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TÓM TẮT 

Erythropoietin (EPO) là nhân tố tăng trưởng máu, chịu trách nhiệm chính cho việc kích thích, 
điều hòa sự sản xuất hồng cầu ở động vật hữu nhũ. EPO được sử dụng trong điều trị bệnh thiếu máu 
liên quan đến suy thận mãn tính. EPO tái tổ hợp trên thị trường rất khan hiếm và có giá thành cao. 
Quá trình chuyển gene epo vào tế bào CHO - K1 bằng ExGen 500 được thực hiện nhằm tạo dòng tế 
bào có khả năng sản xuất Erythropoietin. Sau khi xác định sự biểu hiện protein tạm thời thành công, 
tế bào được nuôi cấy chọn lọc trong môi trường có Zeocin (100 µg/ml). Bằng phương pháp PCR, tế 
bào sau chọn lọc được xác định có sự biểu hiện gen epo. Năng suất sản xuất EPO trung bình của 
những tế bào này được định lượng qua phương pháp ELISA sandwich là 2,055 ± 0,015 pg/tế 
bào/ngày.  

Từ khóa: Chuyển gene, EPO, protein tái tổ hợp, tế bào CHO-K1.  

SUMMARY 

Erythropoietin (EPO) is a haemopoietic growth factor. It is primarily responsible for stimulating 
and regulating erythropoiesis in mammals. EPO was first used therapeutically for the treatment of 
anaemia associated with chronic kidney failure. Recombinant EPO is not readily available in the 
market and temporarily, its price is relatively high. Therefore, we transfected and detected CHO - K1 
cells expressing epo gene by transfecting pEPO into the cells via ExGen 500. After being detected 
transient protein expression, those cells were cultured on the selective medium with  100 microgram 
zeocin per milliliter in two weeks in order that cells containing entire vector integrated into 
chromosomal DNA could survive. Finally, we analyzed screened cells which integrated epo gene into 
host cell genome by PCR method and EPO production of stable transfected cells was quantified by 
sandwich ELISA (2.055 ± 0.015 picogram per cell per day). The transfected cells could be used to 
clone single cell lines that have high and stable EPO production. 

Key words: CHO-K1 cell, EPO, gene transfection, recombinant protein.    
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1. §ÆT VÊN §Ò 
C«ng nghÖ sinh häc d−îc, ngμnh c«ng 

nghÖ sinh häc chuyªn s¶n xuÊt c¸c ph©n tö 
sinh häc chñ yÕu b»ng con ®−êng t¸i tæ hîp 
ngμy cμng ph¸t triÓn trong viÖc s¶n xuÊt c¸c 
protein trÞ liÖu trªn ng−êi. Ngμnh c«ng 
nghiÖp nμy mang l¹i lîi nhuËn khæng lå cho 
c¸c nhμ s¶n xuÊt, vÝ dô nh− c«ng ty 
Genentech’s (Vacaville, CA, Mü), chØ víi mét 
mÆt hμng duy nhÊt lμ thuèc ch÷a bÖnh thiÕu 
m¸u do suy thËn EPOGEN (hay AMGEN), 
b¶n chÊt lμ erythropoietin t¸i tæ hîp s¶n 
xuÊt tõ tÕ bμo CHO ®· thu lîi trung b×nh 
hμng n¨m lμ 6,5 tØ USD. Tuy nhiªn, trong 
vμi n¨m trë l¹i ®©y, kh¶ n¨ng cung cÊp c¸c 
mÆt hμng cña ngμnh c«ng nghÖ sinh häc 
d−îc vÉn ch−a theo kÞp nhu cÇu ngμy cμng 
t¨ng cña thÞ tr−êng.     

