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T¸ch dßng vµ biÓu hiÖn yÕu tè sinh tr−ëng nguyªn bµo sîi 10 
cña ng−êi (hFGF-10) ë E. coli 
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ViÖn C«ng nghÖ sinh häc vµ Nh©n chñng häc quèc gia 

NhËt B¶n 

Nhãm gien vµ protein cña c¸c yÕu tè sinh 
tr−ëng nguyªn bµo sîi-Fibroblast Growth Factor 
(FGF) ®ãng vai trß quan träng trong c¸c qu¸ 
tr×nh sinh tr−ëng, biÖt hãa tÕ bµo, ph¸t triÓn... 
Chóng cã t¸c dông nh− nh÷ng mitogien tham 
gia vµo c¸c qu¸ tr×nh t¹o m¹ch m¸u, lµm lµnh 
vÕt th−¬ng, söa ch÷a c¸c m«... C¸c polypeptit 
nµy cã 30-60% thµnh phÇn axit amin, c¸c exon 
vµ c¸c intron cã cÊu tróc t−¬ng tù nhau trong 
vïng gien mF hãa protein vµ cã ho¹t lùc víi 
glycosaminoglycan heparin [1,2,3]. 

FGF-10 lµ thµnh viªn thø 10 cña gia ®×nh 
FGF lÇn ®Çu tiªn ®−îc t¸ch chiÕt tõ ph«i chuét 
cèng b»ng ph−¬ng ph¸p homology-PCR bëi 
Yamasaki vµ cs. 1996 [4]. cADN cña FGF-10 
chuét cèng mF hãa cho 215 axit amin (kho¶ng 
24 kDa) víi ®Çu N kþ n−íc, ho¹t ®éng nh− mét 
signal peptit. mARN cña FGF-10 ®−îc biÓu 
hiÖn nhiÒu ë phæi. 

hFGF-10 ng−êi cADN lÇn ®Çu tiªn ®−îc 
ph©n t¸ch tõ phæi b»ng ph−¬ng ph¸p RT-PCR 
(reverse transcriptase polymerase chain 
reaction) n¨m 1997 bëi Emoto vµ cs. [5]. cADN 
cña hFGF-10 mF hãa cho mét protein gåm 208 
axit amin cã tr×nh tù cã tÝnh t−¬ng ®ång cao víi 
FGF-10 chuét cèng (95,6%). hFGF-10 còng nh− 
FGF-10 chuét cèng cã ®o¹n tÝn hiÖu tr×nh tù ®Çu 
N (kho¶ng 40 axit amin ®Çu). 

Chóng t«i ®F t¸ch dßng, biÒu hiÖn vµ tinh 
chÕ protein t¸i tæ hîp hFGF-10 ë E.coli ®Ó 
nghiªn cøu c¸c ®Æc tÝnh cña hFGF-10 t¸i tæ hîp 
trªn c¸c dßng tÕ bµo. 

I. ph−¬ng ph¸p nghiªn cøu 

1. T¸ch dßng cADN cña hFGF-10 

ARN tæng sè cña nFo ng−êi (Toyobo) ®−îc 
sö dông lµm mÉu cho ph¶n øng RT-PCR. 

Ph¶n øng phiªn mF ng−îc RT (reverse 
transcription) ®−îc tiÕn hµnh nh− sau: hçn hîp 
ph¶n øng bao gåm ®Öm RT, måi ngÉu nhiªn, 
DTT (dithio threitol), dNTP, chÊt øc chÕ ARN 
aza, MMLV (Moloney Murin leukemia virus) 
transcriptaza vµ ARN nFo ®−îc ñ ë 37°C trong 
75 phót, sau ®ã pha loFng b»ng n−íc cÊt. S¶n 
phÈm thu ®−îc cña ph¶n øng RT (cADN) ®−îc 
sö dông lµm mÉu ®Ó ch¹y ph¶n øng PCR tiÕp 
theo.  

