phụ sô ion Ca++ còn sót lại. Dịch thoát ra  sẽ 
được kết tinh  acid gluconic ở - 1 0°c, có thê kết hợp với dung mòi cồn.

1.3. Acid citric
Acid citric có nhiều trong công nghiệp thực phẩm, công nghiệp hóa học và công 

nghiệp dược phẩm.
Acid citric có công thức:

ỌH
1h o o c - c h 2— Ç—CH2— COOH
ICOOH

Acid citric được Scheele cô lập từ năm 1784 từ  dịch quả chanh và đến năm  
1945 dịch quả dứa là nguồn nguyên liệu duy n h ấ t trong kỹ nghệ.

Từ năm  1893, nhà thực vật học người Đức là C. W ehmer đă phát hiện mốc 
Aspergillus niger trên  môi trường chứa đưòng và có m ặt CaC 03 sẽ tích lũy acid 
citric. Năm 1916 Currie công bô’ kết quả của những công trình  nghiên cứu sản 
xuất acid citric bằng A. niger. Năm 1926, người ta  đă nghĩ ra phương pháp sử 
dụng môi trường acid đê huấn  luyện môc A. niger và chọn được nhiều chủng có 
thê chuyên hóa được đến 65% đường thành  acid citric. Từ nhũng năm này acid 
citric đã được sản xuất từ  vi sinh vật theo phương pháp bề mặt. Thực chất đây là 
sự lên men oxy hóa hay là oxy hóa không hoàn toàn. Vi sinh vật hô hấp hiếu khí, 
nhưng sản  phẩm  lại là những hợp chất hữu cơ được oxy hóa một phần.
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♦Sản phẩm

Nồi lên men liên túc

Hình 5.8. Sản xuất a c id  g lu co n ic / muối tương ứng bằng phương pháp lên men liên tục
1. Nối với máy vi tính điều khiển; 2. Cánh khuấy; 3. Bộ phận chứa Kiềm tương ứng: 4. Bộ phận thổi khí; 

5. Cảm ứng nhiệt độ; 6. cảm  ứng pH; 7. Bơm luân chuyển môi trường; 8. Bộ phận siêu lọc;
9. Bộ phận chứa glucose/môi trường nuôi dưỡng; 10. Nồi lên men liên tục

Cơ c h ế
Sự chuyển hóa thành  acid citric có thể được biểu diễn như sau:

CôHnOô

CoASI

CH3C O S C 0 A
0 = C - C 0 0 H

I
H2C -C O O H  

Acid oxaloacetic

IhC -C O O H  
I

H O -C -C O O H
I

H2C -C O O H  

Acid citric
H inh  5.9. Con đường chuyên  hóa thành  ac id  c itr ic
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Tác n h ân
Nhiều vi sinh vật như Aspergillus niger, A. clauatus, A. iventii, Penicillium 

luteum, Mucor periformis, A. fumaricus, A. japonicus, Botrytis cinerea đã được 
sử dụng dể chẽ tạo acid citric, nhưng chi có một vài chủng Aspergillus niger được 
dùng trong kỹ nghệ vì dễ nuôi cấy, bền vững vê mặt di truyền, cho hiệu suất cao 
và không tạo những tạp  chất không muốn có.

Lẽn m en
Hiện nay người ta  thường nuôi mốc A. niger trên  môi trường rắn  hoặc môi 

trường lỏng, ơ  môi trường lỏng, lớp dịch thường có chiều dày khoảng 6 — 8 cm. 
Các sợi nấm phát triển trên bê m ặt và chuyến hóa đường thành  acid citric. Nồng 
độ đường ban đầu thường cho vào khoảng 15 -  20%. Thời gian nuôi cấy kéo dài 
10 ngày. Nhiệt độ dùng từ 28 -  30"C, lượng đường được chuyến hóa thành acid 
citric đến 80%, pH môi trướng lúc đầu 6 ,8  — 7,0 sau đó hạ xuông 4,5 đến 3,0.

Acid citric được tạo thành  qua các phản ứng của chu tr ìn h  Krebs. Đe tạo 
được acid này cần phải ức chế những phản ứng tiếp theo. Thiêu sắt là nguyên 
nhân cơ bản gây ra  sự sản xuất thừa aciđ citric. Trong các nguyên liệu dùng đê 
sản xuát acid citric như rỉ dường, người ta phải loại sắt bằng cách kết tủa chúng 
bằng ferocyanid kali K.,[Fe.,(CN)(J. Chất này đồng thòi cũng ức chô enzym 
isocitrat dehydrogenase. Kim loại nặng thường kìm hãm vi sinh vật lên men. 
Bàng cách bồ sung các ion đồng (150 mg/1) có thể sản xuất thừa acid citric mà 
không cần loại sắt. Bô sung kẽm (0,5 mg/1) hay mr.ngan (3 mg/1) cũng được.

Năm 1930 phương pháp lên men chìm dược ốp dụng đê sản xuất acid citric 
nhưng phải giải quyết tốt nhiều thông sô’ảnh hưởng đến sản xuất như :

1. Chọn lọc chủng vi sinh vật (ở Nga thường dùng A. niger 288/9).
2. Thành phần của môi trường và chọn cơ chất : nồng độ đường phải xấp xỉ 

15% và nồng độ các chất đạm khá nhỏ để tránh  sự tạo thành  oxalat, pH phải 
thấp và được không chế bằng cách cho thêm calci carbonat.

3. Hàm lượng phosphat dưới 0,01%.
4. Bắt buộc phải xử lý sơ bộ các đường để giới hạn chặt chẽ hàm  lượng của 

một sô nguyên tô kim loại như sắt, mangan, kẽm và đồng.
5. Kiểm soát nhiệt độ từ  35 — 40“C tùy theo chủng.
6 . Tầm quan trọng của môi trường ủ về chất lượng và sô lượng.
7. Thông khí phải hết sức mãnh liệt và việc sử dụng oxy nguyên chất hay 

hỗn hợp với nitơ là cần th iết vói một vài chủng, nhờ th ế  mới đảm bảo được hiệu 
suất biến đối đến 100% trong 6 - 9  ngày. Kiểm soát hệ tạo bọt.

Hiệu suất % acid citric được sản xuất phụ thuộc vào nguồn carbon được giới 
thiệu theo bảng sau đây:
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N guồn carbon Hiệu suất %

Tinh bột 71,5

Glucose 72

Ri củ cải đường 64 -  72

Rỉ đường mía 6 3 -6 1 ,9

Saccarose 72

Đường ngô 79,7

Lên men cit.úc theo hai phương pháp: lên men bề m ặt và lên men chìm. Phương 
pháp lên men bì mặt trên môi trường lỏng được dùng rộng rãi trong công nghiệp 
sản xuất acid ci.ric.

Lên m en bề mọt trên  môi trường lỏng

Dụng cụ lêr men là khay nhôm hoặc thép không gỉ có kích thước khác nhau 
tùy thuộc vào (ác giá đựng buồng lên men. Có thế dùng sắ t hay gỗ làm khay, 
nhưng bên ngoa cần sơn những lớp sơn chịu acid.

Sau đây giỏ thiệu một sô môi trưòng lên men:

1. Môi trườn? dinh dưỡng đôi vói chủng Asp. niger 82 chứa 150 g đường saccharose;
0,25 g MgSO.^H.ịO; 0,5 g NH.|N03; 0,16 g KH2PO.,; nước vừa đủ một lít.

2. Môi trưòrg Currie (%): đưòng 12 -  15 g; MgSO., 0,25 g; NH.,NO;, 0,2 g; KH^PO,, 
0 , 1  g; pH = 3 - 3 , 6

3. Môi trườig Deolger (%): đường 14 g; MgSO., 0,023; NH.,N03 0,223; KH2PO.ị
0,1; pH = 1 ,6 -  ì,2

4. Đường 10%; N H ,N 03 0,25%; KH2PO, 0,01%; M gS0,.7H20  0,03%; ZnSO.,. 
7 H 20  0 ,0 0 0 8 % ; p H  =  5 ,5  -  6

Có thê dùn; rỉ đường thay  đường, nhưng cần phải xử lý trưóc khi pha môi 
trường: trộn  rỉ đường với nước (một phần ri đưòng, hai phần nước) thêm  0,9% 
tanin  (so với ri lường). Tanin trước khi dùng được hòa tan  vào nước nóng rối mới 
đồ vào rỉ đường Đun nóng dịch đường tới 80 -  90°c trong 30 phút, để lắng. Lấy 
phần dịch troní và pha môi trường, tính  toán sao cho đê có nồng độ đường cần 
thiết. Trường híp rí đường nhiều sắt sẽ thêm K,,[Fe(CN)G] để loại sắ t :

4Fe3t + 3[Fe(CN)6] >- -> Fe,[Fe(CN ) 0] 3

Môi trường pha xong cần phải lọc và thanh  trùng, rôi cấy giông bào tử, cho 
lên men trên  CÍC khay có lớp môi trường dày khoảng 2 - 8  cm và có thổi khí đã 
lọc trên  bề m ặt khay, nhiệt độ buồng lên men giữ ở 28 -  32°c.
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Lên men bê m ặt có thê thực hiện qua hai bước có bô sung đường: nuôi mốc 
khoảng 48 -  60 giờ trên  lớp môi trường 2 - 3  cm tạo thành  màng mô’c, ta bổ sung 
vào phía dưới dịch đường 12 -  13% (không có muôi khoáng) nâng  lớp môi trường 
dày tới 8 cm. Tiếp tục lên men 8  ngày.

Lên men trên  m ôi trường rắn

Môi trường rắn  được chuẩn bị từ  cám và nưỏc (tỷ lệ 1 :1), hấp 1 giờ, tã i ra 
khay thành  lớp mỏng có chiều dày 2 -3  cm. Cây bào tử Asp. batatae (tỷ lệ bào tử 
là 0,3%), nuôi 4 - 5  ngày. Có thể thay cám bằng khoai lang khô hoặc bột sắn 
trộn trấu . Phương pháp đó sẽ thích hợp vói điều kiện nưốc ta  hiện nay : hiệu quả 
kinh tế  cao. Một vài báo cáo gần đây cho thấy có cơ sở nghiên cứu cấy mốc trên  
bột sán thu  được acid citric vâi hiệu suất 3 — 4 kg bột sắn cho 1 kg acid.

Lên m en chìm

Quá trình  lên men nhân giông như trong sản xuất khống sinh hoặc các acid 
amin. Cho môi trường vào các thùng lên men, thanh  trùng  ỏ 110 -  120“C, làm 
nguội tối 32 -  34"C, tiếp giông bào tử hoặc dịch nhân giống. Nuôi ở 32°c, khuấy 
và thối khí liên tục. Thời gian lên men 6 - 7  ngày.

Vì sự tích tụ  acid citric pH môi trường giảm pH xuống 1 -  1,5 nên cần cho 
thêm C aC 0 3 vào môi trường đê giảm độ acid (chú ý : cần phải giữ cho môi trường 
luôn luôn có phản ứng acid). Sau khi kết thúc lên men, dùng H2S 0 4 để chuyển 
calci c itra t thành  acid citric.

Q uy t r ìn h  công  n ghệ
-  Lên men chìm được ứng dụng chậm hơn, tuy nhiên hiện nay là chủ yếu.
-  Tách tế  bào được thực hiện qua hệ thông lọc trông quay (trống có màng lọc 

bao gồm ngoài ngâm một phần vào dịch lên men, trong hú t chân không làm nưóc 
bị hú t vào trong và sợi nấm  bị giữ lại trên  màng).

-  Tủa acid citric: dịch sau lọc chứa citric acid hòa tan  được tủ a  dưối dạng 
citrate calcium do phản ứng với đá vôi bột mịn (lime) trong th iế t bị tủa. C itrate 
calcium được thu  hồi khỏi dịch lỏng.

-  Chuyển citra te  calcium trở lại thành  citric acid do phản ứng với acid 
sulfuric.

-  T inh sạch citric acid qua các cột tẩy màu (decolorizing), trao  đổi cation, 
trao đổi anion và tẩy m àu lần cuôi.

-  Kết tinh: dịch tinh sạch được đưa vào th iế t bị cho bôc hơi và kết tinh.
-  Ly tâm  tách nưốc cốt đế thu tinh thế.

-  Sấy các tinh  the citric acid và sàng lọc tinh thể to và nhỏ.
-  Bảo quản thương phâm.
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Các quy trình  chỉ khác nhau ở bưóc đầu (phụ thuộc vào kiểu lên men), các 
bước vổ sau từ tách tô bào, thu sản phẩm và chê biên như nhau  (hình 5.10).

I.cn men chim

H ình 5 .1 0 . S ơ  đ ố  q u y  t r ìn h  s ả n  x u ấ t  a c id  c itr ic  b ằ n g  c o n  d ư ờ n g  lè n  /n e n
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2. SẢN XUẤT ACID AMIN BANG c o n  đ ư ờ n g  l ẻ n  m e n

2.1. K h á i q u á t

L ịch  sử
Ớ Nhật Bản, một loài tảo biển -  tảo bẹ -  từ  lâu đã được sử dụng làm nguồn 

cung cấp hương vị. Người ta  chiết từ  lá tảo vói nước sôi và dùng dịch chiết như 
một loại súp đế nêm ném thức ăn. Hợp chất tạo ra vị có trong tảo biến đã được 
GS. Kikunae Ikeda xác định là glutam at natri vào năm 1908. Sau đó, hợp chất 
này dã dược sản xuất trên quy mò công nghiệp từ lúa mì, đậu nành  và các loại 
cây giàu protein khác bằng cách thủy phân bằng dung dịch acid chlohydric đậm 
đặc, nhưng hiệu quả kinh tê của phương pháp này không cao.

Vào năm 1957, Kinoshita và cộng sự đã phân lập và xác định một vi khuân 
là Micrococcus glutamicus (sau đó đã được xác định lại là Corynebacterium 
glutamicum). Vi khuẩn này sản xuất một lượng đáng kế I^g lu tam ic acid trong 
môi trường nuôi cấy và công nghệ vi sinh sản xuất na tri glutam ate bắt đầu từ 
đó. Từ đó, rấ t nhiêu vi khuẩn đã được xác định là sản xuất tôt acid glutamic và 
dược dùng cho công nghiệp sản xuất acid glutamic ở N hật Bản. Sau thành  công 
này, rấ t nhiều phương pháp vi sinh đã được nghiên cứu và phát triển đe sản 
xuất các acid am in khác. Ngày nay, một loạt các acid am in được sản  xuất bằng 
phương pháp vi sinh và được dùng trong các lĩnh vực như dược phàm, thực pham, 
và trong công nghiệp hóa học.

Bảng 5.2. sản  xuất acid am in ở Nhật Bản và trẽn thê giói năm  1996

K hối lượng (tấn/năm ) Phưđng pháp
A c id  am in ---------------------------------------------- --------------------------------------------------------------

Nhật Thê giới _ Enzym  Hóa học Chiet xuất• a tong  hợp ’

G lycin 1 4 .0 0 0 2 2 .0 0 0 X

L -A la n in 2 5 0 5 0 0 X X

D L -A lan in 15 0 0 15 0 0 X

L -A s p a r ta t 3 0 0 0 7 0 0 0 X

L -A s p a ra g in 60 60 X

L -A rg in in  v à  c á c  c h ấ t 10 0 0 1200 X

tư ơ n g  tự

L -C y s te in  v à  c á c  c h ấ t 9 0 0 1500 X

tư ơ n g  tự

L -G tu ta m a t 8 5 .0 0 0 1 .0 0 0 .0 0 0 X

L -G lu ta m in 1 2 0 0 1 3 0 0 X
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A c id  am in
K hố i lượng (tấn/năm ) Phường pháp

Nhật Thế giới
Sinh 

tông  hợp
Enzym  Hóa học Chiết xuấ t

L—Histidin 400 400 X

L-lso leucin 350 400 X

L-Leucin 350 500 X

L-Lysin 500 250.000 X

L-M ethionin 2 0 0 300 X

DL-M ethionin 35000 350.000 X

L-Phenylalanin 2500 8000 X

L-Prolin 250 350 X X

L-Serin 1 0 0 2 0 0 X X

L-Threonin 350 4000 X

L-Tryptophan 400 500 X X

L-Tyrosin 70 1 2 0 X

L-Valin 400 500 X X

L-D ihydroxy

l-pheny la lan in 150 250 X

D -Phenylglycin vá các 3000 5000 X X

chất tương tự

Các phương jháp sản xuất công nghiệp
Hiện nay :ó ba phương pháp sản xuất acid amin:
1. Phương pháp trích ly các acid amin từ dịch thủy phân protein. Phương pháp 

này dùng để tlu  nhận L-cystein, L-cystin, L-leucin, L -asparagin, L-tyrosin
2. Phương pháp tổng hợp hóa học. Phương pháp này dùng để sản xuất glycin, 

alanin, methiinin, tryptophan
3. Phươnị pháp lên men vi sinh vật
Trong các phương pháp trên, phương pháp hóa học thường cho 1 hỗn hợp các 

dạng đồng phin L và D -acid amin. Do đó việc tách dạng L (dạng thích hợp cho 
dinh dưỡng) hết sức tốn kém.

Các phươig pháp vi sinh đê sản  xuất acid amin được phân  loại như sau:
1. Phươnf pháp sử dụng cốc chủng vi khuẩn hoang dại (L—glutamic acid, 

L -alanine, L-valine)

1 1 9
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2. Phương pháp sử dụng vi khuẩn dột biến (L-lysin, L -threonin, L-arginin, 
L-citrullin, L-ornithin, I^-homoserin, L^tryptophan, L—phenylalanin, L-tyrosin, 
L-histidin, ...)

3. Phương pháp thêm các tiền chất ( L-throenin, L-isoleucin, L-tryptophan...)
4. Phương pháp enzym (acid L-aspartic, L—alanin, L—cytein, L—dihydroxy- 

phenylalanin, D -p—hydroxyphenyl-glycin...)

5. Phương pháp sử dụng các dòng vi khuẩn được tạo ra  bằng các kỹ thuậ t 
biên đối gen, protein và chất chuyển hóa hoặc sự kết hợp của các kỹ th u ậ t trên 
(hydroxy—L-prolin)

Thông tin  về việc sản xuất được tóm tắ t ở Bảng 5.3.

Vi s in h  v ậ t sả n  x u â t

Hiện nay các chủng sử dụng trong công nghiệp đều là những dạng đột biên, 
được tạo ra bằng cách xử lý các tác nhân đột biến, sau đó tiến hành chọn lọc 
công phu nhằm thu  được các chủng không chịu sự chi phôi của các quy luật kiểm 
soát trao đôi chất như ức chế ngược (feedback inhibition) và ức chê (repression) 
sinh tông hợp các enzym tham  gia vào quá trình  sinh tổng hợp acid amin, hoặc 
là các đột biến kháng được các đồng đẳng của các acid amin.

B ả n g  5.3. C h ủ n g  v i s ình  v ậ t sàn  x u ấ t a c id  a m in  b ằ n g  c o n  đư ờ ng lên  m en

Loại acid amin Chủng sử dụng
Năng suất

(g/i) Nguốn carbon

Dl-alanin Microbacterìum ammoniphilum 60 Glucose

L-alanin Slreptomyces coelicolor 3 - 1 9 9 Glucose

L-arginin Brevibacterium flavum 35 Glucose

L-phenylalanin Corynebacterium glutamicum 9 Glucose

Corynebacleríum glutamicum > 1 0 0 Glucose

L-glutam ic acid Brevibacterium flavum 98 Acetat

Arthrobacter paraffineus 82 n-alkans

L-histidin Brevibacterium flavum 1 0 Glucose

L-leucin Brevibacterium lactofermentum 28 Glucose

Corynebacterium glutamicum 39 Glucose

L-lysin Brevibacterium flavum  FA 1 -  30 57 Glucose

Brevibacterium flavum 75 Acetat

L-methionin Corynebacterium glutamicum 2 Glucose

L-ornithin Corynebacterium glutamicum 26 Glucose
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Loại ac id  amin C hủng sử dụng
Năng suất

(g /1)
Nguõn carbon

L-prolin Brevỉbaclerium flavum 29 Glucose

Brevibacterium ílavum 18 Glucose

L-threonin E. CO//K12 27 Acetat

E. coli K12 55 Đường ăn

l-tryp tophan Corynebacterium glutamicum  Px 115-97 1 2 Glucose

L-tyrozin Corynebacterium glutamicum  Ps 20 18 Glucose

L-valin Brevibaclerium lactofermentum  No 487 31 Glucose

2.2. L-Glutamic acid

Glutamic acid được sản xuất bởi vi khuẩn Corynebacterium glutamicum  trong 
môi trường có nồng độ đường và các ion aminonium cao, nồng độ khoáng chất 
thích hợp và nồng độ biotin giói hạn, điều kiện hiếu khí. Lượng I^g lu tam ate  tạo 
ra  trong môi trường này khoảng 100 g/1 trong 2-3 ngày.

Nhiều vi khuẩn khác cũng tạo ra nhiều glutamic acid như Brevibacterium flavum , 
Brevibacterium lactofermentum, Brevibacterìum thiogenitalis, và Microbacterium 
amoniacphilum. Đặc điểm chung của các chủng này là: Gram  dương, không hình 
th àn h  bào tử, không chuyển động, cầu khuẩn, hoặc trực khuẩn; tấ t  cả đều cần có 
biotin đế’ phát triển. Ngày nay, người ta  cho là các vi khuẩn  này đều thuộc giống 
Corynebacterium.

Nguồn carbon thường được dùng nhất là glucose, th u  được bằng cách dùng 
enzym thủy phân tinh bột bắp, khoai tây, và sắn. Ri đưòng phế th ả i cũng được 
sử dụng vì rẻ tiền nhưng nó lại chứa một lượng lốn biotin làm ngăn cản sự tổng 
hợp glutam ate. Vì thê cần phải thêm  vào môi trường các chất hoạt tính  khác đế 
sự tích tụ  glutam ate được dễ dàng hơn.

Acid acetic và ethanol cũng là những nguồn cung cấp carbon tố t cho sự sản 
xuất glutam ate. Ethanol được sử dụng sau khi chuyển th àn h  acid acetic trong tế  
bào vi khuẩn. Vài hyrocarbon như n -parafin  cũng được xem như là nguồn 
cạrbon. Tuy nhiên, ngày nay các nguồn carbon “không đường”, như acid acetic, 
ethanol, không còn được sử dụng vì những lý do kinh tế.

Nồng độ nitơ cao cần th iế t cho sự sản xuất glutam ate, và thực tế  trong sản 
xuất đă dùng khí hay dung dịch amoniac, muối amoni vô cơ thích hợp hoặc urê. 
Các muối vô cơ như kali phosphate, muối sắt, m angan cũng quan trọng. pH của 
môi trường được khống chế từ  7-8 bằng cách thêm  khí hay dung dịch amoniac 
và các ion amonium được thêm  vào như nguồn cung cấp nitơ.
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Các vi khuẩn Coryneform thường có khả năng dồng hóa đường mạnh và 
glutamase dehydrogenase là enzym chịu trách nhiệm cho việc tống hợp 
glutamate. Glucose trong tê bào vi khuân được phân hủy bằng con đường EMP 
và một phần của chu trình  TCA, 2-oxo-glutarat được hình thành  trong chu kỳ 
sẽ dược amin hóa do tác động của enzym glutam ate dehydrogenase.

Biotin đóng vai trò quan trọng trong điều hòa sự phát triển  của vi khuẩn 
và sự sản xuất glutam ate. Việc thêm biotin vào dưới nồng độ tôi ưu là điểu 
kiện cơ bản đê sản xuất tốt acid glutam ic trong môi trường. Khi sử dụng nguồn 
nguyên liệu đầu như rỉ đường có chứa nhiều biotin, việc thêm penicillin vào 
môi trường nhận thấy cho hiệu quả tôt. Vài acid béo bão hòa hoặc ester của 
chúng có tác dụng tương tự penicillin trong sản xuất g lutam ate. Chủng đột 
biến Corynebacterium alkanolyticum  cần glycerol được cảm ứng, sự sản xuất 
glutamic không cần thêm  vào penicillin và không ảnh  hưởng bởi nồng độ 
biotin.

Cốc xử lý như giới hạn nồng độ biotin, thêm penicillin hay chất tay hoặc cảm 
ứng chúng đột biên cần glycerol cho thấy dưổi các điều kiện này bê' m ặt tê bào vi 
khuân bị tôn thương, dẫn đôn sự rò rỉ glutamate. Lý thuyết rò rỉ đã được chấp 
nhộn trong một thòi gian dài nhưng gần đây có một lý thuyết khác vê sự bài tiết 
glutamate: có sự hiện diện protein vận chuyển glutam ate trên  bể m ặt tê bào.

Phức hợp 2—oxoglutarate dehydrogenase (ODHC), có vai trò xúc tác cho sự 
biến đôi 2-0X0—g lu tara t thành  succinyl-CoA, bước đầu tiên của sự tống hợp 
succinate trong chu trình  TCA, được nhận thấy giảm trong tế  bào vi khuẩn dưới 
điều kiện sản xuất glutam ate. Hoạt động của enzym này trỏ nên rấ t thấp với sự 
hiện diện của xà phòng hoặc penicillin (đê hạn chê lượng biotin). Các kết quả 
này cho thấy một trong những nguyên nhân chính đế gia tăng sản xuất 
glutam ate là giảm hoạt tính 2-oxoglutam at dehydrogenase, các giông vi khuấn 
phá hủy các gen tạo ra  enzym này cũng sản xuất glutam ate nhiều như các vi 
khuẩn hoang dại ở các điều kiện tăng sản xuất glutam ate.

Ngoài ra, một gen mới phát hiện và tạo dòng là dtsR  có thế phục hồi sự nhạy 
cảm với xà phòng của các đột biến từ vi khuẩn sản xuất glutamate Corynebacterium 
glutamicum. Các tác giả cho 1'ằng gen dtslì này mã hóa cho một thành phần của 
phức hợp enzyra chứa biotin và có vai trò trong chuyến hóa acid béo. Họ đã ghi 
nhận rằng sự phá hủy gen này dẫn đến sự sản xuất glutam ate liên tục ngay cả 
trong điều kiện môi trường có chứa nhiều biotin và cho rằng sự tăng sản xuất 
glutamate là do sự m ất cân bằng trong quá trình hiệp đồng giữa tông hợp acid béo 
và tổng hợp glutamate. Các tác giả cũng chứng minh thành công: các tác nhân cảm 
ứng gia tăng sản xuất glutamate như Tween 40 và việc hạn chê lượng biotin làm 
giảm nồng độ protein DtsR, mà sự giảm này sau dó gây ra  sự tăng sản xuất bằng
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cách giảm hoạt tính  của ODHC. Corynebacterium glutamicum  hiện nay đã được 
giải mã di truyền.

Monosodium L—glu tam ate  được sản xuất rộng rãi trên  thê giới khoảng một 
triệu tấn  một năm  bằng phương pháp vi sinh. Hai công ty của N hật là Ajinomoto 
và Kyowa Hakko Kogyo, đã xây dựng nhiều nhà máy và sản xuất g lu tam ate ở 
nhiều nước khác, chủ yếu là ỏ Đông Nam A, H àn Quốc, và ngày nay Đài Loan 
cũng sán xuất một lượng lân raonosodium glu tam ate. Monosodium glutam ate 
được dùng trong công nghệ thực phấm , ester của nó được dùng làm  xà phòng, và 
polyme dược dùng làm da nhân  tạo.

2.3. L-Lysine

L-Lysine được sản xuất bởi các vi khuẩn  đột biến từ  các chủng vi khuẩn  sản 
xuất glu tam ate hoang dại bao gồm Corynebacterium glutcimicum, Brevibacterium  
flavum, Breuibacterium lactofermentum  trong môi trường có nồng độ đường, ion 
ammonium cao, pH trung  tính  và điều kiện hiếu khí.

Quá trình  sinh tống hợp L-lysine và L -threonine ỏ vi khuẩn Corynebacterium 
glutamicum  được tr ìn h  bày ở hình 5.11. ơ  bước đầu tiên, hình thành  
phosphoasparta t từ  asp arta te , quá trình  này được xúc tác bởi aspartokinase, 
enzym này rấ t nhạy cảm với sự ức chế ngược bởi L—lysine và L -threonine. Các 
chủng vi khuẩn  đột biến tự dưỡng hom oserine (hoặc threonine cộng với 
m ethionine), th iếu  enzym homoserine dehydrogenase, có thê sản xuất L—lysine 
trong môi trường. Thứ hai, các chủng vi khuẩn  đột biến có kiêu h ình nhạy cảm 
với threonin  hay m ethionin gây ra  do đột biến trên  hom oserine dehydrogenase 
(hoạt tín h  thấp) cũng tạo ra  một lượng đáng kê L -lysine trong môi trường. 
Ngoài ra , chủng vi k h u ẩn  dột biến đề kháng  chấ t tương tự  lysine cũng được 
dùng để sản  xuất L—lysine và aspartok inase ở các chủng này không nhạy cảm 
với quá tr ìn h  ức chế ngược.

Đặc diêm của các vi khuẩn  sản  xuất lysine này được kết hợp vổi nhau  đê tạo 
ra một chủng có khả năng  sản xuất lysine m ạnh hđn. Ngoài các đặc tính  cơ bản 
trên, sự đột biến cần leucine cũng có hiệu quả làm tăng  lượng lysine bởi vì 
dihydrodipycolinate syn thase trong vi khuẩn đột biến được giải phóng khỏi tình  
trạng ức chế bởi leucine. Các tiền chất cho sự tổng hợp lysine bao gồm 
phosphoenol pyruvate, pyruvate và acetylCoA. Hơn nữa, nhiều đột biến được 
cảm ưng trong các vi k h u ẩn  sản  xuất lysine nhằm  cung cấp đủ và cân bằng các 
tiền  ¿hất,; như đột biến m ất pyruvate kinase và giảm hoạt tính  pyruvate 
dehydrogenase, v.v... Ngoài ra, đột biến cần alan ine cũng được ghi nhận  là có 
hiệu -luả trong gia tăng  lượng lysine.
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Hình 5.11. Đ iểu hòa s inh tông  hợp lys in

ASA: aspartate-p-semialdehyd; DDP: dihydro-dipicolinate; DAP: a, c-diaminopimelat

Ngày nay, gen của các enzym chịu trách nhiệm cho sự sinh tống hợp lysine ở 
Corynebacterium đã được tạo dòng và xác định trình  tự nucleotide. Đó là các gen 
của aspartokinase, aspartate  semialdehyde dehydrogenase, dihydrodipycolynat 
synthase, dihydrodipycolynat reductase, tetrahydrodipicolinate succinylase, 
succinyl diaminopim elat decarboxylase. Hệ thông tạo dòng-biếu hiện của 
Corynebacterium đã được th iết lập và sử dụng để đưa các gen mã hóa các enzym 
chịu trách nhiệm cho sinh tống hợp lysine, cho thấy chúng có hiệu quả trong việc 
gia tăng lượng lysine tạo ra. Đó là các gen của aspartokinase, dihydrodipycolynat 
synthase.

Một gen mới, Idc, mã hóa cho lysine decarboxylase được tìm  thấy bên 
cạnh gen cadA ở Escherichia coll đã được biết trưốc đó và enzym được tinh  
chê từ  chủng siêu biêu hiện. Lysin decarboxylase, được mã hóa bỏi Idc, được 
sản xuất liên tục bởi E. coli, trong khi gen cadA mã hóa cho enzym cảm ứng. 
Sự tồn tạ i một lysine decarboxylase mối ở Corynebacterium  sản  xuất lysine và 
nghiên cứu hiệu quả của việc loại bỏ gen đôi vối việc sản xuất lysine đang rấ t 
được quan tâm.

Người ta  đã tạo dòng một gen mới phát hiện là lysE  từ  Corynebacterium 
glutamicum  và nhận thấy chúng mã hóa cho chất vận chuyên đặc hiệu lysine ra  
khỏi tê bào. Gần dây các nhà khoa học đă phân tích cấu hình không gian trong 
màng đôi với sản pham của gen này và nhận thấy nó thuộc vào một họ các protein 
có ở một sô vi khuan như Escherichia coli, Bacillus subtilis, Mycobacterium 
tuberculosis, và Helicobacter pylori. Ngưòi ta cho rằng các protein trong họ LtsE 
xúc tác cho sự vận chuyên các chất tan  sinh học quan trọng bao gồm các acid 
amin ra khỏi tê bào.
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Lysine được dùng làm chất bồ sung cho thức ăn gia cầm, lợn vì các thức ăn 
thường dùng như ngũ cốc, đậu nành không béo chứa ít lysine, là một acid amin 
th iế t yêu cho vật nuôi. Lượng L-lysine được sản xuất trên  thê giỏi hàng năm 
khoáng 400.000 tấn, được cung cấp chủ yếu bởi các công ty Ajinomoto, Kyowa 
Kogyou, ADM và BASF.

2.4. L -T h r e o n in e

L-Threonino được sản xuất bởi các chủng vi khuẩn đột biến dị dưỡng và/hay 
các chủng vi khuẩn đột biến đề kháng chất tương tự threonin và các chủng được 
tạo ra bằng công nghệ gen. Đó là các vi khuẩn Escherichia coll, Corynebacterium 
glutamicum, Brevibacterium lactofermentum , B. ịlavum , Serratia marcescens, và 
Proteus regrettii.

Các vi khuan dột biến dị dưỡng I^lysin , diam inopim elat, hay L-m ethionin 
có thê sản xuất L-threonin trong môi trường nhưng không đạt năng suất đủ để 
áp dụng sản xuất. Một chủng vi khuẩn đột biến đề kháng chất tương tự 
L -threonin  (acid a-am ino-P-hydroxyvaleic (AHV)) có thể sản xuất L -threonin  
và enzym homoserin dehydrogenase của chủng này không nhạy cảm vỏi quá 
trình  ức chê ngược của L -threonin (hình 5.11). Các chủng vi khuẩn  sản xuất 
nhiều L -threonin  hơn được tạo ra bằng cách kết hợp các đột biến dị dưỡng và đột 
biến đề kháng AHV. Các chủng s. marcescen đột biến sản xuất L—threonin được 
tạo ra  bằng kỹ thuật giới nạp với phage. Chủng này có các đặc điểm như sau: 
khiêm khuyết enzym thoái hóa Lr-threonin, đột biến trên  aspartokinase và 
homoserine dehydrogenase làm mất nhạy cảm với quá trình  ức chê ngược của 
L—threonin, đột biến ỏ các enzym sinh tống hợp L -threonin  làm cho chúng 
không bị ức chê bởi L-threonin, đột biến trên aspartokinase làm m ất nhạy cảm 
vâi sự ức chê ngược bởi L-lysin và đột biến ở aspartokinase và homoserine 
dehydrogenase làm cho chúng không bị ức chế bởi L-raethionine.

Các kỹ th u ậ t tái tổ hợp ADN đã được dùng để cải tiến các chủng sản xuất 
L -threonin. Một chủng đột biến cần threonin của E. coli được chuyển thể bởi các 
gen của threonin operon thu được từ  các vi khuẩn đề kháng AHV và không nhạy 
cảm vối quá trình  ức chế ngược nhằm  tăng sự biểu hiện các enzym và tăng  lượng 
L—threonin. Chủng E. coli đột biến trong ADN nhiễm sắc thể cũng được tạo 
m ang các gen biểu hiện mạnh của threonin operon lấy từ  các vi khuẩn  đề kháng 
AHV và không nhạy cảm với quá trình  ức chế ngược với kỹ th u ậ t đột biến sử 
dụng phage Mu. Chủng này được dùng trong sản xuất L -threonin  ỏ Pháp, sản  
lượng L—threonin của các chủng vi khuẩn này được tóm tắ t ở Bảng 5.4. E. coli 
đột biến tăng sàn xuất threonin có the tạo ra 100g/l L—threonin trong 77 giò, do 
Okamoto và cốc cộng sự tạo ra và cho rằng giống vi khuẩn này có một sô’ khiếm 
khuyết về chức năng hấp thu threonin.

Sản xuất L-threonin từ  vi khuân đã được bắt đầu từ  những năm  1970, các
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chứng vi khuẩn đột biến dị dưõng và đê kháng các chất tương tự được nuôi cấy 
trong điều kiện có sự hiện diện các acid amin mà các vi khuan đột biên cần.

L-Threonin là một acid am in th iết yếu cho con người và vật nuôi như lợn, 
gia cầm. Nó dược dùng làm chất bô sung cho thức ăn động vật, dược phẩm, thức 
ăn, mỹ phàm. Trên thê giới, mỗi năm sản xuất khoảng 13.000—14.000 tấn.

B ả n g  5.4. s ả n  lượng L - th re o n in  của  cá c  c h ủ n g  v i kh u ẩ n  đ ộ t b iên

G iống Thời gian (h) Lượng (g/l) Tốc độ (g/l/h) Tác giả

c. glutamicum 90 52 0,58 Katsumata

B. lactofermentum 1 0 0 58 0,58 Ishida

s. marcescen 96 1 0 0 1,04 Masuda

E. coli 72 65 0,90 Shimizu

E. coli 77 1 0 0 1,30 Okamoto

2.5. L -A sp a r t ic  ac id

L -asparta te  được tạo ra bằng phương pháp dùng enzym một giai đoạn từ 
fum arate và amonia; phương pháp hai giai đoạn từ  m aleate qua trung gian 
fum ara te. Sự chuyển đổi từ fum arate sang L -asparta te  được xúc tác bởi 
aspartase và từ m aleate sang fum arate bằng m aleate isomerase.

Maleate isoinerase Aspartase
Maleate ------------ —----------*- Fumarate ------------------------- *- L-aspartate

Sản xuất L -asparta te  công nghiệp bằng enzym được bắt đầu từ  năm 1960 
vối hệ thống sản xuất theo lô dùng E. coli có aspartase hoạt tính cao. Từ năm 
1973, aspartase chiết xuất từ E. coli được cố định trên  nhựa trao đổi ion và 
L -asparta te  được sản xuất trong một hệ thống phản ứng liên tục sử dụng cột 
enzym cố định do Chibata và cộng sự tiến hành ở công ty Tanabe Seiyaku. Một 
hệ thống khác trong đó tế  bào vi khuẩn E. coli được cố định trên  gel acrylamid 
cũng được bắt đẩu dùng vào năm 1973 và sản xuất công nghiệp bởi công ty 
Tanabe Seiyaku. Vào năm  1978, tác nhân cố định được đổi thành  K-carageenan, 
một loại polysaccharide thu được từ tảo biển. Sự thay đổi này cải thiện đáng kể 
sản lượng aspartate  thu được và đạt 100 tấn/tháng vói nồi phản ứng 1 m3. Tại 
Mỹ việc cố định tế  bào vi khuẩn E. coli với aspartase hoạt tính  cao dùng 
polyurethane và polyazetidin, trong đó polyazetidin cho hoạt tính  aspartase cao 
55,9 mol/h/kg tế  bào ướt.

Trong những năm  1990, một hệ thông sản xuất L—aspartate  mới đã được đê 
xuất. Trong hệ thống này, các tế  bào của vi khuẩn coryneform nguyên vẹn ở 
trạng thái nghỉ được sử dụng không cố định mà sử dụng màng siêu lọc. Chủng vi 
khuẩn này có hoạt tính  m aleate isomerase và aspartase cao nhờ kỹ thuật biên
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đối gen. Các plasmid dược đưa vào tê bào và giữ ổn định; tê  bào được sử dụng lại 
nhiều lần mà không bị m ất hoạt tính  và ly giải.

L—A spartate được dùng trong dịch truyền dinh dưdng, phụ gia thực phẩm, 
nguyên liệu dầu tồng hdp chất làm ngọt nghèo năng lượng aspartam e, asp arty l-  
phonylalanine mothyl Gstcr. Gần đây, nghiên cứu sử dụng L—asp a rta te  làm 
nguyên liệu đầu đê sản xuất polyme dược nghiên cứu nhiều đo trong phân tử có 
ba gốc phán úng và các polyme tạo thành  có thê’ phân hủy sinh học. Nó được 
dùng như xà phòng, tác nhân chclat hóa hav xử lý nước.

2.6. L -A la n in e

L -alan ine dược tạo ra từ  L—asparta te  bàng phương pháp một giai đoạn sử 
dụng asparta te  [5 dccarboxylaso.

A spartate ß-decarboxylase
I.-aspartate  -------L-alanine + CO ị

Vi khuan Pseudomonas dacunhae được phân lập, định danh, và được chọn là 
chủng vi khuân dược sử dụng trong sản xuất L—alanine vì chủng cho hoạt tính 
asparta te  ß—docarboxylase cao nhất. Ban đầu, L -a lan ine được sản xuất bằng 
cách cô định p. dacunhae trên  polyacrilamide tại công ty Tanabe Seiyaku. Các 
tô bào vi khuẩn được cô định trên  ê-carageenan, một Polysaccharide th u  được từ  
rong biển. Các vi khuẩn cô định được nhồi vào cột và cột được dùng cho việc sản 
xuất liên tục L -alanine. Hệ thông phản ứng cột kín được th iế t k ế  và dùng trong 
sản xuất L -alanine. Quá tr ìn h  được tiến hành ở áp su ấ t cao, ngăn ngừa khí 
carbonic thoát ra. Cột này được nôi tiếp với hệ thông sản  xuất L—asp arta te  để có 
thể sản xuất L -a lan ine trực tiếp từ  fum arate. Tuy nhiên trong hệ thống này, 
phản ứng phụ gây ra  bởi fum arase và alanine racem ase ở cả hai vi k huẩn  E. coli 
và p. dacunhae làm giảm hiệu suấ t đáng kê. Các enzym này bị bấ t hoạt bằng 
cách xử lý riêng tc bào hai vi khuẩn này ở nhiệt độ cao và pH thấp. Sau đó, việc 
cô dịnh chúng trên  K—carageenan cho phép sản xuất L—alanine trong một bình 
phản ứng mà không tạo ra các sản  phẩm phụ như m alate và D -alanine:

aspartase Aspartate ß-decarboxylase .
Fumarate + N H j  — — *- L-aspartate -------------------------------►  L-alanine + CO2. . .  y .

malate D-alanine

L -a k n in e  được sản  xuất 10 tấn/tháng vối hệ thông cột áp su ấ t cao. 
L-alanine được dùng trong dịch truyền dinh dưỡng, là một chất phụ gia tố t do có 
vị ngọt va tác dụng kiềm khuẩn.

2.7. L -C y te in e

L-C ysteine đã dược sản xuất bằng cách chiết xuấ t từ  lông tóc sau khi được 
thủy phân bằng acid m ạnh. Tuy nhiên, quy trình  này có nhiều vấn đề như đòi
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hỏi nhiều năng lượng, nặng mùi, tạo nhiều chất thả i acid, nguồn lông tóc không 
chắc chắn. Vào những năm  1970, phương pháp sản  xuất L -cysteine bằng enzym 
qua ba giai đoạn đã được công ty Ajinomoto th iế t lập và sản xuất I^cyste ine từ 
D L-2-am ino—A2—thiazoline—4—carboxylate (DL-ATC). Các enzym xúc tác gồm có 
DL-ATC racem ase, L-ATC hydrolase, S -carabam oyl-L -cysteine (SCC) 
hydrolase:

L -A T C  hydro lase . see hydrolase
L - A I C --------------- :---------- *- S - c a i a b a m o y l - L - c y s t e i n  ----------- ----------- *- L - c y s t c in

Ị  A TC racem ase

D-ATC

Một chủng vi khuẩn  được phân lập từ  đất và định danh là Pseudomonas 
thiazolinophilum  có hoạt tính  sản xuất L-cysteine từ  DL-ATC cao nhất. Các 
enzym chịu trách  nhiệm  cho sự chuyên đổi có thế cảm ứng và việc thêm 
DL—ATC vào môi trường cần th iế t đê có hoạt tín h  enzym cao. Thêm Fe2* và Mn2* 
vào môi trường cũng góp phần cho việc tăng cường hoạt tính  enzym. Phản ứng 
được diễn ra  bằng cách cho các tê  bào có hoạt tính  cao vối enzym vào hỗn hợp 
phản ứng có chứa DL—ATC. Thêm hydroxylamine, một chất ức chế các enzym 
phụ thuộc vitam in B6 , vào phản ứng có tác dụng ngăn cản sự thoái hóa 
L-cysteine tạo th à n h  do ức chế cysteine desulfhydrase. Vi khuẩn đột biến thiếu 
enzym này cũng được dùng trong công nghiệp sản  xuất L-cyteine. L-cysteine 
tạo ra trong hỗn hợp phản  ứng bị oxy hóa thành  L -cystine do sự thông khí trong 
quá trình  phản ứng và kết tủa  ở dạng tinh  thể. Lượng L-cyteine thu  được từ 
40 g/1 DL—ATC khoảng 31,4 g/1, hiệu suất 95% về sô' mol. Công ty Ajinomoto bắt 
đầu sản xuất L—cyteine bằng phương pháp enzym từ  năm  1982.

S-C arboxym ethyl-L—cysteine cũng được sản xuất bằng phương pháp tương tự 
vối nguyên liệu ban đầu thích hợp.

L-C ysteine được dùng làm hóa chất, dưỡng tóc, chấ t phụ gia thực phẩm.

2.8. L -D O P A  ( L - 3 ,4 - d i h y d r o x y p h e n y la l a n in e )

I^D O PA  (L-3,4-dihydroxyphenylalanine) được sản  xuất từ  pyrocathechol, 
pyruvate và am oniac bằng phản ứng enzym một giai đoạn sử dụng tyrosine 
phenol—lyase:

Tyrosine phenol-lyase 
Pyrocatechol + pyruvate + NH3------------------------► L-DOPA

Tyrosine phenol-lyase (TPL) là enzym đa chức năng phụ thuộc pyridoxal 
5’-phosphate và xúc tác cho sự thoái hóa tyrosine thành  phenol, pyruvate và 
amonia. Đây là phản ứng thuận  nghịch, và khi thay pyrocatechol cho phenol 
trong phản ứng nghịch sẽ tạo ra  L—DOPA.

Erwinia herbicola được chọn để sản xuất L—DOPA từ  1041 chủng vi khuẩn
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được khảo sát. Điều kiện nuôi cấy để th u  các tế  bào có hoạt tín h  cao TPL và điều 
kiện phản  ứng tổng hợp L-DOPA đã được tối ưu cho vi k h u ẩn  này. Các tế  bào 
được nuôi cấy ở 28°c, 28h trong môi trường nền chứa 0,2% L—tyrosine, 0 ,2 % 
K2H P 0 4 và 0,1% M gS 04.7H20  (pH 7,5). Các chấ t dinh dưỡng khác nhau  được 
thêm vào môi trường với những lượng khác nhau. Việc thêm  cao nấm  men, cao 
th ịt, polypepton, và dịch thủy  phân  protein đậu n àn h  vào môi trường nền làm 
gia tăng  sự phát tr iển  tê bào cũng như sự hình th à n h  TPL. Sự ức chê dị dưõng 
sinh tông hợp TPL xảy ra  khi thêm  glucose, pyruvat, và a —k eto g lu ta ra t vào môi 
trường với nồng độ cao. Nguồn carbon thích hợp cho sự p h á t triển  của tê bào 
cũng như sự tích tụ  enzym là glycerol. Sự tạo enzym  gia tăn g  đáng kể khi 
glycerol được cho vào môi trường cùng với succinate, fum ara te  hoặc maleate. 
TPL là một enzym cảm ứng do đó việc thêm  vào môi trường L—tyrosine là cần 
th iế t cho sự hình th àn h  của enzym. L—P heny l-a lan ine không phải là chất cảm 
ứng cho sinh tống hợp TPL nhưng nó hoạt động như  tác nhân  hiệp lực với 
sự cảm ứng bởi L—tyrosine. H oạt tín h  TPL tăng  lên năm  lần  khi thêm 
L -phenylalan ine đồng thời với L -tyrosine vào môi trường. Tê bào vi khuẩn 
E. herbicola có hoạt tín h  TPL cao được chuẩn bị bằng cách nuôi cấy ở 28°c trong 
28 giờ trong môi trường chứa 0,2% KH2P 0 4, 0,1% M gS 0 4.7H20 , 2 ppm Fe2+ 
(M gS0,.7H 20), 0,01% pyridoxine.HCl, 0,6% glycerol, 0,5% succinic acid, 0,1% 
D L-m ethionine, 0,2% D L -alan ine, 0,05% glycine, 0,1% L—phenylalan ine và 12 
ml dung dịch thủy phân protein  đậu nành  trong 100 ml nước, pH được giữ ở 7,5 
trong suốt quá trìn h  nuôi cấy. 0  điều kiện này, TPL tích  lũy trong tê  bào vi 
khuẩn E. herbicola chiếm khoảng 10% tổng lượng protein  hòa ta n  trong tế  bào.

P hản ứng tổng hợp L—DOPA bằng enzym được tiến  h àn h  trong hệ thông sản 
xuất theo lô vâi các vi k h u ẩn  E. herbicola có hoạt tín h  TPL cao. Do pyruvate 
không bên trong hỗn hợp phản  ứng ở nh iệ t độ cao vì thê tổng hợp L-DOPA thích 
hợp ở nh iệ t độ thấp. Phản ứng được tiến hành  ở 16°c, 48 giờ trong hỗn hợp có 
chứa những lượng sodium pyruvate khác nhau , 5 g am m onium  acetate, 0,6 g 
pyrocatechol, 0,2 g sodium sulfite, 0,1 g EDTA và tế  bào vi k h u ẩn  được thu  từ  
100 ml môi trường, trong tổng thể  tích phản ứng 100 ml. pH được điều chỉnh ở
8,0 bằng amoniac. Cứ 2 giò, sodium pyruvate vấ pyrocatechol được thêm  vào môi 
trường để duy tr ì nồng độ ban  đầu. L-DOPA th u  được tối đa khi nồng độ sodium 
pyruvate được giữ ở 0,5%. Pyrocatechol và pyruvate được thêm  vào gián đoạn 
nhằm  trá n h  TPL biến tín h  và trá n h  sự tạo th à n h  các sản  phẩm  phụ. Sodium 
sulfite được thêm  vào để giữ cho phản  ứng ở trạn g  th á i khử, trá n h  oxy hóa 
L-DOPA tạo ra. L^DOPA không tan  trong môi trường phản  ứng và xuất hiện ở 
dạng tinh  thể, tổng lượng th u  được khoảng 11'0 g/1.

Cơ chế cảm ứng và ức chê của TPL ở E. herbicola đã được nghiên cứu cho 
thấy sinh tổng hợp TPL được điều hòa ở mức độ phiên  mã. mARN của TPL tăng 
lên khi thêm  tyrosine và giảm khi thêm  glucose vào môi trường. TyrR box, một
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vùng giông operator được tìm thấy ở phần 5’ của gen tpl, gen mã hóa cho TPL. 
TyrR box là vị trí gắn điên hình trên  ADN nơi protein điều hòa TyrR gắn vào và 
điều hòa sự phiên mã của regulon gồm các enzym hay yếu tô vận chuyên chịu 
trách nhiệm trong sinh tông hợp các acid amin thơm hay vận chuyên chúng qua 
màng tê bào.

L-DOPA là tiền chất của chất trung gian dẫn truyền thần kinh dopamin và 
được dùng trong điều tr ị bệnh Parkinson, bệnh do sự thiếu hụt dopamin trong 
não. Trên th ế  giối, L-DOPA được sản xuất khoảng 250 tấn/năm . Nó được sản 
xuất chủ yếu bằng phương pháp hóa học trong một quy trình  gồm 8 giai đoạn 
phản ứng gồm cả giai đoạn xử lý đồng phân quang học (Bảng 5.5). Phương pháp 
sản xuất L-DOPA bàng enzym là phương pháp một giai đoạn đơn giản và hiện 
nay là một trong những quy trình  kinh tê nhất. Quy trình  này lần đầu tiên được 
áp dụng tại công ty Ajinomoto vào năm 1993.

B àng  5.5. S o sá n h  phư ơ ng  p h á p  sản x u ấ t L -D O P A  hóa h ọ c  và  e n zym

Phương pháp enzym F hương pháp hóa học

Nguyên liệu ban đầu Pyrocatechol, pyruvate, amoniac Vanillin, hydantoin, acetic 

anhydric, hydrogen

Số lượng các phản ứng 1 8

Phân giải quang học Không Cần

Trang thiết bị Thiết bị lên men bình thường Thiết bị chuyên dụng

Thời gian (ngày) 3 15

Sản phẩm phụ h 2o NHj, C 0 2, acetate

2.9. D -p - H y d r o x y p h e n y lg ly c in e

D-p-Hydroxyphenylglycine (D-HPG) là nguyên liệu đầu trong bán tổng hợp 
các penicillin và cephalosporine, như amoxcillin, cephadoxel. D-HPG được sản 
xuất từ DL-p-hydroxyphenylhydantoin (DL-HPH) bằng phương pháp enzym 
hai giai đoạn.

DL—HPH được tổng hợp từ  sự amidoalkyl hóa phenol. DL-HPH được thủy 
phân hoàn toàn thành  N -carbam cyl-D -p-H PG  bằng hydantoinase của vi 
khuẩn. N -carbam oyl-D -p-H PG  sau đó được thủy phân tạo D-HPG bằng 
N-carbamoyl—D -p—HPG hydrolase của vi khuẩn :

hydantoinase
D-p-OH-phenylhydantoin----------- -------*- N-carbamoyl-D-p-HPG

Ị  Racemic hóa tự nhiên ị  D-carbamoylasc

L-p-OH-phenylhydantoin D-p-HPG
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DI^-HPH dễ bị đồng phân hóa tự nhiên trong môi trường có pH hơi kiềm 
nhưng không phải với N -carbam oyl-D -p-H PG . Sau đó trong suốt phản ứng, chỉ 
D-HPH bị hydantoinase thủy phân tạo D-HPG thông qua N—carbamoyl—D—p— 
HPG. L—HPH bị đồng phân hóa và thủy phân bởi hydantoinase để tạo D-HPG. 
Cuôi củng DL—HPH trong hỗn hợp phản ứng được thủy phân  hoàn toàn để tạo 
D-HPG.

D -hydantoín  hydrolase hoạt tính cao được tìm thấy ở các vi khuẩn thuộc họ 
Bacillus, Pseudomonas, Aerobacter, Agrobacterium, Corynebacterium  và các xạ 
khuẩn thuộc chi Streptomyces, Actinoplanes. D -carbam ylase hoạt tính cao được 
tìm  thấy ở nhiều vi khuẩn khác nhau thuộc chi Agrobacterium, Pseudomonas, 
Comamonas, và Blastobacter. Gen của hai enzym này được tạo dòng và chuyển 
vào E. coli dùng làm nguồn cung cấp enzym. Đe giữ D -carbam oylase bền khi tái 
sử dụng, kỹ th u ậ t đột biến ngẫu nhiên được áp dụng trên  D—carbamoylase của 
Agrobacterium. Ba enzym đột biến bền với nhiệt được tạo ra, các đột biến này 
xảy ra trên  các acid am in His57, Pro203 và Val236. Các đột biến được phôi hợp 
lại trong một phân tử và enzym đột biến, chứa bộ ba đột biến His57Tyr, 
Pro203Glu và Val236Ala bển ở nhiệt độ cao hơn 19“C so vối enzym hoang dại. Tê 
bào vi khuẩn E. coli đột biến này được cố định và được sử dụng trong công 
nghiệp dể sản xuất D-HPG cùng với D -hydantoinase được cô’ định. Nồi phản 
ứng dùng D -carbam oylase cô’ định có thê sử dụng trong một năm  mà không cần 
bổ sung enzym mới.

Phương pháp dùng enzym sản xuất D-HPG được bắt đầu từ  1980 tại 
Singapore và nồi phản ứng dùng D—carbamoylase cô định được áp dụng vào năm 
1995. Hàng năm  trên  thê giới sản xuất khoảng 2000 tấn.

2.10. H v d r o x y - L - P r o l in e

T rans-4—hydroxy-L—proline hay cis-3-hydroxy-L -Proline được sản xuất từ  
L-prolíne bằng tác động tương ứng của L-proline 4-hydrolase hay 3-hyrolase. 
Một cơ chất khác là 2-O xoglutarate được cung cấp khi thêm  glucose vào hỗn hợp 
phản ứng:

4-hydroxylase _ _
L-Pro + 2-oxo-glutarate + Ơ2 ------- —----- *- 4-OH-Pro + succinate + CO2

3-hydroxylase _ _
L-Pro + 2-oxo-glutarate + O2 3-OH-Pro + succinate + CO2

T rans-4-hydroxy-L —proline là thành  phần của protein trong mô động vật 
như collagen và được chiết từ  collagen sau khi thủy phân vói acid mạnh. Việc 
tìm th.ấ' L -proline hydroxylase mở ra  triển vọng sản  xuất I^p ro line  bằng 
enzym V. sinh vật.

L-P ioline 4-hydroxylase được tìm thấy ở các xạ khuẩn tạo etam ycin thuộc 
chi Strejtom ỵces, Dactylosporangium, Amycolatopsis. L -Pro line-3-hydro lase
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được tìm  thấy ỏ các xạ k huấn  tạo telomycin thuộc họ Streptomyces, và vi khuẩn 
thuộc chi Bacillus.

Các gen của các proline hydrolase đã được tạo dòng trên  E. coli và các tê bào 
siêu biểu hiện các enzym này được dùng để cung cấp proline hydrolase cho công 
nghiệp sản  xuất L—hydroproline. Các gen của xạ khuẩn  khó biểu hiện ở mức cao 
trong tê bào vi khuẩn  E. coli và phần gen mã hóa cho đầu N tận  của enzym được 
biến đổi để phù hợp vối mã di truyền của E. coli. Ngoài ra, promoter của trp 
operon cũng được đưa vào th à n h  hai bản ở vị tr í prom oter của gen trong plasmid 
để đạt được mức siêu biểu hiện. Những biến đổi này làm  tăng biểu hiện của 4 -  
hydrolase lên 1400 lần và của 3-hydrolase 1000 lần so với chủng ban đầu.

2-O xoglutarate, một trong những cơ chất của quá tr ìn h  hydroxyl hóa, được 
cung cấp từ  glucose trong môi trường phản ứng thông qua con đường chuyển hóa 
EMP và chu trìn h  TCA trong E. coli và sản phẩm  succinate được tuần  hoàn. 
Người ta tạo ra  E. coli đột biến khiếm khuyết enzym thoái hóa L-proline và 
dùng nó làm tê  bào chủ cho sản xuất L—hydroxyprolin.

Sử dụng E. coli làm tê bào chủ trong sản xuất proline cho phép sản xuất trực 
tiếp L-hydroproline từ  glucose. Trong trường hợp này, các gen sinh tổng hợp 
L-proline đã được đột biến kháng ức chế được đưa vào E. coli cùng với gen của 
L-proline hydrogenase.

Công nghiệp sản  xuất tran s-4 -h y d ro x y -L —proline đã được bắt đầu vào năm 
1997. 4—Hydroxy—L—proline được dùng làm nguyên liệu đầu trong tổng hợp hóa 
học bất đôi, nguyên liệu sản  xuất thuôc, mỹ pham  và phụ gia thực pham.

3. SẢN XUẤT V ITA M IN

Vitam in giữ vai trò  quan trọng trong các quá trìn h  trao  đổi chất của cơ thể 
sông và là chấ t chuyển hóa sơ cấp (prim ary metabolite). Chúng tham  gia vào các 
quá tr ìn h  trao  đổi chất dưối dạng các coenzym. Các vitam in được sản xuất bằng 
các phương pháp:

-  Chiết xuấ t từ  động vật, thực vật
-  Tổng hợp hoặc bốn tổng hợp hóa học
-  Tổng hợp bằng vi sinh vật hoặc có kết hợp phương pháp hóa học
P hần lớn cốc v itam in được tổng hợp hoặc bán tổng hợp bằng phương pháp 

hóa học. Các v itam in tổng hợp bằng phương pháp vi sinh có thê kê đến: vitamin 
B12, vitam in B2 (riboflavin).

3.1. V ita m in  B 12

Vitam in B ,2 có tên  5,6-diraethylbenzilm idazol cobamid cyanid hoặc 5,6- 
dimethylbenzimidazol cyanocobamid hoặc cobalamin, cobamid,. được Rickes và

https://nhathuocngocanh.com/



cộng sự phân lập đầu tiên  từ  gan động vật năm  1948 và được sử dụng điều trị 
bệnh thiếu máu.

P hân  tử gồm hai phần: phần  m ang m àu cấu trúc giông porphyrin, có chứa 
nguyên tô’ cobalt và một ribonucleotid vối gốc base n h ân  purine là 5,6— 
dim ethylbenzim idazol (hình 5.12). Nếu thay  phần  base này bằng  các base khác 
sẽ được các dẫn chấ t gần với v itam in B12 nhưng không có tác dụng sinh học 
(pseudovitamin). V itam in B12 kết tinh  m àu đỏ sẫm , không mùi vị. Đây là 
vitam in tan  trong nước, trong các dung dịch tru n g  tính , trong cồn, không tan  
trong các dung dịch ether, benzen... Bền trong môi trường acid, chịu được tác 
động ánh sáng trong môi trường kiểm, trong môi trường có kim  loại nặng th ì bị 
phân hủy nhanh  chóng.

CN

H ình 5 .12 . C ô n g  thứ c V itam in  B ,2

Trước đây vitam in B12 được chiết từ  gan động vật (khoảng 10 mg/1 tấn  gan). 
Hiện nay việc sản  xuất B ,2 chủ yếu bằng con đưòng lên men vi sinh  vật từ  cốc 
chủng: Propionibacterium shermanii ATCC 13673 hoặc Propionibacterium  
freudenreichii ATCC 6207 hay Pseudomonas denitrificans. Tế bào của các vi 
khuẩn này chứa một lượng đáng kể vitam in B 12. Ngoài ra  trong quá tr ìn h  lên men 
Streptom ycin nhờ xạ khuẩn  Streptomyces griseus và lên m en chlorotetracyclin nhờ
S. üureofaciens cũng cho sản phẩm  phụ là vitam in B12 vào khoảng 2 mg/1. Ngoài 
ra còn có một sô’ vi sinh vật khác sử dụng để sản xuất vitam in B12 trong công
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nghiệp. Bên cạnh đó, quá trình  lên men dạng m etan trên  bã rượu cũng thu được 
sản phẩm giàu vitam in B ,2 dùng cho mục đích chăn nuôi.

Quá tr ìn h  lên m en v itam in  B 12 bang  vi k h u ân  Propionibacterium  sherm anii
• G iông  vi k h u â n  P ro p io n ib a c ter iu m  sh erm a n ii:  trực khuẩn nhỏ, xếp 

thành đôi hoặc chuỗi, kỵ khí hoặc hiếu khí không bắt buộc, Gram dương, có khả 
năng lên men acid lactic, glycerin, glucose, fructose, lactose nhanh chóng tạo 
acid propionic, acetic, CO., ... Vi khuẩn tăng  trưởng m ạnh ở pH 4,5 — 7,5 nhưng 
tạo vitam in B,, nhiều  n h ấ t ỏ 5,8 -  7,5. Nhiệt độ thích hợp cho sinh trưởng và 
sinh tổng hợp vitam in là 28 — 30° c.

• C ác bưởc c h ủ  y ếu  tro n g  q u á  t r ìn h  tạ o  v ita m in  B 12: trước tiên là quá 
trình  tạo porphyrin, sau đó gắn phần ribonucleotid vào. Sự tổng hợp porphyrin 
liên quan chặt chẽ với các sản phẩm của chu trình  Krebs.

• L ên  m en: giông được nhân lên cấp 1 rồi cấp 2 để cung câ'p đủ sinh khôi 
cho quá trình  lên men. V itam in B12 giữ chức năng nhất định trong trao đổi chất 
của vi khuân. Đây là coenzym của nhiều enzym trong quá trình  sinh tổng hợp 
nucleotid và tham  gia vào những quá trình  xảy ra  trong giai đoạn sinh trưởng 
mạnh của tê bào vì vậy vitam in B12 được tạo thành  song song với sự gia tăng 
sinh khối của vi khuẩn  trong những ngày đầu. Với p. shermanii th ì giai đoạn 
đầu nuôi cấy trong điều kiện kỵ khí (khoảng 3 ngày) có bổ sung tiền chất 
5,6-dim ethybenzim idazol đê ngăn cản việc tổng hợp vitam in B,2, cho phép tích 
tụ các chất trung  gian (gọi chung là cobinamid). Sau đó là giai đoạn nuôi cấy 
hiếu khí và thêm  dim ethybenzim idazol vào đê biến đổi thành  vitamin.

-  M ôi trường:
+ Nguồn carbon: glucose, cao ngô. Trong thời gian lên men nếu bo sung glucose 

liên tục sinh khôi sẽ tiếp tục gia tăng trong cả quá trìn h
+ Nguồn nitd: amoni su lphat
+ Các chất khác: các muôi kim loại ảnh hưởng rõ rệ t đến sự sinh tổng hợp. 

Thêm vào môi trường muôi cobalt thì hiệu xuất tăng đáng kê vì vậy cần bô sung 
vào môi trường với nồng độ 3-5|^g /1. Nếu trong môi trường có chứa sắt, kẽm, 
sulphat m angan sẽ ức chế quá trình  sinh tổng hợp vitam in B12. Các vitamin 
khác có tác dụng kích thích tăng  trưởng và tăng hiệu suấ t sinh tổng hợp gồm: 
thiam in, biotin, acid nicotinic, acid folic... với liều lượng thích hợp làm hiệu suất 
tăng gấp 5-6  lần. Việc bổ sung 5,6-dim ethylbenzimidazole sẽ làm tăng sự tạo 
vitamin B,2, được dùng làm tiền chất bổ sung vào môi trường với nồng độ 
1-lO m g /l.

-  Đ iêu  k iên  lý hóa:
+ pH: pH đầu của môi trường nhân giông và lên men khoảng 6,8-7. Trong 

quá trình  lên men phải điểu chỉnh pH do tạo ra  acid propionic, có thê dùng
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CaCO , NH,OH đê điều chỉnh pH. pH tôi ưu cho tăng  trưởng và tạo vitam in là
6 ,3-7,5.