Erythropoietin (EPO) lμ mét nh©n tè 
t¨ng tr−ëng m¸u, chÞu tr¸ch nhiÖm c¬ b¶n 
cho viÖc kÝch thÝch vμ ®iÒu hßa sù s¶n xuÊt 
hång cÇu ë ®éng vËt h÷u nhò. EPO kÝch thÝch 
sù s¶n xuÊt hång cÇu b»ng c¸ch gia t¨ng sè 
l−îng tÕ bμo cã kh¶ n¨ng biÖt hãa thμnh hång 
cÇu, ®Èy m¹nh tØ lÖ biÖt hãa cña nh÷ng tÕ bμo 
®ã, gia t¨ng tØ lÖ tæng hîp haemoglobin trong 
c¸c tÕ bμo ®ang ph¸t triÓn. EPO ®−îc sö dông 
trÞ liÖu ®Çu tiªn vμo n¨m 1989 ®Ó ®iÒu trÞ 
bÖnh thiÕu m¸u liªn quan tíi suy thËn m·n 
tÝnh (Gary Walsh, 2003).  

ë ViÖt Nam, viÖc chuyÓn gene epo ch−a 
®−îc thùc hiÖn réng r·i, c¸c nghiªn cøu vÒ tÕ 
bμo ®éng vËt chuyÓn gene æn ®Þnh còng nh− 
viÖc s¶n xuÊt protein t¸i tæ hîp b»ng tÕ bμo 
®éng vËt còng ch−a ®−îc tiÕn hμnh nhiÒu. 
Do vËy, nhãm nghiªn cøu vÒ chuyÓn gen vμ 
protein t¸i tæ hîp ®· tiÕn hμnh h−íng nghiªn 
cøu nu«i cÊy dßng tÕ bμo CHO-K1 ®Ó chuyÓn 
gene, sau ®ã chän läc quÇn thÓ tÕ bμo CHO-
K1 s¶n xuÊt EPO æn ®Þnh. TÕ bμo CHO-K1 
®−îc chän lμm tÕ bμo chñ v× chóng mang bé 
m¸y dÞch m· vμ biÕn ®æi sau dÞch m· gÇn 
nh− ë c¬ thÓ ng−êi, cã sù ph¸t triÓn nhanh 
chãng, kh¶ n¨ng s¶n xuÊt protein cao, cã 
tÝnh an toμn cao do dßng tÕ bμo nμy kh«ng 
nhiÔm c¸c virus ®éc h¹i trong qu¸ tr×nh 
chuyÓn gen, sù biÓu hiÖn gene æn ®Þnh l©u 

dμi cïng víi gi¸ thμnh nu«i cÊy thÊp 
(Florian vμ Martin Jordan, 2003; Jayapal vμ 
cs., 2007; Kao vμ Puck, 1968; Lubiniecki vμ 
cs., 1990). 

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

- TÕ bμo CHO-K1 (ATCC CCL 61). 
- Hãa chÊt dïng cho chuyÓn gene ExGen 

500, PCR, ®iÖn di, ELISA… cña c¸c h·ng 
Sigma, Merck, Fermentas, Invitrogen… ®−îc 
pha tïy theo môc ®Ých sö dông vμ theo 
h−íng dÉn cña nhμ s¶n xuÊt. 

2.2. Ph−¬ng ph¸p 
2.2.1. Ph−¬ng ph¸p chuyÓn gene EPO vμo 
           tÕ bμo CHO-K1 b»ng ExGen 500 

TÕ bμo ®−îc nu«i cÊy trong ®Üa 24 giÕng 
(Corning, Hoa Kú) víi mËt ®é 105  tÕ bμo/ml 

sau 24 giê ®−îc sö dông lμm nguån vËt liÖu 
cho qu¸ tr×nh chuyÓn gen. Pha lo·ng 1 μg 
DNA vμo 100 μl NaCl 150 mM, vortex 5 
gi©y. Sau ®ã thªm 3,3 μl ExGen 500, vortex 
dung dÞch ngay lËp tøc trong 10 gi©y, ñ 10 
phót ë nhiÖt ®é phßng. Sau thêi gian ñ, ®æ bá 
dÞch nu«i cÊy tÕ bμo trong ®Üa, röa víi dÞch 
®Öm PBS. 300 μl m«i tr−êng HAM’F12 míi 
10% FBS kh«ng kh¸ng sinh ®−îc bæ sung 
vμo. Phøc hîp ExGen 500/DNA ®−îc thªm 
nhá giät vμo giÕng. §Üa ®−îc ñ ë 37oC, 5% 
CO2. Sau 2 - 3 giê bæ sung 600 μl HAM’F12 
10% FBS kh«ng kh¸ng sinh. 

