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TÓM T
T: Nhân t� kích thích t�o dòng b�ch c�u h�t c�a ngư�i (hG-CSF) là m�t nhân t� t�o 

máu có vai trò trong s� kích thích s� tăng sinh và bi�t hóa c�a các t� bào ti�n thân c�a b�ch c�u trung 

tính, ñ�ng th�i làm tăng cư�ng m�t s� ch�c năng c�a b�ch c�u trung tính trư ng thành. Vì v�y hG-CSF 

ñư�c dùng r�ng rãi trong ñi�u tr� b�nh gi�m b�ch c�u h�t, ñ�c bi�t là d�ng gi�m b�ch c�u h�t gây ra 

b i hóa tr� li�u ñi�u tr� ung thư. Vi tình tr�ng b�nh nhân ung thư ñang ngày càng tăng hi�n nay, nhu 

c�u v� protein hG-CSF dùng trong tr� li�u hi�n nay là r#t ln. Trên cơ s  nh�ng nghiên c�u trưc ñây, 

trong báo cáo này chúng tôi trình bày nh�ng k�t qu� ñ�t ñư�c trong quá trình nghiên c�u thu nh�n 

protein hG-CSF có ho�t tính sinh h�c. Protein hG-CSF ñã ñư�c tái g#p cu�n và tinh s�ch t$ d�ng th� 

vùi không có ho�t tính bi�u hi�n trong E. coli. Các k�t qu� ki�m tra và phân tích cho th#y protein hG-

CSF thu nh�n ñư�c có các ñ�c ñi�m lý hóa, c#u hình và ho�t tính sinh h�c tương ñương vi s�n phFm 

thương m�i Neupogen.      

T� khóa: hG-CSF, M-NFS-60, tái g#p cu�n, tinh ch�  

M� Đ�U 

hG-CSF (human Granulocyte-Colony 

Stimulating Factor) là m�t thành viên c#a h� 

các glycoprotein ti�t ñi�u hòa s� s�ng sót, tăng 

sinh, bi�t hóa và ch	c năng c#a các t� bào máu. 

Trong cơ th�, hG-CSF có vai trò quan tr�ng 

trong vi�c kích thích nguyên bào t#y phân chia 

và bi�t hóa theo hư�ng t�o b�ch c�u h�t và 

neutrophil. Do v�y, hG-CSF ñóng vai trò quan 

tr�ng trong s� duy trì �n ñ�nh s� lư�ng 

neutrophil trong máu, cũng như ñi�u hòa s� t�o 

thành neutrophil trong các trư�ng h�p kh1n 

c�p. Đ�ng th�i hG-CSF cũng tăng cư�ng các 

ch	c năng c#a b�ch c�u trung tính, giúp nó tr  

nên ph�n 	ng nhanh v�i nhi�u tác nhân kích 

thích, nâng cao kh� năng mi-n d�ch c#a cơ th� 

[1],[3]. Hi�n nay, hG-CSF ñư�c 	ng d
ng 

nhi�u nh�t ñ� ñi�u tr� b�nh gi�m b�ch c�u h�t 

(neutropenia), ñ�c bi�t là neutropenia do hóa tr� 

li�u ñi�u tr� ung thư gây ra. Vi�c s� d
ng hG-

CSF làm gi�m 50% nguy cơ nhi-m khu1n và 

các r#i ro tương t� ñ�i v�i các b�nh nhân 

neutropenia, ñ�c bi�t ñ�i v�i b�nh nhân ñi�u tr� 

ung thư, vi�c s� d
ng hG-CSF k�t h�p v�i các 

lo�i thu�c hóa tr� làm gi�m 50% nguy cơ b� 

neutropenia c�p ñ� n�ng [2],[6]. 