+ Oxy: thời gian 3 ngày đầu phải tạo môi trường kỵ khí, mặc dù vi khuẩn 
hiếu khí tùy ý nhưng nếu 50 giờ đầu hiếu khí sẽ làm  giảm  sinh  khối và hiệu 
suấ t tống hợp, 3-4  ngày sau thổi khí nhẹ.

+ N hiệt độ: nh iệ t độ tôi ưu cho sự lên men là 28-30°C, giới h ạn  tôi đa cho sự 
sinh tống hợp là  32“C

-  T h iết bi n uôi cây: phải là loại không gỉ, chính vì vậy công nghệ sản  xuất 
Bị., với Propionibacterium sherm anii phức tạp  so với các phương pháp khác 
nhưng cho hiệu suấ t lên men và hàm  lượng v itam in  cao.

-  T ách  sả n  ph àm :  tách  sinh khôi bằng máy ly tâm  10.000 vòng/phút. Sinh 
khối th u  được sấy khô 80-120°C từ  10-30 p h ú t ỏ pH 6,5—8,5, tá n  nhỏ được dạng 
chê pham  thô giàu v itam in  (trên 1 0 0 0 |ig/g) dùng cho chăn nuôi hoặc hòa tan , với 
sự hiện diện của KCN và sodium n itrite , cobalam ine th u  được ban đầu sẽ chuyển 
thành  cyanocobalamine (vitam in B1S) tin h  kh iế t cao.

Thời gian lên men (h)

Hinh 5.13. Biến đổi dộng học trong  quá trinh  lên men từng mẻ v itam in  B,J

3.2. S in h  t ố n g  h ợ p  r ib o f la v in

Riboflavin (vitam in B2) được Kulm chiết ra  từ  trứ ng  vào năm  1933, có vai trò 
quan trọng trong quá tr ìn h  trao  đổi h yd ra t carbon, lipid và protein. Đây là 
thành  phần  của flavinase, một enzym  có trong tấ t  cả các t ế  bào, th am  gia vào 
quá trình  dinh dưỡng và hô hấp của sinh  vật. P hân  tử  riboflavin cấu tạo từ  ba 
nhân isoaloxazin và một phân  tử  đường ribose (hình 5.14).
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Hình 5.14. Cõng thức vitam in B¡

Riboflavin sản  phẩm  thương mại hiện nay được tổng hợp bằng phương pháp 
lên men và hóa học. Vối phương pháp lên men th ì sinh tổng hợp từ  các chủng 
nấm Eremothecium ashbyii và Ashbyi gossypii, có thể tới hơn 20g/L. Riboflavin 
được tạo th àn h  được tiế t ra  ngoài hoặc sau quá trình  tự phân.

• Vi sinh  vật: giông nấrn Eremothecium ashbyii và Ashbya gossypii (Ereniothecium 
gossypii): có khả năng  sinh  tổng hợp riboflavin cao, được dùng chủ yếu trong 
công nghiệp.

Eremothecium ash byii: ký sinh trên  thực vật, có thể sinh sản vô tính bằng 
bào tử. T rên môi trường thạch cho những khuẩn lạc trắng  lúc còn non, khi già 
khuấn ty có thê bị phân  hủy, m àu vàng, quá trình  giữ giống cần phải cấy chuyên 
định kỳ sau 5—10 ngày.

Ashbyi gossypii: ký sinh ỏ nụ bông, café và một số cây khác như chanh, cà 
chua. Nấm có cấu tạo khuẩn  ty phân nhánh và bào tử nang. Các chủng nấm  
được giữ trên  môi trường thạch, trán h  ánh sáng m ặt trời, nh iệ t độ phát triển  tốt
là 28°c.

• Nhu cầu d inh dưỡng :
-  Nguồn carbon: glucose, saccarose, levulose, mannose, ngoài ra  có thể dùng 

maltose, glycerin..., trên  môi trường tinh bột lượng vitam in sinh ra  ít. Việc sử 
dụng phối hợp với m altose cho hiệu suất sinh tổng hợp cao nhất, vi sinh vật 
chậm già hơn sử dụng một đưòng glucose (Bảng 5.6).

-  Nguồn nitơ: có thể là các hợp chất vô cơ hoặc hữu cơ. Tô’t nhất là các 
protein động v ậ t giàu chất keo, casein, globulin. Glycin là acid am in làm nâng 
cao hiệu suẫ t cho sự sinh tổng hợp vitam in này, nếu thêm  vào môi trường 0 ,1% 
glycin sẽ tăng  hiệu su ấ t lên 33%. Ngoài ra dịch tự  phân  nấm  men, nước chiết 
đậu, lòng trắng  trứng, cao th ịt ,... đều cho két quả tốt. Các nguồn nitơ vô cơ th ì 
cho sinh khối phát triển  tố t nhưng hiệu suất sinh tổng hợp vitam in thấp.

-  Các chất tăn g  trưởng: thiam in, biotin có ảnh hưởng rõ tới sự sinh tông hợp
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vitam in. Dịch thủy phân  men, nước chiết mầm lúa cũng có tốc dụng kích thích 
tăng trưỏng. Pyrim idin và purin có trong môi trường có tác dụng như  tiền chất 
của riboflavin. Các chất như xanthin, guanin, adenin, acid uric hypoxanthin có 
tác d ụ n g  nâng cao hiệu suấ t sinh tổng hợp. Ngược lại u rax in  có tác dụng kìm 
hãm  sự sinh tổng hợp.

-  Lipid đóng vai trò  quan trọng trong sự sinh tổng hợp v itam in, thay  th ế  
một phần nguồn carbon. Khi bô sung chất béo với lượng 0,6—1,2% vào môi trường 
có thể nâng hiệu suấ t gấp đôi.

Bảng 5.6. Ảnh hưởng nguồn carbon tới sự phát triển, sinh tổng hợp riboflavin

H ydra tca rbon  S inh khố i R ib o fla v in  R ib o fla v in

(m g% ) (m g% ) (% s in h  kh ố i )

Arabinose 15 0,7 4,7

Xylose 30 0,51 1,7

Rhamnose 2 1 0,79 3,8

Glucose 175 7,7 4,4

Fructose 142 6,5 4,6

Manit 187 5,84 3,1

Galactose 16 1,06 6 , 6

Maltose 1 2 0 5,82 4,8

Saccharose 145 7,95 5,5

Tinh bột 2 0 0,36 1 , 1

Inulin 41 0,44 1 , 1

Nguồn carbon tương đối thích hợp đối với A. gossypii là glucose, saccharose 
và maltose. Rỉ đưòng mía và củ cải dùng để nuôi sẽ cho h iệu  su ấ t tổng hợp 
riboflavin thấp mặc dù hệ sợi phát triển  tốt. Tương tự, chúng mọc rấ t  m ạnh trên  
môi trường chứa asparagin , biotin, thiam in, inozit và một số  muối khác nhưng 
riboflavin được tạo th à n h  ít. Lipid có giá tr ị lốn trong việc n âng  cao hiệu suất 
tổng hợp riboflavin. Glycin bổ sung từ  1—3 g/L như là  tiền  chấ t để tạo base nitơ 
guanine.

Q u á  t r in h  lên  m en  v ita m in  B2 b ằ n g  n ấm  E rem o th ec iu m  a sh b y ii

• L ên  m en
Nuôi cấy Eremothecium ashbyii đê sản xuâ't riboflavin có thê  thực hiện theo 

phưòng pháp bề m ặt và phương pháp chìm. Tuy nhiên  trong  công nghiệp thường 
dùng phương pháp lên men chìm đê sản xuất v itam in này vì th u  được hiệu suất
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cao. Trong phương pháp lên men chìm, nấm được nuôi trong môi trường lỏng có 
sục khí.

Môi trường nuôi cấy có 5% đuờng saccharose, 3% dịch thủy phân protein, 
0,3% cao thịt, 1% mầm lúa mì, 0,35 KH jPOj, 0,25% NaCl. pH ban đầu là 6 , nhiệt 
độ duy trì ở 28"C — 30°c, tỷ lộ giông cấy vào là 10%, thời gian lên men là 7 ngày 
có thể cho hiệu suất 1800mcg/l. Trong trường hợp bổ sung chất béo vào môi 
trường có protein hiệu suất có thế tăng 1 0 0%.

Tỷ lệ giữa lượng riboflavin nội bào và ngoại bào của E. ashbyii phụ thuộc vào 
mức sinh trưởng. Đê cho sự tạo thành  riboflavin bình thường cần phải sục khí 
mạnh. Ion sắt có thê kìm hãm sự sinh tổng hợp riboflavin.

Dịch lên men được cô đặc, chỉnh pH 4,5 và sấy khô sau đó kết tinh thu sản pham.
Đôi với A. gossypii, nhiệt độ thích hợp đế tạo thành  riboflavin là 26 — 28°c. 

Hiệu suất sinh tổng hợp ỏ nhiệt độ cao bị giảm, nhiệt độ thấp phải kéo dài thời 
gian lên men. pH lên men ban đầu trong khoảng 6 - 7 ,  nếu pH đầu là 4,5 — 5,5 thì 
nấm phát triến tốt nhưng không thuận  lợi cho sinh tông hợp riboflavin.

Môi trường lên men chứa 2% glucose, 2% cao ngô, được bô sung thêm  ion 
Fe từ máu động vật (1%). Tỷ lệ giông cấy vào là 1% th ể  tích môi trường. Quá 
trình  lên men trong khoảng 4 — 5 ngày và được sục khí, hiệu su ấ t thu  được từ 
500 — 600(.ig /ml (hình 5.16).

S ản  p h âm  rib o fla v in  thu được bằng cách chỉnh pH về 4,5, đun môi trường 
nuôi cấy sau khi kết thúc ở 60"C trong 3 giò với bacterial alkaline protease. 
Giảm nhiệt độ vê' 25°c và pH 7, ly tâm  thu sản phẩm thô.

N ồng độ pcpton (%  k l/ t t)

Hình 5.15. Biên đổi động học theo lưọng pepton trong quá trinh  lên men riboflavin 
bằng E. ashbyii trong 5 ngày ở 28°c.

( • :  Riboflavin khô. O : Riboflavin m cg/15m l.
X: Riboflavin tinh th e o  g /100g  trọng lượng khô c ù a  sợi nấm )
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Hinh 5.16. Biên dổi động học trong quá trình lên men riboflavin 
bằng A. gossyp ii nuôi cấy lắc

(O: bã sữa + dấu đậu nành; □ : bã sữa + pepton; A : bã sữa. Dầu đậu nành, pepton cho vào là 10g/L).

3 .3 .  V it a m in  c

Đây là m ột v itam in  có vai trò  quan trọng với sức khỏe con người nhưng chỉ 
được phân  lập  được từ  năm  1928 bởi nhà sinh hóa ngưòi H ungari A. Szent— 
Gryorgyi. Kê từ  thê kỷ 15 và 16, các nhà khoa học đã thây  nh iều  trường hợp 
thủy  th ủ  tử vong trong những chuyên hải tr ìn h  dài ngày do th iếu  thức ăn  tươi. 
Sau đó nưốc ép chanh đã được sử dụng để phòng ngừa từ  th ế  kỷ 16. Từ năm  
1996 tới 1984 có tởi hơn 22.000 bài báo khoa học nối về vai trò  của chấ t này vâi 
sức khỏe con người. H iện nay vitam in c  giữ vai trò  là sản  phẩm  sử dụng nhiều 
n h ấ t trong ngành  dược, hóa học hay công nghệ thực phẩm . Việc th iếu  vitam in 
c  ảnh hưởng đến nh iều  quá tr ìn h  chuyển hóa trong cơ thể, đặc b iệ t ở tế  bào 
gan như là tổng hợp collagen, acid amin, đáp ứng miễn dịch và một số  quá 
trìn h  còn chưa được biế t rõ. Có thể nói vitam in này giữ chức năng  khử như là 
chấ t mang điện tử do vậy giữ vai trò  hết sức quan trọng trong phản  ứng oxy 
hóa-khử  của tê bào người cũng như động vật, chỉ có dạng L (+) mới có hoạt 
tính  sinh học. V itam in c  hiện diện nhiều trong nước ép chanh, cà chua... Trước 
đó vitam in này có những tên  khác như: cevitam ic acid, hexuronic acid, 
scorbutam in Từ năm  1965 theo IUPAC-IUB (hội đồng danh  pháp quốc tê  hợp 
chấ t hóa sinh), tên gọi vitam in c hay ascorbic acid (L-ascorbic acid) được 
thông n h ấ t sử dụng.
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L-ascorbic acid là tinh  thể trắng, tan chảy ở 192°c. Trong tự nhiên, vitam in 
c có hai dạng: dạng khử (ascorbic acid) hay dạng oxy hóa (dehydro ascorbic acid) 
(hình 5.17). Ascorbic acid dạng khử hay oxy hóa có thể  chuyển đổi qua lại dưối 
tác dụng chất oxy hóa—khử nhưng khi có sự hiện diện chấ t kiềm th ì cho ra  
2,5-diketogluconic acid (2,5—DKG) không có hoạt tính  điều trị bệnh do thiếu 
vitam in c (antiscorbutic activity). Trên người và động vật có vú, thực vật, vi 
khuẩn th ì vitam in c được sinh tống hợp theo nhiều con đường khác nhau (hình 
5.18). Từ thực vật L—ascorbic acid có thể sinh tổng hợp từ  D-glucose thông qua 
L-sorbonose hoặc qua L-galactose và L-galactono-l,4-lactone để cho ra L-ascorbic 
acid dưỏi tác dụng enzym L—galactose dehydrogenase và L—galactono-1,4—lactone 
dehydrogenase.

Việc sản  xuất v itam in  c trưốc kia phải qua nhiều  giai đoạn với nhiều vi sinh 
vật khác nhau  hoặc bán tổng hợp trong đó một sô' là phản  ứng hóa học, đa sô’ đều 
nhắm  vào việc biến đổi 2—keto-L-gluconic acid cho ra  ascorbic acid. Trước hết từ 
D-glucose sẽ cho ra  L—sorbose, giai đoạn này nhiều giông vi sinh vật có thể thực 
hiện được, có thể  kể đến Acetobacter, Alcaligenes, Aerobacter, Azotobacter, 
Pseudomonas, Serratia  và Xanthomonas.

Ngoài ra  có thế khử hóa D-glucose cho ra  D -sorbitol bằng phản ứng khử hóa 
học nhưng có ít  vi sinh vật có khả năng oxy hóa sorbitol cho ra  2-KLG. Sau 
những năm  1970, các n h à  nghiên cứu đã tìm ra nhiều vi sinh vật có thể oxy hóa 
sinh học chuyển I^sọ rbose th àn h  2-KLG như Gluconobacter melanogenus IFO 
3293 hoặc Pseudomonas aeroginosa IFO 3839. Ngoài ra  vi sinh vật này (tên cũ 
là Gluconobacter oxydans DSM4025 (FERM BP-3812)) có thể sản xuất vitam in 
c từ  D -sorbitol, L—sorbonose và L-gulose (Bảng 5.7), sản  phẩm  tiế t ra  trong môi 
trường nuôi cấy hoặc trong tê  bào vi sinh vật.

0 .0
* C 0

HO— C 0—C
I] + 2 H+ + 2cHO—Ỹ o—é

H—ộ
HOCH HOCH

CH2OH CH2OH
Acid L-ascorbic Acid dehydro L-ascorbic

Hình 5.17. Dạng khửvà oxy hóa của ascorbic acid
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Hình 5.18. Sinh tổng hợp vitam in c  trên động vật có vú
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B ảng 5.7. Năng suât tạo Vitam in c  từ những tiển chât khác nhau của 
G lu c o n o b a c tè r  o x y d a n s  D S M 4025 (FER M  B P -3 8 1 2 )

Cơ chất
Lượng V itam in c  tạo được (m g/L)

4h 2 0 h 24h

0,8% D-Sorbitol 0 62,3 90,3
0,8% L-Sorbose 636,1 908 874,3

0,5% L-Sorbose 1365 1117 1044

1% L-G lucose 488,8 1355 1673

Một phương pháp khác là biến nạp gen cần thiết: Erwinia herbicola ATCC 
31626 có thể chuyến hóa D-glucose thành 2,5-diketo-D-gluconic acid (2,5- 
DKG) bao gồm nhiều bước với nhiều enzym, trong khi đó sự chuyển đổi 2,5-DKG 
thành 2—keto-L—gulonic acid (2—KLG) do Corynebacterium sp. (ATCC 31090) chỉ 
sau một bước. Chiến lược tô’t  nhất là th iết kế một vi sinh vật có khả năng chuyển 
D-glucose thành  2-KLG là tách gen 2,5-DKG reductase từ Corynebacterium sp. 
và cho biểu hiện trong Erwinia herbicola. Các tế  bào Eruiinia herbicola được 
biên nạp gen 2,5-DKG reductase có khả năng chuyên hóa trực tiếp D-glucose 
thành 2—KLG vì các enzym nội bào nằm ở màng trong của vi khuẩn sẽ chuyên 
D-glucose thành  2,5—DKG và 2,5—DKG reductase có trong bào tương (được biến 
nạp từ Corynebacterium sp.) sẽ chuyến thành 2-KLG. Chất này có thể chuyển 
dễ dàng thành  L-ascorbic acid bằng acid. Thêm vào đó, bằng phương pháp đột 
biến điểm định hướng sẽ thu  được đột biến gen 2,5-DKG reductase có hoạt tính 
cao hơn khoảng 2 lần và bền với nhiệt hơn dạng enzym tự nhiên. Sau đó 2-KLG 
có thê chuyên đổi hóa học thủy phân để dễ dàng cho ra  vitam in c.

Môi trường nhân giống G. oxydans melanogenus IFO 3293 gồm 5% D-mannitol;
0,25% M gS04.7H20 ; 1,75% nưổc ngâm bắp; 5% dịch chiết men; 0,5% urê; 0,5% 
C aC 03 ; 2% agar, nuôi cấy ỏ 27°c trong 4 ngày. Môi trường nhân giống cấp 2 
gồm 8 % L—sorbose; 5% dịch chiết men; 0,05% glycerol; 0,25% M gS04.7H20; 
1,75% nước ngâm bắp; 0,5% urê; 1,5% CaC 03, nuôi cấy ở 30°c, 240 rpm trong 
20h. Chuyên qua tỷ lệ 6 % môi trường lên men cùng thành  phần nhưng lượng 
nước ngâm bắp là 3% và chất chống tạo bọt 0,15%, nhiệt độ 30°c, 180 rpm sau 
20 giờ đã có thể cho 407,1 mg/L vitam in c.

Nếu nuôi cấy theo mẻ (fed-batch) từ  G. oxydans DSM 17078, môi trường gồm 
100 g/L D-sorbitol; 0,5 g/L glycerol; 15 g/L dịch chiết men; 2,5 g/L MgSO.pĩH^O; 
15 g/L CaCO^ nhiệt độ 30°c, 180 rpm. Sau 48 giờ, 150 ml dịch nuôi cấy cho vào 
nồi lên men 10 lít (bioreactor) vói 5, 3 lít gồm thành phần là 20 g/L D-sorbitol;
0,5 g/lglycerol; 15 g/L dịch chiết men và 2,5 g/L MgS0.!.7H20 , nhiệt độ 30°c, pH 
kiểm sóat ở 6 bằng cách thêm 28% dung dịch amoniac, thông khí 4,5 1/phút và
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khuấy trộn 300 rpm. Sau 96 giờ. lượng vitam in c  thu được có thể đạt 950 mg/L, 
một sô tác ị:iả cho thấy neu thu hoạch tê bào vi sinh vật th ì trong đó cũng chứa 
v i t a m i n  c.

T ự  L ƯỢNG GIA

1. Ưu điếm của sản xuất các acid amin, acid hữu cơ từ  vi sinh vật:
A. Tốc đ( sinh trưởng cao như động vật
B. Hàm ượng protein cao nhất 
c . Tạo L-Acid am in
1). Cả A 'à B 
E. Cả A, B, c

2. Trong phương pháp lên men vi sinh vật tạo acid am in, acid hữu cơ, vitam in có 
thế dùng
A. Chỉ nột vi sinh vật
B. Ba giá đoạn với 2 vi sinh vật 
c . Hai gai đoạn với 2 vi sinh vật
D. Cả A /à c
E. Nhiềi giai đoạn kết hợp

3. Chủng V sinh vật dùng sản xuất a.amin, acid hữu cơ, vitam in thường là chủng 
đột biến :ó tính chất:

A. Khôrg chịu tác động ức chế ngược
B. Sẽ bị thoái hoá m ất năng suấ t sau vài năm

c . Khôig chịu tác động chất ửc chế sinh tổng hợp là  các enzym tham  gia
D. Khôig có enzym thoái hóa sản phẩm
E. Cả A c , D

4. Các chủig  sử dụng sản xuất I^g lu tam ic có các yếu tố:
A. Khôig có a lpha-ketog lu tara te  dehydrogenase, giảm tính  thấm  của màng 

tẽ bà)
B. Nhiểi enzym L -g lu tam at dehydrogenase
c. Nhiềi aJpha-ketoglutarate dehydrogenase và ít ezym L-glutamat dehydrogenase 
15. Cả Avà B
E. Cả A B, c

5. Trong sải xuất L—lysin, acid diaminopimelic được sử dụng:
A. Như à chất ức chế ngược khi chủng dã thoái hoá
B. Tron; phương pháp hai giai đoạn, như là tiền chất của lysin
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c. Trong tổng hợp chất trao đổi bậc 2
D. Như là chất ức chế tổng hợp các enzym cần thiết cho quá trình  sinh tổng hợp
E. Như là chất kích thích tổng hợp các enzym cần th iế t cho quá trình  sinh 

tổng hợp
6 . Các nguyên tô’ vi lượng Fe, Mg, Mn ảnh hưởng giảm năng suất của việc sinh 

tổng hợp:
A. Acid gluconic
B. Acid lactic 
c. Acid citric
D. Vitam in B l2

E. Cả A, c, D
7. Nguồn nitơ sử dụng trong sản xuất vitam in B2 và B12 phải sử dụng:

A. Protein động vật
B. (NH4)2S 0 4

c. Cao chiết men
D. Máu động vật
E. Cả A, c , D

8 . Kỹ th u ậ t công nghệ gen tạo được chủng sản  xuất vitam in c  năng suất cao 
kết hợp các enzym:
A. 2,5-diketo-D -gluconic acid
B. 2-keto-L -gulonic acid
c. L -galactose dehydrogenase
D. Cả A và B
E. Cả A và c

9. Chủng vi khuẩn  được sử dụng trong sinh tổng hợp vitam in B 12

A. Propionibacterium shermani
B. Propionibacterium freudenreichii 
c. Eremothericum ashbyi
D. Ashbyi gossypii
E. Cả A và B

10. Phần cấu trúc có tác dụng sinh học của vitam in B 12

A.Ribonucleotid gốc base là 5,6-dim etylbenzylm idazole
B.Porphyrin
c. Porphyrin kết hợp cobalt
D. Cả B và c
E. Tất cả
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CHƯƠNG II

CÔNG NGHẽ 6NZVM

B à i  6

KHÁI QUÁT VỂ CÔNG NGHỆ ENZYM -  PROTEIN

MỤC TIÊU
1. Trinh bày được các ưu điểm của xúc tác sinh học.
2. Trinh bày được các kỹ thuật áp dụng trong sản xuất protein — enzym.
3. Trink bày được các yêu cầu và kỹ thuật cố  định enzym.

1. KHÁI NIỆM

Enzvm là chất xúc tác sinh học, đa sô’ enzym có bản chất là protein, một sô’ít 
enzym (các ribozym) có bản chất là ARN. Tuy nhiên, ngày nay việc ứng dụng xúc 
tác enzym dã vượt ra ngoài phạm  vi của các quá trình  sinh học. Như các chất 
xúc tác khác, enzym giúp cho phản  ứng đạt được điểm cân bằng nhanh hơn. 
Enzym không thề xúc tác phản ứng có sự thay đổi năng lượng tự  do không thuận  
lợi trừ  khi phản ứng đó có thế song h ành  vối một phản  ứng khác có sự thay đổi 
năng lương tự do th u ận  lợi hơn. Điều này cũng thường gặp trong các hệ thông 
sinh học, do vậy không nên hiểu sai khả năng của enzym là có thẻ xúc tác các 
phản ứrg ngược với các quy luậ t chung của hóa học. Điểm khác biệt lớn của 
enzym  ÍO với các xúc tác  hóa học là nó g iúp p h ản  ứng  xảy ra  n h a n h  hơn trong  
điều kiệ .1 bình thường về áp suất, nh iệ t độ, pH.

Hoạ; động của enzym đã được biết từ  hàng nghìn năm  trước, sự lên men của 
đường tià n h  rượu bởi nấm  men là một th í dụ cổ xưa n h ấ t của một quá trình  
công ngiệ sinh học. Tuy nhiên, chỉ đên gần đây, các đặc tính  của enzym mới 
được hiói rõ. Ngày nay, các nghiên cứu về enzym đã bước vào một giai đoạn mới 
vói sự h)i tụ kiến thức từ  hóa học protein, lý sinh phân tử  và sinh học phân tử. 
Nhờ đó người ta  hiểu sâu  hdn cấu trúc, hoạt động của protein-enzym  và trong 
nhiều tiường hợp người ta  có thê can thiệp đê thay đổi phân tử protein-enzym  
nhằm  cá thiện hoạt tính  hay tính  chất của nó. Đó chính là công n ghệ p ro te in  
(protein engineering) -  một thành  phần quan trọng của công nghệ sinh học.

i»6nonon̂unmhọ(ưọ<
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Enzym được sử dụng trong nhiều lĩnh vực khác nhau  như công nghiệp, nông 
nghiệp, phân tích và dược phẩm . Mức độ yêu cầu về số  lượng và chất lượng của 
enzym trong các lĩnh vực này rấ t khác nhau (Bảng 6.1).

B ảng 6.1 . Nhu cầu sử dụng khác nhau của các enzym

Chỉ tiêu Enzym  cô n g  ngh iệp Enzym phân tích Enzym dược phẩm

Lượng sử dụng Tấn Milligam —> gam Milligam —> gam

Độ tinh khiết Không tinh khiết Tinh thể tinh khiết Tinh thể tinh khiết

Nguồn gốc Vi sinh vật, thường 
ngoại bào

Vi sinh vật, động vật, 
thực vật, thưàng nội bào

Vi sinh vặt, động 
vật, thực vật, 
thường nội bào

Giá sản xuất Thấp Trung bình Cao

Đến nay, người ta đã biết được hơn 2000 loại enzym, nhưng chỉ khoảng vài 
trăm  enzym là có thố thương mại hóa được.

2. XÚC TÁC SINH HỌC

Trong công nghiệp enzym đã được ứng dụng làm chất xúc tác trong nhiều 
quy trình  sản xuất hóa chất và dược phẩm. Nhiều nghiên cửu gần đây cho thây 
enzym có nhiều đặc điểm xúc tác ưu việt giúp nó có ưu th ế  và ứng dụng đa (lạng.

2.1. T ín h  c h ọ n  lọ c  ca o

Tính chọn lọc là một yêu cầu cần th iết trong tổng hợp các chất hữu cơ. 
Enzym có tính  chọn lọc cao nên chúng đã góp phần giải quyết nhiều vấn đề nan 
giải trong tông hợp hóa học. T ính chọn lọc theo nhóm của enzym trên cả các 
phân tử phức tạp  mà không cần nhóm bảo vệ là ưu thê cơ bản của xúc tác sinh 
học. Điều này giúp giảm bớt nhiều bước tống hợp và do đó rú t ngắn thời gian 
chiếm dụng nồi phản  ứng, đây là một yếu tô’ quan trọng của tính  kinh tế  trong 
sản xuất hóa chất và dược phẩm . Tính chọn lọc cao, vôn là đặc tính  độc quyền 
của xúc tác sinh học, hiện nay cũng có thế đạt được bằng xúc tác kim loại chuyên 
tiếp, chủ yếu dùng trong chọn lọc đồng phân hydrogen hóa.

C họn lọc th e o  vị t r í  n h ó m  h ó a  học
Enzym có tính  chọn lọc cao về mặt vị tr í nhóm thê (regioselective) nhò đó 

tránh  dược việc phải che chắn các nhóm th ế  trong tổng hợp hóa học thông 
thường. Một ví dụ vê tính  chọn lọc theo vị trí là phản ứng tông hợp dẫn chất acyl 
hóa của một dẫn xuất purine (Nelarabine, được Glaxo Welcome phát triển  đế 
làm tác nhân  kháng bệnh bạch cầu). Phản ứng này được xúc tác bằng lipase cô 
định của Candida antartica  typ B với chất cho acy] vinyl acetat, dã đạt được 
hiệu suấ t chuyên hóa 99% th à n h  5’-m onoacetat, chất này dễ tan  hơn và do đó
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làm  tàng sinh khả dụng. Biến đổi này hầu như không đạ t được bằng phản ứng 
acyl hóa thông thường vì nó ưu tiên cho N -acyl hóa. T ính chọn lọc theo vị tr í 
trong quy tr ìn h  này đặc biệt cao, có ít hơn 0,1% 3’—m onoacetat và dưới 0,3% 
3’,õ’-d iaceta t được hình thành.

Ọ .C II3 0 . c h 3

Dần xuất Purine (Nelarabine) Sản phầm acyl hóa
Hinh 6.1. Tính chọn lọc vị trí phản ứng của xúc tác s inh học

C họn  lọc k h ô n g  g ia n

Phản ứng do enzym xúc tác có tính  chọn lọc cao vê m ặt quang học 
(enantioselcctive). Điều này quan trọng đôi vói việc tổng hợp thuốc, vì đôi với 
nhiều phân tử thuôc chỉ một trong hai đồng phân  đôi quang  là có hoạt tính, do 
đó thLÔc tinh  khiết quang học có hoạt tính  cao và ít tác dụng phụ  hơn thuôc 
dạng hỗn hợp racemic. Ví dụ các thuôc kháng viêm không steroid  (NSAID) thuộc 
nhóm 2-a ry l propionic acid, điển hình là naproxen, trong  nhóm  này đồng phân 
(S) có hoạt tính  m ạnh hơn đồng phân (R) (28 lần đối vối naproxen), do đó nếu 
thuôc này được cung câ'p ở dạng tinh  khiết quang học (S)—naproxen sẽ có liều 
dùng 'à  độc tính  thấp  hơn dạng racemic. Các thuốc chẹn bêta  như  propanolol và 
đồng \ận beta như salbutam ol cũng có đặc điểm này và hiện nay đều có thê tổng 
hợp ckới dạng tinh  kh iế t quang học nhò xúc tác enzym.

Xix tác enzym là cách tiếp cận ngày càng được ưa chuộng dể giải quyết vấn 
đô' đồrg phân quang học trong tổng hợp hóa dược, vì tín h  đơn giản và hiệu quả. 
Lipast và esterase có tín h  chọn lọc đồng phân quang học với các cơ chấ t đa dạng 
như eíter, acol, e s te r carboxylic và thậm  chí cả amin.

Hinh 6.2. Phân giải dóng phản quang học bằng xúc tác sinh học
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Trước đây, đã có quan niệm sai lạc về xúc tác sinh học, cho rằng chúng chỉ 
hoạt động trên các cơ chất có trong hệ thông sinh học, do đó ứng dụng của chúng 
bị giới hạn. Tuy nhiên, gần đây, người ta  đã chứng minh các enzym có thế tác 
động trẽn các cơ chất đa dạng hơn nhiều. Với một sô’ loại enzym, đặc biệt hydrolase 
(esterase, lipase, protease,...), đôi khi tác động trên  các cơ chất khác xa cơ chất 
tự nhiên của chúng. Ví dụ như lipase thủy phân triglycerid trong thiên nhiên 
nhưng chúng cùng xúc tác các phản ứng khác như tạo ester từ  ceten và acol, 
hoặc amid từ  ester và amoniac. Hay lipase được sử dụng đế thủy  phân ester của 
naproxen trong hình 6 .2  ở trên.

Ngược lại, tính chuyên biệt của cơ chát có thế bị giói hạn đôi với những enzym 
tự nhiên chuyến hóa các phân tử nhỏ, như là catalase hoặc aspartase. Và điều 
này cùng xảy ra vối một sô enzym của các sii}h vật bậc cao, nhưng hầu hết các 
enzym từ vi sinh vật có khuynh hưâng chấp nhận cơ chất đa dạng.

2.2. Hoạt đ ộ n g  trê n  cơ  c h ấ t  đa d ạ n g

2.3. H oạt  đ ộ n g  đ ư ợ c  t r o n g  m ô i trư ờn g  k h ô n g  p h ả i  là  n ư ớ c

Đa sô’ enzym chỉ hoạt động được trong môi trường nước. Tuy nhiên, một sô 
enzym, đặc biệt là các lipase, có thê hoạt động trong môi trường hoàn toàn khan 
nưốc. Trong tự  nhiên lipase hoạt động ở pha trung gian nước—dầu, nhưng người 
ta đã chứng minh lipase cũng hoạt động tô*t trong các dung môi như toluen, 
ether và hydrocarbon no.

2.4. Khả n ă n g  đ ả m  n h ậ n  lư ợ n g  cơ  c h ấ t  cao

Mặc dù nồng độ cơ chất là vấn đê chính trong các quy trình  xúc tác sinh học

NHBoc

Tiền chất racemic Chất trung gian (-)

H ình 6 .3 . S à n  x u ấ t  a b a c a v ir  b ằ n g  x ú c  tá c  s in h  h ọ c
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nhưng vẫn có rấ t nh iều  trường hợp trong đó nồng độ cơ chấ t cao có thể đạt được, 
ví dụ trong tống hợp Abacavir, chê phẩm  trung gian quan trọng của chất ức chế 
enzym phiên mã ngược của hãng Glaxo Wellcome (Ziagen). Bước quyết định 
trong quy tr ìn h  sản  xuất tác nhân  kháng HIV này là phải phân giải trong giai 
đoạn dầu tiên chất Lactam e ở dạng racemic bằng một protesase kiềm (Savinase) 
đe thu  được ch ấ t tru n g  gian tổng hợp dạng (—). Enzym này sử dụng nồng độ cơ 
chấ t lên tới 100 g/1 trong hỗn hợp te trahydrofuran và nước. Lượng dư chất đối 
quang (-), cũng là tiền  chấ t của Carbovir, đạt trên  99% với hiệu su ấ t hóa học là 
84% khi có 50% chuyên hóa.

2.5. Có đ ộ  b ề n  đ ủ  c a o

Thông thường, các enzym  có tính  ổn định thấp, nhạy cảm vối các tác nhân 
thường gặp trong các quy trìn h  tổng hợp, nên nhanh  chóng m ất hoạt tính. Điều 
này cũng có nghĩa là chi phí chất xúc tác trong quy trìn h  sẽ cao và hạn  chê khả 
năng  ứng dụng của enzym trong tổng hợp hóa học. Nhưng gần đây người ta  đã 
có nhiều tiến  bộ trong cải th iện  độ bền của enzym thông qua việc cô' định chúng 
lên các giá m ang ran . Enzym cô' định có độ bền cao hơn hẳn  so với enzym tự  do. 
M ặt khác, khi được cô định trên  giá mang rắn  người ta  có thể dễ dàng thu  hồi 
enzym từ  hỗn hợp phản  ứng đê sử dụng trong chu kỳ xúc tác tiếp theo hoặc th iế t 
k ế  phản ứng vận h ành  theo kiểu liên tục, trong đó cơ chất được bơm liên tục qua 
lưới chất xúc tác là enzym cô định. T ính hữu hiệu của biện pháp này đã được 
chứng m inh với penicillin G am idase (PGA). Khi được gắn đồng hóa tr ị vào chất 
mang, PGA có thê sử dụng làm  chất xúc tác cho khoảng 1000 mẻ trong phản ứng 
chuyển penicillin G th à n h  6 -am inopenicillanic acid (6 -APA) trưóc khi phải thay 
bằng enzym mới.

2.6. T inh  k in h  t ế

Enzym có giá th à n h  cao, nhưng nếu xét về hiệu su ấ t và tổng giá th à n h  của 
một quy trìn h  sản  xuất vối xúc tác enzym thì giá thành  trong nhiều  trường hợp 
rẻ hơn so với xúc tác hóa học, n h á t là các xúc tác kim loại chuyển tiếp.

Các ví dụ vê việc áp dụng xúc tác sinh  học trong  sản  x u ấ t hóa chất 
và duỊc phẩm  ở quy mô công nghiệp như acrylic acid, 6—APA và D -p -  
hydroiyphenylglycine đă chứng minh rõ ràng  về hiệu quả k inh tế  cao vượt trội 
của xú: tác enzym.

3. N G  JỒ N  CƯ NG C Ấ P ENZYM

Enzym có thê được sản  x u ấ t từ  nhiều nguồn khác n h au  như động vật (như 
pepsin trypsin  từ  phụ phẩm  của lò mổ), thực vậ t (như papain, bromelin), 
nhưng nguồn enzym  quan  trọng nhất là  vi sinh vật. G ần đây vi sinh vật còn 
được si' dụng như là tê bào chủ để sản xuất các enzym tá i tổ  hợp từ  các nguồn
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khác do tính  kinh tê của việc nuôi cấy vi sinh vật so với việc chiết tách từ mô 
hay nuôi cấy tê bào bậc cao. R ất nhiều vi sinh vật khác nhau  dược sử dụng để 
sản xuất enzym trong công nghiệp. Chúng có thể là các hệ thông sản  xuất nhân 
th ậ t như nấm  men hay mốc hoặc nhân  nguyên thủy  như các vi khuẩn  Gram 
dương hay Gram âm. Các enzym sử dụng làm dược phẩm  đôi khi được sản xuất 
bằng hệ thông tế  bào động vật hay côn trùng  do khả năng biến đổi hậu  dịch mã 
tốt hơn vi sinh vật (xem thêm bài Công nghệ gen). Trong lịch sỏ sản  xuất 
enzym, các vi sinh vật được sử dụng là các vi sinh vật sản xuất enzym tương 
ứng tự nhiên.

Cơ chê tông hợp enzym chung của các sinh vật bao gồm phiên mã, dịch mã 
và xử lý hậu dịch mã, nói chung khá ôn định. Tuy nhiên, có sự khác biệt giữa các 
sinh vật khác nhau, đặc biệt giữa nhân  th ậ t và nhân  nguyên thủy. Bản thân  các 
enzym cùng loại cũng khác nhau về phân tử lượng, sô” mạch peptid, điểm đẳng 
điện, và mức độ glycosyl hóa.

Các sinh vật khác nhau cũng khác nhau về tính  thích hợp vói quá trình  lên 
men như độ nhớt hay khả năng thu  hồi, độ an toàn, do đó cần phải xét đến đặc 
điếm này khi lựa chọn chủng sản xuất.

4. CẲI T H IỆN  CHỦNG VI SIN H  VẬT SẢN XUẤT VÀ TÍN H  CHAT ENZYM 

P h ư ớ n g  p h á p  k in h  đ iể n

Hầu hết các chủng sản xuất đều được cải tiến thông qua quá tr ìn h  chọn lọc 
kinh điên. Quá tr ìn h  bao gồm việc gây đột biến bằng hóa chất hay uv. Đôi khi 
cũng dùng đột biến hay tái tổ hợp để có được đặc tính  mong muôn. Sau khi đột 
biến, chủng sẽ được sàng lọc lại theo tính chất mong muôn. Phương pháp sàng 
lọc phải đủ nhạy để phát hiện chủng đột biến trong dân sô IO4 — 1 0 5 tế  bào.

Kỹ th u ậ t  di t ru y ề n

Hiện nay việc cải thiện chủng được thực hiện thông qua kỹ th u ậ t di truyền. 
Chủng được cải th iện  bằng cách biến đổi bộ gen của nó hay đưa vào các yếu tô’ di 
truyền ngoại lai nhờ đó tăng tốc độ cải thiện lên rấ t  nhiều (xem thêm Chương 
Công nghệ gen).

Kỹ th u ậ t di truyền  cho phép gia tăng mức độ phiên mã bằng cách tạo các 
plasmid m an g  gen đích đ ặ t  dưới sự kiếm soát của một Prom oter m ạnh, đồng thời 
bản thân plasmid có nh iều  b ản  sao trong tê bào nên  cũng làm tăn g  sô’ lượng mã 
dược phiên. Kỹ t h u ậ t  tương tự cũng được dùng  đê thêm  vào gen đích các đặc t ính  
mong muôn ví dụ như th êm  đoạn gen mã hóa cho việc x uấ t  protein ra môi 
trường ngoại bào.

Kỹ th u ậ t di truyền cũng giúp sản xuất các protein của động vật bậc cao, vốn
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rấ t  khó lên men ở quy mô lớn, trong các tế  bào vi sinh vật. Ví dụ, chymosin 
(E .c. 3.4.23.4), là một ren in  từ  bê, đã được tạo dòng để sản xuất công nghiệp ở
vi khuân.

T h iế t k ế  hợp  lý v à  tiế n  h ó a  đ ịn h  h ư ớ ng

Kỹ th u ậ t di truyền  hiện đại cho phép biến đổi phân tử  theo ý muốn dẫn đến 
việc th iê t kô phân tử  protein nói chung hay enzym nói riêng để thu  được phân tử 
có các đặc điếm mong muốn còn gọi là th iế t k ế h ơ p  lý  (rationale design). Trong 
cách tiêp cận này, quá tr ìn h  th iế t kế trên  máy tính  và gây đột biến định hướng 
điểm được lặp lại nhiều lần. Tuy nhiên, cách này thường cho ra  các phân tử 
không có được tính  chất mong muốn vì thiếu các thông tin  chi tiế t vê' cấu trúc và 
quan hộ cấu trúc với tính  chất sinh học.

Gần đây, người ta  bắt đầu áp dụng cách tiếp cận với công cụ tiến  hóa  
d in h  h ướng  (directed evolution), trong đó enzym được cải th iện  bằng cách 
định hướng sự tiến  hóa của nó trong phòng th í nghiệm  thông qua việc gây đột 
biến ngầu nhiên hoặc tá i tổ  hợp lặp lại nhiều lần kế t hợp sàng lọc và chọn lọc. 
Tiến hóa định hướng hiện nay là một công cụ đầy hứa hẹn trong việc phát triển  
các enzym dược phẩm  và gần đây đã thu  được nhiều th à n h  công đáng kể. Tiến 
hóa dịnh hướng được áp dụng để cải th iện  không chỉ tín h  chấ t của protein mà 
còn có thê cải th iện  cả khả năng siêu sản  xuất của chủng. Ví dụ, bằng cách đột 
biên theo kiêu tiến  hóa định hưâng plasm id mang gen subtilisin , khả năng  sản 
xuất enzym này đã tăng  lên năm  lần, nhờ vào việc cải th iện  sô’ bản sao của 
plasm id và khả năng  của prom oter trong khi không làm  thay  đổi cấu trúc của 
sản  phẩm .

B ản g  6.2 . So sánh chọn lọc tự  nhiên và đ ịnh hướng

T iế n  h ó a  tự  n h iê n T iê n  h ó a  đ ịn h  h ư ó n g

Đ ột b iến đ iểm ít N h iều

Đ ộ t b iến m ấ t N h iều H iếm

Đ ộ t b iên chè n N h iều H iếm

N gh ịch  đ ả o N h iều H iếm

Lặp N hiều H iếm

Dung hợp N hiều H iếm

Tá i tổ  hợp G ia o  tử  và s inh dưỡng PCR

C họn lọc C họn  lọc tự  nh iên (ưu thế) C họn  lọc /  sàn g  lọc  h iệu năng cao
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B ảng 6.3. So sánh th iế t kê hợp lý với tiến hóa đ ịnh hướng

Th iết kế  hợp lý T iến hóa đ ịnh  hướng

Kiến thức về cấu trúc protein Cần Không cấn

Kiến thức về cơ chế Cấn Không cần

Nhiễu đột biến điểm Không Chủ yếu chuyển vị

Thay đổi cấu trúc bậc hai Khả thi Không khả thi

Thay đổi nhóm chức năng Khả thị Không khả thi

Phép kiểm enzym nhạy Cần Không cần

Phương án chọn lọc Không cần Cần

5. SẢN XUẤT ENZYM

Quá trình  sản xuất enzym -protein có thể  được chia thành  các giai đoạn 
chính sau:

-  Chuẩn bị nguyên liệu sinh học

-  Chiết tách enzym ra  khỏi mô hay tế  bào
-  Cô đặc dịch enzym thô
-  Tinh chế đạt độ tinh  khiết mong muôn

5.1. C h u ẩn  bị n g u y ê n  l iệ u  s in h  h ọ c

Cơ q u a n  d ộ n g  v ậ t. Khi sản xuất enzym bằng cách chiết tách tư mô động 
vật, các cơ quan động vật phải được vận chuyển và bảo quản lạnh dể giữ hoạt 
tính enzym. Mô cũng phải được loại chất béo và mô liên kết trước khi dông lạnh. 
Mô đông lạnh sau đó được nghiền trên  máy nghiền th ịt và enzym đượ; chiết vối 
dung dịch đệm. Bên cạnh việc nghiền cơ học, các phương pháp sử dụng enzym đê 
phá vỡ tế  bào cũng được sử dụng. Chất béo làm  cản trở các bước tinh  chế sau đó 
có thể được loại bằng cách chiết vâi dung môi hữu cơ. Tuy nhiên, hoạt tính 
enzym có thể bị ảnh hưởng bỏi quá trình  này.

N guyên  liệu  th ự c  v ậ t. Thực vật có thể được nghiền và chiết với dung dịch 
đệm. Tế bào cũng có thể được phá v3 bằng cách xử lý với enzym.

Vi s in h  v ậ t là nguồn gô’c cung cấp enzym quan trọng nhất. Enzym của vi 
sinh vật đa phần là enzym ngoại bào hoặc được biến đổi di truyền (tể xuất ra 
ngoài tế  bào. Mặt khác, việc biến đổi di truyền cũng có thế được dùng ce thay đôi 
tính chất protein giúp việc tinh  chế dễ dàng hơn, như gắn thêm nhóm ã  lực.

Đô'i vối enzym ngoại bào bước đầu tiên để tinh chế là tách tê bío ra khỏi 
dung dịch lên men. Đòi với enzym nội bào, bước đầu tiên là phá vỡ ê bào. Có
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nhiều phương pháp  đế phá tê bào, tuy nhiên sô phương pháp có th ể  áp dụng ở 
quy mô cóng nghiệp 1-â’t giới hạn.

B ản g  6.4 . C ác  phương ph áp  phá V Ö  tê' bào

Phương pháp cơ học Phương pháp khác

Áp suất cao (Manton -  Gaulin, F rench-press) Làm khô (đông khô, dung môi hữu cơ)

Nghiền (máy nghiền bi) Ly giải:

Siêu êm Vật lý: đông lạnh, sốc thẩm thấu

Hóa học: chất tẩy, kháng sinh

Enzym: lysozym, kháng sinh

5.2. C hiết  t á c h

Sí.u khi làm võ tế  bào, việc tiếp theo là tách dịch enzym ra  khỏi các phần 
khác. Điều này đôi khi kh á  khó khăn  do kích thưóc nhỏ của tê  bào vi khuẩn  và 
chênh lệch ít giữa tỷ trọng  tê  bào và môi trường lên men. Trong công nghiệp 
người ta  có thê dùng kỹ th u ậ t lọc liên tục. Các tê bào lớn như nấm  m en có thể 
loại r i bằng cách lắng. Ngày nay, các hệ thống ly tâm  liên tục được phát triển  
hiệu cuả để tách tế  bào và m ảnh tế  bào một cách liên tục. Các m ảnh VÖ thực vật 
và mí được tách bằng ly tâm  thông thường hay lọc.

C a c  phương pháp lọc truyền  thống như lọc áp suất, lọc chân không b ị  hạn 
chế bíi sự tích tụ  của các phần  tử  trên  bề m ặt lọc dẫn đến giảm lưu lượng và tắc 
lọc. D) đó, quá trìn h  lọc đôi khi bị gián đoạn đê lấy phần chấ t rắn  tích tụ  ra.

Một phương pháp lọc cải tiến  là loc ch ả y  q u a  (cross-flow filtration). Trong 
kỹ th iậ t  này chất cần lọc chảy qua hệ thống theo i?ưống song song với bề m ặt lọc 
do đó trán h  được sự tích tụ  chấ t rắ n  trên  bể m ặt làm tắc lọc. Để duy trì tốc độ lọc 
cao k/ th u ậ t này sử dụng diện tích lọc r ấ t  lỏn và tiêu tốn nhiều năng lượng đê 
lưu tiông dịch lọc.

Piương pháp kết bôn g  (flocculation) là quá trìn h  làm  cho các tiểu  phần  rắn  
kết u  với nhau  th à n h  dạng  lớn hơn, k ế t tập  xuống và dễ dàng loại ra  bằng các 
phương pháp  lọc đơn giản. Các tác n hân  kết bông được dùng để làm tăng  khả 
nâng  kết tụ  của hỗn dịch. Chúng có thể  là các chất tan  trong nưốc và dạng 
polyne đa điện tích có phân  tử lượng 103 đến trên  5x10e. Kỹ th u ậ t kết bông với 
các c iấ t đa điện tích gồm hai bước. Bước đầu tiên là tru n g  hòa điện tích bề m ặt 
của tỉ bào hay m ảnh tế  bào. Bước hai bao gồm việc liên kết các m ảnh này để 
ch ú n ' kết tập  xuống.

5.3. Cô đặc

Tiông thường nồng độ enzym trong vật liệu đầu rấ t  thấp. Do đó, để đạt được
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hiệu quả tinh chê một cách kinh tê  cần cô dặc nguyên liệu ban đầu để giảm thể 
tích xử lý. Các phương pháp sử dụng phải không ảnh hưởng đến hoạt tính 
enzym. Có nhiều phương pháp có thê áp dụng.

Có thê sử dụng nhiệt nhẹ nhàng đê làm bay hơi chất lỏng. Thông thường 
người ta làm bay hơi trôn hệ thông được th iết kê với bê mặt bay hơi rấ t lốn và có 
sự khuấy trộn đe tăng tô’c quá trình.

Kêt tủa là một phương pháp đơn giản đê cô đặc enzym. Kỹ thuật nàv dựa 
vào bản chất phức tạp của phân tử protein với điện tích và các nhóm kỵ nước 
nên có thê làm cho két tụ  lại bàng cách thay dổi môi trường quanh chúng.

■ K êt tủ a  enzym  với m uôi, do ở nồng độ cao muôi tác động lên các phân tử 
nưóc bao quanh protein và thay đối lực tĩnh điện dẫn đôn sự kết tủa. 
Ammonium Sulfat là muôi thường được dùng nhất. Enzym cũng có thể được 
phân đoạn một cách hạn chê bằng cách tủa với nồng độ muôi khác nhau. Nồng 
độ muôi sử dụng thường trong khoảng 20 -  80% độ bão hòa. Tuy nhiên, sự ăn 
mòn vật liệu và sự hiện diện của muôi trong enzym thu được và vân đè' xử lý 
chất thải chứa muôi là các hạn chê của kỹ thuậ t này.

• K ết tủ a  với d u n g  m ôi h ữ u  cơ. Dung môi làm thay đối độ tan  của enzym 
do làm giảm hằng sô lưỡng cực của môi trường nước. Dung môi thường dùng là 
ethanol và aceton. Tuy nhiên, việc tiến hành phải thận  trọng vì enzym dễ dàng 
bị biến tính khi có m ặt dung môi hữu cơ.

• T ủ a  b ă n g  các  po lym e như polyethylenimin và polyethylen glycol. Cơ chê 
hoạt động cũng tương tự như dung môi hữu cơ. Hầu hết enzym sẽ tủa  ở nồng độ 
polyme khoảng 15 đến 20 %.

■ T ủ a  tạ i  đ iểm  đ ắ n g  đ iệ n . Protein là các phần tử lưỡng cực mang cả nhóm 
acid lẫn base, và tính  tan  của nó phụ thuộc nhiều vào cân bằng điện tích của các 
nhóm này. Tại điểm đẳng điện thì độ tan  của protein là thấp nhất và khi đó nó 
dỗ dàng bị tủa ra  khỏi dung dịch.

■ S iêu  lọc có nguyên lý tương tự kỹ th u ậ t lọc, nhưng dùng màng bán thấm  
đế lọc, do vậy tùy theo kích thước của lỗ lọc có thê cho phép giữ protein hoặc 
thậm  chí cả các chất tan khác lại trên lọc. Siêu lọc có thê vận hành  theo thang 
chênh lệch áp suất thâm  thấu  hay áp suất cơ học và trong trường hợp sau người 
ta áp dụng kiểu lọc chảy qua đế tránh  tắc lọc.

5.4. Tinh  c h ế

Đối với nhiều ứng dụng công nghiệp, enzym chỉ cần được tin h  chế một 
phần. Tuy nhiên, enzym dùng trong phân tích hay y tế  đòi hỏi độ tin h  khiết 
cao. Nhiều phương pháp dược sử dụng để tinh chế enzym như kết tinh , điện di, 
và sắc ký.
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K ết tin h

Đây là phương pháp lâu đời n h ấ t để tinh chế enzym. Enzym có thể được kết 
tinh bằng cách gây cảm ứng hay thành  lập các tương tác p ro tein-pro tein  với các 
dieu kiện dung môi đê làm cho enzym bị quá bão hòa. N hiều enzym được tinh 
chê bằng cách này từ  dịch lên men như cellulase, glucose isom erase, subtilisin, 
và alcohol oxidase.

Nhiều yêu tô như loại muối, nồng độ, pH, nh iệ t độ, sự hiện diện của các 
lượng và loại tạp  khác nhau, sự khuấy trộn, mầm kết tin h  có thế ảnh  hưởng 
đcn sự kết tin h  enzym. Việc kiểm soát mức độ quá bão hòa trong suốt quá 
tr ìn h  kết tinh  là yêu tô chính đế tôi ưu hóa kích thước tin h  thế. Điêu này có thê 
đạt đvíỢc bằng cách dùng các chất kết tủ a  như muôi, pH, và n h iệ t độ. N hiệt độ 
đóng vai trò  quan trọng đôi với tốc độ kết tinh . Cellulase và sub tilisin  được kết 
tinh  ci tốc độ cao hơn khi nh iệ t độ tăng lên. Dạng tin h  thê cũng bị ản h  hưởng 
bởi điều kiện kết tinh . Ví dụ, subtilisin  có tinh  thê dạng phiến  chữ n h ậ t nếu 
nhân kết tinh  được h ình  th àn h  ở nhiệt độ thấp  và sau  đó tăng  nh iệ t độ khi tinh  
the lổn dần.

Hình 6.4. Quy trình kết tinh công nghiệp của sub tilis in  dưới dạng muối halogen

D iện  di
Điện di có thể dùng đế phân lập các enzym hay protein tinh  khiết ở quy mô 

phòng th í nghiệm. Tùy thuộc vào điều kiện, các kỹ th u ậ t điện di khác nhau 
có thể áp dụng: điện di vùng (zone electrophoresis), điện di đắng tốc 
(isotachophoresis) hay khuếch tán  lỗ (porosity gradient). N hiệt sinh ra  trong quá 
trình  điện di và nhiễu do sự đôi lưu là các vấn đê khi phá t triên  quy mô lỏn của 
phương pháp này.
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s ắ c  k ý

Sắc ký là phương pháp tinh chế enzym quan trọng n h ấ t (Bảng 6.5). Các 
phân tử  được tách ra  theo đặc tính vật lý của chúng (kích thưốc, hình dạng, điện 
tích, tương tác kỵ nước), hay đặc tính  hóa học (gắn đồng hóa trị), hay sinh học 
(ái lực đặc hiệu).

Tùy theo mức độ tinh  khiết yêu cầu của sản  phẩm , quá trình  tinh  chế có thế 
phải qua nhiều bước với các kỹ th u ậ t sắc ký khác nhau. Thông thường sẽ gồm 
các bước tách thô nhằm  thu đa sô enzym cần quan tâm  với lượng tạp  nhất định, 
theo sau là bước “đánh bóng” (polishing) đề thu  enzym tinh  khiết. Ví dụ sắc ký 
ái lực hay trao đôi ion trong bước 1 và sắc ký lọc gel hay tương tác kỵ nưốc 
thường được dùng trong bưỏc đánh bóng. Sô bưốc càng nhiều th ì độ tinh khiết 
càng cao, tuy nhiên hiệu suất toàn phần sẽ càng thâ'p. Kinh nghiệm cho thấy 
một quá trình  tinh chê hiệu quả không gồm quá ba bước.

B ả n g  6.5. C ác phư ơ ng  p h á p  sắ c  ký

Loai sắc ký Nguyên lý Tách theo

Hấp phụ Liên kết bề mặt Ái lực bề mặt

Phân bố Cân bằng phân bố Tinh phân cực

Trao đổi ion Liên kết ion Điện tích

Lọc gel Khuếch tán lỗ Kích thước và hỉnh dạng phân tử

Ái lực Hấp phụ đặc hiệu Cấu trúc phân tử

Kỵ nước Tương tác kỵ nước Cấu trúc phân tử

Đổng hóa trị Liên kết đồng hóa trị Tính phân cực

Đánh bắt ion kim loại Sự thánh lập phức Cấu trúc phân tử

* T rong sắc ký loc gel, gel thân  nưốc với các lỗ có kích thước xác định được 
dùng dưới dạng cột đế tách các phân tử sinh học. Dung dịch mẫu cần được cô đặc 
vì lượng mẫu có thế tách được bị giới hạn trong khoảng 10% thể tích cột. Các 
phân tử  được tách theo kích thước và hình dạng, trong đó phân tử  càng cồng 
kềnh th ì sẽ chạy ra  khỏi cột trưốc và ngược lại. Các loại gel vâi mức độ liên kết 
chéo khác nhau tạo ra  các lỗ trong gel có kích thưốc khác nhau và do đó có khả 
năng phân tách các phân tử  có kích thước khác nhau.

* Sắc kỷ tra o  dổ i ion  là một kỹ thuậ t tách dựa trê n  điện tích của phân tử 
protein. Các phân tử protein nói chung có thế tích dương hay âm và tổng điện 
tích của nó phụ thuộc pH và có thế được phân tách tương ứng với nhựa trao đôi 
cation hay anion sao cho protein quan tâm được giữ lại trong cột sau  bước đầu 
tiên. Mẫu cần được chuẩn bị trong môi trường có lực ion thấp và việc giải hấp
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phụ được thực hiện bằng  các dung dịch có nồng độ muôi tăng  dần. Do protein 
quan tám được giữ lại trong cột nên chúng có xu hướng được cô đặc lại và do đó 
m ẫn ban đầu có thô loãng. Khả năng  tiếp nhận  lượng mẫu lân và loãng làm cho 
sắc ký trao đôi ion rấ t  phô biến trong tinh  chê protein.

Hình 6.5. Hệ thống sắc ký tinh  chẽ protein tái tổ  hợp ở quy mõ công nghiệp

* T rong sắ c  ký tư ơn g  tá c  ky nước , nhựa sắc ký là dẫn xuất của Sepharose 
được hoạt hóa với CNBr có phần  am inoalkan vói chiều dài thay  đổi. Phương 
pháp này dựa trên  sự tương tác của các vùng kỵ nước trong phân tử  protein với 
các nhóm kỵ nước trên  nhựa. Sự hấp phụ xảy ra ở nồng độ muôi cao, và các phân
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đoạn chất đã gắn được giải hâ'p phụ với các dung dịch muôi có nồng độ giảm dần. 
Chính vì vậy, phương pháp này được xem là lý tưởng để tinh  chê các enzym sau 
khi được cô đặc bằng cách tủa vâi muối.

* Trong sắc  ký úi lực enzym cần tinh  chế được hấp phụ một cách đặc hiệu 
và thuận nghịch trên  một nhựa sắc ký không tan. Các tương tác đặc hiệu có thể 
là với chất tương tự cơ chất, chất ức chê enzym, thuôc nhuộm, phức kim loại, hay 
kháng thê. Việc giải hấp phụ được thực hiện bằng chất cạnh tran h  hay tác nhân 
làm yếu hay cắt đứt liên kết giữa protein và nhựa sắc ký. Nói chung sắc ký ối 
lực là phương pháp tách đơn giản và hiệu quả nhất, nhưng không phải protein 
nào cần tinh ché cũng có dạng tương tác đặc hiệu với nó.

6 . ENZYM CỐ Đ ỊN H

6.1. Khái n iệm

Enzym cô’ dịnh (immobilized enzyme) là enzym bị bắt giữ hay định vị trong 
một vùng không gian xác định nào đó nhưng vẫn giữ được hoạt tính  xúc tác của 
nó nên có thê dỗ dàng tách ra  khỏi phản ứng, tá i sử dụng hoặc sử dụng liên tục. 
Nói cách khác, enzym cô định là enzym được làm cho không tan  bằng cách gắn 
nó vào pha rắn  đế việc tách enzym ra khỏi thành  phần  phản ứng trở nên dễ 
dàng. Pha rắn  này phải không tan trong môi trường phản ứng, nhưng có thể 
thân nưỏc hoặc kỵ nước.

Enzym cô định được ứng dụng trong công nghiệp đầu tiên bởi Chibata và cộng 
sự đê chuyên hóa hỗn hợp racemic của D,L-amino acid tổng hợp hóa học nhờ 
aminoacylase của Aspergillus oryzae. Các ứng dụng quan trọng trong công nghiệp 
của enzym cô định bao gồm: sản xuất đưòng, acid amin, dược phẩm và nhờ có nó 
mà nhiều quy tr ìn h  sàn xuất được cải thiện rõ rệ t về hiệu su ấ t và tín h  kinh tế.

6.2. Đặc điểm của enzym cô định
* ư u  d iêm

-  Enzym có thê được sử dụng lặp lại nhiều lần với cùng một kiêu phản ứng 
xúc tác nên giảm được chi phí trong quá trình  sản xuất.

-  Chê phẩm bển hơn enzym tự do nhờ chúng được bảo vệ bởi chất mang. 
Trong các điều kiện pH, nhiệt độ, áp suất thẩm  thâu  bấ t thường enzym vẫn hoạt 
động được.

-  Enzym cố định có tốc độ phản ứng lớn, dễ tổ chức sản xuất ở mức độ tự 
động hóa cao.

-  Nhờ sự cô định mà enzym không lẫn vào sản phẩm  cuôi, tiế t kiệm được 
thòi gian và chi phí cho việc tinh chế sản phẩm.

-  Enzym cô’ định bảo quản tốt hơn enzym tự do cùng loại.
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* Nhược d ie m

-  Sự gắn của enzym vào chấ t mang có thê dẫn đến sự thay đổi một phần nào 
câu trú c  của cnzym, từ  đó có thổ làm giảm hoạt tính  của enzym so với ban đầu.

-  Mặt khác, sự cản trở về không gian do liên kết vâi chấ t m ang làm hạn chế 
áự liép xúc giữa enzym và cơ chất.

B àng 6.6. Đ ặc  đ iểm  kỹ th uật của các hệ thốn g  en zym  cô định

Thuận lợi Bất lại

Tái sử dụng chất xúc tác Mất hay giảm hoạt tính

Dễ vận hành thùng phản ứng Khả năng khuếch tán giới hạn

Dê tách sản phẩm hơn Tăng chi phí xúc tác

Dỗ lưa chọn nổi phản ứng

Tù' dó chúng ta  có thê thây  ràng việc sử dụng enzym cô định mang lại lợi ích 
kinh tô cao hdn so với việc sử dụng enzym tự do.

6.3. Ưng dụng của enzym cô định
Hiện nay trên  thê giới có rấ t  nhiều loại enzym được điều chế dạng cô’ định, 

các chê phàm  enzym cố đ ịnh đã được ứng dụng rấ t hiệu quả trong thực tế.

B ản g  6.7. M ột sô  sản ph ẩm  chủ yếu được sản xu ất bằng  en zym  c ố  định

Enzym S à n  p h ẩ m

Glucose isomerase Siro bắp có hàm lượng fructose cao

Amino acid acylase Sản xuất acid amin

Penicillin acylase Bán tổng hợp các penicillin

Nitrile hydratase Acrylam ide

ß-G alactosidase Lactose thủy phân (bã sữa chua)

Trong V học
Sử dụng enzym dưới dạng microcapsule để đưa enzym vào chữa bệnh thiếu 

enzym hoặc bệnh suy giảm hoạt tính enzym. Năm 1954, Chang đã tạo ra  vi tiểu 
cầu bán thấm  có gắn enzym, nhờ đó enzym có thê tồn tạ i lâu trong cơ th ể  và tạo 
dược nồng độ có hiệu quả mà không gây ra phản ứng phụ.

Uroase gắn trong vi tiêu cầu sử dụng loại u rê m áu trong chạy th ận  nhân 
tạo. Vi tiểu  cầu chứa ca ta lase thay  thê hiệu quả các catalase thiếu trong cơ.

Enzym cô định được ứng dụng trong chân đoán bệnh như kỹ th u ậ t ELISA. 
Ngoài ra, enzvm cô định còn có triên vọng trong chữa ung thư  bằng cách đưa vi
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tiểu cầu có gắn enzym L -asparag inase vào cơ thể. Chúng sẽ ức chế sự p h á t triển 
của một sô’ khôi u ác tính  bởi sự phát triển của cốc khôi u này phụ thuộc vào sự 
có mặt của L -asparagin .

Một sô’ ứng dụng khác của enzym cô’ định là nghiên cứu cấu trúc enzym, cấu 
tạo màng tế  bào, mô hình hóa hệ thông enzym trong tê bào.

Trong công nghiệp
ư ng dụng của enzym cố định trong công nghiệp khá đa dạng và mang lại hiệu 

quả kinh tế  cao.
-  Các chê phàm enzym không tan trong công nghệ thực phẩm: catalasc để 

khử trùng sữa, glucoisomerase đê đồng phân hóa sản xuất fructose, glucooxydase 
đế sản xuất acid glutam ic,...