Hçn hîp ph¶n øng PCR bao gåm ®Öm PCR, 
dNTPs, s¶n phÈm RT, måi xu«i, måi ng−îc vµ 
enzym PFU polymeraza.  

Ch−¬ng tr×nh ch¹y PCR: 94°C trong 2 phót, 
35 chu tr×nh : 94°C trong 45 gi©y, 55°C trong 45 
gi©y, 72°C trong 2 phót vµ lÇn kÐo dµi cuèi cïng 
ë 72°C trong 10 phót. 

CÆp måi ®−îc thiÕt kÕ ®Ó c©u toµn bé gien 
hFGF -10 cADN víi c¸c vÞ trÝ cña c¸c enzym 
h¹n chÕ Sal I vµ Bam HI ®Þnh vÞ ë ®Çu 5'cña 
chóng. 

Måi xu«i: 5'- CCC GTC GAC CAT TGG 
AAA TGG ATA CTG ACA C- 3' 

Måi ng−îc: 5'- CGC GGA TCC ACT ATG 
AGT GTA CCA CCA TTG G -3' 

S¶n phÈm cña ph¶n øng RT-PCR ®−îc kiÓm 
tra b»ng ®iÖn di trªn gel agaroza 1%. §o¹n 
ADN thu ®−îc ®−îc c¾t ra khái gel agaroza, tinh 
chÕ b»ng kit Qia Quick (Qia Gen), sau ®ã ®−îc 
g¾n vµo vect¬ t¹o dßng pCR Script (Stragene) ®Ó 
kiÓm tra tr×nh tù cña ®o¹n cADN vµ ®−îc ®èi 
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chiÕu víi tr×nh tù cña hFGF-10 cña Ng©n hµng 
gien DDBJ. Tr×nh tù cña ®o¹n gien ®−îc x¸c 
®Þnh bëi m¸y ABI PRISM 310 (Perkin Elmer). 

2. BiÓu hiÖn cña protein t¸i tæ hîp hFGF-10 ë 
E. coli 

§Ó biÓu hiÖn hFGF-10 protein ë E.coli, ®o¹n 
cADN mF hãa cho protein hFGF-10 ®F lo¹i 
®o¹n tr×nh tù tÝn hiÖu (axit amin tõ 40-208) ®−îc 
nh©n lªn khi sö dông hFGF-10 cADN lµm mÉu 
vµ måi xu«i 5'-ATC ATA TGG CCC TTG GTC 
AGG CAC TG 3' víi vÞ trÝ cña enzym h¹n chÕ 
NdeI t¹i ®Çu 5' vµ vÉn sö dông måi ng−îc trªn. 
Ph¶n øng PCR ®−îc tiÕn hµnh trong c¸c ®iÒu 
kiÖn t−¬ng tù ®F m« t¶ ë trªn. S¶n phÈm cña 
ph¶n øng PCR, sau khi ®−îc tinh chÕ b»ng 
QiaQuick kit, ®−îc g¾n vµo vect¬ t¸ch dßng 
PCR TRAP (GenHunter Corporation) ®Ó kiÓm 
tra tr×nh tù cña ®o¹n cADN. TiÕp theo, ®o¹n 
cADN nµy ®−îc thuû ph©n bëi c¸c enzym h¹n 
chÕ NdeI vµ BamHI vµ ®−îc g¾n vµo c¸c vÞ trÝ 
NdeI/BamHI ®F ®−îc c¾t t−¬ng øng cña vect¬ 
biÓu hiÖn pET-3C víi T7 promot¬ ®Ó biÓu hiÖn 
protein t¸i tæ hîp hFGF-10. Plasmit ADN chøa 
®o¹n hFGF-10 ®−îc biÕn n¹p vµo tÕ bµo 
BL21(DE3)pLysS (E.coli). TÕ bµo E.coli cã 
chøa plasmit t¸i tæ hîp ®−îc nu«i qua ®ªm ë 

