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Linh vire ky thuit dwoe dé cip

Séang ché dé cap dén linh vuc cdng nghé sinh hoc, va dic biét hon, sang ché
dé cap dén phuong phap chiét albumin huyét thanh nguoi tai t hop (recombinant
human serum albumin — rHSA - albumin huyét thanh ngudi tai t6 hop) tir gao

chuyén gen.
Tinh trang k§ thuit ciia sing ché

Albumin huyét thanh nguoi (HSA) 1a chudi don, protein khong glycosyl hoa
chtta axit amin 585, ¢6 trong lugng phan tir 1a 66,5kD va diém ding dién trong
khoang tir 4,7 dén 4,9. N6 14 loai protein c¢6 nhiéu nhét trong huyét twong mau nguoi,
chiém khoang 60% tdng sb protein huyét trong. C6 khoang 40g HSA trong moi lit
méu ngudi. Bén canh d6 1 su xudt hién trong huyét tvong, HSA ciing dugc tim thiy
trong cac md va tiét cta co thé, da va cc khoang bach huyét. Trong didu kién sinh
ly binh thudong, HSA c6 tac dung duy tri 4p sudt thim thiu keo huyét twong, nudi
dudng, thuc ddy sw chéng lanh vét thuong, va 1a mot chit mang, tham gia vao su
vén chuyén ciia nhiéu céc phéan tir sinh hoc ky nudc nhu kich thich t8, hoat chat sinh
hoc va thudc trong méu. Do vy, HSA 1a protein didu tri quan trong ma chu yéu
dugc str dung trong y té dé didu tri chimg giam protein-huyét gay ra do mit mau, bi
dét, bi boéng, phiu thust thdm my va bi tdn thuong néo, cling nhu viéc diéu tri xo
gan, than phinh to, van van.

Hién nay, HSA dung cho viéc st dung vao y t& chi yéu duogc chiét sudt boi
su chiét va su tach tir huyét twong nguoi. Tuy nhién, sy tiép can phwong phéap chiét
sudt nay xuét hién nhiéu bét loi sau ddy: mot mat, ngudn huyét twong 1 khong du,
luong cung cip mau han ché s& khong thé dap tng duge nhu ciu clia viéc san xuit
HSA va su chiét suét c6 lién quan cua nd; mat khac, chi ndi riéng v& mau c6 thé 1a
mot yéu t6 rui ro, vi du né c6 thé chira mam bénh 14y nhiém nguy hiém nhu bénh

viém gan virut, virut suy giam mién dich ctia ngudi (HIV) va cac bénh twong tu, gay
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ra mdi lo ngai 16n vé& viée sir dung ctia HSA duoc chiét tir huyét trong. Do vay, vin
dé can thiét & day 1a phat trién mot quy trinh thay thé dé san xuit HSA.

Véi su phat trién ctia k¥ thuét tdng hop va tai td hop ADN hién dai, c4c nha
nghién ctru rat quan tim dén viéc san xuit va ing dung cta albumin huyét thanh
nguoi tai t6 hop (tHSA). Cho dén nay, hé thdng biéu hién khac nhau da dugc str
dung thtr nghiém dé san xuét hang loat rHSA. Vi du, cadc nhom sinh vat c6 nhan nhu
truc khudn rudt két (Latta, M. cac déng tac gia, Sinh hoc/ Cong nghé, 5:1309-1314,
(1987)), truc khudn subtilis (Saunders, C. W. cac ddng tac gia, J. Bacteriol. 169:
2917-2925, (1987)), nhém sinh vit c6 nhin nhu ndm men (WO 00/44772,
EP0683233A2, US 5612196) va ciing c6 thé st dung nhéan giéng cac té bao dong vat
da dugc stir dung dé san xudt rHSA. Tuy nhién, cch tiép can néu trén khéng phu
hop cho san xuit cong nghiép vi mirc biéu hién thap va chi phi san xuét cao.

