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BIEU HIEN PROTEIN HUYNH QUANG XANH (GFP) TRONG TE BAO PONG VAT CO

VU NUOI CAY
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TOM TAT

Té bao dong vat c6 vit nubi chy da duoc sir dung rong rai lam co s6 san Xudt protein tai t& hop do kha
ning bién dbi hau dich mi protein cia ching. Mot s6 dong té bao bit nguon tir chudt hodc ngudi nhur té bao
bubng trimg chudt Hamster Trung Qubc (Chmese hamster ovary, CHO), t€ bao thin chudt hamster (baby
hamster kidney-BHK) hay té bao than phdi nguoi (human embryonic kidney-HEK) thuong duoc sir dung de
biéu hién céc protein phiic tap. Méc du s6 dong t€ bao kha da dang nhung c6 dén gan 70% dugc phim tai t6
hop hién nay dugc tao ra oir t& bao CHO. Trong nghién ciru nay, dé thiét 1ap hé bidu hién gen trong té bao
CHO, gen mé hoa protein huynh quang xanh (green fluorescence protein, GFP) di dugc chon lam ddi tuong
biéu hién. Vector pEGFP-N2 mang céu tric biéu hién gen g/p dugc dua vao té bao nh¢ calcium phosphate
Hodc lipofectamin 2000. Bén muroi tim gios sau khi bién nap, biéu hién cua GFP trong té bao da dugc kiém tra
nhé cudng do phat sing cua n6 dudi kinh hién vi huynh quang. Sé té bao dugc bién _nap dat khoang 50 - 60%
tong s6 té bao. Dong 1 bao chuyen gen on dinh biéu hién manh GFP di chon loc bing khang sinh geneticine
va dit tén CHO-S/GFP. Cac két qua nay da cho thiy kha ndng tng dung cac ky thudt nudi cdy té bao hién dai
nhu biéu hién tam thoi va phét trién dong té bao chuyén gen én dinh trong nghién ctu biéu hién céc protein tai
t6 hop c6 hoat tinh sinh hoc trong hé té bao CHO.

Tir khéa: Biéu hién gen, protein hupnh quang xanh (GFP), nui cdy té bao déng vdt, té bao buéng trimg chudt

hamster Trung Quéc (CHO), vector biéu hién
MO PAU

Trong 20 nam qua, san xuit cic protein tai td
hop da tr& thanh mét cong nghé quan trong tép
chung chinh vao cac san pham 13 duoc pham sinh
hoc dé tmg dung trong y hoc. Hau hét cac protein tai
t6 hop ding dé chita bénh Ia nhimg phan tir phire tap.
Pé giit duoc hoat tinh tr nhién, chiing cn dwoc bién
dbi hau dich ma. Cac bién ddi nay lai chi duoc thuc
hién chinh xac bdi cac té bao dong vat c¢6 vi. Do
vdy, cdc té bao dong vat co vii nudi cdy nhu té bao
budng trimg chudt hamster Trung Qudc (Chinese
hamster ovary-CHO), t& bao than chudt hamster
(baby hamster kidney-BHK) hay té& bao than phoi
ngudi (human embryonic kidney-HEK) d3 tr& thanh
hé biéu hién 1y twéng dé tao ra cac protein tai td hop
phuc tap (Wurm, 2004; Bhopale, Nanda, 2005).
Trong s6 cac duge pham duge phé chudn boi Co
quan Quan ly Dugc phidm va Thuc phdm Hoa Ky
(FDA), c6 téi hon 70% san pham duoc tao ra tr
CHO do quy trinh céng nghé san Xuét trén te bao nay
da dugc nghién ciru k§. Luong protein tai ) hop san
xudt tr mét dong té bao chuyén gen dn dinh c6 thé
1én t¢i hang kg (Rosser ef al,, 2005).

Hiéu qua chuyén gen vao &€ bao 1a mdt trong cac

yéu t6 quyét dinh mirc d biéu hién cia protein tai td
hop. Nhiéu phuong phap dua DNA vao té bao dong
vat ¢6 vi d3 duoc nghién cirz va phat trién nhu st
dung calcium phosphate, xung dién hay cac chét c6
ban chit lipid. Sit dung calcium phosphate c¢6 uu
diém 14 gia thanh ré nhung thuomg cho hiéu qua bién
nap thip. Phuong phap xung dién tuy hiéu qua hon
nhung lai doi héi dau tir thiét bi va con ¢6 nguy co
nhiém gay nhidm té bao. Phuong phép sir dung cac
chit lipid nhy DMRIE, Fugene, geneporter va
lipofectamine 2000 tuy gia thanh cao nhung c6 hiéu
qua bién nap vuot trdi. Khi so sanh hiéu qua bién
nap cua cac lipid ndy trén dong t¢ bao CHO-S,
Rosser va cfng su dd ching minh lipofectamine
2000 c¢6 kha ning dua DNA vio té bao tbt nhét
(Rosser et al., 2005).

