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1. CHAÅN ÑOAÙN PHAÂN TÖÛ (MOLECULAR DIAGNOSTICS) 
 
+ So saùnh caùc phöông phaùp phaùt hieän, chaån ñoaùn VSV gaây beänh 
 

Phöông phaùp Öu ñieåm Nhöôïc ñieåm 
 

Kính hieån vi Ñôn giaûn 
Phaùt hieän tröïc tieáp 
Phaân bieät caùc sinh vaät khaùc hình thaùi

Chaäm, toán coâng söùc 
Ñoä nhaïy thaáp 
Khoâng phaân bieät hai VSV gioáng hình 
thaùi 
Caàn tay ngheà  

Nuoâi caáy, 
nhieãm chuoät 

Chæ phaùt hieän kyù sinh gaây beänh coøn 
soáng 
Ño löôøng ñöôïc möùc aùc tính vaø möùc 
nhieãm 

Chaäm, ñaéc tieàn 
Caùc chuûng cho ñaùp öùng khaùc nhau 
Taùc nhaân gaây beänh coù theå cheát 
Söû duïng ñoäng vaät thí nghieäm 

Mieãn dòch Nhanh, ñôn giaûn 
Coù theå töï ñoäng hoùa ñöôïc 
Coù theå saøn loïc soá löôïng maãu lôùn 

Coù tröôøng hôïp tính chuyeân bieät thaáp 
Khoâng phaân bieät ñöôïc daïng hoaït ñoäng 
vaø daïng tieàm taøng 

DNA (lai, PCR) Nhanh, nhaïy vaø chuyeân bieät 
Phaùt hieän tröïc tieáp kyù sinh gaây beänh 
Phaân bieät ñöôïc caùc loaøi khaùc nhau 
Khoâng phuï thuoäc vaøo laàn nhieãm 
tröôùc 
Khoâng caàn kyù sinh soáng 
Coù theå töï ñoäng hoùa 

Ñaéc tieàn, nhieàu böôùc 
Khoâng phaân bieät ñöôïc daïng soáng vaø 
cheát 
Coù theå cho döông tính giaû vaø aâm tính giaû

 
1.1. CHAÅN ÑOAÙN MIEÃN DÒCH (IMMNUNO DIAGNOSTICS) 

 
+ Kyõ thuaät ELISA: 

- Maãu xeùt nghieäm ñöôïc coá ñònh treân moät giaù theå raén; 
- Khaùng theå chuyeân bieät ñoái vôùi khaùng nguyeân muïc tieâu ñöôïc boå sung. Khaùng 

theå naøy ñöôïc goïi laø khaùng theå sô caáp (baäc moät, thöôøng treân thoû). 
- Khaùng theå thöù caáp (baäc 2) ôû daïng phöùc hôïp (tieáp hôïp, conjugate) vôùi moät 

enzyme ñöôïc boå sung vaøo. Khaùng theå naøy laø daïng khaùng-khaùng theå sô caáp. 
- Moät cô chaát khoâng maøu ñöôïc boå sung, seõ ñöôïc chuyeån hoùa thaønh saûn phaåm coù 

maøu khi tieáp xuùc vôùi enzyme. Söï xuaát hieän cuûa maøu laø chæ thò veà söï hieän dieän cuûa phaân 
töû protein muïc tieâu trong maãu xeùt nghieäm. 
+ ÖÙng duïng: kyõ thuaät ELISA ñaõ ñöôïc duøng ñeå phaùt hieän nhieàu loaïi protein, nhaän dieän 
viruùt, vi khuaån, vaø xaùc ñònh söï hieän dieän cuûa caùc hôïp chaát phaân töû löôïng nhoû trong nhieàu 
loaïi maãu sinh hoïc khaùc nhau. 
+ Nhöôïc ñieåm cuûa khaùng theå ña doøng: 

- Löôïng caùc loaïi khaùng theå khaùc nhau dao ñoäng tuøy theo meû 
- Khaùng theå ña doøng khoâng phaân bieät ñöôïc caùc chuûng coù chung moät yeáu toá quyeát 

ñònh khaùng nguyeân 
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1.2. KHAÙNG THEÅ ÑÔN DOØNG (MONOCLONAL ANTIBODY) 
 
+ Khaùng theå ñôn doøng: moät loaïi duy nhaát khaùng theå coù aùi löïc vôùi moät khaùng nguyeân 
chuyeân bieät ñöôïc taïo ra bôûi moät doøng teá baøo baïch huyeát B, laøm taêng tính chuyeân bieät 
cuûa khaùng theå sô caáp vaø ñaûm baûo ñoä tin caäy cuûa cheá phaåm khaùng theå.  
+ Qui trình taïo khaùng theå ñôn doøng: 

- Gaây mieãn dòch chuoät baèng khaùng nguyeân muïc tieâu 
- Thu nhaän laùch, nghieàn taùch vaø thu nhaän teá baøo B 
- Dung hôïp teá baøo B vôùi teá baøo ung thö tuûy xöông baèng polyethylene glycol taïo 

teá baøo lai (hybrid cell). teá baøo ung thö tuûy xöông coù kieåu hình HGPRT -(khoâng 
coù enzyme hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase). HGPRT caàn cho 
toång hôïp purine (A, G) töø hypoxanthine. 
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- Chuyeån leân moâi tröôøng HAT (hypoxanthine, aminopterin, thymidine). 
Aminopterin kìm haõm hoaït tính cuûa dihydrofolate reductase (xuùc taùc toång hôïp 
purine) 

- Chæ teá baøo lai coù ñaëc tính phaân chia cuûa teá baøo ung thö vaø HGPRT cuûa teá baøo 
laùch coù theå taêng tröôûng treân moâi tröôøng HAT. 

- Taùch thu nhaän teá baøo ñôn, nuoâi caáy, kieåm tra khaû naêng taïo khaùng theå 
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+ Khaùng theå ñôn doøng (nguyeân veïn hoaëc ñoaïn Fv) taùi toå hôïp trong E. coli 
+ Caùc phaân töû muïc tieâu cuûa khaùng theå ñôn doøng 
- Phaùt hieän, ñònh löôïng hormone 
- Phaùt hieän teá baøo ung thö 
- Ñònh löôïng teá baøo toá (cytokine) 
- Phaùt hieän thuoác 
- Phaùt hieän caùc chaát phaân töû löôïng nhoû 
- Phaùt hieän kyù sinh gaây beänh 
 
1.3. CHAÅN ÑOAÙN BAÈNG DNA (DNA DIAGNOSTICS SYSTEMS) 
 
1.3.1. Lai phaân töû (Hybridization)
 
+ Döïa treân söï baét caëp boå sung cuûa hai trình töï ñoái song song 
+ Qui trình: 

- Gaén sôïi DNA kieåm chöùng maïch ñôn leân maøng lai 
- Boå sung maãu doø (probe) ñöôïc ñaùnh daáu ôû ñieàu kieän thích hôïp veà nhieät ñoä, löïc 

ion ñeå xuùc tieán söï baét caëp chuyeân bieät giöõa maãu doø vaø trình töï muïc tieâu. 
- Röûa saïch caùc maãu doø khoâng lai (baét caëp) 
- Phaùt hieän vaïch lai treân maøng 

+ Ñaùnh daáu vaø phaùt hieän maãu doø baèng phoùng xaï: 32P, phaùt hieän baèng phim X quang 
+ Ñaùnh daáu vaø phaùt hieän maãu doø baèng khoâng duøng phoùng xaï: döïa vaøo söï taïo maøu hoaëc 
phaùt quang 