Pon yéu cau cip patent Trung Qudc S6 200510019084 clia céc tac gia sang
ché boc 16 phuong phap san xuat tHSA st dung cac t€ bao nodi nhil gao lam thé
thdng sinh hoc, bao gém: sir dung ving khdi dong va peptit tin hiéu dugc biéu hién
dédc hiéu trong ndi nhil gao dé ngay lap tic dua rHSA vao trong hé théng cO mang
ndi bao ciia cac té bao ndi nhil cla gao va luu gitt tHSA trong thé protein cua ndi
nhii gao, do d6 cho phép rHSA tich liiy nhiéu trong mam hat va cubi cing dat t6i
mure biéu hién cao. Muc biéu hién ctia rHSA duoc chita it nhit 13 trén 0,3% dua trén
trong lwong ctia mam hat. Phuong phap c6 nhitng uu diém vé mic biéu hién cao va
chi phi thip, do vay giai phdp nay d& cip dén kha ning phat trién mot chién lugc
méi dé san xuét thudc protein.

Hién tai, khong c6 quy trinh san Xuét déy du dé chiét rHSA tir gao chuyén
gen. Phuong phép va quy trinh chiét protein tir gao chuyén gen, cai thién hiéu qua
viée chiét protein dich va giam hiéu suit chiét ciia protein khong mong mudn 1a
nhitng yéu t§ quan trong ctia viéc nghién ctru va phat trién céng nghé. Sang ché d&
xuit cong nghé va quy trinh chiét hiu qua cao ctia tHSA tir gao chuyén gen & quy

mod 16n.
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Ban chét ky thuit ciia sing ché

Muc dich cta sang ché 1a dé xuit phuong phap chiét albumin huyét thanh
ngudi tai td hop (tHSA) tir gao chuyén gen.

Hiéu qua dat dugc ctia sang ché:

1. Hiéu qua chiét albumin huyét thanh nguoi tai td hop ting 1én boi sy két
hop ctia 46 pH va ndng d6 mudi khac nhau. Tai lidu cho thdy ndng d6 clia albumin
huyét thanh nguoi téi t& hop & san phdm chiét chira theo sang ché 1a tir 0,65 dén
0,66mg/mL, trong khi ndng d6 theo k¥ thuat thuc hién trude d6 chi chira tir 0,30 dén
0,315mg/mL. Do véy, dé dép ung dugc phuong phap cai tién cta sang ché, luong
chiét cua albumin huyét thanh ngudi tai t6 hop tir trong luong tuwong dwong ctia gao
xat tang 1,15 lan.

2. Hidu qua chiét ctia protein khong mong mudn bi giam. Nong do cua téng
sé protein trong dich chiét ban du theo sang ché 14 tir 6,90 dén 7,05mg/mL va ham
lugng ctia téng sb protein 1a 2,8mg/mL sau budc két taa, bi giam xuéng 2,46 lan.

3. Hiéu qua vd trung hoéc su tiét trung tang 1€n vi su cai thi€n cua bude vi
loc, loai trir su tap nhiém khudn ma c6 thé dugc dua vao budce thanh loc lién tuc va
giam lwong ndi doc t6 vi khudn ma c6 thé xuat hién trong qué trinh san xuét.

M5 ta viin tit cdc hinh vé

Fig.1 13 dd thi cho thiy anh huong ctia sy két hop nhiét do chiét khac nhau va
s 14n trén hiéu suit chiét cua tdng luvong protein tir gao chuyén gen dugc xat.

Fig.2 1a dd thi cho thiy anh huong cta sy két hop nhiét d6 chiét khac nhau va
s6 14n trén hiéu suét chiét ctia rHSA tir gao chuyén gen duogc xat.

Fig.3 14 hinh anh cta SDS-PAGE ctia cic mau thu duogc bang két hop truc
giao ctia nhiét d va s6 lan chiét khac nhau.

Fig.4 1a db thi cho thiy hiéu qua cta su két hop d6 pH va mudi khac nhau.
ndng d6 clia amoni sulfat trén hiéu sut chiét ctia tong protein tir gao chuyén gen
duoc xat.

Fig.5 14 dd thi cho thdy hidu qua cua su két hop d6 pH va ndng d6 mudi

amoni sulfat khac nhau trén hiéu suit chiét rHSA tir gao chuyén gen duoc xit.
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Fig.6 1 hinh anh ctia SDS-PAGE ctia miu thu dugc béi su két hop truc giao
ctia 46 pH va mudi khac nhau. Ndng d6 ciia amoni sulfat.

Fig.7 1a d6 thi cho thiy hiéu qua ctia ndng do natri caprylat khac nhau

va 6 1an két ta trén hiéu suét chiét cua tong protein.