Do có nh�ng 	ng d
ng quan tr�ng trong y 

dư�c nên hi�n nay nhu c�u hG-CSF tái t� h�p 

là r�t l�n và hG-CSF ñã tr  thành m�t trong 

nh�ng dư�c ph1m có doanh thu l�n nh�t trên 
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th� gi�i. Nh�m m
c tiêu xây d�ng quy trình 

s�n xu�t hG-CSF t�i Vi�t Nam, chúng tôi ñã 

nghiên c	u t�o thành công dòng E. coli có kh� 

năng bi�u hi�n protein hG-CSF tái t� h�p   

d�ng th� vùi [4] và cũng ñã thi�t l�p thành công 

quy trình lên men thu nh�n hG-CSF d�ng th� 

vùi dùng làm nguyên li�u cho s�n xu�t hG-CSF 

[5]. Trên cơ s  ñó, chúng tôi nghiên c	u quá 

trình tái g�p cu�n và tinh ch� hG-CSF nh�m 

thu nh�n hG-CSF tái t� h�p tinh s�ch và có 

ho�t tính sinh h�c.  

V�T LI�U VÀ PHƯƠNG PHÁP 

Nguyên v-t li�u 

Ch#ng E. coli BL21(DE3) mang plasmid 

pEG [4] ñư�c s� d
ng làm ch#ng ch# ñ� bi�u 

hi�n protein hG-CSF.  Ch#ng  này có kh� năng 

bi�u hi�n protein hG-CSF   d�ng th� vùi trong 

t� bào ch�t E. coli. Dòng t� bào M-NSF-60 

(ATCC) dùng trong th� nghi�m ho�t tính c#a 

hG-CSF. Neupogen (Roche) là s�n ph1m hG-

CSF thương m�i ñư�c s� d
ng làm ch�t chu1n. 

Lên men c+m  ng bi%u hi�n hG-CSF 

Quá trình lên men ñư�c th�c hi�n b�ng h� 

th�ng lên men t� ñ�ng BioTron-LiFlus GX 

GX-05-12302 dung tích 5 lít v�i các thông s� 

ñã ñư�c mô t� trư�c ñây [5]: th� tích lên men 3 

lít, pH 7, nhi�t ñ� 37 0C, t�c ñ� khu�y 300 rpm, 

t�c ñ� s
c khí 1 vvm, DO>20%. pH c#a môi 

trư�ng nuôi c�y ñư�c ñi�u ch!nh t� ñ�ng b�ng 

24% NH4OH và 20% H3PO4, DO c#a môi 

trư�ng ñư�c ñi�u ch!nh t� ñ�ng ñ�m b�o DO > 

20% d�a vào s� thay ñ�i t�c ñ� khu�y và t�c 

ñ� s
c khí. Quá trình t�o b�t ñư�c 	c ch� b�ng 

cách b� sung dung d�ch ch�t phá b�t khi c�n 

thi�t. Th�c hi�n lên men trong 24 gi�, c�m 	ng 

vào gi� th	 10 khi OD600nm= 8 b�ng lactose. 

Sau quá trình lên men, thu nh�n sinh kh�i, phá 

t� bào và thu nh�n th� vùi: 40 g sinh kh�i tươi 

ñư�c hòa trong 500 ml lysis buffer (Tris-HCl 

50 mM, EDTA 1mM, PMSF 1mM, pH8) và 

phá t� bào b�ng máy t�o áp su�t Model M-

110EH-30 Microfluidizer Processor  trong 3 

chu kỳ.  

Tái g6p cu(n hG-CSF  

Th� vùi sau khi r�a s�ch ñư�c hòa tan b�ng 

dung d�ch 2 M urea, pH 12,5, khu�y ñ�u   

nhi�t ñ� phòng trong 30 phút và pha loãng ñ�n 

n�ng ñ� cu�i ñ�t 4-8 mg/ml (trung bình 0.5-1 g 

th� vùi ñư�c hòa trong 25 ml dung d�ch hòa 

tan). Sau ñó ly tâm lo�i b& c�n và tái g�p cu�n 

b�ng cách pha trong dung d�ch tái g�p cu�n (0-

3 M urea, 0-15% sucrose, 5 mM cysteine, 0,5 

mM cystine, pH 8)   15 0C trong 24 gi� v�i t[ 

l� 1:20. Sau ñó ch!nh pH c#a dung d�ch v� pH 

4 và gi�   4 0C trong 16 gi�. 

