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TÓM TẮT
Protein hPDGF-BB (human platelet-derived growth factor type BB) tái tổ hợp, gọi tắt là rhPDGF-
BB, với khả năng kích thích tăng sinh tế bào và thúc đẩy quá trình làm lành vết thương đã được 
FDA chấp thuận trong điều trị loét chân do đái tháo đường. Trong nghiên cứu này, chúng tôi thử 
nghiệm sản xuất protein rhPDGF-BB từ lên men chủng chủ Pichia pastoris tái tổ hợp ở quy mô 7,5 L, 
sử dụng methanol vừa làm chất cảm ứng, vừa làm nguồn carbon trong giai đoạn biểu hiện protein. 
Kết quả cho thấy tốc độ tăng trưởng của chủng tái tổ hợp trong pha cảm ứng bởi methanol ở quy 
mô 7,5 L đã giảm 1,833 lần, và năng suất biểu hiện protein rhPDGF-BB cũng đã giảm 2,13 lần so với 
ở quy mô 0,5 L. Nhằm cải thiện sự tăng trưởng và mức độ biểu hiện protein của chủng chủ trong 
giai đoạn cảm ứng, chiến lược đồng bổ sung cơ chất được thực hiện bằng cách đồng bổ sung một 
nguồn carbon thứ hai là glycerol hoặc sorbitol cùng với chất cảm ứng methanol vào môi trường 
lên men, với ba tỷ lệ mol carbon khác nhau (1:1, 1:2 và 1:3). Kết quả cho thấy, sử dụng hỗn hợp 
glycerol:methanol ở tỷ lệ 1:2 và sorbitol:methanol ở tỷ lệ 1:3 lại giúp cải thiện hiệu quả sản xuất 
rhPDGF-BB cao nhất, với năng suất biểu hiện đạt 280,48 mg/L và 264,15 mg/L, tăng 1,32 lần và 1,24 
lần tương ứng, so với chiến lược nuôi cấy chỉ cảm ứng bằng methanol.
Từ khoá: đồng bổ sung cơ chất, glycerol-methanol, hPDGF-BB, lên men, Pichia pastoris, protein 
tái tổ hợp, sorbitol-methanol

GIỚI THIỆU
Protein nhân tố tăng trưởng có nguồn gốc từ tiểu
cầu người dạng BB tái tổ hợp (rhPDGF-BB) có hoạt
tính kích thích nguyên bào sợi và các tế bào cơ trơn
tăng sinh, đồng thời kích thích sự tổng hợp các hor-
mone quan trọng giúp thúc đẩy quá trình làm lành
vết thương1. Sản phẩmREGRANEX® Gel 0,01% chứa
rhPDGF-BB sản xuất từ Saccharomyces cerevisiae đã
đượcCục quản lý thực phẩmvà dược phẩmMỹ (FDA)
công nhận trong điều trị chứng loét chân do đái tháo
đường. Tuy nhiên, giá thành của sản phẩm còn khá
cao, khoảng $586 cho một tuýp 15 g 2. Do đó, việc
sản xuất sản phẩm này trong nước ở quymô lớn, giúp
giảm giá thành và phục vụ nhu cầu điều trị lở loét chi
của các bệnh nhân là rất cần thiết.
Ở Việt Nam, Vương Cát Khánh và cộng sự (2014)
đã tạo chủng nấm men Pichia pastoris X33::pdgf-b
mang 16 bản sao của gen mã hóa protein rhPDGF-
BB3. Từ chủng nấm men này, Dương Long Duy và
cộng sự (2015) đã lên men sản xuất thành công pro-
tein rhPDGF-BB ở quy mô 0,5 L, sử dụng methanol
vừa làm nguồn carbon, vừa làm chất cảm ứng trong