Fig.8 1a hinh anh cta SDS-PAGE ctia mAu chiét thu dugc & ndéng do khac
nhau ctia natri caprylat va s lan két tia.

Fig.9 1a hinh 4nh ctia SDS-PAGE ctia mu chiét thu dugc & d6 pH va sb lan
két tua khéc nhau.

Fig.10 1a gian d6 cho thiy phin trim ctia rHSA & tbng protein cta dung dich

dugc chiét trude va sau khi loc bang ¢& 16 ctia mang khac nhau.

Mo ta chi tiét sang ché

Pé dat dwoc muc dich néu trén, sang ché dé cap dén giai phap k¥ thuat sau:

Phuong phap chiét albumin huyét thanh nguoi tai t6 hop tir gao chuyén gen,
bao gdm céc bude sau:

1) loai bé vo cia thoc chuyén gen ¢ chira albumin huyét thanh ngudi tai td
hop, nghién hat gao dugc tach voé, sau d6 tron hat gao chuyén gen duogc nghién voi
dung dich dém chiét va dich chiét két hop khudy d& thu dugc hdn hop I;

2) diéu chinh d6 pH ctia hdn hop I ctia bude 1) tir 4,0 dén 4,5 va cho hén hop
két tta tir 1 dén 12 gior dé thu duoc hdn hop II;

3) loc hdn hop II & bude 2) va thu vé dich loc dé co dung dich chtra albumin
huyét thanh ngudi tai td hop c6 ndng d6 cao.

Cu thé, & bude 1), khi albumin huyét thanh ngudi tai t& hop duoc biéu hién
trong sb cac hat tinh bot trong cac té bao ndi nhil gao, dé giam hiéu suét chiét
protein khong mong mudn, gao chuyén gen c6 chira rHSA duoc tach vo va hat gao
duoc tach vé duoc nghién thanh bt gao hodc gao dugc nghién véi d§ nguyén chét
tir 80 dén 120 mesh theo kich thudc dé ting hiéu suét chiét ctia albumin huyét thanh
ngudi tai td hop.

Dung dich d&m chiét bao gém tir 10 dén 30mM dung dich dém phosphat
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(PBS), axetat natri tir 10 dén 20mM, amoni sulfat tir 10 d&én 50mM va natri caprylat
tr 5 dén 40mM, va dung dich dém chiét c6 do pH tir 6,5 dén 8.

O dung dich dém chiét, amoni sulfat néu trén t5t hon 1a c6 n6ng do tr 10 dén
30mM, tét hon nita 1a tir 15 dén 30mM, va t5t nht 1a tir 20 d&én 30mM.

O dung dich dém chiét, natri caprylat néu trén t6t hon 14 ¢6 ndng do tir 5 dén
30 mM, t6t hon ntra 1 tir 5 dén 20mM, va t6t nhat 1a tir 10 &én 20mM.

Vi du, theo mot phwong 4n cta sang ché, dung dich dém chiét bao gdm dung
dich dém phosphat (PBS) tir 10 dén 30mM, axetat natri tir 10 dén 20mM, amoni
sulfat tir 15 dén 30mM va natri caprylat tir 5 dén 20mM; va dung dich dém chiét c6
d6 pH tlr 6,5 dén 8.

Theo mdt phuong 4n dugc wu tién ciia sang ché, dung dich dém chiét bao
g@)m dung dich dém phosphat 25mM, natri axetat 20mM, amoni sulfat 20mM va
natri caprylat 20mM, va c6 d6 pH 1a 7,5.

Pé thu dugc hidu suét chiét cao nhit albumin huyét thanh nguoi tai td hop va
can biang mdi quan hé gitra thé tich chiét va hidu qua chiét bot gao dwoc tron véi
dung dich dém chiét theo ti 18 trong luc_mg/thé tich (kg/L, trong lugng cua gao
nghién/thé tich dung dich dém chiét) tir 1:5 dén 1:10, sau d6 duoc chiét két hop voi
viéc khudy 60 vong trén mot phut (rpm) trong thoi gian tir 1 dén 3 gio. N6 duge thé
hién qua cac thi nghiém theo ti 1& ndm trong khoang tir 1:5 dén 1:10 khong anh
hudng nhéu dén hidu qua chiét cta albumin huyét thanh nguoi tai t6 hop. Voi muc
dich d& giam chi phi va thé tich chiét, gao nghién chuyén gen t&t hon 14 dugc tron
v6i dung dich dém chiét theo ti 16 trong luong/thé tich (kg/L) 1:5, va thoi gian chiét
t6t hon 1a tir 1 dén 1,5 gio.