2.2.2. Ph−¬ng ph¸p ®¸nh gi¸ sù biÓu hiÖn 
           cña tÕ bμo ®−îc chuyÓn gene 

• Ph−¬ng ph¸p ELISA sandwich  
PhiÕn ®−îc ñ b»ng kh¸ng thÓ ®a dßng 

kh¸ng EPO (polyclonal anti EPO) (Abcam) 
0,1 μg/ml (pha trong PBS) qua ®ªm ë nhiÖt 
®é phßng. Sau ®ã c¸c giÕng ®−îc röa 5 lÇn 
b»ng dung dÞch röa. TiÕp tôc khãa phiÕn 1 giê 
ë nhiÖt ®é phßng b»ng dung dÞch khãa phiÕn 
(1% BSA trong PBS) råi röa phiÕn 5 lÇn 
b»ng dung dÞch röa. Sau khi röa phiÕn, 
kh¸ng nguyªn (EPO) ®−îc thªm vμo nh− 
sau: MÉu chuÈn pha lo·ng bËc 2 tõ 5 μg/ml, 
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mÉu cÇn ®Þnh l−îng kh«ng pha lo·ng råi ñ 1 
giê ë nhiÖt ®é phßng. TiÕp ®Õn ñ kh¸ng thÓ 
®¬n dßng kh¸ng EPO (0,1 μg/ml) trong 1 giê  
ë nhiÖt  ®é phßng sau khi ®· röa phiÕn 5 lÇn 
b»ng dung dÞch röa. Sau khi ñ, tiÕn hμnh 
röa phiÕn 5 lÇn b»ng dung dÞch röa vμ ñ 
kh¸ng thÓ thø cÊp (kh¸ng thÓ kh¸ng IgG 
chuét g¾n men PO) 0,1 μg/ml) trong 1 giê ë 
nhiÖt ®é phßng. TiÕp tôc röa phiÕn 7 lÇn 
b»ng dung dÞch röa. Cuèi cïng, thªm c¬ chÊt 
TMB vμ ngõng ph¶n øng b»ng H2SO4 2M.  
KÕt qu¶ ®−îc ®äc b»ng m¸y ®äc ELISA ë 
b−íc sãng 450 nm. 

• Ph−¬ng ph¸p PCR  
Ph−¬ng ph¸p PCR dïng ®Ó khuÕch ®¹i 

chuyªn biÖt ®o¹n gene môc tiªu. V× vËy nã 
®−îc sö dông nh»m x¸c ®Þnh xem cã sù chÌn 
gene epo vμo trong bé gene cña tÕ bμo ®−îc 
chuyÓn hay ch−a. S¶n phÈm PCR sau ®ã 
®−îc ph¸t hiÖn nhê ®iÖn di, nÕu cã tÝn hiÖu 
nghÜa lμ tÕ bμo chuyÓn gene ®· mang gene 

epo trong bé gene cña nã. DNA nhiÔm s¾c 
thÓ (NST) ®−îc t¸ch tõ nh÷ng tÕ bμo chuyÓn 
gene sö dông bé KIT WizardTM Geneomic 
DNA Purification Kit (Promega).  