giai đoạn biểu hiện protein với sản lượng tiết protein
mục tiêu đạt 686,69 mg/L, chiếm 57,02% tổng lượng
protein tiết4. Đây là năng suất sản xuất tiềm năng,
cao hơn các công bố sử dụng các chủng chủ khác nhau
trước đây trên thế giới5,6.
Tuy nhiên, việc sử dụng hoàn toàn methanol trong
giai đoạn cảm ứng, nhất là ở quy mô lớn khi hiệu quả
khuấy trộn bị giảm sút, có thể gây ức chế biến dưỡng
và sản xuất protein của chủng nấm men tái tổ hợp.
Nguyên nhân là domethanol và những sản phẩm sinh
ra do biến dưỡng methanol như formaldehyde và hy-
droperoxide ởmột nồng độnhất định sẽ trở thànhđộc
tố đối với tế bào, từ đó làm giảm khả năng sinh trưởng
của nấm men. Ngoài ra, sự tăng cường biến dưỡng
methanol cũng làm giảm hoạt động của con đường
đườngphân và chu trình tricarboxylic acid (TCA) dẫn
đến giảm biểu hiện protein7. Bên cạnh đó, quá trình
biến dưỡng methanol còn tiêu thụ nhiều oxy và sinh
lượng nhiệt lớn 8. Thực tế cho thấy khi áp dụng quy
trình của Duy (2015) ở quy mô 0,5 L vào sản xuất
rhPDGF-BB ở quy mô 25 L, tốc độ tăng trưởng của
chủng giảm 1,48 lần và năng suất sản xuất giảm 8,70
lần9.

Trích dẫn bài báo này: Nghĩa L T, Lạc T H, Bảo N L H, Đạt A T, Vinh H H, Huy D H, Đông L D, Nhân N T. Thử
nghiệm chiến lược đồng bổ sung glycerol-methanol và sorbitol-methanol trong quá trình lênmen
sản xuất protein hPDGF-BB tái tổ hợp bởi Pichia pastoris. Sci. Tech. Dev. J. - Eng. Tech.; 4(3):1148-1156.
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Để khắc phục các vấn đề liên quan khuấy trộn và cung
cấp oxy, bên cạnh việc thay đổi thiết kế kỹ thuật của hệ
thống lên men, nhiều nghiên cứu sản xuất protein tái
tổ hợp trên P. pastoris đã sử dụng chiến lược phối trộn
một cơ chất khác cùng methanol trong giai đoạn cảm
ứng, nhằm làm giảm lượng methanol cần sử dụng, từ
đó giảm các ảnh hưởng tiêu cực củamethanol và giúp
chủng tăng sinh mạnh mẽ10–13. Hai cơ chất thường
được bổ sung cùng với methanol là glycerol và sor-
bitol, do quá trình biến dưỡng của chúng có trải qua
con đường đường phân và chu trình TCA vốn không
có khi biến dưỡng methanol, từ đó giúp tạo nhiều
năng lượngATP cho tế bào. Quá trình biến dưỡng bởi
glycerol và sorbitol cũng tạo ra ít chất độc hơn, tiêu
thụ ít oxy và tỏa lượng nhiệt ít hơn so với biến dưỡng
methanol8. Chính vì vậy, nhiều nghiên cứu trước đây
cho thấy việc phối trộn glycerol với methanol hoặc
sorbitol với methanol làm tăng đáng kể năng suất biểu
hiện protein mục tiêu ở P. pastoris11,13–21. Tuy nhiên,
cũng cần lưu ý việc sử dụng glycerol và sorbitol nồng
độ cao sẽ gây ức chế hoạt động của promoter pAOX
do tế bào ưu tiên sử dụng glycerol và sorbitol hơn
methanol8,22.
Trong khả năng tìm hiểu của chúng tôi, cho đến nay
chưa có nghiên cứu nào sử dụng chiến lược đồng bổ
sung cơ chất cho sản xuất protein rhPDGF-BB trên
chủng P. pastoris tái tổ hợp được công bố. Vì vậy,
nghiên cứu này hướng đến thử nghiệm chiến lược
đồng bổ sung một cơ chất khác cùng với methanol
trong giai đoạn cảm ứng biểu hiện, nhằm cung cấp
dữ liệu tham khảo phục vụ cho các thử nghiệm nâng
quy mô sản xuất protein rhPDGF-BB về sau. Quy mô
pilot 7,5 L và hai chất đồng bổ sung glycerol và sor-
bitol được sử dụng trong nghiên cứu này. Ba tỷ lệ mol
carbon giữa glycerol:methanol và sorbitol:methanol
được thử nghiệm là 1:1, 1:2 và 1:3, là các tỷ lệ vốn
đã được đề xuất có hiệu quả trong các nghiên cứu
trước 11,13–21. Kết quả quá trình lên men được đánh
giá qua khả năng tăng trưởng và hiệu quả biểu hiện
protein mục tiêu của chủng.