Dé chiét albumin huyét thanh nguoi tai t hop tir hat gao dwoc nghién véi
hiéu qua téi da, theo tinh ning riéng ctia albumin huyét thanh ngudi ¢ su 6n dinh &
nhiét 46 60°C, su ting nhiét d6 chiét rd rang 14 ning cao hiéu suit chiét cia téng
protein va albumin huyét thanh nguoi tai t5 hop cho thdy HSA khong bi bién chat
bdi nhiét do. Do vay, xtr 1y nhiét dugc st dung trong sang ché lam tang dang ké hiéu

sut chiét cia albumin huyét thanh nguoi tai t hop. Nhiét d6 chiét da biét 1a tir 45
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dén 60°C, va tét hon 1a tir 55 dén 60°C.

Khi ca viéc chiét ctia albumin huyét thanh nguoi tai té hop va protein khong
mong mudn duge tdng cuong trong didu kién nhiét va do pH cao, loai bd protein
khéng mong muén phu ctia quy trinh duoc d& cap & trén c6 thé duge tién hanh bing
cach cho két tua protein d4o cua ndi nhil gao tai diém déng dién cua albumin huyét
thanh ngudi. Quy trinh két tia & budc 2) theo sang ché cho thiy & do pH thip. Sau
khi chiét, hdn hop dugc chiét duge didu chinh dén do pH tir 4,0 dén 4,5, sau d6 hdn
hop duoc két tha & nhiét d6 phong trong thoi gian it nhat 1 gior dé loai bo hiéu tng
4m tinh cta protein khéng mong mudn du thira duoc tao ra bang quy trinh chiét
trong diéu kién nhiét va do pH cao. Theo mot phuong an cta sang ché, axit axetic
duoc stir dung dé diéu chinh d6 pH tir 4,0 dén 4,5, t6t hon 13 4,5; thoi gian két tha 1a
tir 1 dén 12 gio, t6t hon 1a tir 3 dén 12 gio, va t6t hon nita 12 6 gio.

Theo dac tinh véat ly khac nhau giita cac hat tinh bot tdn tai trong gao dugc
nghién va phan chét 16ng, k§ thut thong thudng va cac thiét bi co thé dugc sir dung
dé tach cac chit khéng mong mudn tir viéc chiét protein. Hon hop duogc chiét tir quy
trinh két tia & budc 2) duoc xir 1y tach rén-long bang loc ap luc hodc cac thiét bi
khac tuong tu, dat dugc muc dich tach tinh bdt thai tir protein dich cé hi€u qua trén
mdt quy md 1én. Sang ché dé cap dén phuong phap don gian, nhanh va chi phi thip
dé cubi cung thu duoc dung dich ¢6 ndng do cao & albumin huyét thanh nguoi tai to
hop.

Theo mét phuong 4n cta sang ché, qua trinh loc néu trén bao gém cac budc
loc qua thiét bi loc ap luc dang khung phéng kiéu vai loc, sau d6 dén béng cach loc
qua vi loc biang mang soi rdng. Mang soi réng néu trén dugc lam tir mang soi
polyetesulfon, c6 ¢& 15 tir 0,20um dén 0,45um theo dudng kinh, va tét hon 1a
0,22pm.

O dung dich c6 chira albumin huyét thanh nguoi tai t6 hop dugc tao ra theo
phuong phap cla sang ché, ndng d6 ctia albumin huyét thanh ngudi tai t6 hop 1a tir
0,65 dén 0,66mg/mL; né)ng d6 ban dau cua téng protein 1a tir 6,90 dén 7,05mg/mL

va bi giam xubng con 2,8 mg/mL sau budc két tia; ham lugng protein khong mong
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mudn bi giam dang ké.
Vi du thwe hién sing ché

C4c tinh nang va loi thé cua sang ché c6 thé duge hiéu thém tir cac vi du sau
day. Céc vi du chi dugc minh hoa va khong nén hiéu nhu su han ché séng ché theo
bat ky cach nao.