-  Sử dụng aminoacylase cô định đê sản xuất acid amin, sản xuất L-acid aspartic 
bằng aspartase cô định, sản xuất nhóm penicillin acid 6--amino penicillinic (6 -APA) 
bằng enzym cô định penicillinamidase,...

Trong kỷ thuật sinh hóa
Ngày nay người ta  sử dụng phương pháp phân tích bằng enzym dựa trên 

điện cực tiếp xúc với dung dịch nghiên cứu có chứa cơ chất của enzym, trong lớp 
điện cực sẽ xảy ra  phản ứng enzym. Bằng cách này, ngưòi ta  đã xác định liên tục 
nồng độ glucose nhờ glucooxidase không tan. Clark cũng dựa vào nguyên tắc này 
đê ra phương pháp xác định methanol, ethanol trong nước và hơi nước nhờ điện 
cực alcoloxydoreductase cố định.

Trong bảo vệ môi trường
Chất thải của các nhà máy chê biến thực phấm, rượu, bia,... là nguồn ô nhiễm 

nặng cho môi trường do giàu hữu cd. Việc sử dụng enzym cô định đế xử lý những 
chất th ả i đó làm  giảm th iểu  hàm  lượng hữu cơ trước khi th ả i ra  môi trường 
bên ngoài.

6.4. V ật  l iệ u  cô  đ ịn h

Vật liệu cô' định (hay chất mang) và phương pháp cô định là hai yếu tô' quyết 
định hiệu quả của quá trình  cô định. Đặc điếm và tính  chất của chất mang là cơ 
sở đế lựa chọn phương pháp cô’ định enzym. Không có chất mang nào thích hợp 
cho tấ t cả các loại enzym và cũng không có enzym nào thích hợp với tấ t cả các 
loại vặt liệu cô’ định.

Yêu cầu dôi với ch ất  m ang
Chất mang được sử dụng trong kỹ th u ậ t cô’ định enzym cần đáp ứng một sô 

yêu cầu sau:
-  Chất mang phải rẻ tiền, dễ tìm  hoặc dễ tống hợp.
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-  C hất m ang phải có tính  cơ lý ôn định, bền vững đê chịu được các tác động 
trong quá trình  cô đ ịnh  enzym như khuấy trộn, lọc, rửa với các loại dung môi...

-  C hất m ang phải bền vững vê m ặt hóa học, không hòa tan  trong môi trường 
phản  ứng.

-  C hất m ang phải có diện tích bề m ặt lớn, có khả năng trương nở trong môi 
trường nhằm  vừa làm  tăng  tỷ lệ cô’ định của enzym lên chất m ang vừa làm tăng 
khả năng tiếp xúc của cd chất với enzym cô’ định.

Không có một ch ấ t m ang lý tưởng đáp ứng tấ t  cả các yêu cầu trên , tùy  vào 
enzym và yêu cầu xúc tác đế thử  nghiệm  thăm  dò và lựa chọn ch ấ t m ang phù 
hợp.

P h â n  loại c h â t  m a n g  

C h ất m an g  hữu cơ

Loại chấ t m ang này dược chia làm hai nhóm gồm polyme tự  nhiên và polyme 
tống hớp. Chúng thường có các nhóm hoạt động hóa học như -N H 2, -COOH, — 
OH, —SH,... nên khả năng  gắn kết với enzym tương đôi tốt.

Chất mang là polym e tự nhiên:
C hất m ang loại này có tín h  tương thích sinh học cao với enzym nhưng kém 

bền vững với các tác n hân  môi trường, dễ bi vi sinh vật phân  hủy.
Các polysacchride như cellulose, agarose, dextran, sephadex, gelatin, 

collagen,... và các dẫn xuất của chúng là nhóm chất m ang đang được sử dụng 
khá rộng rãi.

Các protein như gelatin, keratin , album in cũng thường được sử dụng. Nhóm 
này dễ tạo màng, tạo h ạ t và có nhóm chức năng là —NH2. Vì vậy chúng thường 
được dùng b ắ t giữ enzym  với tác n hân  nối là glutaraldehyd. Nhược điểm của 
nhóm này là kém bền, dễ nhiễm khuan.

Chát mang là polym e tổng hợp:

Các polyme này ôn định và bền vững về tính  chất cơ lý, độ trương nở tốt, có 
thê điểu chỉnh được kích thước lỗ. Chúng không bị phân hủy bởi vi sinh vật và 
các tác nhân môi trường. Nhược điểm là giá th àn h  cao, khả năng  tương thích 
sinh học kém, không phân hủy trong tự nhiên.

Hiện nay có rấ t  nhiều  polyme và dẫn xuất polyme tổng hợp được sử dụng để 
cô’ định enzym như polyacrylamid, polyvinylacetat, polystyren, polypropylen, 
polyethylen,...

Chất mang uô cơ

Các chất m ang thuộc loại này bền vói tác động bên ngoài, không bị phân hủy 
bởi vi sinh vật, có cấu tạo xôp, phân tử  nhỏ, mịn nên dễ hấp phụ enzym. Tuy
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nhiên, chúng gắn kết với enzym yếu, chỉ phù hợp với các phương pháp cố định 
vật lý. Chất mang loại này tương đôi rẻ tiền và dễ tìm.

Các chất mang vô cơ thường được sử dụng: các oxid kim loại (silic oxid, nhôm 
oxid, magic oxid,...), một sô muôi (CaCO„ CaS0.|.H 20 , IC,C.,0.„ N a^so .ị ,  KNO,, 
NaCl, EDTA—Na.,,...), thủy tinh xôp, zeolit, kaolin, bentonite,...

B ả n g  6 .8 . S o  s á n h  m ộ t s ố  p h ư ơ n g  p h á p  c ô  đ ịn h

Phương pháp  liên  kèt vớ i ch ấ t m ang P hương pháp  kh ác

Đ ặc tính Hấp phụ  
vậ t lý

L iên  kết 
ion

Liên  kết 
đ ốn g  hóa tr ị

L iên  kèt 
chéo

B ắ t g iữ

Kỹ thuậ t D ễ Dễ Khó Khó Khó

H oạt tinh e n z y m T h ấ p C a o C a o T ru n g  binh C a o

Tinh đ ạ c  hiệu c ơ  c h ấ t K h ô ng  đổi K h ôn g  đổi T h ay  đổi T h a y  đổi K h ô ng  đổi

Lực liên kết Y ếu T rung  bình M ạnh M ạn h M ạn h

Khả n ă n g  tái cô  định C ó  th ể C ó  th ể K hỏng K h õn g K h ôn g

Khả n ă n g  ừng  dụ n g T h ấ p T rung  binh Trung binh T h ấ p C a o

Chi phi c ố  định T h ấ p T h ấ p C a o T ru n g  bình T h ấ p

6.5. C ác  p h ư ơ n g  p h á p  cô  đ ịn h  e n z y m

Tiêu chi của việc cô định là sao cho chất xúc tác đã cô định vào chất mang 
thì không thê tách ra mà không có sự phá hủy hoạt tính  enzym hay chất mang. 
Tuy nhiên, trong nhiều trường hợp người ta vẫn áp dụng các phương pháp có 
tính thuận nghịch. Đe cố định một enzym bất kỳ cần phải thực hiện tuần  tự các 
bước sau đây:

-  Chọn chất mang phù hợp vối enzym cần gắn kết vối nó
-  Hoạt hóa ch ấ t mang cho khả năng gắn tốt hơn
-  Áp dụng kỹ th u ậ t cô định phù hợp với enzym và chất mang đã chọn
Dựa vào bản chất các liên kết giữa chất mang và enzym, người ta phân loại các 

phương pháp cô định như sau:

6.5.1. Các phương p h á p  c ố  (lịnh enzym  thuận  nghịch
Enzym cô' định bằng phương pháp này có thể tách  ra  khỏi chất mang ngay ở 

điều kiện bình thường. Phương pháp này được sử dụng với những lý do kinh tế, 
vì khi hoạt tính của enzym cô định .suy giảm thì chất mang có thê được tá i sử 
dụng để nạp lại enzym mối. Giá thành  của chất m ang thường là yêu tô’ chủ yếu 
quyết định giá thành  của enzym cô định. Sự cô định enzym thuận  nghịch đặc 
biệt quan trọng đôi với việc cố định các enzym không ôn định và việc ứng dụng 
trong các hệ thông phân tích sinh học.
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I láp phụ Liên kết ion kim 
loai hoặc chelate

^Ị>M c-TẼT

<^>M e-fẼT

^> M e-T Ẽ T

Liên kêt ion

+ - C H  
+ - C H  

+ - C H
Liên kết disulílt

s - s - c n

s - s - c n

S - S - C Ẽ T

W|-C nLiên kẽt ái I

Hình 6 .6 . Các kiểu cô định thuận nghịch chính

Đặc điểm của enzym cô định theo các phương pháp này:
-  Các bước thực hiện dễ dàng, đ iểu  kiện nhẹ nhàng.
-  Phương pháp này ít gây ảnh  hưởng đến enzym so với các phương pháp cô 

định khác vì việc gắn kết chủ yếu dựa vào liên kết hydro và lực van der Waals.
-  Hoạt tính  enzym cô’ định thường cao.
-  Độ liên kết giữa enzym và chất mang trong phương pháp này lỏng lẻo nên 

enzym dễ hòa ta n  trở lại, liên kết dễ bị cắt đứt khi có các tác động cơ học hoặc 
tác động của môi trường.

-  Hiệu su ấ t cô định enzym lên chát mang không cao.
Một số phương pháp cô định enzym không thuận  nghịch:

Hấp phụ

Đây là phương pháp cô định đơn giản nhất, dựa trên  sự hấp phụ vật lý hoặc
liên kết ion. C hất hấp phụ và enzym được trộn lẫn với nhau  trong một khoảng
thời gian n h ấ t định đê sự hấp phụ xảy ra nhò tương tác bề m ặt như liên kết 
hydro, lực van der W aals, cầu nôi ion, tương tác kỵ nưóc.

Liên kết ion

Sự cô định này dựa vào nguyên lý tương tác pro tein-ligand  được sử dụng 
trong sắc ký. C hẳng hạn, một trong những ứng dụng của nguyên lý sắc ký trên  
enzym cô định th u ậ n  nghịch là sự trao đổi ion. Mặc dù phương pháp này đơn 
giản và thuận  nghịch nhưng khó tìm  được các điều kiện đê enzym vẫn bền vững 
và hoạt tính  hoàn toàn.
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Nguyên lý ái lực giữa các phân tử  sinh học được ứng dụng vào việc cô định 
enzyni. Tính chọn lọc đặc biệt của tương tác này chính là lợi điểm của phương 
pháp. Tuy nhiên, quy trình  này thường sử dụng các ligand có ái lực (kháng thể, 
lectin) có giá thành  cao.

Liên kết disulfide
Phương pháp này đặc biệt vì mặc dù là một liên kết đồng hóa trị bền vững 

hình thành  giữa chất mang và enzym, nhưng nó có the bị phá võ bằng phản ứng 
với một tác nhân phù hợp như dithiothreitol dưới những điều kiện nhẹ nhàng. 
Thêm vào đó, khả năng phản ứng của các nhóm thiol có thê điều chỉnh theo sự 
thay dổi pH.

6.5.2. Các phương p h á p  c ố  d in h  enzym  không th u ận  ngh ịch
Cô định không thuận  nghịch nghĩa là các chất xúc tác sinh học đã gắn kết 

với chất mang không thế tách ra  khỏi nhau, sự tách ra  sẽ phá hủy hoạt tính sinh 
học của enzym hoặc chất mang. Quá trình  cô định enzym không thuận nghịch 
thường được tiến hành bằng các cách như liên kết đồng hóa trị, bắt giữ, tạo vi 
nang bao, liên kết chéo.

Liên kết ái lực

Hình 6.7. Các kiểu cô định không thuận nghịch chinh 

Phương p h á p  g ắ n  enzyrn bang liên  kết dồn g hóa tr i  với c h ă t m ang

Phương pháp này dựa vào ái lực giữa enzym và chất m ang để tạo phức giữa 
enzym -  chất mang bằng liên kết cộng hóa trị. c ầ u  nối này có kích thước vừa 
phải, một đầu gắn với chất mang polyme, đầu kia gan với enzym. Điều cơ bản dê 
gắn enzym và chất mang là bàng cách nào để các nhóm thế hiện hoạt tính  của 
enzym không bị tham  gia vào phản ứng gắn kết. Một ưu diem của phuơng pháp
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này là liên kết tự nhiên được hình thành  giữa enzym và chất mang bền vững nên 
enzym không thể tách ra  và di vào dung dịch trong lúc sử dụng.

Phán ứng được tiến  hành  trong điều kiện nhẹ nhàng  để không làm  biến 
tính enzym. Quá tr ìn h  gắn kết giữa enzym và chất m ang có thê tiến hành  theo 
hai cách sau:

-  Liên kết trực tiếp: nếu chất m ang có chứa các nhóm có khả năng gắn trực 
tiôp với nhóm am in của protein trong enzym thì các phân tử enzym sẽ gắn vào 
chất m ang bàng liên kết đồng hóa tr ị tạo thành  một cao phân tử không hòa tan.

-  Liên kết gián tiếp: chất m ang liên kết vối enzym thông qua chất trung 
gian (chất hoạt hóa). Kiêu này dược sử dụng khá phổ biến, quá trình  này xảy ra 
theo hai giai đoạn:

+ Giai đoạn 1 : hoạt hóa chất mang bằng cách gắn chúng lên những nhóm chức 
có khá năng phản ửng tô’t hơn.

+ Giai đoạn 2 : tạo liên kết giữa các nhóm chức gắn lên chất mang với enzym.
Thông thường, các chấ t hoạt hóa gồm hai nhóm chức ở hai đầu phân tử 

tương tự  nhau, khi phản  ứng th ì một nhóm tác dụng vỏi enzym còn một nhóm 
tác dụng với chất mang. Chang hạn  như glutaraldehyd cũng hay được sử dụng 
làm cầu nôi để gắn enzym vì nó chứa hai nhóm -CH O  ở hai đầu, ở pH trung  tính 
sẽ liên kết được với các nhóm am in —NH 2 tự  do.

Người ta  thường dùng các phương pháp sau để hoạt hóa chất mang:
-  H oạt hóa chấ t m ang bằng glutaraldehyd: dùng đê hoạt hóa chất mang có 

chứa nhóm am in như  polyacrylam id, am ino ethyl cellulose, chitin, chitosan,...

-  H oạt hóa chấ t m ang bàng cyanogenhalogenide: chất hoạt hóa này thường 
dùng cho các chấ t m ang có chứa nhóm -O H  như các polysaccharide (cellulose, 
dextran, agarose,...).

Glutaraldehyd
---rt

Oligoglutaraldehyd

H2N— cnzym

H C =  Q HC =  0  H C = 0

enzym enzym

H C = 0 H C = N H C = N

I IN—enzym
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Cyanat cster
o

0 H  + CN B r — 0 — C = N II
— 0 — C - N H ,

— O ll — OM — OH

Matrix

H2N — enzym

NH 
II

- o —  c— N il— cnzym 

-O H

Isourea-enzym

Carbamat

cx 
1— 0 '

Imidiocarbonat

; c = n i i
H2N —  c

o
-o —  c — N il— enzym 

— OH

Carbamat-enzym

-  Hoạt hóa chất mang bằng phản ứng diazo: hoạt hóa các chất mang có chứa 
nhóm am in vòng như polyaminostyrene, aminobenzen cellullose...

-  Hoạt hóa chất mang bằng phương pháp azid: dùng hoạt hóa các chất mang 
có chứa nhóm -COOH như carboxymethylcellulose. Giá thể được chuyển hóa 
thành  dẫn xuất m ethylester, sau đó chuyển hóa thành  hydrazit khi phản ứng 
với hydrazin và cuô"i cùng là azid. Azid phản ứng với enzym ở điểu kiện nhiệt độ 
thấp 0"C -  5“C, pH 7-8.

-  Hoạt hóa chất mang bằng carbodiimide: dùng hoạt hóa chất mang có chứa 
nhóm -COOH. Khi có m ặt N,N-dicyclohexilcarbodiimid, enzym dễ dàng liên kết 
cộng hóa trị với chất mang. Phản ứng xảy ra  ở môi trường acid yếu (pH 5). Đây 
là phương pháp cố định những enzym phản ứng trong môi trường acid như 
amylase, pepsin, cellulase.

Carbodiimid 

R,— N =  C = N - R 2 

+
o
II

— C—O H ----------*

o
II

-C -

H 2N — enzym

tNH
ì

-C

Ọ 
II

— C - ■NH— enzym

Matrix
O R| O
TT I II

— C — N — C— N il— R i
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-  Hoạt hóa chất m ang bằng phương pháp alkyl hóa: nhóm halogen trên  vật 
liệu cô dịnh dễ dàng phản ứng với nhóm amino, nhóm sulfihydryl của enzym. 
Những chất mang halogen acetyl cellulose có thể hoạt hóa theo phương pháp này.

Chất mang sử dụng trong phương pháp này là polyme hữu cơ, cellulose và 
các dẫn chất Cellulose (CMC, DEAE), agarose ở những dạng cải biến khác nhau, 
polyme tông hợp (polyacrylamid, Polyure than),  chất vô cơ (silicagel, Al(OH) j),... 

Phương p h á p  b ắ t g iữ  enzym  vào kh uôn  gel

Phương pháp này dựa trên  nguyên tắc sự hú t giữ của enzym vào một mạng 
lưỏi mà cơ chất và sản phẩm đi qua được nhưng không cho enzym khuếch tán 
vào môi trường. Kích thưỏc lỗ trên  m ạng lưối được kiếm soát sao cho đủ nhỏ đe 
enzym không thoát ra  được, mạng lưới chất trùng  hợp càng nhỏ enzym sẽ được 
giữ chặt hơn.

Một sô phương pháp bắt giữ enzym:

-  Tạo gcl nhờ liên kết ion giữa những phân tử có khôi lượng phân tử lớn với 
ion đa hóa trị. Ví dụ: alginate, CMC, alginate và CMC...

-  Tạo gel nhò thay  đổi nhiệt độ. Ví dụ: agarose, gelatin ...

-  Tạo mạng lưới của các polyme nhân  tạo dưới tác động của hóa chất, hoặc 
các tác nhân quang hóa. Ví dụ: Polyacrylamid...

-  Tạo ra  chất m ang nhờ sự kết dính của các chất không tan  trong dung môi.

Phương pháp này có thể tiến hành bằng cách trộn lẫn enzym với polyme sau
đó tạo liên kết giữa polyme và các ion đa hóa trị đề tạo thành  cấu trúc mạng lưới 
giữ enzym. Bên cạnh đó có thê cô định bằng cách trộn enzym vối monomer và các 
chất khâu mạch, các monomer sẽ liên kết với nhau tạo thành  polyme và nhốt 
enzym vào các khe hở của mạng lưới. Phương pháp này được sử dụng rấ t phổ 
biến. Enzym thường được nhô’t trong gel Polyacrylamid, polyhydroxymethacrylat, 
polyvinylpyrolidone.

Với phương pháp này, enzym ít  bị biến đổi trong quá tr ìn h  cô định. Hiệu quả 
của việc nhốt enzym và hoạt tín h  của enzym cô' định phụ thuộc vào thành  phần 
và tính chất của gel. Nhược điểm của phương pháp là khả năng tiếp xúc với cơ 
chất của enzym kém, chỉ những enzym ỏ bê' m ặt gel tiếp xúc được với cơ chất nên 
hoạt tính enzym sau cô định thường thấp.

Phương p h á p  tao  vi n an g  bao (m icroen capsu la tion )

Enzym được giữ trong các bao vi thê có màng bán thấm  dày 200 A (cellulose, 
polysaccharid). Lớp m àng này cho phép cơ chất và sản phẩm  phản  ứng enzym 
được qua lại tự do nhưng các phần  tử  enzym không thê qua lại được vì kích 
thước phân tử quá lốn.
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Như vậy, nêu cơ chất có phân tử  lượng quá lớn cũng không thê qua lại màng 
được nên không thể thực hiện phản ứng vỏi enzym được. Ta cũng có thể tạo vi 
nang bằng m àng thể  lỏng. M àng thể lỏng có một pha không tan  trong nước cấu 
tạo từ  các chất diện hoạt, dung môi hữu cơ và các chất ổn định.

Quá trình  cô định enzym diễn ra  liên tục, các vi nang được tạo thành  có diện 
tích bề m ặt lân nên khả năng tiếp xúc của enzym với chúng cao. Phương pháp 
này cho phép giữ enzym trong dung dịch gần giông với enzym tự do. Phương pháp 
tạo vi nang dùng đế cố định hệ đa enzym rấ t tiện lợi.

Giữ enzym  bằn g  m à n g  siêu  loc

Enzym được hòa tan  tự  do trong dung dịch và tiến hành  phản ứng enzym 
ngay trong dung dịch này. s ả n  phẩm phản ứng được tách ra  nhờ màng siêu lọc 
chọn lọc, còn cơ chất và enzym được giữ lại ở phía bên kia của màng. Các màng 
siêu lọc này được tạo từ  polyme tự  nhiên hoặc tổng hợp.

A nh h ư ở n g  c ủ a  sự  cô đ in h  đ ế n  h o ạ t tín h  củ a  enzym
Khi gắn vào chấ t mang, enzym sẽ bị giới hạn hoạt động trong phạm vi môi 

trường xác định, lúc đó cấu trúc  không gian của phân tử  enzym có thể bị thay đổi 
nên có thế làm  biến đổi một sô’ tính  chất của enzym ban đầu. Ví dụ có thể thay đối 
khoảng pH hoạt động, nh iệ t độ hoạt động, tính đặc hiệu của enzym cũng như 
hằng sô Michoelis. T at nhiên những thay đôi này phụ thuộc nhiều vào bản châ”t 
của chất mang. Nói chung, enzym cô định thường trở nên bển hơn vỏi các yếu tô 
gây biến tính  nhưng độ hoạt động riêng thường thấp hơn enzym ban đầu.

H oat tín h  enzyrn cô d in h  p h u  thuôc vào bản ch ấ t của ch ấ t m ang
Khi enzym được giâi hạn  trong phạm vi môi trường chất m ang xác định sẽ 

xảy ra  một sô kiêu tương tác khác nhau của chất mang lên môi trường hoạt động 
vi mô bao quanh phân  tử  enzym cô định.

-  Kiểu thứ n h ấ t gọi là “hiệu ứng phân phối”: chất mang polyme nhờ những 
tính chất đặc trư ng  sẽ lôi kéo tối bê m ặt của nó hoặc đay khỏi cơ chát các sản 
phẩm phản ứng và các chất khác làm tăng hay giảm tương đôi néng độ của 
chúng trong phạm  vi môi trường vi mô nằm sát cạnh enzym.

-  Kiểu thứ  hai gọi là “hiệu ứng ngăn chặn”: bản thân  chất mang polyme 
ngăn cản sự khuếch tá n  tự  do của các phân tử  hướng tới enzym (trong đó có cơ 
chất) cũng như đi khỏi enzym (trong đó có sản phẩm phản ứng). Từ đó ảnh 
hưởng trực tiếp hay gián tiếp đến hiệu quả xúc tác của enzym.

C hất m ang phân  tử  lượng càng lớn thì càng làm giảm đáng ke hoạt tính 
enzym gắn vào dó so với chấ t mang có phân tử  lượng càng nhỏ. Điều này được 
giải thích bởi sự cản trở không gian của phân tử chất mang đối với phân tử cơ 
chất trong vùng trung  tâm  hoạt động của enzym.
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flo a t tín h  enzym  cô d in h  ph u  thuỏc vào sự  k h u ếch  tá n  củ a  cơ chát, sản  
ph àm  vả các p h â n  tủ  lihác

Tốc- độ khuếch tán  của cơ chất, sản phẩm  và các chấ t khác phụ  thuộc vào các 
yếu tô: kích thước lỗ gel của chất mang polyme, trọng lượng phân  tử  của cơ chất, 
sự sai khác do “hiệu ứng phân phôi” (sai khác vê nồng độ, pH, n h iệ t độ hoạt 
động...), trong đó hai yếu tô’đầu đóng vai trò quan  trọng nhất.

T ự  L Ư ỢN G  GIÁ

1. Thê nào là tính  chọn lọc không gian của chấ t xúc tác, ứng dụng của nó.
2 . Ưu nhược điểm của các kỹ th u ậ t lọc trong chiết tách  và cô đặc protein.
3. So sánh các phương pháp cô định enzym.
4. Loại sắc ký -  nguyên lý tách nào sau đây k h ô n g  đúng?

A. Trao dồi ion — điện tích

B. Ái lực -  hấp phụ
c. Phân bô -  tính  phân  cực 
D. Lọc gel — kích thước phân  tử

5. Phương pháp cố định nào có tính  thuận  nghịch?
A. Bắt giữ 
]?. Tạo vi h ạ t bao 
c. Liên kết chéo 
D. Liên két ion
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ỨNG DỤNG ENZYM TRONG NGÀNH DƯỢC

B ài 7

MỤC TIÊU
1. Trình bày được các yêu cầu và vấn đề cần giải quyết đối với enzym dùng 

trong trị liệu.
2. Nêu và cho được các ví dụ các kiểu liệu pháp enzym.
3. Trình bày được một số  quy trinh sản xuất thuốc sử dụng xúc tác enzym.

1. ENZYM T R Ị L IỆ U

1.1. Y êu cầu  đố i với e n z y m  d ù n g  tr o n g  trị l iệu

Có ba lĩnh vực sử dụng enzym trong điêu trị: (1) thay thê các enzym bị m ất 
ha)' kém chức năng do bệnh di truyền; (2 ) thay thê enzym bị m ất hay kém chức 
năng do một bệnh mác phải ở các cơ quan chịu trách nhiệm tổng hợp chúng; và 
(3) cung cấp một tác dụng sinh học đặc hiệu do đặc tính  xúc tác của enzym. 
Ngoài ra, một số enzym được dùng trong điều trị hỗ trợ khi phôi hợp vói các liệu 
pháp khác, hay đế giải độc máu hoặc mô.

Đê có hiệu quả điếu trị enzym cần thỏa các yêu cầu:
-  Phải đến được vị trí tác động của chúng trong cơ thế hay mô.
-  Phải có hoạt tính  trong các điều kiện môi trường tại nơi tác động. Điều này 

bao gồm sự có m ặt của cơ chất hay đồng cơ chất, th ế  oxy hóa khử, pH, sự hiện 
diện (hay bão hòa) của chất ức chế.

-  Chúng phải đủ bển đê có được các thông sô’ dược động học cần thiết, ví dụ 
nồng độ /mức hoạt tính  trong khoảng thòi gian thích hợp.

-  Độ tan thỏa mãn yêu cầu nếu được dùng theo đường tiêm bắp hay dưới da.
-  Độ tinh  khiết đủ cao để không có các tác dụng phụ không mong muôn do 

tạp chất, ví dụ nội độc tô' vi khuẩn, chí nhiệt tô*.
-  Có hiệu quả điều tr ị dựa trên hoạt tính đặc hiệu của enzym được dùng.
Dĩ nhiên, vì được dùng làm thuôc nên enzym còn phải đáp ứng nhiều yêu cầu 

khác như các thuôc thông thường:
-  An toàn đôi với bệnh và chỉ định điều trị. Điều này có nghĩa là hiệu quả 

của liệu pháp phải cao hơn bất kỳ phản ứng phụ nào, đặc biệt đôi vổi các biên 
chứng về miễn dịch học.
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-  H iệu quả của liệu pháp phải được chứng m inh bằng các thử  nghiệm lâm 
sàng có kiếm soát bởi cơ quan có thấm  quyền theo các quy định hiện hành.

-  Dạng sử dụng th u ận  tiện. Điều này tùy  thuộc loại bệnh được điều trị. Ví 
dụ. dế điều tr ị các bệnh nguy hiểm tính  m ạng th ì tính  tiện  dụng không quan 
trọng như khi dùng điều trị rối loạn tiêu hóa.

1.2. G iả i  q u y ế t  c á c  v â n  đ ề  đ ặ c  th ù  c ủ a  t h u ố c  p r o t e in

Do bản chất là protein nên enzym không được xem như một thuốc lý tưởng vì:
-- Không ôn định: enzym là peptid nôn hiên nhiên không bền với nhiệt, pH 

cực đoan, châ’t gây biên tính , và dỗ bị phân hủy sinh học. Điều này dẫn đến thòi 
gian lưu thông ngắn và thời gian bán hủy trong cơ thè cũng ngắn, ví dụ bị thủy 
phân ò dạ dày do dịch vị hay ở ruột hay gan.

-  Các chất ức chê nội sinh có thể hiện diện trong cơ thế, đặc biệt là trong 
máu, có the dẫn đôn sự ức chế hoạt tính của enzym.

-  Sinh khả dụng: do bê m ặt phân tử của enzym tan  có tín h  thân  nước, nên 
nói chung nó không thê di qua m àng tế  bào (kỵ nưỏc). Đa sô thuôc enzym không 
có sinh khả dụng đường uống, trừ  khi enzym được dùng cho các điều trị tạ i chỗ. 
Do dó, phải đưa thuôc vào qua các đường tĩn h  mạch, tiêm  bắp hay dưới da. 
Trong một sô trường hợp có thể dùng đường h ít đe điều tr ị các bệnh trên  đường 
hô hấp.

-  T ính thấm  tê  bào: bởi vì enzym không đi vào mô thông qua th à n h  ruột hay 
vào tê bào người từ  máu, các thuôc protein không thích hợp cho các điếm tác 
dộng nội bào. Do vậy, hiện nay các liệu pháp enzym th à n h  công chỉ giói hạn 
trong các bệnh ngoại bào như dùng tạ i chỗ, giải độc, và các bệnh hiểm nghèo 
trong phạm  vi hệ tu ầ n  hoàn. Hầu hết enzym hiện dùng trong các liệu pháp 
thuộc họ hydrolase.

-  T ính chấ t gây miễn dịch: các protein không phải của ngưòi là chất lạ đối 
vối cơ thế nên có thế gây đáp ứng miễn dịch. Khi được tiêm  vào máu, chúng có 
thê kích thích th àn h  lập kháng thể và các đáp ứng miễn dịch tế  bào. Điều này có 
thổ ngăn cản việc dùng lặp lại của thuốc (trong khi đối với vaccin th ì tính  gây 
miễn dịch là một yếu tô’cần th iế t đê protein dùng làm vaccin có hiệu quả). Trong 
một sô trường hợp, các enzym không phải của ngưòi được sản  xuất bằng kỹ 
th u ậ t tá i tổ hợp di truyền  sẽ ít gây miễn dịch hơn các enzym tự nhiên, có lẽ do độ 
tinh khiết cao hơn và quá trìn h  tinh  chế ít gây biến tính  protein hơn. Tuy nhiên, 
ngay cả với các protein tá i tố hợp của ngưòi, tính  gây miễn dịch vẫn C5 thê là 
một vấn đề nếu protein đột biến (mutein) được sử dụng, hoặc nếu quá tr ìn h  sản 
xuất không đảm  bảo loại bỏ được các protein gập không đúng.

-  Phản ứng dị ứng có thố xảy ra  khi h ít phải bột enzym, đặc biệt là các 
protease.
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-  Sản xuất và kiếm định: enzym là các phân tử  phức tạp  đòi hỏi các quy 
trình sản xuất rác rối, dẫn đến giá thành  sản  xuất cao. Hơn nữa, số phương 
pháp kiêm định enzym hav protein cũng giới hạn, ngay cả vói các phương tiện 
kỹ thuậ t tân  tiến hiện nay. Điều này làm  cho việc kiểm nghiệm sản phẩm trỏ 
nên khó khăn.

Mặt khác, có một sô’ điểm thuận  lợi trong việc dùng enzym để điều trị:
-  It tác dụng phụ hơn (bao gồm tác động gây quái thai) so với thuốc thông 

thường.

-  Thời gian phát triển  ngắn: vối các tiến bộ về thuôc protein tái tổ hợp trong 
những năm 1980, thời gian để nghiên cứu và phát triển  của một thuốc enzym 
mối ngắn hơn đáng kể và tỷ lệ th ấ t bại trong quá tr ìn h  thử  nghiệm lâm sàng 
hay tiền lâm sàng thấp  hơn so với các thuốc thông thường.

Do dó, nhiều thử thách đang đặt ra đối với nỗ lực phát triển  các enzym 
thành liệu pháp điều trị:

-  Cải thiện tính  ôn định: nhiều cách tiếp cận để kéo dài tuổi thọ thuôc như 
liên hợp vối polyethylen glycol (PEGylat hóa); liên kết chéo hóa học; phát triển 
của hệ thông phóng thích có kiểm soát hay trữ  thuốc. Ví dụ, tạo vi nang enzym 
trong các polyme như đồng polyme poly (lactid) — poly (glycolid), hay bao enzym 
trong các liposom nhân tạo hay xác tế  bào máu; hoặc các vị tr í nhận thụ thể 
bằng cách th iế t k ế  các enzym đột biến.

-  Giảm tính gây miễn dịch. Ví dụ, bằng cách biến đổi hóa học (PEGylat hóa) 
hay di truyền để che hay loại bỏ các epitop trên  bê' m ặt protein có thể bị nhận 
diện bởi hộ thống miễn dịch.

-  Hướng đến mô hay tê bào một cách đặc hiệu. Điểu này có thể được thực 
hiện bằng cách biến đôi vối các nhóm đường có thế được nhận  diện tồ i các thụ  
thế tê bào gan, hay tạo dung hợp di truyền với “chất định hướng đích” như các 
peptid nhận diện hay các phần của kháng thể. M ặt khác, có thể gán kháng thế 
vào enzym đặc hiệu vói đích tác động.

-  Cải th iện  khả năng xâm nhập mô bằng cách giảm kích thước phân tử (các 
thể đột biến) hay dung hợp với các tr ìn h  tự  làm trung  gian xuyên màng.

1.3. N g u ồ n  e n z y m  v à  c á c  h ệ  t h ố n g  sả n  x u ấ t

Enzym từ  các nguồn không phải của người như vi khuẩn, nấm , đòng vật và 
nọc rắn  đã được dùng cho mục đích trị liệu từ rấ t lâu. Do tính gây miễ .1 dịch, các 
enzym này chỉ được dùng cho các vị tr í bên ngoài như tiêu hóa hay dùng ngoài 
da. Trong các trường hợp này, độ tinh  khiết, nguồn gốc, và liều dùng c ia  các chê 
phẩm enzym không quá khắt khe.

Việc tinh chế enzym từ  người với lượng đủ để sử dụng điều trị ha.\ thậm  chí
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chỉ dư đê thử  nghiệm lâm  sàng là một thử  thách lớn về m ặt công nghệ. Mặc dù 
vậy, một sô enzym ngưòi lấy từ  máu, nước tiếu, nhau  thai hay nuôi cấy tê bào đã 
được áp dụng trong lâm sàng, như các phân  đoạn máu, các yếu tô’ đông máu, 
urokinase, imiglucerase, và các enzym khác. Bên cạnh nguồn cung cấp hạn chê 
của nguyên liệu, một vấn đê lớn của việc lây enzym từ  người là nguy cơ nhiễm 
virus. Do đó, từ  những năm  1980, các enzym của người có nguồn gốc tái tô hợp 
được ưa chuộng hơn.

Với các sản phẩm protein dùng đe điều trị thay thê th ì các protein tá i tô hợp 
giông hệt protein của người được sử dụng là chủ yếu, nhưng hiện nay xu hưống 
chiếm ưu thê là phát trien  các protein “th ế  hệ hai” trong đó trinh  tự  acid amin 
dược thay đồi có chủ định nhằm  cải th iện  hiệu quả và tính  an toàn trong điều 
trị, hay đê cải thiện năng  suấ t sản  xuất.

Một khía cạnh quan trọng của việc sản  xuất các enzym tá i tô hợp dùng trong 
diều trị là lựa chọn hệ thông biêu hiện. Hầu hết các enzym của người ở dạng tự 
nhiên đểu trả i qua quá trìn h  biến đồi hậu  dịch mã như glycosy hóa, phosphory 
hóa, acetvlat hóa, myristoy hóa, hay xử lý cắt bằng protease. Nếu tê bào chủ 
dùng đê sản xuất sản phẩm  tái tồ hợp không phải là tê bào nguyên thủy sản 
xuất ra  enzym tương ứng th ì quá tr ìn h  biến đôi hậu dịch mã có thê khác di. Điều 
này có thể ảnh hưởng đến đặc tính  dược động học, dược lực học và tính  chất gây 
miễn dịch của enzym. Và các thay  đối này cần được nghiên cứu bằng thực 
nghiệm dối với từng trường hợp.

Hiện nay có nhiều hệ thông biêu h iện  được dùng để sản xuất các protein trị 
liệu:

-  Sản xuất từ  các dòng tế  bào người hiến nhiên là tố t n h ấ t vể phương diện 
biến dổi hậu  dịch mã nhưng có thể  gặp các vấn  đề về nhiễm  virus.

-  Sản xuất từ  các tê  bào động vật có vú (chủ yếu là tê bào buồng trứng  chuột 
đồng Trung Hoa (CHO) và tế  bào th ậ n  chuột đồng non (BHK)) cũng thường được 
dùng, đặc biệt đối với các protein cần được glycosy hóa mối có hiệu quả điều trị. 
Sự glycosy hóa ở tế  bào động vật có vú không giống tế  bào người về chi tiế t 
nhưng nói chung cũng tương tự.

-  Sản xuất từ  nấm  men (S. cerevisiae) có kiểu biến đổi hậu dịch mã khác 
nhiều so vói tê bào người; do đó, đến nay nó chủ yếu được dùng để sản  xuất các 
protein từ  nấm.

-  E. coli không thể  glycosy hóa sản phẩm , v ề  nguyên tắc, các hệ thông sản 
xuất với vi khuẩn có th u ậ n  lợi lớn vì chi phí thấp, hiệu quả kinh tê cao và không 
bị nguy cơ nhiễm virus. Tuy nhiên, vì các protein của sinh vật nhân  th ậ t thường 
không được gập đúng cách ở tê bào vi khuẩn, việc gập lại protein chính xác sau 
đó là cần th iế t đê thu  enzym có hoạt tính.
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-  sả n  xuất nhờ thực vật chuyên gen hay từ  sữa của các động vật chuyển gen 
đang được nghiên cứu và cho thấy nhiều triển vọng đặc biệt về năng suất hay 
các protein phức tạp  như yếu tô’đông máu VIII.

Hiện nay người ta  cũng đang nghiên cứu một thê hệ protein trị liệu thứ  ba, 
một kiêu liệu pháp gen, trong đó protein trị liệu không còn được sản  xuất bàng 
con đường lên men nữa mà bởi chính bệnh nhân, vì gen mã hóa cho protein đó 
được đưa vào và biêu hiện ngay trong cơ thế bệnh nhân.

1.4. M ộ t sô v í d ụ  l iệ u  p h á p  e n z y m  

Liệu p h á p  enzym  th a y  th ế

Adagen (Adenosine Deaminase, ADA của bò) được sử dụng để điều trị SCID 
(Severe Congenital ImmunoDeficiency), enzym cắt bỏ adenosine dư thừa hiện 
diện trong máu của các bệnh nhân mắc bệnh di truyền thiếu h ụ t enzym này, 
nên làm giảm độc tính  của chất này đôi với hệ miễn dịch. T hành công của phép 
diều trị nhờ vào việc xử lý enzym với PEG, chất này kéo dài thời gian tác động 
của enzym (enzym nguyên thủy có thòi gian bán hủy chỉ 30 phút), đồng thòi làm 
giảm phản ứng miễn dịch của cơ thê đôi với enzym.

Ceredase (chế phẩm  tiêm alglucerase) để điều trị bệnh Gaucher, một bệnh 
về tồn trữ  thê ly giải (Lysosomal Storage Diseases — LSD), là liệu pháp enzym 
thay thê đầu tiên trong đó một enzym ngoại sinh được định hưỏng chính xác đến 
nơi tác động của nó trong cơ thể. Brady và cộng sự đã cố tìm  cách thay th ế  
enzym glucocerebrosidase bị thiếu hụ t ở bệnh nhân mắc bệnh G aucher bằng 
enzym tương tự từ  nhau  thai. Sau đó công nghệ tá i tổ  hợp protein được áp dụng 
để sản xuất enzym này một cách hiệu quả hơn và enzym tá i tổ hợp đã được 
chuẩn y đế sử dụng vào năm  1994. Sự thành  công về m ặt thương m ại của enzym 
này đã mở đưòng cho các liệu pháp enzym khác, đặc biệt là đôi với các bệnh LSD 
khác. Ví dụ, bệnh Fabry là bệnh rối loạn tích lũy glycolipid do th iếu  enzym 
ơ-galactosidase. Bệnh này ảnh hưởng chủ yếu đến hệ thông mạch m áu và có thể 
gây suy thận, đau và đục giác mạc. Một liệu pháp sử dụng a-galactosidase tái tổ 
hợp được biểu hiện trong tế  bào buồng trứng chuột đồng T rung Hoa và một 
thuốc khác vói enzym tương tự được biểu hiện trong tế  bào người. Một sản phẩm 
thứ ba cũng đang được phát triển bằng cách biểu hiện trong tế  bào thực vật.

Các liệu pháp enzym thay thê cho các bệnh rối loạn tích lũy polysaccharid 
niêm mạc (muco—polysaccharide — MPS), một dạng bệnh trong nhóm LSD, cũng 
đang được triển  khai. Laronidase dùng để điều tr ị thay th ế  trong MPS I, do 
thiếu a —L—iduronidase, đã xong thử nghiệm lâm sàng giai đoạn III. Enzym 
N -acetylgalactosam ine-4-sulfatase đê điều tr ị thay thê trong hội chứng 
Maroteux—Lamy (MPS VI) cũng đã hoàn thành  thử nghiệm độ an toàn và hiệu
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quả. Bệnh H un ter (MPS II) do thiếu enzym iduronate 2 -su lfa tase  cũng đã được
thử nghiệm.

Bệnh Pompe, do rối loạn tích lũy glycogen loại II (GSDII), gây ra  do thiếu 
a -glucosiđase cũng đang được thử nghiệm với liệu pháp enzym. Bệnh chủ yếu 
gáy ánh hưởng đến hộ cơ. Enzym tái tồ hợp được sử dụng đế’ thử  nghiệm.

Ngoài các enzym tiêu hóa được sử dụng đường uống từ  rấ t lâu, ngày nay 
nhiêu bệnh enzym có thê được điều trị bằng enzym đường uông. Ví dụ, bệnh thiếu 
sucrase-isom altasc (Congenital Sucrase-Isom altase Deficiency — CSID) có the 
dược điều trị vỏi sacrosidase, là một ß-fructofuranoside fructohydrolase của 
Saccharomyces cerevisiae. Các bệnh nhân bị CSID không thô dùng đường mía 
thông thường, trong khi đó thuôc cung cấp enzym đế thủy phân đường giúp bệnh 
nhân có thể sử dụng các thực phẩm bình thường. Một bệnh khác là phenylketon 
niệu (Phenylketonuria -  PKU) cũng đòi hỏi chẽ độ ăn đặc biệt. PKU do thiếu hoặc 
mất onzvm phenylalanin hydroxylase, cần thiết đế chuyến phenylalanin thành 
tyrosin. Thuôc điều trị PKU có thê dùng đưòng uống chứa enzym phenylalanin 
amoniac lyase (PAL) tái tô hợp từ  nấm men.

Hỗn hợp các enzym tụy gồm các lipase, protease và am ylase được sử dụng 
trong diều tr ị bệnh rối loạn hấp thu  ở bệnh nhân mắc hội chứng suy giảm miễn 
dịch (AIDS). Các enzym này cũng được dùng đê điều tr ị chứng th iêu  năng tụy, 
một tình  trạn g  bệnh ảnh hưởng nhiều đến cốc bệnh nhân  bị xơ nang (Cystic 
Fibrosis -  CF). Lipase dùng trong hỗn hợp này có nguồn gôc từ  bắp chuyển gen.

Một peptidase được dùng để điều trị bệnh Celiac, rối loạn ruột non do bị phản 
ửng miễn dịch với protein gliadin có trong các sản  phẩm  lúa mì.

Ngoài ra , enzym còn có thể dùng qua đưòng hô hấp. Ví dụ như Pulmozyme 
(Dornase á) chứa một DNase được dùng để trị xơ nang (CF). D ornase a làm 
loãng chất nhầy tích lũy trong phổi của bệnh nhân  xơ nang.

L iệ u  p h á p  e n z y m  d ự a  v à o  đ ặ c  t ín h  x ú c  tá c  

Đ iêu tr ị  m ô bị tôn thương
Trước đây nhiều enzym thủy phân protein có nguồn gốc từ  thực vật hay vi 

khuẩn đã được nghiên cứu đổ thay th ế  việc chùi rửa vết bỏng, nhưng do chất 
lượng enzym chưa cao nên kết quả không khả quan.

Nhờ các công nghệ chiết tách và tinh  chế mối các enzym gần đây có chất 
lượng và độ tinh  kh iế t đủ cao để có ủng dụng trong lĩnh vực này. Một chế phẩm 
gel bôi chứa hỗn hợp các enzym chiết xuất từ  dứa đang được thử  nghiệm  lâm 
sàng để điều tr ị bỏng nặng và vừa. Vibrolysin tá i tô hợp, một enzym thủy  phân 
protein có nguồn gôc từ  một vi khuẩn  biển Vibrio proteolyticus được dùng đê 
loại bỏ các protein  bị biến tính  của da bị bỏng cũng đang được thử  nghiệm.
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Hoặc một enzym khác là collagenase clostridiopeptidase từ  Clostridium  cũng 
có triển  vọng.

Chondroitinase và hyaluronidase hứa hẹn có ứng dụng trong điều trị các tổn 
thương cột sông vì nó có the giúp phục hồi tủy sông bị tổn thương bằng cách loại 
bỏ chondroitin sulfat, vì chất này ức chế sự phát triển  của sợi trục và tích tụ 
trong tê bào thần kinh đệm.

D iêu tr ị  bệnh nhiêm

Lysozym từ  lâu được dùng như một chất kháng khuẩn  tự nhiên trong nhiều 
thực phẩm  và sản phẩm tiêu  dùng. Enzym này thủy phân  mạch carbohydrate 
trong thành  tê bào vi khuẩn. Lysozym và một sô’ enzym khác như RNase A và 
RNase u  cũng được chứng minh có hoạt tính chông H IV , hai enzym sau tác động 
bang cách phân hủy chọn lọc ARN của virus. Điêu này mở ra nhiêu triển vọng 
mỏi trong diêu trị virus thê kỷ.

Một enzym kháng khuẩn tự nhiên khác là chitinase, thủy phân chitin. 
Nhiều vi sinh vật bao gồm cả vi nấm, bào tử trùng  và giun sán có chứa chitin, do 
đó có thế  sử dụng chitinase đê diệt chúng. Nhiêu vi khuấn  như Streptococcus 
pneumoniae, Bacillus anthracis và Clostridium perfringens bị thủy phân bởi các 
enzym có nguồn gốc thực khuẩn. Bản thân  thực khuẩn cũng có tiềm năng sử 
dụng như kháng sinh, nhấ t là trong tình  hình vi khuẩn đề kháng vói kháng sinh 
ngày càng nghiêm trọng. 

n iê u  tr ị  ung thư

Các nghiên cứu gần đây cho thấy arginin deam inase PEGylate hóa, enzym 
phân hủy arginin, có thế ức chê u hắc tô ở người và u tế  bào gan. Cơ chê tác động 
dựa vào sự thiếu enzym arginosuccinate synthetase, enzym tông hợp arginin, ở 
các tế  bào ung thư. Do đó khi arginin bị phân hủy th ì các tế  bào ung thư sẽ chết 
do thiếu arginin; trong khi tế  bào thường ít bị ảnh hưỏng do tự tổng hợp được.

Một enzym được PEG ylate hóa khác là asparg inase cũng đã được dùng 
trong lâm sàng cho kết quả tố t hơn trên  trẻ  em bị ung thư  nguyên bào lympho 
cấp so với enzym nguyên thủy  từ  vi khuẩn. Tê bào thưòng có thê tổng hợp 
asparagin , trong khi tế  bào ung thư không thể tổng hợp được nên bị chết khi có 
m ặt enzym phân hủy asparagin  như asparginase. c ả  enzym nguyên thủy lẫn 
asparg inase PEG ylate hóa được sử dụng hiệu quả trong điều tr ị hỗ trợ liệu 
pháp hóa tr ị liệu chuẩn.

Một đặc điểm của quá trình  sinh ung thư là tế  bào ung thư  cần được nhân 
lên. Ngưòi ta  đã chứng minh việc loại bỏ chondroitin su lfat proteoglycan bởi 
chondroitinase AC, hoặc kém hiệu quả hơn bởi chondroitinase B, có thể ức chê 
sự phát triển  của khô'i u, sự di trú  trong mạch máu và sự di căn ung thư.
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Liệu pháp thuốc tiền chất enzym được định hướng bằng kháng thể (antibody- 
directed enzym prodrug therapy -  ADEPT) là một ví dụ sử dụng enzvm trong liệu 
pháp điều trị ung thư. K háng thề đơn dòng mang enzym đến tế  bào ung thư  một 
cách đặc hiệu, tại đó enzym sẽ hoạt hóa một thuôc tiền chất thành  dạng có hoạt 
tính và phá hủy tê bào ung thư  mà không ảnh hưởng đến tê bào thường.

Một tác dụng phụ của hóa liệu pháp trị ung thư là chứng cao acid uric máu, 
có thê dẫn đến viẽm khớp dạng gout và các bệnh thận  m ạn tính. Enzym urate 
oxidase có thê phân  hủy dạng acid uric kém tan. Một điều lý thú  là gen mã hóa 
cho enzym này có ở người nhưng không hoạt động do có một codon vô nghĩa. 
Trong các năm  gần đây, người ta đã cấp phép cho ít nhấ t năm  thuôc sử dụng 
enzym này.

Bảng 7.1. Một sô enzym được dùng trong điểu trị

Sô E.c.
17  3.3

1.7.3.3

1 .1 5 .1 . 1

1.15.1.1

1.15.1.1 

2.3.2.13

3.1.1.3 

3.1.1.47

3.1.4.12

3.1.6.12

3 . 1 . 6 . 1 3

Enzym Nguõn Đ iểu tr ị

Urate oxidase tái tổ hợp 

Urate oxidase 

Superoxide dismutase

Superoxide dismutase 
tái tổ hợp

P EG -superoxide
dismutase

Saccharomyces 
cerevisiae tái tổ hợp

Aspergillus flavus

Gan bò hay tê’ bào 
hổng cấu

E. coli tái tổ hợp hay 
nấm men

Gan bò

Yếu tố đông máu XIII Huyết tương người

Lipase

Yếu tố  hoạt hóa tiểu cầu 
acetylhydrolase tái tô’ 
hợp

Sphingomyelin 
phosphodiesterase 1 

(acid sphingomyelinase) 
tải tổ hợp

N -ace ty lga lactosam ine-
4-su lfa tase
(arylsulfatase B) tái tổ 
hợp

ld u rona te -2 -su lfa tase  
tái tổ hợp

Rhizopus arrhizus 

E. coli tái tổ hợp

Tế bào CHO tái tổ hợp 

Tế bào CHO tái tổ hợp

Tế bào CHO tái tổ hợp

Cao acid uric máu ở 
bệnh nhân TLS

Gout; Cao acid uric 
máu ở bệnh nhân TLS

Viêm khớp, viêm đa 
khớp, hen, ngộ độc 
oxy ở trẻ sinh non

Dự phòng loạn sản 
phổi -  phế quản

Chấn thương đầu kín

Chảy máu, thiếu yếu 
tố XIII; bệnh fibrin

Trợ tiêu hóa

Nhiễm trùng máu 
nặng, ARDS, viêm 
tụy

Bệnh Niemann -  
Pick typ B

Hội chứng 
Maroteaux -  Lang 
syndrome (bệnh 
mucopolysaccharid 
typ VI)

Hội chứng Hunter 
(bệnh
mucopolysaccharid 
typ II)
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Số E C. Enzym Nguõn Điếu trị

3.1.21.1 Desoxyribonuclease tái 
tổ hợp

Tế bào CHO tái tổ hợp Bệnh phổi tắc nghiên 
mạn tính

3.1.21.1 Desoxyribonuclease
(streptodornase)

Streptococcus
haemolyticus

Loét dạ dày(cùng 
với streptokinase)

3 .1 .2 1 - T4 endonuclease V E. coli nhiễm thực 
khuẩn T4

Xeroderma
pigmentosum

3.1.26.4 Ribonuclease Rana pipiens u  trung biểu mô ác 
tính, ung thư vú kihó 
chữa, ung thư tố biào 
thận, kháng Virus

3.2.1.1 a-am ylase Tụy lợn Trợ tiêu hóa

3.2.1.2 ß-amylase Aspergillus oryzae Trợ tiêu hóa

3.2.1.3 acid a -1 ,4-g lucosidase 
tái tổ hợp

Tế bào CHO tái tổ hợp Bệnh Pompe

3.2.1.4 Cellulase Trichoderma viride Trợ tiẽu hóa

3.2.1.17 Lysozym Lòng trắng trứng Bệnh nhiễm (kháng 
sinh)

3.2.1.22 ct-galactosidase tái tổ hợp Tế bào ngưởi tái tổ hợp 
hay tế bào CHO

Bệnh Fabry

3.2.1.23 ß-galactosidase
(Lactase)

Kluyveromyces ừagHis, 
Aspergillus oryzae, hay 
Aspergillus niger

Không dung nạp 
lactose

3.2.1.35 Hyaluronidase Tinh hoàn bó Trợ hấp thu; đau tirm

3.2.1.45 Glucosylceramidase (ß - 
glucocerebrosidase)

Nhau thai người Bệnh Gaucher

3.2.1.45 Glucosylceramidase (ß - 
glucocerebrosidase) tái 
tổ hợp

Tế bào CHO tải tổ hợp Bệnh Gaucher

3.2.1.45 P E G -P -
glucocerebrosidase

Nhau thai người Bệnh Gaucher

3.2.1.76 oc-l-iduronidase tái tổ hợp Tế bào CHO tái tổ  hợp Bệnh
mucopolysaccharid

Pancreatin (mixture of 
pancreatic enzymes, 
e.g. trypsin, 
Chymotrypsin, lipase, 
a-Am ylase)

Tụy lợn Trợ tiêu hóa

3.4.21.1 Chymotrypsin Tụy bò Lành vết thương, trợ! 
tiêu hóa

3.4.21.4 Trypsin Tụy bò Làm sạch vết 
thương, Trợ tiêu hóai
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S ố E C. Enzym Nguốn Đ iểu tr ị

3.4.21.5 Thrombin Huyết tưong người Chảy máu ngoại 
biên; bệnh fibrin

3.4.21.7 Plasmin Huyết tương người hay bò Làm sạch vết thương

3.4.21.21 Yếu tô' đông máu VII Huyết tương người Chảy máu, thiếu yếu 
tố VII

3.4.21.21 Yếu tố  đông máu V ila 
tái tổ hợp

Tế bào BHK tái tổ hợp Bệnh ưa chảy máu A 
và B

- Yếu tố đỏng máu VIII Huyết tương lợn Bệnh ưa chảy máu A

- Yếu tố đông máu VIII Huyết tương người Bệnh ưa chảy máu A

- Yếu tố đông máu VIII (chứa 
yếu tố von Willebrand)

Huyết tương người Bệnh von W illebrand

- Yếu tố đông máu VIII tái 
tổ hợp

Tế bào CHO tái tổ hợp Bệnh ưa chảy máu A

- Yếu tố đỏng máu VIII tái 
tổ hợp

Tế bào BHK tái tổ hợp Bệnh ưa chảy máu A

Yếu tố đõng máu VIII tái 
tổ hợp (mất đoạn chức 
năng B)

Tê bào CHO tái tổ hợp Bệnh ưa chảy máu A

3.4.21.22 Yếu tô' đông máu IX Huyết tương người Bệnh ưa chảy máu B

3.4.21.22* Yếu tố đông máu IX tái 
tổ hợp

Tế bào CHO tái tổ hợp Bệnh ưa chảy máu B

3.4.21.34 Kallikrein Tụy lợn Bệnh mạch vành và 
mạch ngoại biên, rối 
loạn thụ thai

3.4.21.63 Oryzin (protease kiềm 
của Aspergillus)

Aspergillus sp. Viêm

3.4.21.68 Yếu tố hoạt hóa 
plasminogen mô tái tổ hợp

Tế bào CHO tái tổ hợp Nhồi máu cơ tim cấp; 
tắc mạch phổi cấp; 
sốc nhồi máu

3.4.21.68 Yếu tố mutein hoạt hóa E. co li tái tổ hợp 
plasminogen mô tái tổ hợp

Nhồi máu cơ tim cấp

3.4 21.68 Yếu tố mutein hoạt hóa Tê’ bào CHO tái tổ hợp 
plasminogen mô tái tổ hợp

Nhồi máu cơ tim cấp

3.4.21.69 Protein c  hoạt hóa tái tổ 
hợp

Tế bào CHO tái tổ hợp Nhiễm trùng máu 
nặng

3.4.21.73 Urokinase Nước tiểu người hay tế 
bào thận người

Nhồi máu cơ tim cấp

3.4.21.73 Urokinase tái tổ hợp E. coli tái tổ hợp Nhồi máu cơ tim cấp

Streptokinase Streptococci huyết giải ß Nhói máu cơ tim cấp; 
loét dạ dày (cùng với 
ribonuclease)
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Số E.c. Enzym N guồn Đ iểu tr ị

APSAC (phức của dẫn 
chất p -anisoyla te hóa của 
plasminogen-streptokinase)

Huyết tương người 
(plasminogen)/ 
streptococci huyết giải 
(3 (streptokinase)

Nhồi máu cơ tim cấ ỉp

3.4.21.74 Ancrod Nọc Agkislrodon  
rhodostoma

Cải thiện tưới mááu; 
ung thư lympho, u 
lympho

3.4.21.74 Batroxobin Nọc Bothrops atrox Cải thiện tưới máu

3.4.21. Sfericase Bacillus sphaericus Viêm phế quản mnạn 
tinh, viêm phổi, viẽêm 
xoang cấp

3.4.22.2 Papain Carica papaya Trợ tiêu hóa, lààm 
sạch vết thưang

3.4.22.6 Chymopapain Nhựa đu đủ Làm sạch nucleobtid 
của đĩa đệm ccột 
sống bị lệch

3.4.22.32 Bromelain Ananas comosus var. Trợ tiêu hóa; viêm

3.4.23.1 Pepsin Dạ dày lợn Hỗ trạ chức năng 1 dạ 
dày; loét dạ dày

3.4.24.3 C ollagenase Clostrid ium histolyticum Làm sạch vốt 
thương; loét da

3.4.24.28 Protease Bacillus subtilis Làm sạch vết thươnng

Chiết xuất chứa protease, 
cellulase, RNase, oc-và 
ß -am ylase

Aspergillus oryzae Trợ tiêu hóa

3.4.24.40 Serrapeptase
(serralysin)

Serralia  E15 Viêm

3.5.1.1 Asparaginase E. coli hay Erwinia 
carotovora

Ung thư tế bào lymnph 
cấp

3.5.1.1 PEG -asparag inase E. coli Ung thư tế bào lyrrmph 
cấp

3.5.4.4 P EG -adenosine
deaminase

Ruột bò SCID

4.3.1 . 8 U roporphyrinogen -1- 
synthase 
(porphobilinogen 
deaminase) tái tổ hợp

E. coli tái tổ hợp Porphyria gián đooạn 
cấp

TLS: tumor lysis syndrome (hội chứng ly giải khối u)
SCID: Severe combined immunodeficiency (thiểu năng miễn dịch kết hợp nặng) 

CHO: Chinese hamster ovary (buồng trứng chuột đổng Trung Hoa)
BHK: baby hamster kidney (thận chuột đổng non)
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2. SẢN XUẤT T H U Ố C  BANG CÔ N G  N G H Ệ  ENZYM

2.1. T h u ố c  đ ố i  q u a n g  (c h ir a l  d ru g )

Do cấu trúc không gian của các phân  tử sinh học và th ụ  the ỏ sinh  vật nên 
với phần lớn các phân tử  có hoạt tính  sinh học có đồng p hần  quang học th ì chỉ 
một trong  hai đồng phân có hoạt tính, hoặc các đồng phân  có hoạt tính  khác 
nhau. Hèn cạnh đó, sự khác biệt giữa các đồng phân còn thể  h iện  ở các đặc điểm 
dược động học và chuyển hóa. Điều đó có nghĩa là đồng phân  kia không mang lại 
tác dụng điểu tr ị nhưng có thê gây ra  các tác dụng phụ hoặc độc tính . Do đó về lý 
thuyết thuốc tinh  khiết quang học (enantiopure), chỉ chứa một đồng phân, sẽ có 
tác dụng tôt hơn vói ít độc tín h  và tác dụng phụ so vối thuôc racemic. Gần đây 
còng nghiệp sản xuất thuốc đã bắt đầu quan tâm  nhiều  đến tín h  chấ t này và đã 
có nhiều thuốc trước đây được đăng ký ỏ dạng không chỉ rõ sự khác biệt về hoạt 
tính của các đôi quang nay được đăng ký lại bản quyền mới với chỉ một trong các 
đồng phân được sử dụng. Các thuôc này được sản  x u ấ t và ứng dụng trong điều 
trị dựa trên  hoạt tín h  riêng của một đồng phân.

Bàng 7.2 . Sự  khác b iệt vể  ho ạt tính  giữa các  đồ ng  ph ân  q u an g  học

Tác dụng dược lý chính Khác b iệ t giữa các dõng phân

Thuốc chẹn |3: propranolol, acebutolol, atenolol, 
alprenolol, betaxolol, carvedilol, metoprolol, 
labetalol, pindolol, sotalol, ...

Thuốc chẹn kênh calci: verapamil, nicardipine, 
nimodipine, nisoldipine, felodipine, mandipine ...

Thuốc giãn phế quản: albuterol (salbutamol), 
salmeterol và terbutaline

An thần: hexobarbital, secobarbital, mephobarbital, 
pentobarbital, thiopental, thiohexital

Thuốc gây mê: ketamine, isoflurane

Giảm đau tác'động trung ương: methadone 

Kháng viêm không steroid: ibuprofen, ketoprofen, 
benoxaprophen, fenprofen

An thẩn: nhóm 3-hydroxy-benzodiazepines: 
oxazepam, lorazepam, temazepam

I > d (d = không có hoạt tính)

Ví dụ: S (-)-propranolo l > R(+)-propranolol

I > d

Ví dụ: S (-)-verapam il > R(+)-verapamil

I > d (d = không có hoạt tính)

Ví dụ: R (-)-a lbu te ro l > S (+ )- albuterol 

I > d

Ví dụ: S(-)-secobarb ita l > R-(+)secobarbital 

d > I (I = không có hoạt tinh)

Vi dụ: S(+)-ketam ine > R (-)-ketam ine 

S(+)-isoflurane > R (-)-iso flu rane 

Ví dụ: R (-)-m ethadone > S(+)-methadone 

d > I
Ví dụ: S(+)-ibuprofen > R (-)-ibuprofen 

d > I (I = không có hoạt tính)

Vi dụ: S(+)-oxazepam > R (-)~  oxazepam

d, (+): đổng phân quay phải; I, (-): đổng phân quay trái; s, R: cấu hình tuyệt đối
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Không bất dồi: 2
Chế phẩm dạng

<
racemic: 8

Chế phẩm một 
dồng phân: 119

Chế phẩm một

<
đồng phân: 1 1 0

Chế phẩm dạng 
racemic: 140

Không bất đố i: 269 

Hinh 7.1. T h u ố c  dôi q u a n g  v à  r a c e m ic

2.2. X úc tác  e n z y m  tr o n g  c ô n g  n g h ệ  sả n  x u ấ t  h ó a  c h ấ t  v à  t h u ố c

Do tính đặc hiệu cao về nhóm hóa học và đặc biệt là tính đặc hiệu về không 
gian, enzym được ứng dụng ngày càng nhiều trong việc tổng hợp hóa chất và thuốc, 
nhất là các thuôc đôi quang.

B ả n g  7.3. C ác lo ạ i phản ứng được x ú c  tá c  bở i e n zym

Lớp enzym theo IUBMB Phản ứng xúc tác

EC 1 Oxidoreductase Oxi hóa/khử đối với -C H -O H , -C = 0 , -C =C , ...

Không đòi hỏi đồng cơ chất

EC 2 Transferase Chuyển các nhóm chức như halogen, aldehyd, keto, acyl,

Không đòi hỏi dồng yếu tố glycosyl, ...