VẬT LIỆU – PHƯƠNG PHÁP
Chủng, môi trường, hệ thống lênmen
Chủng Pichia pastoris X33::pdgf-b mang 16 bản sao
gene pdgf-b biểu hiện protein rhPDGF-BB ngoại bào
được cung cấp bởi Bộ môn Công nghệ Sinh học Phân
tử và Môi trường, Khoa Sinh học - Công nghệ Sinh
học, Trường Đại học Khoa học Tự nhiên, Đại học
Quốc gia thành phốHồ ChíMinh3. Chủng nấmmen
được lưu giữ ở -80oC trong môi trườngMD-zeo chứa
20% glycerol. Môi trường MD-zeo chứa YNB 1,34%,
biotin 4.10−5%, D-glucose 1% và zeocine 0,1 mg/mL.

Môi trường hoạt hoá sơ cấp YPD chứa cao nấm men
1%, peptone 2% và D-glucose 2%. Môi trường hoạt
hoá thứ cấp BMGY chứa cao nấm men 1%, peptone
2%, glycerol 1%, 100mMphosphate buffer pH 6,0, bi-
otin 4.10−5% và YNB 1,34%. Khoáng vi lượng PTM1
(trong 1 lít) chứa 6,0 g CuSO4.5H2O, 0,08 g NaI, 3,0
g MnSO4.H2O, 0,2 g NaMoO4.2H2O, 0,02 g H3BO3,
0,5 g CoCl2, 20,0 g ZnCl2, 65,0 g FeSO4.7H2O, 0,2
biotin và 5,0 mL H2SO4. Môi trường lên men BSM
(trong 1 lít) chứa 26,7 mLH3PO4 85%, 0,93 g CaSO4,
18,2 g K2SO4, 14,9 g MgSO4.7H2O, 4,13 KOH và 40
g glycerol, có bổ sung 4,35 mL/L PTM1. Dung dịch
glycerol 50%, có bổ sung 12 mL/L PTM1. Dung dịch
methanol 100% có bổ sung 12 mL/L PTM1. Điều
chỉnh pH bằngNH4OH 25% vàH3PO4 85%. Phá bọt
bằng polyglycols 1%. Hệ thống lên men FERMEN-
TOR 15 L (MITECOM, Việt Nam).

Quy trình lênmen ở thể tích 7.5 L
Quy trình lên men mẻ bổ sung chủng P. pastoris tái
tổ hợp để sản xuất protein rhPDGF-BB ở quy mô 7,5
L được áp dụng từ quy trình do tác giả Dương Long
Duy và cộng sự (2015) công bố4. Chủng nấm men P.
pastoris tái tổ hợp từ tủ đông -80oC được hoạt hoá
trong 20 mL YPD ở 30oC, lắc 250 vòng/phút trong 2
ngày. Sau đó, 5 mL sinh khối được chuyển sang 100
mL môi trường YPD, tiếp tục được nuôi cấy thêm 1
ngày thì cấy chuyền sang 750 mL môi trường BMGY
và nuôi cấy lắc ở 30oC, 250 vòng/phút trong 20 – 24
giờ. Khi OD600 đạt 3 – 10, chủng được sử dụng làm
giống cho quá trình lênmenmẻ - bổ sung với tỷ lệ thể
tích giống/thể tích môi trường là 10%. Giai đoạn mẻ
glycerol, nấmmen tăng trưởng trongmôi trườngBSM
đã bổ sung 4,35 mL/L PTM1, ở 30oC, pH 5,0, nồng
độ oxy hòa tan (DO) được giữ trên 10% đến khi sinh
khối tươi đạt 120 – 150 g/L. Khi nguồn glycerol trong
môi trường BSM cạn kiệt (thể hiện qua sự tăng đột
biến DO), glycerol 50% được bổ sung với tốc độ 18,15
mL/L/h trong 4 giờ để gia tăng thêm lượng sinh khối,
điều kiện lên men vẫn giữ như cũ. Sau đó, methanol
được bổ sung vào môi trường với tốc độ 3,6 mL/L/h
trong 5 giờ đầu, 7,2 mL/L/h trong 3 giờ tiếp theo và
10,9 mL/L/h trong 64 giờ với pH được điều chỉnh đạt
6.5. Mẫu dịch nuôi cấy mỗi 4 giờ được ly tâm 13000
vòng/phút trong 15 phút để xác định sinh khối tươi,
thu dịch tiết ngoại bào mỗi 12 giờ sau khi cảm ứng để
phân tích mức độ biểu hiện protein.