- Ñaùnh daáu giaùn tieáp: baèng biotin (hoaëc digoxygenin) 
• Maãu doø ñöôïc ñaùnh daáu baèng caùch ñöa moät hoaëc vaøi nuleotide chöùa 

biotin 
• Boå sung maãu doø ñaõ ñaùnh daáu vaøo dung dòch lai chöùa maøng lai  
• Boå sung avidin hoaëc streptavidin 
• Boåsung phöùc hôïp biotin-enzyme (peroxidase, alkaline phosphatase) 
• Boå sung cô chaát sinh maøu hoaëc phaùt saùng cuûa enzyme 

- Ñaùnh daáu tröïc tieáp: maãu doø ñöôïc ñaùnh daáu baèng caùch taïo phöùc hôïp coäng hoùa 
trò vôùi enzyme (peroxidase) 
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1.3.2. PCR (Polymerase chain reaction)
 
+ Khueách ñaïi ñoaïn gen muïc tieâu phaûn öùng sao maõ döïa treân moät caëp moài coù trình töï ñaõ 
ñöôïc bieát ôû hai ñaàu cuûa moät ñoaïn DNA muïc tieâu. 
+ Qui trình: goàm 20 - 30 chu kyø ba böôùc 

- Bieán tính DNA khuoân ñeå taùch maïch 
- Baét caëp giöõa moài vaø trình töï boå sung treân khuoân DNA 
- Keùo daøi moài vaø toång hôïp ñoaïn DNA boå sung theo chieàu 5'-3'  
- Baét ñaàu chu kyø tieáp theo baèng böôùc bieán tính 

+ Phaùt hieän vaïch khueách ñaïi baèng ñieän di treân gel agarose, nhuoäm baèng chaát phaùt huyønh 
quang ethydium bromide vaø kích thöôùc  
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1.3.3. Daáu vaân tay (DNA finger-printing)
 
+ Duøng trong xeùt nghieäm phaùp y 
+ Qui trình 

- Caét DNA ly trích töø maãu baèng moät enzyme caét giôùi haïn 
- Phaân ñoaïn caùc ñoaïn caét baèng ñieän di treân gel agarose 
- Chuyeån thaåm caùc vaïch DNA sang maøng lai 
- Lai vôùi moät boä 4 - 5 caùc trình töï minisattelite (10 - 30 trình töï laëp laïi, 4 - 

10bp/trình töï laëp laïi) ñöôïc ñaùnh daáu phoùng xaï 
- Phaùt hieän vaïch lai baèng phim X quang 

+ Minisattelite coù tính ña daïng raát cao neân taàn suaát truøng laëp caùc boä vaïch lai laø 105 - 10-8 

neân ñaëc tröng ôû möùc töøng caù theå. 
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1.3.4. Ña hình caùc ñoaïn DNA khueách ñaïi ngaãu nhieân RADP (random amplified DNA 
polymorphism)
 
+ Duøng moät boä caùc caëp moài coù trình töï tuøy yù ñeå khueách ñaïi ngaãu nhieân caùc ñoaïn DNA 
treân DNA boä gen. Moãi moät boä primer nhaát ñònh seõ taïo ra moät taäp hôïp caùc ñoaïn DNA 
khueách ñaïi rieâng, ñaëc tröng cho DNA boä gen cuûa moãi loaøi hoaëc noøi, chuûng.  
+ Qui trình 

- Taùch DNA boä gen 
- Thöïc hieän PCR baèng caùc caëp moài ngaãu nhieân trong boä moài 
- Ñieän di treân gel agarose, nhuoäm baèng ethidium bromide 
- Ghi nhaän boä caùc vaïch khueách ñaïi, so saùnh vôùi ñoái chöùng 
- Thöïc hieän phaûn öùng PCR vôùi caëp moài ngaãu nhieân khaùc cho ñeán khi coù söï khaùc 

bieät   
+ Öu ñieåm:  

- Khoâng phuï thuoäc vaøo moài 
- Khoâng caàn ngaân haøng gen, khoâng lai, khoâng caàn ñaùnh daáu ñoàng vò phoùng xaï 
- Deã daøng töï ñoäng hoùa 
- Phaân bieät ôû möùc döôùi loaøi 
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1.3.6. Caùc daïng phaân tích ñoaïn DNA khaùc (DNA fragment analysis)
 

- Phaân tích ñoaïn DNA: tìm daáu hieäu phaân töû (kieåu gen) thay cho daáu hieäu hình 
thaùi (kieåu hình) döïa treân boä ñaëc tröng caùc ñoaïn DNA 

- Daáu hieäu ña daïng cao, ñaëc tröng, duøng ñeå nhaän dieän caù theå, quaàn theå, ñeå 
nghieân cöùu di truyeàn 

- SSCP: single strand conformation polymorphism 
- RFLP: restricted fragment length polymorphism 
- AFLP: amplified fragment length polymorphism 
- STR: simple tandem repeat, microsattelite 
- SNP: single nucleotide polymorphism 

 
1.4. CHAÅN ÑOAÙN PHAÂN TÖÛ CAÙC BEÄNH DI TRUYEÀN (MOLECULAR 

DIAGNOSIS OF GENETIC DISEASE) 
 
+ Xeùt nghieäm DNA nhaèm tìm caùc ñoät bieán lieân quan ñeán beänh di truyeàn. Coøn goïi laø xaùc 
ñònh kieåu gen (genotyping).  
 
1.4.1. Hoàng caàu hình löôõi lieàm 
 
+ Do ñoät bieán thay ñoåi moät base keùo theo söï thay ñoåi cuûa amino acid thöù 6 (Val thaønh 
Glu) treân sôïi β. Caù theå ñoàng hôïp töû ñoät bieán (S/S) bò beänh, caùc tröôøng hôïp khaùc A/A, A/S 
khoâng beänh. 
+ DNA cuûa daïng bình thöôøng coù chöùa trình töï nhaän bieát cuûa CvnI (CCTNAGG) laø 
CCTGAGG. Trong khi ñoù daïng ñoät bieán CCTGTGG.  
+ Qui trình phaùt hieän: 

- Taïo moät caëp moài töông öùng vôùi trình töï laân caän ôû hai ñaàu cuûa vò trí CvnI treân 
DNA. 

- Caét saûn phaåm khueách ñaïi baèng CvnI  
- Ñieän di treân gel agarose ñeå phaùt hieän caùc vaïch DNA 
- Daïng bình thöôøng coù trình töï nhaän bieát cuûa CvnI seõ cho boä caùc vaïch khaùc vôùi 

daïng ñoät bieán 
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1.4.2. Phaùt hieän ñoät bieán ñieåm baèng PCR/OLA (oligonucleotide ligation assay) 
 
+ Keát hôïp giöõa khueách ñaïi baûn sao DNA baèng PCR vôùi lai baèng hai maãu doø laø ñoaïn 

nucleotide ngaén (20 nucleotide ôû hai phía cuûa base ñoät bieán). Ñoät bieán ñöôïc phaùt hieän 
do khoâng coù söï baét caëp töông öùng taïi base ñoät bieán vaø khoâng thöïc hieän ñöôïc phaûn öùng 
noái hai maãu doø  

+ Qui trình: 
- Khueách ñaïi ñoaïn DNA chöùa base ñoät bieán baèng PCR 
- Boå sung hai maãu doø:  

• X ñöôïc ñaùnh daáu baèng biotin ôû ñaàu 5' coù ñaàu 3' baét caëp vôùi base bình 
thöôøng 