EC 3 Hydrolase Thủy phân/ngưng tụ các ester, glycosid, nitril, amid, halogen,

Không đói hỏi đồng yếu lố

EC 4 Lyase Thêm/loại bỏ; cắt các liên kết C -C , C -O , C -N

Không đói hỏi đồng yếu tố

EC 5 Isomerase Đổng phân hóa, chuyển dạng cis-trans, epime hóa

Không đói hỏi đổng yếu tố

EC 6  Ligase Tạo các liên kết C -O , C -S , C -N , C -C

Cần đồng cơ chất ATP

Thuốc: (>6N

Tự nliicn/ 
bán toniỉ họp: I47

long hợp: 5 2 1
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B ả n g  7.4 . M ộ t sò  ứng d ụ n g  c õ n g  n g h iệ p  củ a  e n z y m  c ô  đ ịn h

Enzym Cơ chấ t sản  phẩm  Q uy m ô (tấn)

Penicillin am idase Penicillin G Acid 6 -A m ino  penicillanic 6 . 0 0 0

Cephalosporin am idase Acid Glutaryl—7— 
Amino
cephalosporanic

Acid 7 -  Amino 
cephalosporanic

Amino acylase Acid A c y l-D -L -  
amino

Acid L-am ino 300

Aspartase Acid Fumaric Acid L-aspartic 1 . 2 0 0

Fumarase Acid Fumaric Acid L-m alic 360

Lactase Lactose / GalGIc Sữa nghèo iactose / -

(galactosidase) Gal + Glc

Aspartase ß - Acid Aspartic L-alanin 1 2 0

decarboxylase

Nitrile hydratase Acrylonitril Acrylamid 30.000

Glucose isomerase Glucose (sirö bäp) Sirô giàu fructose 8 .0 0 0 . 0 0 0

Lipase R ac-1 -ph eny le thy l-
amin

(S )- l-p h e n y le th y l-a m in 2 0 0

2.3. K hái q u á t  v ề  c ô n g  n g h ệ

Các quy tr ìn h  sản  xuất có thể được vận h ành  theo lô hoặc liên tục trong nồi 
phản ứng. Enzym  sử dụng trong các quy tr ìn h  này có the ở dạng tự  do hoặc 
được cô định lên v ậ t liệu thích hợp để có thế tá i sử dụng và dễ dàng tách  ra  
khỏi hỗn hợp sản  phẩm . Môi trường phản ứng có thế là nưốc hoặc dung môi 
hữu cơ tùy  theo tín h  tan  của các chất phản  ứng và động học cân bang của phản  
ứng. Trong nh iều  trường hợp, ngưòi ta  có thể  sử dụng hệ môi trường hai pha 
gồm nước và m ột dung môi không trộn lẫn với nước, tuy  nhiên  việc kiêm soát 
phản ứng kiêu này rấ t  phức tạp. Khi phản ứng thực hiện trong môi trường 
dung môi hữu cơ, khan  nước hoặc gần như khan, chấ t xúc tác sử dụng thường 
phải được cố đ ịnh  để tăng  độ bền, ngoài ra, trong môi trường này pH của phản  
ứng rấ t khó kiểm  soát. Một số  vấn đề chung cần được xem xét b ấ t kể kiểu chất 
xúc tác sử dụng bao gồm:

1. Chi phí cô định phải bù đắp được bởi sự gia tăng tính ổn định hoặc hoạt tính.
2. Giảm th iểu  sự m ất hoạt tính  trong quá trình  cô’ định.
3 Khi enzym được cô’ định bằng phương pháp có tính  thuận  nghịch, sự rò rỉ 

enzym phải được nghiên cứu và có biện pháp thích hợp.
4. Sự giới hạn về luân chuyến vật chất trong chất mang cần được tính  toán 

khi điều chỉnh pH hay nhiệt độ trong quá trình  phản ứng.
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5. Với enzym tự do, hoạt tính  chuyển hóa có thể đạt được cao hơn ở nồng độ 
enzym cao, do đó việc chuyển hóa các cơ chất khó có thể thực hiện được.

6 . Tính vô trùng  của phản  ứng cần được quan tâm.
7. Sự tương thích của dung môi với chất mang và ảnh hưởng của dung môi 

đến hoạt tính  cần được xem xét.

2.4. Lựa c h ọ n  nồi p h ả n  ứ n g

Việc lựa chọn th iế t kê nồi phản  ứng được dựa trên  việc phân tích đặc điểm 
động học của phản ứng. Ví dụ, nếu enzym có đặc điếm bị ức chê bởi lượng dư cơ 
chất, kiểu nồi vận hành  liên tục sẽ có ưu thế. Phản ứng trong đó sản  phẩm  có 
tính ức chế m ạnh có thế sử dụng nồi lên men gián đoạn hoặc nồi cột nhồi (plug 
flow) đế đạt được hiệu su ấ t cao hơn. Kiểu nồi chiết tách (extractive bioreactor) có 
thế được dùng nếu cơ chất và sản phẩm có sự khác biệt về độ tan. Với kiểu nồi 
này có thê tránh  được hiệu ứng trên  hoạt tính  do dung môi hữu cơ, vì enzym 
được tách rời với pha hữu cơ được dùng để chiết tách sản phẩm không tan . Pha 
nước chứa enzym sẽ được bão hòa đến khi cơ chất đạt được độ tan  cao nhất. Các 
enzym cô định bằng cách đánh bắt trong các hạ t mềm như alginat sẽ không 
thích hợp vối nồi phản ứng có áp suất cao.

Hình 7.2. Các th iế t kê chính của nối phản ứng enzym

a) vận hành theo lô; b) vặn hành theo lô có tuần hoàn; c) thùng khuấy có siêu lọc; 
d) thùng khuấy vận hành liên tục; e) thùng nhồi liên tục; f) tầng sôi liên tục

Phản ứng trong dung dịch nước thường được thực hiện ở nhiệt độ từ 10—80°c 
và ở ốp suất khí quyên. Do sự ức chế của kim loại nặng đôi vói enzym, vật liệu
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chê tạo nồi phải đảm  bảo không để rò rỉ các nguyên tô này. Nồi được vận hành 
trong các điêu kiện nhằm  trán h  nhiễm  khuẩn. Nồi và cơ ch ấ t có thể được tiệt 
trùng  trước bằng hóa chãt (ethanol, íorm aldehyd, ethylenoxid, Velcorin) hay hơi 
nước. Tia cực tím  hay gam ma có thế được dùng để tiệ t trù n g  enzym đã cô định 
ngav trên giá mang. Việc cô định được thực h iện  trong điều kiện vô trùng. Các 
kháng sinh có thể được thêm  vào hỗn hợp phản  ứng để ngăn vi sinh vật phát 
triển  trong suốt quá trìn h  vận hành. Trong nhiều  trường hợp, bản th ân  các chất 
phan ứng cũng đóng vai trò chất diệt khuẩn  hay ức chế tăng  trưởng như các 
keton hay rượu, ơ  nồng độ cao (trên 500 mmol/L), dung dịch có thê trở nên vô 
trùng  do áp su ấ t thấm  thấu  quá cao. Các quy tr ìn h  công nghiệp thường được vận 
hành ở nhiệt độ cao (trên 55°C) do đó làm giảm nguy cơ nhiễm .

Kiểu nồi phàn ứng Nồng độ theo thời gian 

[S]o

Nồng độ theo vị trí

[S]o

[S ]|

[S]e

' to 

■ tl

Thời gian V ị trí

[S]„

dx 

V ị trí

[S],

[S]o

[P]

[S]

[S]o

■[P] 

■ [SI

Thời gian V ị tr i

Hình 7.3. Động học của cd chất và sàn phẩm trong các kiểu nối khác nhau
A thùng khuấy vặn hành theo lô; B: thùng nhồi vặn hành liên tục; C: thùng khuấy vận hành liên tục
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Đê đảm bảo chất lượng sản phẩm và hiệu suất của quá trình  xử lý sau phản 
ứng các nồi cần được vận hành sao cho tô*c độ chuyên hóa là hằng định. Đê tránh  
ảnh hưởng do tốn th ấ t hoạt tính enzym, thời gian thu  hoạch cần được tăng  dẩn 
hoặc bô sung enzym mới.

2.5. Một sô q u y  tr ìn h  sả n  x u ấ t  th u ố c  n hờ  x ú c  tá c  en zyn i  

Ox ido red uc tase
Glaxo Wellcome đã phát trien một quy trình sử dụng nucleoside oxidase lấy 

từ Stenotrophomonaíi maltophilia (FERM BP-2252) đê sản xuất các dẫn xuất 
5’-carboxylic acid của các nucleoside đồng đảng. Việc tổng hợp hóa học gặp khó 
khàn do tính chất không dồng nhất của hệ phản ứng và đòi hỏi phải bảo vệ các 
nhóm hydroxyl 2’ và 3’. Phản ứng xúc tác vỏi nucleoside oxidase có thể được thực 
hiện với enzym thô từ  dịch chiết tế  bào hoặc enzym cố định trên  Eupergit—c.

Hinh 7.4. Oxy hóa nhóm CHOH thành COOH

Lipase

Lipase từ  Pseudomonas cepacia (Amano PS—30) được cô định trên  hạt 
polypropylen được sử dụng bởi Bristol-M eyers Squybb đế sản xuất chất ức chê 
HMG—CoA reductase. Nguyên liệu lactone dạng racemic được acetyl hóa bằng 
enzym với dung dịch isopropenyl acetat 9 mM trong toluene đế thu được dẫn 
xuất acetat có cấu hình (S) vối hiệu suất 48%. Dẫn xuất acetat sau đó được thủy 
phân bởi chính enzym trên  trong hệ hai pha nước/hữu cơ thành dạng hydroxy 
acid, và cuối cùng trả  lại hoạt chất lactone với cấu hình (S) mong muôn. Quy 
trình  được thực hiện trong nồi phản ứng lô 640 L, và thu  được 2,5 kg sản phẩm 
mỗi ngày, lipase cố định có thể tá i sử dụng được 5 lần.

Lipase từ Candida rugosa được sử dụng đe tống hợp (—)-Ormeloxifene, thuốc 
đang thử nghiệm trị loãng xương của hãng Novo Nordisk. Enzym dược cô’ định 
trên Accurel cho phép tái sử dụng nhiều lần mà không bị m ất hoạt tính đáng kế. 
Hỗn hợp racemic của cis-hexanoat được thủy phân trong môi trường nước 
acetonitril và thu  được dạng phenol cis-(3R,4S) vối độ tinh  khiết quang 95% và 
hiệu suất chuyên đổi 50%. Chất này sau đó được gắn thêm  mạch nhánh bằng 
tống hợp hóa học để thu được (-)-ormeloxifene.
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Hình 7.5. Sàn xuất chất ức chế HMG-CoA reductase

o o

Paroxetine là thuôc chông trầm  cảm, được sản  xuất từ  chất trung  gian 4 -(4 - 
fluoiophenyl)-6-oxopiperidin-3—carboxylic acid vối xúc tác của lipase từ  Candida 
antarctica A. Chất tru n g  gian tinh  khiết quang học sau đó được biến đổi tiếp 
bằng con đường hóa học th àn h  paroxetine.
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I N
i l  Paroxetine

Hình 7.7. Tông hợp Paroxetine

(R )-(-)- ib u p ro fe n  ester 

Hinh 7.8. Phân giải Ibupro fen  racemic thánh (S)-(+H bup ro fen

Phản ứng chuyển dạng (ß,S)-ibuprofen thành  (S)-ibuprofen được thực hiện 
qua hai giai đoạn có chọn lọc quang học (enantioselective), cả hai bước đều được 
xúc tác bởi Novozym 435 (lipase có nguồn gôc từ  Candida antarctica).

A m idase

Chiroscience đã sử dụng ß-lactamhydrolase (ß-lactamase) từ Aureobacterium 
sp. được cô định đê phân giải lactam dạng racemic thành  các dạng (+) và (—) 
trong quy trình  sản xuất các tiền chất của nucleosid carboxylate, một chất trong 
quá trình  sản xuất các thuốc kháng HIV-1 như carbovir và đồng đắng. Quá 
trình  chuyển hóa được thực hiện theo từng lô trong dung dịch nưốc trong đó 
nguyên liệu lactam  racemic được luân hồi vào bình phản ứng chứa chất xúc tác 
được cô’ định. Enzym trong quy trìn h  này có thể hoạt động liên tục hơn 6  tháng 
mà không bị m ất hoạt tinh. Phản ứng ngừng khi dạng (-)-lactam  bị thủy  phân 
hoàn toàn thành  dạng acid amin, chất này sẽ kết tinh  khi thêm aceton. Dạng 
acid am in có thế dùng đế tổng hợp các đồng đẳng của carbovir, trong khi dạng 
(+)-lactam được biến đổi tiếp bằng hóa học để thu được carbovir trong vài bước 
tiếp theo.
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Hinh 7.9. Phân giải lactam racemic bằng ß-lactam ase
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Cytidine Deaminase 

H20 , pH 7, 32°c, 35-7011 

HO

Lamivudine
Hinh 7.10. Sản xuất Lamivudine tinh khiết quang học

D eam inase

Sản xuất Lam ivudine tinh  khiết quang học (3TC, (27ỉ-cís)-2’—deoxy-3’— 
thiacytidine), một thuốc kháng H1V và HBV quan trọng, bàng con đường phân 
giải với enzym được phát triển bởi Glaxo Group Research Ltd. Dạng rac-3TC  được 
phân giải nhò cytidine deam inase từ  Escherichia coli. Enzym này xúc tác phản 
ứng khử am in có tính  chọn lọc không gian đôi với (+)—3TC, tạo thành  dạng keto và 
(-)-3TC mong muôn. Enzym được cô định trên  Eupergit c, có thể tái sử dụng ít 
nhất 15 lần và không bị ức chế bởi nồng độ cơ chất lên đến 30 g/1. Hiệu suấ t của 
quy trình  khoảng 75% với độ tinh khiết quang của 3TC đạt được là trên  99,5%.

Lyase

Lonza đã xây dựng một nhà máy tạ i T rung Quôc đê sản  xuất nicotinam ide 
(vitam in B3) với công suấ t 3000 tấn  bằng xúc tác sinh học từ  nguyên liệu đầu là 
3-cyanopyridine. Xúc tác được dùng là tê bào Rhodococcus rhodochrous J 1 được 
cô định. Quy trìn h  xúc tác sinh học này có hiệu quả vượt trội so với quy trình  
hóa học sử dụng phản  ứng thủy phân kiềm về m ặt tính  chọn lọc cũng như hiệu 
su ấ t (xấp xỉ 1 0 0 %).
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CN Tc bào R. rhodochrous J 1 
cố định

CONIh

N H20 , pH8,25°C, 18h
Nicotinamide 

Hình 7.11 . s ả n  x u ấ t  v i t am in  Bj

Tự LƯỢNG GIÁ

1. Phân tích các th u ậ n  lợi trong việc phát triển thuốc enzym -protein.
2. Nôu một sô ví dụ liệu pháp enzym.
3. Phân tích ưu điếm và cho ví dụ một sô’ thuốc tinh khiết quang học.
4. Enzvm nào sau đây được sử dụng đế điều trị ung thư

A. Asparaginase
B. Streptokinase 
c . Uricase
D. Pulmozyme

5. Tổng hợp paroxetin được xúc tác bằng enzym nào
A. Lipase của p. cepacia
B. Lipase của c. antarctica 
c . Lipase của c. rugosa
D. Lipase của c. albicans
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C H Ư Ơ N G  III

CÔNG NGHệ Tê BÀO

B à i  8

CÔNG NGHỆ NUÔI CẤY TẾ BÀO 
VÀ ỨNG DỤNG TRONG NGÀNH Y TẾ

MỤC TIÊU

1. CÔNG N G H Ệ  N U Ô I CAY t ể  b à o

1.1. K h ái q u á t

Từ cuối th ế  kỷ XX, công nghệ nuôi cấy tế  bào đă p h á t tr iể n  m ạnh mẽ và trở 
thành  một bộ phận  quan trọng của công nghệ sinh học. Ngày nay nó được ứng 
dụng nhiều  trong việc sản  xuất các protein quan trọng trong điều trị, đặc biệt là 
các protein lớn, phức tạp  và cần glycosyl hóa. Các sản phẩm  này được dùng để 
điều tr ị các bệnh như ung thư, nhiễm virus, các bệnh th iểu  năng  di truyền , dùng 
làm vaccin và tr ị nhiều bệnh m ạn tính  khác. Chúng đã được chứng m inh là an 
toàn, hiệu quả và kinh tê. Giá tr ị k inh tê của các sản  phẩm  từ  công nghệ nuôi 
cấy tê bào hiện đã vượt trên  hàng tỷ USD mỗi năm.

Kỹ th u ậ t tá i tố hợp di truyền  cũng đã được phát triển  và ứng dụng đốỉ vỏi 
các tê bào động vật, mở ra  triên  vọng cho việc sản xuất nhiều  sản phẩm  mái mà 
trước đây không kh ả  th i, đồng thời các tế  bào biến đổi di truyền  này có thể  được 
sử dụng thông qua các liệu pháp tế  bào hay liệu pháp gen.

1.2. M ụ c t iê u  n u ô i  c â y  t ế  bào

Tê bào được nuôi cấy nhằm  các mục tiêu chính sau:
-  Sử dụng tê bào đê sản xuất các protein ứng dụng trong tr ị liệu, làm vaccin
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tiếu đơn vị và chẩn đoán. Các dòng tê bào phổ biến được nuôi cấy cho mục đích 
này có thế kể CHO, BHK, HEK-293, WI-38, MRC-5, SP2/0, NSO và tê bào côn 
trùng.

-  Dùng tê bào là vật chủ đế nhân bản virus dùng cho liệu pháp gen và 
vaccin virus. Các dòng tê  bào thường dùng như Vero, HEK-293 và PER.C6 .

-  Các tế  bào bình thường, tế  bào ung thư hay tê bào gôc được nuôi cấy cho 
mục đích nghiên cứu khoa học hay phát triển  sản phẩm. Đặc biệt tê  bào được sử 
dụng trong việc sàng lọc hoạt tính  sinh học, phát m inh thuốc mới và thử nghiệm 
độc tính thuôc, tiến tới các mô hình phát triển  và thử nghiệm thuốc không sử 
dụng động vật. Các tê  bào thường được nuôi cấy cho mục đích này có thể là tê 
bào thẩn  kinh, nguyên bào sợi, Caco-2, MRC-5 và tế  bào biểu bì.

-  Nuôi cấy thu  hoạch tê bào đế sử dụng trong liệu pháp tê bào hay y học tái 
tạo, ví dụ tế  bào phôi và tê bào gốc.

1.3. C ác d ò n g  t ế  b à o

Tê bào sơ cấp (prim ary cell) được phân lập trực tiếp từ  cơ quan hay mô. 
Chúng thường không đồng n h ấ t và có tính  đại diện cho mô gốc. Tế bào sơ cấp có 
khả năng phát triển  giới hạn và chỉ có thể được cấy chuyển một sô” lần nhất 
định. Các tê bào thu  được từ  việc cây chuyến chọn lọc một tê bào từ  dân sô tạo 
thành dòng tê bào của loại tế  bào được chọn.

Các mô bình thường chỉ cung cấp các tê bào phát triển  giới hạn, trong khi tê 
bào thu được từ  khôi u có thể phát triển  mãi mãi, dòng tế  bào liên tục (bất tử  — 
immortal). Tuy nhiên, cũng có nhiều dòng tê bào liên tục không có nguồn gô*c từ  
mô ung thư  như BHK 21 (baby ham ster kidney fibroblast — nguyên bào sợi thận  
chuột đồng non), MDCK (M adin-Darby Canine Kidney epithelial cell -  tế  bào 
biểu mô thận  chó M adin—Darby), và 3T3 (nguyên bào sợi).

Các dòng tế  bào bất tử có thể có được một cách ngẫu nhiên, nhưng hiếm, 
hoặc sau quá tr ìn h  chuyển dạng nhờ các chất gây ung thư, nhiễm virus hay nhờ 
việc đưa vào bộ gen tế  bào một gen của virus hay một gen ung thư  có khả năng 
chông lại sự lão hóa tế  bào. Quá trình  chuyển dạng này gọi là bất tử hóa.

Các ưu thê của dòng tế  bào liên tục là: (i) phá t triển  nhanh  hơn, đạt được 
m ật độ tế  bào cao hơn; (ii) có thể sử dụng các môi trường nhân  tạo không chứa 
huyết thanh  hay protein; và (iii) có tiềm năng nuôi cấy ở dạng huyền dịch, trong 
nồi lên men quy mô lốn. Nhược điếm của chúng là có nhiễm  sắc thể  không ổn 
định, có nhiều biến dị kiểu hình so với tê bào ban đầu và có sự biến m ất của 
nhiều dấu hiệu đặc trưng.

Có nhiều phương pháp để bất tử  hóa tế  bào nhằm  thu dòng tê bào liên tục 
như chuyển nhiễm hay nhiễm các gen virus (ví dụ các gen E 6 và E7 hum an 
papilloma virus (HPV), gen kháng nguyên T của virus SV40T từ  khỉ) hoặc gây
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nhiễm virus (như Epstein — B arr virus và các retrovirus). Một cách khốc là tạo 
tế  bào lai bằng cách dung hợp tế  bào giới hạn  với tế  bào liên tục. Các dòng sau 
này thường áp dụng trong sản  xuất kháng thê đơn dòng.

1.4. Môi t r ư ờ n g  n u ô i  c â y  t ế  bào  

Khái quát

Môi trường nuôi cấy tê bào tố t cần đảm bảo các điều kiện giông như trong cơ 
thê vê m ặt nh iệ t độ, nồng độ oxy và dioxid carbon, pH, áp su ấ t thẩm  th ấu  và 
chất dinh dưỡng đê tê bào duy tr ì và phát triển. Trong mô bình thường, tê bào 
nhận chất dinh dưỡng từ  máu, do đó các môi trường nuôi cấy tê bào ban đầu 
dược dựa vào các dịch sinh học như huyết tương, bạch huyết và huyết thanh  
hoặc các chấ t chiết từ  phôi. Tuy nhiên, các môi trường loại này thường có thành  
phần không xác định và rấ t khó đảm bảo sự đồng n h ấ t giữa các lô, do đó người 
ta  đã cô gắng phát triển  các môi trường nhân  tạo có công thức xác định, môi 
trường không huyết thanh, n h ấ t là trong các ứng dụng sản  xuất, vì việc kiểm 
soát chất lượng môi trường và sản phẩm  sẽ dễ dàng hơn.

Theo mục đích nuôi cấy, môi trường được chia làm  2 loại: duy tr ì và phát 
triển . Môi trường  p h á t tr iê n  chứa các yếu tô’ cạn th iế t để tế  bào phân  chia và 
gia tăng  sô’ lượng, trong  khi dó môi trường duy tr ì chỉ nhằm  đảm  bảo t ế  bào 
còn nguyên vẹn về cấu trúc  và chuyển hóa, nhưng không kích th ích  tế  bào 
phân chia.

Ngưòi ta  thường sản  xuâ't môi trường gồm hai th à n h  phần: phần cơ bản, 
chứa các chất dinh dưỡng, muối, đệm và chỉ th ị pH; và phần  bổ sung chứa các 
yếu tô khác cần cho sự tăng trưởng của tê bào. Như vậy tùy theo yêu cầu nuôi 
cấy mà sử dụng các phần  bổ sung khác nhau. Ngoài ra, các môi trường thường 
chứa kháng sinh  và kháng nấm  để ngăn ngoại nhiễm.

Cốc môi trường cơ bản phổ biến để nuôi cấy tế  bào động vật có vú gồm: 
Eagle’s medium, MEM; Eagle’s medium modified by Dulbecco, DMEM; RPMI 
1640; CMRLTM 1066; và H am ’s F12. Các môi trường thích hợp để nuôi cấy các 
dòng tê bào liên tục gồm: CMRLTM 1066, MCDB 411, DMEM. F12, MCDB 301, 
và IMDM. Đôi với các tế  bào chưa chuyển dạng có thể  sử dụng cốc môi trường 
như DMEM, IMDM, MCDB 104, 105, 202, 401, và 501.

Các môi trường cơ bản phô biến đê nuôi cây tế  bào côn trù n g  gồm: Grace’s, 
TC 100, TN M -FH , D22, Schneider, và M3. Các môi trường này cần được bổ sung 
huyết thanh  bê. Các môi trường không chứa huyết thanh  dùng cho côn trùng như 
Sf9001I, Ex-Cell 400, 405, và 420, Express F ivel SFM, Insect-XPRESSTM , HyQ 
SFX-lnsectTM , và IPL 41, các môi trường này rẻ hơn và có tính  đồng n h ấ t cao 
so với các môi trường chứa huyết thanh.
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Các th à n h  p h ầ n  c h ín h  củ a  m ôi trư ờ n g  

Nước
Nưốc dùng để nuôi cấy tế  bào cần có chất lượng cao, không chứa các yếu tô' 

có thế ức chê sự phát triển  của tế  bào như các kim loại nặng, calci, clo, sắ t, nội 
độc tô', chất gây sốt, các phần tử rắn  không tan. Thông thường nưỏc được sử 
dụng cần đạ t tiêu  chuấn  nưốc pha tiêm.

Glucose
Glucose là nguồn carbon và năng lượng, thường cần từ  5 — 25 mM. Glucose 

nếu bị c h u y ế n  hóa không hoàn toàn sẽ sinh ra lactate, làm ức chế sự tăng trưởng. 
Nhiều loại tê bào cẩn glutam ine như nguồn carbon. Glucose có the được thay bàng 
mannose, fructose, galactose, hay maltose để giảm lượng lactate sinh ra, tuy 
nhiên, nếu sản phẩm  protein cần thu phải được glycosyl hóa th ì không nên thay 
thế  hoàn toàn.

Am ino a c id
Các acid am in th iế t yếu phải được cung cấp đầy đủ. Nguồn acid am in có thế 

là hỗn hợp của dạng tin h  khiết hay dịch thủy phân protein, hoặc cao chiết nấm 
men. Lượng cần thường là 0,1 — 1 mM cho mỗi loại. Các acid am in quan trọng 
nhất là glutam ine, m ethionine, và serine. Glutamine thường được cho vào ở nồng 
độ cao 1 — 5 mM.

V itam in
Nhiều tê bào cần bô sung các vitamin B, biotin, folic acid, niacin, panthotenic 

acid, thiam in, và ascorbic acid, vitam in A, D, E, và K. Nguồn cung cấp thường 
dùng là huyết thanh , cao nấm  men.

Các ion
Các ion đóng vai trò  tạo áp suấ t thẩm  thấu, cân bằng ion và đồng yếu tố  của 

enzym, thường dùng như N a \ K \ Mg2+, Ca2+, c r ,  S 0 42-, PO |3“, và HCO.J-. Đôi vói 
kiểu nuôi cấy dịch treo, nồng độ calci và magiê cần giữ ỏ mức thấp  để ngăn tê 
bào kết tập  hay dính lại.

H uyết th an h
Thường lấy từ  bê hay phôi bò, chúng chứa acid amin, yếu tô tăng trưởng, 

vitamin, protein, homon, chất béo, chất khoáng và nhiều thành  phần quan trọng 
khác. Nồng độ huyết th an h  thường dùng là 2 -  20%.

Các th àn h  p h ầ n  qu an  tro n g  khác
Tê bào cần nhiều  yêu tô’ tăng  trưởng như FGF (fibroblast growth factor), 

EGF (epidermal growth factor), NGF (nerve growth factor), TGF (transforming 
growth factor), PDGF (platelet-derived growth factor), các đồng đẳng của insulin 
IGF- 1  và IG F-2, và cốc in terleukin  hay các yếu tô' kích thích sự dính vào bể mặt 
như fibronectin, lam inin.
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K h áng sinh
Các kháng sinh như penicillin, streptomycin, và am photericin  B có thể được 

thêm vào đê ngăn sự nhiễm vi sinh vật, tuy nhiên cần có nồng độ giói hạn vì chúng 
có độc tinh  tế  bào.

1.5. T h iế t  bị n u ô i  c ấ y  t ế  b ào  

Yêu cầu chung
Nồi lên men tê bào cần đáp ứng các yêu cầu sau để đảm  bảo sự phát triển 

đầy đủ của tê bào và năng su ấ t tạo sản phẩm cao:
-  Kiểm soát được pH của môi trường nuôi cấy
-  Kiểm soát được nhiệt độ
-  Có cơ chê trao đổi khí để đảm bảo cung cấp oxy và loại bỏ carbon dioxid thừa
-  Cho phép cung cấp chất dinh dưỡng trong quá trìn h  nuôi cấy
-  Cung cấp đủ bề m ặt cần th iế t đê tế  bào bám trong trường hợp nuôi cấy các 

dòng tê bào phụ thuộc bề m ặt
-  Duy trì trạn g  thối vô trùng  và tránh  tạp  nhiễm  vi sinh  vật, v irus và các 

loại tế  bào khác.

Chai tĩnh 
20-250 cm 2 

Nuôi cấy bề mặt 
! o5 tế bào /c n r

Chai lăn 
500-2000 cm 2 

N uôi cấy bề mặt 
2 . 1  o5 tế bào /cm 2 U,UD - U,D III

Nuôi cấy chìm 
2 . 1 0 6  tế bào /m l

Bình quay 
0,05 - 2 lít 

N uô i cấy chìm 
2 . I 0 6  tế bào /m l

Hình 8.1. Một sô kiểu binh nuôi cấy quy mô nhỏ

Bịch chứa bằng chất đèo

Ị Giàn lẳcu
Hình 8.2. Binh nuôi cây kiểu sóng
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Hỉnh 8.3. Kiêu nồi sợi rỗng (hollow  fiber)

Hình 8.4. Nói lên men tê bào sử dụng đĩa polyester làm giá mang

Các k iều  b ìn h  và nổi nuô i cây tê  bào ch ín h

Cốc bình nuôi cấy tê bào có thế được chia theo quy mô nuôi cây, kiểu khuấy 
trộn và kiểu nuôi cấy:

*  Q u y  m õ :

-  Nhỏ: b ìn h  nuôi cấy có thê tích dướ i 20 L, thường được sử dụng để nhân 
giông cho bình lớn hơn. Chúng có thê là chai nuôi cấy tĩnh bằng nhựa dùng một 
lần, chai lăn, bình quay hoặc chai lắc. Các bình nàv thường không được trang  bị 
các đầu dò. th iết bị thông khí và chi’ có thô nuôi cấy gián đoạn theo từng lô.

-  Lốn: dùng đế sản  xuất lượng lổn tê bào hoặc sản phàm từ tô bào. Chúng 
thường được trang  bị các th iêt bị đe kiếm soát thông khí, pH, nhiệt độ và có thế

1%
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vận hành  gián đoạn hoặc liên tục. Cấu tạo có thể bằng thủy tinh, nhựa hoặc
thép không gỉ được dụng (AISI 316L) tùy theo quy mô.

* Kiêu khuấy trộn:

— Nuôi cấy tĩnh: không có khuấy trộn, việc thông khí đạt được nhò sự khuếch 
tán  oxy qua m ặt thoáng, kiểu này thường bị giới hạn  về quy mô.

— Kiếu thùng  khuấy: khuấy  nhờ chân vịt hoặc cánh khuấy, thông khí nhờ 
đầu phun khí đặ t ỏ đáy nồi. Quy mô có thể  lên đến 20.000 lít.

— Kiêu trộn bằng dòng khí (air-lift): nồi được th iế t kê th àn h  hai vùng, khí 
được phun từ  dưới lên ở vùng giữa sẽ đóng vai trò khuây trộn môi trường giữa 
hai vùng. Kiểu này quy mô có thể lên đến 5000 lít.

— Kiêu sóng (wave): b ình nuôi cấy là một bịch bằng chất dẻo mềm được đặt 
trên một giá có thê  lắc để trộn  môi trường trong bịch. Bịch thường chỉ dùng một 
lần và quy mô có thê đạt đến 500 lít môi trường.

* Kiểu nuôi cấy:

— Đồng nhất: tế  bào tự  do trong môi trường, do đó các điều kiện lý hóa có thê
được kiếm soát dễ dàng và n h ấ t quán tạ i các vị tr í khác nhau  trong nồi. Kiêu
này chì áp dụng cho các loại tê bào không phụ thuộc bề mặt.

— Không đồng nhất: dùng cho các tế  bào phụ thuộc bề m ặt, các tế  bào sẽ phát 
triền  trên  đáy bình, trên  các giá m ang nhúng trong môi trường hoặc trên  các giá 
m ang vi the lơ lửng.

Hình 8.5. Ảnh chụp hiển vi của một số  chất mang vi thê dùng trong nuôi cấy tê bào

(A), (C), (E): các chất mang Cytopore™, CultiSpher* G, Cỵtodex™ I;
(B), (D), (F) chất mang tương ứng đã có tế bào phát triển trên bề mặt sau 6  ngày
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Bảng 8.1 . M ột sô chất m ang vi thê dùng trong nuôi cây tê  bào

Sản phẩm Chất liệu

Chất m ang v i th ế  lổ  nhó

Biosilon® Polystyren có bề mặt tích điện âm

Cytodex™ Dextran liên kết chéo có các nhóm DEAE

Cytodex™ Dextran Hên kết chéo được phủ collagen biến tính

HyQ Sphere™ Polystyren có điện tích và lớp phủ tùy chọn

Chát m ang v i th ế  lỗ  lớn

Cultispher* Gelatin lợn được liên kết chéo

Cytoline™ Polyethylene/silica

Cytopore™ Cellulose liên kết chéo có các nhóm DEAE

Nhà sản xuất

Nunclon

GE Healthcare

GE Healthcare

Hyclone/ SoloHill

Percell Biolytica 

GE Healthcare 

GE Healthcare

2. ỨNG DỤNG CÔNG N G H Ệ N UÔI CAY TẺ' BÀO

Các sản phẩm và ứng dụng của công nghệ nuôi cấy tế  bào gồm.

2.1. S ản  x u ấ t  p r o te in

Tê bào động vật được nuôi cấy đê sản xuất các protein phức tạp  mà các hệ 
thông biểu hiện khác không thực hiện được. Các protein này có thể là tự nhiên 
hoặc tái tô hợp.

-  Vaccin virus: đa sô virus chỉ nhân bản trong tế  bào động vật, do đó trước 
đây đê có sinh khối virus làm vaccin, ngưòi ta  phải lấy từ  máu hoặc mô của động 
vật bị nhiễm, cách làm  này không hiệu quả về kinh tế  và sản phẩm  kém an toàn 
do nguy cơ tạp nhiễm cao. Công nghệ sản xuất vaccin từ  nuôi cấy tế  bào ra đòi từ  
những năm 1960 đã khắc phục được các nhược điểm này. Các vaccin như viêm 
gan B, sởi, quai bị, rubella, dại, lở mồm long móng (Foot and M outh Disease — 
FMD) đã được sản xuất hiệu quả bằng công nghệ này. Các quy tr ìn h  mối đang 
được phát triển  cho các vaccin virus như: HIV, herpes simplex, RSV (respiratory 
syncytial virus), CMV (cytomegalo virus), cúm,...

-  Các cytokine (interferon và interleukin): mặc dù hiện nay đã có nhiều quy 
trình  sử dụng các tê bào đơn giản hơn như nấm men đê sản xuất, công nghệ tê 
bào vẫn đóng vai trò quan trọng trong việc sản xuất một sô cytokine.

-  Các yếu tô’ tạo máu: như erythropoietin (EPO) không thể sản  xuất bằng 
công nghệ khác.

-  Hormon tăng trưởng: mặc dù đã được sản xuất bằng E. coli tá i tổ hợp, công 
nghệ tê bào vẫn tỏ ra  hiệu quả trong việc sản xuất homon tăng trưởng người, 
công ty Serono hiện vẫn sản xuất dưới tên gọi Serostim và Saizen.
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-  Kháng thể đơn dòng chỉ có thể sản xuất được bằng công nghệ nuôi cấy tê bào.
-  Các yếu tô'đông máu và phân hủy cục đông máu: yếu tô VII, VIII, IX, tPA,...
-  Các sản phẩm  khác như protein c hoạt hóa (APC), FSH (Follicle Stimulating 

Hormone), thụ  thể TNF t a n  (Embrel), ...

B ảng 8.2 . M ột số  protein  đã cấp phép sử  dụng  
được sản xuất bằng công nghệ tế  bào

Sàn phẩm P ro te in ứng dụng Tế bào sàn xuất Năm

Avonex b-ln terferon Đa xơ cứng CHO 1996
BeneFix Yếu tố  IX Bệnh ưa chảy máu B CHO 1997
Epogen Erythropoietin Thiếu máu CHO 1989

G onal-f Hormon kích thích 
hoàng thể (FSH)

Vô sinh nữ CHO 1995

Herceptin / 
trastuzumab

mAb Ung thư vú CHO 1998

Kogenate Yếu to VIII Bệnh ưa chảy máu A BHK 1993
Simulec/
basiliximab

mAb Thải ghép thận cấp Tế bào u tủy chuột 1998

Campath / 
alemtuzumab

mAb lai người Bệnh bạch cầu CHO 2001

Xolair / 
omalizumab

mAb lai người Hen suyễn CHO 2003

Avastin / mAb lai người Ung thư ruột kết hay CHO 2004
bevacizumab trực tràng

2.2. L iệu  p h á p  t ế  b à o  (cell therapy)

Tê bào hoặc mô nuôi cấy dược dùng để thay thê hoặc sửa chữa mô hư hỏng. 
Tế bào gô*c được quan tâm  nhiều trong những năm  gần đây do khả năng biệt hóa 
đặc biệt của chúng th àn h  các loại tế  bào khác trong cơ thể. Các tê bào này có thê 
được nuôi cấy và cho biệt hóa tê bào thành  tế  bào đích và dùng để cấy ghép hoặc 
thay th ế  mà không bị thải loại.

Bảng 8.3. M ộ t s ố  ứng dụng của tê' bào gốc

Nguổn tế  bào Loại tẽ bào ứng dụng

Tủy xương Tạo máu Ung thư, suy giảm miễn dịch, bệnh chuyển hóa, bệnh 

hemoglobin, nhồi máu cơ tim

Mô phôi thần kinh Nơron Bệnh Parkinson

Da Biểu bi Bỏng, loét, bệnh da di truyền

Tụy Tụy Đái tháo đường
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Công nghệ này có quan hệ rấ t  gần với liệu pháp tế  bào nhưng nó bao gồm 
kiến thức của sinh học phân tử, sinh học tế  bào, công nghệ vật liệu sinh học 
(biomaterial), công nghệ lên men, cơ sinh học, ... nhằm  tạo ra  mô mới. Những 
sản phẩm  thương mại hiện nay còn rấ t  giói hạn  như kératinocyte, Apligraf 
(Novartis), được nuôi cấy in vitro để ghép cho người bị bỏng hay tổn thương da 
không tự lành  và Carticel (Genzyme) gồm các tê bào sụn  (chondrocyte) đê chữa 
các tổn thương sụn.

2.3. C ô n g  n g h ệ  m ô

B ản g  8.4 . M ột sô sàn phẩm  công ng hệ m ô

Sản phẩm C ông ty C h ỉ đ ịnh Năm

Derm agraft-TC Advanced Tissue Sciences Thay thế da cho bệnh nhân bỏng 1997

Carticel® Genzym Tissue Repair Hư hỏng sụn 1997

Apligraf® Novartis Loét do viêm tĩnh mạch 1998

DACS® sc Denderon Hóa liệu pháp 1999

* Liệu pháp gen và ADN vaccin. Liệu pháp gen hoặc vaccin ADN đều nhằm  
đưa gen vào tê  bào soma và cho biêu hiện trong cơ thế. Công nghệ nuôi cấy tê 
bào được ứng dụng theo hai cách: dùng làm tế  bào chủ để sản xuất vector và 
nuôi cấy tê bào đã được chuyên gen đê đưa vào cơ thế.

* Công cụ sàng lọc và phát triển  sản phẩm  mối. Tê bào được nuôi cây để 
dùng cho các thử  nghiệm  sàng lọc, đánh giá độc tín h  in vitro , hướng đến mục 
tiêu thử nghiệm  thuốc không dùng súc vật.

Tự  LƯỢNG GIÁ

1. So sánh  tế  bào sơ câ'p và thứ  cấp.
2. Các th àn h  phần  chính của môi trường nuôi cấy tế  bào.
3. So sánh  các chất m ang vi thê.
4. Vì sao môi trường nuôi cây tế  bào thường chứa các dịch sinh học từ  máu

A. M áu giàu chất dinh dưỡng
B. Nguồn cung cấp m áu đa dạng
c. Các dịch này có th à n h  phần giông môi trường tự nhiên trong cơ thể 
D. Cho hiệu suấ t nuôi cấy cao.

5. Các sản phâm  nào kh ôn g  được sản xuất bằng công nghệ nuôi cấy tê  bào
A. Insulin  B. Erythropoietin
c . K háng thể  đơn dòng D. Yếu tô’ đông m áu VIII.
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Bài 9
CÔNG NGHỆ TẾ BÀO Gốc

MỤC TIÊU
1. Nêu được các loại tế  bào gốc, nguồn gốc xuất xứ và tiềm năng của từng loại.
2. Trình bày các ứng dụ ng của tế  bào gốc trong Y  học.

1. KHÁI N IỆ M

T ế bào gốc (stem cell) là những tế  bào có khả năng  tự  tá i sinh  lâu dài và có 
thể tạo ra  ít n h ấ t một kiêu tế  bào được biệt hóa ở mức độ cao (hình 9.5).

Ớ động vậ t có xương sông, các tế  bào gốc tồn tạ i dưới hai dạng: tê bào gô’c 
phôi (embryonic stem  cell) và tế  bào gốc trưỏng th à n h  (adult stem  cell), th í dụ tế  
bào tủy sông, tế  bào m áu cuống rốn...

Bên cạnh các tê bào gôc phôi, được phân  lập từ  ICM (Inner Cell Mass) của 
phôi nang còn có các tê  bào mầm phôi (embryonic germ  cell) được phân  lập từ  
nhóm tê  bào mầm nguyên thủy  (prim ordial germ  cell — PGC) của cốc phôi 5 — 7 
tuần  tuổi. Đây là nhóm tê  bào p h á t tr iển  th à n h  tê  bào sinh  dục (hình 9.1).

Phân lập IC M  Phân lập PGC

Tể bào gốc phôi Tế bào mẩm phôi 

Hinh 9.1. Tê bào gốc phôi và tè bào mẩm phôi

2 0 1
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1.1. Sự hình th àn h  phôi nang
ơ  người, tế  bào trứng sau khi được thụ tinh tạo nên hợp tử toàn phần (zygote) 

(hlnh 9.2). Đây là tê bào lưỡng bội (deploid cell 2n) đã có đầy đủ thông tin di truyền 
để kiểm soát và phát triển  hợp tử thành một cơ thể hoàn chỉnh. Từ sự nhân đôi tế  
bào hình thành  nên phôi dâu (morula). Các tế  bào của phôi được gọi là các tê bào 
toàn năng (totipotent), nghĩa là các tế  bào này có toàn bộ năng lực phát triển  độc 
lập từ mỗi tế  bào thành  một cơ thế hoàn chỉnh. Phôi dâu phát triển thành  khôi tế  
bào hình cầu rỗng, giống quả bóng, được gọi là phôi nang (blastocyst). Sau khi thụ 
tinh từ 3 đến 5 ngày, khối tế  bào này đã di chuyển từ vòi trứng và đến tử  cung. Lúc 
bấy giờ, phôi nang đã tạo ra  các lớp có chức năng khác nhau:

-  Các lớp vỏ phôi nang là các nguyên bào (trophoblast) cấu tạo nên lá nuôi phôi 
sau này hình th àn h  nên rau  tha i nuôi dưỡng thai nhi.

-  Khôi tế  bào bên trong (inner cell mass — ICM) tập trung một phía ở m ật trong 
của phôi nang, sẽ h ình  th àn h  nên cơ thê thai nhi.

Hợp từ Giai đoạn

H iíih  9.2. Sự hình thành phô i nang

1.2. Tăng sinh và biệt hóa
Tăng sinh và biệt hóa là hai hiện tượng thường xuyên diễn ra  trong sucTt quá 

trình  hình th àn h  và phát triên  của phôi, thai và cơ thê dẫn đến sự tăng  lên về sô 
lượng và chủng loại tê bào, điều này được thực hiện bởi hai quá tr ìn h  tương ứng 
là tăng sinh và biệt hóa.

-  Tăng sinh (proliferation) là hiện tượng tê bào phân chia theo cơ chê nhân 
đôi làm tăng sô’ lượng. Tăng sinh thường xảy ra từ lúc sinh ra, lổn lên, già và chết. 
Ước tính một người trưởng th àn h  có khoảng 1 0 .0 0 0  tỷ tế  bào (1 0 13).

-  Biệt hóa (differentiation) là hiện tượng các tê bào sinh ra có cấu trúc và /
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hoặc chức năng  không giông tê bào sinh ra  nó, làm  xuất h iện  loại tế  bào mới. Quá 
trình  biệt hóa biến các tê bào thành  các tê bào chuyên biệt (specialized cell) có các 
chức năng chuyên biệt trong cấu tạo và chức năng  của mô, cơ quan  và cơ thể.

Hầu hết tế  bào trong cơ thể đều mang bộ gen (genome) giống như ở hợp tử để 
điều khiển việc xây dựng và vận hành cơ thể, tuy nhiên khi tế  bào đã biệt hóa và 
trở nên chuyên biệt th ì các gen không cần th iế t cho hoạt động của tê  bào sẽ bị “tắ t” 
(turn off). Ví dụ tê bào phôi không cần gen điều khiển các phản  ứng khử độc như tê 
bào gan; tê bào xương không cần các sợi cơ co bóp như tế  bào cơ... tê  bào càng biệt 
hóa càng có nhiều gen bị tắ t đi và càng có ít khả năng chuyên đổi th àn h  loại tế  bào 
khác. Con đường biệt hóa là con đường một chiều, không th u ậ n  nghịch.

1.3. T ế  b à o  g ô c  (stem cell)

Tế bào gốc là tê bào chưa có chức năng chuyên biệt (unspaecialized cell) có 
tiềm năng  p h á t trien  th àn h  nhiều loại tê  bào khác n h au  và có k h ả  năng  tự  thay 
mới m ình (self-renew al). Tê bào gốc chưa có cấu trú c  tê bào đặc trư n g  cho việc 
cấu tạo cũng như vận h ành  của một loại mô hay cơ quan  cụ thể. Đây là loại tê 
bào còn chưa hoặc rấ t ít b iệt hóa nên có thê biệt hóa theo nh iều  hưỏng tạo ra 
nhiều loại tế  bào chuyên biệt. Tự thay mởi là khả năng  s inh  ra  các tê  bào giông 
hệt nhau đế thay thê chúng. Thông thường các t ế  bào p hân  chia theo phương 
thức nhân  đôi kiểu đối xứng (symétrie) tạo ra  hai t ế  bào giông nhau . T ế  bào gốc 
có thể phân  chia theo kiểu không đối xứng (asym étrie) th à n h  hai tế  bào khác 
nhau trong đó có một tế  bào không thay đổi ở mức độ biệ t hóa và một tế  bào đã 
biệt hóa hơn. Tế bào này tiếp tục phân chia và b iệ t hóa hơn để tạo các tê  bào tiền 
thân  (progenitor hay precursor cell) và sau đó sẽ b iệ t hóa tiếp  th à n h  các tế  bào 
chuyên biệt tham  gia cấu tạo và vận hành  chức năng  của mô cơ quan.

Trong cơ thể, các tê  bào gốc được lưu trữ  tạ i các ổ tế  bào gôc (stem  cell 
niche), nằm  rả i rác ở khắp các mô và cơ quan của cơ thể . Nhờ tă n g  sinh  và biệt 
hóa mà các tê  bào gôc cung cấp nguồn tê bào mối để tá i tạo  mô và giữ cho cơ thể 
luôn ở trạn g  th á i cân bằng. 0  (niche) được cấu tạo từ  nhữ ng  tế  bào và phân  tử  có 
nhiệm vụ tạo ra  một vi môi trường thích hợp cùng các tín  h iệu  cần th iế t vừa bảo 
vệ tế  bào gốc trước các tín  hiệu gây chết tế  bào theo chương tr ìn h  (apotosis) từ 
bên ngoài lọt vào, vừa điều phôi hoạt động đều đặn  hay tăn g  tốc khi cần đồng 
thời kiếm soát không cho p h á t trien  thá i quá dẫn đến ung  thư .
T ế  bào gốc p h ô i (embryonic stem  cell).

Tê bào gôc phôi chỉ gồm một loại tê bào lấy từ  các tế  bào của ICM ở phôi (có 
thể là phôi phát triển  từ  trứng  được thụ  tinh  hoặc trứ ng  được chuyển nhân).

T ế  bào  gốc trư ở n g  th à n h  (adult stem  cell).
Té bào gốc trưởng thành  là các tế  bào gốc phân  lập từ  phôi sau  khi đã làm tổ 

vào tủ cung cho đến khi còn trong bụng mẹ hoặc trẻ  em từ  ngay sau  khi sinh ra 
cho đôn người trưởng thành. Người ta  còn gọi tế  bào gốc trưởng th à n h  là các tế
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bào gô’c đặc hiệu cơ quan (organ-specific stem cell) hay tế  bào gổc đặc hiệu mô 
(tissue—specific stem  cell). Nói một cách khác, tấ t cả tế  bào gốc lấy từ  các mô khác 
nhau của phôi sau khi làm tổ của thai, của trẻ mới sinh cho đến người già hay tê 
bào gốc lấy từ  cuông rốn (cả trong máu và trong nhu mô) đều được gọi là tế  bào 
gốc trưỏng thành. Chữ trưởng thành  được hiểu theo góc độ trưởng thành  không 
còn non nớt và th u ần  n h ấ t từ  ICM của phôi nang, mà đã có đặc điểm định hình 
mô, định hình cơ quan khác nhau (chứ không phải lấy từ  người trưởng thành).

Sự k h á c  b iệ t g iữ a  t ế  b ào  gôc p h ô i và t ế  bào gô’c trư ở n g  th à n h
Điểm khác nhau  m ấu chôt giữa tê bào gốc phôi và tế  bào gốc trưởng thành  là:
-  Tế bào gốc phôi có khả năng phân chia và phát triển vô hạn định (indiíĩnite) 

và có tiềm năng biệt hóa th àn h  tấ t cả các loại tê bào.
-  Tê bào gôc trưởng thành  chỉ có khả năng phân chia giới hạn cùng tiêm năng 

tạo ra một sô’ giới hạn  loại tế  bào.
-  Tê bào gốc trưởng th àn h  được phân lập từ các mô nên biệt hóa hơn tế  bào 

gôc phôi.
-  Một sô' gen ở tế  bào gốc trưởng thành đã bị “tắ t” nên tế  bào gốc trưởng thành 

không còn khả năng  tạo ra  tấ t  cả các loại tê bào.
-  Lộ tr ìn h  biệt hóa tế  bào gôc trưởng thành  thành  các tế  bào dùng cho điều 

trị ngắn và đơn giản hơn tê bào gốc phôi.
-  Nhược điếm và cũng là khó khăn lớn nhất cho phép ứng dụng rộng rãi tê bào 

gôc trưởng thành  trong điều trị là sô lượng tê bào hạn chê không đủ cho nhu cầu 
điều trị và sô’ loại tế  bào này sau một số lần phân chia nhất định sẽ bị biệt hóa.

T iềm  n ă n g  p h á t  t r iể n  c ủ a  t ế  bào  gôc
Số lượng và loại tế  bào mới được tạo ra  từ  tế  bào gốc là không giống nhau. Có 

loại tê bào gôc có tiềm  năng  sinh ra  được nhiều, có loại sinh ra  được ít.
Các tế  bào của giai đoạn phôi dâu là tế  bào toàn năng (totipotent) vì mỗi tê 

bào này có thê p h á t tr iến  th à n h  một cơ thê hoàn chỉnh. Sang đến giai đoạn phôi 
nang bát đầu có sự phân  chia chức năng: chức năng nuôi dưỡng do các tế  bào lá 
nuôi đảm nhiệm  (sau này th àn h  rau  thai); chức năng tạo nên cơ thê thai nhi do 
các tế  bào của ICM đảm  nhiệm . Như vậy, các tê bào ICM là các tê bào vạn năng 
(pluripotent) do chỉ th iếu  khả năng tạo các tê bào lá nuôi mà thôi. Cũng có lẽ vì 
thế, mà người ta  thường gọi các tê bào ICM là tế  bào gốc phôi vạn năng 
(pluripotent embryonic stem  cell) (xem hình 9.3).

Phôi nang nguyên vẹn sau khi làm tố ở tử cung sẽ phát triển thành  bào thai, 
trong đó các tê bào lá phôi gồm nội bì (endoderm), trung bì (mesoderm) và các tê 
bào mầm nguyên thủy (prim ordial germ cell -  PGC). Chức năng đã được phân 
chia: các tế  bào của nội bì sẽ tạo nên gan và tụy, trung bì hình thành  các cơ, 
xương, sụn, máu và mô liên kết; ngoại bì tạo hệ thông thần kinh và da. Các tế  bào
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mầm sinh dục sau này sẽ sinh ra các giao tử (trứng hoặc tin h  trùng). Tiềm năng 
tạo ra sô loại tê bào và mô của các lá phôi đã bị hạn chê hơn so với các tê bào vạn 
náng ICM. Tuy vậy, các tê bào gốc phân lập ở mỗi lá phôi vẫn có thể tạo ra  được 
nhiều loại tế  bào và mô theo định hướng của mỗi loại lá phôi. C hính vì vậy mà 
chúng được gọi là tế  bào gốc đa năng (multipotent). Tùy giai đoạn và vị trí lấy tê 
bào gôc mà các tế  bào này có khả năng chỉ tạo ra  được vài loại t ế  bào và chính vì 
vậy chúng được gọi là tế  bào gôc ít tiềm năng (oligopotent). Có tác giả gộp hai loại 
đa năng và ít tiềm năng thành  tê bào đa năng. Các tê  bào đa năng  tiếp tục phát 
triền tạo th àn h  các tê  bào tiền thân  (progenitor/ precusor cell) là tế  bào chỉ còn 
tiềm năng p h á t triển  thành  một loại tế  bào duy nhất để tạo nên một loại tế  bào 
duy nhất tạo liên mô và cơ quan của cơ the. VI thê, các tê bào tiền thân  được gọi là 
tê bào dơn năng (unipotent) (hình 9.3).

Như vậy, tê bào càng biệt hóa thì tiềm năng sinh ra  sô loại tế  bào mâi càng 
giảm đi. Quan hệ giữa biệt hóa và khả năng sinh ra  được biếu diễn trong hình 9.4.

T in

-►  Nhau thai
Vạn năng

Mầm 
sinh dục

Ngoại bì Trung bì N ội bì

Các tế bào 
sinh dục

1  1  j j  1  1  j |  » l
i a ị | < * -  é * 5' ™ '

M ô, cơ quan

Hình 9.3. Tiềm năng phát triển của các loại tê bào gốc
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Hinh 9.4. T ư ơ n g  q u a n  g iữ a  t i ếm  n ă n g  với m ứ c  đ ộ  u y ể n  c h u y ê n  v à  b iệ t  h ó a  tè  b à o  g ố c

Tế bào thân k inh

Hinh 9.5. K hả  n ă n g  b iệ t  h ó a  c ủ a  tè  b à o  g ố c
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2. TRIỂN  VỌNG VÀ KHÓ KHĂN TRO N G  V IỆC ỨNG DỤNG TẺ' BÀO Gốc
Một trong những hướng p h á t triển  của y học tá i tạo (regenerative medicine) 

là thay thê tê bào gôc vào chỗ tê bào bệnh để phục hồi chức năng trở lại bình 
thucng mà không phải sử dụng thuốc suôt đời (xem hình 9.6).

Hình 9.6. Chiên lược trong liệu pháp tế  bào gôc để điểu trị các bệnh hiểm nghèo ở người

(a) Sử dụng tế bào gốc trưỏng thành;
(b) Sử dụng tê bảo sinh dưỡng trưởng thành để sản xuất tế bào gốc phôi.

Từ năm  1954, người ta  đã tiến hành  nghiên cứu tế  bào gốc phôi và vào 
những năm  1970, những nghiên cứu ghép tê  bào gốc tủy  sống trong việc chữa 
bệnh khiếm khuyết miễn dịch và leukem ia đã được tiến hành. Nhưng những 
nghiên cứu th ậ t sự về các tê  bào gôc phôi chỉ mới bắ t đầu vào năm  1988, khi 
Jam e Thomson thu  nhận  được những tê bào gôc phôi từ  khôi bên trong (Inter 
Ccll Mass — ICM) của phôi nang  (blastocyte). Các dòng tế  bào này không hề biệt 
hóa sau nuôi cấy 4 — 5 tháng  và vẫn giữa nguyên tiềm năng p h á t triển  th àn h  các 
loại tê bào của ba lá phôi dể p h á t triển  th àn h  các tê bào biểu mô, sụn, xương, cơ 
trơn, biêu mô thần  kinh, tê bào da,... Mở ra  triển  vọng ứng dụng to lớn trong

2 0 7

https://nhathuocngocanh.com/



việc tìm hiếu quá tr ìn h  phát triển  phôi thai người trong y học tá i tạo cơ quan và 
nghiên cứu phát triển  thuô’c. Ngày nay, người ta  có thể phân  lập được các tế  bào 
gốc từ  các mô khác nhau của phôi, thai, các phần phụ của tha i như màng trong 
dây rốn, nhau tha i và nhiều mô khác từ  tê bào trưởng thành . Hy vọng sử dụng 
tế  bào gôc trong y học tá i tạo (regenerative medicine) và tr ị liệu tế  bào (germ 
theraphy) trong chữa tr ị nhiều bệnh tổn thương hoặc m ất chức năng  tế  bào, chức 
năng cơ quan như đái tháo đường, Alzheimer, liệt, teo tủy  sông,...

Tế bào gô’c được ứng dụng theo bôn hưóng:
-  Thay thế  mô/cơ quan
-  Sửa chữa những tê  bào bị hỏng
-  Vector cho liệu pháp di truyền.
-  Vector cho các tác nhân hóa liệu pháp.
Ngày nay, công nghệ tê bào gô’c đã thành  công trong những lĩnh vực sau đây:
-  Những tế  bào gôc trong mô đã biếu hiện gen trong xương, sụn, mô mõ, cơ, nội 

bì và tê bào thần  kinh.
-  Những tê bào gốc đa năng (m ultipotent stem cell) có thê biệt hóa thành  

những tế  bào có hình dạng và chức năng giôVig như tế  bào gan.
-  Những tê bào gốc thần  kinh có thể đi vào não sau khi tiêm  vào cơ thể.
-  Những nghiên cứu gần đây còn cho thấy: các tê bào gôc có thể biệt hoá 

thành  tê bào cơ tim , th ần  kinh, cơ khi nưốc trong môi trường dinh dưỡng thâ'p.
-  Tái tạo da sau bỏng.
-  Tạo mô cơ xương trong chấn thương chỉnh hình.
-  Liệu pháp tê  bào gốc làm giảm tổn thương nhồi m áu cơn tim.
-  Ghép tủy xương.
-  Điều trị ung thư  máu bằng tê bào gốc tạo máu.
-  Phục hồi chức năng cơ tim bằng tế  bào gốc hay tế  bào tiền thân.
-  Biệt hóa tế  bào thành  tê bào tiết insulin.
-  Chèn thêm gen mã hóa thụ thể có vai trò  điều hòa sự ức chê tiê t insulin 

theo nồng độ đường máu.
-  Tạo dòng liệu pháp trong điều trị (therapeutic cloning).
Những câu hỏi đặt ra  cho công nghệ tế  bào gốc:
-  Những tê bào gôc phôi nuôi cấy in vitro có thê cho ra  tấ t  cả các loại tê bào 

của một cơ thể trưởng thành  không?
-  Những tê bào gôc phôi khi nuôi cấy ill vitro có chức năng  giông như khi 

phát triển  trong phôi bình thường không?
-  Tế bào gốc in vitro có bị đột biến không?
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Trở ngại lớn nhất trong các chương trình  khai thác tê  bào gốc phôi là đạo lý 
và pháp luật.

Ngày 25/8/2000, Tổng thông Mỹ B. Clinton cho phép cấp kinh phí cho những 
nghiên cứu trê n  dòng tê bào th a i người (hum an fetal cell lines) nhưng không 
dùng tê bào phôi. Ngày 9/3/2009, Tổng thông O bam a đã công bô một chính sách 
cho phép mở rộng nghiên cứu tế  bào gốc phôi người. H iện nay, Mỹ đã nghiêm  
cấm  khai thác  tê  bào gôc phôi người. H àn Quốc và một sô’ phòng th í nghiệm  ở 
N hật dược phép nghiên tế  bào gốc phôi người. Sau khi nghiên cứu của giáo sư 
Hwang Woo Suk bị kết luận  là giả mạo, các nhà bác học người Anh ở Newcastle 
đã nhân bản th à n h  công phôi ngưòi. Việc này giúp đem lạ i hy vọng trích  tê  bào 
gôc riêng lẻ tương th ích  với các bệnh nhân  (xem hinh 9.6).

Trong những năm  gần đây, các nhà khoa học Viêt Nam cũng đạ t được những 
th à n h  :ựu n h ấ t định trong nuôi cấy tế  bào gốc. Ngày 08/02/2002 bé Nguyễn Thị 
Kim Ngân, 4 tuổi, được ghép m áu cuông rốn ngưòi để chữa bệnh ung thư  bạch 
cầu dò:ig lympho tạ i bệnh viện Truyền máu và H uyết học Tp. HCM. Trước đó, 
tạ i đâj cũng đã thành  công trong việc ghép tế  bào gốc tự  th ân  bằng cách huy 
động n á u  ngoại vi. Đến nay (2001) Bệnh viện T ruyền m áu và H uyết học 
Tp.HCM đã thực hiện th àn h  công (81%) liệu pháp ghép tủy  bằng m áu cuông rôn 
cũng như ghép tế  bào gốc tự  thân. Kỹ th u ậ t này đang được tiến  h ành  ỏ một số 
bệnh v.ên khác nhau  như Bệnh viện Bạch Mai, H uế...

Những tê  bào gôc được gọi là myES (my stem  cell) sẽ không bị đào th ả i được 
thực h.ện theo các bưâc: 1) N hận bất kỳ tế  bào của bấ t kỳ mô nào trên  cơ thể 
bệnh nhân. 2) Tạo phôi từ  nhân  tế  bào này và trứng  đã được loại nhân. 3) Thu 
nhận  tà bào ICM. 4) Cấy hay biệt hoá những tế  bào gốc này th à n h  cơ quan mong 
m uôn tho cấy ghép.

3. SẢN XUẤT P H Ô I IV F (IN VITRO FERTILITY)

Thụ tinh  trong ống nghiệm trên  người tuy đã m anh nha từ  năm  1961, nhưng 
mãi đén năm  1978 mới có em bé đầu tiên ra  đòi nhờ công nghệ này (Louise 
Brown). Tính đến 1990, trên  thê giối đã có gần 100.000 bé ra  đồi bằng th ụ  tinh  
trong  tng nghiệm.

ơ  chu vực Đông Nam Á, một sô nước như Thái Lan, Singapore, M alaysia, 
Philipme, Indonesia, Việt Nam cũng đã thành  công trong kỹ th u ậ t IVF.

B ệih  viện Từ Dũ đã th àn h  công đầu tiên trong lĩnh vực hỗ trợ sinh sản IVF 
trên  nịười vào năm  1998. Đến nay, sô trẻ  chào đòi từ  công nghệ này đã lên tới 
hàng: Igàn.

lUỐMMM^ỈMNỌCDưỤC 209

https://nhathuocngocanh.com/



Tự LƯỢNG GIÁ

1. Khái niệm tiềm năng của tê  bào gốc là gì? Cho ví dụ minh họa.
2. Phân biệt quá trìn h  tăng  sinh và biệt hóa.
3. Trình bày các khó khan  trong ứng dụng tê bào gôc.
4. Phôi nang là

A. Khôi tê bào phát trien  từ  phôi dâu trước khi làm tổ trong tử  cung.
B. Tê bào trứng đã th ụ  tin h  trong tử cung 
c. Các tế  bào gốc toàn năng.
D. Phôi ỏ giai đoạn 16 tê bào.

5. ứ ng  dụng tê bào gốc gặp khó khăn  vì
A. Vấn đề đạo đức và pháp luậ t
B. Nguồn cung cấp phôi giới hạn 
c. Thông tin  khoa học chưa đầy đủ 
D. T ất cả
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CHƯƠNG IV

CÔNG NGHệ G€N

B à i  10

CÔNG CỤ VÀ KỸ THUẬT c ơ  BẢN

MỤC TIÊU
1. Nêu được yêu cầu, đặc điểm và ứng dụng của các công cụ cơ bản của công 

nghệ gen
2. Trình bày được các bước và kỹ thuật chính trong tạo dòng gen.

1. LƯỢC S Ử  CÔ N G  N G H Ệ  G EN

Công nghệ di truyền còn được gọi là công nghệ gen hay kỹ th u ậ t tá i tổ hợp 
ADN đã trở th à n h  một th u ậ t ngữ rấ t  phô biến. N hững khái niệm về biến đổi di 
truyền của các sinh  vật sông cũng không mới, nó đã được áp dụng trong nông 
nghiệp và di truyền  học vi sinh vật để cải tạo giông từ  rấ t  lâu mà không cần có 
những kiến thức về di truyền  phân tử như ngày nay.

Định nghĩa tổng quát là các thao tác di truyền  được dùng để tạo ra  các cá thể 
có sự tô hợp mới về đặc điểm di truyền. Các thao tác này được chia làm hai lo ạ i:

-  Các thao  tác tê bào, liên quan đến việc tạo tê  bào lai.
-  Các thao tác phân tử, liên quan đến việc tạo ra  phân  tử  ADN tá i tổ  hợp 

nhân tạo, đưa chúng vào vector và chuyển nó vào tế  bào chủ. Đáy chính là công 
nghệ gen m à ngưòi ta  thường nhắc đến.

Acid deoxyribonucleic, chất quyết định sự di truyền , được chiết tách lần đầu 
vào năm  1869, bởi Miescher, một nhà khoa học ngưòi Đức. Tuy nhiên, khi thấy 
rằng ADN chỉ chứa bốn th àn h  phần cơ bản (A, T, G và C) người ta  cho rằng  nó 
không thê đóng vai trò vật liệu di truyền, sự tập  tru n g  chú ý được hướng vào các 
protein. Bảy mươi năm  sau, Avery đã thực h iện  một th í nghiệm  lịch sử với phê 
cầu khuẩn  (pneumococcus) và chỉ ra  rằng  ADN chứ không phải protein mới là 
vật liệu di truyền . Sinh học phân tử hiện đại ra  đời năm  1953 khi W atson và 
Crick công bô' cấu trúc xoắn kép của ADN. Sau đó ARN thông tin, ARN vận 
chuyên, ribosom được phát hiện và nghiên cứu chức năng. Các vấn đề sao chép
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và tổng hợp ADN cũng được khám  phá. Các hiểu biết vê' điều kiện và quy luật 
lai ADN, enzym cắt giới hạn, enzym nối (ligase) đã thúc đẩy m ạnh sự phát triển 
của kỹ th u ậ t thao tác gen. Năm 1972, phương pháp tạo dòng ADN lần đầu tiên 
được thực hiện bởi Boyer, Cohen, và Berg. Năm 1977, sản phẩm  đầu tiên của 
công nghệ gen, som atostatin  tái tồ hợp ra  đời. Năm 1983, PCR được phát minh 
bởi K.B. Mullis đã tạo ra  một cuộc cách mạng trong thao tác gen.