Thử nghiệm chiến lược đồng bổ sung
cơ chất glycerol-methanol và sorbitol-
methanol trong giai đoạn cảm ứng biểu
hiện protein rhPDGF-BB
Quy trình lên men được thực hiện tương tự như trên
ở thể tích 7,5 L. Tuy nhiên, trong giai đoạn cảm ứng,
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glycerol hoặc sorbitol được bổ sung đồng thời với
methanol theo các tỷ lệ sốmol carbon là 1:1, 1:2 và 1:3
(ký hiệuGM11, GM12, GM13, SM11, SM12 và SM13,
với G là glycerol, S là sorbitol và M là methanol) và
được bổ sung với tốc độ tương tự như quy trình trên
(3,6 mL/L/h trong 5 giờ đầu, 7,2 mL/L/h trong 3 giờ
tiếp theo và 10,9 mL/L/h trong 64 giờ), trong đó đảm
bảo tổng số mol carbon của các hỗn hợp GM và SM
tương đương với tổng số mol carbon của dung dịch
bổ sung chỉ chứa methanol.

Đánh giá hiệu quả lênmen

Đường cong tăng trưởng
Đường cong tăng trưởng được xây dựng dựa trên thời
gian cảm ứng và lograrit tự nhiên mật độ sinh khối
tươi tương ứng (ln WCW). Trong đó thời điểm bắt
đầu giai đoạn bổ sung methanol có giá trị là 0 giờ.
Trước giai đoạn cảm ứng methanol, thời gian được
tính bằng các con số âm.

Tốc độ tăng trưởng đặc trưng
Tốc độ tăng trưởng đặc trưng µ (h−1) được tính theo
công thức23:
ln (X) = µt + ln (Xo)
Trong đó: Xo là sinh khối tươi ban đầu (g/L), t là thời
gian nuôi cấy (h), X là sinh khối tươi tại thời điểm t
(g/L).

Sản lượng proteinmục tiêu
Mức độ biểu hiện rhPDGF-BB được phân tích bằng
phương pháp điện di SDS-PAGE và hiện vạch protein
bằng phương pháp nhuộm bạc. Phần mềm GelAn-
alyzer (http://www.gelanalyzer.com) được dùng để
phân tích hình ảnh điện di, từ đó xác định tỷ lệ
rhPDGF-BB (%rhPDGF-BB) có trong dịch tiết ngoại
bào. Nồng độ protein tổng số được định lượng bằng
phương pháp đo Bradford.
Nồng độ rhPDGF-BB (mg/L) = Nồng độ protein
tổng số (mg/L) * Tỷ lệ rhPDGF-BB (%).
Sản lượng rhPDGF-BB (mg)=Nồng độ rhPDGF-BB
(mg/L) * Thể tích dịch lên men thu được (L).
Năng suất sản xuất rhPDGF-BB (mg/L) = Sản lượng
rhPDGF-BB (mg) /Thể tích môi trường ban đầu (L).

KẾT QUẢ
Đánh giá hiệu quả lênmen ở thể tích 7,5 L
Chủng P. pastoris mang gen mã hóa cho protein
rhPDGF-BB được thử nghiệm lên men ở thể tích 7,5
L bằng quy trình lên men mẻ-bổ sung đã được tối ưu
cho thể tích 0,5 L4. Hiệu quả được đánh giá thông
qua sự tăng trưởng của chủng và mức độ biểu hiện
protein mục tiêu.