• Y baét ñaàu baèng base tieáp theo vaø coù ñaàu 3' ñaùnh daáu baèng digoxigenin 
- Thöïc hieän phaûn öùng lai vaø phaûn öùng ligase 
- Cho hoãn hôïp phaûn öùng vaøo ñóa coù ñaùy coá ñònh streptovidin, thöïc hieän phaûn öùng 

maøu döïa treân digoxigenin:  
• Coù maøu: DNA bình thöôøng 
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• Khoâng maøu: DNA bò ñoät bieán 
+ Qui trình PCR/OLA nhanh, nhaïy, chuyeân bieät cao, coù theå töï ñoäng hoùa ñeå thöïc hieän xeùt 

nghieäm 1.200 maãu/ngaøy. 
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1.4.3. PCR vôùi caùc moài ñaùnh daáu huyønh quang  
 

+ Phaûn öùng PCR ñöôïc thöïc hieän vôùi ba moài khueách ñaïi vuøng gen coù base ñoät bieán: 
- Moài 1 töông öùng vôùi ñaàu ñoaïn DNA bình thöôøng ñöôïc ñaùnh daáu baèng 

rhodamine phaùt huyønh quang ñoû 
- Moài  2 laø moài ngöôïc töông öùng ñaàu kia cuûa ñoaïn DNA caàn khueách ñaïi 
- Moài 3 töông ñöông vôùi moài 1 nhöng coù base boå sung vôùi base ñoät bieán, ñöôïc 

ñaùnh daáu baèng fluorescein phaùt huyønh quang luïc  
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+ Tuøy khuoân laø DNA coù ñoät bieán hay khoâng maø phaûn öùng PCR seõ ñöôïc tieán haønh cho 
saûn phaåm khueách ñaïi töø caëp moài 1 - 3 hay 2- 3 hay 1+2 -3 vaø cho maøu khaùc nhau nhö 
sau:  

- Caù theå bình thöôøng ñoàng hôïp töû: vaïch khueách ñaïi phaùt huyønh quang ñoû 
- Caù theå bình thöôøng dò hôïp töû: vaïch khueách ñaïi phaùt huyønh quang vaøng (maøu 

phoái hôïp cuûa ñoû vaø luïc) 
- Caù theå beänh ñoàng hôïp töû: vaïch khueách ñaïi phaùt huyønh quang luïc 

 
1.4.4. Phaùt hieän ñoät bieán taïi nhieàu vò trí beân trong moät gen
 
+ Nhieàu beänh di truyeàn do maát chöùc naêng cuûa protein gaây ra bôûi ñoät bieán taïi caùc vò trí 

khaùc nhau treân gen. Ví duï β-thalassemia: β-globulin maát hoaït tính do ñoàng hôïp töû ñoät 
bieán taïi moät trong taùm vò trí beân trong gen. 

 
+ Nguyeân taéc: keát hôïp PCR vôùi lai ñoàng thôøi taïi taùm vò trí coù theå ñoät bieán: 

- Toång hôïp taùm maãu doø (20 nucleotide/maãu doø) chöùa base coù theå xaûy ra ñoät bieán. 
Ñaàu 3' cuûa moãi maãu doø coù gaén ñuoâi polyT (400 nucleotide) ñeå coá ñònh caùc maãu 
doø leân maøng lai.  

- Duøng PCR khueách ñaïi ñoàng thôøi taùm ñoaïn DNA chöùa base coù theå xaûy ra ñoät 
bieán, moãi ñoaïn ñöôïc khueách ñaïi baèng moät caëp moài trong ñoù moài töông öùng vôùi 
ñaàu 5' ñöôïc ñaùnh daáu baèng biotin. 

- Lai caùc ñoaïn khueách ñaïi vôùi maãu doø treân maøng ôû ñieàu kieän chæ cho pheùp baét 
caëp boå sung hoaøn toaøn. Boå sung phöùc hôïp streptavidin-alkaline phosphatase 

- Röûa maøng vaø boå sung cô chaát taïo maøu 
- Tìm vò trí khoâng coù maøu: ñoaïn khueách ñaïi laø daïng ñoät bieán neân khoâng coù söï baét 

caëp boå sung hoøan toaøn vôùi maãu doø 
+ Nguyeân taéc naøy cho pheùp phaùt hieän ñoàng thôøi nhieàu ñoät bieán (nguyeân taéc cuûa 

macroarray). 
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2. SAÛN XUAÁT THUOÁC PROTEIN TAÙI TOÅ HÔÏP 
 
+ Taàn soá xuaát hieän cuûa moät soá beänh di truyeàn phoå bieán 

- Tieåu ñöôøng mellitus kieåu A (1/130) 
- Thieáu maùu β-thalassemia (1/400) 
- Tieåu ñöôøng mellitus kieåu I (1/500) 
- Thieáu maùu hoàng caàu hình lieàm (1/625) 
- Hoùa xô tuùi maät (1/2000) 
- Beänh Gaucher’s (1/2.500) 
- Beänh Tay-Sachs (1/3.000) 
- Beänh nieäu phenyketon (1/5.000) 
- Hoäi chöùng Lesch-Nyan (1/10.000) 

+ Caùc protein taùi toå hôïp ñöôïc duøng laøm thuoác cho ngöôøi 
- Insulin (tieåu ñöôøng) 
- Erythropoietin (thieáu maùu) 
- Interferon-α: ung thö, AIDS 
- Interferon-β: ung thö, vieâm khôùp thaáp 
- TNF: ung thö 
- Interleukin: ung thö, roái loaïn mieãn dòch 
- Somatotropin: roái loaïn taêng tröôûng - Somatostatin: roái loaïn taêng tröôûng 
- Factor VIII: chöùng öa chaûy maùu A 
- Factor IX: chöùng öa chaûy maùu B 
- SOD: toån thöông oâxi hoùa khi caáy gheùp thaän 

 
2.1. PROTEIN TAÙI TOÅ HÔÏP COÙ NGUOÀN GOÁC TEÁ BAØO EUKARYOTE DUØNG 

LAØM THUOÁC 
 
2.1.1. Qui trình taïo doøng taïo doøng saûn xuaát protein coù nguoàn goác töø teá baøo eukaryote 

duøng laøm thuoác
 

- Ly trích mRNA 
- Taïo cDNA töø mRNA 
- Thaønh laäp ngaân haøng cDNA trong phage 
- Choïn doøng cDNA muïc tieâu 
- Doøng hoùa vaøo moät vector bieåu hieän thích hôïp (plasmid) 

 
2.1.2. Caûi bieán protein baèng kyõ thuaät di truyeàn
 
+ Duøng kyõ thuaät di truyeàn ñeå caûi tieán döôïc tính cuûa protein duøng laøm thuoác: ví duï 
hormone taêng tröôûng ôû ngöôøi (hGH, human growth hormone) 

- hGH gaén ñoàng thôøi receptor cuûa hGH vaø cuûa prolactin, gaây taùc duïng phuï 
- Duøng ñoät bieán ñieåm ñeå thay moät soá amino acid coù vai troø trong söï gaén cuûa hGH  

leân prolactin receptor  
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2.1.3. Taïo protein lai protein vaø ñoäc toá
 
+ Taêng cöôøng tính chuyeân bieät ñích taùc duïng (teá baøo, moâ) cuûa thuoác  
+ Thaønh phaàn protein laø moät protein nhaän dieän vaø gaén chuyeân bieät leân receptor cuûa teá 
baøo quan taâm 
+ Ví duï thuoác dieät teá baøo nhieãm HIV  

- HIV xaâm nhieãm teá baøo Th (teá baøo CD4) thoâng qua söï lieân keát cuûa protein gp120 
ôû voû viruùt vôùi receptor CD4 treân teá baøo CD4 