2. CÔNG CỤ C ơ  BẢN

2.1. C h ủ n g  v i  s in h  v ậ t

Các thao tác gen thưòng được tiến hành  trên  E. coli vì nó có bộ máy di 
truyền đã được nghiên cứu khá đầy đủ và có tô’c độ tăng  trưởng nhanh  trong khi 
khả năng gây bệnh lại thấp.

Bên cạnh việc phân loại theo nguồn gôc ví dụ như nấm  men, nấm sợi, vi khuẩn, 
tế  bào động vật, ... các chủng vi sinh vật dùng trong công nghệ gen thường được 
chia làm hai nhóm lớn:

-  Chủng đê tạ o  dòng: là chủng mang các đặc tín h  và đột biến cho phép 
thu  nhận ADN ngoại lai và duy trì chúng ôn định với sô bản sao cao, cho phép 
chiết tách trở lại thu  được lượng lốn ADN đích cho các nghiên cứu tiếp sau. 
Ngoài ra  các chủng này cũng mang một sô' đột biến cho phép dễ dàng phát hiện 
dòng mang ADN đích, ví dụ kỹ th u ậ t bổ sung alpha.

-  C h ủ n g  b iể u  h iện : mang các yếu tô cần th iế t để biểu hiện gen đích và để 
ổn định sản phẩm  biểu hiện. Các chủng này cho phép biểu hiện gen đích với mức 
độ cao nhằm  thu được nhiều sản phấm  biêu hiện gen—protein.

Dưới đây là một số  chủng vi khuẩn  xuất phá t từ  chủng E. coli K12 thường sử 
dụng :

* Chủng tạo dòng thông thường:

-  JM103 : dùng để nhân  bản các vector của phage M13, cũng có thể dùng vối 
plasmid pUC, là các plasmid sử dụng kỹ th u ậ t bổ sung alpha để chọn lọc dòng 
tái tổ hợp. Chủng này bị m ất gen 0-galactosidase trên  nhiễm  sắc thể, nhưng có 
mang gen cho đoạn omega của p-galactosidase trên  plasm id F, cho phép nó bị 
nhiễm bởi các phage dạng sợi như M I3. Nếu m ất plasm id F sẽ làm m ất khả 
năng này, do đó phải duy trì chủng này trên  môi trường tôi thiểu.

-  JM109 : tương tự JM103, ngoại trừ  có đột biến trên  gen recA, làm  cho nó 
mất khả năng tái tổ  hợp tương đồng. Chủng này được dùng nhiều hơn JM103 vì 
ít làm biến đổi đoạn gen ngoại lai. Tuy nhiên, hiệu su ấ t thu  ADN của M13 của 
nó thấp hơn JM103.

-  D H 5-a : chủng này cũng có đặc tính  bổ sung alpha như JM103 hay JM109.
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Chủng này m ang gen recA ĩ đột biến. Ngoài ra, nó còn m ang đột biến deoR làm 
dễ dàng cho việc thu  n h ận  các m ảnh ADN lớn.

* Chủng biêu hiện

-  BL21(DE3): biêu h iện  m ạnh các gen đích được điều khiển bởi prom oter T7. 
Bị đột biến m ất các gen protease lon và ompT.

-  BL2 \trxB: giống như  BL21 nhưng có đột biến trxB để giúp hình th àn h  cầu 
disulfit trong tê  bào chấ t giúp một sô' protein gập lại đúng.

2.2. V e c to r  t ạ o  d ò n g

Có bôn loại vector cơ bản dùng trong tạo dòng là plasm id, các vector thực 
khuẩn tiêu  giải có nguồn gôc từ  phage lam bda, các cosmid và vector từ  các phage 
dạng sợi như M13.

Plasmid
Plasm id là một phân  tử  ADN sợi kép, vòng kín, nhỏ có thể  nhân  bản độc lập 

trong tế  bào. Tất cả các plasm id được dùng trong nghiên cứu sinh học phân  tử 
phải thỏa m ãn ba yêu cầu :

-  Có yếu tô đánh dấu để chọn lọc dòng tá i tổ hợp, thường là một gen kháng 
kháng sinh hoặc dùng kỹ th u ậ t bổ sung alpha.

-  Có điếm khởi đầu sao chép (Ori) cho phép nhân  bản plasm id trong tê bào 
chất không phụ thuộc nhiễm  sắc thể. Các plasm id được sử dụng hiện nay thường 
có điểm Ori có thể kiểm soát được, ví dụ cho phép khuếch đại plasm id khi có m ặt 
chất ức chê tổng hợp protein  (như chloramphenicol). Điều này giúp tăng  sô’ bản 
sao của plasm id trong tê bào chủ và cho hiệu suấ t cao khi chiết tách  plasm id với 
độ tinh  kh iế t khá tô't.

-  Có vùng tạo dòng (M ultiple Cloning Site — MCS) : có chứa nhiều tr ìn h  tự 
nhận  diện duy n h ấ t của nhiều RE khác n hau  nằm  liên tiếp nhau  (polylinker), 
cho phép cắt đế duỗi plasm id và chèn đoạn gen mong muốn vào.

Plasm id lý tưởng cần có kích thưốc nhỏ (2-10 kb), không tiếp hợp được, nên 
không di chuyển được, và có kiểu h ình  biểu hiện được trên  tế  bào chủ. Ngoài ra  
nó cũng cần có nhiều tr ìn h  tự n hận  diện duy n h ấ t của enzym cắt giới hạn  và có 
sô bản sao lớn (>10). Các plasm id sau khi tá i tô hợp sẽ được đưa vào tế  bào chủ 
bằng cách biến nạp hay tham  điện (electroporation).

* pU C

Là một họ các plasm id có m ang một sô đặc tính  của vector M13 và pBR, làm 
thuận  lợi hơn cho thao tác. Kích thước nhỏ (2,7 kb), có gen kháng ampicillin, 
điếm Ori của pBR322 và một phần  gen lacZ của E. coll. Vùng tạo dòng (tương tự 
M I3) nằm  trong đoạn lacZ nên cũng dùng kỹ th u ậ t bo sung alpha. Cho sô’ bản 
sao cao, và có thể được khuếch đại bằng chloramphenicol.
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* pGEM  và pB luescript II
M ang nhiều  yếu tô' th u ận  tiện  cho thao tác. Kích thưốc khá nhỏ (2,9 kb), cho 

sô bản sao cao trong tê bào E. coli thích hợp. Vùng tạo dòng nằm  giữa hai 
promoter cho phép phiên mã từ  tr ìn h  tự được chèn vào.

Hinh 10.1. Sd đố m ộ t p lasm id  đ iển  hình

Gốm gen đánh dấu chèn /acZ’; vùng tạo dòng, MCS, nằm trong /acZ'; 
điểm gốc sao chép, ori; gen đánh dấu đề kháng kháng sinh, AmpR.

* p E T  và pG EX

Là các họ vector plasm id để tạo dòng và biểu hiện gen, tinh  chê protein. Có 
vùng tạo dòng, vị tr í  gán ribosom, promoter được tối ưu hóa để biểu hiện gen đích. 
Ngoài ra  còn được tích hợp nhiều trình  tự mã hóa cho đoạn chức năng giúp tinh 
chê hay nhận  diện protein biểu hiện như polyhistidine tag, S—tag, G ST-tag ...

Các vector  từ p h age  lam bda
Đây là một phage tiêu  giải, nghĩa là sau khi xâm nhập tế  bào chủ, p lage sẽ 

nhân bản ADN của m ình và tạo các virion, ly giải tế  bào chủ rồi phóng thích 
Ị phage.

Khi được dùng làm  vector, người ta  cắt bỏ một phần bộ gen của phagekhông 
liên quan đến quá tr ìn h  tiêu giải và thay th ế  bằng đoạn ADN cần tạo dòng. Do 
đặc tính  của phage, nên sau tá i tổ  hợp kích thước vector phải lớn hơn 73% (38 
kb) và nhỏ h ơ n J 02% (51 kb) so với dạng hoang dại (50 kb) th ì mối đónggóLdễ 
dàng th à n h  phage đước. Vì vậy, khi sử dụng làm vector tá i tô hợp phải chù ý đến 
kích thước đoạn gen muôn chèn.

Có hai điếm _th.uậa-kii khi dùng loại vector này để xây dựng các thư  viện tái 
tô hơp. Thử n h ấ t; bộ gen của phage sau  khi tá i tổ-hợp có thể-được đóng gci bằng 
cách trôn với các protein  vỏ (đã được thương mại hóa) (đóng gói in vitro . Điều 
này rấ t có ý nghĩa vì khi đó chỉ cần một lượng ít vector và ADN cần chồn. Đóng
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gói in vitro là cách đơn giản n h ấ t để đưa ADN tá i tổ  hợp vào tế  bào E. coli chủ. 
Thứ hai, các thư  viện phage có thê dễ dàng p h á t h iện  với m ẫu dò* khuếch đại và 
bảo quản trong một thời gian dài.

V e c to r  cosm id
Cosmid là một dạng lai giữa phage và plasm id và có được các ưu th ế  của cả 

hai dạng vector. Nó có thể dùng đe tạo dòng các đoạn gen có kích thưóc lớn đến 
50 kb. Cosmid vector m ang yếu tô’ chọn lọc, điểm Ori của plasm id, vị tr í  tạo dòng 
v à  các tr ìn h  tự của phage lam bda mã hóa cho vị tr í  C O S. Đe tá i tổ  hợp, người ta 
cát vector bằng RE tạ i vị tr í tạo dòng và trộn vối đoạn gen m uôn chèn (có chiều 
dài từ 35-45 kb), vector và đoạn chèn sẽ được nôi lại bằng ligase, tạo th à n h  một 
sợi ADN thảng  với đoạn chèn bị kẹp giữa hai vector. Sợi ADN này khi ủ với các 
protein vỏ sẽ tạo th à n h  phage và được gây nhiễm  vào E. coli. Sau khi vào tế  bào 
chủ, ADN tá i tố hợp sẽ tạo thành  vòng và hoạt động như  một plasm id.

Bảng 10.1. Một sô RE thường dùng

Ten RE Vị trí nhặn diện / cắt2 Dung dịch đệm 3 Vi khuan

A a tll GACGT«C K A cetobacter aceti

A lu l A G *C T L A th robacte r lu teus

Ball (M scl)' TG G *C C A O (L ) B revibacterium  albidum

BamHI G *G ATCC M Bacillus am ylo liquefaciens

B glll A *G A TC T M Bacillus g lob ig ii

Bell T*G A TC A L Bacillus caldo lyticus

Ssp106l (C/a / ) 1 AT*C G AT M (O) Bacillus sphaericus  / 

C aryophanon latum

EcoRI G*AATTC M E. co li

EcoRII (BstNI)' *CC(A/T)GG M (L ) E. co li 1 Bacillus  

stearotherm ophilus

H ae lll G G *CC L H aem ophilus aegyptius

H in d i GTY*RAC L (M ) Haem ophilus influenzae  Rc

H ind lll A«AGCTT L H aem oph ilus in fluenzae  Rd

H infl G»ANTC L H aem ophilus in fluenzae  Rf

H pal G TT*AAC L H aem ophilus parainfluenzae

Kpnl G G TAC*C 0 Klebsie lla  pneum oniae

M boll GAAGANNNNNNNN*

CTTCTNNNNNNN*

o M oxarella bovis
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Tên RE Vị tr í nhặn diện / cắ t2 Dung d ịch  đệm 3 Vi khuan

Mbol (Sau3A ) 1 »GATC L (L ) Moxarella bovis / 
Staphylococcus aureus 3A

Mspl (H paliy O C G G O (O ) Moxarella species

Notl G O G G C C G C M Nocardia o titid is-caviarum

Pstl C TGCA-C L Providencia stuartii

Pvul CGAT*CG M Proteus vulgaris

Pvull CAG»CTG M Proteus vulgaris

Sacl (Sstl)' G A G C ^ C O (L ) Streptomyces

achromogenes

Sacll (S stll)' C C G O G G O (L ) Streptomyces

achromogenes

Sail GVTCGAC H Streptomyces albus

Smal CCC*GGG K Serratia m arcescens

Sphl GCATG-C M

Slul AGG*CCT L Streptomyces tubercidicus

Taql T*C G A L Thermus aquaticus

Xbal T*CTAGA L Xanthom onas campestris 

pv. badrii

Xhol C*TCGAG L Xanthom onas holcicola

Xmal C*CCGGG o Xanthom onas malvacearum

' có cùng vị trí nhận diện nhưng khác nguồn gốc,

2 trinh tự nhận diện theo chiều 5 - 3 ’, » là vị tri cắt. A  : adenin, c : cytosin, G  : guanin, N : bất kỳ base 
nitd nào, R : purin, T : thymin, Y : Pyrimidin

3 K : 10 mM T ris-C I pH 8 + 10 mM M gCI; + 20  mM KCl ; L : 50  mM NaCI + 10 mM  T ris-C l pH J A  + 10 
mM MgClj + 1 mM DTT ; M : 100 mM NaCI + 10 mM Tris-CI pH 7,4 + 10 mM MgCI2 + 1 mM DTT ; H : 
150 mM NaCI + 10 mM Tris-CI pH 7,4 + 10 mM MgCI; + 1 mM DTT ; o  : 10 mM Tris-CI pH 7,4 + 10 
mM MgClj + 1 mM DTT

2.3. C á c  e n z y m  là m  b iế n  đ ổ i a c id  n u c le ic  

E nzym  c ắ t  giới h ạ n  / m e th y la se

* Chức năng
Enzym cắt giới hạn (restriction enzyme-RE) là các endonuclease có khả 

năng cắt ADN tại hay gần một trình  tự nhận diện đặc hiệu. Song song với chúng 
tế  bào có các enzym m ethylase xúc tác việc metyl hóa các tr ìn h  tự nhận  diện đặc 
hiệu và ngăn cản tác động của enzym cắt giới hạn. Các loài khác nhau  có cặp
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RE/m etylase khác nhau. Hậu quả là nếu các ADN ngoại lai (ví dụ ADN phage) 
chưa bị metyl hóa sẽ bị cắt và thoái hóa, trong khi ADN của tế  bào chủ được bảo 
vệ. Điều này giúp cho bộ gen của vi khuẩn được ổn định.

* Phân loại RE
Có ba loại RE : I, II và III. Loại I và III m ang một phức hệ gồm cả hai hoạt 

tính  cắ t giới hạn  và metyl hóa, loại này cần ATP để có năng  lượng và nó cắt 
ADN tạ i vị tr í khá xa điểm nhận  diện. H ai loại này ít được dùng trong các thực 
hành sinh học phân  tử. Loại II chỉ có hoạt tín h  endonuclease, không cần ATP để 
hoạt động và cắ t ADN tại hoặc rấ t gần vị tr í  nhận  diện. Loại II được sử dụng 
nhiều trong thực tiễn sinh học phân tử và h iện  người ta  đã biết khoảng 1000 RE 
loại này và có vài trăm  loại đã được thương m ại hóa.

Đê gọi tên  RE người ta  dùng ba ký tự  L atinh  (in nghiêng) trên  cơ sỏ tên  chi 
và loài (đôi khi sử dụng thêm  ký tự thứ  tư  đe chỉ chủng (strain) hoặc plasmid) và 
một số  La mã để chỉ thứ tự phát hiện ra  enzym. Ví dụ : S m a l : là RE của Serratia 
marcescens được phát hiện trước tiên.

* Vị tr í nhận diện Icắt
VỊ trí nhận  diện của đa sô” RE loại II thường chứa 4 - 6  nucleotide và thường 

có sự đối xứng cặp (trình  tự  palindrome). Có bôn kiêu sắp xếp của trìn h  tự  nhận  
diện: palindrom e (ví dụ BamHI, EcoRI) ; palindrom e bị ngắt (HinfI, Xmnl)\ trình  
tự bị thoái biến, thường có phần còn lại của sự đôi xứng cặp (EcoRII, HincII)', 
không phải palindrom e (MboII).

RE chỉ cắt ADN sợi đôi và tạo ra  hai đầu tận  5’ phosphate và 3’ hydroxyl. Đầu 
cắt có thể tà  hoặc so le. Nếu trình  tự nhận  diện có phần nào tính  đôi xứng thì 
điểm cắt thường nằm  giữa nó và ở vị tr í giông nhau cho mỗi dây. Ngược lại th ì vị 
tr í cắ t cách khoảng so vái nó. Bảng tóm tắ t đặc điểm một số RE thường dùng.

P o ly m e ra se
Polym erase là các enzym chịu trách nhiệm  tổng hợp acid nucleic từ  các đơn 

vị nucleotide.

* AD N  polym erase phụ thuộc ADN
-  Ẻ. co li ADN p o ly m e ra se  I
Được phân lập từ  E. coli, nhưng ngày nay đã được sản xuất từ  chủng vi khuẩn 

có kh ả  năng siêu tổng hợp enzym này.
Mục đích sử dụng :
+ Đánh dấu ADN
+ Tổng hợp sợi thứ  hai của ADNbs
Đặc tính  :
+ Hoạt tín h  tổng hợp 5’-  3’: dùng đoạn mồi ADN hay ARN. Hoạt động tốt 

trê n  khuôn m ẫu ADN. Khả năng xử lý thấp  và cần tối th iểu  một raM dNTP.
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+ Exonuclease 3'— 5' : yếu hơn polymerase của T4 và T7.
+ Exonuclease 5’— 3’
-  Đ oạn K lenow  (đoạn  lớn củ a  p o ly m erase  I c ủ a  E. coli)
Thu được nhờ tác động của enzym thủy phân protein trên  polymerase I của 

E. coli hoặc nhờ siêu tổng hợp ở dòng tá i tổ hợp gen quy định polymerase đã 
được biến đổi. Đoạn Klenow không có hoạt tính exonuclease 5’— 3’. Gần đây với 
công nghệ di truyền đã tạo được dòng sản xuất đoạn Klenow không có hoạt tính 
exonuclease (excr Klenow enzym; Stratagene).

Sử dụng :
+ Làm tà đầu 3’bị hụ t (đầu dính)
+ Loại bỏ đầu 3’ nhô ra.
+ Đánh dấu đầu 3’ của ADN sợi đôi, đặc biệt đôi với đầu 3’ bị hụt.
+ Tổng hợp sợi thứ hai của ADNbs, có ưu điểm hơn polymerase I vì không có 

hoạt tính exonuclease 5’— 3’.
+ Đánh dâ’u bằng kỹ thuậ t mồi ngẫu nhiên.
+ Định trình  tự ADN bằng phương pháp dideoxy.
+ Tổng hợp ADN từ  ADN sợi đơn vối mồi đặc hiệu.
-  ADN p o ly m e rase  T4
Được ly trích từ  E. coli bị nhiễm phage T4. Có đặc tính  gần như đoạn Klenow 

nhưng có hoạt tính  exonuclease 3 '-  5' mạnh hôn, không làm dịch chuyển sợi và 
không tác động trên  ADN bị cắt khía.

Sử d ụ n g :
+ Làm tà đầu 3’ bị hụt.
+ Loại bỏ đầu 3’ nhô ra.
+ Đánh dâ’u đầu 3’ của ADN sợi đôi.
+ Tổng hợp ADN từ  ADN sợi đơn với mồi đặc hiệu.
-  ADN p o ly m e rase  T7
Gồm hai tiểu đơn vị : lốn : có hoạt tính  enzym do phage T7 mã hóa ; nhỏ : là 

một thioredoxin protein do tế  bào chủ E. coli mã hóa. Khả năng xử lý thấp, 
nhưng nếu kết hợp vỏi thioredoxin thì tăng lên rấ t nhiều. Khi thay  đổi phần
thioredoxin thì hoạt tính  exonuclease 3' — 5' bị mất.

Sử dụng :
+ Định trình  tự ADN bằng phương pháp dideoxy.
+ Tông hợp các ADN cực dài.
+ Làm tà đầu 3’ bị hụt.
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+ Loại bỏ đầu 3’ nhô ra  và đánh dấu đầu 3’ của ADN.
+ Tông hợp sợi thứ  hai của ADNbs, có ưu điếm hơn polym erase I vì không có 

hoạt tính  exonuclease 5’— 3’.

+ Đ ánh dấu bằng kỹ th u ậ t mồi ngẫu nhiên.
-  T a q  ADN p o ly m e ra se
Ly trích từ  Thermus aquaticus, hiện nay đã có dạng tá i tổ  hợp. Hoạt động tôi 

ưu ở 75 — 80“C, hoạt tín h  giảm 10 lần ở 37°c. H oạt tín h  enzym vẫn còn hơn 50%
sau 2 giò ở 95°c.

Sử dụng :
-  Khuếch đại ADN bằng phản ứng chuỗi polymerase.
-  Đ ịnh tr ìn h  tự ADN bằng phương pháp dideoxy. Có khả năng thực hiện ở 

nhiệt độ cao nên trán h  được các cấu trúc thứ cấp của khuôn m ẫu và có thể tiến 
hành vói lượng m ẫu rấ t nhỏ.

-  P o ly m e ra se  p h ụ  th u ộ c  ARN (h o ặc  ADN)
Còn gọi là enzym sao chép ngược (reverse transcrip tase). Có hai loại : AMV 

(từ avian myeloblastosis retrovirus) và MMLV (từ mouse Moloney retrovirus)
Sử dụng :
+ Tổng hợp sợi thứ  n h ấ t của ADNbs.
+ Định tr ìn h  tự ADN bằng phương pháp dideoxy. Trong vài trường hợp nó tốt 

hơn các polym erase khác.

-  ADN P o ly m e ra se  k h ô n g  p h ụ  th u ộ c  k h u ô n  m ẫu
Còn gọi là term inal (deoxynucleotidyl) transferase. Ly trích  từ  thym us của 

bê. Có khả năng  thêm  nucleotide vào nhóm 3’hydroxyl của mồi ADN mà không 
cần khuôn mẫu.

-  ARN p o ly m e ra se  p h ụ  th u ộ c  ADN
Là các ARN polym erase của phage SP 6 , T3, T7. Có khả năng  phiên mã ARN 

từ khuôn mẫu ADN. Ưu điểm của nó là: chỉ phiên mă từ  vị tr í khởi động (promoter) 
đặc hiệu của phage; tổng hợp nhanh  các phân tử  ARN dài hàng  nghìn nucleotide 
; có thể cho ra  5 — 30 bản ARN từ  một khuôn m ẫu ADN.

L igase

Là enzym xúc tác sự tống hợp liên kết cộng hóa tr ị phosphodiester giữa đầu 
3’-hydroxyl và 5’-phosphate  của ADN, cho phép nốỉ hai phân tử  ADN hoặc đóng 
vòng ADN. ADN ligase của T,| và E. coli cần ADN sợi đôi, trong khi ARN ligase 
của T., có thể dùng ARN hoặc ADN sợi đơn.

ADN ligase của E. coli cần NAD đê có năng lượng và có the dùng sửa chữa 
chỗ bị cát khía hay nôi các đầu dính. ADN ligase của T,J cần ATP để hoạt động
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và có thế dùng đế sửa chỗ cắt khía, nối đầu dính và cả đầu tù, do đó nó được sử 
dụng rộng rãi nhấ t hiện nay.

3. KỸ THUẬT THAO TÁC GEN

3.1. T ạo đ o ạ n  A D N  c ầ n  tạo  d ò n g

Đoạn ADN đích cần tạo dòng có thế được tạo ra  bằng cách cắt ADN nhiễm 
sắc thể bằng một hay nhiều RE thành  nhiều đoạn nhỏ, các đoạn này sau đó được 
tạo dòng riêng biệt và sàng lọc đế thu  được dòng chứa đoạn ADN mong muôn. 
Nếu một phần ỏ hai đầu đoạn ADN đích đã biết trước trình  tự, có thê th iế t kê 
đoạn mồi và khuếch đại nó với PCR. Trong th iết kê của đoạn mồi có thê đưa vào 
trình  tự nhận diện của RE và sau đó có thế cắt sản phàm PCR đê có được các 
đầu mong muôn thích hợp cho việc tạo dòng.

■ T ống  hợp và tạ o  dò n g  ADNb, (cDNA)
ở  tê bào nhân thậ t, sự tổ chức của vật liệu di truyền  không có tính liên tục 

do đó ADN nhiễm sắc thể không thể dùng để tạo dòng gen, mà thay vào đó các 
mARN, mang thông tin  di truyền liên quan trực tiếp đến việc mã hóa cho 
protein, được sử dụng để làm nguồn gen đích. Tuy nhiên, mARN không thể được 
sử dụng trực tiếp đê tạo dòng, do vậy đê có the sử dụng thông tin  di truyền của 
mARN người ta  phải chuyến nó thành  ADN, gọi là ADNbs.

Có hai phương pháp được dùng đê tông hợp ADNbs từ  mARN gọi là tống hợp 
thay thê và tổng hợp thích ứng đoạn mồi. Đôi vói cả hai phương pháp, sợi đầu 
tiên của ADNbs sẽ được tổng hợp bằng đoạn mồi bổ sung vối mARN có 
polythymin nhờ enzym sao chép ngược. Kết quả th u  được một sợi đôi lai mARN 
/ADNb>. Giai đoạn hai khác nhau đôi vỏi mỗi phương pháp.

Phương pháp hay dùng nhất là tổng hợp thay thế, dựa vào việc sử dụng 
enzym ribonuclease H (RNaseH), enzym này cắt phần ARN của phân tử lai 
mARNADNbs và có hoạt tính 5’ -» 3’ và 3’ —> 5’ exonuclease. Kết quả là ARN bị 
phân hủy một phần ở cả hai đầu. Các mảnh ARN thu được có thể dùng làm mồi để 
tổng hợp ADN nhờ ADN polymerase I. Enzym này có hoạt tính 5’—>3’ exonuclease 
và polymerase sẽ lấp đầy các khe (nick) và loại bỏ mồi ARN một cách hữu hiệu. 
Các mảnh ADNbs tạo ra  sẽ được nôi lại bằng ADN ligase. Phương pháp này có thể 
chừa lại vùng 5’ARN cap.

Phương pháp tổng hợp thích ứng đoạn mồi, dựa vào sự loại bỏ sợi ARN, từ 
phân tử lai mARN/ADNbs, bằng cách xử lý với kiềm. Sau đó thêm  polyC vào đầu 
3’ của ADN nhờ enzym term inal transferase. Lúc này có thê dùng đoạn mồi có 
polyG để tông hợp sợi thứ hai của ADNbs bằng ADN polymerase (xem hình 10.2). 
Phương pháp này, khác với tổng hợp thay thế, tạo ra  phân tử ADNbl với vùng 
5’ADN cap nguyên vẹn. Tuy nhiên, nó có nhiều bước hơn và bước term inal 
transferase khó kiểm soát.
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C uối cùng, việc tạo dòng ADNbs được hỗ trợ bởi việc thèm  polyC ở đầu 3’ 
bằng của ADN1)S bằng term inal transferase và nôi chúng với vector đã duỗi thẳng
và xử lý với term inal transferase  đê có polyG bô sung.

/" \
s ' " \T e  bào nhân thật 

i
nARN

Đoạn mồi oligo(dT)

Thích ứ n g  đ o ạ n  m ô i

Term inal transferase 
dCTP

GGGGG 
^ Đ o ạ n  mồi oligo(dG)

ADN polym erase 
dN TP

Hình 10.2. Tổng hợp và tạo dòng ADNbl
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3.2. Cắt và  nối ADN  tạo  p h â n  tử  tái tố  hơp

Vector tạo dòng và đoạn ADN đích được xử lý với RE tạo ra các đầu cắt 
tương thích nhau đề sau đó có thế nôi ADN đích vào vector. Hai đầu cắt được coi 
là tương thích nếu chúng có thê nối lại được bằng ligase. c ầ n  lưu ý tính  tương 
thích khi cắt-nôì ADN. Các đầu tù  luôn tương thích vối nhau. Các đầu dính được 
cát bởi cùng RE sẽ tương thích với nhau. Các đầu dính tạo ra  do các RE khác 
nhau thường không tương thích trong đa sô’ trường hợp (xem Rảng 10.2).

Bảng 10.2. Enzym  cắt giới hạn và tính  tương th ích  của đầu cắt 

RE Điểm nhận diện Đầu cắt Tinh tương thích sàn phẩm

Saơ3A GATC- 

-C T A G -

SamHI -G G ATC C -

-C CTAG G -

EcoRi -G A A TTC -

CTTAAG

EcoRI -G A A TTC - 

-C TTA AG -

Dra I -TTTA A A -

-A A A 7TT-

EcoRV -G A TATC -

-C TATAG -

3.3. Đ ư a  v e c t o r  v à o  t ế  b à o  ch ủ

Đê duy trì và biểu hiện gen tái tô hợp cần đưa vector tái tổ hợp vào tế  bào chủ 
thích hợp. Có bốn phương pháp chính là biến nạp, thẩm  điện, tiếp hợp và tải nạp.

Trong sự biến nạp các vi khuẩn như E. c o li  có thể nhận  plasmid táí tổ  hợp
khi bị xử lý với CaCl2 lạnh để thành dạng khả nạp (competent). Các tế  bào khả 
nạp này được trộn với ADN và cho shock nhiệt ồ 42°c trong thời gian ngắn, khi 
đó nó sẽ thu  nhận plasmid vào trong tê bào.

Thẩm điện là phương pháp thường gặp để đưa ADN vào tê bào vi khuẩn 
cũng như tế  bào nhân chuẩn. Kỹ th u ậ t này dựa vào việc đưa ADN vào tế  bào khi

Dính 

GATC 

-  CTAG-

Dính

-GGATC c -  /
- c  CTAGG- 
Dinh

-G  AATTC- 

-CTTAA G -

Dính

-G  AATTC- 

-CTTAA G -

Tù

-TTT AAA

-A A A  TT T-

Tù

-G A T A TC -

-C TA  TA G -

Tương thích

Không tương thích

Tương thích

Khỏng tương thích

»Tương thích I

-G A TC C -

-C TAG G -

-G G ATC -

-C C TA G -

-G AATTC -

-C TTA AG -

^-GAATTC-

-CTTAAG-

-TTTA TC -

'-A A A T A G -

-G A TA AA-

-C TA TTT-
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cho tê bào tiếp xúc vối điện trường cao thế. Thẩm điện cho phép đưa ADN với 
hầu như mọi kích thước vào tê bào.

Thỉnh thoảng sự tiếp hợp cũng được sử dụng, tuy nhiên, chỉ những plasmid 
có mang yếu tô tiếp hợp mới chuyên được.

Tải nạp là cách chuyển ADN vào tế  bào bằng virus. Phương pháp này được 
sử dụng đế đưa phage hay cosmid tá i tô hợp vào E. coli.

Plasmid vector 

Amp' Vị trí cắt bàng BanM\ 
\Tet

Cắt bằng BamHI

Amp'

Cắt bằng Bam H \

Vị trí cắt 
bang Bam HI

Các mảnh
ADN ES223 ì

Amp1

ADN ligase cùa T4

+ Ampr| Tet'

Biến nạp vào 
E. coli

Tải E. coli lên 
môi trường 
chon loc

Không có kháng sinh
L______ I

Ampicillin

Các dòng kháng
Ampicillin

In khóm

Ampicillin Tetracyclin

M  Ị
Các khóm nhạy Tet 
và kháng Amp mang 

dòng tái tổ hợp
Hình 10.3. Kỹ thuậ t tạo dòng vả xây dựng thư viện gen bằng vecto r plasmid
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,-Dầu
ADN.

f V r -  —

45 kb
đầu COS

l u x T B a ß /
đầu cos

A D N  không thiết. ,J j-| j£  
yếu cùa phage ' -----

Nhiễm sắc thể vi khuẩn

Quá nhỏ không đóng chính xác được 

Hỉnh 10.4. Kỹ thuật tạo dòng và xây dựng thư viện gen bằng phage X

Các m ảnh ADN sau khi nối với ADN phage sẽ được trộn  với vỏ của phage và 
cho đóng vỏ in vitro. Do phage X chỉ nhận và đóng vỏ chính xác những mảnh 
ADN nằm  giũa hai đầu COS có kích thước 35 — 45 kb nên những m ảnh tái tổ  hợp 
nào có kích thước lỏn hơn hoặc nhỏ hơn giới hạn này sẽ không được đóng vỏ 
thành  phage.

3.4. C h ọ n  lọ c  t h ư  v iệ n  g e n

Vổi thư  viện gen th u  được cần phải sàng lọc hàng nghìn dòng khác nhau  để 
tìm ra gen mong muốn, do đó việc chon lựa phương pháp sàng lọc sế phụ thuộc 
nhiều vào các hóa chất và thông tin  đang có vê' gen đích.

S àn g  lọc b ằ n g  p h ư ơ n g  p h á p  lai
Kỹ th u ậ t này được dùng khi đã biết một phần tr ìn h  tự của gen cần tìm  hay 

hiện đang có một m ảnh của gen này. Cách khác, một m ảnh ADN của gen khác 
có liên quan gần đến gen cần tìm  được dùng làm đoạn dò. Trong kỹ th u ậ t lai,
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người ta  cấy cốc dòng khác nhau  trong thư  viện lên hộp thạch  rồi tạo ra  một 
bản sao trên  m àng nitrocellulose hay màng nylon của các khóm hay plaque. 
Màng sau đó được đem lai vỏi đoạn dò có đánh dấu phóng xạ chứa một phần 
tr ìn h  tự  đặc hiệu của gen đích. Như vậy đoạn dò chỉ bám vào chỗ có khóm hay 
plaque của dòng m ang gen đích, sau  khi xạ ký ta  thu  được tín  hiệu trên  phim 
và đôi chiếu phim vối hộp thạch ban đầu ta  biết được dòng nào m ang đoạn chèn 
có gen đích.

Sàng lọc băng m iên  dịch

Kỹ th u ậ t này được dùng đế tìm một gen mã hóa cho protein mà ta đang có 
kháng thế đặc hiệu. Sự th àn h  công của phương pháp này phụ thuộc vào việc 
gen đích có biêu h iện  được hay không. Các bước tiến  h ành  cũng tương tự 
phương pháp lai, khóm hay plaque sau  khi chuyển qua m àng được ủ với kháng 
thế đặc hiệu của protein  đích, kháng thê này sẽ bám  vào chỗ có protein đích. 
Sau đó một kháng thè thứ  hai có đánh dấu được thêm  vào để n hận  diện kháng 
thế trước, nhờ đó p h á t hiện được vị tr í của kháng thê đầu tiên  cũng là vị tr í  của 
protein đích.

S àng lọc theo  h oạt  tính protein

Cách này giói hạn  vào các protein đích có hoạt tính  đặc hiệu có thể dễ dàng 
xác định trong một dân sô rấ t lân các dòng tái tô hợp. Và hiến nhiên  gen đích 
phải biêu hiện được protein trong các dòng tế  bào.

4. TỐI ƯU HÓA S ự  BIỂU HIỆN CỦA GEN TÁI T ổ  HƠP

Một trong các mục tiêu của các công ty Dược phẩm  sản xuất các thuốc tái tổ 
hợp mới là biểu h iện  ở mức tôi đa gen tái tố hợp để thu  được nhiều thuốc. Tuy 
nhiên, việc tạo dòng gen vào vector không đảm bảo là gen se biểu hiện mạnh. Do 
đó để cải th iện  sự biểu hiện gen chúng ta  cần tôi ưu hóa các giai đoạn khác nhau 
của quá trìn h  tổng hợp protein. Điều này có thế đạt được bằng cách sử dụng các 
vector đặc biệt gọi là vector biếu hiện (xem hình 10.5).

Vector gồm có một promoter m ạnh-Ptac, bị ức chê bằng lacp  do đó chỉ hoạt 
động khi được cảm ứng bằng lactose hay IPTG; theo sau bởi một đoạn gen mã hóa 
cho G lu ta th ion-S -transferase (GST), protein này giúp cho protein đích khi nối 
vào có được độ tan  và tính  ổn định cao hơn, nhất là các protein nhỏ, ngoài ra  còn 
giúp cho việc tinh chê protein đích bằng sắc ký ái lực vái cột GST, giữa trình  tự 
của GST và vùng tạo dòng (MCS) có vị tr í cắt của thrombin, do đó ta  có the dùng 
thrombin đế cắt loại GST ra khỏi protein đích sau khi tinh  chế. Ngoài ra  các yếu 
tô như RBS, term inator cũng được thêm vào và tôi ưu hóa
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Thrombin

I Leu Val Pro Arg Gly Ser IPro Asn Ser Arg Val Asp Ser Ser Gly Arg Ile Val Thr Asp
CTG GTT CCG CGT GGA TCC CCG AAT ĨCC CGG GTC GAC TCG AGC GGC CGC ATC GTG ACT GAC TGA

v BamH 17 ' ecoR l ^ Sma I v  S a il ^ x t , a  I w  N o ll S,0P ct>cons

Mill I

Hỉnh 10.5. Sơ đố một vector biêu hiện điên hình

4.1. Tối ưu  h ó a  p h iê n  m ã

Quá trình  phiên mã phụ thuộc vào hoạt động của promoter, do đó đế gen đích 
biếu hiện tốt, cần đặt gen dưới sự điều khiên của một promoter thích hợp và đủ 
mạnh (xem hình 10.5). Có hai loại promoter là nội tại, điêu khiển sự biểu hiện liên 
tục của gen, và cảm ứng, hoạt động phụ thuộc vào sự có m ặt của chất cảm ứng, do 
dó có thể bật tắ t  được. Promoter cảm ứng được dùng để biểu hiện các gen mà 
protein của nó độc đôi với tê bào, khi đó tế  bào tăng trưởng đến thòi điểm thích 
hợp thì chất cảm ứng được thêm vào và sự sản xuất protein đích mới bắt đầu.

Ngoài ra, để đảm bảo sự phiên mã ngừng lại ở đầu 3’ của gen, người ta thêm 
vào cuối gen một tr ìn h  tự gọi là term inator.

4.2. Tối ưu h ó a  d ịc h  m ã

Yếu tô quyết định hiệu su ấ t dịch mã là một trình  tự nucleotid ngán nằm 
trước gen cần th iế t cho sự gắn của ribosom (vị trí gắn ribosom-RBS) để bắt đầu 
sự dịch mã. Trình tự này cần lựa chọn sao cho có ái lực cao dôi với ribosom của 
tê bào chủ, đồng thời khoảng cách của trình  tự  này đến codon khởi đầu cũng cần 
được tối ưu hóa để đảm bảo hiệu suất dịch mã cao.

Ngày nay, nhiều hệ thông biểu hiện gen đã được thương mại hóa, các hệ thông 
này có promoter và RBS đã được tôi ưu hóa, chúng ta  chi' cần tạo dòng gen đích 
vào đúng vị tr í trên  vector là có thê tận dụng được các ưu điểm này của vector.
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Các protein nhỏ có thể  bị phân  hủy bởi các pro tease nội bào khi được biểu 
hiện trong tô bào chủ không phải là tế  bào nguyên thủy  của nó. Để trán h  hiện 
tượng này, người ta  thường nối nó với một protein lỏn hơn và quá trìn h  dịch mã 
sẽ tạo ra một protein lai (fusion protein). P hần  protein  ngoại lai được nối vào còn 
có thể giúp cho việc tinh  chế và xử lý protein đích và có thể  được loại bỏ khi hoàn 
thành nhiệm vụ (xem hình 10.5).

Vấn đề protein đích bị phân hủy sau khi dịch mã còn có th ể  khắc phục bằng 
cách sử dụng các tế  bào chủ bị đột biến không có protease.

4.3. B i ế n  đ ô i  h ậ u  d ịc h  m ã

Protein đích sau khi dịch mã có thế cần phải trả i qua nh iều  khâu  xử lý để có 
hoạt tính  sinh học cần th iế t. Các biến đổi hậu  dịch mã này có th ể  là tạo cầu 
d isulíìt hay cắt bỏ tiền  chất, glycosyl hóa, ... Tuy nhiên, E. coli là tế  bào hay 
dược sử dụng n h ấ t lại không thực hiện được nh iều  trong sô các biến đối này nên 
việc lựa chọn tê bào chủ thích hợp có khả năng  thực hiện  các biến đổi hậu dịch 
mã là hết sức quan trọng.

B ảng 10.3. S o  sánh các  tế  bào chủ tro n g  b iểu h iện gen  tá i tổ  hợp

Tê báo chủ Ưu đ iểm Nhược đ iểm

E. co//

Bacillus subtilis

Saccharomyces
cerevisiae

Nấm men khác

Dễ nuôi cấy ở quy mô lởn

Các kiểm soát phiên mã và địch mã
được biết rõ
Đã được sử dụng thánh công để 
sản xuất insulin, interferon, 
somatotropin

Nhiều protein có thể xuất vào môi
trưởng nuôi cấy

Dễ nuôi cấy ở quy mô lớn

Dễ nuôi cấy ở quy mô lớn

Glycosyl hóa được tốt
Xuất protein vào môi trường tốt
Có nhiều hệ thống biểu hiện ở mức cao

Protein tái tổ  hợp không tạo thể
không tan trong tế  bào chất

Dễ nuôi cấy ở quy mô lớn

Có thể glycosyl hóa, một số được
tối ưu hóa như: Pichia pastoris  và
Hansenula polym orpha

Dễ xuất protein vào môi trường

Khó làm cho một số protein bài xuất 
vào môi trường

Phân hủy protein nhỏ bởi protease 

Không thể thực hiện hầu hết các biến 
đổi hậu dịch mã
Nhiều protein nằm trong tế  bào chất 
dưới dạng không tan 

Điều hòa biểu hiện gen chưa được 
hiểu rõ hết

ít vecto r có mức biểu hiện cao 

Không thể  thực hiện hầu hết các biến 
đổi hậu dịch mã
Điều hòa biểu hiện gen chưa được 
hiểu rõ hết

Đôi khi không thực hiện được biến đổi 
hậu dịch mã m ột cách chính xác

Biểu hiện gen khó kiểm soát 

Đôi khi biến đổi hặu dịch mã không 
chính xác
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Tê bào chủ ưu điểm Nhược điểm

Tế bào côn Mức biểu hiện cao Khó lên quy mô lớn
trùng Không có nguy cơ virus hay prion Các chuỗi mannose có thể gây ung

Glycosyl hóa chính xác thư

Tê’ bào động Biến đổi hậu dịch mã chính xác đối Điểu hòa biểu hiện gen chưa được
vật có vú với protein người hiểu rõ hết

Các nhiều hệ thống biểu hiện tốt Tỷ lệ xuất protein ra ngoài thấp

Protein tái tổ hợp ổn định cao Có nguy cơ nhiễm virus 
Khó lên quy mò lớn

Động vật Biến đổi hậu dịch mã chính xác Nguy cơ nhiễm cao
chuyển gen Dễ dàng thu được lượng lớn protein 

tái tổ hợp, ví dụ một con dê có thể 
cho 1 kg protein tái tổ hợp trong sữa 
mỗi năm 
Tương đối rẻ

Sản phẩm đôi khi không ổn định

T ự  LƯỢNG GIÁ

1. Phân biệt chủng để tạo dòng và chủng đê biêu hiện gen

2. Trình bày các ưu điểm của vector plasmid

3. Trình bày các ưu điểm của vector từ phage

4. So sánh các tế  bào chủ đê biêu hiện gen

5. Công nghệ di truyền  là quá trình
A. Biến đổi phân  tử  ADN bên ngoài v s v
B. Làm cho phân  tử ADN thu được có thể biểu hiện chức năng trong tê  bào 

c. Đưa phân tử  ADN đã biến đổi vào tế  bào

D. Cắt nôi phân  tử  ADN

E. Tất cả
6 . Kỹ thuậ t bổ sung alpha để đánh dấu chèn

A. Vector m ang đoạn chèn có cấu trúc alpha

B. Vector m ang đoạn chèn m ất yếu tô' alpha

c. Vector m ang đoạn chèn nhận được yếu tô’ alpha

D. Đoạn chèn cung cấp yếu tô’ alpha

E. Yêu tô alpha giúp việc nôi đoạn chèn vào vector dễ dàng hơn
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K h o an h  trò n  ý t r ả  lời đ ú n g  tro n g  các  câu
7. Cho biết:

E n zy m  Đ ẩu  c ắ t 
Sau3A -  GATC

C T A G -
BamHI -  GGATC C -

-  c CTAGG-
A. H ai enzym trên  có đầu cắt tương thích
B. H ai enzym trên  có đầu cắt không tương thích 
c . Đ ầu cắt của SauãA  không nôi lại được
D. Đầu cắt của B am ĩĩl không nối lại được
E. Đầu cắt của Sau 3A là đầu tù

8 . Khi tạo dòng, vector được cắt tại
A. Vị tr í đánh dấu chèn
B. Gen đê kháng kháng sinh 
c. Vùng Promoter
D. Vùng Ori
E. Vùng tạo dòng

9. Muốn biểu hiện được sau  khi tạo dòng, cần đặ t đoạn chèn ố
A. Trưốc Promoter
B. Trước RBS
c. Trước Prom oter và RBS
D. Sau Prom oter và RBS
E. Sau Prom oter và trưốc RBS

10. Nhược điểm của tế  bào động vật có vú khi dùng để biểu h iện  gen tá i tổ  hợp
A. Điều hòa chưa được biết rõ
B. Tỷ lệ xuất protein ra  ngoài thấp 
c. Có nguy cơ nhiễm  virus
D. Khó lên quy mô lớn 

lí. T ất cả

2 2 9
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Bài 11

ỨNG DỤNG CÔNG NGHỆ GEN

MỤC TIÊU
1. Nêu được các vấn đề của cóng nghệ sản xuất protein truyền thống.
2. Trình bày được chiến lược tạo dòng gen để sản xuất một sốdược phẩm tái tổ hợp.
3. Trình bày được các hệ thống vector được sử dụng trong liệu pháp gen.
4. Biết được nguyên lý và ứng dụng của liệu pháp gen. ■ > í

1. SẢN XUẤT P R O T E IN  TÁI T ổ  HỢP

1.1. Các v â n  đề củ a  c ô n g  n g h ệ  sản  x u ấ t  p ro te in  t r u y ề n  t h ố n g

Trưốc đây, hormon và protein trị liệu được sản xuất bằng con đường chiết 
tách từ mô, dịch nội tạng động vật hay người. Phương pháp này có nhiều khó 
khăn do hàm lượng các protein này trong cơ thể rấ t thấp nên sô lượng sản xuất 
không đủ cung cấp. Quy trình  sản xuất lại rấ t  khó khăn và tốn kém làm cho giá 
thành sản xuất rấ t cao. Bên cạnh đó, nếu nguồn gốc protein từ  động vật lại 
không hoàn toàn giông ở người nên có nhiều phản ứng phụ hay phản ứng dị ứng. 
Nhiều trường hợp nguyên liệu hay sản phẩm chứa các mầm virus hay prion 
nguy hiểm đôi với người sản xuất cũng như người dùng.

Ngày nay vối sự ra  đòi của công nghệ gen, các hormon protein và protein trị 
liệu đểu được sản xuất bằng con đường tái tổ hợp di truyền. Gen quy định các 
protein này của người được tạo dòng và dùng đế sản xuất protein nhờ vi sinh vật 
tá i tổ hợp. Sản phẩm thu được hoàn toàn có nguồn gốc từ  người (gen của người) 
nên các vấn đề về dị ứng và tác dụng phụ được giải quyết triệ t để. Các nổi lên 
men sản xuất protein trị liệu ở quy mô công nghiệp c3 2000 — 5000 lít.

1.2. E r y th ro p o ie t in

Hóa s in h  và s in h  lý học củ a  EPO
Trưốc đây hơn 100 năm, chứng thiếu oxy được cho là nguyên nhân  kích thích 

sự tạo hồng cầu. Vào năm  1977, erythropoietin (EPO) người đã được tinh chế từ 
những bệnh nhân thiếu máu vô hình. Gen người mã hóa cho EPO được tạo dòng 
năm 1985, và hiện nay đã có EPO tái tổ hợp (rEPO). Một đơn vị hoạt tính (U) 
EPO được định nghĩa như là hoạt tính kích thích sự tạo hồng cầu bởi 5 ịimol
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CoCl2 dược tiêm  vào một con chuột đực Sprague Davvler đói. Ion Cobalt thúc đẩy 
sự tạo hồng cầu thông qua việc kích thích sản xuất EPO, bởi vì ion này giả lập 
tình  trạn g  th iếu  oxy máu. rEPO của ngưòi chuẩn gần đây n h ấ t chứa 130.000 
U/mịỊ protein khi nó được glycosyl hóa đầy đủ. Nồng độ trong máu ở người 
trướng thành  khỏe m ạnh trong khoảng từ  10 đến 30 mU/mL. Năm 1989, thụ  thể 
EPO dã được tạo dòng từ  dòng tô bào ung máu và con đường truyền tín  hiệu của 
EPO đã được nghiên cứu trong những thập niên gần đây.

EPO kích thích quá trình  sản xuất hồng cầu bằng cách thúc đẩy quá trình  
phát triển  của những tiền tế  bào erythroid muộn và sự trưởng th àn h  của chúng 
thành  những tiền nguyên hồng cầu, tạ i đó quá trìn h  tổng hợp globin bắ t đầu. 
EPO được chấp nhận  rộng rã i như là chất điều hòa sinh lý chính trong quá trình  
biệt hóa erythroid và kiêm soát việc duy trì mức độ sinh lý của lượng hồng cầu 
lưu thông. EPO là một protein glycosyl hóa nhiều và được sản xuất chủ yếu ở 
thận  của người trưởng thành . Bệnh thiếu máu kết hợp với th iểu  năng thận  
thưòng do bởi sự suy giảm EPO, và việc sử dụng EPO có thể cải th iện  rõ rệ t tình  
trạng  các bệnh nhân  này với ít phản ứng phụ. C arbohydrat gắn với EPO giữ vai 
trò quan trọng trong việc thê hiện hoạt tính  in vivo.

Hóa hoe

Gen EPO người được nằm  trên  nhiễm  sắc thể  7 p l l - q l l .  Gen EPO chuột 
được khoanh vùng trên  nhiễm  sắc thể sô’ 5. Gen chỉ có một bản sao vối chiều dài 
4 kb với một vùng prom oter nhỏ, 5 exon, 4 intron, và tr ìn h  tự  tăng  cường được 
cảm ứng bởi sự giảm oxy máu. Promoter, nằm trong in tron đầu tiên, và tr ìn h  tự 
tăng cường được cảm ứng bởi sự thiếu oxy m áu có độ tương đồng cao giữa EPO 
người và chuột. ADNbs ở EPO người mã hóa cho 193 acid am in. EPO dạng hoạt 
động được phân  lập từ  nước tiểu người gồm có 165 acid am in và được tạo thành  
do cắt bỏ đoạn peptid tín  hiệu gồm 27 acid am in N -tậ n  và Arg C -tận  trong quá 
tr ìn h  xử lý h ậu  dịch mã. H ai cầu disulíĩd nôi vị tr í 7 và 161; 29 và 33. cầ u  
disulíĩd giữa 7 và 161 cần th iế t cho hoạt tính sinh học EPO. P rotein EPO người 
và chuột có tỷ  ]ệ tương đồng khoảng 80%, nên EPO người có thể gắn chéo vổi thụ  
thể EPO chuột và ngược lại. Protein EPO có mức tương đồng đáng kê vói 
throm bopoietin trưởng thành , tác nhân  điều hòa chủ yếu của megakaryopoiesis.

S in h  tổng hap EPO

Khi mà các tế  bào thận  chịu trách nhiệm cho quá trìn h  sản xuất EPO vẫn 
bình thường, môi quan hệ giữa nồng độ của EPO và hemoglobin trong máu 
thông thường là nghịch đảo. Sự suy giảm lượng hemoglobin, do m ất m áu chang 
hạn, được phát hiện bởi những tê bào sản xuất EPO trong th ậ n  thông qua sự 
giảm cung cấp oxygen (xem hình 11.1). Nồng độ thấp  của oxygen kích thích sự 
phiên mã của gen EPO, và kết quả là EPO tăng lên trong m áu và thúc đẩy sự 
tăng sinh và biệt hóa của những tiền tê bào hồng cầu ở giai đoạn sau (CFU-E),
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tiên tê bào hồng cầu bị tác động bởi EPO, thành  tê bào hồng cầu trưởng thành. 
Việc khôi phục lại lượng hồng cầu với hệ quả cung cấp đủ oxygen sẽ ức chế quá 
trình  sản xuất EPO.

Tế bào chít

©  -
Tế bào bào 

tạo máu

o  ; — t o

BFU-E BFU-E

Nguyên bào hổng cầu

g)(o j 
Hồng cầu

/
Nhu cầu hổng cầu 

II
Áp suất oxi ờ mô

T ế  bào sản xuất ẸPÒ

Hinh 11.1. Điếu hòa quá trinh tạo hông cầu bải EPO

H oat dông của EPO
Sự tạo hồng cầu bị ảnh hưởng bởi vài yếu tô tăng trưởng tê  bào máu. EPO là 

một glycoprotein giữ vai trò th iế t yếu trong việc điều hòa sự tạo hồng cầu bằng 
cách kích thích quá trìn h  tăng sinh và biệt hóa của những tiền  t ế  bào erythroid. 
Tất cả những tê bào máu biệt hóa ở giai đoạn cuối bắt nguồn từ  những tế  bào gốc 
đa năng có khả năng sinh sản. Quá trình  tạo hồng cầu tập  trung  ở xương tủy, và 
lách cũng là một vị tr í tạo máu hoạt động ở chuột. Những tê bào gốc cấp hai được 
biệt hóa thành  những tê bào gôc đa năng với khả năng biệt hóa thành vài dòng 
nguyên bào đặc thù  nhưng m ất khả năng sinh sản. Mỗi dòng nguyên bào đặc 
thù  biệt hóa thành  các tế  bào m áu trưởng thành  như là hồng cầu, bạch cầu đơn 
nhân, bạch cầu hạt, tê bào nhân khống lồ. Những nguyên bào đặc thù cho hồng 
cầu sơ khai n h ấ t có nguồn gô’c từ  những tế  bào gốc đa năng là những tiền tê bào 
hồng cầu ở giai đoạn sâm nhất (BFU-E). Mặc dù B FU -E  biểu hiện thụ  thê của 
EPO, sự đáp ứng của chúng với EPO thấp,',và chúng cần các bo sung cytokine 
như là interleukin  3 hay yếu tô kích thícịi khóm đại thực bào-bạch cầu hạ t đề 
tăng sinh và biệt hóa thành  CFU-E, dạng nhạy cảm cao n h ấ t đôi với EPO. 
Chuột đồng hợp tử mang đột biến m ất chức năng trong gen thụ  thể EPO chết 
trong phôi thai ỏ ngày thứ  13, bởi vì không tạo được hồng cầu trưởng thành, mặc
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dù có m ặt rấ t nh iều  C FU -E . Do đó, EPO cần th iế t cho sự biệt hóa và tăng sinh 
của CFU-E. Gần đây, một chức năng mổi của EPO trong CNS đã được đưa ra. 
Những dòng tê bào th ầ n  kinh như là PC12 và SN6  biểu hiện thụ  thể  EPO, và sự 
gắn của EPO trên  các tê  bào PC12 làm tăng  nồng độ nội bào của những 
monoamine. EPO bảo vệ các nơron vỏ não và dưới đồi được nuôi cấy đôi với độc 
tính của g lu tam ate qua tru n g  gian thụ  thể NMDA, độc tính  này được cho là 
nguyên nhân chính gây ra  sự chết nơron do th iếu  máu cục bộ. Những nghiên cứu 
này cho thây EPO giữ vai trò  bảo vệ thần  kinh khi não bị th iếu  oxy huyết hay 
thiếu m áu cục bộ.

Chức n ăng của ca rb o h y d ra te  dược gắn  vào EPO tron g  viêc tao  m áu

Phần carbohydrate gắn vào các protein hoạt động trong hệ nội tiết, ví dụ 
EPO, có nhiều chức năng  sinh học khác nhau. Đầu tiên, carbohydrat của 
glycoprotein cần cho sự sinh tông hợp và bài tiế t của nó, bao gồm sự gấp của 
protein trong quá tr ìn h  dịch mã và bảo vệ protein khỏi bị thoái hóa nội bào. Thứ 
hai, carbohydrat giúp protein bền vững để protein không bị loại trừ  khỏi hệ tuần 
hoàn trong quá tr ìn h  di chuyển của nó từ  nơi sản  xuất đến tê  bào đích. Những tế  
bào động vật có vú, đặc biệt là tế  bào gan, biêu hiện những protein (lectin) liên 
kết với carbohydrat trong  glycoprotein. Do đó sự glycosyl hóa của protein có thê 
là tín hiệu xác định thời gian sông của chúng trong hệ tuần  hoàn. Thứ ba, 
carbohydrat liên quan đến sự thể hiện hoạt tín h  sinh học, bao gồm các bưốc gắn 
của protein vào tê  bào đích và sự truyền tín  hiệu nội bào.

Việc loại bỏ phần  carbohydrat ỏ EPO không ảnh hưởng đến hoạt tính  in 
vitro nhưng làm giảm m ạnh sự sinh tổng hợp EPO và hoạt tính  in vivo của nó.

S ản  x u ấ t  và t in h  c h ế  E P O  tá i tô  hợp
Trong vài trường hợp, các carbohydrate gắn trên  protein giữ vai trò chính 

trong việc biểu hiện hoạt tín h  sinh học của chúng. Những carbohydrate có thể 
cần cho hoạt tín h  in vitro  cũng như in vivo. Thậm  chí khi những carbohydrate 
không cần cho hoạt tín h  in vitro, nó lại r ấ t  quan trọng trong in vivo; 
carbohydrate bảo vệ glycoprotein khỏi sự b ấ t hoạt do nh iệ t và sự phân hủy 
protein, kết quả là kéo dài thời gian hoạt động trong hệ tuần  hoàn máu. Tế bào 
nhân th ậ t được dùng để sản xuất các glycoprotein tá i tổ  hợp. Đe ứng dụng trong 
lâm sàng không chỉ cần glycosyl hóa mà còn cần cấu trúc chính xác của những 
carbohydrate được gắn; một glycoprotein mà phần  carbohydrate tận  cùng được 
nhận diện bởi th ụ  thế  gan sẽ bị loại nhanh  chóng ra  khỏi tuần  hoàn. Kiêu cấu 
trúc carbohydrate cũng có thê ảnh hưởng đến tín h  kháng nguyên của sản phẩm 
tái tồ hợp. Khi những glycoprotein tái tổ hợp được sản xuất trong các tê bào động 
vật khác loài, chuỗi acid am in của nó sẽ quy định những vị tr í mà chuỗi 
carbohydrate sẽ gán vào protein, nhưng sự hoàn thành  của chuỗi có thế phụ 
thuộc hoàn toàn vào tê  bào chủ. Do đó, điều quan trọng là phải so sánh đặc tính
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của những glycoprotein tái tô hợp sản xuất từ những dòng tê bào khác nhau vói 
những glycoprotein tự nhiên. Glycoprotein cũng có thế phụ thuộc vào điều kiện 
nuôi cấy.

xhl-PO 41 pUC 8
/  13 1 A p a \ B g \\ \  r  n . FcoR I ___S m a ltro R I í; I s  Ị íĩcoR I t  c0K lỉamì ỉ I

---- 1 //:

Sma I + EcoR I 
BamH I  pZIP-NeoSV(X)l

ptỉU 322

/ "  phẼPÒ 1404 'N 
{ (5 .1 Kb) B g i u j

B a n A l l  Ị Bg\W + tìũm U  I

Ị___, - i - M M r r .x r r - ;  t
I.TR  3SS Ncor s v  pBR LTR 

orỉ orl

ị B am l I I

I.TR I.TR

Hinh 11.2. Quy trinh tạo vector biểu hiện EPO tái tổ  hợp

Phản lập và biêu hiện của gen EPO
Peptid lấy từ  EPO niệu (u-EPO) được định trình  tự để chuẩn bị đoạn dò 

ADN tổng hợp nhàm sàng lọc thư viện gen của gan bào thai người tìm gen EPO. 
Phân tích bằng enzym cắt giới hạn và Southern blot cho thấy những đoạn gen 
trong ba dòng thế thực khuẩn đều giông nhau. Một dòng, ^EP041, được sử dụng 
định trình tự. Toàn bộ chuỗi acid amin của EPO đã được xác định. Dòng Í.EP041 
chứa toàn bộ vùng mã hóa EPO, mặc dù thiếu một nửa vùng 3’ không dịch mã. 
Vector biếu hiện EPO trong tê bào động vật được tạo ra  theo quy trình  trong 
hình 11.2. Vector biểu hiện EPO, pZIP-NeoVS(X) 1-EPO, chứa gen EPO nằm
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ngay sau  một tr ìn h  tự lặp đầu  tận  dài (LTR) đóng vai trò  prom oter phiên mã và 
được theo sau bằng trìn h  tự  ADN lấy từ  transposon Tn5 (đoạn Neo trong hình
1 1.2) chứa gen đề kháng G418 trên  tê bào động vật có vú. Vector biểu hiện được 
đưa vào hai dòng tê  bào động vậ t có vú, tế  bào BHK có nguồn gô*c từ  thận  chuột 
đồng non, và tê bào í|/2 có nguồn gốc từ  NIH/3T3. c ả  hai loại tế  bào này được 
chuyên nhiễm bằng phương pháp calcium phosphate. Những tê bào sản xuất 
EPO dược phân lập nhờ chọn lọc trong môi trường G418 và qua lần pha loãng 
giới hạn. Mức EPO trong dịch nuôi cấy của những tê bào sản  xuất EPO được 
định lượng bằng phương pháp  định lượng miễn dịch phóng xạ (RIA) là 150 U/mL 
đôi vối tô bào BHK và 300 U/rnL đôi với tế  bào iị/2.

N uôi cấy  tê bào và  sả n  x u ấ t EPO

Những tê bào BHK được nuôi cấy trong môi trường cơ bản Eagle bố sung 
thêm  10% huyết thanh  bê và 10% canh thang  bacto tryptose phosphate. Tê bào 
vị/2 được nuôi trong môi trường Eagle được cải tiến  theo Dulbecco bổ sung thêm  
10% huyết th an h  bê. M ẫu cấy tê  bào đế sản xuất EPO được bắ t đầu vối m ật độ 
là  2xlOr> tê bào/mL trong khay  nhựa (Nhà Máy Tê Bào của NUNC, 6000m2) chứa 
2 lít môi trưởng. Sau 4 ngày nuôi cấy, tê bào đã phát tr iến  gần chồng lên nhau. 
Môi trường nuôi cấy được thay  th ế  bằng môi trường chứa lượng huyết thanh  
thấp  (1,5% huyết th an h  bê) và dịch nổi của môi trường nuôi cấy được thu  hoạch 
sau mỗi 3 ngày.

Tinh chè rE PO  người

K háng thế đơn dòng (MAb) từ  U-EPO được dùng để tin h  chế EPO từ  niệu 
ngưòi và dịch nuôi cấy của tế  bào BHK sản xuất rEPO, nhưng cần xử lý EPO vối 
SDS trước để EPO gắn với MAb. Để tinh  chê nhanh  hơn, ngưòi ta  sử dụng một 
MAb mới, R2.

Dịch nuôi cấy (100 L) được lọc h ú t và cô th àn h  2 L với siêu lọc trên  th iế t bị 
sợi rỗng (hollow fiber) (Amicon DC-10, Anvers, Mass) vỏi ngưỡng phân  tử lượng 
10.000. Dịch cô đặc được cho vào cột hấp phụ miễn dịch (4,4 X 6 ,6  cm) chứa MAb 
của EPO R2 gắn trên  Affi-gel 10 đã cân bằng với đệm phosphate sinh lý (PBS). 
Cột được rửa nhiều  lần với PBS, 10 mM NaPi pH 7,4, chứa 0,5 M và 0,15 M 
NaCl theo thứ  tự. EPO được giải hấp phụ bằng 0,2 M acetate pH 2,5, chứa 0,15 
M NaCl. Sau khi tru n g  hòa dịch giải hấp phụ, protein được cô đặc bằng siêu lọc 
với th iế t bị sợi rỗng (M ini-M odule NM -3, Asahikasei, Tokyo) và được kết tủ a  với 
cồn 90%. T ủa được hòa ta n  vói một lượng nhỏ PBS và cho vào cột Saphadex 
G-100 (2,2x94 cm) đã cân bằng với PBS. EPO trong phần  này được cô và kết tủa  
với cồn 90%. Tủa được hòa tan  trong 10 mM n a tri phosphat (NaPi) pH 6 ,8 , chứa 
10 1-iM CaCl, và được cho vào cột hydroxyapatit (100x7,8 mm: Bio-gel HPHT, 
B io-rad) được cân bằng với cùng dung dịch đệm. EPO hấp phụ được giải hấp 
phụ bằng cách tăng  nồng độ NaPi. rEPO -B  xuất hiện trong dịch chảy ra  của cột
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được cân bằng với 10 mM NaPi, trong khi rEPO —Vị/ được tách ra  ở 50 mM NaPi. 
Hiệu suất tổng quát đôi vói tế  bào BHK khoảng 52% so vối tổng hoạt tính ban 
đầu. Sản phẩm tinh  chế chứa 137.000 XJ/A2KOm„(xem Bảng 11.1). Cột MAt R2 có 
thè được dùng lại 30 lần mà không giảm hiệu suất.

Hiện nay, Chế phẩm Tham chiếu Quốc tế  phiên bản 2 của EPO ngưòi lấy từ 
Phòng th í nghiệm Quôc tế  về Tiêu chuẩn Sinh học của WHO, tạ i Viện Nghiên 
cứu Y học Quôc gia, London.