Vi du 1: Chiét rHSA theo phuong phap duoc cai tién cia sang ché

Gao chuyén gen c6 thé duoc didu ché theo phuong phap dugc boe 16 trong
don yéu cau cip patent Trung Québc S6 200510019084 cuia cac tac gia sang ché. Lia
duoc tach vo dé thu duoc gao nira danh béng va duoc nghién dé thu duoc gao xat
v6i d6 min tir 80 dén 100 mesh. Gao xat duoc trdn véi dung dich dém chiét theo ti
1€ 1:5 (trong luong/thé tich, kg/L), va dugc chiét trong thoi gian 1,5 gio ¢ nhiét do
60°C. C4c thanh phan ciia dung dich dém chiét 1a: dung dich dém phosphat 25mM,
natri axetat 20mM, amoni sulfat 10mM, natri caprylat 10mM; d6 pH 7,5. Hon hop
thu dugc duoc diéu chinh dén do pH 4,5 véi axit axetic va dugc dat trong thoi gian
it nhat 3 gio dé két tha protein khong mong mudn. Sau d6 hdn hop thu dugc tuy
thudc vao su loc €p st dung thiét bi loc €p khung phéng (dang vai loc) va vi loc
béng cdt s¢i réng v&i cd 16 13 0,22pm, dé thu duoc dich ndi & trén c6 chtra rHSA.
ndng d6 ctia rHSA 14 khoang 0,66 mg/mL.
Vi du 2: Chiét rHSA theo phuong phap trudc d6 trong linh vuc k§ thuat

Gao chuyén gen c6 thé dugc diéu ché theo phuong phap duoc boc 16 trong
don yéu ciu cép patent Trung Qudc S6 200510019084 ciia cac tac gia sang ché. Lua
duoc tach vo dé thu duoc gao khong danh béng va dugc xat dé thu duogc gao xat voi
d6 nguyén chét tir 80 dén 100 mesh. Gao nghién dwoc trén voi dung dich dém chiét
theo ti 18 1:5 (trong lugng/thé tich, kg/L) va duoc chiét it nhét trong thoi gian 1 gioy
0 nhiét 46 phong. Céc thanh phﬁn cua dung dich dém chiét la: dung dich dém
phosphat 25mM va natri axetat 20mM; d6 pH 6,5. Hon hop thu dugc duoc diéu
chinh dén do pH 4,5 véi axit axetic va dugce dét trong thoi gian 1 gio dé tién hanh su
két tha. Sau d6 hdn hop thu dugc dugc cho qua su loc ép st dung thiét bi loc ép

dang khung phéng (loai vai loc) va vi loc bang c6t soi rong v6i ¢& 15 14 0,45um, dé
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thu duoc ph?in ndi trén bé mit c6 chira rHSA. néng dd cua rHSA 1a khoang 0,314
mg/mL. Puoc so sanh v6i két qua theo phuong phap da duogc cai tién ctia sang ché,
ham luong cua tdng protein chi 14 45,5%, va ham luong ctia rHSA 13 47,7% (tir
Fig.1 dén Fig.3).

Vi du 3: Hi€u qué cia nhiét do chiét va thoi gian trén hi¢u suat chiét rHSA

Vi du nay st dung dung dich dém chiét bét bién va thuc hién két hop truc
giao ¢ nhiét d6 khac nhau (lén luot 14 45°C, 50°C, 55°C, 60°C) va thoi gian chiét
khéc nhau (14n luot 14 20 phut, 40 phut, 60 phut, 80 phut) d thu duge cac miu chiét
khéc nhau. Phuong phap BCA duoc sir dung dé x4c dinh ndng d6 ctia tng protein &
mdi miu va ELISA duoc sir dung dé xac dinh néng d6 cua rHSA ¢ mdi mau. Két
quéa cho thdy & Fig.1 va Fig.2, twong ting. Mdi mau bj 1¢ thudc vio SDS-PAGE va
anh dién duoc thé hién & Fig.3.