Mot sb protein chi thy thidng duge dung lam dich
nghién ciru cho céc thi nghiém mang tinh khoi dong,
trong d6 co6 protein huynh quang xanh (green
fluorescence protein, GFP). Gen mé hoa GFP lan dau
duoc phéan lap ndm 1992 tir con sira ¢ tén Aequorea
victoria (Prasher et al,, 1992). Pic diém cAu triic phan
tir GFP cho phép né tr phat sang trong bét ky sinh vét
ndo ma né dugc bidu hién. Hon nita, GFP thudng’
khéng lam thay di chirc ning va phan bé cua protein
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lai véi nd trong té bao. Do vay, GFP da duoc dung
lam cong cu nghién ciru cae hién tuong trong té bao
va co thé séng nhu: bidu hién gen, phan b va chic
nang cua protein, twong tac gilta céc protem phan
chia t& bao, sao chep va t6 chirc nhiém sic thé, cac
con duong van chuyén trong t& bao... Ngoai ra, cac
cam bién do gia tri pH, nong d6 Cay, va cac dac diém
can thiét & bén trong té bao song ciling dd duoc tao ra
nh¢s cac bién thé ciia GFP. Tam quan trong cia GFP
da dugc cong nhan khi hdi déng Nobel trao giai
thudng Nobel hda hoc cho cac cong trinh phat hién va
phat trién GFP (http:/nobelprize.org/
nobel_prizes/chemistry/laureates/2008/).

O nudc ta, hang loat protein tai t6 hop da duoc
biéu hién thanh cbng trén cac hé biéu hién vi khuan
nhu:  Trichobakin, RIP, interleukin—2, mini-
proinsulin (Nguyén Thuy Ha ef al, 2003; Nguyén
Dinh Cudng et al., 2003; 2004; Nguyén Nam Long
et al., 2005; Bui Thi Huyén ef al,, 2005; Ding Tran
Hoang et al., 2005; Chu Ky Nam et al., 2005). Ngoai
ra, cac nghién ciru tao vaccine tai t6 hop ciing dang
dugc quan tdm nghién ciu (L& Trin Binh, Cao
Huyén Trang, 2005). Tuy nhién, cho dén nay chwa
c6 mot cong b6 nao vé bidu hién protein tai td hop
trén hé té bao dong vat nudi cay & nudc ta.

Trong cdng trinh nay, ching tbi trinh bay ket
qua nghién clu thlet 1ap hé bleu hién gen trong té
bao dong vat nudi cay Dong té bao CHO-S c6 kha
nang dap {mg voi moi truomg nudi thiéu huyét thanh
da duoc chon lam vat chi. Vector mang gen gfp da
dugc dua vao té bao CHO dé bléu hién tirc thoi GFP.
Dong té bao chuyén gen GFP 6n dinh di dugc sang
loc bang khang sinh cho cho muc d6 biéu hién
protein twong ddi cao. Nhimg két qua nay tao tién dé
cho cac nghién ctru biéu hién cac protein dugc phim
nhim phuc vu cho viéc bao vé strc khée con ngudi.

VAT LIEU VA PHUONG PHAP
Vit liéu

Dong té bao CHO-S, mdi truwong nudi va hoa
chét cén thiét dugc mua tir hang Invitrogen.

Plasmid pEGFP-N2 (Clontech) da nhan dugc tir
Phong Hoa sinh Y hoc va Sinh hoc phén tir, Pai hoc
Greifswald, Cong hoa Lién bang Durc.

Phwong phap
Nuébi ciy té bao CHO-S

Té bao CHO-S duoc nudi ciy trong méi trudng

314

Nguyén Hai Ha et al.

DMEM chira 10% huyét thanh bé (Fetal bovine
serum-FBS), 0,1 mM hdn hop cac amino acid khéng
thiét yéu (non-essential amino acids) va 1% khéang
sinh penicillin/streptomycin. Piéu kién nudi té bao I
37°C va 5% CO,.