Sự tăng trưởng của chủng có dạng tăng trưởng kép
(Hình 1) thể hiện 2 giai đoạn tăng trưởng trên 2 nguồn
cơ chất khác nhau là glycerol (trước giờ 0 – giờ bổ
sung methanol) và trên methanol (sau giờ 0). Điều
này cho thấy chủng đã đáp ứng được với glycerol và
methanol, có thể biểu hiện protein mục tiêu. Tốc độ
tăng trưởng đặc trưng trên glycerol (trước cảm ứng)
và methanol (giai đoạn cảm ứng) lần lượt là 0,1240±
0,0131 h−1 và 0,0066± 0,0007 h−1.
So với kết quả sản xuất rhPDGF-BB ở thể tích 0,5 L
của Duy và cộng sự4, ở thể tích 7,5 L, tốc độ tăng
trưởng đặc trưng của chủng tăng 0,1250 lần trong pha
bổ sung glycerol, nhưng giảm 1,8333 lần trong pha bổ
sung methanol (Bảng 1). Điều này có thể do sự thiếu
hụt oxy khi được nuôi cấy ởmật độ cao và thể tích lớn,
thể hiện thông qua giá trị DO giảm về 0,5 – 2% trong
suốt quá trình cảm ứng mặc dù chủng được cung cấp
oxy nguyên chất với tốc độ bơm tối đa mà hệ thống
lên men có thể đáp ứng.

Hình 2: Kết quả biểu hiện protein theo thời gian
cảm ứng khi nuôi cấy ở thể tích 7,5 L

Mức độ biểu hiện protein theo thời gian sau 72 giờ
cảm ứng ở thể tích lênmen 7,5 L được trình bày trong
Hình 2. Protein mục tiêu có trong dịch tiết ngoại bào
chiếm53,05%± 8,23%, năng suất biểu hiện đạt 212,80
± 22,03 mg/L thấp hơn 2,13 lần so với nuôi cấy trên
thể tích 0,5 L (Bảng 2).

Thử nghiệm chiến lược đồng bổ sung
cơ chất glycerol-methanol và sorbitol-
methanol trong giai đoạn cảm ứng biểu
hiện protein rhPDGF-BB
Để cải thiện kết quả biểu hiện protein khi tăng quymô
lênmen, hai chiến lược đồng bổ sung cơ chất glycerol-
methanol và sorbitol-methanol được tiến hành với
ba tỷ lệ số mol carbon từ glycerol và sorbitol so
với từ methanol là 1:1, 1:2 và 1:3. Bằng việc kết
hợp methanol-glycerol và methanol-sorbitol trong
giai đoạn cảm ứng, tất cả nghiệm thức đều cho thấy
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Hình 1: Đồ thị đường cong tăng trưởng của chủng P. pastoris ở thể tích 7,5 L và 0,5 L

Bảng 1: So sánh tốc độ tăng trưởng đặc trưng của chủng khi nuôi cấy ở thể tích 7,5 L và 0,5 L

Tốc độ tăng trưởng đặc trưng (µ) 7,5 L 0,5 L

µglycerol 0,1240± 0,0131 0,1394

µmethanol 0,0066± 0,0007 0,0121

Bảng 2: So sánhmức độ biểu hiện protein rhPDGF-BB sau 72 giờ nuôi cấy ở thể tích 7,5 L và 0,5 L