Ph¶n øng PCR ®−îc thiÕt kÕ nh− sau: 

  Mater mix 20X  12,5  μl 

 DNA   2       μl 
 Måi EPO  1,5    μl 
 H2O ®ñ   25     μl 
Bæ sung c¸c thμnh phÇn cña ph¶n øng 

PCR trong c¸c lo¹i eppendorf sau: eppendorf 
chøa DNA bé gene cña tÕ bμo chuyÓn gene 
sèng sãt sau 2 tuÇn chän läc, eppendorf chøa 
DNA bé gene cña tÕ bμo kh«ng chuyÓn gene, 
eppendorf chøa DNA vector (®èi chøng 
d−¬ng) vμ eppendorf kh«ng chøa DNA 
khu«n (®èi chøng ©m) cho ®ñ 25 μl vμ thùc 
hiÖn ph¶n øng trong m¸y PCR (BioHit, Hoa 
Kú) nh− sau:  

 

Giai ®o¹n t¸ch m¹ch ban ®Çu 940C 3’  
Giai ®o¹n t¸ch m¹ch 940C 45’’ 
Giai ®o¹n g¾n måi 520C 45’’ 
Giai ®o¹n tæng hîp 720C 60’’ 

40 
chu 
kú 

 

Giai ®o¹n tæng hîp cuèi cïng 720C 10’  
    

3. KÕT QU¶ Vμ TH¶O LUËN 
3.1. BiÓu hiÖn gene epo t¹m thêi 

Do EPO ®−îc t¹o ra b»ng sö dông 
vector pEPO trong nghiªn cøu nμy lμ 
protein tiÕt nªn ®Ó ®¸nh gi¸ sù biÓu hiÖn 
tøc thêi cña gene epo nªn sau 72 giê, dÞch 
m«i tr−êng nu«i cÊy ë giÕng chuyÓn gene vμ 
giÕng ®èi chøng ®−îc thu nhËn. DÞch m«i 
tr−êng ®−îc c« ®Æc b»ng dông cô ly t©m c« 
®Æc vμ ®−îc sö dông trong thö nghiÖm 

ELISA sandwich. DÞch m«i tr−êng ë giÕng 
chuyÓn gene sau khi c« c¹n ®−îc chia thμnh 
3 phÇn kÝ hiÖu EPO1, EPO2, EPO3, t−¬ng 
tù nh− vËy, dÞch c« c¹n cña giÕng kh«ng 
chuyÓn gene còng ®−îc chia thμnh 3 phÇn 
kÝ hiÖu DC1, DC2, DC3. §Ó x¸c ®Þnh ®−îc 
nång ®é EPO, ta ph¶i thùc hiÖn ph¶n øng 
ELISA víi c¸c giÕng cã EPO víi nång ®é ®· 
biÕt tr−íc vμ ®èi chøng ©m (PBS). Sè liÖu ®o 
mËt ®é quang ë b−íc sãng 450 nm cña c¸c 
giÕng ®−îc tr×nh bμy ë b¶ng 1. 
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B¶ng 1. KÕt qu¶ ELISA cña m«i tr−êng nu«i cÊy tÕ bμo chuyÓn gene t¹m thêi 

Giếng TN OD Giếng chứa EPO chuẩn (µg/ml) OD 
EOP1 0,132 1,250 0,310 
EOP2 0,130 0,625 0,203 
EOP3 0,129 0,313 0,175 
DC1 0,104 0,156 0,142 
DC2 0,102 0,078 0,115 
DC3 0,096 0,039 0,102 