Tdch chiét va bién nap plasmid vio 1é bao

Plasmid duoc tach chiét tir 100 ml dich nubi té
bao qua dém theo phuong phap Sambrook va Russell
(2001). Sau d9, plasmid dugc tinh sach lai bing cach
chiét voi phenol. Néng dd ciing nhu dé tinh sach cia
plasmid dugc xac dinh nho do gia tri OD & buée
soéng 260 va 280 nm.

DNA plasmid dugc dua vao t bao bing phuong
phép str dung lipofectamine 2000 (invitrogen). Mot
ngay truée khi bién nap, té bao duoc cay chuyen vao
dia c6 dudmg kinh 35 mm sao cho dén thdi diém bién
nap té bao dat 90% d6 lién két. Cac budc bién nap
dugc thuc hién theo huéng din s dung cia
lipofectamine 2000.

Ddnh gid biéu hi¢n gen ma héa GFP

Thiét bi dvng dé danh gia biéu hién protein GFP
14 kinh hién vi huynh quang Eclipse 80i cua hang
Nikon. Sau khi bién nap 48 h, cac t& bao duoc quan
sat trén kinh hién vi dudi ngudn huynh quang budc

song 450 - 490 nm dé danh gia mirc d6 biéu hién cta
GFP.

Chon dong té bao biéu hign én dinh GFP

Dé chon dong t& bao biéu hién én dinh GFP, cac
té bao sau bién nap 48 h duoc chia dong va duogc
nudi trong mdi trudng cod bd sung 1 mM/ml
Geneticin. Céc dia nudi té bao dugc loai bé méi
truong cung té bao chét va thay méi truong bd sung
geneticine mdi 3 ngay mot lan

KET QUA VA THAO LUAN
Nuéi chy &n dinh t& bao CHO-S

V61 muc dich suu tép va nudi mot dong té bao
phat trién on dinh dé phuc vu cho cac nghién ciru tao
protein ti t& hop, chung toi da chon té bao CHO-S
ctia hang Invitrogen. Dong t& bao nay c6 ngudn gbc
tir dong CHO-K1, dugc chon loc theo huéng thich
nghi linh hoat trong céc diéu kién nuéi khac nhau. 0
diéu kién nudi tinh trong moi truong c6 bd sung
huyet thanh, t& bao CHO-S sdng bam 16p méng trén
bé mit dia hodc binh nudi. Khi chuyén sang diéu
kién nudi lic trong méi truong khong c6 huyét
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thanh, t bao séng & dang huyén phu. Déy la mot uu
thé quan trong trong nghién ctru san Xuét cac protem
tai t0 hop do né mang lai hiéu qua biéu hién cao va
giam dugc chi phi cho méi truong nudi cdy (Rosser
etal, 2005; Ye et al,, 2009).

Sau khi nhén dugc té bao & dang dong lanh,
ching t6i da tién hanh nudi phuc hdi t€ bao nay bang
méi truong DMEM c6 bd sung huyét thanh. Diéu
kién nuéi 12 to 4m 37°C va 5% CO,. Sau 14 ngay,
céc té bao phat trién dat 70% bé mat nuéi cdy (Hinh
1) va bét dau duoc chia thanh 2 binh nuéi. Céc té bao
duoc duy tri 6n dinh bang cach thay méi truong méi
trung binh 3 ngay mot 14n va chia dong mdi khi cac
té bao  phat trién khoang 80 - 90% bé mat nudi. Sau 2
-4 thé hé, 1 nira s té bao da duoc giir dong va bdo
quéan ¢ —80 °C. 7 ngay sau khi giit dong, 1 ong té bao
da dugc nudi phuc h01 dé kiém tra khd néng sbng
sot. Két qua 1a cac té bao phat trién tro lai chi sau 3
ngay nudi phuc héi. Nhu viy, viéc nubi én dinh va
luu giit dong té bao CHO-S d3 duoc thuc hién thanh
cong. Cac té bao nay duogc sir dung cho cac nghién
ctru chuyén gen vao té bao va biéu hién protein tai td
hop.

Hinh 1. Té bao CHO-S. Té bao CHO-S duoc nudi dang 16p
méng trong méi truorng DMEM c6 bd sung huyét thanh (vat
kinh 10x).