7,5 L 0,5 L

Tỷ lệ rhPDGF-BB sau 72 giờ cảm ứng (%) 53, 05± 8,22 57,02

Nồng độ protein tổng (mg/L) 593,1± 49,9 1174,7

Sản lượng rhPDGF-BB (mg) 1595,98± 165,20 236,90

Năng suất biểu hiện (mg/L) 212,80± 22, 03 473,80

sự cải thiện về mật độ sinh khối và tốc độ tăng trưởng
(Hình 3 và Hình 4).
Về mật độ sinh khối, theo tỷ lệ tăng dần của đồng
cơ chất, mật độ sinh khối đạt được sau 72 giờ cảm
ứng của các nghiệm thức SM13, SM12, SM11, GM13,
GM12 và GM11 cao hơn nghiệm thức chỉ bổ sung
methanol lần lượt 1,06; 1,22; 1,38; 1,15; 1,43 và 1,48
lần (Hình 3). Tốc độ tăng trưởng đặc trưng nhìn
chung có xu hướng tăng dần khi phối trộn methanol
với glycerol hoặc với sorbitol (Hình 4). Trong đó,
sự tăng trưởng của chủng nhanh nhất khi sử dụng
hỗn hợp 1 mol carbon từ glycerol và 1 mol carbon từ
methanol (GM11, µGM11 = 0,0126), cao gấp 1,9 lần so
với chỉ sử dụng methanol (µM100 = 0,0066). Sử dụng
hỗn hợp sorbitol-methanol với tỷ lệ sorbitol thấp nhất

(SM13) không cho thấy sự khác biệt rõ rệt trong tốc
độ tăng trưởng so với các tỷ lệ phối hợp khác. Nhìn
chung, phối trộn methanol với glycerol có hiệu quả
hơn sorbitol trong cải thiện sự tăng trưởng của chủng.
Mức độ biểu hiện protein mục tiêu không cùng xu
hướng với sự tăng trưởng của chủng (Hình 4). Năng
suất sản xuất protein rhPDGF-BB ở các nghiệm thức
GM11, GM13, SM11 và SM12 giảm, mặc dù tốc độ
tăng trưởng đặc trưng của chủng tăng. Ngược lại,
nghiệm thức SM13 không cho thấy sự cải thiện vềmặt
tăng trưởng của chủng, nhưng hiệu quả biểu hiện pro-
tein gia tăng 1,24 lần, đạt hiệu quả cải thiện cả sự tăng
trưởng của chủng và mức độ biểu hiện protein mục
tiêu là nghiệm thứcGM12, với năng suất sản xuất pro-
tein tăng 1,31 lần so với chỉ bổ sung methanol trong
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Hình 3: Đường hồi quy hàm số mũ sinh khối tươi (X=X0eut ) giữa các nghiệm thức phối trộn cơ chất cảm ứng trên
thể tích 7,5 La

aChú thích: R2 lần lượt cho M100, GM11, GM12, GM13, SM11, SM12, SM13 là 0,96, 0,94, 0,96, 0,96, 0,90, 0,94, 0,70. X: Sinh khối
tại thời điểm t, X0 : Sinh khối tại thời điểm ban đầu

Hình 4: Tốc độ tăng trưởng đặc trưng trong giai đoạn cảm ứng và năng suất biểu hiện protein mục tiêu giữa các
nghiệm thức phối trộn cơ chất cảm ứng trên thể tích nuôi cấy 7,5 L

giai đoạn cảm ứng (nghiệm thức M100).

THẢO LUẬN

Nguyên nhân sụt giảm hiệu quả lên men ở
quymô 7,5 L

Sự suy giảm 1,833 lần về tốc độ tăng trưởng trong giai
đoạn cảm ứng và 2,13 lần về năng suất sản xuất pro-
tein mục tiêu của chủng P. pastoris khi nâng quy mô
lên men từ 0,5 L lên 7,5 L tương đồng với các nghiên
cứu khác về tăng quymô sản xuất trong lên men công

nghiệp24–26. Nhiều nghiên cứu chỉ ra các thách thức
khi tăng quymô sản xuất như thể tích của hệ thống lên
men càng lớn thì hiệu quả khuấy trộn, tốc độ truyền
khối khí và chất lỏng càng giảm, trong khi áp lực thủy
tĩnh lên tế bào lại gia tăng. Hiệu quả khuấy trộn và tốc
độ truyền khối giảm dẫn đến các tế bào ở gần bề mặt
môi trường nuôi cấy sẽ dư thừa cơ chất được bổ sung
vào từ phía trên bồnmen, nhưng lại bị giới hạn nguồn
oxy vốn được sục vào từ phía dưới đáy bồn, và ngược
lại đối với các tế bào ở phần đáy, dư oxy nhưng thiếu
cơ chất27. Trong khi đó, sự biến dưỡng methanol
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vốn đòi hỏi nhiều oxy, sinh lượng nhiệt lớn và tạo ra
nhiều chất độc đối với tế bào như formaldehyde và hy-
droperoxide7. Việc vận chuyển và loại bỏ CO2 kém
hiệu quả kết hợp với sự tích tụ những chất chuyển hóa
có hại và nhiệt lượng cục bộ do tốc độ truyền khối
thấp dẫn đến hình thành các khu vực gây căng thẳng
(stress) cho tế bào. Điều này dẫn đến kích hoạtmột số
gen phản kháng với điều kiện khắc nghiệt 28, thay đổi
các con đường chuyển hóa bên trong tế bào và gây hư
hại quá trình tổng hợp và vận chuyển protein29. Hơn
nữa, các khu vực stress cục bộ này còn luân phiên thay
đổi bên trong hệ thống bồn lên men, làm cho các tế
bào thường xuyên rơi vào trạng thái tắt – mở các gen
phản kháng nói trên, dẫn đến sự thay đổi về sinh lý tế
bào và hệ quả là gây ra sự giảm sút tăng trưởng và sản
xuất protein mục tiêu của chủng tái tổ hợp30.