Đối chứng âm 0,102 0,0195 0,098 
    

Tõ sè liÖu ë b¶ng 1, ph−¬ng tr×nh tuyÕn 
tÝnh cã ®−îc lμ  y = 0,167x + 0,104. Theo lý 
thuyÕt c¸c mÉu dÞch chiÕt nu«i cÊy cã OD 450 
> OD cña ®èi chøng ©m (0,102) sÏ lμ c¸c mÉu 
d−¬ng tÝnh. Tuy nhiªn dùa vμo ph−¬ng tr×nh 
tuyÕn tÝnh, gi¸ trÞ cut-off (lμ gi¸ trÞ ®−îc chän 
®Ó quy ®Þnh c¸c mÉu ©m tÝnh, d−¬ng tÝnh) sÏ 
lμ 0,104. Nh÷ng gi¸ trÞ trªn ng−ìng gi¸ trÞ 
cut-off lμ c¸c mÉu d−¬ng tÝnh thËt. ChØ cã c¸c 
giÕng EPO míi cã gi¸ trÞ OD trªn trªn ng−ìng 
cut-off, thay c¸c gi¸ trÞ OD nμy vμo c«ng thøc 
y = 0,167x + 0,104, ta tÝnh ®−îc nång ®é EPO 
cña 3 mÉu, sau ®ã tÝnh gi¸ trÞ trung b×nh vμ 
®é lÖch chuÈn lμ 0,159  ± 0,005 (μg/ml). Do 
mÉu dÞch m«i tr−êng ban ®Çu cã thÓ tÝch tæng 
V = 1 ml vμ dÞch dïng trong thö nghiÖm 
ELISA ®−îc c« c¹n 3 lÇn so víi dÞch m«i 
tr−êng ban ®Çu, nªn l−îng EPO ®−îc biÓu 
hiÖn tøc thêi sÏ lμ 0,477  ± 0,015 μg. §iÒu nμy 
cho thÊy r»ng tÕ bμo CHO-K1 ®· ®−îc chuyÓn 
gene thμnh c«ng vμ cã biÓu hiÖn tøc thêi gene 

epo. Nh÷ng tÕ bμo nμy ®−îc tiÕp tôc chän läc 
trong m«i tr−êng Ham’s F12, 10% FBS, 100 
μg/ml Zeocin trong 2 tuÇn ®Ó thu ®−îc tÕ bμo 
chuyÓn gene bÒn v÷ng. 

3.2. TuyÓn chän tÕ bμo chuyÓn gene æn 
       ®Þnh b»ng m«i tr−êng chän läc  

Sau khi chuyÓn gene thμnh c«ng vμ biÕt 
®−îc nång ®é kh¸ng sinh tèi thiÓu ®Ó giÕt 
chÕt tÕ bμo, viÖc chän läc nh÷ng tÕ bμo 
chuyÓn gene æn ®Þnh tõ nh÷ng tÕ bμo chuyÓn 
gene t¹m thêi b»ng viÖc nu«i cÊy chóng 
trong m«i tr−êng chän läc cã nång ®é kh¸ng 
sinh zeocin 100 μg/ml trong 14 ngμy ®· ®−îc 
tiÕn hμnh (kh«ng ®−îc nªu trong bμi b¸o 
nμy). KÕt qu¶ lμ chØ cã mét vμi tÕ bμo cßn 
sèng sãt, ®ã lμ nh÷ng tÕ bμo cã vector cßn 
nguyªn vÑn ®−îc s¸t nhËp æn ®Þnh vμo DNA 
NST cña tÕ bμo chñ. Nh÷ng tÕ bμo nμy sÏ 
t¨ng sinh vμ h×nh thμnh nh÷ng côm tÕ bμo 
(cell cluster hay cell colony) (H×nh 1).   

 

H×nh 1. Nh÷ng côm tÕ bμo CHO-K1 ®−îc h×nh thμnh tõ tÕ bμo chuyÓn gene æn ®Þnh 
sau khi chän läc b»ng m«i tr−êng chän läc: (a) nh÷ng côm tÕ bμo sau 10 ngμy chän 

läc (x 100); (b) côm tÕ bμo sau 20 ngμy chän läc (x 100) 
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Sau thêi gian chän läc tõ 14 ngμy, tÕ bμo 
chuyÓn gene ®−îc nu«i trong m«i tr−êng cã 
nång ®é kh¸ng sinh thÊp h¬n chøa 50 μg/ml 
zeocin. §©y lμ nång ®é zeocin ®−îc sö dông ®Ó 
duy tr× sù tån t¹i cña gene môc tiªu ®· chÌn 
vμo trong DNA NST ®Ó tr¸nh sù mÊt gene 
cña c¸c tÕ bμo ®· biÓu hiÖn gene bÒn v÷ng. 