Tinh ch" hG-CSF  

500 ml dung d�ch protein hG-CSF sau tái g�p 

cu�n ñư�c ñ�i dung d�ch ñ�m sang dung d�ch 

25 mM NaOAc, pH 4 b�ng h� th�ng l�c ti�p 

tuy�n Quickstand Benchtop (GE Healthcare) 

v�i c�t l�c có kích thư�c l% l�c 3000 NMWC, 

1400 cm2. Sau ñó tinh ch� b�ng s,c ký trao ñ�i 

cation trên h� th�ng s,c ký AKTA Explorer 

(GE Healthcare) v�i c�t s,c ký Hiprep SP FF 

20 ml. Quá trình tinh ch� ñư�c ti�n hành như 

sau: (1) cân b�ng c�t b�ng 100 ml dung d�ch 25 

mM NaOAc, pH 4; (2) n�p 500 ml m"u vào h� 

th�ng; (3) r�a các thành ph�n g,n không ñ�c 

hi�u b�ng 100 ml dung d�ch 25 mM NaOAc, 

pH 4; (4): dung ly b�ng dung d�ch 50 mM Tris-
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HCl, pH 8. Thu nh�n ñư�c kho�ng 50 ml phân 

ño�n ly gi�i và ki�m tra các phân ño�n protein  

(phân ño�n qua c�t trong bư�c g,n, phân ño�n 

r�a và ly gi�i ) b�ng ñi�n di SDS-PAGE. 

Đi�n di SDS-PAGE và lai Western  

Protein hG-CSF tái t� h�p ñư�c ñi�n di bi�n 

tính trên gel SDS-PAGE 15%, sau ñó protein 

ñư�c chuy�n lên màng lai b�ng h� th�ng 

chuy�n màng Semi-Dry Trans-Blot (Biorad)   

hi�u ñi�n th� 25 V trong 30 phút. Sau ñó khóa 

màng b�ng dung d�ch s�a g�y 5% trong 1 gi�. 

` màng v�i 1 µg kháng th� ñơn dòng kháng 

hG-CSF (R&D) trong 1 gi�   nhi�t ñ� phòng, 

sau ñó # màng v�i 0,5 µg kháng th� th	 c�p có 

g,n horseradish peroxidase. Cu�i cùng hi�n 

phim b�ng b� kít Hyperfilm ECL (GE 

Healthcare). M"u ñư�c ti�n hành ñ�ng th�i v�i 

m"u hG-CSF chu1n và thang chu1n phân t� 

lư�ng th�p (GE Healthcare) ñ� ư�c lư�ng 

tương ñ�i tr�ng lư�ng phân t�. 

Ki%m tra c6u hình c*a hG-CSF tái tE h.p 

Protein hG-CSF tái t� h�p (kho�ng 7 µg) 

ñư�c ki�m tra c�u hình t� nhiên thông qua 

phương pháp ñi�n di không bi�n tính trên gel 

không bi�n tính PAGE 10% và phương pháp 

s,c ký l&ng cao áp ñ�o pha RP-HPLC s� d
ng 

h� th�ng s,c ký Agilent 1100 và c�t s,c ký 

Inertsil WP300 C4 (GL Science). Các thí 

nghi�m ñư�c ti�n hành ñ�ng th�i v�i m"u hG-

CSF chu1n (neupogen) ñ� so sánh, ñ�i ch	ng. 

Xác ñ�nh trình t3 amino acid và kh�i lư.ng 

phân t/ c*a hG-CSF tái tE h.p 

Trình t� amino acid c#a protein hG-CSF tái 

t� h�p ñư�c xác ñ�nh b�ng phương pháp phân 

tích kh�i ph� MS/MS c#a dung d�ch protein 

hG-CSF th#y phân không hoàn toàn b�ng 

trypsin. Sau ñó phân tích b�ng ph�n m�m 

Mascot v�i cơ s  d� li�u NCBInr. 