37°C trong m«i tr−êng láng Luria - Bertani (LB) 
chøa 50ug/ml ampixillin vµ chloramphenicol. 
DÞch nu«i cÊy ®−îc pha loFng 100 lÇn bëi m«i 
tr−êng LB bæ sung ampixillin vµ chloram-
phenicol ®−îc ñ l¾c ë 37°C ®Õn OD 600nm cña 
dÞch nu«i cÊy ®¹t 0.3. Thªm IPTG (isopropyl-1-
thio-β-D-galactopyranoside) vµo dÞch nu«i cÊy 
tíi nång ®é cuèi cïng 1mM vµ nu«i tiÕp 3 giê ë 
37°C. C¸c tÕ bµo ®−îc thu ho¹ch bëi ly t©m, cÆn 
tÕ bµo ®−îc hßa vµo ®Öm GET (glucoza 1%, 
EDTA 10mM, Tris-HCl 25mM) chøa chÊt øc 
chÕ sù ho¹t ®éng cña proteinaza, tiÕp theo c¸c tÕ 
bµo ®−îc ph¸ vì bëi chu tr×nh lµm ®«ng l¹nh ë -
70°C, sau ®ã lµm tan ë nhiÖt ®é phßng 3 lÇn liªn 
tiÕp, ®−îc nghiÒn bëi m¸y siªu ©m vµ ly t©m 
15000 rpm/20 phót ë 4°C. DÞch næi ®−îc b¶o 
qu¶n ë -80°C ®Õn lóc sö dông. 

II. KÕt qu¶ vµ th¶o luËn 

1. T¸ch dßng hFGF-10 cADN tõ ARN tæng sè 
cña n·o ng−êi 

cADN cña hFGF-10 ®−îc ph©n t¸ch vµ nh©n 
lªn bëi ph¶n øng RT-PCR tõ ARN tæng sè cña 
nFo ng−êi lµ mét ®o¹n gien cã kÝch th−íc 
kho¶ng 630 bp (h×nh 1).  

 

 
H×nh 1. §iÖn di s¶n phÈm cña ph¶n øng RT-PCR trªn gelagaroza 1% 

vµ nhuém b»ng ethidium bromit. 

Ghi chó: GiÕng 1: Marker ADN bËc thang 123 bp, giÕng 2: hFGF-10 cADN, giÕng 3: Marker λ/ 
HindIII. 

 
§o¹n cADN nµy ®−îc tinh chÕ vµ g¾n vµo PCR Blue Script cloning vect¬ ®Ó kiÓm tra tr×nh tù. 

KÕt qu¶ cho thÊy ®o¹n cADN ®ã chÝnh lµ gien hFGF-10 khi ®èi chiÕu víi sè liÖu cña Ng©n hµng 
gien quèc tÕ cã sè ®¨ng ký AB 002097 DDBJ (h×nh 2). 

 

FGF-10 cADN 
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1      2    3    4 

FGF-10 

97,4 

66,0 

45,0 

31,0 

21,5 

14,5 

kDa 

a tg tggaaa tggatac tgacaca t tg tgcc tcagcc t t tccccacctgcccggc tgc tgc tgc t  

gc tgc t t t t tg t tgc tg t tc t tgg tg tc t tccg tccc tg tcacc tgccaagccc t tgg tcaggaca 

tgg tg tcaccagaggccaccaac tc t tc t tc t tcc tcc tc t tc tcc tc tcc t tccagcgcgggaag  