B ảng 11.1. Tinh chẽ EPO  tá i tổ  hợp từ tẽ  bào B HK

Quy trin h
P rote in
(Aỉaonm)

Hoạt tin h  
(U X  104)

H oạt tín h  chuyên 
b iệ t (U /A2t0nJ

Hiẽu suất 
(%)

Mức tinh  
c h ế Ịầ n )

Dịch nuôi cấy 

cô đặc

473.000 1.990 42 1 0 0 1

Cột hấp phụ miễn 

dịch

141 1.680 119.000 84 2 830

Sephadex G -100 97 1.310 135.000 6 6 3210

Hydroxyapatit 75 1.030 137.000 52 3 260

Người ta  ghi nhận  rằng  kháng thế đơn dòng kháng  EPO (MAb) gin với 
kháng nguyên sau khi được xử lý vối SDS. Điều này chỉ ra  ràng  kháng t ie  gắn 
VỚI epitope được đê lộ ra  do sự thay đổi cấu trúc  của EPO bởi SDS. Khá^g thê 
này hoạt động hiệu quả trong việc tinh  chê EPO từ  phần dịch nổi CLa môi 
trường nuôi cấy tê  bào và từ  EPO nưỏc tiểu người, tuy  nhiên  việc xử lý chê 
phẩm  chứa EPO với SDS m ất khá nhiều thời gian. Người ta  đã tạo được những 
MAb có khả năng gắn vói EPO tự nhiên và và nhờ đó có thế : (1) xây dựng một 
quy trình  tinh chế EPO nhanh  hơn bằng MAb cô' định, (2) p h á t triển  phin  ứng 
ELISA kiểu kẹp chả dễ dàng thực hiện, nhanh  và nhạy  hơn phương phái định 
lượng phóng xạ miễn dịch (RIA), bằng cách sử dụng MAb gắn với EPO ở .ìhững 
hap ten  khác nhau.

1.3. In te r fer o n

Giới thiệu
Vào năm 1957, A. Isaacs và J. L indenm ann đã ghi nhận  khi các tế  bà) động 

vật có vú được ủ với virus cúm bị bất hoạt bởi nhiệt đã sản xuất ra  một ch ít làm 
cho các tê bào mới trở nên kháng với sự nhiễm virus sống. C hất này được gọi là 
in terferon , là một hệ protein riêng biệt, nhiêu chất trong sô chúng có q ian  hệ 
cấu trúc, và là sản phâm  của một họ đa gen hoặc các gen riêng lẽ. Các interferon 
(IFN) là các chất kháng virus đặc biệt vì chúng tác động trực tiếp trên  ,ế bào
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đích đê làm  cho tê bào trỏ  nên kháng  với sự nhiễm  virus tạ i một hay nhiều giai 
đoạn phát tr iể n  của virus, nhưng không có độc tín h  trực tiếp đốì với virus. Tác 
động sinh học của IFN không chỉ giới hạn  trên  virus mà còn có thể chống tăng 
sinh và điều hòa miễn dịch trên  các mô hình in vitro và thú. N hiều loại tê bào 
động vật có thê sản xuất IFN đê đáp ứng với các cảm ứng bên ngoài khác nhau 
như kháng nguyên, một sô' ARN sợi đôi và các chất kích thích nguyên phân.

Việc tin h  chế IFN từ  nguồn tự  nh iên  để xác định cấu trúc  và tín h  chất sinh 
học rấ t khó khăn  vì chúng mặc dù có hoạt tính  sinh học rấ t cao nhưng hoạt động 
với nồng độ cực thấp. W eissm ann và cộng sự đă tạo dòng th àn h  công vào 
Escherichia coll một loại IFN, IFN -2 , từ  lympho bào người, cho phép sản xuất 
đến hàng gam IFN đê nghiên cứu.

IFN -2 b (Intron A) được biến đổi di truyền đã được chấp nhận  để sử dụng 
thương mại ở hơn 30 quốc gia để điều tr ị các ung thư, v irus như bệnh bạch cầu 
tê bào lông, ung thư mô liên kết Kaposi liên quan đến hội chứng suy giảm miễn 
dịch (AIDS), ung thư tế  bào biêu mô thận , u hắc tô’ ác tính, u đa tủy, u nhú 
thanh  quản, và mụn cóc sinh dục.

Phân loại và nguồn gôc
Hệ thống phân loại các IFN đầu tiên  dựa trên  hiện tượng bấ t hoạt đối vỏi 

hoạt tính  kháng  virus của một sô’ IFN  ở pH 2. Các IFN ổn định ở pH 2 được gán 
vào loại I, trong khi các IFN  bị hư hỏng được xếp vào loại II. Do đó, hệ thông này 
có sự dị biệt về nguồn gôc các IFN. IFN  loại I được sản  xuất bởi lympho bào và 
nguyên bào sợi khác n h au  về tín h  kháng  nguyên và đặc tín h  hóa học. Do đó 
người ta  đ ặ t lại tên theo nguồn gô'c, ví dụ IFN của lympho bào và IFN của 
nguyên bào sợi. Cách phân  loại này cũng chưa đủ để phân  biệt vì IFN  của 
nguyên bào sợi được xác định bằng kháng  thể  đặc hiệu cũng tìm  thảy  từ  lympho 
bào; và ngược lại. Do đó, cộng đồng nghiên cứu quốc tê đầ đi đến thỏa thuận  
phân loại IFN  theo alpha  và beta, tùy  theo đặc tính  kháng  nguyên của chúng. 
Một loại IFN  thứ  ba được phân  biệt theo kháng nguyên, được gọi là  là IFN 
gamma  (hay miễn dịch); loại IFN  này được sản xuất chủ yếu bởi lympho bào T 
khi bị kích thích bởi kháng  nguyên đặc hiệu hay các chấ t kích thích nguyên 
phân và cũng được xếp vào loại II (vì không bền với acid).

Ngoài virus, một sô tác n hân  tự  nh iên  và tổng hợp khác cũng cảm ứng được 
sự sản x u ấ t IFN  ỏ nhiều  tê bào khác nhau. Bảng tóm tắ t  các loại tế  bào sản  xuất 
IFN và tác nhân  cảm ứng tương ứng. Các tác nhân  cảm ứng interferon bao gồm 
vi khuẩn, protozoa, mycoplasma, rickettsia , và các sản phẩm  của vi khuẩn  (như 
chiết xuất th àn h  tế  bào, lipopolysaccharid, và nội độc tô). Tác động của các acid 
nucleic và các đa ion tự  nhiên hay tổng hợp như ARN sợi đôi, polynucleotid tổng 
hợp, và polycarboxylate tông hợp trên  sự sản  xuất IFN cũng được nghiên cứu rấ t 
nhiều. Các hợp chất p hân  tử lượng thấp  như an thraquinone, propanediam ine,
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acridine, pvrim idine và fluorenone cũng có thế cảm ứng IFN trong huyết thanh 
một sô" thú. Các yêu cầu đặc thù  về cấu trúc của các hợp chất phân tử  lượng thấp 
đê gây cảm ứng được IFN chưa được xác định. Các chất ức chế chuyên hóa (ví dụ 
actinomycin D), chất kích thích nguyên phân, kháng nguyên, và tế  bào khôi u 
cũng được xác định là tác nhân  cảm ứng IFN.

B ả n g  11.2. C á c  IFN th e o  lo ạ i, n g u ố n  g ố c  và  tá c  nh ân  cả m  ứng

Loại Nguổn gốc Tác nhân cảm ứng

Alpha Đại thực bào Virus
(lympho bào, Tế bào B Các tế bào ngoại lai và sản phẩm của chúng
loại 1 ) lympho bào không B, Tác nhân cảm ứng phân tử lượng thấp (vi dụ

không T tilorone)

Beta (nguyên Tê’ bào biểu mô Virus
bào sợi loại I) Nguyên bào sợi Polynucleotid

Lympho bào không B, 
không T

Các tẽ' bào ngoại lai và sản phẩm cùa chúng

Nguyên bào lympho Các chất ức chế chuyển hóa, chất kích thích 
nguyên phân tế bào B

Gamma (miễn Tế bào T chất kích thích nguyên phân tế  bào T
dịch, loại II) Lympho bào không B, Kháng nguyên ngoại lai và các chất ứo chế

không T chuyển hóa

H oạt t ín h  s in h  họ c
IFN được phát hiện đầu tiên  bởi hoạt tính kháng virus, giúp bảo vệ tế  bào 

chông lại sự nhiễm  virus. Tuy nhiên, các IFN tự nhiên và tái tổ hợp còn có nhiều 
tác dụng sinh học khác, như tác dụng ức chế tăng trưởng tế  bào, điều hòa miễn 
dịch nhờ làm tàng hoạt động của các tế  bào miễn dịch (ví dụ tế  bào NK — natural 
killer). Một đặc điểm quan trọng của IFN là tính đặc hiệu loài; tấ t  cả các loại 
IFN của người hoạt động hiệu quả trên  tế  bào người nhưng rấ t kém trên  tế  bào 
thú. Gần đây các hoạt tính  sinh học của IFN được xác định chủ yếu dựa vào các 
IFN tá i tổ hợp tinh  khiết. Các hoạt tính này được chia là ba loại như sau:

H oat tín h  kh án g  v iru s

Nhiều virus chứa ARN hoặc ADN bị ức chế bởi IFN. Ví dụ virus ADN như 
herpes virus loại 1 và 2, cytomegalovirus. Ví dụ virus ARN như rhinovừus và 
virus hợp bào phổi. Ngoài ra, IFN có tác động hiệp lực với nhiều tác nhân  kháng 
virus. Tuy nhiên, mức độ kháng virus không chỉ phụ thuộc vào loại virus mà còn 
vào đặc tính  của tê bào đích, loại IFN, và tỷ lệ virus nhiễm vỏi sô’tế  bào.
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In terferon giúp tê  bào đề kháng với sự nhiễm  v irus bằng cách tác động đến 
các giai đoạn khác nhau trong chu kỳ nhân bản của virus. Nó có th ể  ức chế các 
giai đoạn sớm (ví dụ gắn, nhập bào qua tru n g  gian th ụ  thể, m ất bao, và phiên 
mã), sự dịch mã các ARN thông tin, và sự trưởng th à n h  của virus, bao gồm cả 
việc đâm  chồi của virion trôn màng tê bào. Các bàng chứng khác cho thấy IFN 
làm giảm khả năng nhiễm  của các virion th ế  hệ sau.

f lo a t tín h  kh á n g  tê  bào

Interferon có thô ức chế sự tăng trưởng của nh iều  loại tế  bào bình thường và 
tế  bào ung thư in vitro. Tác dụng kháng tăng  trưởng của IFN  chủ yếu có tính 
kìm hăm  (ví dụ ngăn cản sự phân bào) hởn là tiêu diệt (ví dụ trực tiếp giêt chết 
tê  bào). T ính nhạy cảm với tác dụng ức chê của IFN thay  đôi, ngay cả đôi với cốc 
tế  bào có cùng kiểu mô học; điều này có thê do sự khác nhau  về sô’ th ụ  thế IFN 
hay úi lực của IFN trên  Lhụ thê.

Sự phôi hợp các IFN và tác nhân  hóa trị liệu có tín h  hiệp lực hay cộng lực 
trong việc kháng khôi u. Sự hiệp lực là kết quả của một chuỗi các yếu tô’ tương 
tác phức tạp, bao gồm bản chất ung thư, cơ chê tác động của tác n hân  diệt tê 
bào, và chê độ liều dùng IFN và tác nhân  hóa tr ị liệu. Tác động hiệp lực phụ 
thuộc nhiều vào chê độ sử dụng, ví dụ dùng IFN  trước hoặc sau  tác nhân  hóa trị 
liệu, hoặc dùng đồng thời. Nhiều tác nhân  hóa tr ị liệu không có tác động hiệp lực 
với IFN.

Một kh ía cạnh quan trọng trong tác động kháng  tê  bào của IFN  là nó có khả 
năng điều hòa trạng  thái biệt hóa của tế  bào, có thê  là ức chê hay kích thích. 
In terferon cũng tương tác hiệp lực với các tác n h ân  ức chế b iệ t hóa khác. Sự cảm 
ứng biệt hóa tể  bào ung thư  có vai trò nhất định trong tác động kháng  ung thư 
của IFN vì mức độ biệt hóa tê bào tỷ lệ nghịch với tốc độ p hân  bào.

Tác đôn g d iều  hòa m iên  dich
Nhiều chức năng miễn dịch có thể bị ảnh hưởng bởi IFN. Các đáp ứng miễn 

dịch có thê qua trung  gian tê bào hay kháng the. In terferon  có th ể  hoạt hóa hay 
ức chê cả chức năng miễn dịch tế  bào và dịch thể: thường nồng độ cao th ì ức chê 
và thấp  th ì hoạt hóa. H oạt tín h  các tê bào NK cũng như  hoạt tín h  d iệ t và ức chê 
khôi u của đại thực bào có thể  được tăng lên đáng kể bởi cả IFN —a  và IFN —y. Các 
tế  bào miễn dịch khác được hoạt hóa bởi IFN bao gồm lym pho bào T, tê  bào có 
hoạt tính tiêu diệt phụ thuộc kháng thê, và tê  bào m ast. Các in te rferon  của cả 
ba loại cảm ứng, sự biểu hiện của kháng nguyên loại I của phức hợp hòa hợp mô 
chính (MHC), và IFN—•y cảm ứng sự biếu hiện của kháng  nguyên MHC loại II. 
Đặc tính này quan trọng vì kháng nguyên MHC loại I đóng vai trò  trong sự ly 
giải của các tê bào bị nhiễm  virus và tê bào ung thư  bởi lympho bào T. Kháng 
nguyên MHC loại II cần th iế t cho đại thực bào hoạt động như  tê bào tr ìn h  diện 
kháng nguyên. Tuy nhiên, cả hai nhóm kháng nguyên MHC đều quan  trọng để
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đạt được đáp ứng tôi đa. T ất cả các loại IFN dường như có tác động ức chê sản 
xuất kháng the, mặc dù trong một sô' điều kiện nhất định về liều và thời gian có 
sự gia tăng sản xuất kháng thê.

T inh  chê

IFN của lym pho bào tự  nhiên
Nguyên liệu ban đầu đê tinh  chế IFN người bao gồm lympho bào lâ’y từ  máu, 

nguyên bào sợi mới sinh, và nguyên bào lympho và các dòng bạch cầu khác 
nhau. Trước khi công nghệ gen được áp dụng đế sản xuất, nguồn cung cấp chính 
IFN là các tê bào người được nuôi cấy vỏi chất cảm ứng thích hợp (ví dụ virus 
hay polynucleotid sợi đôi). Vấn đề của việc tinh  chê IFN từ  nguồn này là mức độ 
biểu hiện thấp do hoạt tính  sinh học cao ở nồng độ thâ'p của các IFN. Thể tích 
ban đầu lởn và việc tinh  chế qua nhiều giai đoạn nhưng chỉ thu  được rấ t ít sản 
pham. Ví dụ, năm  1978, người ta  đã tinh  chê được 1,3 g of IF N -a  với độ tinh 
khiết dưới 1 % từ  90 000 bịch máu (tương đương 45 000 lít máu).

Phương pháp đầu tiên tinh  chê một phần IFN từ  lympho bào người được 
phát triển bởi Cantell năm 1973 chỉ đủ tạo ra  lượng IFN dùng cho thử nghiệm 
lâm sàng. Theo quy tr ìn h  này, máu tươi được ly tâm, và phân đoạn lympho bào 
được lấy ra. Các lympho bào được dồn lại và xử lý vối ammonium chloride 0,83 % 
đê ly giải các vết hồng cầu còn sót lại, rồi được phân tán  vào môi trường nuôi cấy 
(ví dụ môi trường nền tôi thiếu Eagle), và được mồi với IFN thô. Sự sản xuất các 
interferon (chủ yếu bởi các bạch cầu đơn nhân) được cảm ứng bằng cách thêm 
virus Sendai. Sau khi ủ qua đêm, tê bào và cặn được loại bằng ly tâm ; dịch nổi 
chứa IFN thô được dùng làm nguyên liệu tinh  chế.

IFN thô đầu tiên được tủa với potassium thiocyanate ở pH 3,4 và được chiết 
với ethanol 96%. Việc chiết tách với cồn acid bất hoạt virus Sendai và giúp tinh 
chế một phần IFN vì không phải tấ t cả protein bị tủa đều tan  trở lại được. pH sau 
đó được chỉnh dần lên đế kêt tủa các protein tạp, rồi được loại bỏ bằng ly tâm. IFN 
được tủa ở pH 8 , được cô đặc, và thẩm  phân trong đệm phosphate sinh lý.

Hoạt tính kháng virus đặc hiệu của sản phẩm  IFN khoảng 106 IU/mg 
protein, tương đương vối độ tinh khiết 1%. Hiệu suất tổng tính  theo một đơn vị 
máu (0,5 lít) khoảng 5 — 7x l0 6 đơn vị hoạt tính  kháng virus, s ả n  phẩm  cuối cùng 
chứa nhiều loại IF N -a  khác nhau, bao gồm a —1, a -2 , và a -4 . Các lymphokine 
khác (ví dụ các hormon phóng thích bởi lympho bào như in terleukin —1 và 2) 
cũng hiện diện trong ché phara.

Chê pham IFN được tinh chê một phần như trên  có thê tinh  chê hơn nữa đê 
đạt được hoạt tính đặc hiệu 108IU/mg protein bàng sắc ký trên  cột kháng thể 
đớn dòng cô định. IFN được giải hâ’p phụ khỏi cột bằng đệm pH thấp. Tuy nhiên, 
thành  phần tương đôi của các loại phụ của IFN—a  trong chê pham  sẽ khác với 
IFN thô trước khi sắc ký vì ái lực của cột sắc ký với các IFN khác nhau.
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[FN  -a tá i tô hợp

Việc tinh ché IFN từ  vi sinh vật được biến đổi di truyền có những vấn để đặc 
thù  khác với khi tinh  chế từ  nguồn tự  nhiên. Quy trình  tinh  chế phải thỏa mãn
các yêu cầu sau:

1.Quy trình  phải chiết được IFN từ  tế  bào một cách hiệu quả mà không làm 
biên tính protein. Không sử dụng các chất biến tính  để phá vỡ tế  bào vói nồng độ 
cao như urea hay guanidine vì chúng cũng biến tính  protein và việc hồi tính  nó 
rấ t khó khăn, thậm  chí không thể  được. Điều này đặc biệt đúng vỏi các IF N -a  
của người vì nó có hai cầu disulfide đe giữ câ’u trúc tự nhiên. Hơn nữa, ngay cả 
khi sản phấm cuối cùng có hoạt tính  sinh học và có vẻ đúng cấu trúc th ì vẫn có 
một lượng nhỏ protein gập không đúng và chúng có thể có tính  kháng nguyên 
rấ t cao mà không thế phát hiện được bằng các phương pháp phân tích thông 
thường.

2 . Quy trình  tách và tinh  chê phải không cho phép sản phẩm bị lẫn với các 
chí nhiệt tô của vi khuẩn  (các lipopolysaccharid của vi khuẩn Gram âm). Việc 
loại chí nhiệt tô’ khỏi IFN đã tin h  chê không đơn giản vì phương pháp loại bỏ nó 
một cách hiệu quả (ví dụ hấp phụ trên  than  hoạt hay phá hủy bằng bức xạ ion 
hóa) th ì làm ảnh hưởng đến hoạt tính  sinh học hay cấu trúc của IFN.

3.IFN  tinh  khiết phải không lẫn acidnucleic và protein của vi sinh vật chủ 
nếu muôn được sử dụng trong lâm  sàng.

4. Sản phẩm  phải chứa IFN đồng nhất và không chứa các m ảnh kết tập  hay 
phân hủy bỏi protease. Các th àn h  phần có liên quan đến IFN này có thê gây rấ t 
các phản ứng miễn dịch khi được tiêm  vào cơ thể.

5. Dĩ nhiên để có thể thường mại hóa quy trình  phải có hiệu suấ t cao (ví dụ 
2 0  %) về hoạt tính  sinh học (ví dụ số  đơn vị kháng virus).

Quá trình  tinh  chế IF N -a  tá i tổ hợp từ  E. coli, gồm các phân tử lai IFN-S—4, 
a - 2 /a - l  được biến đổi di truyền chứa trìn h  tự amino acid 4 - 6 2  của IF N -a -2  và 
5 4 -  166 của IFN-CC-1 được tóm tắ t  trong Bảng 11.3. Vector được sử dụng để 
biến đổi di truyền có nguồn gốc từ  vector PBR-322 và được đặt dưối sự kiểm soát 
của lac promoter. Quá tr ìn h  tinh  chế IFN được theo dõi bằng các thay đổi về 
hoạt tính  kháng virus (IU) trên  mỗi milligram protein.

Dịch chiết được thu  bằng cách acid hóa E. coli về pH 2, rồi điều chỉnh về 
pH trung  tính  để phóng thích IFN. Cách làm này tận  dụng tính  bền acid của 
IFN loại I (a và P) và trá n h  các tác nhân  biến tính  nồng độ cao. Bước tin h  chê 
đầu tiên loại acid nucleic và các protein tạp  của E. coli bang cách acid hóa về 
pH 4,5, sau đó ly tâm  và thu  được dung dịch IFN có hoạt tính  cao hơn 20 lần. 
Tinh ồn định của IF N -a  ở pH th ấ p  và trong dung môi hữu cơ cho phép kết tủa
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tiếp với trichloroacetic acid và chiết vối ethanol. Bước này cô đặc IFN mà gần 
như không bị m ất hoạt tính. H iệu su ấ t 118 % cho thấy  sự thu  hồi hoàn toàn về 
hoạt tính  kháng virus. Bước tiếp theo sử dụng sắc ký ái lực trên  M atrex Gel 
Blue A Sepharose. Nhựa này được dùng vì cả IFN của người và chuột đều gắn 
trên  blue dextran. IFN được giải hấp phụ bằng dung dịch sodium chloride 
(2 M). Bưốc cuôi cùng có thê thực hiện theo hai cách: (1) lặp lại quá trình  tủa  
chọn lọc bằng cách thẩm  phân  trong môi trường lực ion thấp  và hòa tan  lại 
trong sodium chloride 2 M hoặc (2) tủa  chọn lọc và tiếp sau bởi sác ký trao đổi 
ion trên  diethylam inoethyl (DEAE) Sepharose. H oạt tính  đặc hiệu của sản 
phẩm  cuôi cùng đạ t 7 x l0 7 IU/mg, tức tinh  chê gấp 140 lần  tính  theo hoạt tính  
kháng virus.

B à n g  11.3. Q uá tr ìn h  t in h  c h ê  IF N -S —4 c t-2 /a -1  ngư ờ i tá i tổ  hợp

Bước tin h  chế
Thê tích  

(lít)

Hoạt tín h  kháng v iru s
Tỷ lệ tin h  

chế  (lần)107 IU/

mg

Tổng, 

109 IU

Hiệu 

suất, %

Dịch chiết từ E. coli 765,0 0,05 629 1 0 0 ( 1 ,0 )

Acid hóa (pH 4,5) 765,0 1 , 1 2 466 67 2,4

Chiết bằng trichloroacetic acid-ethanol 2 1 , 0 2 , 1 740 118 42

Matrex Gel Blue A Sepharose 15,3 7,7 177 28 154

Cô đậc bằng siêu lọc và theo sau bởi 1 . 0 8 , 2 192 31 164

Tủa chọn lọc 0,069 7,0 30 5 140

Sắc ký trên DEAE Sepharose 0,031 7,0 18 3 140

Một cách khác đê tinh  chê IFN—a  sử dụng sắc ký hấp phụ miễn dịch với 
kháng thê đơn dòng cô định. Quá trình  tinh  chê IFN —a -5  bằng kỹ th u ậ t này 
được tóm tắ t trong Bảng 11.4. IF N -a -5  được chiết từ  E. coli bằng cách acid hóa 
và trung  hòa vê pH trung tính. IFN trong dịch chiết được hấp phụ trên  silica gel 
và giải ra  bằng cách hạ pH xuông 2,0, bưốc này làm  tăng hoạt tín h  đặc hiệu lên 
10 lần. Sắc ký silica gel cũng loại bỏ phần lớn acid nucleic trong' phân đoạn 
không gắn. sắc  ký M atrex Gel Blue A tinh  chế thêm  3,3 lần. Tiếp theo, IFN được 
hấp phụ trên  nhựa trao đối anion (ví dụ DEAE Sepharose) và giải ra  với thang 
pH từ  8,0 đến 6,0, làm  tăng  hoạt tính  dặc hiệu lên 10 lần nữa. Dịch giải hấp phụ 
DEAE Sepharose được tinh  chê thêm  trên  cột kháng thê đơn dòng cô định, YOK 
Sepharose. Việc giải hấp phụ được tiên hành  vổi sodium citra te  0,1 M, pH 2,0. 
Hoạt tính đặc hiệu ciiôi cùng đạt được l,9xlO sIU/mg.
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B ản g  11.4. Q u á  trình  tin h  chê" IF N - a - 5  người tái tổ  hợp

H oạt tín h  kháng  v iru s  lè
Thể tích  ' .

Bưóc tin h  chẽ 1 0 'IU /m  Tổng, Hiệu suất, tin h  ché

g 109 IU % <lần>

Dịch chiết từ E. coli 2 0 0 , 0 0,019 42 ( 1 0 0 ) ( 1 .0 )

Silica (Si 200) 1 . 8 0,18 32 76 9,5

Matrex Gel Blue A 0 , 8 0 , 6 25 60 31,6

DEAE Sepharose CL - 6  B 0 , 2 5,8 1 0 24 305

YOK Sepharose 0,04 19,0 8 19 1 0 0 0

IjOai ch i  n h iệ t  tô

Chê phẩm  IFN cần có lượng chí nh iệ t tô’ thấp  để sử dụng được trong lâm 
sàng. Mặc dù quy tr ìn h  tin h  chế IFN tự  nhiên hay tá i tổ hợp mô tả  ở trên  nói 
chung cho ra  sản  phẩm  có hàm  lượng chí nh iệ t tô’ r ấ t  thấp  (5 — 10 ng nội độc tô 
trên  mỗi m illigram  protein), vẫn có một sô trường hợp sản  phẩm  thu  được có 
lượng chí nh iệ t tô’ cao. Có thể  làm giảm lượng nội độc tô’ trong các chế phẩm này 
bằng cách điện di đắng điện tuần  hoàn (recycling isolelectric focusing — RIEF). 
Điện di đẳng điện dựa trên  nguyên lý các chất có điện tích di chuyển trong điện 
trường và thang  pH tính  sẽ ngừng lại tạ i điểm có pH bằng pH đẳng điện của nó 
(tại đó tổng điện tích của phân  tử bằng không). Trong kỹ th u ậ t RIEF, dung dịch 
protein được tu ần  hoàn liên tục giữa bể trao  đổi n h iệ t với bể điện di. Khi áp 
dụng kỹ th u ậ t RIEF trê n  dung dịch IF N -a -2  có hàm  lượng chí nh iệ t tố  cao, đa 
số nội độc tô' và IF N -a -2  di chuyển đến các vị tr í  pH khác nhau, pH 5,07 đối với 
nội độc tô’, và pH 6,4 đôi vói IFN.

Trong khi tiến  hành  R IEF để loại chí nh iệ t tô’, IFN —a —2 cũng được tinh  chê 
thêm  40 lần, kết quả là hàm  lượng chí nh iệ t tố  giảm xuống còn 12,5 ng/mg 
protein, so với 500 ng/rag trưỏc khi xử lý. Hoạt tín h  kháng virus đặc hiệu không 
bị m ất trong quá trìn h  này và lượng IFN  th u  hồi được đạ t >90 %. Các chất điện 
giải sử dụng trong quá tr ìn h  điện di được loại ra  bằng cách kết tinh  protein, sắc 
ký lọc gel, hay tủa  vối am m onium  sulfate.

1.4. In su l in  tá i  tố  hỢp 

Giới thiệu
Insulin là một hormon protein có kích thước 5,8 kDa, được tiế t bởi đảo 

Langerhans của tụy. Nó có vai trò  quan trọng trong việc điều hòa mức glucose 
trong máu. v ề  m ặt cấu trúc  nó là một protein phức với hai chuỗi polypeptid,
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chuỗi A gồm 21 acid am in và chuỗi B gồm 30 acid amin, nôi vói nhau bằng hai 
cầu disulíìt. Hàng năm  nhu cầu insulin lên đến 5 tấn.

Trước kia insulin được sản xuất bằng cách chiết xuấ t từ  tụy tạng của lợn hay 
bò, sau đó được tinh  sạch qua nhiều bước sắc ký. Tuy nhiên, chúng không phải 
là insulin ngưòi do đó có thể gây ra  các phản ứng miễn dịch làm bất hoạt 
insulin. Ngoài ra, công suấ t sản xuất giới hạn làm cho giá thành  tăng  và việc 
kiêm soát bệnh tiêu đường gặp nhiều khó khăn do không đủ thuôc.

Insulin ngưòi tá i tô hợp lần đầu tiên được sản xuất năm 1982. Việc sản xuất 
bằng con đường tá i tổ hợp tránh  được các vấn đề gặp phải vói insulin chiết xuâ't. 
Ngoài ra insulin người tá i tô hợp còn tránh  được vấn đề nhiễm bẫn do lẫn các 
hormon khác hay nhiễm virus từ động vật.

Insulin được sinh tông hợp dưới dạng tiền chất là một polypeptid gọi là 
preproinsulin (xem hình 11.3A), trong quá trình  bài xuất nó được xử lý thành 
proinsulin và cuôi cùng là insulin. Quá trình này bao gồm việc cắt bỏ đoạn nôi tạo 
ra hai chuỗi A và B, sau đó hai chuỗi này được nôi với nhau bằng cầu disulfit.
A

SHSH

' • b b 1
SH SH

Chuồi A

D oạn nối 
1 IIIIIIIIIIIIII I IH III I I I I1 II I I I I I I I I I I I I I

Đoạn xuất
N ■

SH SH 

Chuỗi B

Preproinsulin

Vận chuyển I 
qua m àng I

....
s S

Cắt bỏ 
đoạn nối

s S 
s S

Thành lập ' 
cầu d isulíìt

P roinsulin Insulin

-C N B r-

/ / / / / / / /  4 / / / / / / / /

Oxi hóa cystein và tạo câu disulfit

s S
£ £ Insulin hoạt tính

Hình 11.3. Sản xuất insulin tái tô hợp

A. Cấu trúc và quá trình trưởng thành của insulin trong tế bào người.
B. Một trong các phương án để tổng hợp insulin tái tổ hợp trong tế bào E. coli và biến đổi nó để có 

insulin hoạt tính, p = Promoter; T = Terminator; Met = methionin; CNBr = cyanogen bromid
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s ả n  x u â t

Hiện nay có nhiều hướng tiếp cận khác nhau  để sản  xuất insulin  người tái tổ 
hợp, một trong những cách đó như sau. Đầu tiên hai m ảnh ADN mă hóa cho 
chuỗi A và B được tạo dòng sao cho m ảnh ADN này được nôi vào đuôi của gen 
(3~galactosidase (xem hình 11.3.B). Khi biểu hiện các dòng E. coli này sẽ sản 
xuất ra hai protein tá i tố hợp có phần đầu là ß-galactosidase và đuôi sẽ là chuỗi 
A hoặc B của insulin . Các protein này được tinh  chê và xử lý với cyanogen 
bromid đê phóng thích các chuỗi của insulin. Do lúc nôi gen ß—galactosidase với 
các ADN của insulin  người ta đă chèn một codon m ethionin vào giữa hai gen nên 
protein tá i tô hợp thu  được có chứa một m ethionin nằm  ở vị tr í nôi của 
ß-galactosidase và chuỗi insulin, đây cũng là m ethionin duy n h ấ t trong toàn 
chuỗi protein lai, do đó khi xử lý với cyanogen bromid, chất này sẽ tấn  công vào 
acid am in này và cắt chuỗi peptid tại đó. Các chuỗi A và B được phóng thích ra 
sẽ được tinh chê và trộn với nhau  rồi xử lý để tạo cầu disulfit th àn h  insulin  hoạt 
tính (insulin người crb). Ngoài ra  cũng có các phương pháp khác trong đó hai 
chuỗi insulin được nôi vào hai đầu của ß—galactosidase để tạo một protein lai 
duy nhất, nhờ đó đơn giản hóa quá trình  sản xuất.

Một cách sản  xuất khác được phát triển  bởi Eli Lilly, trong đó chủng E. coli 
được tá i tô hợp với đoạn gen mã hóa cho proinsulin. s ả n  phẩm  thu  được khi lên 
men là p roinsulin  sẽ được tin h  chế và cắt bỏ đoạn c  in vitro  để th u  được 
insulin  hoạt tín h  (insulin  người prb). Cách làm  này tiế t kiệm được một bước lên 
men, giảm nhẹ chi phí lèn men và xử lý hậu  lên men, do đó chiếm ưu th ế  trong 
sản  xuất.

Quá trìn h  tin h  chê insu lin  hoạt tín h  sau  đó bao gồm nhiều  bước sắc ký như 
trao  đối ion, lọc gel, tương tác kỵ nước và cuối cùng “đánh  bóng” bằng sắc ký 
lỏng cao áp pha đảo (RP-HPLC). Công đoạn cuối này sử dụng cột R P-H PLC  C8 
hay C18 ở quy mô trên  80 lít, vối công su ấ t lên đến 1200 g insu lin  mỗi mẻ. 
Bước “đánh bóng” không chỉ tăng  độ tinh  kh iế t của sản  phẩm , loại các tạp  có 
nguồn gôc E. coli mà còn tách  được các phân  tử  insu lin  bị biến tín h  ra  khỏi 
insulin  tự nhiên.

1.5. S o m a t o s t a t in  tá i  tô  hỢp

Som atostatin  còn gọi là “hormon chông tăng trưởng”, nó điều hòa hoạt động 
của hormon tăng  trưởng và được sử dụng để điều tr ị bệnh to cực (phát triển 
xương không kiểm soát được). Đây là một protein rấ t  nhỏ, đoạn gen mã hóa nó 
được tổng hợp hóa học một cách dễ dàng và tạo dòng vào vector thích hợp trong
E. coll. Tuy nhiên, E. coli khi biểu hiện gen này sẽ có xu hướng phân hủy nó nên 
người ta  trán h  bằng cách nối nó với ß-galactosidase. Và cũng như insulin  người 
ta  cũng chèn một m ethionin giữa hai peptid đê sau đó có thê xử lý đê cắt bỏ 
ß-galactosidase (xem hình 11.4).
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Hình 11.4. Sàn xuất somatostatin tái tổ  hợp
P: prom oter; T: Terminator; ß-gal: ß-galactosidase

S o m a to tro p in  tá i  to  hợp
Somatotropin, còn gọi là “hormon tăng trưởng người” (hGH), gồm 191 acid 

amin, hGH được sinh tổng hợp trong tuyến yên và có chức năng điều hòa sự táng 
trưởng. Việc tiêm  đều đặn hormon này cho các trẻ em bị bệnh còi do thiếu nó có 
thể khôi phục sự tăng  trưởng của các em gần như mức bình thường. Trong 
trường hợp này hormon chiết từ  động vật không có tác động do đó nguồn duy 
n h ấ t hiệu quả là từ  người. Do tuyến yên từ  người chết rấ t  khan hiếm nên việc sử 
dụng hGH tá i tổ hợp là một yêu cầu bức thiết. Hơn nữa nguy cơ nhiễm virus từ 
tử thi ở các trẻ em dùng hGH từ  nguồn này cũng góp phần làm việc sử dụng chúng 
trở nên khó khăn.

Vì gen mã hóa cho somatotropin khá dài nên không thể tổng hợp hóa học được, 
người ta  phải sinh tổng hợp ADNi)b từ  bộ gen ngưòi và tạo dòng nó vào vi khuẩn để 
sinh tổng hợp hormon. Có hai cách tiếp cận được trình bày trong hình 11.5.

Cách thứ nhất, đoạn ADN mã hóa cho trình  tự bài xuất của hormon được cắt 
bỏ bang enzym cắt giới hạn  cùng vối 24 codon đầu tiên  của protein trưởng 
thành. Một đoạn ADN tổng hợp gồm methionin và 24 codon đầu tiên được nôi với 
phần ADN còn lại đế sau  đó được tạo dòng và biểu hiện trong E. coli (xem hình
11.5). Khi biểu hiện hGH tá i tổ hợp sẽ tích tụ trong tế  bào chất và được chiết 
tách sau khi phá võ tế  bào. hGH này khác với protein bình thường do có mang 
một methionin ở đầu N.
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ADNc cùa hGI I tái tổ hợp

Đoạn xuất 
vi khuẩn /
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cảm ứng

Cắt bỏ đoạn 
xuất bời 
proteasc
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Hinh 11.5. Hai phương án sản xuất hGH tái tổ  hợp
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Một cách tiếp cận khác là thay thê đoạn peptid đê bài xuất của tê bào động 
vật có vú bằng đoạn tương tự của vi khuẩn, do đó protein tá i tố hợp sẽ được xuất 
ra vùng chu chất của tê bào chủ và việc tinh chê dễ dàng hơn so với cách tiếp cận 
ở trên. Tại vùng chu chất của tê bào, protein tá i tô hợp sẽ bị xử lý bởi các 
protease ở đây và loại bỏ đoạn peptid bài xuất và phóng thích hGH trưỏng thành  
không có chứa m ethionin ở đầu N. hGH được sản xuất với các tế  bào chủ là
E. coli, Bacillus subtilis hay p. aeruginosa.

1.7. V a cc in  v iê m  g a n  B tá i  tố hợp

Hình 11.6. Sàn xuất vaccin viêm gan B tái tổ  hợp

Trước đây người ta  sản xuất vaccin bằng hai con đường. Một là sản xuất 
vaccin bất hoạt từ tác nhân gây bệnh bị chết do hóa chất. Hai là vaccin giảm độc, 
trong đó tác nhân gây bệnh còn sông nhưng không còn khả năng nhân lên trong
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ngưòi được chủng ngừa. Tuy nhiên, các cách tiếp cận này không tạo được vaccin 
an toàn tuyệt đôi do có nhiều nguy cơ về dị ứng, m ẫn cảm hay bị nhiễm bệnh do 
tác nhân dùng làm vaccin hoạt động trở lại. Đe trán h  vấn đề này ngưòi ta  dùng 
công nghệ di truyền để làm ra  vaccin tá i tổ hợp hay vaccin subunit, chỉ chứa phần 
có chức năng tạo đáp ứng miễn dịch nhưng không có nguy cơ gây nhiễm.

Vaccin chông virus viêm gan B là vaccin subunit đầu tiên  được sử dụng. 
Virus này có kháng nguyên bề m ặt là HBsAg đóng vai trò  quan trọng trong đáp 
ứng miễn dịch và bảo vệ của nó có thê chông lại virus. Gen mã hóa cho kháng 
nguyên này được phân lập và tạo dòng trong nấm men đê sản xuất ra  kháng nguyên 
(xem hình 11.6).

Gen mã hóa cho kháng nguyên bề m ặt virus viêm gan B (HBsAg) được phân 
lập và tạo dòng trong một vector con thoi có khả năng biêu hiện trong tê  bào 
nấm men. Sự hiện  diện của gen Leu2 trong plasmid cho phép nuôi cấy chọn lọc 
nấm men m ang plasm id tá i tổ  hợp trong môi trường không chứa leucin.

2. L IỆ U  P H Á P  G EN  

2 . 1 . G iớ i t h i ệ u

Liệu pháp gen bao hàm  việc đưa gen vào tê bào đê hiệu chỉnh sai sót về gen. 
Điều này có th ể  làm chậm  tiến  triển  của bệnh và nhờ đó cải th iện  chất lượng 
sông của người bệnh. Việc giải mã thành  công bộ gen người đã ảnh hưởng m ạnh 
mẽ đến tiềm năng  phát tr iển  của liệu pháp gen.

Cùng với sự tiến  bộ về sin h  học tê bào và phân  tử, nh iều  bệnh  đã tìm  được 
nguyên n hân  là  do sự th a y  đổi trong gen. Khi có sự th ay  đổi trong gen, 
pro tein  do nó m ã hóa có th ể  bị thay  đổi theo và có th ể  dẫn đến trường hợp 
p ro te in  không thực h iện  được chức năng bình thường, hay nói cách khác là 
một tình  trạ n g  bệnh. L iệu pháp  gen nhằm  mục đích h iệu  ch ỉnh  lại sự khiếm  
khuyết về di tru y ền  đã gây ra  tìn h  trạn g  bệnh. Liệu pháp  gen bao gồm việc 
khóa các gen đã được h o ạ t hóa không đúng hay sửa chữa hoặc thay  th ế  gen 
hư hỏng bằng  gen bình thường. Các bệnh mà liệu pháp  gen nhắm  đến thường 
chỉ liên quan  đến một gen. Một kh ía cạnh khác của liệu pháp  gen là phòng 
bệnh thông qua việc đưa các gen cần th iế t cho cơ chê phòng vệ vào cơ thể, ví 
dụ vaccin ADN.

Bước đầu tiên  trong liệu pháp là xác định gen gây bệnh. Sau đó các vật liệu 
di truyền thích hợp sẽ được th iế t kê và đưa vào tê bào đích để hiệu chỉnh sai sót 
do gen. Có hai chiến lược chính được dùng: (i) liệu pháp in vivo, trong đó vật liệu 
di truyền  được đưa thẳng  vào cơ thể; (ii) liệu pháp ex vivo, trong đó tê bào đích 
sẽ được phân lập và nuôi cấy, vật liệu di truyền sẽ được đưa vào tê bào này và 
sau  dó tê bào được đưa vào cơ thế.
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Các vector có thể được chia làm hai loại: tổng hợp và virus. Vector tổng hợp 
đưa gen trực tiếp vào tế  bào đích, chúng gồm ADN plasmid, ADN trần  và ADN 
được kết hợp với cơ chế phóng thích. Vector virus sử dụng khả năng nhiễm của 
virus đế đưa gen vào tê bào đích và hiện đang được dùng rộng rãi trong các thử 
nghiệm tiền lâm sàng và lâm sàng vì có tính ổn định cao.

V ec to r v iru s
Vector virus rấ t thuận  lợi cho việc đưa gen vào tê bào, tuy nhiên, nhiều quản 

ngại về các hiệu ứng phụ do sự nhiễm của virus có thể dẫn đến sự tổn thương tế  
bào hoặc ung thư. Ngoài ra, chúng cũng bị giới hạn bởi kích thưâc gen ngoại lai 
mà chúng có mang, khó khăn trong nuôi cấy và chuẩn hóa việc nuôi cấy để thu 
virus và giá thành cao hơn so với vector plasmid.

Về cơ bản người ta loại bỏ các gen của virus có liên quan đến việc gây bệnh 
và giữ lại các yếu tô cần th iế t cho việc nhân bản và gây nhiễm. Đê dùng làm 
vector các virus cần được:

-  Xác định trình  tự cần cho việc nhân bản virus
-  Cấu trúc hạ t virus
-  Cách thức đóng gói bộ gen virus
-  Sự phóng thích của gen ngoại lai vào tê bào chủ.

2.2. V e c to r  d ù n g  tr o n g  liệu  p háp  gen

Bảng 11.5. Một số vector v irus phổ biến

V ecto r Ưu điểm Nhược điểm

Adenovirus
Nhiễm các tế bào không phân chia 

Có năng suất nuôi cấy cao

Gây miễn dịch mạnh 

Sự biểu hiện ngắn

AVV Nhiễm các tế bào không phân chia Khả năng tích hợp hạn chế

Nhiễm được nhiều loại tế bào Sự biểu hiện ngắn

HSV Nhiễm được nhiều loại tế bào Năng suất nuôi cấy thấp 

Độc tế bào 

Sự biểu hiện ngắn

Lentivirus Có năng suất nuôi cấy cao Có thể gây hiệu ứng không

Nhiễm vĩnh viễn các tế bào không phân mong muốn

chia

Retrovirus Tích hợp ADN virus vào nhiễm sắc thể ký Chì nhiễm được tế bào đang
chù phân chia

AVV, adeno-associated virus; HSV, herpes simplex virus
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Adenovirus rấ t phổ biến trong tự nhiên, chúng nhiễm  đưạc chúptt và các động 
vật có vú, kê cả người, v ể  sinh học chúng là các virus không có bao1 v'ới bộ gen là 
ADN thắng  sợi đôi. Khi nhiễm bộ gen không tích hợp với nhiềm sác- th ể  ký chủ 
mà tồn tại dưới dạng episom. Bộ gen dài 35 kb, trong đó 30 kb có thiể được thay 
thê bằng gen đích.

Adeno-associated virus (AW ) là các virus thuộc nhóm parvo không gây 
bệnh của người. Chúng thường được sử dụng với virus hỗ trợ, thường là adenovirus. 
AVV có thê nhiễm tê bào đang phân chia hoặc không, khi không có m ặt v irus hỗ 
trợ chúng có thể tích hợp vào vai trò đặc hiệu trên  bộ gen ký chủ. Bộ gen A W  là 
một phân tử ADN sợi đơn, chỉ mang được không quá 4,7 kb gen ngoại lai.

Virus Herpes simplex type 1 (HSV-1) là một virus hướng nơron của người, 
chúng được dùng để chuyến gen vào hệ thần  kinh. Bộ gen của HSV là ADN sợi 
đôi dạng tháng  dài 152 kb, trong đó 40 -  50 kb có thế được thay bằng gen đích.

Retrovirus có bộ gen là ARN, sau khi nhiễm, được chuyên thành  ADN sợi đôi 
và tích hợp với bộ gen tê bào chủ. Retrovirus được sử dụng rộng rã i n h ấ t hiện 
nay do tạo ra thể chuyển nhiễm bền. Nhược điểm của nó là sự tích hợp xảy ra 
ngẫu nhiên và có thê dẫn đến sự thay đổi có hại trên  bộ gen tế  bào chủ và chỉ 
nhiễm được tê bào đang phân  chia.

Lentivirus là một lóp phụ của retrovirus có khả năng nhân  lên trong tê  bào 
không phân chia, do đó tạo th àn h  thể chuyển nhiễm vĩnh viễn.

C ác v e c to r  tổ n g  hợp: plasm id ADN

Ưu điểm của plasm id là mang được đoạn gen đích lốn, không có nguy cơ gây 
đột biên tế  bào chủ và dễ dàng sản xuất vâi số lượng lớn từ  vi khuẩn. Các plasmid 
dùng trong liệu pháp gen ngoài các yêu cầu chung đối với plasm id, nó cần m ang 
trìn h  tự của promoter, thường là  của virus, đe có thể phiên mã gen đích trong tê  
bào chủ eukaryot.

Vector plasm id thường được biến nạp vào vi khuẩn  để lưu giữ và thao tác rồi
mói đưa vào tế  bào.

C ác hệ th ô n g  c h u y ê n  g en

Các vector không phải virus không tự  nhiễm được mà cần có sự trợ giúp của 
cơ chê chuyển gen độc lập. Các cơ chế này có thể kể như tiêm  bắp, uống, x ịt mũi 
hay xuyên da. Các cơ chế này thường có hiệu suất chuyên gen và biểu hiện thấp, 
do đó cần một lượng lân ADN mói cho hiệu quả mong muôn. Các cơ chê hiệu quả 
hơn bao gồm đạn đặc hiệu, liposom, lipoplex và polyplex.

Dan sinh hoc

Hay “súng bắn gen” đế chuyển gen vào từng tê bào đơn lẻ bằng cách sử dụng 
ADN được hấp phụ trên  h ạ t vàng (đường kính 0,6 — 2 um). Đe chuyển nhiễm
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các hạt này được đặt trong một dụng cụ gọi là súng bắn gen và được phóng ra 
nhờ helium áp suaas cao xuyên qua da vào tế  bào. H iệu su ấ t chuyển cao hơn 
hàng trăm  lần so với tiêm  bắp vì gen được chuyển thắng  vào tế  bào nên không 
bị phân hủy.

Liposom
Liposom cấu tạo là một màng kép phospholipid bao quanh một hạ t nưàc, nó 

có thê chứa nhiều loại chất, kê cả ADN plasmid. Liposom cũng có thế được gắn 
kháng thế, protein hoặc đưòng lên bề m ặt và nhờ đó định hướng đến vai trò đặc 
hiệu. Khi tiếp xúc vỏi tê bào các màng phospholipid sẽ dung hợp và phóng thích 
nội dung của liposom vào tê bào.

Lipoplex và po lyp lex

Là các phức hợp ADN vối một phân tử  lipid hay polyme tích điện dương. 
Sau khi kết hợp ADN, các hạ t này tích điện dương và được thực bào. Lợi thê của 
hệ thông này là:

-  Bảo vệ plasmid, giảm lượng ADN cần;
-  Khi tương tác với tê bào bằng cơ chê thực bào, các h ạ t này có thể kích 

thích đáp ứng miễn dịch tố t hơn và do đó thích hợp cho ADN vaccin

-  Có thê sử dụng qua nhiều đường như miệng, mũi và phổi
-  Đe dùng
-  On định khi bảo quản dưới dạng đông khô.

2.3. Các n g u y ê n  lý  c ủ a  l iệ u  p h á p  g en

Liệu pháp gen dựa trên  ba nguyên lý cơ bản:
-  Thay thê hoặc hiệu chỉnh một gen nhằm tạo ra  sản phẩm  cần thiết cho tê bào 

hoặc cơ quan hoạt động.
-  Đưa một gen lạ vào tế  bào đích để sản xuất một chất không có tự nhiên.
-  Bất hoặc một gen chịu trách nhiệm cho các rối loạn của tê  bào.

T hay  th ê  h o ặc  h iệ u  c h ỉn h  gen đ ộ t b iến

Đây là kiếu liệu pháp gen được sử dụng rộng rãi n h ấ t và có thê áp dụng cho 
nhiều loại bệnh. Thông thường, vector virus hay được dùng n h ấ t do sự biểu hiện 
lâu dài của gen chuyển.

D ưa gen lạ  vào

Kỹ thuật này thường dùng trong ADN vaccin hay liệu pháp chống bệnh nhiễm. 
Gen mã hóa cho protein kháng nguyên của tác nhân gây bệnh được xác định và 
tạo dòng vào vector biểu hiện rồi chuyến nhiễm vào tế  bào. Trong trường hợp 
này, các vector plasm id thường được sử dụng nhất do an toàn.
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Sự biếu hiện bất thường của một gen có thê làm tê bào bị m ất cân bằng. Khi 
đó nếu gen có biếu hiện bất thường không quan trọng đôĩ vói sự sổng và chức 
năng của tế  bào, nó có thê được bất hoạt đế đưa tê bào về trạng  thái lành mạnh. 
Sự bất hoạt có thế được thực hiện ở mức độ ADN, mARN hay protein. Ví dụ việc 
đưa vào các ARN sợi đôi để kích hoạt quá trình  can thiệp ARN (RNA interference
— RNAi), dẫn đến sự thoái hóa của mARN. Tuy nhiên, ở hầu hết tế  bào động vật 
có vú, điều này có thể gây đáp ứng độc tính tế  bào cao, do đó cần th iế t kế các ARN 
can thiệp (interference RNA — iRNA) nhân tạo có tính  đặc hiệu cao đôi vối gen 
đích. Mặc dù rấ t hiệu quả, việc làm tắ t biểu hiện gen bằng iRNA nhân  tạo chỉ tạm  
thòi, do đó giới hạn khả năng ứng dụng của nó. Đê khắc phục, người ta  tạo ra các 
vector plasmid hay virus đế sản xuất iRNA ngay trong tế  bào.

2.4. C ác  n g h iê n  cứ u  lâ m  sà n g

Từ năm  1989 đến 2006, hơn 500 nghiên cứu lâm sàng về liệu pháp gen đã 
được thực hiện. Trong đó 70% là để chữa ung thư và hầu hết (97%) được thực hiện ở 
Pha I và II trên  bệnh nhân. Khoảng 3% được thực hiện ở cả ba pha. Đến nay, chỉ 
mới có một sản  phẩm  được cấp phép thương mại hóa là Gendicine vào năm  2003 
và đang được đánh  giá ở Pha IV.

Trong các nghiên cứu lâm sàng, vector được sử dụng chủ yếu là virus (6 8 %), 
trong đó retrov irus và adenovirus được dùng nhiều nhất. Vector tổng hợp được 
sử dụng trong 25% sô’nghiên cứu, và 16% dùng ADN trần .

T hất bại trong các nghiên cứu lâm sàng liệu pháp gen gồm: hiệu quả trị liệu 
ngắn; gây đáp ứng miễn dịch chông lại vector; gây đột biến dẫn đến ung thư, rối 
loạn đa gen như tim  mạch, Alzheimer, viêm khốp và đái tháo đường.

G endicine
Gendicine là sản  phẩm  liệu pháp gen đầu tiên được cấp phép do một công ty 

T rung Quôc, Shenzhen Sibiono GeneTech, sản xuất dựa trên  vector adenovirus. 
Gendicine dùng đê điều trị carcinom đầu và cổ. sả n  phẩm  là một adenovirus tái 
tổ hợp, chứa gen ức chê ung thư p53. Gen này bị đột biến ở 50 — 70% khôi u của 
người, dẫn đến p h á t sinh ung thư, ngoài ra, các protein có nguồn gốc từ  gen đột 
biến cũng liên quan đến sự điểu hòa quá mức của một gen đa kháng thuốc, do đó 
không đáp ứng vái hóa trị. Việc đưa gen p53 chưa đột biến vào và sau đó được 
biêu hiện th à n h  protein p53 đã kiếm soát và loại bỏ được khôi u. Tác dụng hiệp 
đồng có thê đạt được khi dùng kết hợp liệu pháp gen với xạ tr ị và,hóa trị.

Gendicine được sản xuất nhờ tê bào SBN, một dòng tế  bào có nguồn gốc từ  tê 
bào thận  phôi người, dòng 239 (HEK-293). Do đây là tế  bào phụ thuộc bể mặt 
nôn hộ thông CellCube, nồi nuôi cấy sử dụng các đĩa, đă được dùng để sản xuất. 
Tuy nhiên, hiệu su ấ t tê  bào cũng chỉ đạt 4,9 X 109 h ạ t virus/cm 2. Sau đó, quá

Bât h oạt  gen
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trình phát triển đã sử dụng hệ thông nuôi cấy kiêu cột nhồi với các đĩa F ibra- 
Cel™ cho năng suất cao hơn 15 lần. Bên cạnh đó kỹ th u ậ t nuôi cấy chìm theo lô 
với môi trường không chứa huyết thanh cũng được phát triến. Sau khi nuôi cấy, 
virus được tinh chế trên hệ thông tự động vối hiệu suấ t thu  hồi hạt virus khoảng 
65%. Sản phẩm đã phôi chê được phân phôi vào lọ thủy tinh và bảo quản đông 
lạnh cho đến khi dùng.

Tự LƯỢNG GIÁ

1. Phân loại và nguồn gốc của các interferon.
2. Trình bày phương pháp loại chí nhiệt tô’ trong sản xuất interferon.
3. So sánh các phương án tạo dòng sản xuất insulin người tái tồ hợp.
4. Vai trò của codon methionin trong tạo dòng sản xuất insulin tái tô hợp

A. Làm tăng hoạt tính insulin
B. Làm cho insulin tái tổ hợp giông insulin người 
c. Làm cầu nôi hai chuỗi A và B
D. Giúp phản ứng oxy hóa tạo cầu disulfit
E. Giúp cắt loại p—galactosidase

5. Khi tạo dòng đê sản xuất somatotropin tái tô hợp người ta
A. Tổng hợp hóa học 24 codon đầu tiên của somatotropin hoạt tính
B. Cắt bỏ đoạn xuất trên  gen nguyên thủy 
c. Gắn thêm đoạn xuất vi khuẩn
D. Sử dụng E. coli làm tê bào chủ
E. Tất cả
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B à i  12

CÁC PHƯƠNG PHÁP CHẨN ĐOÁN PHẦN TỬ

MỤC TIÊU

1. Nêu được các kỹ thuật cơ bản trong chẩn đoán phân tử.
2. So sánh được thuận lợi và giới hạn của các phương pháp dựa trên ADN.
3. K ể được các ứng dụng của chẩn đoán phân tử trong những ngành khoa học 

khác nhau.

Vào những năm  70 của thê kỷ XX, đã có sự nở rộ của nhiều kỹ th u ậ t mới 
trong chấn đoán bệnh nhiễm. Trước đó việc phát hiện, chẩn đoán các bệnh 
nhiễm chủ yếu dựa vào các phương pháp cô điên đã có trên  100 năm . Trải qua 
một thời gian ngắn, kê từ  những thực nghiệm đầu tiên khoảng vào năm  1972 
của Berg p. (Nobel về Hóa học năm  1980), các ứng dụng của chẩn đoán phân tử 
(molecular diagnosis) có những tiến  bộ to lớn, trở  nên phong phú và đầy hứa 
hẹn. Các kỹ th u ậ t hiện đại cũng được phát triển  đa dạng, hoặc để áp dụng trong 
một phòng th í nghiệm  nghiên cứu về cấu trúc và các biểu hiện của gen (hay là 
từ  gen), hoặc áp dụng trong công nghiệp đê sản xuất từ  tế  bào (chẳng hạn từ
E. coli) các protein có ích, cần th iế t cho con người hoặc là th í nghiệm  sinh học 
lâm sàng đê thực hiện việc chẩn đoán bệnh.

Nhìn chung các phương pháp phát hiện hiệu quả phải đặc hiệu, nhạy và đơn 
giản. Tính đặc hiệu nghĩa là thử nghiệm chỉ dương tính  khi có sinh v ậ t hoặc 
phân tử đích. Độ nhạy nghĩa là xét nghiệm phải phá t hiện được lượng rấ t  nhỏ 
phán tử hay sinh vật đích thậm  chí cả khi có những sinh vật hay chất gây nhiễu 
khác. Tính đơn giản đòi hỏi xét nghiệm được tiên hành  hiệu quả, năng suất, 
không đắt và trên  nguyên lý đơn giản.

Ước tính  doanh th u  của các chẩn đoán phân  tử trên  toàn th ế  giới vào 
khoảng 7,7 tỷ USD trong năm  1999, và dự kiến sẽ tăng  5-10% trong 5-10 năm  
tiêp theo. Thị trường của các chẩn đoán dựa trên  ADN vào khoảng 500 triệu  
USD trong năm  1999 và sẽ tăng  khoảng 30%/năm và tới năm  2004 là xấp xỉ 
hai tỷ USD.
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1. NHỬNG PH Ư Ơ NG  PH Á P CHAN ĐOÁN PHÂN TỬ c ơ  BẢN

1.1. P h ư ơ n g  p h á p  m i ễ n  d ịc h

Trong quá khứ, việc tìm  kiếm các tác nhân bệnh nhiễm dựa trên nuôi cấy, phản 
ứng huyết thanh  học và tính  chất sinh-hóa. Phản ứng huyết thanh học thông dụng 
là cô định bổ thể, ngưng tập, nhưng các phản ứng trên  có nhược điếm là không 
nhạy và không chuyên biệt. Phản ứng miễn dịch bù đắp được các nhược điếm trên, 
phát triển chủ yếu là kỹ th u ậ t miễn dịch huỳnh quang (immunofluorescence assay- 
IFA) và miễn dịch phóng xạ (radioactive immunoassay—RIA), tiếp đến là sự phát 
triên kỹ th u ậ t miễn dịch men (enzym immunoassay—EIA). Kỹ thuật miễn dịch 
phóng xạ có độ nhạy và chuyên biệt cao nhưng đắt tiền và do sử dụng những đồng 
vị phóng xạ nên phải có những trang  th iết bị sử dụng và bảo vệ chuyên biệt. Hiện 
nay kỹ th u ậ t miễn dịch huỳnh quang còn được sử dụng rộng rãi trong nhiều lãnh 
vực, nhưng kỹ th u ậ t miễn dịch men đã thay th ế  m ạnh mẽ kỹ thuậ t miễn dịch 
phóng xạ. Phản ứng miễn dịch đế chan đoán tác nhân bệnh nhiễm hiện nay phát 
triên dựa trên  kháng nguyên chuyên biệt hoặc kháng thế chuyên biệt.

Thử nghiệm tr ự c  tiế p  dựa trên  kháng nguyên (hoặc kháng thể) th iế t kê để 
phát hiện trực tiếp sự hiện diện kháng thể (hoặc kháng nguyên) chuyên biệt 
tương ứng trong bệnh phẩm  lâm sàng. Kháng nguyên được gắn trên  pha rắn  phản 
ứng trực tiếp vói kháng huyết th an h  liên hợp với enzym. Nhược điểm là kháng thể 
có thể gắn không đặc hiệu với các tạp  chất có trong m ẫu làm cho tín  hiệu nền cao 
hoặc dương tín h  giả. Thử nghiệm g iá n  t iếp  thường th iế t kế thêm một kháng thể 
thứ cấp (secondary antibody) đã gắn chất đánh dấu sẽ gắn được vói phức hợp 
kháng nguyên—kháng thể ban đầu (hiện nay gọi là kháng thể sơ cấp để phân biệt) 
kết hợp với các bước rửa để loại các liên kết không đặc hiệu gây nhiễu.

Thử nghiệm  dựa trên  kháng nguyên th iế t kê để phát hiện sự hiện diện 
kháng thê chịu trách  nhiệm  tương ứng nhóm immunoglobulin, thường là nhắm  
đến các immunoglobulin G (IgG) hoặc M (IgM). Thông thường khi bị bệnh nhiễm, 
kháng thể  IgM x u ấ t h iện  sớm hơn kháng thể IgG, đạt tôi đa trong vòng 
7—10 ngày nhưng chỉ tồn tạ i ít tu ầ n  sau  đó, trong khi IgG xuất hiện trễ hơn, 
thông thường đạ t tôi đa sau  4 — 6  tu ần  sau khi nhiễm  bệnh nhưng tồn tạ i lâu dài 
hơn nhiều trong cơ thể.

Kỹ thuật miễn dịch men và phóng xạ: các kỹ th u ậ t này rấ t  giống nhau vê 
nguyên tắc. Với kỹ th u ậ t miễn dịch men và phóng xạ: kháng thể hay kháng 
nguyên trước đó được gắn chất đánh dấu là enzym hay chất phóng xạ, sau đó 
được hấp phụ cô” đ ịnh bởi những liên kết đồng hóa trị trên  bề m ặt pha rắn  là 
những vi giếng hay bi nhựa polystyren, m àng nitrocelluose (solid-phase EIA 
hay so lid -phase RIA). Khi cho tiếp xúc vổi huyết thanh  bệnh nhân  sẽ có sự kết
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hạp kháng nguyên -kháng  thể tương ứng. Trong kỹ th u ậ t miễn dịch m en thường 
sử dụng chất đánh  dấu là 2 ,2 '-azino—bis(3—ethy lbenz th iazo line-6—sulphonic 
acid) (ABTS) hay 3,3’,5,5’—Tetram ethylbenzidine (TMB). Khi bị tác dụng của 
enzym peoxydae (thường dùng horserad ish  peroxidase) sẽ cho phản  ứng màu 
(xanh lá cây với ABTS, xanh da trời vối TMB). Kỹ th u ậ t m iễn dịch phóng xạ 
thường sử dụng ch ấ t đánh  dấu đồng vị phóng xạ là 125Iode hay 131Iode.

A. Gắn kháng nguyên đích lên pha rắn

Kháng nguyên đích

Giá đỡ

B. Tiếp xúc kháng thề sơ cấp, rửa

B H p g p H B

Kháng 
thề sơ cấp

c. Thêm kháng thể thứ cấp đã gắn enzym, rửa

Kháng thể thứ cấp Kháng thề thứ cấp 
đã gán enzym

Kháng thê thứ câp 
đã găn enzym —/

S É

D. Thêm cơ chất, thực hiện phản ứng màu

9  Cơ chất 
J ễ) Jễ)  *  /  không màu

ỉ»
Hình 12.1. Quy trinh  phản ứng ELISA gián tiếp
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Kỹ thuật miễn dịch huỳnh quang: cũng có thế sử dụng thử nghiệm trực tiếp 
hay gián tiếp. Kháng nguyên thường được sử dụng để phát hiện kháng thể trong 
thử nghiệm trực tiếp. Các chất phát huỳnh quang thường sử dụng là isothiocyanat. 
Phức hợp kháng nguyên—kháng thể sẽ được quan sát dưỏi kính hiển vi huỳnh 
quang.

Kỹ thuật hấp phụ miễn dịch liên kết enzym (Enzym—Linked Im m unosorbent 
Assay -ELISA) thực chất là kỹ th u ậ t miễn dịch men pha rắn  (solid-phase EIA). 
Quy trình  ELISA gián tiếp chẩn đoán gồm các bước sau:

1. Gắn kháng nguyên đích biết trước đang cần xét nghiệm sự có m ặt của 
phân tử hay sinh vật đặc hiệu vào pha rắn  như đĩa vi chuan độ bằng nhựa gồm 
96 vi giếng.

2. Cho tiếp xúc với huyết thanh  bệnh nhân. Nếu có kháng thể đặc hiệu sẽ có 
gán kết kháng thể (còn gọi là kháng thể sơ cấp) trực tiếp vào kháng nguyên đích 
trên vi giếng. Rửa phiến đế loại bỏ kháng thể sơ cấp không được gắn.

3. Bố sung kháng thế thứ cấp (hay còn gọi kháng kháng the) liên kết đặc 
hiệu với kháng thê sơ cấp chử không phải phân tử đích. Kháng the thứ cấp đã 
được gắn một enzym như phosphatase kiềm, peroxidase hay urease đế xúc tác 
phản ứng chuyển cơ chất không màu thành  sản phẩm có màu. Rửa hỗn hợp đế 
loại bỏ các liên kết không đặc hiệu.