Kh�i lư�ng phân t� c#a protein hG-CSF 

ñư�c xác ñ�nh b�ng s,c ký l&ng k�t h�p ph� 

kh�i LC/MS. Ph� kh�i sau khi ghi nh�n ñư�c 

phân tích b�ng ph�n m�m Magtran ñ� tính toán 

tr�ng lư�ng phân t� c#a protein hG-CSF tái t� 

h�p. 

Ki%m tra ho�t tính sinh h�c c*a hG-CSF tái 

tE h.p 

Ho�t tính sinh h�c c#a hG-CSF ñư�c xác 

ñ�nh thông qua kh� năng ñáp 	ng tăng sinh c#a 

dòng t� bào M-NFS-60. Dòng t� bào này ñư�c 

nuôi c�y trên môi trư�ng RPMI 1640 v�i ch�t 

kích thích tăng sinh là M-CSF. Đ�u tiên t� bào 

ñư�c nuôi   m�t ñ� t� bào kho�ng 2x105 /ml,   

37 0C, 5% CO2, ñ� 1m 85%, sau 48 gi� nuôi 

c�y thu nh�n t� bào ñ� xác ñ�nh m�t ñ� t� bào. 

Quy trình th� nghi�m ho�t tính ñư�c ti�n hành 

g�m các bư�c: pha loãng m"u thành dãy n�ng 

ñ� t( 106 ñ�n 10-2 pg/ml. B� sung 50 µl m"u 

hG-CSF và 50 µl d�ch t� bào vào ñĩa 96 gi�ng. 

` ñĩa   37 0C, 5% CO2 trong 48 gi�. B� sung 

kit ñ�m t� bào CCK-8 (Dojindo, Nh�t B�n) t! l� 

1/10 (v/v), # trong 3-4 gi�. Xác ñ�nh giá tr� 

ODTB = OD450-OD595, phân tích k�t qu� b�ng 

ph�n m�m GraphPad Prism 5.0 ñ� xác ñ�nh 

ñư�c giá tr� ED50. T( ñó, tính ñư�c giá tr� LU 

(laboratory unit) và IU (international unit) theo 

công th	c sau: 
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       LU =  Units/mg  

K�T QU� VÀ TH�O LU�N 

Tái g6p cu(n hG-CSF  

Th� vùi ch	a protein hG-CSF thu nh�n sau 

quá trình lên men ñư�c r�a s�ch, hòa tan trong 

dung d�ch urea và ñư�c dùng ñ� kh�o sát quá 

trình tái g�p cu�n hG-CSF. Trư�c tiên, chúng 

tôi kh�o sát �nh hư ng c#a urea ñ�n quá trình 

tái g�p cu�n hG-CSF. Các m"u sau quá trình 

tái g�p cu�n ñư�c ki�m tra hi�u qu� tái g�p 

cu�n b�ng hai phương pháp: so sánh tương ñ�i 

lư�ng hG-CSF   d�ng k�t c
m b�ng cách ño 

OD340, so sánh tương ñ�i lư�ng hG-CSF g�p 

cu�n ñúng b�ng s,c ký RP-HPLC. K�t qu� cho 

th�y, n�ng ñ� urea 2 M cho hi�u qu� tái g�p 

cu�n hG-CSF là t�t nh�t. $ n�ng ñ� urea này, 

lư�ng protein b� k�t c
m (tương ñương v�i giá 

tr� OD340) th�p nh�t, ñ�ng th�i lư�ng protein 

hG-CSF g�p cu�n ñúng (tương ñương v�i di�n 

tích ñ!nh h�p thu có th�i gian lưu trùng v�i 

ñ!nh h�p thu c#a hG-CSF chu1n) là cao nh�t.  