- Thuoác: protein laø receptor cuûa teá baøo CD4 coù theå nhaän dieän vaø gaén protein 
gp120 treân beà maët teá baøo nhieãm HIV. Thaønh phaàn coøn laïi laø ñoäc toá exotoxin A 
cuûa Pseudomonas hoaëc Fc cuûa khaùng theå ngöôøi 

- Exotoxin A tieâu dieät teá baøo nhieãm HIV 
- Fc chæ ñieåm cho ñaùp öùng ADCC (antibody-mediated cell cytotoxicity) 
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2.2. KHAÙNG THEÅ DUØNG LAØM THUOÁC 
 
2.2.1. Thaønh phaàn caáu truùc vaø chöùc naêng cuûa khaùng theå
 
+ Caáu truùc khaùng theå: 2 sôiï naëng, hai sôïi nheï; xöû lyù baèng papain thu ñöôïc moät Fc, hai 
Fab  
+ Fc coù vai troø: 

- Gaén treân caùc receptor cuûa ADCC hoaëc thöïc baøo ñeå chæ ñieåm vieäc thuûy phaân 
khaùng nguyeân hoaëc dieät teá baøo mang khaùng nguyeân 

- Fc coù mang yeáu toá quyeát ñònh khaùng nguyeân 
+ Fab coù vai troø: 

- Nhaän dieän vaø gaén khaùng nguyeân 
- Vuøng nhaän dieän vaø gaén khaùng guyeân laø Fv 
- Fv laø vuøng thay ñoåi chöùa ba vuøng nhoû coù ñoä bieán ñoäng lôùn laø CDR1, CDR2 vaø 

CDR3 
- Caùc CDR quyeát ñònh tính chuyeân bieät nhaän dieän vaø gaén khaùng nguyeân 
- Fab khoâng mang yeáu toá quyeát ñònh khaùng nguyeân 

+ Khaùng theå boå sung töø beân ngoaøi vaøo ngöôøi beänh coù theå taïo ñaùp öùng mieãn dòch thuï 
ñoäng  
+ Khaùng theå töø chuoät khi duøng cho ngöôøi coù theå gaây tính quaù maãn caûm do tính khaùng 
nguyeân cuûa Fc cuûa khaùng theå chuoät leân heä mieãn dòch cuûa ngöôøi 
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2.2.2. Khaùng theå ñôn doøng lai duøng laøm thuoác
 
+ Khaùng theå ñôn doøng lai (hybrid monoclonal antibody): chöùa thaønh phaàn töø khaùng theå 
cuûa ngöôøi vaø khaùng theå cuûa chuoät 
+ Thaønh phaàn khaùng theå cuûa chuoät: quyeát ñònh tính chuyeân bieät khaùng nguyeân 
+ Thaønh phaàn khaùng theå cuûa ngöôøi: loaïi tröø tính quaù maãn caûm trong ngöôøi 
+ Khaùng theå ñôn doøng lai coù theå khaéc phuïc nhöôïc ñieåm gaây quaù maãn caûm vaø ñöôïc duøng 
laøm thuoác 
+ Daïng khaùng theå ñôn doøng lai (1): thay Fv cuûa chuoät vaøo vuøng töông öùng treân khaùng 
theå cuûa ngöôøi   
+ Daïng khaùng theå ñôn doøng lai (2): thay caùc vuøng CDR cuûa chuoät vaøo caùc vuøng töông 
öùng treân khaùng theå cuûa ngöôøi 
 

 
+ Phöông phaùp taïo khaùng theå ñôn doøng lai 

- Ly trích cDNA sôïi naëng, cDNA sôiï nheï töø doøng teá baøo hybridoma ñôn doøng cuûa 
chuoät 

- Thieát keá 6 caëp moài töông öùng hai ñaàu cuûa moãi CDR trong vuøng bieán ñoåi (3 caëp 
cuûa sôï naëng vaø 3 caëp cuûa sôïi nheï) cuûa khaùng theå chuoät; moãi moài chöùa 12 
nucleotide ôû ñaàu 5' töông öùng vôùi vuøng hai beân cuûa moãi CDR ôû ngöôøi. 

- Khueách ñaïi baèng PCR ñeåø thu nhaän caùc vuøng CDR cuûa chuoät  
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- Duøng caùc ñoaïn khueách ñaïi naøy ñeå thay vaøo vuøng töông öùng treân khaùng theå 
ngöôøi baèng phöông phaùp ñoät bieán döïa vaøo ñoaïn oligonuleotide 
(oligonucleotide-directed mutagenesis). 

- 50 khaùng theå ñôn doøng lai khaùc nhau ñaõ ñöôïc taïo ra baèng phöông phaùp naøy. 
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2.2.3. Fv khaùng theå ngöôøi taùi toå hôïp
 
+ Ngaân haøng toå hôïp (combinatorial library): taäp hôïp caùc doøng taùi toå hôïp trong phage λ 
mang cDNA toå hôïp cuûa hai trình töï vuøng bieán ñoåi cuûa sôïi naëng vaø sôïi nheï. 
Ngaân haøng naøy chöùa caùc Fv cuûa taát caû khaùng theå coù theå ñöôïc taïo ra töø teá baøo B. 
+ Qui trình taïo ngaân haøng toå hôïp (combinatorial library): 

- Toång hôïp cDNA treân mRNA töø teá baøo B cuûa ngöôøi 
- Khueách ñaïi baèng PCR ñeå thu vuøng thay ñoåi töông öùng vôùi Fv cuûa sôïi naëng vaø 

cuûa sôïi nheï 
- Caét caùc cDNA toå hôïp nhaát ñònh caùc enzyme caét giôùi haïn 
- Doøng hoùa rieâng bieät caùc gen töông öùng vôùi sôïi nheï vaø caùc gen töông öùng vôùi 

sôïi naëng vaøo phage λ ñeå coù ngaân haøng sôïi nheï vaø ngaân haøng sôïi naëng rieâng. 
- Doøng hoùa töøng caëp sôïi nheï-sôïi naëng vaøo phage λ ñeå taïo ngaân haøng toå hôïp: moãi 

doøng phage coù theå bieåu hieän phaân töû chöùa caû sôïi naëng vaø sôïi nheï cuõa vuøng Fv 
+ Taïo doøng saûn xuaát Fv chuyeân bieät khaùng nguyeân trong E. coli 
- Tuyeån choïn doøng phage cho phaûn öùng lai mieãn dòch vôùi khaùng nguyeân muïc tieâu 
- Thu nhaän doøng naøy vaø taùch ñoaïn Fv 
- Doøng hoùa ñoaïn gen Fv toå hôïp vaøo vector plasmid bieåu hieän trong E. coli 
- Bieán naïp vaøo E. coli ñeå saûn xuaát Fv taùi toå hôïp  
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2.3.4. Moät soá caùch öùng duïng khaùng theå ñôn doøng laøm thuoác  
- Duøng laøm phöông tieän vaän chuyeån thuoác ñeán teá baøo muïc tieâu: receptor treân beà maët 

teá baøo laø khaùng nguyeân muïc tieâu 
- Duøng laøm phöông tieän vaän chuyeån moät enzyme ñaëc bieät ñeán teá baøo muïc tieâu.  