3.3. BiÓu hiÖn gene epo bÒn v÷ng 
§Ó kh¼ng ®Þnh tÕ bμo sau chän läc lμ tÕ 

bμo chuyÓn gene æn ®Þnh, cã nghÜa lμ vector 
®· ®−îc chÌn æn ®Þnh vμo trong bé gene cña tÕ 
bμo chñ, tiÕn hμnh x¸c ®Þnh sù chÌn gene epo 
vμo bé gene tÕ bμo chñ b»ng ph−¬ng ph¸p 
PCR vμ x¸c ®Þnh nång ®é EPO ®−îc tiÕt ra 
b»ng ph−¬ng ph¸p ELISA sandwich.  

3.3.1. Sù s¸t nhËp cña gene epo vμo bé gene 
           tÕ bμo chñ  

§Ó thùc hiÖn ph¶n øng PCR nh»m x¸c 
®Þnh cã x¶y ra sù chÌn gene epo vμo trong 
DNA NST, ®Çu tiªn DNA NST cña tÕ bμo 
sau 2 tuÇn chän läc b»ng kh¸ng sinh vμ 
DNA NST cña tÕ bμo kh«ng chuyÓn gene 
®−îc t¸ch b»ng bé kit WizardTM Geneomic 
DNA Purification KIT (Promega). §Ó ®¸nh 
gi¸ t−¬ng ®èi DNA NST th× sau khi t¸ch DNA, 

 

DNA NST cña tÕ bμo chuyÓn gene æn ®Þnh vμ 
tÕ bμo ch−a chuyÓn gene ®−îc ®iÖn di trªn 
gel agarose 1% vμ kÕt qu¶ ®−îc thÓ hiÖn ë 
h×nh 2 vμ 3. 

Tõ h×nh 2 cho thÊy, c¶ 2 giÕng DNA 
NST cña tÕ bμo chuyÓn gene æn ®Þnh vμ tÕ 
bμo ch−a chuyÓn gene ®Òu cã mét v¹ch vμ 2 
v¹ch nμy trïng nhau vμ c−êng ®é ph¸t s¸ng 
kh¸ m¹nh, chøng tá qu¸ tr×nh t¸ch chiÕt tèt, 
kh«ng cã sù ®øt g·y nhiÒu DNA NST vμ 
l−îng DNA ®ñ ®Ó sö dông trong ph¶n øng 
PCR tiÕp theo. Sau khi kiÓm tra DNA NST 
võa t¸ch, c¸c mÉu DNA nμy ®−îc dïng lμm 
m¹ch khu«n cho ph¶n øng PCR. S¶n phÈm 
cña ph¶n øng PCR ®−îc kiÓm tra b»ng ®iÖn 
di trªn gel agarose 1%. 

T¹i giÕng 5 kh«ng cã v¹ch nμo xuÊt hiÖn 
(H×nh 3), chøng tá kÕt qu¶ cña ph¶n øng 
PCR ®¸ng tin cËy, kh«ng bÞ nhiÔm bÊt cø 
DNA l¹ nμo. ë giÕng 3, cã mét v¹ch cã kÝch 
th−íc gÇn 578 bp (®èi chiÕu dùa trªn v¹ch ë 
giÕng 6) vμ v¹ch nμy trïng hoμn toμn víi 
v¹ch ë giÕng 2; cïng víi sù ®èi chiÕu víi 
giÕng 4 (kh«ng cã v¹ch nμo) chøng tá ®· cã 
sù s¸t nhËp cña epo vμo trong DNA NST vμ 
c¸c tÕ bμo nμy biÓu hiÖn bÒn v÷ng gene epo.  