Diéu d6 c6 thé thiy tir Fig.1 va Fig.2 v6i su ting thoi gian va nhiét do chiét,
ndng do cua tdng protein va rHSA & dich chiét cia gao nghién c¢é xu huéng ting
twong tmg. Nhiét do chiét c6 anh hudng 16n dén hidu qua chiét hon thoi gian chiét,
hiéu qua chiét cao nhét ctia rHSA da thu dugc khi chiét suat dugce thuc hién tai 60°C
trong 60 phut. Bidu d6 dugc thdy tir anh dién di & Fig.3, trong diéu kién nhiét d6 va
thoi gian khéac nhau, cic dai quang phd cua dich chiét protein c6 su khac biét dang
ké & noi ma trong luong phan tir 1én hon rHSA, trong khi cdc dai quang phd 1a
gidng hét nhau & noi ma trong lugng phéan tir thip hon ctia rHSA & diéu kién chiét
khac nhau.

Vi du 4: Hiéu qua cua gié tri d¢ pH cua dung dich dém chiét va néng d6 mudi cta
amoniac sulfat trén hi€u suét chiét rHSA

Vi du nay st dung diéu kién 6n dinh cho dich chiét ¢ nhiét do 55°C trong
thoi gian 60 phut. Ti 1€ gao xat so voi dung dich dém chiét (trong luqng/thé tich,
kg/L) 1a 1:5. két hop truc giao dugc thuc hién trén néng do khac nhau cua amoniac
sulfat (1an luot 14 0, 10, 30, 50mM) va d6 pH ctia dung dich dém chiét (lan luot 1a
d6 pH 6,5, 7, 7,5, 8). Phuong phap BCA dugc sir dung dé x4c dinh ndng d6 cta téng

protein va ELISA duoc sir dung d& x4c dinh ndng d¢ ctia rtHSA & mdi mau. Két qua
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duoc thiy & Fig.4 va Fig.5, tuong tw. SDS-PAGE clia cac méu duoc chia boi két
hop truc giao véi néng d6 khac nhau ctia amoniac sulfat va d¢ pH cua dung dich
dém chiét duoc thé hién & Fig.6.

Diéu d6 co thé thiy tir két qua cta Fig.4 va Fig.5 v6i su ting d6 pH cua dung
dich dém chiét va néng dd ctia mudi, néng d6 cta téng protein va rHSA & dich chiét
clia gao nghién c¢6 xu hudng ting tuwong tng, v&i d6 léch trong timg trudng hop
riéng biét. P pH cua dung dich dém chiét c6 anh hudng 16n déng ké trén hiéu sut
chiét ctia rtHSA hon ndng d6 ctia mudi cua dung dich dém chiét. Trong didu kién
nhu vy, noi ma d6 pH cua dung dich dém chiét 1a 7,5 va ndng do cia mubi la
10mM, hiéu qué chiét ciia rHSA 13 cao nhat. Pugc so sanh véi thoi gian chiét va
nhiét d6 khac nhau, d6 pH va ndng d6 ctia mubi khac nhau chi ¢ chit anh hudng
dén dai protein duge chiét. Khi & d6 pH cao hon, c6 mdt dai rHSA hoi nho hon so
v6i dai chinh néu trén, trong khi cac dai chinh khac lai giéng hét nhau, nhu dugc thé
hién trong Fig.6.

Vi du 5: Hi€u qua cuda thoi gian két tha va ndng do clia natri caprylat trén hiéu sudt
chiét rtHSA

N@)ng dd cua natri caprylat dugce dé xuét 1an luot 14 10mM, 20mM, 30mM va
40mM dé thir nghiém liéu su ting ctia ndng d6 clia natri caprylat c6 t6t hon higu qua
béo vé trén rHSA. Sau khi chiét, axit axetic duoc bd sung dé diéu chinh d6 pH 1a 4.5,
va hén hop thu duoc dugc cho két tia 14n luot trong thoi gian tir 0 gio, 1 gid, 2 gio,
3 gid va qua dém dé xAc dinh ndng d6 ctia protein. Hiéu qué cta s6 14n két tia khac
nhau va ndng d6 cta natri caprylat trén dich chiét cia tong protein duoc thé hién &
Fig.7. M6 hinh SDS-PAGE ctia cac miu chira ndng d6 khac nhau ctia natri caprylat
va sb 14n két tha duoc thé hién & Fig.8. Dich chiét ctia Fig.7 va Fig.8 dung dé chi
cac mAu hdn hop sau khi dich chiét trudc khi diéu chinh d6 pH.