Enzyme xuùc taùc bieán tieàn chaát cuûa thuoác thaønh thuoác taïi teá baøo muïc tieâu 
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3. SAÛN XUAÁT VAÉC XIN 
 
3.1. NHÖÔÏC ÑIEÅM CUÛA VAÉC XIN TRUYEÀN THOÁNG  
 
+ Vaéc xin truyeàn thoáng thöôøng laø daïng baát hoaëc hoaëc nhöôïc ñoäc cuûa taùc nhaân gaây beänh 
ñöôïc tieâm ñeå gaây phaûn öùng mieãn dòch.  
+ Taùc nhaân gaây beänh ñöôïc nuoâi caáy qui moâ lôùn, thu nhaän, baát hoaït (inactivated) hoaëc 
gaây nhöôïc ñoäc (attenuated). 
+ Nhöôïc ñieåm: 

- Chæ moät soá ít vaéc xin ñöôïc saûn xuaát do khoâng phaûi moïi taùc nhaân gaây beänh ñeàu 
coù theå ñöôïc nhaân thaønh soá löôïng lôùn ñuû ñeå saûn xuaát vaéc xin. 

- Caàn phaûi nuoâi teá baøo ngöôøi hoaëc ñoäng vaät raát toán keùm ñeå saûn xuaát vaéc xin töø 
viruùt ôû ngöôøi vaø ñoäng vaät. 

- Caàn coù bieän phaùp an toaøn khi thao taùc vôùi soá löôïng lôùn taùc nhaân gaây beänh. 
- Caùc chuûng nhöôïc ñoäc coù theå trôû laïi traïng thaùi cöôøng ñoäc. 
- Vieäc baát hoaït coù theå khoâng höõu hieäu gaây lan truyeàn beänh bôûi vaéc xin. 
- Thôøi haïn söû duïng ngaén vaø caàn ñieàu kieän baûo quaûn laïnh. 

 
3.2. VAÉC XIN TAÙI TOÅ HÔÏP 
 
+ Laø caùc daïng vaéc xin ñöôïc taïo ra baèng kyõ thuaät taùi toå hôïp gen. 
+ Coù hai daïng vaéc xin taùi toå hôïp: vaéc xin tieåu phaàn vaø vaéc xin nhöôïc ñoäc 
 
3.2.1. Vaéc xin tieåu phaàn (subunit vaccine)
 
+ Laø vaéc xin töø moät boä phaän chöù khoâng töø toaøn boä teá baøo hay phaàn töû cuûa taùc nhaân gaây 
beänh. 
+ Kyõ thuaät taùi toå hôïp DNA giuùp taïo ñöôïc caùc vaéc xin loaïi naøy: gen hoaëc caùc gen maõ hoùa 
cho vuøng quyeát ñònh khaùng nguyeân chính coù theå ñöôïc doøng hoùa vaø bieåu hieän vöôït möùc 
trong teá baøo vi sinh vaät, tinh cheá ñeå söû duïng laøm vaéc xin. 
+ Öu ñieåm: khaùng nguyeân laø protein tinh cheá neân cheá phaåm vaéc xin beàn vaø an toaøn; coù 
thaønh phaàn hoùa hoïc xaùc ñònh, khoâng chöùa caùc protein taïp, caùc nucleic acid coù theå gaây 
taùc duïng phuï. 
+ Nhöôïc ñieåm: ñaéc tieàn, ñoâi khi khoâng thu ñöôïc daïng coù hoaït tính. 
 
3.2.2. Vaéc xin  HSV (Herpes Simplex Virus) 
 
+ Gaây ung thö, beänh Herpes, nhieãm truøng maét caáp tính, encephalitis. 
+ Taïo vaéc xin tieåu phaàn khoâng chöùa thaønh phaàn gaây ung thö (boä gen). 
+ Glycoprotein voû viruùt gD coù theå gaây ñaùp öùng ôû chuoät taïo khaùng theå trung hoøa viruùt 
HSV. 
+ Gen maõ hoùa cho gD ñöôïc doøng hoùa vaøo vector bieåu hieän trong teá baøo höuõ nhuõ CHO 
(Chinese Hamster ovary). 
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+ Ñeå deã tinh cheá, gD taùi toå hôïp tan (khoâng gaén vaøo maøng teá baøo) ñöôïc taïo ra baèng caùch 
loaïi boû vuøng trình töï maõ hoùa cho ñaàu C cuûa gD (vuøng trình töï maõ hoùa cho vuøng gaén leân 
maøng cuûa protein). 
+ gD taùi toå hôïp coù khaû naêng trung hoøa caû HSV-1 vaø HSV-2. 
 

 
 
3.2.3. Vaéc xin peptide (peptide vaccine)
 
+ Treân phaân töû protein khaùng nguyeân gaén ôû beà maët teá baøo, caùc yeáu toá quyeát ñònh khaùng 
nguyeân coù theå chæ hieän dieän ôû vuøng protein phôi ra beân ngoaøi. 
+ Coù theå taïo khaùng nguyeân döïa treân caùc ñoaïn peptide ngaén töø vuøng naøy: peptide 
vaccine. 
+ Ví duï: tröôøng hôïp peptide vaccine töø khaùng nguyeân VP1 (virion protein 1) treân beà maët 
viruùt gaây beänh lôû moàm long moùng (foot-and-mouth disease virus, FMDV). 

- Thöïc hieän toång hôïp hoùa hoïc caùc ñoaïn peptide khoaûng 10 - 20 amino acid ñaàu C 
hoaëc ñaàu N. 

- Gaén leân beà maët moät protein trô (ñeå taêng tính beàn ñoái vôùi protease). 
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- Ñoaïn peptide töông öùng vôùi amino acid töø 141 - 160 (ñaàu C) cho hieäu löïc khaùng 
nguyeân cao. 

- Peptide dung hôïp giöõa hai ñoaïn 141 - 160 vaø 200 - 213 cho hieäu löïc khaùng 
nguyeân cao hôn. 
 

 
 

 
 
3.3. Vaéc xin nhöôïc ñoäc
 
+ Kyõ thuaät taùi toå hôïp gen ñöôïc duøng ñeå taïo ra vi khuaån hoaëc viruùt bò bieán ñoåi ñöôïc duøng 
laøm vaéc xin soáng: 

- Vi khuaån hay viruùt laønh ñöôïc bieán ñoåi di truyeàn ñeå bieåu hieän yeáu toá quyeát ñònh 
khaùng nguyeân cuûa vi sinh gaây beänh; 

- Vi sinh gaây beänh bò bieán ñoåi di truyeàn baèng caùch gaây ñoät bieán hoaëc loaïi boû gen 
aùc tính. 
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3.3.1. Vaéc xin dòch taû nhöôïc ñoäc taùi toå hôïp
 
+ Vibrio cholerae gaây dòch taû caáp tính.  
+ Vi khuaån gaén, taêng tröôûng treân maøng nieâm maïc ruoät non, tieát noäi ñoäc toá enterotoxin 
gaây trieäu chöùng taû. 
+ Enterotoxin taû laø moät protein luïc phaân: moät tieåu phaàn A vaø 5 tieåu phaàn B: tieåu phaàn A 
goàm hai tieåu phaàn: peptide A1 mang ñoäc tính (coù hoaït tính ribosyl hoùa ADP vaø hoaït hoùa 
adenyl cyclase) vaø peptide A 2 noái tieåu phaàn A vaøo caùc tieåu phaàn B. 
+ Vaéc xin tieåu phaàn daïng enterotoxin baát hoaït khoâng coù tính khaùng nguyeân cao. do vaäy 
caàn thieát taïo vaéc xin taùi toå hôïp nhöôïc ñoäc. 
+ Daïng 1: cheøn gen khaùng tetracycline vaøo vuøng A1 treân boä gen cuûa vi khuaån. Nhöôïc 
ñieåm: gen khaùng tetracycline coù theå bò taùch ngaãu nhieân khoûi vuøng A1 laøm vi khuaån trôû 
laïi coù ñoäc tính. 
+ Daïng 2: thay gen khaùng tetracycline cuûa Daïng 1 baèng ñoaïn A1 ñoät bieán (maát  ñoaïn) 
baèng taùi toå hôïp caùc ñoaïn töông ñoàng. Daïng 2 oån ñònh khoâng khaû naêng trôû laïi daïng ñoäc 
tính. 
+ Qui trình taïo Daïng 2: 

- Caét vuøng DNA cuûa A1 mang treân moät plasmid baèng enzyme ClaI, XbaI (chæ coù 
trình töï caét duy nhaát treân ñoaïn gen A 1). 