Hiệu quả tăng cường sự biểu hiện protein
mục tiêu thông qua chiến lược đồng bổ
sung cơ chất trong giai đoạn cảm ứng
Trong quá trình sản xuất protein tái tổ hợp từ chủng
chủ P. pastoris, methanol đóng vai trò vừa là nguồn
carbon cho chủng tăng trưởng, vừa là chất cảm ứng
để biểu hiện protein. Tuy nhiên, việc biến dưỡng
methanol không thông qua con đường đường phân
và chu trình TCA vốn sản sinh lượng lớn ATP cho tế
bào, sinh ra nhiều chất độc đối với tế bào và tiêu tốn
nhiều oxy hơn so vớimột số cơ chất khác7. Việc đồng
bổ sung glycerol hoặc sorbitol với methanol trong giai
đoạn cảm ứng giúp khắc phục các nhược điểm trên
của methanol, từ đó cải thiện hiệu quả biểu hiện pro-
tein7,11,31. Các tỷ lệ phối trộn giữa glycerol và sorbitol
với methanol được công bố có hiệu quả trước đây là
tỷ lệ mol carbon 1:1, 1:2 và 1:3, tức 1 mol carbon glyc-
erol hoặc sorbitol sử dụng với 1, 2 hoặc 3 mol carbon
của methanol11,13–21.
Trong nghiên cứu này, các tỷ lệ phối trộn khác nhau
giữa glycerol:methanol và sorbitol:methanol đã cho
các kết quả cải thiện sản xuất protein rhPDGF-BB
khác nhau. Sự biểu hiện protein mục tiêu giảm khi
sử dụng glycerol ở mức cao (nghiệm thức GM11, tỷ lệ
mol carbon của glycerol tương đương với methanol)
hoặc mức thấp (nghiệm thức GM13, tỷ lệ mol carbon
của glycerol chỉ bằng 1/3 của methanol). Do glycerol
ngoài vai trò tăng sinh nấmmen, còn được biết đến về
khả năng ức chế promoter pAOX 32. Vì vậy, sử dụng
với nồng độ glycerol cao (GM11) dẫn đến nấm men
tăng sinh mạnh nhưng cũng giảm biểu hiện protein
mục tiêu. Điều này trùng khớp với nghiên cứu của
Hellwig20. Ngược lại, ở nồng độ thấp (GM13), do
nấm men ưu tiên sử dụng glycerol hơn methanol8,
nhưng lượng cơ chất này lại không đủ để đáp ứng nhu