B+ng 1. 0nh hư ng c#a urea ñ�n s� tái g�p cu�n hG-CSF 

N!ng ñ( 

urea (M) 
OD340 

Di�n tích ñFnh h6p thu có c6u 

hình ñúng  

0 0,019 471 

1 0,015 751 

2 0,010 1.026 

3 0,010 460 

 

 

 

 

Hình 1. 0nh hư ng c#a urea ñ�n s� tái g�p cu�n hG-CSF 

N�ng ñ� t�i ưu c#a urea cho dung d�ch tái g�p cu�n hG-CSF (2 M) ñư�c s� d
ng ñ� kh�o sát �nh 

hư ng c#a sucrose ñ�n s� tái g�p cu�n hG-CSF. Trong dãy n�ng ñ� sucrose ñư�c kh�o sát (5%, 10% và 

15%), n�ng ñ� 10% cho hi�u qu� tái g�p cu�n là t�t nh�t. Khi tăng n�ng ñ� sucrose lên 15%, lư�ng hG-

CSF g�p cu�n ñúng không có s� gia tăng th�m chí gi�m so v�i   m"u b� sung 10% sucrose (di�n tích 

ñ!nh h�p thu hG-CSF có c�u hình ñúng   m"u 15% sucrose là 1,464 so v�i m"u 10% sucrose là 1.548). 
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T( k�t qu� này có th� kh.ng ñ�nh, sucrose có hi�u qu� làm gia tăng s� tái g�p cu�n hG-CSF và n�ng ñ� 

sucrose t�i ưu cho dung d�ch tái g�p cu�n hG-CSF là 10%.   

B+ng 2. 0nh hư ng c#a sucrose ñ�n s� tái g�p cu�n hG-CSF 

N!ng ñ( sucrose (%) OD340 Di�n tích ñFnh h6p thu có c6u hình ñúng  

0 0,012 1076 

5 0,011 1289 

10 0,012 1548 

15 0,012 1464 

Tinh ch" hG-CSF  

Dung ly thu nh�n hG-CSF b�ng cách dùng dung d�ch 50 mM Tris-HCl pH 8 ñ� thay ñ�i pH (  ñi�u 

ki�n này hG-CSF tích ñi�n âm) nh�m ly gi�i hG-CSF ra kh&i c�t. Các phân ño�n ch	a protein ñư�c thu 

nh�n và ki�m tra b�ng ñi�n di SDS-PAGE. 

 

 

 

 

 

 

 

 
Hình 2. 0nh hư ng c#a sucrose ñ�n s� tái g�p cu�n hG-CSF. 

 

  
Hình 3. S,c ký ñ� và ñi�n di SDS-PAGE. 

1. thang chu1n, 2. phân ño�n trư�c qua c�t, 3. phân ño�n không g,n c�t, 4. phân ño�n dung ly. 
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Phân ño�n 2 (protein dung ly) (hình 3, gi�ng 

4) có v�ch tương 	ng v�i hG-CSF v�i ñ� tinh 

s�ch cao, trong khi ñó phân ño�n 1 (protein 

không g,n lên c�t) (hình 3, gi�ng 3) ch	a h�u 

h�t các protein t�p có trong phân ño�n trư�c 

khi qua c�t (hình 3, gi�ng 2), ngoài ra phân 

ño�n này còn ch	a m�t v�ch protein tương 	ng 

v�i hG-CSF. Tuy nhiên khi ki�m tra c�u hình 

và ho�t tính sinh h�c (không ñư�c trình  

bày   ñây), v�ch protein này ch# y�u là các 

protein hG-CSF   d�ng k�t c
m và không có 

ho�t tính sinh h�c.  

Nh-n di�n hG-CSF tái tE h.p b0ng lai 

Western  

Protein hG-CSF tinh s�ch ñư�c ki�m tra kh� 

năng nh�n di�n b i kháng th� kháng hG-CSF 

b�ng ñi�n di SDS-PAGE và lai Western. 