- Gaén ñoaïn noái XbaI linker vaøo ñaàu ClaI ñeå taïo ra toå hôïp noái XbaI-XbaI (ngaên 
caûn toå hôïp noái ClaI-XbaI taïo ra plasmid chöùa A1 nguyeân veïn nhö ban ñaàu). 

- Noái baèng T4 DNA ligase. Plasmid taùi toå hôïp chöùa A1 bò maát moät ñoaïn 550bp. 
- Chuyeån plasmid vaøo V. cholerae ñoät bieán chöùa gen A1 bò giaùn ñoaïn bôûi gen 

khaùng tetracycline. 
- Choïn chuûng V. cholerae maãn caûm vôùi tetracycline. Chuûng naøy coù theå xaûy ra söï 

trao ñoåi ñoaïn töông ñoàng thay ñoaïn chöùa gen khaùng tetracycline baèng d0oaïn gen A1 maát 
550bp.  

- Chuûng thu ñöôïc duøng laøm vaéc xin khoâng coù khaû naêng taïo ñoäc toá A1. 
 
3.4.2. Vaéc xin döïa treân viruùt beänh ñaäu muøa (vaccinia virus)
 
+ Thuoäc nhoùm caùc vector vaccine laø daïng vaéc xin soáng ñöôïc phaùt trieån baèng caùch taïo ra 
moät viruùt taùi toå hôïp mang vaø bieåu hieän moät hoaëc vaøi khaùng nguyeân muïc tieâu cuûa moät 
hoaëc vaøi taùc nhaân gaây beänh truyeàn nhieãm. 
+ Moät soá vaéc xin ñaõ ñöôïc phaùt trieån: vaéc xin vieâm gan sieâu vi B (HBsAg), vaéc xin ngöøa 
influenza virus (haemagglutinin). 
+ Do boä gen vaccinia viruùt lôùn vaø khoâng coù trình töï nhaän dieän duy nhaát cuûa enzyme caét 
giôùi haïn neân khoù thöïc hieän thao taùc caét noái gen. Tuy nhieân, döïa vaøo taùi toå hôïp caùc ñoaïn 
töông ñoàng coù theå taïo ra vaéc xin ñaäu muøa chöùa moät khaùng nguyeân muïc tieâu ñoái vôùi moät 
taùc nhaân gaây beänh khaùc. 
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- Ñoaïn gen maõ hoùa khaùng nguyeân ñöôïc doøng hoùa vaøo moät plasmid ñaët döôùi söï 
kieåm soaùt cuûa moät promoter cuûa viruùt naèm cheøn giöõa gen maõ hoùa thymidine kinase (TK) 
cuûa viruùt trong moät plasmid. Caùc ñoaïn gen cuûa thymidine kinase coù vai troø laø ñoaïn töông 
ñoàng duøng trong taùi toå hôïp in vivo. 
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- Bieán naïp plasmid naøy vaøo teá baøo ñoäng vaät (CEF: chicken embryo fibroblast) coù 
kieåu hình TK- ñaõ ñöôïc nhieãm baèng vaccinia virus hoang daïi (TK+). 

- Choïn loïc doøng teá baøo TK- baèng moâi tröôøng chöùa chaát ñoàng daïng cuûa thymidine 
laø BUdR (BrdU, 5-bromo-deoxy-uridine): thymidine kinase xuùc taùc vieäc taïo thaønh DNA 
ñoät bieán töø BrdU laøm teá baøo cheát.  

- Khaúng ñònh doøng mang gen maõ hoùa khaùng nguyeân muïc tieâu baèng lai phaân töû. 
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4. XÖÛ LYÙ MOÂI TRÖÔØNG, CHUYEÅN HOÙA VAØ  
SAÛN XUAÁT SINH KHOÁI 

 
4.1. THUÛY PHAÂN CAÙC CHAÁT DÒ SINH BÔÛI VI KHUAÅN 
 
+ Xöû lyù sinh hoïc moâi tröôøng (bioremediation) laø vieäc öùng duïng vi sinh vaät ñeå laøm saïch 
moâi tröôøng chöùa caùc chaát gaây oâ nhieãm.  
+ Nhieàu loaøi thuoäc gioáng Pseudomonas coù mang caùc plasmid (50 - 200kb) maõ hoùa 
enzyme thuûy phaân hôn 100 hôïp chaát höõu cô chöùa nhaân thôm hoaëc nhoùm Cl.  
+ Caùc chaát höuõ cô chöùa nhaân thôm khoâng bò halogen hoùa thöôøng bò vi khuaån bieán ñoåi 
thaønh catechol hoaëc protocatechuate sau ñoù bò oâxi hoùa thaønh acetyl-CoA vaø succinate 
hoaëc pyruvate vaø acetaldehyde. 
+ Caùc chaát höõu cô chöùa nhaân thôm bò halogen hoùa laø thaønh phaàn chính cuûa caùc loaïi 
thuoác tröø saâu, dieät coû ñöôïc bieán ñoåi thaønh catechol, protocatechuate hydroxyquinone 
hoaëc caùc daãn xuaát halogen töông öùng baèng nhöõng enzyme tham gia chuyeån hoùa caùc chaát 
höõu cô nhaân thôm bình thöôøng. 
+ Böôùc loaïi nhoùm halogen (dehalogenation) thöôøng ñöôïc thöïc hieän bôûi phaûn öùng xuùc taùc 
bôûi dioxygenase thay nhoùm halogen baèng nhoùm hydroxyl. 
 
4.2. BIEÁN ÑOÅI DI TRUYEÀN CAÙC CON ÑÖÔØNG PHAÂN HUÛY SINH HOÏC 
+ Nhöôïc ñieåm cuûa caùc chuûng phaân huûy chaát dò sinh töï nhieân: 

- Moät chuûng chæ phaân huûy moät hoaëc moät vaøi chaát. 
- Noàng ñoä chaát dò sinh cao thöôøng öùc cheá söï taêng tröôûng cuûa vi khuaån phaân huûy 

chaát dò sinh. 
- Thöôøng coù söï oâ nhieãm cuøng luùc nhieàu chaát dò sinh khaùc nhau trong ñoù coù thaønh 

phaàn öùc cheá söï taêng tröôûng cuûa chuûng.  
- Nhieàu chaát dò sinh khoâng phaân cöïc bò haáp phuï leân caùc chaát mang rieâng trong 

ñaát hoaëc buøn haïn cheá söï tieáp xuùc vaø taán coâng cuûa vi sinh vaät phaân huûy. 
- Toác ñoä phaân huûy sinh hoïc thöôøng chaäm. 