  

H×nh 2. KÕt qu¶  ®iÖn di DNA NST 
cña tÕ bμo chuyÓn gene vμ tÕ bμo 

kh«ng chuyÓn gene   

Giếng 1: thang DNA 1kb (Fermentas)  
Giếng 2: DNA NST của tế bào chuyển gene  
Giếng 3: DNA NST của tế bào không chuyển 
                                                                gene  

H×nh 3. KÕt qu¶ ®iÖn di s¶n phÈm PCR 
khuÕch ®¹i gene epo 

Giếng 1: Vector pEPO  
Giếng 2: Đối chứng dương (DNA khuôn là pEPO)  
Giếng 3: Sản phẩm PCR của DNA NST của tế bào chuyển gene   
Giếng 4: Sản phẩm PCR của DNA NST của tế bào không chuyển
                                                                                                   gene  
Giếng 5: Đối chứng âm (không có DNA khuôn)  
Giếng 6: Thang DNA  

   1        2       3        1          2         3         4        5        6 

Gen epo 
kích thước 
538 bp 
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3.3.2. N¨ng suÊt s¶n xuÊt EPO trung b×nh 
          cña tÕ bμo chñ   

C¸c tÕ bμo sau 2 tuÇn chän läc cßn sèng 
sãt biÓu hiÖn EPO bÒn v÷ng, tuy nhiªn ®©y 
lμ mét quÇn thÓ c¸c dßng tÕ bμo víi n¨ng 
suÊt s¶n xuÊt kh¸c nhau. Do vËy tr−íc khi 
tiÕn hμnh pha lo·ng ®Ó thu ®−îc dßng tÕ bμo 
®¬n s¶n xuÊt EPO víi n¨ng suÊt cao, ta cÇn 
®¸nh gi¸ n¨ng suÊt s¶n xuÊt EPO trung 
b×nh cña c¸c tÕ bμo nμy trong mét ngμy. C¸c 
tÕ bμo chuyÓn gene æn ®Þnh ®−îc chia thμnh 
3 phÇn cho vμo c¸c b×nh tam gi¸c cã thÓ tÝch 
lμ 25 ml vμ nu«i cÊy trong 3 ngμy, sau ®ã 
dÞch nu«i cÊy ®−îc x¸c ®Þnh b»ng thÝ nghiÖm 
ELISA, ®ång thêi sè l−îng tÕ bμo cuèi cïng 
còng ®−îc ®Õm nh»m cã thÓ x¸c ®Þnh n¨ng 
suÊt s¶n xuÊt EPO trung b×nh cña tÕ bμo 
trong mét ngμy (pg EPO/tÕ bμo/ngμy).  

DÞch m«i tr−êng ë c¸c flask ®−îc kÝ hiÖu 
nh− sau EPOf1, EPOf2, EPOf3, t−¬ng tù 
dÞch c« c¹n cña giÕng kh«ng chuyÓn gene 
còng ®−îc chia thμnh 3 phÇn kÝ hiÖu DCf1, 
DCf2, DCf3. §Ó x¸c ®Þnh ®−îc nång ®é EPO 
ta ph¶i thùc hiÖn ELISA víi c¸c giÕng cã 
EPO víi nång ®é ®· biÕt tr−íc vμ ®èi chøng 

©m (PBS). Sè liÖu mËt ®é quang ë b−íc sãng 
450 nm cña c¸c giÕng cho ë b¶ng 2 vμ 3.  

C¸c tÕ bμo chuyÓn gene æn ®Þnh cã n¨ng 
suÊt s¶n xuÊt EPO trung b×nh lμ 2,055  ± 
0,015 (pg/tÕ bμo/ngμy), nh÷ng tÕ bμo nμy cã 
thÓ ®−îc dïng ®Ó t¹o dßng nh÷ng tÕ bμo ®¬n 
cã s¶n xuÊt æn ®Þnh EPO víi n¨ng suÊt cao 
(B¶ng 3). So víi kÕt qu¶ nghiªn cøu cña 
Lubiniecki vμ cs. (1990) th× kÕt qu¶ nghiªn 
cøu nμy thÊp h¬n (2.055 ± 0,015 so víi 
2,315 ± 0,008), nh−ng sù kh¸c biÖt nμy 
kh«ng cã ý nghÜa khi so s¸nh toμn bé sè liÖu 
ch−a xö lý trong qu¸ tr×nh thao t¸c gi÷a hai 
nghiªn cøu (α = 0,05). Theo c¸c sè liÖu tham 
kh¶o cña nh÷ng c«ng ty d−îc phÈm c«ng bè, 
víi c¸c nghiªn cøu s¶n xuÊt erythropoietin 
t¸i tæ hîp tõ c¸c sè liÖu tõ 1990 ®Õn nay th× 
kÕt qu¶ nμy thÊp h¬n, tuy vËy do c¸c c«ng bè 
nμy kh«ng ®−îc xuÊt b¶n trªn c¸c t¹p chÝ 
khoa häc liªn quan nªn ch−a cã c¬ së khoa 
häc ®Ó so s¸nh. KÕt qu¶ thu nhËn trong 
nghiªn cøu nμy lμ kÕt qu¶ ®Çu tiªn t¹i ViÖt 
Nam trong lÜnh vùc s¶n xuÊt protein t¸i tæ 
hîp erythropoietin th«ng qua qu¸ tr×nh s¶n 
xuÊt tõ tÕ bμo ®éng vËt h÷u nhò. 