4. Cho cơ chất không màu. Thực hiện phản ứng tạo sản phẩm màu trong điều 
kiện thích hợp

5. Quan sá t hoặc đo m ật độ quang của sản phấm màu.
Kỹ thuật miễn dịch với kháng thê đơn dòng: động vật có vú có một hệ tê  bào 

phức tạp liên quan đến bảo vệ cơ thể khỏi độc chất và sự xâm nhập của các tác 
nhân lây nhilm . Là một phần của đáp ứng bảo vệ, tế  bào lympho có thể dược 
cảm ứng để sinh protein đặc hiệu (kháng thể) liên kết vối các chất lạ (kháng 
nguyên) và vối sự trợ giúp của các protein hệ miễn dịch khác bao gồm hệ thông 
bố thể — trung hoà các tác động sinh học. Vì mỗi kháng nguyên thường có vài 
epitop khác nhau nên trong đáp ứng miễn dịch sẽ có vài loại tế  bào trong hệ 
miễn dịch mà mỗi loại sinh ra  một kháng thê khác nhau chông lại một hay 
nhiều epitop kháng nguyên. Tập hợp các kháng thể như vậy mà tấ t cả đều phản 
ứng vối cùng một kháng nguyên, cấu thành một kháng thê đa dòng. Đôi với các 
xét nghiệm chẩn đoán cụ thể, việc dùng kháng thế đa dòng có hai hạn chế: (1) sô 
lượng kháng thể khác nhau trong chê phẩm đa dòng có thể khác nhau giữa các 
lô sản xuất và (2) kháng thể đa dòng không thể dùng để phán biệt hai đích 
tương tự nhau, tức là khi kháng nguyên của vi sinh vật gây bệnh và không gây 
bệnh có một sô’ epitope giông nhau. Tuy nhiên, vấn đề này có thể khắc phục được 
vì hiện nay đã có kháng thể đơn dòng cho từng quyết định kháng nguyên.

Các kháng thế đơn dòng (monoclonal antibody-MoAb hay MAb) chỉ nhận biết
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một epitope trên  một kháng nguyên tương ứng. Vấn đề là phải tìm  ra  cách để tạo 
một dòng tê bào có thể nuôi cấy được và sinh được kháng thể đơn dòng có ái lực 
cao với kháng nguyên đích đặc hiệu. Dòng tế  bào như vậy là nguồn cung cấp ổn 
định, liên tục các phân tử kháng thê giông hệt nhau. T hật không may, tế  bào 
iympho B tạo các kháng thế có đời sông ngắn ngủi, không thể tá i sinh trong khi 
nuôi cấy. Người ta  biết rằng tê bào lympho bình thường đôi khi trở thành  tế  bào 
ung thư  (ví dụ u tủy xương) có khả năng sinh trưởng trong môi trường nuôi cấy 
mà vẫn có nhiều  thuộc tính  của tê bào B. Do vậy, tê bào u tủy  xương, đặc biệt là 
những tế  bào không sinh kháng thể, trở thành  ứng viên để dung hợp vối tế  bào B 
sinh kháng the. Năm 1970, Cesar Milstein và Georges Kühler với kỹ thuậ t 
hj'bridom a (tế  bào lai giữa một lympho B có khả năng sản xuất kháng thể vỏi một 
tê  bào ung thư  có đời sông khá dài). Dạng lai này sẽ có th àn h  phần di truyền của 
tê bào B để sinh kháng thể và chức năng phân chia tế  bào của dạng tê  bào ung 
thư đê có thê p h á t triển trong môi trưòng nuôi cấy. Nhược điếm là tôn nhiều công 
sức, tôn kém để tạo được một kháng thể đơn dòng đặc hiệu. K háng thể đơn dòng 
được sử dụng rộng rãi trong sinh học và y học, chúng vừa là phương tiện chẩn 
đoán khi được gắn vối những chất đánh dấu thích hợp vừa là công cụ điều trị ung 
thư ơ người nhưng phải sử dụng ADN tái tổ hợp vói vật liệu di truyền người.

Hình 12.2. Kháng thể đa dòng và đơn dòng

A. Kháng thể đơn dòng chỉ liên kết với một epitope đặc hiệu.
B. Các kháng thể đa dòng, mỗi kháng thể liẽn kết với một epitope khác nhau

1.2. P h ư ơ n g  p h á p  d ự a  tr ê n  A D N

Kỹ th u ậ t  la i p h â n  tử
Đây là kỹ th u ậ t không khuếch đại acid nucleic với kỹ th u ậ t dùng các đoạn 

dò (probe) thường là ADN đặc hiệu dưới dạng sợi đơn (ssDNA) đã được đánh dấu 
(enzym hay đồng vị phóng xạ), sau  đó cho lai phân tử  đặc hiệu đê phát hiện các 
đoạn ADN đặc hiệu của vi khuẩn  có trong bệnh phẩm , rồi chuyển sản phẩm  lên 
m àng cellulose (kỹ th u ậ t Southern-blot). Đê có hiệu quả, đoạn dò phải có tính
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đặc hiệu cao, nói cách khác, đoạn dò ADN chỉ lai chọn lọc với trình  tự  acid 
nucleic đích. Dương tính  giả (tức có đáp ứng khi không có chuỗi đích) và âm tính 
giả làm giảm nghiêm trọng khả năng sử dụng của quy trình  chẩn đoán. Đoạn dò 
có thê đặc hiệu ở các mức phân loại khác nhau của sinh vật, chúng có thê phân 
biệt giữa hai hay nhiều loài, xác định các chủng cụ thể giữa cùng một loài hoặc 
nhận ra  sự khác nhau giữa các gen. Tùy vào yêu cầu của các quy trình  xét 
nghiệm, mẫu dò có thế ỉà ADN hay ARN (sẽ phát hiện ARN đặc hiệu của vi 
khuẩn, gọi là kỹ th u ậ t N orthern-blot); độ dài có thể lớn (>100 nucleotid hay 
ngắn (<50 nucleotid); được tổng hợp hoá học toàn bộ một gen nhân dòng hoặc các 
vùng tách riêng của một gen. Độ nhạy của phương pháp này tùy thuộc vào sự có 
mặt nhiều hay ít của ADN đích trong bệnh phẩm, nếu ADN đích quá ít, ADN 
đoạn dò không thể phát hiện được.

Thử nghiệm chẩn đoán lai phân tử acid nucleic có ba yếu tô' chính: ADN 
đoạn dò, ADN đích và phản ứng phát hiện sản phẩm. Cơ sở vật lý của hệ thông 
này là sự cặp đôi nghiêm ngặt của các bazơ nitơ, là liên kết hydro giữa chuỗi 
nucleotid đoạn dò và chuỗi nucleotid đích theo nguyên tắc bô sung. Nguyên tắc 
của phương pháp thế hiện trong hình 12.3, sơ đồ tổng quát quá trình  lai phân tử 
acid nucleic ở các phòng th í nghiệm như sau:

1. Gắn ADN sợi đơn (đích) lên màng đd.
2. Thêm ADN sợi đơn, đã đánh dấu (đoạn dò) dưới các điều kiện thích hợp về 

nhiệt độ, lực ion để thúc đẩy sự cặp đôi của các bazơ giữa đoạn dò và ADN đích.
3. Rửa giá đỡ để loại bỏ ADN đoạn dò thừa không gắn.
4. Xác định sản phẩm lai phân tử  tạo thành giữa đoạn dò và ADN đích.

2 3 V i khuẩn cần phát hiện

dò (probe) có đánh dấu

Phát hiện được 
vi khuân số 2

Hinh 12.3. Nguyên tắc phát hiện vi khuẩn gây bệnh 
bằng phương pháp lai phản tử dùng đoạn dò
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Các đoạn đích ARN cũng được sử dụng vì có nhiều bản sao ARN hơn ADN 
trong một tế  bào, giúp tăng độ nhạy phương pháp dò tìm . Mặc dù mARN có thế 
được sử dụng như nguồn cung cấp đoạn đích, hiếm khi nó được dùng một m ình 
do sô lượng trong tê bào thường biến động nhanh. Tuy nhiên, khuyết điểm này 
của các mARN có thể là một ưu điểm khi phân biệt các tê bào không hoạt động 
và đang hoạt động. ARN ribosom (rARN) thường là đích tô t n h ấ t cho đoạn dò 
trong thử nghiệm tầm  soát. Các gen 16S rRNA tiểu đơn vị nhỏ của ribosom 
(small su b -u n it ribosomal ADN: ssu-rDNA) và 23S rRNA của tiểu  đơn vị lớn 
ribosom (large sub -un it: Isu—rDNA) rấ t hữu ích trong việc phát hiện các nhóm 
phân loại vì tín h  chấ t bảo tồn cao. rARN có tính  bảo tồn cao hơn mARN, và có 
nhiều bản sao hơn ADN trong mỗi tê  bào. Thí dụ, E. coli có khoảng 10,000 
ribosom trong một tế  bào so vỏi một hoặc bốn bản sao ADN trong khi tăng  
trưởng, do đó dò tìm  rARN nhạy hơn ADN 1,000 lần hoặc hơn. ADN plasm id 
cũng là một đích hiệu quả trong vài vi sinh vật. Tuy nhiên, hạn  chê của ADN 
plasmid là chúng có thể  chuyển nhiễm  giữa các sinh vật vì thê có thể hiện diện 
trong các chủng không quan tâm  hoặc bị mất. Đích tố t nhất, ARN hoặc ADN, là 
chuỗi nucleotid (ví dụ: các yếu tô virus, các gen độc) đặc hiệu và không hiện diện 
trong tế  bào các chủng không quan tâm.

Như trong kỹ th u ậ t miễn dịch, hầu hết các đoạn dò được đánh dấu để có thể 
được phát hiện sau  khi lai hóa. Phần đánh dấu có thể  được gắn hoặc tích hợp 
trong phân tử  dò. Các đồng vị phóng xạ như 32p, 35s, và 125I thường được tích hợp 
trong cấu trúc phân  tử. Các enzym như phosphatase kiềm hoặc horserad ish  
peroxidase thường được liên kết đồng hóa tr ị với đoạn dò. Sự liên kết đồng hóa 
trị của phần đánh  dấu bao gồm một chất trung  gian (phần đệm) làm cho enzym 
cách xa đoạn dò. Điều này cho phép phản ứng lai hóa diễn ra  mà không bị cản 
trở không gian và đảm bảo chức năng nguyên vẹn của enzym gắn kết. Một biến 
the trong đánh dấu acid nucleic là gắn biotin vào đoạn dò và sau  đó phát h iện  
biotin bằng enzym được gắn kế t với avidin. Biotin có thể  được đưa vào acid 
nucleic thông qua một nucleotide bị biotinyl hóa hoặc qua một hợp chất quang 
hoạt được gọi là photobiotin (hình 12.4).

Đầu tiên các nghiên cứu sử dụng sự lai hóa acid nucleic đã dùng đồng vị 
phóng xạ đê đánh dấu các đoạn dò acid nucleic. Chu kỳ bán rã  ngắn của hầu  hết 
các đồng vị phóng xạ (14 ngày đôi vối 32P; 60 ngày đối vỏi 125I) và quy trìn h  thao 
tác và tiêu  hủy đặc biệt làm chúng không phù hợp với hầu  hế t phòng th í nghiệm  
lâm sàng và các nh à  sản  xuất k it thương mại. Đoạn dò phóng xạ nhạy hơn đoạn 
dò không phóng xạ nhưng có nhiều phản ứng dương tín h  giả hơn. Do tính  dễ sử 
dụng, chi phí, và không cần trang  th iế t bị sử dụng, bảo vệ đặc biệt, hiện nay 
đoạn dò đánh dấu không phóng xạ được sử dụng rộng rã i hơn.
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C hiế t tách 
A D N  v i khuẩn

A D N  đ íc h ' 
M à n g !

'i khuấn
Ị c ắ n  A D N  vào màng

ÍS ũă
~T ĨTT n  rĩTTTrrrTTTTTTTTTTTTTTrrn

Đoạn dò được đánh 
dấu b io tin

Lai với đoạn dò đánh 
dấu bàng b io tin

TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT

Hình 12.4. Kỹ th u ậ t la i phản tử  ADN với c h ấ t đánh dấu b io tin

Kỹ thuật khuếch đại aciđ nucleie
Các kỹ thuậ t trước không khuếch đại được sô’ lượng acid nucleic đích. Như 

vậy phải nuôi cấy được vi sinh vật đê gia tăng lượng acid nucleic đích mà đôi khi 
là không thê vì một sô’ tác nhân  gáy nhiễm không thê nuôi cấy được, và một số
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khác thường đòi hỏi thời gian nuôi cấy dài hoặc quá trìn h  nuôi cấy hết sức phức 
tạp  và tốn kém. Đê giải quyết vấn đề, có hai hướng tiếp cận:

1. K huếch đại sô lượng đoạn acid nucleic đích trong m ẫu bằng các kỹ th u ậ t 
khuếch đại gen trước khi tiến  hành  kỹ th u ậ t lai hóa p h á t hiện.

2. Tiến h ành  phát hiện với kỹ th u ậ t khuếch đại tín  hiệu, làm cho tín  hiệu 
mạnh lên vượt ngưỡng p h á t hiện, mặc dù sô lượng ADN đích thấp  hơn ngưỡng 
phát hiện của kỹ th u ậ t lai hóa thông thường.

Các thử nghiệm  có thể  được tiến h ành  bằng cách kế t hợp cả hai cách tiếp 
cận. T rình  tự  acid nucleic đích có thể được khuếch đại, do đó làm  tăng lượng acid 
nucleic đích sẵn  có cho việc phát hiện và đoạn dò có thê được th iế t kê với một hệ 
thông khuếch đại tín  hiệu cho phép p h á t h iện  sô cặp lai hóa rấ t  thấp.

Các kỹ th u ậ t này có chung nguyên tắc: sử dụng một hoặc nhiều enzym để 
tổng hợp (khuếch đại) cho ra  nhiều bản sao của acid nucleic đích nhờ các cặp mồi 
(prim ers) acid nucleic đã bắ t cặp theo nguyên tắc bô sung với acid nucleic đích ở 
những vị tr í  chuyên biệt. Bằng kỹ th u ậ t này, hàng  triệu  tới hàng tỷ bản sao 
chính xác của tr ìn h  tự acid nucleic đích được tạo ra  sau  vài giò thao tác, do vậy 
độ nhạy của kỹ th u ậ t hơn hắn so với các kỹ th u ậ t không khuếch đại. Lưu ý, kỹ 
th u ậ t khuếch đại gen chỉ giúp làm  tăng  sô’ bản sao của acid nucleic đích vượt lên 
trên  ngưỡng p h á t hiện chứ không trực tiếp làm  nhiệm  vụ phát hiện đôi tượng. 
Sản phẩm  khuếch đại gen sau  đó cần được lấy ra  để tiến  hành  thử  nghiệm phát 
hiện ví dụ chạy điện di và nhuộm  sản  phẩm , hoặc thực h iện  lai hóa vối đoạn dò, 
hoặc kỹ th u ậ t ELISA.

Thủ n ghiêm  PCR

Bằng các khuếch đại đoạn nucleotide đặc trư ng  của vi sinh vật gây bệnh 
trong m ẫu bệnh phẩm , thử  nghiệm  PCR có thể  p h á t h iện  vi sinh vật với độ nhạy 
cực cao hơn h án  các thử  nghiệm  trước đây (về m ặt lý thuyết chỉ cần có một vi 
sinh vật là có hiện diện acid nucleic đích và được PCR khuếch đại).

Với thử  nghiệm  PCR định danh, vấn đề là tìm  cho được đoạn mồi (prim er 
đặc hiệu). H iện nay có nh iều  phần  mềm giúp tốì ưu hoá cho đoạn mồi, điều này 
th ì tương đôi đơn giản so với tìm  ra  kháng  nguyên, kháng  thể đặc hiệu trong các 
phản ứng huvết th an h  nhưng m ặt khác cần biết rõ về tr ìn h  tự đoạn ADN của vi 
sinh vật sẽ khuếch đại. Tiếp theo cần thử  nghiệm  xem các đoạn mồi được chọn có 
nhạy cảm và đặc hiệu hay không, nếu chưa được phải tiếp tục với cặp mồi khác, 
đây cũng chính là nhược điểm của PCR.

Do thử nghiệm  PCR quá nhạy nên khi áp dụng trong chẩn đoán, một vấn đề 
quan trọng cần lưu tâm , đó là hiện tượng dương tính  giả, chủ yếu bị nhiễm  bởi
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các lần thử nghiệm trước đó. Vì th ế  cần phải tổ  chức th í nghiệm th ậ t chặt chẽ, 
các giai đoạn th í nghiệm phải được thực hiện tạ i những khu vực riêng biệt với đồ 
dùng th í nghiệm riêng (micropipete riêng...), nếu được th ì dùng các vật liệu chỉ 
dùng một lần (đầu típ, ông nhựa cho phản ứng, ống chứa bệnh phẩm ....). Việc 
kiểm soát chất lượng phản ứng (Quality Control) phải đặt lên hàng  đầu. Luôn 
luôn phải sử dụng chứng (+) (Positive control) và chứng (-) (Negative control) 
trong mỗi phản ứng. Chứng (+) chỉ chứa lượng rấ t thấp  ADN hay ARN đích 
nhưng hoàn hảo (10-50 copies) để chỉ ra  tấ t  cả thành  phần  phản ứng hoạt động 
tốt, không có chất ức chê phản ứng, ngoài ra  còn nhằm  cho biết mức nhạy cảm 
của phản ứng. Chứng (-) chỉ chứa các thành  phần thuốc thử của phản ứng PCR, 
một khi chứng (-) trở nên (+), phản ứng trở nên không giá trị và cần kiểm tra  tấ t 
cả thuốc thử, vật dụng th í nghiệm...

Multiplex PCR: sử dụng từ  hai cặp mồi trở lên để khuếch đại nhiều trình  tự 
acid nucleic đích chọn lọc cùng lúc chỉ trong một type phản ứng. c ầ n  th iế t kê 
những cặp mồi kỹ càng với một sô yêu cầu: chúng phải có cùng nhiệt độ lai, 
không tạo sản phẩm  bắt cặp chéo, các sản phẩm  tạo ra  nên có kích thưốc khác 
biệt có thể tách rời dễ dàng trong quá tr ìn h  điện di phát hiện. Ưu điểm của 
m ultiplex-PCR là ta  có thể giảm nhiều chi phí hóa chất thử nghiệm cũng như 
thời gian thao tác, vối nhiều trình  tự đích được phát hiện cùng lúc sẽ phục vụ 
cho nhiều ý định nghiên cứu.

Real-time PCR: PCR thời gian thậ t, là kỹ th u ậ t PCR vỗi mồi được gắn phân 
tử phát huỳnh quang và phân tử dập tắ t huỳnh quang sao cho khi mồi được kéo 
dài thành  sản phẩm th ì tín  hiệu huỳnh quang được giải phóng hoặc phản ứng 
được thực hiện với mồi bình thường nhưng sau đó sản phẩm  khuếch đại được 
nhuộm huỳnh quang bằng thuốc nhuộm xen giữa ADN sợi đôi, phản ứng được 
tiến hành trong một máy luân nhiệt đặc biệt có trang  bị đầu dò huỳnh quang, 
sau mỗi chu kỳ khuếch đại, đầu dò sẽ đọc để phát hiện cường độ huỳnh quang, 
cường độ này tỷ lệ thuận  với sô” sản phẩm  khuếch đại (hình 12.5). Vì sau mỗi chu 
kỳ khuếch đại, sô' sản phẩm  sẽ tăng gấp đôi, nên với sô’ chu kỳ biết trưỏc, căn cứ 
vào đường cong tương quan chuẩn giữa cường độ huỳnh quang và sô” phân tử 
phát ngưòi ta  có thể tính  ra  sô' bản sao của khuôn m ẫu khuếch đại ban đầu có 
trong phản ứng, và từ  đó tính ra  sô’ vi sinh vật có trong mẫu dựa trên  kiến thức 
về sô bản sao của khuôn mẫu trong một tế  bào.

Real—time PCR được ứng dụng nhiều trong chấn đoán và xét nghiệm do nó 
cho phép phát hiện sản phẩm khuếch đại mà không cần mở ống phản ứng, mặt 
khác nếu kết hợp với mẫu chuẩn đã biết trưâc sô’ bản sao được tạo ra, người ta có 
thế định lượng được sô’ bản khuôn mẫu ban đầu của m ẫu thử. Kết hợp với ưu thế 
về độ nhạy của kỹ th u ậ t PCR, realtim e PCR rấ t thích hợp để phát hiện và định 
lượng nhanh các vi sinh vật.
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Log số bản sao
Hình 12.5. R e a l- tim e  PCR tro n g  chẩn  đoán v iêm  gan v iru s  c

A. Đường cong tương quan chuẩn cường độ huỳnh quang.
B. Đường cong chuẩn cho phép xác định số lượng trinh tự đích ban đầu.

Phản ứng khuếch  đại bằng ligase
Phản ứng khuếch đại bằng ligase, còn gọi là phản ứng chuỗi ligase (LCR là 

tên thương mại) hoặc thử  nghiêm nôi oligonucleotid, là một kỹ th u ậ t khác đ ể  

khuếch đại và phát h iện  trìn h  tự  đích. Không giống như PCR (tạo phân tử ADN 
mới từ  các nucleotid riêng lẻ), phản  ứng dùng ligase sử dụng một enzym bền vối 
nhiệt để nối hai chuỗi nucleotid nằm  gần kề nhau. Giống với PCR, LCR cũng có 
tính  chu kỳ và gồm các chu kỳ cơ bản như biến tính, ủ, nối. Cũng như trong 
PCR, các cặp oligonucleotid được nối lại, cùng với chuỗi gốc trâ  thành  khuôn 
m ẫu cho chu kỳ tiếp theo (xem hình 12.6). P hản ứng này có từ  20 đến 30 chu kỳ 
tạo ra  106 lần tăng so với chuỗi đích. H iện thời phương pháp có giới hạn phát 
hiện đến 1 0  đoạn đích acid nucleoic.

Trong phản ứng dùng ligase, toàn bộ trìn h  tự đích phải được biết, vì một bp 
không khớp tại điểm gắn kết có thế cản trỏ sự kết hợp các oligonucleotid. Mặc dù 
điều nàv không tô’t trong nhiều trường hợp, nhưng rấ t hữu ích trong việc xác 
định điểm đột biến trong trình  tự  đích. B arany đã sử dụng kỹ th u ậ t này để phân
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biệt p-globulin bình thường và p-globulin hình lưỡi liềm trong m ẫu máu của 
bệnh nhân với bệnh th iếu  máu tế  bào hình lưỡi liềm. Cũng giông như PCR, 
ligase bền với nh iệ t cần để quay vòng phản ứng khuếch đại. Tuy nhiên, phản 
ứng dùng ligase thích hợp hơn PCR trong công việc chẩn đoán. Trong khi PCR 
tạo ra các phân tử  ADN hoặc ARN mối, trong nhiều trường hợp các phân tử mới 
tạo ra vẫn đòi hỏi vài dạng kiêm tra  hoặc định tính đế xác định độ đặc hiệu 
chính xác của ADN. P hản  ứng dùng ligase sử dụng các tr ìn h  tự đã biết cho mục 
đích phát hiện duy nhất; các đoạn dò phải lai hóa ở các vị tr í gần kề đê được nôi 
lại vói nhau và được phát hiện.

ADN dich

3 . flựtmTmnnTTmTmTmm^ 5 .

A D N  đích biến tính

fly t l M IHy Gắn mồi ^IIIIIIIIIIIIIIIIIIỈĨĨTĨĨĨ̂

'Đ oạn ị  ị
đích f y n m P l M m ’V  N ối (T4 ligase) l / l l l í l l i n j u i i l l l i l i y *
quay ^  \

Biến tính

ụ I M m M11 mjjXLllJlUJ

1 1
mmmmjnnmnm Gắn mồi ninĩiĩĩiĩỊiã i i i í u

I I Quay
T Ỷ lại

IIIIIIIIIIIIÍ1Ĩ 1 T I  N ối (T4 ligase) npiĩimillllMlll

Biến tính Ns'sx  Ị
......................... m uüm iw iiiiiiiiiiii IIIIIPIIỊMIUXLULLLUIIÌ UIIIUMIIIUIUUUIUU

Hinh 12.6. Nguyên lý phàn ứng chuỗ i ligase

Một biến thê của phản ứng dùng ligase là việc sử dụng cả polymerase và 
ligase. Hai đoạn mồi oligonucleotid được gắn với chuỗi đích nhưng có khoảng 
trông giữa chúng đe polymerase lắp đầy; sau đó ligase mới nôi khoảng trông 
được lắp đầy vối đoạn mồi thứ  2. Sự biến đổi này, gọi là gap-LCR (G-LCR là tên
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thương mại). P hản  ứng khuếch đại dùng ligase cũng được dùng đế xác định đột 
biến liên quan đến bệnh xơ hóa nang, trong việc p h á t hiện các đoạn gen của 
chuỗi (5 trong thụ  the tê  bào T ở người, và xác đ ịnh một sô’ tác n h ân  lây nhiễm 
qua đường sinh dục như  Chlamydia trachomatis, v irus gây bệnh u nhú  ở người 
(H um an papillom a virus).

Kỷ th u ật  p hát  h iện  sản  phâm  k huếch  đại gen

Sản phẩm  khuếch đại gen có thể được p h á t h iện  một cách đơn giản là chạy 
điện di trên  gel để tách nó ra  khỏi phản ứng và sau  đó nhuộm  gel để phát hiện 
vạch acid nucleic sản phẩm . Thông thường người ta  cần chạy điện di song song 
với thang  ADN chuẩn để xác định kích thước sản  phẩm  có đúng với th iế t kế của 
phương pháp hay không (xem hình 12.7). N hìn chung cách p h á t h iện  này đơn 
giản, giá th à n h  thấp, nhưng nó đòi hỏi nhiều thao  tác th ủ  công, do đó năng  suất 
phân tích thấp, chưa kê đến tính  đặc hiệu vì chỉ đơn th u ầ n  dựa trê n  việc nhuộm 
sản phẩm  mà không có sự xác nhận  hiện diện của tr ìn h  tự  đích thông qua lai 
hóa. Một nhược điểm lớn nữa là hóa chất nhuộm  acid nucleic (như Ethidium  
Bromide) thường gây ung thư  do đó nguy hiếm cho người thực hiện.

■Ikh

1 kb

500

.100

H ình  12 .7 . Đ ọ c  kế t q u à  b ằ n g  d iện  di và  n h u ộ m  sản  p h â m  với e th id iu m  b ro m id

Lần đầu tiên là thang  ADN chuẩn biết trưởc kích thước các băng; giếng 1, 5 là 
các sản phẩm  PCR không đúng kích thước; giếng hai là chứng (+), kích thước sản 
phẩm  là 800 bp; giếng ba là chứng (-); giếng bôn là sản phẩm  PCR trên  m ẫu thử, 
kích thước 800 bp

Đê giảm các nhược điếm của kỹ th u ậ t trên  ngày nay trong  chẩn  đoán phân 
tử hiện đại người ta  thường phôi hợp nhiều kỹ th u ậ t nhu  PCR—ELISA hoặc lai 
hóa đẽ phát hiện sản phấm . Tuy có thê tôn kém nhiều  hóa chất, thêm  nhiều 
bước trung gian và có giá th àn h  cao, nhưng chúng có th ể  được thực hiện hàng 
loạt, một cách tự  động, độ chính xác, độ nhạy cao hơn và n h ấ t là an  toàn hơn 
(xem hình 12.8).

T h a n g  A D N  c h u ẩ n  S à n  p h ẩ m  P C R
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Mồi xuôi-Biotin ADN khuôn mẫu

Hình 12.8. Sơ đó kỹ th u ặ t P C R -E L IS A  đẽ’  phát h iện  sàn  phẩm  kh u ếch  đại

Một số  kỹ thuật xác định các dấu ấn di truyền
Dấu ấn di truyền ở đây là những dấu ấn giúp phân biệt các cá the trong 

cùng loài, xem có liên hệ vối nhau không. Các dấu ấn này không có ý nghĩa gì 
trong việc biểu hiện kiểu hình thông qua tổng hợp protein. Trước đây, để phát 
hiện các dấu ấn di truyền, nhà nghiên cứu phải ly trích  được bộ gen từ một khối 
lượng khá nhiều tế  bào của các thể cần khảo sát (mô, m áu...), sau đó cắt đoạn bộ 
gen này bằng các enzym cắt giỏi hạn, điện di trên thạch, làm Southern blot, rồi 
dùng các đoạn dò đặc hiệu được đánh dấu để phát hiện. Kết quả là mỗi cá thế sẽ 
có một hình ảnh đặc trưng bằng các vạch được đánh dấu bằng các đoạn dò khi 
lai ghép trên  Southern blot (đối vói ADN, còn với ARN được gọi là Northern 
blot). Ngưòi ta  gọi kỹ th u ậ t này là kỹ thuậ t phân tích sự đa hình về chiều dài 
của các mảnh ADN bị cắt đoạn (Restriction Fragm ent Lengh Polymorphism- 
RFLP). Plasmid cũng đã được dùng để phân tích vì có chứa nhiều thông tin  di
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truyền như đê' kháng kháng  sinh, độc lực, độc tố... năng lực để phân tích dấu ấn 
di truyền kém hơn nhiễm  sắc thể, tuy nhiên vẫn được áp dụng trong khảo sát 
dịch tễ học bệnh nhiễm vi khuẩn vì đơn giản, dễ thực hiện.

Hiện nay, các phương pháp định dấu ấn di truyền mức độ phân tử có thể 
được chia làm ba nhóm:

a) Phân tích dâu ấn nhiễm  sắc thể sử dụng kỹ th u ậ t khuếch đại gen.
b) Cắt giới hạn  nhiễm  sắc thể vi khuẩn.

c) Khuếch đại một gen và phân tích trình  tự.

Trong thực tế, có nhiều cải tiến hay biến thế của các chiến lược cơ bản trên. 
Đê tăng độ nhạy, có thế phôi hợp với phản ứng PCR, ta  có th ể  dùng các đoạn mồi 
nằm trước và sau các m icrosatellite, là các cấu trúc CACACA lặp đi lặp lại có rải 
rác khoảng 100.000 lần trong bộ gen của động vật có vú. Các cá thể khác nhau 
có sự khác nhau  vê sô lượng các câu trúc CA tạo th àn h  các m icrosatellite mà 
phản ứng PCR sẽ khuếch đại. Các phương pháp dấu ấn dựa trên  PCR có thể 
khai thác nhiều nhóm mồi lặp khác nhau như REP, các trình  tự  xen giữa rARN, 
các trình  tự ADN đa h ình  khuếch đại ngẫu nhiên (Random Amplification of 
Polymorphic ADN-RAPD). Chiến lược kết hợp dựa vào sự đa hình độ dài các 
đoạn cắt giới hạn sau khuếch đại bằng PCR có thể được phân  tích giản đơn vối 
gel agarose nhuộm ethidium  bromid hay có thể được chuyển lên màng và lai với 
các đoạn dò đánh dấu, phân  tích sô’ lượng các vạch trên  gel, sẽ thấy các các vạch 
khác nhau tùy theo từng cá thể phân tích (PCR-RFLP).

Các kỹ th u ậ t dấu ấn  di truyền dựa trên  PCR hiện đang sử dụng có thể kể 
đến PCR với mồi lặp (Repetitive Extragenic Palindromic) — rep-PCR), PCR đa 
hình khuếch đại ngẫu nhiên (Random Amplification of Polymorphic DNA — 
RAPD), PCR của vùng xen giữa 16S và 23S rDNA (‘ribotyping’), PCR đa hình 
khuếch đại ngẫu nhiên (RAPD-PCR) và xác định trìn h  tự acid nucleic. Có nhiều 
vấn đề cần xem xét trưóc khi áp dụng định trình  tự  acid nucleic trong việc định 
type. Đầu tiên, việc định trình  tự ADN thường chỉ được thực hiện trên  một đoạn 
ADN ngắn, việc định tr ìn h  tự của nhiều gen hay một vùng lốn của nhiễm sắc thể 
là không thực tiễn. Ngược lại với các kỹ th u ậ t như PFGE (Pulsed Field Gel 
Electrophoresis — Điện di trường xung), Rep-PCR, hay RAPD, trong đó toàn bộ 
nhiễm  sắc thể được sử dụng để phân tích, định tr ìn h  tự  ADN chỉ khảo sá t một 
phần rấ t nhỏ các vị tr í  có tiềm năng khác biệt giữa các chủng nên khả năng  có 
sự đa hình đê phân biệt thấp  hơn. Ngược lại, việc định tr ìn h  tự  ADN lại được coi 
là “tiêu chuẩn vàng” trong việc định type virus như trên  virus viêm gan virus c  
(HCV) và là phương pháp phân tử duy nhất để xác định chính xác các đột biến 
liên quan đến kháng thuốc ở HIV.
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Việc khuếch đại một gen và phân tích trình  tự có thế khác nhau do gen được 
chọn khác nhau, hay do việc sử dụng thông tin trình  tự thu được trực tiếp hay 
gián tiếp thông qua việc dịch thành protein.

Rep-PCR là phương pháp dấu ấn di truyền vi khuẩn được thực hiện bằng 
cách khuếch đại ADN nhiễm sắc thế vối các mồi bắt cặp vói các trình  tự lập trong 
bộ gen vi khuẩn. Do sự phân bô của các trình  tự này trong bộ gen khác nhau giữa 
các chủng khác nhau nên sản pharn khuếch đại có sự đa hình vê' kích thước. Hai 
yếu tô’ lặp được sử dụng trong Rep-PCR. 1) Các yếu tô’ đôi xứng ngoài gen lặp 
(Repetitive Extragenic Palindromic -  REP), là các trình  tự dài khoảng 38 bp bao 
gồm sáu vị tr í thoái hóa và nút thắ t 5 bp thay đổi ỏ giữa mỗi phía của một nhánh 
đôi xửng được bảo tồn. Các trình  tự REP được thấy ỏ nhiều vi khuẩn đường ruột 
và được cho là có vai trò điểu hòa trong các vùng không dịch mã của operon vi 
khuẩn. 2) Các trình  tự chung lặp lại giữa các gen của vi khuẩn đường ruột 
(Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus — ERIC) là loại yếu tô lặp thứ 
hai. Các trình  tự ERIC gồm các yếu tô dài 126 bp chứa một đoạn lặp nghịch đảo ở 
tâm bảo tồn cao và cũng hiện diện trong các vùng không dịch mã của nhiễm sắc 
thê. Các trình tự ERIC không có sự tương đồng nào với REP. Chúng được mô tả 
dựa trên các trình  tự thu  được từ  E. coli và Salmonella typhimunium.

Ngoài các trình  tự REP và ERIC được sử dụng nhiều nhất, tr ìn h  tự BOX, 
cũng được dùng đê phân biệt các Streptococcus pneumoniae. Yếu tô BOX nằm 
trong các vùng xen giữa các gen và cũng có thê tạo cấu trúc nú t th ắ t do tính chất 
đôi xứng cặp. Chúng là các yếu tô lập khảm  cấu tạo gồm các phôi hợp khác nhau 
của ba đơn vị trình  tự  boxA, boxB, và boxC. Ba đơn vị này có chiều dài tương 
ứng là 59, 45, và 50 nucleotid. Yếu tô BOX không có quan hệ trình  tự  với cả REP 
lẫn ERIC. Yếu tố  BOX được tìm  thấy ỏ nhiều vi khuẩn.

Các mồi REP ban đầu được th iế t kế từ nhánh bên phải và trá i của trình  tự 
đôi xứng bảo tồn và hướng nghịch nhau đê khuếch đại hưâng ra theo chiều 3’ 
tính  từ  tâm  của vùng đôi xứng. Theo cách này, các sản phẩm  khuếch đại là trình  
tự nằm giữa các vùng đôi xứng (kích thước 200 bp đến 4 kb). Trong nhiều trường 
hợp của mồi lặp, người ta  dùng insosine để làm tăng tính  thoái biến của mồi và 
độ nhạy của phản ứng. Điều này dẫn đến sô’ băng tạo ra  lón hơn và do đó tăng 
khả năng phân biệt chính xác. Rep-PCR có thể được thực hiện với ADN được 
chiết từ khuẩn lạc hay chiết thô từ  tế  bào. Phản ứng khuếch đại REP hay ERIC 
có thê được thực hiện với mồi đơn, hay một bộ các mồi đơn, hay hay nhiều bộ mồi 
đơn. Thông thường kết quả khuếch đại với mồi ERIC ít phức tạp hơn so với mồi 
REP, nhưng cả hai đều có khả năng phân biệt tô’t đến mức chủng. Việc áp dụng 
cả hai mồi cho cùng một mẫu làm tăng khả năng phân biệt cao hơn các phương 
pháp khác sử dụng độc lập.
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Rep-PCR được xem có năng lực phân biệt cao hơn kỹ th u ậ t phân tích gen 
16S rRNA hay vùng xen giữa 16S và 23S. Hơn nữa, các nghiên cứu so sánh Rep- 
PCR vối cốc phương pháp khác như điện di enzym đa locus, sinh hóa, hay định 
typo ribosom đều cho thày  Rep-PCR ưu việt hơn, tương quan tô’t vối kết quả 
PKGK nhưng nói chung có năng lực phân biệt hơi thấp  hơn.

Với phương pháp đa hình khuếch đại ngẫu nhiên (RAPD), một mồi oligonucleotid 
tuỳ ý, thường dài 9 - 1 0  bp, không chứa bất kỳ trìn h  tự đối xứng nào và có thành 
phần G+C khoảng 50 — 80%, cho bắt cặp với acid nucleic đích trong điều kiện bắt 
cập không chặt chẽ như  nh iệ t độ thấp 30 — 40°c. s ả n  phẩm  PCR lúc bây giờ là 
những đoạn ADN dài ngắn  khác nhau  do bắt cặp ngẫu nhiên trên  ADN đích 
(nhưng sẽ với chuỗi đích nào tương đôi bô sung n h ấ t vối nó), sô lượng, kích thưâc 
các đoạn này sẽ được p h á t hiện sau khi điện di trên  bản gel. Sự giông và khác 
nhau hình ảnh trên  bản  gel cho biết các cá thể phân tích có giông hay khác 
nhau. So sánh vói những phương pháp khác để xác định tín h  dấu â'n di truyền, 
RAPD có một sô’ ưu điếm: (1) Một bộ mồi oligonucleotid như nhau  (chung) có thê 
dùng cho mọi loài thực vật. (2) Không cần dữ liệu ngân hàng  bộ gen, phóng xạ, 
Southern blot hay lai ADN, nên có thể dễ dàng và nhanh  chóng. (3) Quy trìn h  có 
thế dược thực hiện tự  động. Hơn nữa, vối các phân  tích PCR truyền thống cần 
phải biết trình  tự  của gen hoặc đoạn gen đặc hiệu là đích để khuếch đại. Nói 
cách khác, sự nhân  bội đa h ình  ngẫu nhiên trong phân tích RAPD có th ể  diễn ra 
mọi nơi trong bộ gen có hai đoạn trình  tự bố sung vối mồi trong giối hạn  chiều 
dài cho phép của PCR.

Điện di trường xung (Pulsed-íìeld  gel electrophhayesis — PFGE) thường 
được coi là “tiêu chuẩn vàng” của các phương phốp định type phân  tử. Đê thực 
hiện PFGE, toàn bộ ADN nhiễm  sắc thể được ly trích  và được kết hợp vối 
agarose dã đun chảy rồi đổ vào các khuôn nhỏ cho đông lại. Khi agarose đông lại 
thu  được nút thạch chứa vi khuẩn. Vi khuẩn này sẽ được ly giải in situ  bằng 
enzym -xà phòng, và sau  đó ADN phóng thích ra  được cắt vỏi các enzym cắt giới 
hạn  “hiếm”, chỉ cắt nhiễm  sắc thể tạ i vài điếm. Đặc điếm hiếm này phụ thuộc 
vào độ dài của trìn h  tự  n hận  diện, nói chung trình  tự này càng dài th ì xác suất 
xuất hiện càng thấp. N út thạch  sau khi xử lý được nhồi vào bản thạch agarose 
vào được điện di trong th iế t bị điện di trường xung. Trường xung cho phép tách 
các m ảnh ADN có kích thưốc rấ t lớn trong khoảng 10 đến 800 kb. Kết quả điện 
di được phát hiện bằng cách nhuộm gel với một thuốc nhuộm huỳnh quang như 
ethidium  bromide và chụp hình (xem hình 12.9). Dữ liệu được lưu trữ  và phân 
tích bằng một trong các phần mềm của Applied M ath, Bio—Rad... Với sự hỗ trợ 
của các phần mềm quét gel, người ta  có thể xây dựng ngân hàng  m ẫu PFGE cho 
tấ t cả các loài vi sinh vật, và dùng làm dữ liệu tham  chiếu cho các chủng mới. 
Hạn chê của PFGE là thời gian phân tích quá dài, m ất đến 2 — 3 ngày, do đó khó 
phân tích một sô lượng m ẫu lớn.
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Hình 12.9. PFGE phân tích trên các chủng Shigella flexneri

Làn 7 và 12 là thang ADN chuẩn biết trước kích thước các băng

B ảng 12.1. Tó m  tắ t đặc đ iểm  các kỹ th uật xác định dấu ấn di truyền
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g ian thu 
kết quà 
(ngày)

Độ lặp lại 
tro n g  1 PTN

Độ lặp lại 
giữa các 

PTN

Chi phí 
đẩu tư 

ban dầu

Chi phí 
cho  m ột 
lần thừ

PFGE Binh
thường Dễ Cao 3 Tốt Tốt Vừa phải Vừa phải

P C R -
RFLP Dễ Dễ Trung

binh 1 Tốt Tốt Vừa phải Thấp

R ep-
PCR Dễ Dễ Cao 1 Tốt Trung

bình Vừa phải Thấp

RAPD Dễ Dẻ Cao 1 Trung bình Yếu Vừa phải Thấp

CFLP Binh
thường

Bình
thường

Trung
binh 2 Tốt Yếu Vừa phải Cao

AFLP Binh
thường Dễ Cao 2 Tốt Tốt Cao Vừa phải

Xác 
định 
trinh tự

Khó Bình
thưởng Cao 2 Tốt Tốt Cao Cao

2. ỨNG DỤNG CỦA CHAN đ o á n  p h â n  t ử

2.1. P h á t  h iện ,  đ ịn h  d a n h  v i  s in h  v ậ t  gày  b ện h

Hiện nay, chan đoán phân tử ngày càng đóng vai trò quan trọng để phát 
hiện, định danh vi sinh vật gây bệnh vỏi nhiều ưu điểm: nhanh, chỉ trong vòng
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vài giờ, đặc biệt nhanh  nếu so với một số vi khuẩn phát triển  chậm như 
M. tuberculosis. Áp dụng được cho các vi sinh vật không hay khó nuôi cấy như 
các sinh vật gây bệnh qua đường sinh dục (kể cả HIV), các R ickettsia... Phổ áp 
dụng rấ t rộng (vi khuẩn, virus, nấm ...). Độ nhạy rấ t cao (với kỹ th u ậ t PCR, vê' 
nguyên tắc chỉ cần có một vi sinh vật đê ly trích được ADN). Các phương pháp 
dựa trên  ADN thường sử dụng là phương pháp đoạn dò (đoạn dò ADN) và PCR. 
Tuy nhiên cần nhớ hai phương pháp này ngoài ra  còn có thể áp dụng trong 
nhiều lĩnh vực khác nhau  (xác định trình  tự chuỗi của đoạn ADN, hình sự, dấu 
ấn di truyền, khảo cô học, tiến  hoá...)

Xoắn khuẩn  giang mai Treponema pallidum  là một tác nhân  gây bệnh qua 
đường sinh dục quan trọng, không nuôi cấy được trên  môi trường nhân  tạo 
nhưng lại có thê cho phản  ứng huyết thanh  chéo với các Treponema không gây 
bệnh khác. Thực hiện kỹ th u ậ t PCR trên  đoạn gen 47-kD a của màng chịu trách 
nhiệm tạo kháng nguyên (mem brane immunogen). Sau đó phát hiện sản phẩm 
PCR trên  gel polyacrylam id kích thưỏc khoảng 658 bp, rồi thực hiện lai 
Southern blot với mồi trong (internal probe) 47—3 và 47—4 đánh dấu bâi 32p  (xem 
hình 12.10).

] 1 3 3 5

5' 3’

47-1 — *  * — 7  47-2

Hinh 12.10. Các đoạn  m ồ i và đoạn dò dê’ phát h iện  T. pallidum từ  gen 47 kDa

Vi sinh vật gây bệnh hiện  nay có thể phát hiện bằng kỹ th u ậ t miễn dịch cho 
bởi Bảng 12.2 và kỹ th u ậ t dựa trên  ADN được cho bởi Bảng 12.3. Tuy nhiên, 
bảng này chỉ cho ý niệm khái quát vì sẽ liên tục được bô sung bởi các nhà khoa 
học trên  th ế  giới.
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B ả n g  12.2. V i s in h  v ậ t g ã y  b ệ n h  đượ c p h á t h iệ n  bở i k ỹ  th u ậ t m iễn  d ịch

Tác nhân Phát hiện bước đầu Phát h iện chuyên b iệt

V irus

Epstein-Barr ELISA IFA

Herpes Simplex Virus ELISA IFA

Cytomegalovirus ELISA IFA

HIV ELISA, IFA WB, IFA

Human T Lymphotropic Virus ELISA RIBA

Viêm gan siêu vi (A, B, c , D, ELISA tim kháng nguyên, IgG, Phản ứng trung hòa, WB3
E .G ) IgM (VGSV E), RIBA (VGSV C)

Rubella, sởi ELISA, HAI, phản ứng ngưng IFA
tập, HA

V aricella-zoster virus ELISA IFA

Respiratory syncial virus ELISA tìm kháng nguyên hoặc IFA, phản ứng trung hòa
kháng thể, HAI

Influenza virus ELISA, HAI IFA

Rotavirus ELISA tim kháng nguyên hoặc DFA
kháng thể, HAI

Vi khuẩn

Streptococcus spp. Phàn ứng ngưng tập ASO, anti-hyaluronidasee
test

Xoắn khuẩn giang mai RPR, VDRL HA, FTA
Borrelia burgdorferi ELISA W B, RIBA, IFA

Chlamydia spp. ELISA tìm kháng nguyên hoặc DFA
kháng thể

Nấm Ouchterlony, ELISA IFA

R icketts iae Cố định bổ thể, phản ứng IFA
ngưng tập

Ký s inh trù ng

Toxoplasma HA, ELISA IFA

Trypanosoma cruzi ELISA IFA

Các loại khác IgE, DFA, IFA

IFA: Immunofluorescent assay-M iễn dịch huỳnh quang; MB: W esthern-b lo t-M iễn dịch điện d di
protein; RIBA: Recombinant ¡mmunoblot assay-M iễn dịch điện di protein tái tổ hợp; HAI AI:
H em aaglutination-lnh ib ition-phản ứng ức chế ngưng tập hổng cẩu; HA: Hem aaglutination-n-
Phản ứng ngưng tập hồng cầu; DFA: Direct im m unofluorescent-antibody assay-M iễn dịchch
huỳnh quang trực tiếp tim kháng thể ; ASO: A nti-strepto lysin o  assay; FTA: Fluorescensnt
Treponema Assay

274

https://nhathuocngocanh.com/



B à n g  12 .3 . V i s in h  v ậ t g â y  b ệ n h  c ó  th ể  c h ẩ n  đ o á n  bở i k ỹ  th u ậ t  dự a trê n  A D N

Tác nhân Phương pháp/N hà sản xuấ t

Chlamydia trachom atis Lai phân tử /G en-Probe, Digene; LCR/Abott;
PCR/Roche; SDA/Becton Dickinson

Neisseria gonnorrhoeae Lai phân tử /G en-Probe, Digene; LCR/Abott;
SDA/Becton Dickinson

C. trachomatis và N. Gonnorrhoeae  multip lex PCR/Roche ; TM A/G en-Probe

Kết hợp nuôi cấy để khẳng định Lai phân tử/Gen-Probe
Mycobacterium  spp.

Kết hợp nuôi cấy để khẳng định nấm và vi Lai phân tử /G en-Probe
khuẩn*

Streptococcus nhóm A Lai phân tử/Gen-Probe

Viêm gan siêu vi c Reverse Transcrip tase-PCR /Roche

Staphylococcus aureus  kháng methicillin CPT/ID Biomedical Corp.

HIV định lượng Reverse Transcrip tase-PC R/Roche

HIV kháng thuốc Xác định trinh tự gen (CLIP/V isible Genetics)

Human Papilloma virus Lai phân tử/Digene

Mycobacterium tuberculosis TM A/G en-Probe; PCR/Roche

Gardnerella, Trichomonas, Candida Lai phân tử/Becton Dickinson

Cytom egalovirus Lai phân tử/Digene ; NASBA/Biomérieux

aNấm gồm: Blastom yces dermatitidis, Coccidioides immitis, C ryptococcus neoformans,
Histoplasma capsulatum. Vi khuẩn gổm Campylobacter spp., Enterococcus  spp.,
Streptococcus nhóm B, Haem ophilus influenzae, Neisseria gonnorrhoeae, Streptococcus
pneumoniae, S taphylococcus aureus, Listeria monocytogenes

LCR: Ligase chain reaction; PCR: Polymerase chain reaction; SDA: s tand displacement
am plification; TM A: Transcrip tion-m ed ia ted am plification; CPT: Cycling probe technology;
NASBA: Nucleic acid sequence-based amplification

Nguồn: Cục kiểm tra thực phẩm và dược phẩm Mỹ (US Food and Drug Administration, 2003).

2.2. P h á t  h i ệ n  sự  đ ề  k h á n g  k h á n g  s in h

Đây là vai trò  rấ t quan trọng của các phòng th í nghiệm  vi sinh nhằm  đánh 
giá, kiểm soát tìn h  h ình  đề kháng  đối với các kháng  sinh sau  thời gian sử dụng 
đồng thời góp phần  trong việc sử dụng kháng sinh an  toàn, h iệu  quả. Phải sử 
dụng nhiều kỹ th u ậ t khác nhau, các phương pháp thông thường gồm có các bước 
sau: (1) P hân  lập tác nhân  gây bệnh, (2) Thử nghiệm  tín h  nhạy  cảm của tác 
nhân  với các kháng  sinh khác nhau . Trong bưóc này lại có thê sử dụng (i) Dùng 
điã kháng sinh, (ii) Pha loãng trê n  môi trường lỏng hay rắn , (iii) Thử nghiệm 
phát hiện các enzym bất hoạt kháng  sinh. Tuy nhiên, đây chỉ là phá t hiện về 
kiểu hình của sự đề kháng (phenotypic drug resistance). Các kỹ th u ậ t chẩn đoán
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phân tử cho phép ta  khảo sát kiếu gen của sự đề kháng kháng  sinh (genotypic). 
Các kháng sinh và gen chịu trách nhiệm gây ra  sự đề kháng  kháng sinh có thê 
phát hiện bởi kỹ th u ậ t chan đoán phân tử được trình  bày trong Bảng 12.4.

Một ví dụ: để phát hiện các s. aureus kháng M ethicillin (MRSA), nguyên 
nhân là các chủng này đã sản sinh các Penicillin—binding protein mới được gọi là 
PBP 2' hay PBP 2a có ái lực thấp đối vói các P—Lactam s. Đê phát hiện gen mecA 
(gen chịu trách nhiệm, không có trên  các chủng nhạy cảm với Methicillin), dùng 
các mồi RSM-2647 và RSM-2648, sản phẩm PCR phát h iện  có kích thưóc 533 
bp (xem hình 12.11).

1 2010

5'
i p f  m e c A

W //////////Æ 3'

1 8 1 4
S ả n  p h ấ m

a  3' p8r

Hinh 12.11. Sơ đổ phát h iện gen m ecA  trẽn  s. Aureus

Ngoài ra  việc phát hiện gen đề kháng trên các vi khuẩn  mọc chậm đặc biệt 
giúp ích cho việc chọn kháng sinh nhạy cảm cho việc tr ị liệu ngay từ  đầu. Chẳng 
hạn như dùng đê phát hiện M. tuberculosis (bệnh Lao), hay M. leprae (bệnh 
Phong, Cùi) kháng Rifampicin, một chìa khoá chủ yếu đê giúp bác sĩ điều trị có 
thế sử đụng phác đồ điều trị đúng cho bệnh nhân  trong khi đó theo phương pháp 
cố điển phải m ất 4 — 6 tuần, sả n  phẩm PCR có kích thước khoảng 411 bp 
(M. tuberculosis) với prim er T B rpo  1 và T B rpo  2 hoặc 710 bp (M. leprae) với 
prim er MLrpo22 và MLrpo23.

Trên virus HIV, sau thòi gian trị liệu từ  3-12 th án g  với AZT người ta  đã 
thấy có sự đề kháng. Hiện nay đã tìm ra  bô’n đột biến Asp—67 —»Asn; Lys-70 
—> Arg; Thr-215 -> Phe/Tyr và Lys-219 —> Gln có liên quan. Nếu cả bôn đột biến 
hiện diện ở chủng virus th ì khả năng đề kháng nhanh  hơn 1 0 0  lần.

Hơn thê nữa phương pháp trên  còn có thê dùng phát hiện các gen sinh độc tô’ 
như 16S rRNA gen + gen của Toxin B (gây độc tê bào: Cytotoxin) trên 
Clostridum difficile, theo các phương pháp cũ phải m ất từ  3 — 5 ngày. P hát hiện 
các gen sản sinh ra  độc tô’ bền với nhiệt (H eat-stable), không bền với nhiệt 
(Heat-labile), độc tô’ tương tự của Shigella (Shiga-Like toxin) nhưng trên  E. coli 
để gây ngộ độc thức ăn do vi khuẩn này. P hát hiện các gen sản sinh Enterotoxin, 
Exfoliative toxin, Toxic Shock syndrome Toxin-1 là các độc tô gây ngộ độc thức 
ăn, nhọt, hội chứng sôc nhiễm trùng do s. aureus...
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B àng 12.4. C ác gen  đ ích  dùng đê’ phát hiện sự  đ ề kh áng  kh áng sinh

Kháng s inh Đ iểm  tác  độ ng Vi tr í của yếu tô’ 
để kháng

Gen đ ích  dã phát h iện

Aminoglycosides Quá trình dịch mã Chromosome, 
Plasmid, 
Transposon (Tn)

ant, aph, aac

Glycopeptiđes Tổng hợp vách tế  bào p vanA, vanB, vartC

Chloramphenicol Dịch mã (50S 
ribosome)

p, Tn erm, erc, mrs

Tetracycline Dịch mã (ngăn 
am inoacyl-tR N A  kết 
với ribosome

p, c ,  Tn tet

Macrolides Dịch mã (50S 
ribosome)

P. c, Tn erm, erc, mrs

Sulfonamides Tổng hợp acid folic p, c sul 1, m il II

Trimethoprim Tổng hợp acid folic p, c, Tn dlfr

Quynolones Nhân đôi (ADN gyrase) c gyrA, gyrB

Rifampicin Phiên mã (ARN 
polym erase)

c rpoB

ß-Lactam Tổng hợp vách tố bào 
và phân chia

P. c ,  Tn mec, tem, càc gen ß -  
Lactamase khác

Ghi chú: viết tắt vị tri tác động c = chromosome, p  = plasmid, Tn = Transposon

2 .3 .  C h ấn  đ o á n  c á c  rố i  l o ạ n  di t r u y ề n

Trước kia, việc chẩn đoán một rối loạn di truyền chỉ dựa vào các chỉ tiêu lâm 
sà n g  và các thử  nghiệm  sinh  hóa. Các phương pháp này cho kết quả không chính 
xác, phải qua nhiều  kiểm  tra  dẫn đến thời gian lâu và đắt tiền. Đặc biệt, các 
b iện  pháp này không th ể  dùng để xốc định người lành m ang mầm bệnh hay khi 
cầin chấn đoán trên  th a i nhi.

Chan đoán phân  tử  rối loạn di truyền về nguyên tắc có thế giải quyết được 
cáic vấn đê' vừa nêu, vối những ưu điếm nổi bật như sau: tính  đặc hiệu cao, kết 
q u ả  chính xốc, thời gian rú t ngắn rấ t nhiều so vối các phương pháp sinh hóa 
tru y ề n  thông. Hơn nữa không đòi hỏi lượng m ẫu nhiều  và không cần thủ  th u ậ t 
lấy  sinh th iế t vì việc phân  tích tiến hành  trên  ADN của đôi tượng, được nhận  từ  
m.ột lượng nhỏ của bấ t kỳ nguồn tế  bào nào có nhân  như tế  bào bạch cầu trong 
m.áu ngoại vi hay tế  bào biếu mô vòm miệng.

Tuy nhiên có một sô h ạn  chế: do tính  đặc hiệu quá cao nên không thể đưa ra 
nuột chan đoán chung cho mọi đột biến rối loạn di truyền  ở một sô’ bệnh. Trên 
bệính hồng cầu h ình  liềm, do sự thay cặp AT ở codon 6 của gen beta-globin dẫn
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đến sự thay valin bằng acid glutamic trên  protein th ì việc áp dụng phương pháp 
chẩn đoán phân tử là thuận  lợi. Nhưng ỏ một sô' bệnh khác như bệnh hóa xơ 
nang (cystic fibrosis), có đến hơn 2 0 0  đột biến là nguyên nhân  dẫn đến bệnh nên 
không thê đưa ra một chấn đoán chung cho mọi đột biến. Thêm vào do tính  đa 
dạng các thê của bộ gen sinh vật, giữa hai cá thể có thể có những sai khác không 
mang tính bệnh lý, vấn đề là làm sao phát hiện được các đột biến gây bệnh và 
phân biệt chúng với những đột biến vô hại.

Chân đoán các bất thường bẩm sinh trên ADN
Hướng chẩn đoán này nhàm  mục đích ngăn ngừa đôi vói các bệnh di truyền 

nặng, chưa có biện pháp điều trị và khó hoặc không thể chẩn đoán bằng các 
phương pháp cô điên. Một sô thành  công:

-  P hát hiện một đột biến m ất đoạn của gen DMD nằm  trên  nhiễm sắc thể  X 
ở bệnh nhân nam  bằng phương pháp Southern blot, kết quả căn cứ vào sự biến 
mất của một vạch điện di. Gen DMD liên quan đến bệnh thoái hóa cơ Duchenne.

-  P hát hiện một m ít  đoạn dị hợp tử trên  gen RB1 nằm trên  nhiễm  sắc thê 
13 (sinh dưỡng) bàng phương pháp Southern blot, kết quả căn cứ vào sự giảm 
cưòng độ tin hiệu của một vạch điện di (vì vẫn tồn tạ i một nhiễm sắc thế lành). 
Gen RB1 liên quan đển bệnh ung thư nguyên bào võng mạc (retinoblastoma).

-  P hát hiện gen của bệnh quánh niêm dịch (Mucoviscidosis) bằng chiến lược 
di truyền đảo ngược (từ biết trình  tự  acid am in của protein liên quan đến bệnh 
tìm ra gen). Bệnh xơ hóa nang là một bệnh di truyền trầm  trọng vì các tuyến 
ngoại tiế t đã tiế t ra  chất dịch quá nhớt. Bệnh này tác động chủ yếu trên  tuyến 
tụy và các tuyến biêu bì phê quản. Mồ hôi của bệnh nhân  chứa một lượng rấ t cao 
không bình thường các ion c r  và Na+.

Chẩn đoán các bất thường trên AD N  sinh dưỡng
Nguyên tắc chẩn đoán dựa vào sự khác nhau giữa các dòng tế  bào. Các tê 

bào của khôi u là các tê bào đơn dòng cùng phát xuấ t từ  một tê bào ngnyên 
thủy tàng sinh vô độ sẽ có chung các đặc tính  dòng khác với các tê bào lân cận. 
Hướng chẩn đoán này đã được ứng dụng ở nhiều dạng ung thư  máu: lymphoma 
Burkitt (B urk itt’s lymphoma), lymphom a nang (follicular lymphoma), bệnh 
bạch cầu v.v...

Xác đ ịn h  các dấu  ấn  d i truyền
Dấu ấn di truyền có những đóng góp to lớn trong khoa học hình sự. Chỉ cần 

trên hiện trường còn rấ t ít mẫu vật: một vài giọt m áu khô, vệt tin h  dịch, vài sợi 
lông hay mẫu tóc, hay thậm  chí mẫu tàn  thuôc có dính vài niêm mạc miệng, là 
các nhà Chấn đoán phân tử  có thê truy  tìm  được dấu ấn di truyền  và phát hiện 
tội phạm chính xác từ những người nghi ngờ (xem hình 12.12 và hình 12.13). 
Một ứng dụng khác nữa về việc xác định dấu ấn di truyền là dùng để xác nhận
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quan hệ huyết thông. H iện nay, ứng dụng để xác định quan hệ cha, con đang có 
nhu cầu và phát triến  m ạnh, nguyên tắc được tr ìn h  bày trong h ình  12.14.

Hinh 12.12. Dấu ấn di truyền (RFLP) trong  trường hạp nghi ngờ tộ i phạm
Trong ví dụ này người ta đã thu được tại hiện trường máu không phải của nạn nhân mà của thủ phạm. 

Những người tinh nghi 1, 2, 3, 5 có thể vô tội, trong khi đó số 4 là thủ phạm

Hình 12.13. Dấu ấn di truyền (thực hiện từ máu) trong trường hợp nghi ngà tộ i phạm.
Trong ví dụ này những người tình nghi 1, 2 vô tội, trong khi đó số 3 là thù phạm

Hinh 12.14. Dấu ấn di truyền (RFLP) trong  trường hợp cẩn xác định quan hệ huyết thống
Đứa trẻ trong vi dụ là con của người mạ và người cha số 1 chứ không phải ngưdi số 2 hoặc 3

Chẩn đoán phân  tử  không những có thể  phát hiện được tác nhân  vi sinh vật 
gây bệnh trong bệnh phẩm  mà còn có thể  phân loại type di truyền  và đóng góp 
to lớn trong nghiên cứu dịch tễ  học tìm  hiểu mối liên quan của các tác n hân  gây 
bệnh trong cộng đồng. Một th à n h  công nổi tiếng là chứng m inh được ba bệnh 
nhân  khám  và điêu tr ị răn g  đã bị nhiễm  HIV từ  một nguồn gôc là vị nha sĩ chữa 
răng  đã bị nhiễm  HIV từ  trưôc ở F lorida (Mỹ). Trong môi trường bệnh viện, để 
p h á t hiện dịch tễ  học của các vi khuẩn  gây bệnh nhiễm  trù n g  bệnh viện là rấ t
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quan trọng. Người ta  đã ốp dụng để tìm dịch tễ học của các vi khuẩn Serratia 
marcescens đề kháng đa kháng sinh cũng như cho nhiều tác nhân gây bệnh khác 
(xem hình 12.15).
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Hình 12.15. Các chủng Serratia marcescens kháng Imipenem tìm được trong một bệnh viện 
được phân tích bằng PCR-RFLP

Làn 19 là thang ADN chuẩn biết trước kích thước các băng

Tự LƯỢNG GIÁ

1. Phương pháp miễn dịch có thể áp dụng để tìm:
A. Kháng nguyên
B. Kháng thể
c. Tác nhân  gây bệnh
D. A và B
E. B và c

2. Phương pháp miễn dịch phóng xạ so với các phương pháp miễn dịch khác th ì có:
A. Độ nhạy cao nhưng phải có trang th iết bị sử dụng và bảo vệ chuyên biệt
B. Độ nhạy cao, trang  th iết bị sử dụng và bảo vệ đơn giản
c. Độ chuyên biệt cao, trang  thiết bị sử dụng và bảo vệ đơn giản
D. Độ chuyên biệt cao nhưng phải có trang thiết bị sử dụng và bảo vệ chuyên biệt
E. Độ nhạy trung  bình nhưng trang thiết bị sử dụng và bảo vệ đơn giản
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3. Trong phản ứng ELISA gián tiếp gồm các thành  phần
A. Kháng nguyên đích
B. Kháng thể đặc hiệu sơ cấp 
c . Kháng thể thứ  cấp
D. B và c
E. A, B, c

4. Kháng thể đơn dòng sản xuất được do sự kết hợp:
A. Khả năng tạo kháng thề của lympho B và nuôi dễ dàng của tê bào ung thư
B. Epitop và khả năng nuôi dễ dàng của tế  bào ung thư 
c. Epitop và khả năng tạo kháng thê của lympho B
D. Khả năng  tạo kháng thể của lympho B đột biến
E. Epitope và khả năng tạo kháng thể của lympho B đột biến

5. Tính chấ t bắt buộc của một đoạn dò trong kỹ th u ậ t lai phân tử:
A. ADN
B. ARN
c. Đặc hiệu tr ìn h  tự
D. Được đánh  dấu men
E. Tất cả đúng

6 . Kỹ th u ậ t khuếch đại acid nucleic có thể tăng  lượng bản sao trìn h  tự  acid 
nucleic đích lên:
A. 10 lần
B. 100 lần
c. 1 0 0 .0 0 0  lần
D. Hàng triệu  đến hàng tỷ lần
E. Khoảng 2n lần, n là sô’ chu kỳ

7. Real—tim e PCR có ưu điểm:
A. í t  bị ngoại nhiễm hơn PCR
B. Rẻ tiền, thao tốc đơn giản 
c. Định lượng

D. A và c
8 . Phản ứng gap-LCR có tính  chất :

A. Sử dụng cả enzym polymerase và ligase
Iỉ. Phải biết rõ toàn bộ trình  tự đích, quá trình  gồm các chu kỳ biến tính, ủ, nôi 
c. Xác định được điểm đột biến tại trình  tự đích
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D. A và c
E. A,B,C

9. Kỹ th u ậ t RAPD xác định các dấu ấn di truyền có thê:
A. Phân biệt các cá thế vi sinh vật cùng loài
B. Dựa trên  cấu trúc CACACA lặp đi lặp lại 
c. Không cần dữ liệu ngân hàng bộ gen
D. B và c
E. A, B, c

10. Chan đoán phân  tử có the ứng dụng trong:
A. Định danh vi sinh vật, đặc điếm type di truyền
B. Xác định quan hệ huyết thông, bệnh di truyền 
c. Khoa học h ình  sự, khảo cổ học
D. A và B
E. A, B, c
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CHƯƠNG V

CÔNG NGHệ MllN dịch

Bài 13 
SẢN XUẤT VACCIN

1. MỞ ĐẦU

Vaccin là chế phẩm  kháng nguyên không có đặc tín h  gây bệnh, được dùng để 
tạo miễn dịch chủ động đối vói tác nhân  gây bệnh tương ứng. Tác dụng phòng vệ 
của vaccin là do chúng kích thích hệ thông miễn dịch của ngưòi dùng, tổng hợp 
các kháng thể  đẩy m ạnh sự phá hủy vi sinh vật nhiễm  hoặc tru n g  hòa độc tô’ của 
vi khuẩn. Chê phẩm  vaccin chứa vi sinh vật sông suy yếu hoặc đã chết, hoặc 
protein kháng nguyên. Từ vaccin xuất phá t từ  chữ đậu bò ("vacca" tiếng  L atin  
nghĩa là bò) mà Edward Jen n er dùng cho ngưòi để giúp họ chống lạ i bệnh đậu 
mùa. Năm 1796, Jen n er đã chứng minh nước mủ lấy từ  người bị đậu bò (do vắt 
sữa bò) khi chủng vào da người khác sẽ gây nhiễm  trù n g  tương tự và người bị 
đậu bò này sau khi hồi phục sẽ không bị bệnh đậu mùa. Tiếp theo p h á t minh 
của Jenner, P asteu r phát triển  việc chủng ngừa với những tác n hân  khác. Tác 
dụng phòng vệ của vaccin có được chỉ sau hai hoặc ba liều vaccin dùng cách 
khoảng vài ngày hoặc vài tuần. Khi đã được th iế t lập, tín h  m iễn dịch kéo dài vài 
năm nhưng có thể phải có thêm  những liều “nhắc” cách khoảng dài. Vaccin lý 
tưởng có các đặc tính: sinh miễn dịch, bắ t chước nhiễm  tự  nhiên , cho sự bảo vệ 
kéo dài, khoảng cách giữa các liều xa, không gây tác dụng phụ  nghiêm  trọng và 
ôn định.