+ Kyõ thuaät taùi toå hôïp gen cho pheùp khaéc phuïc moät soá nhöôïc ñieåm neâu treân. Trong haàu 
heát caùc tröôøng hôïp, moät plasmid coù theå mang nhieàu gen maõ hoùa cho caùc enzyme caàn cho 
caùc böôùc trong con ñöôøng phaân huûy cô chaát. Baèng caùch ñöa plasmid töø nhieàu chuûng 
Pseudomonas khaùc nhau vaøo chung trong moät teá baøo chuû ngöôøi ta coù theå taïo ra moät 
chuûng coù khaû naêng phaân huûy nhieàu cô chaát khaùc nhau. Ngoaøi ra, baèng kyõ thuaät di truyeàn 
coù theå laøm nôùi roäng daõi cô chaát coù theå bò phaân huûy bôûi moät con ñöôøng sinh hoùa. 
 
4.2.1. Bieán ñoåi di truyeàn baèng giao naïp

- Duøng giao naïp ñeå chuyeån vaøo cuøng moät chuûng nhaän nhieàu plasmid khaùc nhau 
mang caùc gen cuûa caùc con ñöôøng phaân huûy khaùc nhau. 

- Söï taùi toå hôïp giöõa caùc plasmid coù cuøng trình töï töông ñoàng cho pheùp taïo ra 
plasmid dung hôïp chöùa nhieàu gen phaân huûy. 
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- Tröôøng hôïp caùc plasmid thuoäc nhoùm khoâng töông hôïp khaùc nhau: caùc plasmid 

coù theå hieän dieän beân trong cuøng moät teá baøo. 
+ Ví duï: söï taïo thaønh chuûng phaân huûy coù theå ñoàng thôøi phaân huûy camphor 

(CAM), octane (OCT), xylene (XYL), naphthalene (NAH) cuûa daàu thoâ. 
 
 

 
 
4.2.2. Bieán ñoåi di truyeàn baèng kyõ thuaät gen
 
+ Ví duï: taïo chuûng E. coli mang operon maõ hoùa toluene dioxygenase thuûy phaân toluene 
vaø trichloroethylene. 

- Caùc gen todA, todB, todC1, todC2 coù saûn phaåm taïo thaønh phöùc hôïp toluene 
dioxygenase töø Pseudomonas putida ñöôïc doøng hoùa vaøo E. coli döôùi söï kieåm soaùt cuûa tac 
promoter (caûm öùng, hoaït tính maïnh). 

- Khi coù söï hieän dieän cuûa IPTG (isopropyl-β-thio-galactopyranoside (IPTG), 
toluene vaø trichloroethylene ñöôïc phaân huûy maát hoaït tính. 

- Chuûng E. coli taùi toå hôïp naøy coù öu ñieåm hôn chuûng P. putida ban ñaàu laø coù khaû 
naêng phaân huûy cao hôn. 
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-  
 
 
4.3. CHUYEÅN HOÙA TINH BOÄT VAØ ÑÖÔØNG 
 
+ Tinh boät laø polysaccharide caáu taïo bôûi caùc maïch homopolymer khoâng phaân nhaùnh laø 
amylose vaø phaân nhaùnh laø amylose pectin. 
- Amylose ñöôïc taïo thaønh töø 100 - 40.000 phaân töû glucose noái vôùi nhau baèng lieân keát α-
1,4-glucoside. 
- Amylopectin laø caùc ñoaïn ngaén 17 - 23 glucose noái vôùi nhau baèng α-1,4-glucoside, caùc 
sôïi naøy laïi noái vôùi nhau baèng lieân keát 1,6 hoaëc 1,3. Phaân töû amylopectin chöùa 104 - 4 x 
107 ñôn phaân glucose. 
+ Enzyme thuûy phaân hieäu quaû tinh boät duøng trong ñeå saûn xuaát coàn hoaëc fructose (chaát 
laøm ngoït thay saccharose) laø α-amylase, β-amylase, glucoamylase, glucose isomerase. 

- α-Amylase thuûy phaân moät caùch ngaãu nhieân caùc lieân keát α-1,4 töø tinh boät taïo ra 
hoãn hôïp glucose, maltose, maltotriose, caùc ñoaïn dextrin (α-limit dextrin), thöôøng ñöôïc 
duøng trong böôùc dòch hoùa tinh boät. 

- β-Amylase thuûy phaân caùc lieân keát α-1,4 töø hai ñaàu cuûa amylose vaø amylopectin 
taïo ra maltose vaø caùc ñoaïn β-limit dextrin. 
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- Glucoamylase thuûy phaân α-1,3, α-1,4 vaø α-1,6 (nhöng hoaït tính thuûy phaân α-
1,4 keùm hôn α-amylase) töø tinh boät, caùc ñoaïn β-limit vaø α-limit dextrin taïo ra glucose; 
thöôøng ñöôïc duøng trong böôùc ñöôøng hoùa hoaëc ñeå thuûy phaân caùc ñöôøng coøn laïi trong bia. 

- Glucose isomerase ñöôïc duøng ñeå chuyeån glucose thaønh fructose. 
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+ Enzyme duøng trong saûn xuaát coàn vaø fructose chieám phaàn quan troïng trong toång chi phí 
saûn xuaát nhöng chæ duøng ñöôïc moät laàn. Moät trong nhöõng giaûi phaùp laøm giaûm giaùthaønh laø 
saûn xuaát ñöôïc enzyme ôû qui moâ lôùn vaø reõ tieàn.  

- Bieåu hieän vöôït möùc enzyme trong vi sinh vaät taêng tröôûng nhanh vaø söû duïng 
nguoàn cô chaát reõ tieàn. 

- Söû duïng α-amylase chòu nhieät (80 - 90°C) töï nhieân hoaëc ñoät bieán trong böôùc hoà 
hoùa ñeå laøm giaûm thôøi gian vaø soá löôïng enzyme caàn thieát. 

- Caûi bieán α-amylase vaø glucoamylase sao cho coù cuøng nhieät ñoä vaø pH toái öu ñeå 
böôùc dòch hoùa vaø ñöôøng hoùa coù theå ñöôïc thöïc hieän ôû moät ñieàu kieän chung. 

- Söû duïng enzyme coù theå thuûy phaân höuõ hieäu tinh boät soáng ñeå loaïi boû böôùc hoà 
hoùa, giaûm chi phí naêng löôïng. 

- Taïo chuûng naám men saûn xuaát ñöôïc glucoamylase ñeå loaïi boû böôùc ñöôøng hoùa 
trong leân men coàn. 
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+  Ví duï: taïo chuûng naám men mang gen maõ hoùa glucoamylase vaø bieåu hieän 
glucoamylase treân beà maët teá baøo. 

- Gen maõ hoùa glucoamylase töø naám moác Rhizopus oryzae ñöôïc doøng hoùa vaøo 
döôùi vuøng kieåm soaùt tieát (secrete signal sequence, sss) vaø treân vuøng 3' cuûa gen maõ hoùa 
agglutinin (moät protein hieän dieän 10.000 phaân töû treân beà maët teá baøo naám men). 

- Taát caû ñöôïc kieåm soaùt baèng GAPD promoter (glyceraldehyde 3-phosphat 
dehydrogenase). 

- Choïn loïc doøng taùi toå hôïp döïa treân gen trp.  
- Treân plasmid, ñoaïn gen trp1-GADP promoter-sss-Glucoamylase-Agglutinin-

GADP terminator ñöôïc cheøn vaøo giöõa moät ñoaïn trình töï nucleotide töø nhieãm saéc theå 11 
cuûa naám men (khoâng ñöôïc theå hieän treân plasmid). 