Protein hG-CSF tinh s�ch cho m�t v�ch trên 

b�n ñi�n di SDS-PAGE n�m gi�a hai v�ch 

protein chu1n 14,4 kDa và 20 kDa, phù h�p v�i 

kích thư�c lý thuy�t 18,8 kDa (hình 4, gi�ng 1). 

Đ�ng th�i v�ch protein hG-CSF này cũng ñư�c 

nh�n di�n b i kháng th� kháng hG-CSF trong 

quá trình lai Western (hình 4, gi�ng 3).  

 

Hình 4. Đi�n di ñ� hG-CSF và lai Western. 1,3. hG-CSF, 2,4. Thang chu1n 

C6u hình c*a hG-CSF tái tE h.p 

C�u hình c#a protein hG-CSF tái t� h�p 

ñ�ng th�i ñư�c ki�m tra b�ng phương pháp 

ñi�n di không bi�n tính và s,c ký l&ng cao áp 

RP-HPLC. Protein hG-CSF tái t� h�p cho m�t 

v�ch protein duy nh�t hoàn toàn tương t� như 

protein hG-CSF chu1n trên gel Native-PAGE, 

ñ�ng th�i không th�y xu�t hi�n các v�ch 

protein khác tương 	ng v�i các c�u hình d�ng 

dimer, trimer, oligomer. Đ�ng th�i s,c ký ñ� 

RP-HPLC cũng cho th�y protein hG-CSF tái t� 

h�p có xu�t hi�n m�t ñ!nh h�p thu có th�i gian 

lưu hoàn toàn trùng kh�p v�i protein hG-CSF 

chu1n. Do v�y có th� th�y protein hG-CSF tái 

t� h�p t�n t�i ch# y�u   d�ng monomer và có 

c�u hình hoàn toàn tương t� v�i protein hG-

CSF chu1n. 
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Hình 5. Đi�n di ñ� không bi�n tính (A) và s,c ký ñ� RP-HPLC (B) c#a hG-CSF tái t� h�p. 

Trình t3 amino acid và kh�i lư.ng phân t/ 

c*a hG-CSF tái tE h.p 

B�ng phương pháp LC/MS và phân tích b�ng 

ph�n m�m Magtran, chúng tôi ñã xác ñ�nh 

ñư�c hG-CSF tái t� h�p có tr�ng lư�ng phân t� 

là 18797,3 Dalton , hoàn toàn phù h�p v�i kh�i 

lư�ng phân t� trên lý thuy�t là 18799 Dalton. 

Đ�ng th�i khi xác ñ�nh trình t� amino acid 

b�ng phương pháp kh�i ph�, chúng tôi cũng ñã 

nh�n di�n ñư�c 2 ño�n peptide có trình t� 

(MTPLGPASSLPQSFLLK và 

RAGGVLVASHLQSFLEVSYR) hoàn toàn 

trùng kh�p v�i trình t� protein hG-CSF.  

Ki%m tra ho�t tính sinh h�c c*a hG-CSF tái 

tE h.p 

Ho�t tính sinh h�c c#a hG-CSF tái t� h�p 

ñư�c ki�m tra d�a trên kh� năng kích thích 

tăng sinh dòng t� bào M-NFS-60 và so sánh 

v�i m"u hG-CSF chu1n. K�t qu� ki�m tra cho 

th�y m"u hG-CSF có ho�t tính riêng ñ�t 1,24 x 

108 IU/mg so v�i m"u chu1n là 108 IU/mg. 

Theo yêu c�u c#a Dư�c ñi�n Châu âu năm 

2009, ho�t tính c#a hG-CSF s* ñ�t yêu c�u khi 

hoat tính riêng c#a nó ñ�t t( 80-125% so v�i 

m"u hG-CSF chu1n, như v�y hG-CSF tái t� 

h�p mà chúng tôi t�o ñư�c có ho�t tính tương 

ñương 124% so v�i m"u hG-CSF chu1n, hoàn 

toàn phù h�p v�i tiêu chu1n. 