Đặc tính chung cho các vaccin là tác dụng chuyên biệt rõ ràn g  của chúng.
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2. PHÂN LOẠI VACCIN

2.1. P h â n  lo ạ i v a c c in  t r u y ề n  th ố n g

V accin  b ấ t  h o ạ t (vaccin chết)
Loại này chứa các vi sinh vật độc đã được làm chết bằng các chất hóa học hoặc 

nhiệt độ, do đó không còn sinh sôi trong chủ thê được nữa. Các vaccin bất hoạt nói 
chung an toàn, nhưng không phải là tuyệt đôi. Các nội độc tô (endotoxin) bề mặt 
trên vaccin ho gà bất hoạt đôi khi cảm ứng các đáp ứng DTH (Delayed type 
hypersensitivity) và virus cúm có gắn vói các phản ứng tương tự. Các vaccin bất 
hoạt không phải luôn cảm ứng miễn dịch phòng vệ. Thường cần tiêm nhắc nhiều 
lần đê tạo phơi nhiễm kháng nguyên liên tục vì vi sinh vật chết tự nó không có 
khả năng duy tr ì trong chủ thể và nhanh chóng bị loại sạch bởi hệ miễn dịch. 
Ngoài ra, các vaccin bất hoạt nói chung chỉ có khá năng cảm ứng miễn dịch thế 
dịch vì mầm bệnh chết không thê đi vào tế  bào chủ. Điều này làm cho vaccin mất 
tác dụng cơ bản nếu cơ chế nhiễm thông thường là nội bào. Ví dụ như vaccin 
chống lại cúm, tả, ho gà, dại, dịch hạch, viêm gan A và vaccin bại liệt Salk.

V accin  sông  g iảm  h o ạ t lực
Loại này chứa các vi sinh vật sống được nuôi trong những điều kiện làm suy 

yếu độc lực của chúng (nuôi trong các điều kiện bất thường) hoặc vi sinh vật gần 
giống nhưng ít nguy hiếm hơn đê gây đáp ứng miễn dịch rộng. Vì các vi sinh vật 
vẫn còn sông, nó cho kích thích kháng nguyên liên tục đủ lâu đế sản xuất tê bào 
nhớ. Trường hợp các virus hoặc vi sinh vật nội bào thường có miễn dịch trung 
gian tê bào, các mầm bệnh suy yếu có khả năng sinh sôi trong tê bào chủ thế. 
Tuy nhiên, vì vaccin chứa vi sinh vật sông, các mầm bệnh suy yếu có thê chuyên 
lại thành  dạng gây bệnh, hoặc một số mầm bệnh suy yếu đủ yếu vối hệ thống 
miễn dịch bình thường nhưng vẫn là mầm bệnh với hệ thông miễn dịch suy yếu. 
Hiện nay các kỹ th u ậ t thao tác di truyền được dùng để loại bỏ các gen gây lực 
độc, bỏ qua các bất lợi này. Các vaccin này thường tạo đáp ứng miễn dịch bền và 
được dùng cho người lớn. Ví dụ như vaccin chống lại sốt vàng da, sởi, rubella, 
quai bị và vaccin bại liệt Sabin. Vaccin lao sông không chứa chủng truyền nhiễm 
mà là chủng Mycobacterium bovis được gọi là “BCG” (Bacille Calm ette—Guérin).

V accin  độc tô
Loại này chứa các chất độc đã bất hoạt không còn gây bệnh. Ví dụ các vaccin 

độc tô uôn ván và bạch hầu. Không phải tấ t cả vaccin độc tô’ đểu cho vi sinh vật, 
ví dụ độc 16 Crotalis atrox dùng chủng ngừa cho chó chông lại rắn  chuông cắn.

V accin  dưới dớn vị
Loại này chứa một phần nhỏ của tác nhân gây bệnh sản xuất từ  vi sinh vật 

an toàn hoặc tê bào nuôi cấy đế gây ra đáp ứng miễn dịch. Bằng cách này, có thê
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tránh  được các độc tố  mạnh, hoặc loại bỏ được các vật liệu mơ hồ hoặc đáp ứng 
miễn dịch lấn át. Các ví dụ điển hình vaccin dưối đơn vị là vaccin Haemophilus 
influenzae type b, vaccin chông lại HBV chỉ chứa các protein bề m ặt của virus 
(sản xuất từ  nấm  men), vaccin tiểu phần giông virus (v irus-like particle, VLP) 
chông lại hum an papillom avirus (HPV) chứa protein capsid chính của virus.

2 .2 . M ộ t sô v a c c in  m ớ i

V accin  id io ty p  (idiotypic vaccine) -  ch ứ a  k h á n g  th ể  k h á n g  id io ty p
Cấu trúc liên quan đến vùng biến đổi của kháng nguyên gọi là idiotyp. 

Idiotyp có phản  ứng chéo khi nó có trong cơ thể đã đáp ứng với kháng nguyên 
đó. K háng thê gắn kháng nguyên và kháng thể kháng idiotyp thuộc cùng một 
họ, do đó mỗi phân  tử kháng thể đều có thể gắn với epitop trên  một phản  tử 
kháng nguyên và trên  idiotyp. Như vậy có thể dùng idiotyp làm  vaccin cho các 
bệnh nhiễm.

V accin  liê n  h ợ p  (conjugate vaccine)
Một sô' vi khuẩn có vỏ ngoài poỉysaccharid có tính miễn dịch yếu. Bằng cách 

liên kết các vỏ ngoài này với protein (ví dụ cốc độc tố), polysaccharid sẽ được hệ 
thống miễn dịch nhận diện như là kháng nguyên protein. Ví dụ vaccin Haemophilus 
influenzaee type B.

V accin  v e c to r  tá i  to  hơp  (recombinant vector)
Là sự kết hợp sinh lý của một vi sinh vật và ADN của vi sinh vật khác, để 

chông lại các bệnh có quá tr ìn h  nhiễm phức tạp. Ví dụ vaccin phòng một sô bệnh 
do virus được làm  bằng cách tái tể  hợp biến chủng virus đậu bò (cowpox variant) 
vối các gen vô hại của virus gây bệnh.

V accin  ADN
Là loại vaccin mới trong những năm gần đây, chứa ADN của các tác nhân  

gây bệnh. Vaccin hoạt động bằng cách chèn (và biểu hiện, khởi sự cho việc nhận 
diện của hệ thống miễn dịch) ADN của vi khuẩn hoặc v irus vào tế  bào. Một sô' tê 
bào của hệ thông miễn dịch (các tê bào CD8 + và CD4+) nhận  diện các protein 
biểu hiện sẽ tăng  cường tấn  công chông lại các protein này và các tê  bào biêu 
hiện chúng. Nếu sau đó chạm trán  tác nhân gây bệnh biểu hiện các protein này, 
hệ thông miễn dịch sẽ tấn  công ngay vì các tế  bào này sống trong một thòi gian 
r ấ t  dài. Một ưu điểm của các vaccin ADN là chúng rấ t dễ sản xuất và bảo quản. 
Cho đến năm  2006, vaccin ADN vẫn còn trong giai đoạn thử nghiệm nhưng cho 
thấy  những kết quả đẩy hứa hẹn. Ví dụ vaccin ADN phòng cúm H5N1 đang được 
thử  trên  ngưòi tình  nguyện (từ 21/12/2006) chỉ chứa vật liệu di truyền của virus 
cúm; khi vào trong cơ thể ADN sẽ chỉ dẫn tế  bào sản xuất protein hoạt động như 
vaccin chông lại virus.
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V accin  tố n g  hợp  (synthetic vaccine)
Chứa các peptid, các carbohydrat hoặc các kháng nguyên tổng hợp phần 

chính hoặc toàn phần. Vaccin peptid tổng hợp có ba tác động nổi bật chính:
-  Vaccin peptid tổng hớp của vi khuẩn, được dùng để phòng bệnh do vi khuẩn 

thông qua việc trung hòa độc tô’. Ví dụ các vaccin peptid tống hợp cho cả hai độc 
tô bạch hầu và tả.

-  Vaccin peptid tông hợp cho virus chú trọng vào các vùng không biên đối 
(trình tự acid amin bảo tồn cao). Các vaccin peptid tống hợp cho các protein và 
glycoprotein HIV đang được phát triến.

-  Vaccin peptid tông hợp cho ký sinh trùng  đang có nhiều hy vọng vối vaccin 
peptid tổng hợp cho các epitop trùng bào tử  của sô"t rét.

Các vaccin có thê được bào chê với các tá  chất đế làm tăng cường hiệu quả. 
Các tá  chất thường dùng là nhũ tương nước trong dầu (làm bằng dầu khoáng 
hoặc dầu thực vật với chất nhũ hóa), gel hydroxyt nhôm hoặc saponin. Ngoài các 
tá  chất quen thuộc này, các thành phần thêm vào đê cảm ứng tác dụng điểu biến 
miễn dịch ở động vật chủ và làm tăng cường hiệu quả của sản phẩm.

Một sô’ tên phân loại vaccin khác
-  Vaccin hấp phụ (carrier prophylatic vaccine): vaccin DPT được hấp phụ 

trên “giá đỡ” gel nhôm hydroxyt.
-  Vaccin khác chủng (heterologous vaccine, heterotypic vaccine): vaccin có 

tác dụng chông lại vi sinh vật 'khác với loài dùng để chế nó. Ví dụ: vaccin từ đậu 
bò để phòng đậu người.

-  Vaccin đa giá (polyvalent vaccine, m ultivalent vaccine): vaccin chứa các 
kháng nguyên bảo vệ của nhiều chủng thuộc về một loài vi khuẩn gây bệnh. Ví 
dụ: TAB.

-  Vaccin hỗn hợp (mixed vaccine): vaccin gồm nhiều kháng nguyên của các 
loài vi sinh vật khác nhau, để phòng nhiều bệnh nhiễm  trùng. Ví dụ: DPT, 
Priorix.

3. PHƯ Ơ N G  P H Á P  SẢN XUẤT VACCIN

Quy trình sản xuất vaccin truyền thông đi từ  các tác nhân gây bệnh nguy 
hiểm, các thành  phần hoặc các sản phẩm của chúng, các kháng nguyên không 
còn đặc tính gây bệnh nhưng còn đặc tính cảm ứng đáp ứng phòng vệ. Các phương 
pháp dùng sản xuất vaccin phụ thuộc vào giá thành, chuyên chở vaccin và nhất 
là các đặc tính sinh học của các tác nhân gây bệnh dùng sản xuất.

3.1. Hệ th ố n g  g iố n g

Điếm khởi đầu đế sản xuất tấ t cả vaccin vi sinh vật là phân lập vi sinh vật
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thích hợp. Thường thì phân  lập từ  các nhiễm  trùng  ở người, đôi khi có ngay 
chủng th ích  hợp cho sản xuất, đôi khi phải thao tác và chọn lọc trong phòng thí 
nghiệm  thêm.

Khi đã có chủng thích hợp, nhân  các vi sinh vật đơn lẻ lên và phân vào nhiều 
am poule và bảo quản ở —70"C hoặc đông khô. Đây là lô giông (seed lot). Từ lô 
này, lây một hoặc vài am poul kiếm tra  tường tận  trong phòng th í nghiệm xem có 
thỏa đáng không, kiểm tra  độ an toàn và hiệu quả thử lâm sàng. Khi các kết quả 
thử  lâm sàng đ ạ t công nhận, lô giông được dùng thường quy cho sản xuất vaccin.

3.2. S ả n  x u ấ t  v i  k h u â n  v à  các  th à n h  p h ầ n  vi k h u â n  củ a  v a cc in  vi k h u ẩn

Sản xuất vi khuẩn  và các thành  phần  vi khuẩn để làm vaccin vi khuẩn được 
thực hiện trong phòng th í nghiệm bằng những phương pháp lên men đã biết. 
Thu sản  phẩm  lên men cuôi là quá tr ìn h  cô đặc và tinh  chế các thành  phần 
vaccin đê bảo quản được thời gian dài hoặc thương mại.

L ên  m en
Đầu tiên  giống vi khuẩn  trong am poule bảo quản ở -70°c hoặc đông khô 

được làm tỉnh  lại (hoạt hóa). Vi khuẩn  hoạt hóa được cấy chuyển một hoặc vài 
lần vào môi trường nhân  giông. Khi vi khuẩn  đã được nhân  lên đủ, chúng được 
cấy vào môi trường lên men. Môi trường này thường được chứa trong nồi lên 
men lớn có khuây  liên tục. Thường pH và th ế  oxy hóa khử của môi trường được 
theo dõi và điều chỉnh suốt quá trìn h  nuôi, nhằm  thu  được hiệu suấ t vi khuẩn 
lân nhất. Trường hớp vi khuẩn  mọc nhanh  sẽ thu  được hiệu suấ t tôi đa sau 
khoảng một ngày, trường hợp vi khuẩn  mọc chậm sẽ th u  được hiệu suấ t tối đa 
sau  hai tuần. Cuôi giai đoạn nuôi trong nồi lên men là th u  hoạch.

Quá trình thu h oạch  vi khuẩn
Hỗn hợp phức tạp  gồm tê bào vi khuẩn, các sản  phẩm  chuyển hóa và môi 

trường cạn kiệt th u  được sau  khi lên men. Nếu là vaccin sông giảm hoạt lực, vi 
khuẩn  không độc được tách  ra  và hòa vào dung môi thích hợp, có thể đông khô. 
Nếu vaccin làm  từ  tác n hân  gây bệnh, nguy hiểm th ì cần theo các quy trìn h  sau.

1. Giết chết. Quá tr ìn h  này giết chết vi khuẩn  và làm cho chúng vô hại. 
Thường dùng đun nóng và chấ t tẩy uế. Ví dụ dùng đun nóng và/hoặc form alin để 
giết các tê  bào Bordetella pertusis khi làm  vaccin ho gà, phenol đê giết Vibrio 
cholerae trong vaccin tả  và Salmonella typhi trong vaccin thương hàn.

2. Tách. Q uá tr ìn h  này tách tê  bào vi khuẩn  khỏi dịch nuôi cấy. Thường 
dùng ly tâm . Nếu làm  vaccin từ  tế  bào, dịch lỏng được bỏ đi và tế  bào được hòa 
vào hỗn hợp muôi; nếu làm  vaccin từ  th à n h  phần  trong dịch lỏng, tê bào được 
bỏ đi.

3. Phăn đoạn. Quá tr ìn h  này chiết các thành  phần từ  tê  bào hoặc từ  môi
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trường nuôi vi khuẩn  và thu  dạng tinh khiết. Các kháng nguyên polysaccharid 
của Neisseria meningitidis được tách từ  tế  bào vi khuẩn bằng cách xử lý vói 
hexadecyl-trim ethylam m onium  bromide và của Streptococcus pneumoniae xử lý 
vối ethanol. Tinh chế nguyên liệu chiết bằng dung môi thích hợp và kết tủa. Sau 
khi tinh chế, các th àn h  phần được làm khô thành  bột, bảo quản và hợp nhất vào 
vaccin.

4. Khử độc tố. Quá trình  này làm độc tô’ của vi khuẩn chuyển thành  độc tô' 
không hại. Form alin được dùng để khử độc tô của Corynebacterium diphtheriae 
và Clostridium tetani. Khử độc tô' có thể tiến hành  trên  dịch nuôi cấy trong nồi 
lên men hoặc trên  độc tô’ tinh khiết sau khi phân đoạn.

5. Hấp phụ. Các thành  phần của vaccin được hấp phụ vào tá  chất khoáng. 
Các tá  chất khoáng hoặc chất mang thường được dùng là nhôm hydroxid, nhôm 
phosphat và calci phosphat làm tăng tính kháng nguyên và giảm độc tính, tạ i 
chỗ và hệ thông của vaccin. Vaccin bạch hầu và vaccin bạch hầu/uốn ván/ho gà 
thường điều chê dạng vaccin hấp phụ.

6. Kết hợp. Liên kết thành  phần vaccin cảm ứng đáp ứng miễn dịch yếu với 
thành phần vaccin cảm ứng đáp ứng miễn dịch tốt. Tính kháng nguyên cho trẻ 
em của polysaccharide nang của H. influenzae Type b được tăng  cường mạnh khi 
liên kết với độc tô’ bạch hầu và uỗh ván, và với protein màng ngoài của Neisseria 
meningitidis.

3.3. Sản xuất virus và các thành  phần virus của vaccin virus
Virus chỉ sinh sôi trong tế  bào sống nên ban đầu các vaccin virus phải được 

sản xuất từ  động vật: vaccin đậu mùa trong hạ bì của bê và cừu; vaccin dại trong 
dây cột sống của thỏ và năo chuột. Các vaccin đó không còn được dùng đê sản 
xuất vaccin mối nữa và chỉ chủ thể động vật nguyên vẹn được dùng là trứng gà 
có phôi. Hầu hết các v irus cần để sản xuất vaccin virus thu  được từ  nuôi cấy tế  
bào nhiễm chủng virus thích hợp.

Nuôi v iru s
Trứng gà có phôi là chủ thể nuôi virus thuận  tiện nhất cho virus cúm và sốt 

vàng da. Virus cúm tích tụ  trong dịch tú i niệu của trứng và sốt vàng da tích tụ 
trong hệ thống thần  k inh của phôi.

Q uá t r ìn h  th u  v iru s
Vật liệu chứa virus từ  phôi trứng gà nhiễm có một cho đến vài dạng. Trong 

trường hợp vaccin cúm, dịch tú i niệu được ly tâm  cho huyền trọc virus tinh khiết 
một phần và đậm đặc. Dịch đậm đặc này được xử lý với eter hoặc với tác nhân 
phá vỡ khác để cắt v irus thành  các thành  phần của nó nếu muốn có vaccin virion
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hoặc kháng nguyên bê mặt. Phôi gà được dùng sản xuất vaccin sốt vàng da được 
đồng hóa trong nước th àn h  bột nhuyễn chứa virus. Tiếp theo ly tâm  kết tủa  hầu 
hết m ảnh vỡ của phôi và v irus sốt vàng da trong huyền trọc nước.

Nuôi cấy tê bào cho dịch nhiễm chứa ít m ảnh võ và thường được làm trong 
bằng cách lọc. Vì hầu  hê t vaccin làm từ nuôi cấy tế  bào chứa virus sống suy yếu, 
nên khi sản x u ấ t không có giai đoạn bất hoạt. Tuy nhiên  có hai ngoại lệ quan 
trọng: vaccin v irus bại liệt bất hoạt được bất hoạt với form alin loãng hoặc p 3 - 
propiolactone và vaccin dại được bất hoạt với Ị3 3-propiolactone. Điều chê các 
vaccin bất hoạt cũng có giai đoạn làm đậm đặc bằng cách hấp phụ và rửa virus 
trong trường hợp vaccin bại liệt và bằng siêu lọc trong trường hợp vaccin dại. 
Khi hoàn tất, khôi nguyên liệu được bảo quản ỏ nhiệt độ —70"C đến khi trộn thành 
vaccin cuôi.

3.4. P h ô i  t r ộ n

Quá trình  này trộn  các thành  phần khác nhau  của vaccin th àn h  khôi cuối 
cùng. Nó dược thực h iện  trong bình kín, to có khuấy và công để thêm  các thành  
phần và rú t khôi cuôi cùng. Khi trộn vaccin vi khuẩn, các th à n h  phần hoạt tính 
thường cần được pha loãng nhiều và bình được chứa chất pha loãng trước và 
thường có chất bảo quản như thiom ersal. Tiếp theo, đối với khối cuôì cùng một 
thành  phần, huyền trọc vi khuẩn, thành  phần vi khuẩn  hoặc độc tô đậm  đặc 
dược thêm  vào vổi sô lượng để có nồng độ mong muôn trong sản pham  cuối cùng. 
Đối với khôi cuối cùng đa thành  phần, thêm  lần lượt từng th àn h  phần  vào. Khi 
trộn vaccin v irus, cần duy tr ì kháng nguyên đầy đủ và ngăn lây nhiễm . Sau khi 
trộn  đều, khôi cuôi cùng được phân thành  các cỡ thề tích vừa cho đóng gói.

3.5. Đ ó n g  ố n g  v à  là m  k h ô

Vaccin được đóng ống hàn  ở dạng lỏng hoặc đông khô trước khi hàn.
Vaccin vi khuẩn  một thành  phần được liệt kê trong Bảng 13.1, với chú thích 

về nguyên liệu cơ bản của vaccin, các quá trình  nổi bật và kiểm  tra  hoạt lực và 
độ an toàn. Vaccin vi khuẩn  đa th àn h  phần được làm bằng trộn hai hoặc vài 
vaccin một th à n h  phần để có hoạt lực và độ an toàn của từng vaccin một thành  
phần  mà nó chứa. Ví dụ điển hình của vaccin vi khuẩn  tổ  hợp là vaccin hấp phụ 
bạch hầu, uốn ván và ho gà (DTP) dùng chủng ngừa cho trẻ  em.

Vaccin v irus một th àn h  phần được liệt kê trong Bảng 13.2, với chú thích 
tương tự như ở vaccin vi khuẩn. Vaccin virus đa th àn h  phần duy n h ấ t được dùng 
rộng rãi là vaccin sỏi, quai bị và rubella (MMR). Tuy nhiên cả vaccin bại liệ t bất 
hoạt (Salk) và vaccin bại liệt sống (Sabin, uống) đều là hỗn hợp của ba týp huyết 
thanh. Các vaccin cúm cũng là vaccin tồ’ hợp chứa nhiều th àn h  phần  từ  ba chủng 
virus thường th ì là từ  hai chủng cúm A và một chủng cúm B.
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B ả n g  13.1. C á c  v a c c in  v i k h u ẩ n  d ù n g  đẽ  p h ò n g  b ệ n h  n h iễ m  ở người

Vaccin N guyên liệu Q uy tr in h Thử hoạt lực Thử an toàn

Anthrax Môi trường 1. Tách kháng nguyên Định lượng 3 + 3 Loại trừ 6 .
nuôi cấy của B. phòng vệ khỏi môi ở chuột lang thử anthracis
anthracis trường thách vởi B. sống và đặc

2. Hấp phụ anlhracis tố  anthrax

BCG Nuôi cấy của 1. Ly tâm vi khuẩn Đếm sống; cảm Loại trừ
tế  bào BCG khỏi môi trường ứng mẫn cảm với mycobacieria
sống trong môi 2. Tái hòa trong chất tuberculin ở độc; không
trường lỏng ổn định chuột lang có phản ứng
hoặc trên môi 
trường rắn 3. Đông khô da quá mức

Diphtheria Nuôi cấycủa c. 1. Tách và đậm đặc Định lượng 3 + 3 Tiêm chủng
(adsorbed) diphtheriae độc tố ở chuột lang thử chuột lang

trong môi 2. Chuyển độc tố thách tiêm trong loại trừ độc tố
trường lỏng (toxin) thành giải độc 

tố (toxoid)
3 Hấp phụ giải độc tố 
với tá chất

da (intradermal 
challenge)

còn dư

Haemophilus Nuôi cấy của 1. Tách Ước tính hàm
influenzae H. influenzae polysaccharide nang lượng
type b type b 2. Kết hợp với protein polysaccharide

nang
Neisseria Nuôi cấy của 1. Kết tủa với Ước tính hàm
meningitidis N .m eningitid is hexadecyltrimethyam lượng
type A và c serotyp A và c monium

bromide
2. Hòa tan và tinh chế
3. Trộn
4. Đông khô

polysaccharide
nang

Pneumococcal Nuôi cấy 23 1. Kết tủa Ước tinh
polysaccharide serotyp của polysaccharide với polysaccharide

Strep. ethanol bằng phương
pneum oniae 2. Trộn với vaccin đa 

giá
pháp hóa lý

Tetanus Nuôi cấy của 1. Chuyển độc tổ Định lượng 3 + 3 Tiêm ch ’jng
(adsorbed) Cl. tetani trong thành giải độc tố ở chuột nhắt thử chuột lang

mỏi trường lỏng 2. Tách và tinh chẽ' thách tiêm dưới loại trừ độc tố

giải độc tố da với độc tố chưa giải độc

3. Hấp phụ với tá chất
uốn ván tố  còn dư

Nguyên tẽ’ bào Nuôi cấy của 1. Giết bằng nhiệt Cảm ứng kháng
thương hàn Sal. lyph i hoặc phenol thể ỏ tho
(Typhoid trong môi 2. Tách và huyền trọc
whole cell) trường lỏng vi khuẩn trong nước 

muối
Kháng nguyên Nuôi cấy của Chiết kháng nguyên Ước tinh kháng
polysaccharide Sal. lyph i nang nguyên nang
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Vaccin N guyên liệu Q uy tr in h Thử  h o ạ t lực Thử  an toàn

nang Vi của trong mõi
thưong hàn trường lòng
(Typhoid Vi
capsular
Polysaccharide
antigent)
Vaccin thương Nuôi cấy của Đóng nang Ước tinh hàm
hàn sống chủng lượng vi khuẩn
(Typhoid Sal. typhi sõng
live vaccine) Ty21A

Nguyên tế bào Nuôi cấy của 1. Thu hoạch Định lượng 3 + 3 Loại trừ Sal.
ho gà 8 . pertussis 2. G iết bằng formalin ở chuột nhắt thử typh i sống
(Pertussis) trong môi 

trường lỏng 3. Huyền trọc thách tiêm trong 
não vởi Bord.

Ước tinh vi 
khuẩn tới

hoặc trên môi pertussis  sống nồng đô giới
trường rắn hạn 20 X 109 

cho một liều 
trên người; 
Thử tăng 
trọng ở chuột 
loại trừ độc tố 
còn dư

Ho gà Nuôi cấy của 1. Thu hoạch Như vaccin Thử tăng 
trọng ỏ chuột(Pertussis) 8 . perìussis 2. Chiết và trộn các nguyên tố  bào

(không có tẽ’ thành phần của tế  bào ho gà loại trừ độc tô’ 
còn dưbào)

B ảng 13.2. C ác  vacc in  v iru s  d ù n g  đ ể  ph ò n g  bệnh  n h iễm  ở người

Vaccin N guyên liệu Q uy trìn h Thử  h o ạ t lực Thử  an toàn

Viêm gan A Tế bào lưỡng 1. Tách virus khỏi tế Thử nồng độ Tiêm chủng
bội người nhiễm bào kháng nguyên tế bào nuối
với virus viêm 2. Bất hoạt với HCHO bằng ELISA cấy loại trừ sự
gan A

3 Hấp phu vào gel 
A I(0 H ) 3

hiện diiện của 
virus sống

Viêm gan B Tố bào nấm 1. Tách HBsAg khỏi tế Thử độ kháng Kiểm tra sự
men biến đổi bào nấm men nguyên hoặc; thử hiện diện của
gen biểu hiện 2. Hấp phu vào gel HBsAg bằng ADN nấm men
kháng nguyên A I(O H ) 3 ELISA
bề mật

Cúm Dịch túi niệu từ 1. Thu hoạch virus Thử nồng độ Tiêm chủng
(virion tách ra) phôi trứng gà 2. Phá vỡ bằng tác haem agglutin in phôi trứng gà

nhiễm virus nhân hoạt động bề bằng khuếch tán loại trừ virus
cúm A và B mặt

3. Trộn các thành 
phần của các týp 
huyết thanh khác nhau

miễn dịch 
(immunodiffusion)

sống
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Cúm Dịch túi niệu từ 1. Bất hoạt và phá vỡ Thử nồng độ Tiêm chủng
(kháng nguyên phôi trứng gà 2 Tách haemagglutinin phôi trứng gà
bé mặt) nhiễm virus haemagglutinin và bằng khuếch tán loại trừ virus

cúm A và B neuraminidase 
3. Trộn các 
haemagglutinin và 
neuraminidase của 
các týp huyết thanh 
khác nhau

miễn dịch sống

Sởi Tế bào phôi gà 1. Lọc Định lượng độ Kiểm tra loại
nhiễm virus sởi 2. Đông khô gây nhiễm tế trừ sự hiện
giảm độc lực bào nuôi cấy diện của 

virus thừa
Quai bi Tế bào phôi gà 1. Lọc Định lượng độ Kiểm tra loại

nuôi cấy nhiễm 2. Đỏng khỏ gãy nhiễm tế trừ sự hiện
virus quai bị bào nuôi cấy diện của
giảm độc lực virus thừa

Bại liệt Tế bào lưỡng 1. Lọc Cảm ứng các Tiêm chủng
(bất hoạt) bội người nuôi 2 Bất hoạt với kháng thể với tế bào nuôi

(Salk type) cấy nhiễm với 
ba týp huyết

formalin 
3. Đậm đặc

virus bại liệt ỏ gà 
hoặc chuột lang

cấy và dây 
tủy khí để

thanh virus bại loại trừ virus
liệt 4. Trộn virus của từng sống

tỷp huyết thanh
Bại liệt Tế bào nuôi cấy 1. Lọc Định lượng độ Kiểm tra sự
(sống hoặc nhiễm VỚI từng 2. Trộn virus của ba gãy nhiễm của suy yếu bằng
uống) loại của ba tỷp týp huyết thanh trong từng loại của ba tiêm chủng

(Sabin lype) huyết thanh 
virus bại liệt suy 
yếu

môi trướng ổn định týp huyết thanh 
virus

dây tủy khỉ và 
so sánh với tổn 
thương sinh ra 
bởi vaccin đối 
chiếu

Dại Tố bào lưỡng 1. Lọc Định lượng 3 + 3 Tiêm chủng
bội người nuôi 2. Bất hoạt với ỏ chuột tế bào nuôi
cấy nhiễm với betapropiolactone cấy để loại trừ
virus dại virus sống

Rubella Tế bào lưỡng bội 1. Lọc Định lượng độ Kiểm tra loại
(sởi Đức) người nuôi cấy 2. Trộn với chất ổn gây nhiễm tế trừ sự hiện

nhiễm với virus định bào nuôi cấy diện của
rubella suy yếu 3. Đông khô virus thừa

Varicellat Tế bào lưỡng bội 1. Lọc Định lượng độ Kiểm tra loại
(thủy đậu) người nhiễm với 2. Đông khô gây nhiễm tế trừ sự hiện

virus thủy đậu bào nuôi cấy diện của
(varicella) suy yếu virus thừa

Sốt vàng Dịch đồng nhất 1. Ly tàm loại bỏ Định lượng độ Kiểm tra loại
trong nưốc của mảnh vỡ tế bào gãy nhiễm tế trừ sự hiện
phôi gà nhiẻm với 2. Đỏng khô bào nuôi cấy diện của
virus sốt vàng virus thừa
170 suy yếu

Ghi chú: Các vaccin sởi, quai bị và rubella thường dùng dạng vaccin phối hợp sởi/quai bị/rubella (vaccin 
MMR- Measles, mumps and rubella vaccines). ELISA, enzyme-linked immunosorbent assay.
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Kiếm soát chất lượng vaccin nhằm  đề đảm bảo về hiệu quả và độ an toàn của 
mỗi lô sản  phẩm . Việc kiêm soát được thực hiện theo ba cách: (1) kiểm soát trong 
quá trình ; (2) kiêm soát sản phẩm  cuôi và (3) yêu cầu phù hợp cho mỗi nguyên 
liệu sản xuất ban đầu, tru n g  gian, sản  pham cuôi và các phương pháp xử lý. Các 
kêt quả kiểm, tr a  kiểm soát chất lượng luôn được ghi chi tiết.

Kiêm tra  độ an toàn gồm các kiểm tra  tổng quát là: (1) Độ vô trùng, (2) Không 
có dộc tô bất thường, (3) Sự hiện diện của nhôm và calci, (4) Formalin tự  do và 
(5) Nồng độ phenol.

4. TÁ CH Ấ T M IE N  d ị c h

Tá chất (adjuvant) lần đầu tiên được mô tả  bởi Ramon như những chất “giúp 
đỏ" khi thêm  vào làm kháng nguyên tạo đáp ứng miễn dịch m ạnh hơn so vối khi 
chỉ dùng riêng kháng nguyên. Từ đó nhiều loại chất th iên  nhiên và tổng hợp 
dược thử và đã tìm  ra  một sô loại có hoạt tính  tá  chất. Có thê chia tá chất thành  
hai loại chính:

-  Các hệ thông vận chuyển (delivery system)
-  Tá chất kích thích miễn dịch (im m unostim ulatory adjuvant).
Các hệ thông vận chuyển gồm có các tá  chất thường như phèn (alum), các 

Liposom, các vi tiểu phần  (microparticle) và nhũ dịch dầu/nước. Cơ chế hoạt động 
của các tá  chấ t này chưa được biết rõ, nhưng nhiều loại tạo tích tụ  tạ i chỗ tiêm, 
làm kháng nguyên phóng th ích  chậm  và kích thích các tê bào của hệ thống miễn 
dịch thâm  nhập. Ngoài ra, đây là các chất thô và không xác định rõ, có khả năng 
phá hủy mô nghiêm  trọng tạ i chỗ tiêm. Thực tế  là hiệu quả của một số tá  chất 
này tùy thuộc vào mức độ phá hủy mô, các chất gây phá hủy mô nghiêm trọng sẽ 
có hoạt lực tá  chấ t m ạnh hđn.

-  Các tá  ch ấ t vô cơ thông thường n h ấ t là hai muôi nhôm phosphate và nhôm 
hydroxide, được dùng trong các vaccin cho người. Việc dùng các muối nhôm làm 
tá  chất không th u ậ n  lợi lắm  vì tác dụng của chúng là do cảm ứng viêm tạ i chỗ và 
do đó có tác dụng phụ.

-  Các tá  chấ t hữu cơ như hợp chất hữu cơ Squalene cũng được dùng trong 
các vaccin cho người. Tuy nhiên, các tá  chất hữu cơ thường được dùng trong vaccin 
động vật.

-  Các tá  chất là dầu thường được dùng trong vaccin động vật. Tá chất Freund 
là nhũ dịch kháng nguyên trong dầu khoáng, dùng làm  tăng miễn dịch 
(im m unopotentiator). Dạng hoàn chỉnh của tá chất (CFA) này có mycobacteria 
(thường là Mycobacterium tuberculosis -  tác nhân gây bệnh lao) bất hoạt và khô.

3.6. K iể m  s o á t  c h ấ t  lư ợ n g
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Dạng không hoàn chỉnh của tá  chất (IFA) này không có mycobacteria. Tá chất 
Freund bị cấm dùng cho người vì độc

-  Các virosome chứa hemagglutinin gắn màng (membrane-bound hemagglutinin) 
và neuram inidase dẫn xuất từ  virus cúm và làm khuếch đại hoạt tính  kích thích 
dung hợp và do đó làm dễ dàng hấp thu  vào các tê  bào trình  diện kháng nguyên 
(antigen presenting  cells [APC]) và làm cảm ứng quá tr ìn h  kháng nguyên tự 
nhiên. Chuyển tả i kháng nguyên bằng các virosome vào hệ thông miễn dịch như 
thê rấ t an toàn.

Trong nỗ lực tìm  kiếm và phát triển  tá  chất có hoạt tính  phòng vệ miễn dịch 
mà không gây phá hủy mô nghiêm trọng, các tá  chấ t là các thành phần của vi 
sinh vật (Bảng 13.3) và có hoạt tín h  tá  chất tùy thuộc vào khả năng kích thích 
miễn dịch bẩm sinh đã được quan tâm. Thực tê một vài thành  phần dẫn xuất từ 
tác nhân gây bệnh như ngoại độc tô của vi khuan (lipopolysaccharide — LPS), 
thành phần mycobacteria của tá  chất Freund hoàn chỉnh, acid ribonucleic sợi 
đơn (single-stranded ribonucleic acid — ssRNA), và ADN vi khuẩn, gồm có CpG 
ADN tống hợp, có thể  tạo các tín  hiệu “nguy hiểm” nên có hoạt tính  tá  chất.

B ảng 13.3. V í dụ các tá  chất kích th ích  m iễn d ịch bẩm  sinh

Tá chất Bằng chứng hoạ t tinh  tá chấ t ở:

CpG deoxyribonucleic acid Gia súc, cừu, lợn, ngựa, khỉ, người, động

vật phòng thí nghiệm

Các peptid phòng vệ của chủ thể Động vật phòng thí nghiệm

Acid ribonucleic sợi đơn và các im idazoquinoiine Khi, động vặt phòng thí nghiệm

Các polyphosphazene Động vật phòng thí nghiệm, cừu

Tự LƯỢNG GIÁ

1. Câu nào kh ôn g  đúng đôi vối vaccin dưâi đơn vị
A. Chứa một phần nhỏ của tác nhân  gây bệnh
B. Dùng vi sinh vậ t an toàn hoặc tế  bào nuôi cấy 
c. s ủ  dụng vector sông suy yếu
D. T ránh được các độc tô’ m ạnh
E. Loại bỏ được các thành  phần chưa rõ hoặc đáp ứng miễn dịch lấn á t

2. Hệ thông giông đê sản xuất vaccin
A. Nguồn gôc phân lập từ  các nhiễm trùng  ở người và chọn lọc trong phòng 

th í nghiệm thêm.
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B. Bảo quản ở —70°c hoặc đông khô 
c  Đã kiếm tra  độ an  toàn và hiệu quả thử  lâm  sàng 
D. Được chuẩn bị từng lô giông 
K. Tất cả

3. Câu nào kh ôn g  đúng

A. Vaccin “sông” gây kích thích đáp ứng m iễn dịch cao.
B. Vaccin “chết” kém  an toàn hơn vaccin “sông”.
c. Vaccin dưới đơn vị ít gây tác dụng phụ hơn vaccin “sông” và vaccin “chết”.
D. Vaccin độc tô chỉ chứa các chấ t độc đã bấ t hoạt
E. Vaccin ADN dễ sản  xuất, ôn định, vận chuyển, nuôi cấy không nguy hiếm.

4. Tác nhân  thường dùng đê giết chết vi k huẩn  trong  làm  vaccin “chết” gồm
A. Chiếu uv
B. Đun nóng
c. C hất tẩy  u ế  như form alin, phenol
D. B và c
E. T ất cả

5. Câu nào kh ôn g  đúng trong  làm  vaccin thương hàn
A. Từ nuôi cấy Salm onella typhi
B. Giết chết vi k huẩn  bang phenol
c. Kháng nguyên là  độc tố  của vi khuẩn
D. Kháng nguyên là  polysaccharide nang  Vi
E. Là vaccin “sông” hoặc vaccin “chết”

6 . T ính kháng nguyên của polysaccharide n ang  từ  H. influenzae type b được
tăng cường m ạnh khi liên kế t vỏi

A. Protein
B. Độc tố  bạch hầu 
c . Độc tô uôn ván
I). P rotein màng ngoài của N .m eningitidis
E. T ất cả

7. Câu nào không  đúng trong tách kháng nguyên từ  nuôi cấy virus để làm vaccin

A. Lọc
B. Ly tâm  
c. Thu dịch
I). Thu sinh khôi 
K. Bất hoạt

2 9 5

https://nhathuocngocanh.com/



8 . Chất bảo quản có thể dùng trong vaccin bất hoạt
A. 2-phenoxyethanol
B. Thiomersal
c. Các hợp chất thủy ngân hữu cơ
D. Một số tác nhân kháng vi sinh vật
E. Tất cả

9. Tá chất miễn dịch
A. Làm tăng đáp ứng miễn dịch bởi kháng nguyên
B. Làm tăng độ ổn định của vaccin 
c . Làm tăng t ính  an toàn
D. Kéo dài thời gian tác dụng 
K. Tất cả

10. Có thê thử hoạt lực vaccin bằng
A. Dùng thú
B. Đêm sông 
c. ELISA
D. Định lượng độ gây nhiễm tế  bào nuôi cấy
E. Tất cả
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B à i  14

HUYẾT THANH VÀ KHÁNG THỂ

1. L ỊC H  SỬ  H ÌN H  TH ÀN H

Các liệu pháp miễn dịch thụ  động đã bắt đầu hình th àn h  từ  cuôi th ế  kỷ XIX 
khi huyết thanh  động vật được sử dụng để điều tr ị một sô" bệnh nhiễm như viêm 
phôi, uốn ván, bạch hầu và dại. Huyết thanh  người được sử dụng lần đầu tiên 
năm 1907 bởi Cenci đế điểu tr ị sỏi, quai bị và ho gà. Các chiết xuất nhau  tha i đã 
điều chế bằng cách tủ a  vối ammonium sulfate cũng được sử dụng và được xem 
như chế phẩm im m unoglobulin đầu tiên được sử dụng trong liệu pháp cho ngưòi. 
Đến nay nhau  th a i vẫn được dùng làm nguồn cung cấp immunoglobulin.

Các phản ứng dị ứng nghiêm trọng gặp phải khi sử dụng huyết th an h  động 
vật và cốc nguy cơ nhiễm virus viêm gan từ  huyết thanh  người đã giới hạn  liệu 
pháp huyết th a n h  trong các bệnh nhiễm nguy cấp đến tính  mạng. Đến những 
năm 1920 người ta  đã tách các chất miễn dịch ra  từ  huyết th an h  động vật bằng 
cách tủa  bằng alcohol hay acetone. Một trong những chế phẩm  như vậy, dung 
dịch kháng thể  Huntoon, đã được sử dụng đường tiêm trên  400 bệnh nhân  mà 
không gặp phản ứng phản vệ hay bệnh huyết thanh  nào; tuy  nhiên, sốt, tím  tái, 
và khó thở có xảy ra  và dẫn đến tử  vong ở 3 bệnh nhân. Sự phát m inh ra  kháng 
sinh vào thập niên 1930 đã làm giảm nhu cầu sử dụng liệu pháp huyết thanh. 
Tuy nhiên, nó vẫn tiếp tục được nghiên cứu, và ngày nay nó đóng vai trò n h ấ t 
định trong việc điều tr ị do sự bất lực của nhiều tác nhân  hóa liệu pháp và sự đề 
kháng của kháng  sinh.

Hiện nay nhiều  sản  phẩm  sinh học được dùng trong miễn dịch liệu pháp, 
trong đó quan trọng n h ấ t là các gam ma globulin tinh  khiết đê tiêm  bắp (globulin 
huyết thanh  m iễn dịch chuẩn -  S tandard  im m une serum  globulin, ISG) và 
globulin để tiêm  tĩnh  mạch (immunoglobulin tiêm  tĩnh  mạch chuẩn -  S tandard  
intravenous immunoglobulin, IVIG). Các globulin miễn dịch m ạnh với hàm  lượng
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kháng thê cao chông lại một sô tác nhân gây bệnh đặc thù  cũng được sử dụnỊ. 
Các chế phẩm khác như kháng độc tố, huyết tương, và các sản phẩm từ  míu 
khác cũng được sử dụng.

2. CÁC CHẾ PHẨM GAMMA GLOBULIN

2.1. G lo b u lin  h u y ế t  th a n h  m ie n  d ịch  c h u a n

Gamma globulin hay immunoglobulin (viết tắ t  là  Ig) được tách ra  lần đểu 
tiên bằng kỹ th u ậ t điện di năm  1936 và sau đó nhiều nh à  nghiên cứu đã nỗ lưc 
trong việc tách các gamma globulin từ  huyết thanh  với quy mô lớn. Các protein 
huyết thanh  được phân đoạn bằng cách tủa  vối ethanol dưới các điều kiện pH, 
nhiệt độ, nồng độ protein, và lực ion được kiểm soát ch ặ t chẽ. Quá trình  này làm 
giàu và ổn định gam ma globulin trong huyết tương với hàm  lượng kháng thể 
khá đồng đều trong khi bất hoạt hầu hết virus. Các chế pham này được sử dụng 
để điểu trị bệnh nhiễm trong chiến tranh  thê giới thứ II. Các chế phẩm 
immunoglobulin từ  huyết thanh  người được sử dụng lần  đầu tiên vào năm 1952 
để điểu trị trong bệnh thiếu hụ t miễn dịch. Bên cạnh đó, immunoglobulin cũng 
được chứng minh là chứa lượng kháng thê đủ cao đê ngăn chặn hay làm chậm 
bệnh sởi, viêm do nhiễm, và bại liệt.

Tủa lạnh Dịch nổi

Tủa (phân đoạn I) Dịch nồi

Tùa (phân đoạn II và III) Dịch nổi

Tùa (phân đoạn II và III) Dịch nổi

Tủa (phân đoạn III) Dịch nổi

Tủa (phân đoạn II) Dịch nổi

Các bước hoàn thiện

Immunoglobulin Albumin huyết thanh
Hình 14.1. Điểu chè' immunoglobulin theo quy trình của Cohn-Oncley

Cohn phân đoạn huyết tương bằng các quy trinh làm lạnh -  alcohol để thu tủa phân đoạn II. 
Sau đó áp dụng quy trình của Oncley trên phân đoạn II cùa Cohn để thu immunoglobulin.
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Immunoglobulin tồn tạ i trong huyết thanh  ỏ nồng độ 6 0 0 — 1200 mg/100 ml 
ở người lớn, chúng chiếm khoảng 11 — 14 % tổng protein huyết thanh  và 80 % 
kháng thể của huyết thanh . Nó được chia làm năm  loại chính: A, D, E, G, và 
M. Immunoglobulin G (IgG) có thời gian bán hủy trong hệ tuần  hoàn bình 
thường khoảng 25 ngày (35 — 40 ngày ở bệnh nhân  bị bệnh thiếu gamma 
globulin máu) và được tổng hợp ở người lớn vổi tô*c độc 35 mg/kg thể trọng. Mức 
tống hợp của nó được điều hòa bởi hàm  lượng trong huyết thanh. 
Immunoglobulin M (IgM) và IgA có nồng độ huyết th an h  thấp  hơn và thòi gian 
bán hủy ngắn hơn IgG. P hân tử  lượng của IgG khoảng 145.000 trong đó 2,5% là 
do các carbohydrate liên kết vói dây nặng.

Ig G  có thê được chia th à n h  bôn loại phụ (Bảng 14.1). Trong đó nhiều nhất là 
IgG 1 (60 — 70 % tống IgG) và IgG 2 (20 -  30 % tổng IgG).

B ảng 14.1. C àc IgG

Đặc tính igG 1 igG 2 IgG 3 igG 4

Tỷ lệ trong tổng hợp IgG (người lớn) (%) 6 0 - 7 0 2 0 - 3 0 5 - 1 0 <5

Phân tử lượng (dalton) 146.000 146.000 170.000 146 000

Sô cầu disulfid 2 4 1 1 2

Số acid amin trong vùng bản lề 15 1 2 62 1 2

Thòi gian bán hủy (ngày) 

Gắn thụ thể Fc

21 - 2 3 2 0 - 2 3 7 - 8 21 - 2 3

Tế bào đơn nhân ++ + ++

Bạch cầu trung tinh ++ ++ +

Điều c h ế  globulin  huyết  th an h  m iễn dịch
Globulin huyết th a n h  miễn dịch chuẩn (ISG) được điều chế từ  huyết tương 

được dồn lại từ m áu của nhiều  người (>1000 ngưòi) cho máu. Việc dồn lại nhằm 
giảm thiểu sự khác biệt về mức kháng thể giữa các cá thể đối với cốc kháng 
nguyên đặc hiệu và đảm bảo tín h  đặc hiệu rộng của kháng thế.

ISG thường được điều chế dưới dạng dung dịch tiêm 16,5 % (165 mg /ml) và 
tương đương 20 — 25 lần nồng độ IgG huyết tương. Nhò đó có thể sử dụng một liều 
tiêm nhỏ để đạt được hiệu quả mong muốn. Do độ nhớt cao của chê phẩm, nó chỉ 
có thế dùng tiêm bắp hay dưới da, thường với một kim tiêm lốn (16 -  18 ga). Ước 
tính 1 g của ISG chứa 4 x l0 18 phân tử kháng thê với trên  107 loại đặc hiệu khác 
nhau. Sản phẩm, dù tương đôi ổn định ở 4°c, có thê vẫn bị phân hủy, có lẽ do 
nhiễm plasmin. ISG cũng có thê chứa các chất quy định nhóm máu, IgA, và IgG 
nhị trùng. Sự hiện diện của IgA có the gây sốc phản vệ ở các bệnh nhân thiếu IgA.
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2.2. I m m u n o g lo b u l in  d ù n g  t iê m  t ĩn h  m ạ ch  (1VIG)

Ban đẩu, các chê phẩm immunoglobulin được sử dụng đường tiêm bắp. Tuy 
nhiên tiêm tĩnh mạch gamma globulin dễ chịu hơn tiêm bắp hay tiêm duâi da 
làm bệnh nhân dễ tuân  thủ, và đồng thời cũng cung cấp lượng kháng thể lcìn 
hơn. Điều này đặc biệt quan trọng ở các bệnh nhân có hệ cơ nhỏ (trẻ en-.) hay 
hoặc thiếu diện tích da (phỏng), những người có nguy cơ xuất huyết không kiểm 
soát được (bệnh W iskott-Aldrich hay các tạng dễ chảy m áu khác), hay những 
người cần sử dụng liều lớn lặp lại nhiều lần (suy giảm miễn dịch) hoặc cần đáp 
ứng liều nhanh (bệnh nhân ngộ độc). Hơn nữa, việc tiêm tĩnh  mạch tránh  được 
sự thoái hóa cục bộ của kháng thê trong ISG tại điểm tiêm. Tuy nhiên, việc tiêm 
tĩnh mạch có thế gây nhiều phản ứng phòng vệ hay miễn dịch nguy hiểm.

Đê tránh  các phản ứng có hại, các phương pháp mâi được sử dụng để loại bỏ 
các kết tập của immunoglobulin có phân tử lượng cao. Mặc dù chúng có thế được 
loại bằng cách lv tâm , nhưng sự kết tập mới có the xảy ra trong quá trình  bảo 
quản và mặt khác ly tâm  không thực hiện được trên  quy mô lớn. Các phưdmg 
pháp mới được phát triển  đế khắc phục các nhược điểm này như điều chỉnh về 
pH 4 vối sự hiện diện của một ít pepsin, sử dụng poly(ethylene glycol), tiảa 
ethanol, siêu lọc, và sắc ký trao đôi ion. Các chế phâm IVIG tinh chê từ  huyết 
thanh  người dồn lại, được tiệt trùng bằng phương pháp pasteur, chúng có hiơn 
95% IgG không thay đổi vỏi đoạn Fc còn chức năng nguyên vẹn và chỉ có miột 
lượng nhỏ IgA hoặc IgM.

Các chế phẩm IVIG thường được ổn định bằng các đưòng đơn hay đôi nlhư 
maltose hay glucose. Các chất này làm giám đáng kê tác dụng phụ khi tiêìm 
truyền IVIG, có lẽ do giảm kết tủa hay kết tập. Maltose có thể gây lợi tiểu nhiẹ. 
Các chế phẩm IVIG có chứa 5% -  10% gamma globulin cho thấy có hiệu quả.

2.3. G lo b u lin  m iễ n  d ịch  m ạ n h  và  k h á n g  đ ộ c  tô

Globulin miễn dịch mạnh là các chế phẩm ISG có nồng độ của một kháng tihể 
đặc thù cao. Chúng được điều chế từ huyết tương của bệnh nhân  vừa khỏi bệmh 
hoặc người có đáp ứng cao với việc tiêm chủng hay sự nhiễm tự  nhiên. Khámg 
độc tô' được sử dụng trong trường hợp bị ngộ độc với độc tố  bạch hầu hoỉặc 
botulinus được điều chế từ  huyết thanh  ngựa hay nọc rắn.

2.4. Các đ iề u  k iệ n  sả n  x u ấ t

WHO đòi hỏi sản phẩm immunoglobulin phải thỏa mãn:
1 . Được diều chế từ máu của ít nhất 1 0 0 0  người cho;
2. Không chứa kinin, plasmin, và hoạt tính prekallikrein;
3. Có hám lượng IgA thấp;

https://nhathuocngocanh.com/



4. Ít có sự hiện diện của các kết tập immunoglobulin;
5. Chứa ít n h ấ t 90% IgG nguyên vẹn, không bị phân đoạn;
6 . It bị biến đổi đê giữ các hoạt tính  như opsonin, bô túc thế ,... ;
7. Chứa tấ t cả các loại phụ của IgG;
8 . Có lượng kháng thê cao đói với ít nhất hai loài vi khuẩn  hay độc tô và hai

virus (dược xác nhận bằng thử nghiệm trung hòa);
9. Chứa ít n h ấ t 0,1 IU kháng thể viêm gan B và có hiệu giá 1:1000 đôi với 

viêm gan A.
Hơn nữa, nhà sản xuất phải chỉ rõ chất pha loãng và bất kỳ các biến đổi hóa 

học nào được dùng, sả n  phẩm  được xếp vào loại immunoglobulin miễn dịch cao 
chí khi mức kháng thê cao hơn ít nhất năm lần so với chê phẩm  ISG chuẩn.

Các yêu cầu về an toàn gồm thời gian bán hủy của IgG và khả năng truyền 
virus (đặc biệt HIV, viêm gan B và viêm gan không A, không B).

3. D ự  P H Ò N G  BẰNG G LO B U LIN  HUYẾT t h a n h  m i e n  d ị c h

Gây nồng độ thụ  động bàng ISG được khuyên cáo đề dự phòng ngắn hạn các 
bệnh không có vaccin hay khi miễn dịch chủ động không thực hiện được trước 
khi tiếp xúc với bệnh; nó nên được dùng trước khi tiếp xúc hay trong giai đoạn ủ 
bệnh. Trong các trường hợp này miễn dịch chủ động vẫn nên được áp dụng vì 
kháng thể được thành  lập bởi vaccin sẽ cho sự bảo vệ dài hơn. ISG cũng được sử 
dụng như liệu pháp thay thê kháng thể ở các bệnh nhân  th iếu  immunoglobulin 
huyết th an h  (ví dụ bệnh thiếu gamma globulin máu).

Các bệnh được dự phòng ngắn hạn hiệu quả bởi ISG bao gồm:
V iêm  gan . ISG có thể ngăn chặn hay làm thay đổi diễn biến viêm gan A. 

Liều ISG để điều trị viêm gan A là 0,02 mL/kg thể trọng. Cho kháng thê miễn 
dịch cao cũng có trên  th ị trường. Trong trường hợp viêm gan B, ISG không được 
khuyên cáo mà thay  vào đó nên dùng globulin miễn dịch cao. Mặc dù ISG có thê 
làm giảm tần  su ấ t viêm gan sau khi truyền máu nhiễm, việc sử dụng để dự 
phòng viêm gan không A, không B không được chỉ định ưu tiên.

Sởi. Việc sử dụng huyết thanh  ngưòi mới khỏi bệnh đê làm thay đổi diễn
biến bệnh sởi đã được ghi nhân từ  năm  1907. ISG cũng được chứng m inh có thể
ngăn chặn hay làm suy yếu bệnh sỏi. Tuy nhiên, chương trình  tiêm chủng sởi từ 
năm  1963 đã làm  giảm đáng kể khả năng mắc bệnh. Do đó ISG hiện nay chỉ 
được dùng cho trẻ sơ sinh dưới 1 năm tuối hay người suy giảm miễn dịch trong vòng 
6 tháng tiếp xúc vỏi bệnh sởi đang tiến triển.

Bại liệ t. Nêu dùng sớm, ISG có thê làm thay đối các biến chứng liệt của bệnh 
bại liệt. Liều dùng ở người chưa tiếp xúc là 0,15 ml/kg thê trọng.
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Dự phòng nhiễm trùng ở các bệnh nhân bị giảm gamma globulin máu. ISG 
tiêm bắp liều 100 mg/kg mỗi 3 - 4  tuần được khuyến cáo. Liều này duy trì mức 
tuần hoàn của IgG trên  200 mg/ml và và đủ đê bảo vệ chông lại nhiều bệnh 
nhiễm.

R ubella . ISG chuẩn không đáng tin cậy trong việc thay đổi diễn biến bệnh 
rubella. Kháng thể nồng độ cao nên được sử dụng. Tuy nhiên, ISG được khuyến 
cáo ở phụ nữ tiếp xúc với bệnh trong giai đoạn đầu mang thai.

4. D ự  PHÒ N G  BẰNG G LO B U LIN  M IẺN DỊCH CAO

Một sô’ globulin miễn dịch cao đã có m ặt trên thị trường.
B ạch h ầu . Kháng độc tô’ bạch hầu được thu từ  máu ngựa được chủng ngừa 

với độc tô bạch hầu. c ầ n  thử nghiệm tính mẫn cảm với huyết thanh  ngựa trước 
khi sử dụng. Đe dự phòng, 1000 -  5000 IU kháng độc tô’ được tiêm cho người có 
thử nghiệm Schick (đê kiếm tra  sự nhạy cảm với bạch hầu) dương tính tiếp xúc 
với bạch hầu. Liều cao hơn (20 000 — 80 000 IU) được dùng đề điều trị.

Viêm gan. sản  pham globulin miễn dịch cao cho viêm gan A đã có trên  thị 
trường. Trường hợp viêm gan B, globuỉin miễn dịch cao được dùng sau khi có 
tiếp xúc trên niêm mạc hay dưới da (bao gồm cả tiếp xúc sinh dục) ỏ các cá thể 
có kháng nguyên dương tính. Điều này cũng được khuyến cáo đói với trẻ sơ sinh 
của bà mẹ có kháng nguyên dương tính.

Q uai bị. ISG không có hiệu quả trong bệnh này nhưng globulin miễn dịch 
cao có tác dụng.

Ho gà. Globulin miễn dịch cao làm thay đổi bệnh. Ví dụ, tiêm 2,5 ml gamma 
globulin miễn dịch cao kháng ho gà với liều nhắc lại sau 5 - 7  ngày làm giảm 
75 % tình  trạng  bệnh ỏ người có tiếp xúc chưa được miễn dịch. Tuy nhiên, kháng 
sinh có thể được sử dụng tốt hơn trong trường hợp này.

Dại. Globulin miễn dịch cao được khuyên cáo cùng với việc chủng ngừa sau khi 
tiếp xúc với virus dại, vì cho hiệu quả tốt hơn chỉ dùng chủng ngừa bằng vaccin.

G lobu lin  m iễn  d ịch  Rho(D). Được khuyến cáo cho các bà mẹ có rhesus âm 
tính đang sinh con rhesus dương.

Uốn ván. Mức khuyến cáo hiện nay là 250 IU tiêm bắp đôi vối người không 
rõ đã chủng ngừa hay chưa và người có vết thương nặng. Đe điều tr ị tình trạng 
uôn ván lâm sàng, liều khuyên cáo là 3000 — 6000 đơn vị.

Đ ậu  m ùa. Globulin miễn dịch cao được dùng để dự phòng đậu mùa và điều 
trị các biến chứng da khi chủng ngừa.

T hủy đậu . Chê pham miễn dịch cao vói thủy đậu được chỉ định cho ngưòi 
tiếp xúc với bệnh cấp và thuộc nhóm nguy cơ cao (sơ sinh hay bệnh nhân suv 
giảm miễn dịch), và phụ nữ mang thai.
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5. M IỄN  D ỊC H  L IỆ U  P H Á P  VỚI KHÁNG T H Ê  ĐƠN D Ò NG

Khi tiếp xúc với kháng nguyên, hệ miễn dịch sẽ tạo ra  một hỗn hợp kháng 
thồ, kháng thê đa dòng, có thế gắn và trung  hòa kháng nguyên đó. Mỗi kháng 
thế gắn với một epitope khác nhau  trên  tác nhân  gây miễn dịch (kháng nguyên) 
và được sản  x u ấ t bởi một dòng lympho bào B riêng, kháng thê đơn dòng. Dòng tê 
bào R này không phân chia được nữa. Trong công nghệ người ta  tách lấy dòng tê 
bào sản xuất kháng  thể chông lại epitope mong muôn và dung hợp nó với tê  bào 
ung thư bất tử  đê tạo tê bào lai sản xuất kháng thê đơn dòng tương ứng.

Liệu pháp m iễn dịch với huyết thanh  như trìn h  bày ở trên  tuy có nhiều 
thành công nhưng do nó là một hỗn hợp của rấ t  nhiều  kháng thê nên tính  đặc 
hiệu đôi với một bệnh cụ thê kém, trong khi đó khả năng gây tác dụng phụ lại 
cao. Một khốc việc sản xuất huyết thanh  trị liệu phụ thuộc vào nguồn máu có 
giới hạn của người cho máu. Việc sử dụng kháng  thê đơn dòng để trị liệu có thể 
khắc phục được các nhược điếm này.

Một sô kháng thê đơn dòng của người (hum an Monoclonal antibody -  huMab) 
đang được phát triển  đê điều trị các bệnh kháng  nguyên như :

1. Kháng nguyên hồng cầu: Rh (chứng tiêu  huyết ở trẻ  sơ sinh)
2. Kháng nguyên bạch cầu: globulin kháng lympho bào /tê  bào tuyến ức
3. Các kháng nguyên virus: viêm gan A và B, dại, CMV, HSV,...
4. Các kháng nguyên vi khuẩn: uốn ván, nội độc tô", phế cầu,...
5. Đào thả i thuốc từ  m áu (quá liều)
6 . Kháng nọc rắn
7. Ngừa tha i (ví dụ kháng p-hum an chorionic gonadotropin)

6 . M IẾN  D ỊC H  L IỆ U  P H Á P  T R O N G  Đ lỂ U  T R Ị U N G  T H Ư

Sử dụng miễn dịch liệu pháp trong điều tr ị ung thư  là sử dụng hệ thống 
miễn dịch đe loại bỏ ung thư. Điều chủ yếu đầu tiên  là kích thích hệ thông miễn 
dịch của người bệnh để tấn  công tê bào u ác tính . Đe có được tác dụng chông ung 
thư, hoặc là thông qua hệ thông miễn dịch của người bệnh nhìn nhận  tê  bào u ác 
tính như đích đê phá hủy, hoặc vói cách sử dụng kháng thể như một dược phẩm. 
Trong cả hai trường hợp, hệ thông miễn dịch được hồi phục sẽ phá hủy các tê  bào 
ung thư.

Nhiều loại tê  bào ung thư  có các antigen không bình thường. Ví dụ GD2 là 
một antigen có bản chất là glycosphingolipid, thường xuất hiện trên  phần lớn 
các tê bào ung thư  trong ung thư phổi, buồng trứng, bướu ở mó mềm ... GD2 
trong các trường hợp này sẽ dễ dàng trở th àn h  đích tác động của liệu pháp miễn 
dịch. M ặt khác, một sô tê  bào ung thư  có các th ụ  thê ở m ặt ngoài mà các tê bào

303

https://nhathuocngocanh.com/



bình thường không có. Chính các thụ  thê này chịu trách nhiệm  hoạt hóa con 
đường truyền tín  hiệu dẫn đến sự phân chia tế  bào không được kiểm soát. Các tê 
bào mang thụ thế này cũng sẽ là đích tác động trong việc sử dụng liệu pháp 
miễn dịch.

Bảng 14.2. M ột sô chê phẩm  s ử  dụng trong liệu pháp m iễn d ịch kháng ung thư

K h á n g  thê’ T ê n  c h ẽ  p h ẩ m
N ăm  

sử  d ụ n g
Đ íc h  tá c  đ ộ n g C h ỉ đ ịn h  đ iể u  trị

Alemtuzumab Campath 2001 C D 5 2 Bệnh bạch cấu 

cấp tính

Bevacizumab Avastin 20 0 4 Yếu tó tăng 

trưởng máng 

trong của mạch 

máu

Ung thư tế bào 

sắc tố

Cetuximab Erbitux 2 0 0 4 Thụ thể của yếu 

tố tăng trưởng 

biểu bi

Ung thư tế bào 

sắc tố

Ibritumomab tiuxetan Zevalin 200 2 C D 2 0 Bệnh bạch cầu

Panitumumab Vectibix 20 0 6 Thụ thể của yếu 

tô’ tăng trưởng 

biểu bi

Ung thư tế bào 

sắc tô'

Rituximab Rituxan,

Mabthera

1997 CD2Ũ Bệnh bạch cầu

Trastuzumab Herceptin 1998 ErB2 Ung thư vú

Tự LƯỢNG GIÁ

1. Phân biệt các sản phẩm  globulin miễn dịch.
2. Ke tên các bệnh có thế điều trị bằng kháng thể đơn dòng.
3. Vì sao yêu cầu globulin miễn dịch phải được điều chế từ máu của ít nhất 1000 người?
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