Chuin bj vector chuyén gen

Trong nghién clru nay, vector pEGFP-N2 mang
gen ma hoa cho GFP di dugc ding dé dua vao té
bao. Ban db cua vector nay dugc mé ta trén hinh 2.
Hai dot bién trén thay thé Phe-64-Leu va Ser-65-Thr
duoc tao ra nhim tang cuong kha nang phat sdng cua
protein nay. Biéu hién cua doan gen gfp duoc didu
khién bO’l 1mmed1ate early CMV protmoter -Peyy &
co nguon ooc tr cytomegalovms Giita promoter va
gen gfp c6 mdt vung cat gan da vi (MCS) cho phép
dua mét doan gen mang mi ¢6 cung khung doc mo

véi gfp dé tao ra protein lai v6i GFP. Nho kha néng
phat sang cia GFP ma nguoi ta c6 thé dé dang
nghién ctru muc d6 biéu hién, vi tri phan bd va hoat
dong cua protein lai trong té’ bao. Trén vector
pEGFP-N2 con ¢é cdu tric biéu hién gen khang
neomycin/kanamycin cho phép chon dong té bao
chuyén gen 6n dinh nho khang sinh chon loc
geneticine (G418).

Pé dat hiéu qua biéu hién protein tai t6 hop cao thi
plasmid ding cho bién nap phai dugc tinh sach véi
ndng dd cao. Chung t6i da tién hanh tach chiét plasmid
va tinh sach bang phuong phap chiét phenol. Plasmid
sau d6 dugc kiém tra chit lvong va néng d¢ trén may
do OD & céc bude séng 260 va 280 nm. Ty 1€ gia tr
ODg¢p/280 >>1,8 chimg t6 plasrmd tach duoc da tinh sach
cho buée bién nap gen vao t bao (Hinh 2).

Biéu hién tirc thoi GFP trong té bao CHO-S

Trong nghién cliu nay, ching t6i da st dung
lipofectamine 2000 dé bién nap pEGFP vao t& bao
CHO-S trén céc dia petri c6 duong kinh 35 mm. Bén
tam gio sau khi bién nap, té bao dugc kién tra biéu
hién GFP trén kinh hién vi. Dudi ngudn sang c6 budc
song A = 450 - 490, mot sb té bao dd phat sing mau
xanh 14 cdy dac trung ciia GFP. T 18 sb té bao phat
séng/té bao khong phat sang khoang 50 - 60% tuong
{mg v6i hidu qua bién nap (Hinh 3). Phuong phép
calcium phosphate ciing da duoc thir ding dé bién
nap. Két qua biéu hién GFP cho thy hiéu qua bién
nap cua phuong phap nay chi dat khoang 15 - 20%,
thdp hon nhiéu so véi phuong phap sit dung
lipofectamine 2000. Nhu vdy, chung t6i da dua duoc
DNA plasmid vao t& bao CHO-S véi hiéu quéa twong
d6i cao va bidu hién thanh cong GFP trong té bao nay.
Tuy nhién, day mai chi la budc bidu hién tam thoi cua
protein nay bai vi theo thoi gian, biéu hién protein tai
té hop c6 thé s& mit dan. Pé dat dugc muc biéu hién
6n dinh cia protein dich phai tién hanh chon dong té
bao mang gen tai t& hop bén viing,

Chon dong té bao biéu hién 6n dinh GFP

Pé xac dinh nong do khang sinh thich hop cho
vi€c chon dong t€ bao, chung t61 dd thur nudi t€ bao
CHO-S voi mét seri cdc nong do geneticine khac
nhau (0,25; 0,50; 0,75; 1,00; 1,25 va 1,50 mM/ml
mbi truong). Két qua cho thay cac ndng d6 0,75,
1,00 mM/ml cua geneticine deu c¢6 kha ning giét té
bao trong 7 ngay. Do vay, té bao bién nap plasmid
pEGFP-N2 di duoc nuéi lién tuc véi méi trudng bd
sung 1 mM/ml geneticine trong 21 ngay. Két qua la
chung t0i da thu dugc mot quan thé t& bao c6 kha
ning sinh truéng 6n dinh trong moi trudng co
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geneticinq va biéu hién GFP & muc d6 rat cao (Hinh  dong trong nitrogen 16ng cho muc dich nghién ciu
4). Céc té bao nay duogc dat ttn CHO/GFP va gitt  14u dai.
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Hinh 2. Plasmid s dung cho chuyén gen. A. Ban db cla plasmid pEGFP-N2 clia hang Clontech. B. Chét lwgng va ndng do
plasmid sau khi tinh sach.