gca tg tgc tgagctcaatcacc t tcaaggaga tg tccgc tggagaagc ta t t t c tc t t t cac  

caag tac t t t c tcaaga t tgagaagaacgggaagg tcagcgggaccaagaaggagaac tgc  

ccg tacagca tcc tggaga taaca tcag tagaa tcggag t tg t tgccg tcaagcca t taac  

agcaacta t tac t tagcca tgaacaagaaggggaaac tc ta tggc tcaaaagaa t t taacaa t  

gac tg taagc tgaaggagagga tagaggaaaa tgga tacaa tacc ta tgca tca t t t aac tgg  

cagca taa tgggaggcaaa tg ta tg tggca t tgaa tggaaaaggagc tccaaggagaggaca 

gaaaacacgaaggaaaaacacc tc tgc tcac t t t c t tccaa tgg tgg tacac tca tag  

H×nh 2. Tr×nh tù gien cña h-FGF-10 

2. BiÓu hiÖn cña protein t¸i tæ hîp hFGF-10 ë 
E. coli 

§Ó biÓu hiÖn protªin t¸i tæ hîp hFGF-10, 
vect¬ biÓu hiÖn pET-3C ®F ®−îc thiÕt kÕ ®Ó g¾n 
®o¹n gien hFGF-10 víi vÞ trÝ c¾t cña enzym h¹n 
chÕ NdeI/BamHI. CÆp måi FGF-10, trõ ®o¹n tÝn 
hiÖu peptit, ®−îc thiÕt kÕ ®Ó c©u ®o¹n gien 
hFGF-10 ®F lo¹i ®o¹n tÝn hiÖu peptit (kho¶ng 
120 nucleotit ®Çu tiªn mF hãa cho 40 axit amin 
®Çu N cña protªin t¸i tæ hîp hFGF-10) còng g¾n 
vÞ trÝ c¾t cña c¸c enzym NdeI/BamHI t−¬ng øng. 
§o¹n cADN cña hFGF-10 ®F lo¹i ®o¹n tÝn hiÖu 
peptit (®−îc g¾n vµo vect¬ t¸ch dßng PCR -
TRAP ®Ó kiÓm tra tr×nh tù gien, sau ®ã ®−îc 
thñy ph©n b»ng NdeI vµ BamHI råi ®−îc g¾n 
vµo ®óng vÞ trÝ t−¬ng øng NdeI/BamHI cña 
vect¬ biÓu hiÖn pET-3C vµ biÕn n¹p vµo tÕ bµo 
kh¶ biÕn GH (GenHunter). C¸c khuÈn l¹c ®−îc 
kiÓm tra ®o¹n gien ®−îc chÌn vµo bëi ph©n tÝch 
khuÈn l¹c sö dông ph¶n øng PCR. C¸c khuÈn l¹c 
cã chøa ®o¹n gien hFGF-10 ®−îc nu«i trong 
m«i tr−êng LB qua ®ªm, thu tÕ bµo ®Ó t¸ch 
ADN plasmit. ADN cña plasmit cã chøa ®o¹n 
gien chÌn ®−îc biÕn n¹p vµo tÕ bµo 
BL21(DE3)pLysS. C¸c tÕ bµo nµy ®−îc nu«i 
nh− ®F m« t¶ trong ph−¬ng ph¸p nghiªn cøu. Sù 
biÓu hiÖn cña protªin t¸i tæ hîp ®−îc tiÕn hµnh 
khi dÞch nu«i cÊy ®¹t OD 600nm xÊp xØ 0.3 
trong ®iÒu kiÖn nu«i cÊy l¾c ë 37°C, thªm IPTG 
(nång ®é cuèi cïng 1 mM) vµo dÞch nu«i cÊy vµ 
tiÕp tôc nu«i tiÕp 3 giê ë hai nhiÖt ®é 37°C vµ 
30°C. Sau ®ã, c¸c tÕ bµo ®−îc thu ho¹ch b»ng ly 
t©m, ph©n gi¶i trong ®Öm GET vµ kiÓm tra sù 
biÓu hiÖn cña protªin t¸i tæ hîp b»ng ®iÖn di 
SDS-PAGE (h×nh 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

H×nh 3. Sù biÓu hiÖn cña protªin t¸i tæ hîp 
hFGF-10 ë E.coli trªn gel polyacrylamit 12%. 