C6 thé thiy tir Fig.7 va Fig.8 ring sbc diéu chinh d¢ pH cta dung dich chiét
dén 4,5 dAn dén nhiu rHSA két tua. Thoi gian két tia ting, mot phan rHSA két tha
duoc tai hoa tan. Sau khi cho két tia qua dém, ndng d6 trung binh cua téng protein

1a 78% dua trén gia tri trude khi cho két tia va khong c6 hién tugng giam sau khi

-10-



24605

cho két tia qua d&m. Trong khi d6 cac dai bi giam va protein khong mong muén
cling két tha nhiéu trong subt qua trinh két tia. C6 thé thiy ring natri caprylat 20
mM c6 hidu qua bao vé ot nhat, trong khi ndng do cao hon gay ra su két tua ting.
Vi du 6: Hiéu qua ctia d6 pH va thoi gian vé hiéu qua két tia

Pé xac dinh hiéu qua cta d6 pH va thoi gian két tia trén hiu qua két tua,
gao nghién duoc tron voéi dung dich dém chiét (dung dich dém phosphat 25mM,
amoni sulfat 10mM, natri caprylat 10mM, d6 pH 7,5) theo ti 1€ (trong lu(_mg/thé tich,
kg/L) 1a 1:5, sau d6 dugc chiét & nhiét d6 60°C trong thoi gian 1 gid két hop véi
khudy. Két qua chiét cia hat gao nghién duoc chia thanh sau phan, ching dugc lan
luot didu chinh dén d6 pH 4,5, 4,4, 4,3, 4,2, 4,1, 4,0. Céc chét chiét diéu chinh d6
pH duoc lac trén thiét bi lic & nhiét do phong trong thoi gian 1 va 2 gio, lan luot
theo cac mau. Khung SDS-PAGE ctia cac mau duoc thé hién & Fig.9. Dich chiét cua
Fig.9 ding d& chi mau hdn hop sau khi chiét, nhung trudc khi diéu chinh do pH.

C6 thé nhin thdy tir khung SDS-PAGE ¢ Fig.9 khi d6 pH giam, hiéu qua két
tha clia protein khong mong mudn dugc ting cuong, cing véi su giam ctia tHSA.
Su kéo dai thoi gian két tha c6 tac ddng tich cuc d6i voi hiéu qua két taa. O @6 pH
dudi 4,1, dai phan tir dugce két tiia hoan toan. Xem xét cac yéu cAu k¥ thuat cta he
thdng quy trinh va giam thidu sy giam cta rHSA dich, cho két tha & do pH 4,5 la
phu hop.

Vi du 7: So sanh gitta hiéu qua khtr trung st dung kich c& khdc nhau ctia mang soi
rdng polyetersulfon (PES) trong budc vi loc

1. Hiéu qua cua vi loc b%lng cac mang loc khac nhau trong viéc loai bo vi
khun trong gao

Mau dung dich duoc str dung & vi du ndy duge loc sach béng su loc ép, thu
duoc bang cach xir Iy gao nghién chuyén gen sir dung quy trinh duogc cai tién theo
sang ché trong quy md san xuét thi diém. Cac miu dugc duge xir ly bang cot soi
rdng nho voi ¢& 16 13 0,20pum va 0,45um twong tng. Dung dich gbc trude qué trinh
xu ly va dugc loc sau xur ly déu duogc chon. 0,1ml dung dich géc hodc dung dich

lodng tuong g cua nd dugce su dung trén cac dia LB dé xem xét cac hi€u qua khu
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tring cta hai mang loc. Két qua dugc thiy & bang 1. ndng d6 cia albumin huyét
thanh ngudi tai t6 hop va tdng protein trong cac dung dich trude va sau khi loc dwoc
xac dinh, va phan trim albumin huyét thanh ngudi tai t6 hop & tng protein dugc

tinh toan. Do thi dang thanh chi phﬁn tram duogc thé hién & Fig.10.