cầu của tế bào nên tế bào phải chuyển đổi liên tục giữa
trạng thái tiêu thụ glycerol và tiêu thụmethanol. Điều
này dẫn đến sự không ổn định và suy giảm biểu hiện
protein mục tiêu. Tuy nhiên, nhận định này cần các
nghiên cứu sâu hơn để làm sáng tỏ.
Hiệu quả tốt của chiến lược lên men đồng bổ sung cơ
chất với tỷ lệ mol carbon của glycerol bằng 1/2 của
methanol (nghiệm thức GM12), giúp cải thiện năng
suất sản xuất protein mục tiêu lên 1,31 lần so với chỉ
bổ sung methanol, cho thấy có sự tương đồng với
các công bố trước đây của Canales (2015) 17, Jungo
(2007)16, Woo (2004)18, Hellwig (2001) 20 và Zhang
(2003)19.
Không giống như glycerol, sorbitol tỏ ra hiệu quả
khi bổ sung với tỷ lệ mol carbon thấp hơn nhiều so
với methanol. Nghiệm thức SM13 với tỷ lệ mol car-
bon của sorbitol chỉ bằng 1/3 tỷ lệ mol carbon của
methanol cho hiệu quả cải thiện khả năng biểu hiện
protein rhPDGF-BB lên 1,24 lần. Điều này cũng trùng
khớp với các công bố của T. Zhu21, C. Arnau14 và
Azadi15, khi sử dụng phối hợp sorbitol và methanol
thì chiếm tỷ lệ lớn trong hỗn hợp cơ chất là methanol.
Nguyên nhân do nấmmen sử dụng sorbitol tương đối
mạnh và khả năng ức chế promoter pAOX của sor-
bitol mạnh hơn glycerol22 nên trong điều kiện sor-
bitol nồng độ cao, nấmmen sẽ có xu hướng tăng sinh
khối nhiều hơn là sản xuất protein tái tổ hợp.
Để hiểu rõ hơn về cơ chế tác động của chiến lược đồng
bổ sung cơ chất đến sự biểu hiện protein mục tiêu và
nhu cầu sử dụng oxy của chủng, những nghiên cứu
chuyên sâu hơn cần được tiến hành.

KẾT LUẬN
Khi biểu hiện protein rhPDGF-BB ở thể tích 7,5 L
và chỉ bổ sung một loại cơ chất methanol trong giai
đoạn cảm ứng, năng suất biểu hiện protein chỉ đạt
221,5 mg/L, giảm 2,11 lần so với khi lên men ở thể
tích 0,5 L 4. Trong khi đó, với chiến lược lên men
đồng bổ sung cơ chất glycerol-methanol và sorbitol-
methanol năng suất biểu hiện protein đã tăng tương
ứng 1,32 và 1,24 lần. Cụ thể, khi sử dụng hỗn hợp
glycerol:methanol với tỷ lệ mol carbon 1:2, năng suất
biểu hiện protein đạt 280,48 mg rhPDGF-BB/L; còn
khi sử dụng hỗn hợp sorbitol:methanol với tỷ lệ mol
carbon 1:3 năng suất biểu hiện protein đạt 264,15 mg
rhPDGF-BB/L.

LỜI CẢMƠN
Nghiên cứu được thực hiện từ nguồn kinh phí của đề
tài nghiên cứu khoa học cấp Trường Đại học Khoa
học Tự Nhiên, Đại học Quốc gia TP. HCM “Thử
nghiệm chiến lược đồng bổ sung glycerol-methanol
và sorbitol-methanol trong quá trình lên men sản
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xuất protein hPDGF-BB tái tổ hợp bởi Pichia pastoris”
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ABSTRACT
The recombinant human platelet-derived growth factor type BB (rhPDGF-BB) protein has been ap-
proved by FDA for diabetic foot ulcer treatment due to its function of stimulating cell proliferation 
and wound healing. In this study, the production of rhPDGF-BB from Pichia pastoris is studied in 
a 7.5 L fermentation using methanol as carbon source and inducer in induction phase. The spe-
cific growth rate of the recombinant strain reduced 1.833-fold and rhPDGF-BB productivity reduced 
2.13-fold compared to at 0.5 L. To improve growth and protein expression of the strain in induction 
phase, the mixed feed strategy, in which glycerol or sorbitol was co-fed with methanol at three 
different molar ratios (1:1, 1:2 and 1:3) was conducted. Using the mixture of glycerol and methanol 
at the molar ratio 1:2 and the mixture of sorbitol and methanol at the molar ratio 1:3 increased the 
productivity of rhPDGF-BB protein 1.32-fold (280.48 mg/L) and 1.24-fold (264.15 mg/L), respectively, 
higher than using only methanol in the induction phase of the fermentation process.
Key words: fermentation, hPDGF-BB, mixed feed, glycerol-methanol, Pichia pastoris, 
recombinant protein, sorbitol-methanol
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