A B 
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B+ng 3. K�t  qu� ki�m tra ho�t tính hG-CSF 

 hG-CSF chuGn hG-CSF tái tE h.p 

R2 0,9968 0,9965 

ED50 196,2 158,4 

LU/mg 0,51 x 107 0,63 x 107 

IU/mg 1 x 108 1,24 x 108 

 

 

Hình 6. Đ� th� tăng sinh và hàm lư�ng 

K�T LU�N 

Nh�m m
c tiêu xây d�ng quy trình s�n xu�t 

hG-CSF t�i Vi�t Nam, chúng tôi ñã nghiên c	u 

quá trình tái g�p cu�n và tinh s�ch hG-CSF có 

ho�t tính t( d�ng th� vùi bi�u hi�n trong E. 

coli: ñã xây d�ng thành công quy trình tái g�p 

cu�n và tinh s�ch hG-CSF có ho�t tính, protein 

hG-CSF thu nh�n ñư�c ñã ñư�c ki�m tra và 

cho th�y có các ñ�c ñi�m v� c�u hình t� nhiên, 

kh� năng ñư�c nh�n di�n b i kháng th� kháng 

hG-CSF, tr�ng lư�ng phân t�, trình t� amino 

acid c#a m�t s� ño�n peptide và ho�t tính sinh 

h�c hoàn toàn tương t� như s�n ph1m hG-CSF 

thương m�i (Neupogen). 

Hi�n nay trên th� trư�ng có nhi�u lo�i s�n 

ph1m G-CSF ñã ñư�c thương m�i hóa b i 

nhi�u công ty trên th� gi�i, trong ñó G-CSF tái 

t� h�p ñư�c s�n xu�t ch# y�u t( t� bào 

Escherichia coli như Filgrastim (Neupogen®), 

Pegfilgrastim (Neulasta®) và t� bào ñ�ng v�t 

h�u nhũ như Lenograstim (Granocyte®). Tuy 

nhiên giá thành c#a s�n ph1m G-CSF còn khá 

cao, v�i m�t l� tiêm Neupogen 300 µg/ml là 

kho�ng 1,9 tri�u ñ�ng, nên kh� năng ñáp 	ng 

ñi�u tr� cho ph�m vi r�ng là v�n ñ� khó khăn. 

Do ñó chúng tôi hư�ng ñ�n vi�c nghiên c	u qui 

trình công ngh� ñ� s�n xu�t protein G-CSF tái 

t� h�p nh�m ñáp 	ng nhu c�u trong nư�c là 

m�t yêu c�u c�p thi�t. 
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REFOLDING, PURIFICATION AND CHARACTERIZATION OF THE 

RECOMBINANT hG-CSF EXPRESSED IN E. COLI 

Tran Thanh Hoa, Dang Thi Phuong Thao, Tran Linh Thuoc 

University of Science, VNU-HCM 

ABSTRACT: Human granulocyte colony stimulating factor (hG-CSF) is a hematopoietic growth 

factor produced by monocytes, fibroblasts, and endothelial cells. It stimulates the proliferation and 

differentiation of neutrophil precursor cells, enhancing some of the functional properties of mature 

neutrophils. So hG-CSF has been widely used to treat different forms of neutropenia, especially 

chemotherapy-induced neutropenia. In this study, we reported refolding, purification of hG-CSF 

expressed as inclusion body in E. coli and characterization of recombinant hG-CSF by native-PAGE 

and RP-HPLC chromatography showed similar yields to the standard (Neupogen). The molecular mass 

and peptide fragment sequence deduced from LC-MS method and the immunoassay confirmed the 

identity of recombinant hG-CSF. In vitro bioassay showed an equivalent biological effect (124 %) to the 

standard reference recombinant hG-CSF.     

Key words: hG-CSF, M-NFS-60, refolding, purification    
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