Ghi chó:  

GiÕng 1: dÞch chiÕt tÕ bµo kh«ng c¶m øng 
bëi IPTG; giÕng 2: dÞch chiÕt tÕ bµo tr−íc khi 
c¶m øng bëi IPTG; giÕng 3: dÞch chiÕt tÕ bµo 
sau khi c¶m øng b»ng IPTG trong 3 giê nu«i 
ë 37°C; giÕng 4: dÞch chiÕt tÕ bµo sau khi 
c¶m øng b»ng IPTG trong 3 giê nu«i ë 30°C. 

Qua h×nh 3, chóng t«i quan s¸t thÊy ë giÕng 
3 vµ 4, phæ protªin cña c¸c dÞch chiÕt tÕ bµo ®Òu 
xuÊt hiÖn mét b¨ng ®Ëm cã kÝch th−íc kho¶ng 
20 kDa vµ kh«ng cã b¨ng nµy ë dÞch chiÕt tÕ 
bµo nu«i cÊy ®èi chøng kh«ng cã sù c¶m øng 
b»ng IPTG (giÕng 1) còng nh− tr−íc khi c¶m 
øng b»ng IPTG (giÕng 2). Nh− vËy cã mét 
protein t¸i tæ hîp kÝch th−íc kho¶ng 20 kDa ®F 
®−îc sinh ra sau khi c¶m øng víi IPTG. Sù biÓu 
hiÖn cña protein nµy ë ®iÒu kiÖn nhiÖt ®é 30oC 
vµ 37°C lµ t−¬ng tù nh− nhau. 
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III. KÕt luËn 

Qua nh÷ng kÕt qu¶ ®F tr×nh bµy trªn, chóng 
t«i xin tãm t¾t l¹i nh− sau: 

1. §F t¸ch ®−îc gien hFGF-10 tõ cADN 
®−îc tæng hîp tõ ARN cña nFo ng−êi dµi 624 
bp, cã tr×nh tù khíp víi tr×nh tù ®F ®¨ng ký ë 
ng©n hµng gien AB 002097 DDBJ. 

2. §F thiÕt kÕ vect¬ biÓu hiÖn pET-3C ®Ó 
g¾n gien hFGF-10 vµ biÓu hiÖn thµnh c«ng 
protªin t¸i tæ hîp hFGF-10 ë E.coli. Protein t¸i 
tæ hîp hFGF-10 cã kÝch th−íc kho¶ng 20 kDa. 
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CLONING and EXPRESSION OF the HUMAN FIBROBLAST GROWTH  
FACTOR 10 (hFGF-10) IN E. COLI 

Nguyen Bich Nhi, Masashi Suzuki 

Summary 

Full length hFGF-10 cDNA (624 bp - 208 amino acids) was amplified from the human brain total RNA 
by reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR) and cloned into the pCR Script cloning vector 
for the verification of the DNA sequence as hFGF-10 (accession number AB 002097 in DDBJ and GenBank 
Nucleotide Sequence Databases). For the expression of hFGF-10 in E.coli, the cDNA encoding hFGF-10 
(amino acids 40-208 eliminating the N-terminal sequence) was amplified and cloned into the pET-3C 
expression vector with cloning sites NdeI/BamHI and transfected into the BL21(DE3)pLysS cells. E.coli cells 
bearing the recombinant plasmid were grown in LB medium containing ampicillin and chloramphenicol until 
OD 600 nm reached 0.3 and the expression of the hFGF-10 was induced by adding IPTG and followed by 
incubation at 37°C or 30°C for 3h. Cells were centrifuged, resuspended in GET buffer and lysed by 
sonication. The supernatants were cleared by the centrifugation and analysed by SDS-PAGE. The results 
showed that the hFGF-10 recombinant protein was produced and its size was about 20kDa.  
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