B¶ng 2. KÕt qu¶ ELISA cña m«i tr−êng nu«i cÊy tÕ bμo chuyÓn gene æn ®Þnh 

Giếng OD Giếng chứa EPO chuẩn (µg/ml) OD 
EPOf1 0,398 5,000 0,893 
EPOf2 0,364 2,500 0,539 
EPOf3 0,372 1,250 0,316 
DCf1 0,102 0,625 0,201 
DCf2 0,101 0,313 0,176 
DCf3 0,099 0,0156 0,114 

Đối chứng âm 0,103 0,078 0,112 

B¶ng 3. N¨ng suÊt s¶n xuÊt EPO trung b×nh 

Mẫu thử nghiệm EPOf1 EPOf2 EPOf3 
OD450 0,398 0,364 0,372 
Nồng độ EPO (µg/ml) 1,786 1,572 1,623 
Thể tích tổng (ml) 3,100 3,350 3,240 
Lượng EPO  (µg) 5,537 5,267 5,259 
Tổng số tế bào trong flask của mẫu thử nghiệm 9,02.105 8,63.105 8,93.105 
Thời gian tế bào được nuôi cấy (ngày) 3 3 3 
Năng suất sản xuất EPO (pg/tế bào/ngày) 2,051 2,042 2,071 
Năng suất sản xuất EPO trung bình (pg/tế bào/ngày) 2,055+ 0,015 
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4. KÕT LUËN 
Nghiªn cøu ®· x©y dùng thμnh c«ng quy 

tr×nh chuyÓn gene epo vμo tÕ bμo CHO-K1. 
B»ng viÖc sö dông cationic polymer vμ b»ng 
nu«i cÊy trong m«i tr−êng chän läc víi nång 
®é kh¸ng sinh zeocin 100 μg/ml, ®· chän läc 
®−îc quÇn thÓ tÕ bμo biÓu hiÖn EPO bÒn 
v÷ng – cã kh¶ n¨ng s¶n xuÊt erythropoietin  
víi hμm l−îng 2,055 ± 0,015 (pg/tÕ bμo/ngμy). 
KÕt qu¶ thu nhËn trong nghiªn cøu nμy lμ 
kÕt qu¶ ®Çu tiªn t¹i ViÖt Nam trong lÜnh vùc 
s¶n xuÊt protein t¸i tæ hîp erythropoietin  
th«ng qua qu¸ tr×nh s¶n xuÊt tõ tÕ bμo ®éng 
vËt h÷u nhò. Tõ nh÷ng kÕt qu¶ ®¹t ®−îc, 
nghiªn cøu nμy sÏ tiÕp tôc tiÕn hμnh t¹o 
dßng tÕ bμo ®¬n biÓu hiÖn EPO bÒn v÷ng víi 
n¨ng suÊt s¶n xuÊt EPO cao h¬n vμ lμm 
thÝch nghi dßng tÕ bμo biÓu hiÖn EPO trong 
m«i tr−êng kh«ng huyÕt thanh ®Ó phôc vô 
cho viÖc tinh chÕ erythropoietin.  
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