Béang 1
Mtrc d6 pha lodng 1,0 10" | 102 | 103 | 10* | 10° CFU
Mau sau khi loc ép 382 37 2 2 0 1 3800

Mau sau khi loc
0.45um 41 7 0 0 0 0 400-700

Ma4u sau khi loc
0,20um 0 0 0 0 0 0 0

C6 thé thiy tir két qua ctia bang 1 ma 0,45um mang soi réng cé thé loai ra
50% dén 90% vi khudn sdng trong khi loc tir su loc ép, ngugc lai 0,20um mang soi
rdng c6 thé loai bd 100% vi khudn séng trong khi loc tir su loc ép, dam bao ring su
nhiém khuén khong thé dua vao budc thanh loc lién tuc théng qua su loc, do d6 lam
giam ham luong ndi doc 6 vi khuan trong qua trinh san Xuét.

bPéi voi Fig.10, so véi céac mau loc cla mang soi r5ng 0,20pm va 0,45um, khi
duoc loc bing mang 0,20pm, sy giam albumin huyét thanh nguoi tai tb hop 1a it hon
nhiéu so v&i tdng protein. Dich chiét dugc loc bing mang 0,20um cé néng do tuong

d6i vao ctia albumin huyét thanh ngudi tai to hop.
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YEU CAU BAO HO

1. Phuong phap chiét albumin huyét thanh nguoi tai td hop tir hat gao chuyén gen,

bao gdm céc budce sau:

1) loai bd vo ciia thoc chuyén gen c6 chira albumin huyét thanh nguoi tai to
hop, nghién hat gao dugc tach vo, sau do tron hat gao chuyén gen dugc nghién Vol
dung dich dém chiét bao gdm 10 dén 30mM dung dich dém phosphat, natri axetat tir
10 &&n 20mM, amoni sulfat tir 15 dén 30mM va natri caprylat tir 5 &n 20mM, va c6
do pH tir 6,5 dén 8 va dich chiét két hop khudy dé thu dwoc hdn hop [

2) diéu chinh d6 pH ctia hdn hop I ctia bude 1) tir 4,0 dén 4,5 va cho két tia
trong khoang thoi gian tir 1 dén 12 gio dé thu duoc hdn hop II;

3) loc hdn hop II ctia bude 2) va thu dich loc dé thu dugc dung dich chtra
albumin huyét thanh ngudi tai t& hop c6 ndng d6 cao.

2. Phuong phép theo diém 1, trong d6 & budc 1) hat gao chuyén gen dugc nghién

néu trén ¢ do min tir 80 dén 120 mesh.

3. Phwong phap theo diém 1, trong d6 dung dich dém chiét néu trén c6 do pH tir 7,0
dén 7,5.

4. Phuong phap theo diém 1, trong d6 dung dich dém chiét néu trén bao gdém dung
dich dém phosphat 25mM, natri axetat 20mM, amoni sulfat 20mM va natri caprylat
20mM, va c6 d6 pH 1a 7,5.

5. Phuong phép theo diém 1, trong d6 & budc 1) hat gao chuyén gen duoc nghién
néu trén va dung dich dém chiét néu trén duoc tron voi ti 18 theo trong lucyng/thé
tich (kg/L) ndm trong khoang tir 1:5 dén 1:10; thoi gian chiét tir 1 dén 3 gid; va
nhiét d¢ chiét tir 45 dén 60°C.

6. Phuong phép theo diém 5, trong d6 & budc 1) hat gao chuyén gen dwoc nghién
néu trén va dung dich dém chiét néu trén duoc tron véi ti 18 theo trong luong/thé

tich (kg/L) 13 1:5; thoi gian chiét tir 1 dén 1,5 gio; va nhiét do chiét tir 55 dén 60°C.
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7. Phuong phép theo diém 1, trong d6 & budc 2) hdn hop I néu trén duogc diéu chinh
dén do pH tir 4,0 d&én 4,5 va sau d6 duoc két taa trong thoi gian tir 3 dén 12 giv &
nhiét d¢ phong.

8. Phuong phép theo diém 7, trong d6 & bude 2) hdn hop I néu trén duoc didu chinh

dén do pH 4,5 va duogc két ta qua dém.

9. Phuong phép theo diém 1, trong d6 & bude 3) budc loc néu trén bao gdm céc
budc loc bﬁng thiét bi loc ap luc dang khung phéng kiéu vai loc, sau d6 loc béng Vi

loc v&i mang soi rdng polyetesulfon.

10. Phuong phép theo diém 9, trong d6 mang soi réng polyetesulfon néu trén c6

kich thude 16 tir 0,20pm dén 0,45pum.

-14-



24605

Thdi gian (Phiit)

tdo (°C)

Nhié

Fig. 1

VSHI 0p SugN

Thdi gian (Phit)

étdo (°C)

Nhi

Fig. 2

-15-



24605
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