- Trong teá baøo naám men, ñoaïn gen trp1-2μ-GADP promoter-sss-Glucoamylase-
Agglutinin-GADP terminator ñöôïc saùt nhaäp vaøo nhieãm saéc theå soá 11 cuûa naám men do 
trao ñoåi ñoaïn töông ñoàng. 

- Chuûng naám men taùi toå hôïp bieåu hieän glucoamylase coù theå thuûy phaân tinh boät vaø 
leân men röôïu töø tinh boät. 
 
 
 
 
 
 
 
 

sssPromoter 

 Glucoamylase 3’-Agglutinin 
Terminato

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 218

CuuDuongThanCong.com https://fb.com/tailieudientucntt

http://cuuduongthancong.com?src=pdf
https://fb.com/tailieudientucntt


Vi sinh vaät hoïc cô sôû   PGS.TS. Traàn Linh Thöôùc 

 

  Ethanol

Glucose Glucose 

Tinh boät 
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+ Moät giaûi phaùp ñeå caûi thieän naêng suaát saûn xuaát coàn thöông maïi laø tieán haønh laøm bieán 
ñoåi di truyeàn treân vi khuaån Zymomonas mobilis baèng caùc gen cho pheùp vi sinh vaät naøy söû 
duïng nhieàu loaïi hôïp chaát carbon laøm nguoàn cô chaát. 
 
4.4. CHUYEÅN HOÙA CELLULOSE 
 
4.4.1. Thaønh phaàn vaø caáu truùc lignocellulose
 
+ Caùc loaïi ñöôøng ña nhö lignin, cellulose, hemicellulose toå hôïp vôùi nhau ôû caùc tyû leä khaùc 
nhau thaønh thaønh phaàn khung caáu truùc lignocellulose ôû taát caû thöïc vaät. Ñaây cuõng laø 
thaønh phaàn chính trong phuï pheá phaåm noâng nghieäp, cheá bieán goã, giaáy, caùc chaát thaûi sinh 
hoaït caàn ñöôïc xöû lyù ñeå traùnh oâ nhieãm moâi tröôøng hoaëc caàn ñöôïc söû duïng nhö nguoàn taøi 
nguyeân cho saûn xuaát. 
+ Lignin ñöôïc taïo thaønh chuû yeáu töø phenylpropane taïo thaønh hôïp chaát cao phaân töû (> 
10.000) khoâng tan, raát khoù bò phaân huûy baèng enzyme vaø baèng hoùa hoïc. Caùc ñôn phaân 
phenylpropane noái vôùi nhau baèng nhieàu lieân keát hoùa hoïc khaùc nhau ñöôïc hình thaønh 
theo cô cheá goác töï do. Lignin taïo lieân keát hoùa hoïc vôùi hemicellulose bao quanh sôïi 
cellulose. 
+ Hemicellulose laø heteropolymer maïch ngaén goàm caùc hexose (glucose, mannose, 
galactose) vaø pentose (xylose, arabinose). Coù ba loaïi hemicellulose: 

- Xylan: coù khung laø sôïi poly-β-1,4-xylan, caùc nhaùnh beân laø arabinose, 
glucuronic acid, arabinoglucuronic acid; thöôøng hieän dieän trong goã cöùng. 

- Mannan: goàm coù glucomannan vaø galactomannan; thöôøng hieän dieän trong goã 
meàm. 

- Arabinogalactan. 

Yeast cell 
 

Glucose 
 

E

E

E

E E

E

E

Ethanol 

E
Glucoamylase
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+ Cellulose laø thaønh phaàn ñôn giaûn nhaát trong lignocellulose, laø homopolymer cuûa caùc 

glucose noái vôùi nhau baèng β-1,4-glucoside. 
 

 220

CuuDuongThanCong.com https://fb.com/tailieudientucntt

http://cuuduongthancong.com?src=pdf
https://fb.com/tailieudientucntt


Vi sinh vaät hoïc cô sôû   PGS.TS. Traàn Linh Thöôùc 

4.4.2. Thuûy phaân cellulose baèng cellulase
 
+ Cellulase: teân goïi chung cuûa moät hoï goàm caùc enzyme thuûy phaân lieân keát β-1,4-
glucoside: 

- Endoglucanase: thuûy phaân lieân keát β-1,4- giöõa hai phaân töû glucose trong vuøng 
voâ ñònh hình (amorphous region), taïo caùc maïch ngaén. 

- Exoglucanase: thuûy phaân töø hai ñaàu taïo glucose, cellobiose (hai glucose), 
cellotriose (ba glucose). 

- Cellobiohydrolase: daïng exoglucanase thuûy phaân töø hai ñaàu taïo caùc maïch 
khoaûng 10 glucose. 

- β-Glucosidase (cellobiase): thuûy phaân cellobiose, cellotriose thaønh glucose. 
+ Caùc vi sinh vaät töï nhieân thöôøng coù hoaït tính thuûy phaân cellulose thaáp. Kyõ thuaät di 
truyeàn ñöôïc söû duïng ñeå taïo ra caùc sinh vaät, vi sinh vaät coù khaû naêng thuûy phaân cellulose 
höõu hieäu hôn. 
+ Doøng hoùa gen maõ hoùa cellulase töø prokaryote (Streptomyces, Clostridium, 
Thermoanaerobacter, Thermomonospora, Erwinia, Pseudomonas, Cellvibrio, 
Ruminococcus, Cellomonas, Fibrobacter, Bacillus): 

- Taïo ngaân haøng boä gen bieåu hieän cuûa ñoái töôïng vi sinh vaät quan taâm trong E. 
coli. 

- Tuyeån choïn transformant baèng moâi tröôøng khaùng khaùng sinh. 
- Boå sung moät lôùp moâi tröôøng agar meàm chöùa carboxymethyl cellulose (CMC, 

moät daãn xuaát tan cuûa cellulose). 
- Phaùt hieän voøng thuûy phaân cellulose quanh khuaån laïc baèng caùch nhuoäm baèng ñoû 

Congo vaø dung dòch NaCl (hoaëc dung dòch Lugol). 
- Ñoái vôùi chuûng khoâng taïo cellulase tieát, vieäc tuyeån choïn seõ döïa treân phöông 

phaùp lai mieãn dòch hoaëc lai Southern. 
- Doøng coù hoaït tính β-glucosidase ñöôïc phaùt hieän baèng caùch nuoâi chuûng treân moâi 

tröôøng coù nguoàn C duy nhaát laø cellubiose hoaëc duøng cô chaát toàng hôïp laø X-Gal (5-
Bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-glucopyranoside). 
 
4.5. SAÛN XUAÙT SINH KHOÁI 
 
+ Moät soá löôïng lôùn caùc daïng sinh khoái nhö luùa mì, caùc alkane töø daàu khí, chaát thaûi 
cellulose vaø methane ñöôïc söû duïng laøm cô chaát ñeå nuoâi vi sinh vaät thaønh caùc protein ñôn 
baøo (single cell protein, SCP).  
+ Caùc SCP coù theå ñöôïc duøng laøm chaát boå sung thöïc phaåm cho ngöôøi vaø ñoäng vaät. Tuy 
nhieân, do giaù thaønh cao, thieáu vò ngon, ñoâi khi coù ñoäc tính neân cho ñeán nay chöa co 
nhieàu coâng thöùc SCP trôû thaønh saûn phaåm thöông maïi.  
+ Tuy nhieân trong moät soá tröôøng hôïp vaãn coøn khaû naêng taïo ra chaát boå sung thöïc phaåm 
daïng SCP reõ tieàn baèng con ñöôøng kyõ thuaät di truyeàn. 
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Vi sinh vaät hoïc cô sôû   PGS.TS. Traàn Linh Thöôùc 
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