A B

Hinh 3. Biéu hién téc thoi GFP trong té bao CHO-S. Té bao CHO-S dwoc bién nap voi vector pEGFP-N2. Bén tam gior sau
bién nap, té bao dwoc dwoc quan sat dwdi kinh hién vi huynh quang Nikon Eclipse’ 80i (vat kinh 10x). A. Dwoi anh sang
huynh quang (A = 450 - 490 nm). B. Dwéi anh sang huynh quang két hop anh sang trang.

A

Hinh 4. Biéu hién &n dinh GFP trong té bao CHO-S. Té bao CHO S dwoc bién nap voi vector PEGFP-N2 va chon loc trong
mai tredng nudi bd sung 1 mM geneticine. Cac té€ bao biéu hién &n dinh GFP dwgc quan sat dwéi kinh hién vi huynh quang
Nikon Eclipse 80i (vat kinh 10x). A. Dwéi anh sang huynh guang (A = 450 - 490 nm). B. Duéi anh sang huynh quang két
hop anh sang tréng.
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KET LUAN

Trong cong trinh ndy, ching t6i di nudi cay o6n
dinh dong té bao CHO-S va sir dung vector pEGFP-
N2 mang cdu triic biéu hién gen gfp lam vat ligu
chuyén gen. Hai phuong phap sir dung lipofectamine
2000 va calcium phosphate dd duoc dung dé bién
nap pEGFP-N2 vao té bao CHO-S. 48 gio sau khi
bién nap, biéu hién cia GFP da duoc kiém tra trén
kinh hién vi huynh quang. Cac té bao chuyén gen va
biéu hién 6n dinh GFP dd dugc chon loc va gir
dong. Céc két qua nghién ciru trén dé cho thay tiém
ning ng dung cia cac ky thuit nhu nudi té bao
déng vat c6 wu, chuyen gen, bleu hién tirc thoi
protein va chon dong té bao chuyen gen 6n dinh
trong nghién ciru biéu hién gen tai Viét Nam. Day la
co s& cho cac nghién ciru tiép theo trong linh virc tao
protein tai t6 hop co gia tri sir dung trong hé bidu
hién t€ bao dong vat cé vii nudi cay nhu CHO-S.

Loi cdm on: Chung 16i xin chdn thanh cam on GS.
Reinhard Walther, Dai hoc.Greifswald, CHLB Pirc vé
viéc cung cap vector pEGFP-N2 lam vt liéu nghién
ctu. Coéng trinh nay dwgc thuc hién tai Phong thi
nghiém trong diém Cong nghé gen, nho sw hé tro kinh
phi ciia cdc Dé tai co s6 cdp Vién Cong nghé sinh
hoc-mad 56 CNSH/KN. 07-08-03 va dé tai nhanh thuéc
dé tai cap nha meée-ma sé KC 10/06-10.
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EXPRESSION OF THE GREEN FLUORESCENCE PROTEIN (GFP) IN THE CULTURED
MAMMALIAN CELLS

Nguyen Hai Ha, Le Thi Thu Hien, Nong Van Hai
Institute of Biotechnology

SUMMARY

Cultured mammalian cells have been extensively utilized as platform for recombinant protein production
because of their post-translational modifications. Several rodent- or human derived cells like CHO, HBK and
HEK are frequently used for complex protein expression. Despite the plenitude of cell lines, nearly 70% of all
recombinant therapeutic proteins produced today are made in CHO cells. In order to establish a protein
expression system in CHO cells, the gene encoding the green fluorescence protein, GFP, was selected as the
target gene of this study. pEGFP-N2 vector containing the gfp gene was delivered into cells by calcium
phosphate or lipofectamin 2000. Forty-eight hours after transfection, the GFP expression was checked by its
fluorescent intensity under a fluorescent microscopy. The transfected cells are about 50 - 60% of the total cells.
The stable transfected cell line named CHO/GFP expressing high level of the GFP was selected by geneticine
antibiotic. These results showed the applicability of the modem cell cultured techniques for transient
transfection and stable transfected cell line development to study the expression of therapeutic recombinant
proteins in the CHO cell system.

Keywords: Gen expression, GFP, mammalian cell culture, Chinese Hamster Ovary cell (CHO cell), expression
vector
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