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TÓM TẮT: Interleukin-3 người (IL-3) là một cytokine đa chức năng tham gia vào các quá trình tự 
đổi mới, nhân lên, biệt hóa và trưởng thành của nhiều loại tế bào máu. Sau khi đưa gen il-3 gắn 
thêm tín hiệu tiết pelB vào vector pET22b(+) và tiến hành biểu hiện ở chủng E. coli BL21, chúng 
tôi nhận thấy IL-3 được tổng hợp ở mức rất thấp và còn gắn với PelB. Để thuận tiện cho khâu tinh 
sạch, vấn đề then chốt là nghiên cứu tìm ra các điều kiện phù hợp làm tăng lượng IL-3 được tổng 
hợp, đồng thời cắt được PelB. Trong nghiên cứu này, chúng tôi so sánh khả năng sinh tổng hợp IL-
3 của các chủng E. coli BL21, JM109, Soluble và Rossetta2; sau đó tối ưu hóa điều kiện biểu hiện 
gen il-3 về thành phần môi trường, nhiệt độ, nồng độ IPTG, thời điểm cảm ứng và kiểm tra trạng 
thái tồn tại của IL-3. Kết quả thu được cho thấy gen il-3 biểu hiện tốt và ổn định nhất ở chủng E. 
coli JM109. Dưới các điều kiện lên men thích hợp trong môi trường LB, ở 25oC, cảm ứng 0,05 mM 
IPTG tại OD600=1, IL-3 biểu hiện tốt, cắt khỏi PelB và tồn tại ở trạng thái không tan trong tế bào 
chất. Sinh khối tế bào tăng lên khoảng 2,3 lần sau khi tối ưu. Kết quả này là tiền đề cho bước tinh 
sạch lượng lớn IL-3 cho nghiên cứu tính chất của protein.  
Từ khóa: Escherichia coli JM109, biểu hiện protein, IL-3, PelB. 

 
MỞ ĐẦU 

Interleukin-3 người (IL-3) là một cytokine 
có bản chất là glycoprotein, được xem là có phổ 
tác dụng rộng nhất trong hệ tạo máu. Nó tham 
gia vào quá trình tự đổi mới, nhân lên và biệt 
hóa của các tế bào nguồn tạo máu, hoạt hóa 
chức năng của các bạch cầu trưởng thành [9]. 
Việc sản xuất sinh phẩm IL-3 theo con đường 
tái tổ hợp không chỉ giúp phục vụ điều trị bệnh 
mà còn sử dụng cho mục đích chẩn đoán và các 
nghiên cứu khác. Hiện nay, trên thị trường, 
nhiều công ty sinh học đã tạo ra sản phẩm rhIL-
3 dựa trên một số hệ biểu hiện khác nhau như 
trong tế bào nấm men Saccharomyces 
cereviciae [6], tế bào vi khuẩn [7], tế bào động 
vật [8] dành cho mục đích nghiên cứu nhưng 
với giá thành tương đối cao. Hệ biểu hiện E. 
coli được sử dụng nhiều nhất để tổng hợp 
protein tái tổ hợp do những ưu điểm như dễ 
nuôi cấy, tốc độ sinh trưởng nhanh, các đặc 
điểm di truyền đã được nghiên cứu đầy đủ, có 
nhiều loại vector tách dòng và chủng đột biến 
thương mại dành cho hệ này, và dễ dàng thu 
nhận protein mục tiêu. 

Trong bài báo trước, chúng tôi đã công bố 
kết quả tạo chủng E. coli BL21 tái tổ hợp biểu 

hiện gen il-3 dung hợp với tín hiệu tiết pelB để 
định hướng protein IL-3 tiết ra khoang chu chất 
[11]. Tuy nhiên, IL-3 được tổng hợp ở mức thấp 
và chỉ một phần cắt khỏi PelB, ngoài ra sinh 
khối tế bào cũng không cao [11]. Để thuận tiện 
cho việc tinh sạch, protein IL-3 phải được tổng 
hợp tốt, ổn định và ở dạng không gắn với PelB, 
đồng thời sinh khối tế bào cần được cải thiện. 
Vì sự biểu hiện protein ngoại lai ở chủng chủ bị 
ảnh hưởng bởi nhiều yếu tố, trong đó điều kiện 
lên men có ảnh hưởng lớn, dẫn đến khả năng 
tổng hợp protein không hiệu quả, protein cuộn 
gập sai và không có chức năng sinh học [3]. 
Điều này có thể được khắc phục bằng cách kiểm 
soát chặt chẽ các thông số lên men. Trong bài 
báo này, chúng tôi khảo sát các yếu tố ảnh 
hưởng đến khả năng biểu hiện của gen il-3 bao 
gồm chủng biểu hiện E. coli, các điều kiện lên 
men như môi trường, nồng độ chất cảm ứng, 
nhiệt độ biểu hiện, mật độ tế bào lúc cảm ứng 
và xác định trạng thái tồn tại của protein IL-3 
được tổng hợp. 

VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

Vector tái tổ hợp pET-pelB-il3 do nhóm 
nghiên cứu Phòng Kỹ thuật di truyền, Viện 
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Công nghệ Sinh học thiết kế được dùng làm 
vector biểu hiện [11]. Các chủng E. coli 
BL21(DE3), JM109(DE3), Rosetta 2, Soluble 
(Invitrogen) được dùng làm chủng biểu hiện.  

Protein marker được mua của Fermentas 
(Đức), IL-3 người chuẩn (Sigma) được dùng 
làm đối chứng dương. Tất cả các hóa chất khác 
được mua của Merck (CHLB Đức). 
So sánh sự biểu hiện gen il-3 ở chủng E. coli 

Các chủng E. coli (xem phần vật liệu) được 
tạo khả biến để tiếp nhận vector tái tổ hợp pET-
pelB-il3 và tiến hành cảm ứng biểu hiện ở cùng 
điều kiện: môi trường LB chứa 100 µg/ml 
ampicilin, ở 30oC, cảm ứng 0,5 mM IPTG tại 
thời điểm OD600 = 0,4-0,6. Sau 4 giờ cảm ứng, 
mật độ tế bào được đo lại; tế bào được thu lại từ 
dịch nuôi cấy bằng ly tâm và hòa vào nước để 
đạt OD 10/ml. Một lượng thể tích bằng nhau từ 
mỗi mẫu (8 µl) được phân tích trên gel SDS-
PAGE 14%. 
Tối ưu điều kiện biểu hiện gen il-3 

Các thông số về môi trường lên men, nồng 
độ chất cảm ứng, nhiệt độ biểu hiện, mật độ tế 
bào lúc cảm ứng lần lượt được thay đổi để đánh 
giá khả năng tổng hợp IL-3 và sinh khối tế bào 
thu được. 9 thành phần môi trường khác nhau là 
LB (yeast extract 0,5%, peptone 1%, NaCl 1%), 
M9 (NaH2PO4 0,6%, KH2PO4 0,3%, NaCl 
0,05%, NH4Cl 0,1% và các yếu tố vi lượng), 
M9+1% glucose, M9+1% glycerol, M9+0,5% 
yeast extract, M9+1% glucose+0,5% yeast 
extract, M9+1% glycerol+0,5% yeast extract, 
TB (peptone 1,2%, yeast extract 2,4%, K2HPO4 
72 mM, KH2PO4 17 mM, glycerol 0,4%) và SB 
(peptone 3,2%, yeast extract 2%, NaCl 0,5%). 
Nồng độ IPTG được khảo sát từ 0-2 mM. Nhiệt 

độ biểu hiện được đánh giá tại 20oC, 25oC, 
30oC, 37oCvà 40oC. Mật độ tế bào lúc cảm ứng 
(OD600) lần lượt là 0,4; 0,8; 1,0; 1,5 và 2,0. 
Xác định trạng thái protein IL-3 

Quá trình lên men được thực hiện trong 
chủng biểu hiện lựa chọn và điều kiện lên men 
đã tối ưu để thu toàn bộ sinh khối tế bào. Hòa tế 
bào trong đệm Tris pH 7 và siêu âm đến khi 
dung dịch trở nên trong suốt. Ly tâm 13.000 
vòng/phút trong 15 phút thu riêng pha nổi, pha 
cặn được hòa trong đệm về thể tích ban đầu. 
Điện di cả hai pha trên gel SDS-PAGE 14% để 
xác định trạng thái biểu hiện của protein IL-3.  

KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

Biểu hiện gen il-3 trong các chủng E. coli tái 
tổ hợp 

Sau khi biểu hiện thử trên chủng E. coli 
BL21(DE3) từ bài báo trước và nhận thấy 
protein IL-3 vừa biểu hiện kém lại vừa không 
cắt hoàn toàn tín hiệu tiết, chúng tôi tiếp tục 
khảo sát khả năng tổng hợp protein ở một số 
chủng E. coli. Kết quả cho thấy, chủng BL21 và 
Soluble tổng hợp IL-3 kém, trong khi hai chủng 
JM109 và Rosetta 2 tổng hợp IL-3 ở cả dạng 
đơn (~15 kDa) và dạng gắn thêm PelB (~18 
kDa) với tỉ lệ tương đương (hình 1). Mật độ tế 
bào (OD600) sau 4 giờ cảm ứng ở cả hai chủng 
đồng đều nhau (lần lượt là 1,28 và 1,23). Tuy 
nhiên, IL-3 tạo ra từ chủng Rosetta 2 bị phân cắt 
không đặc hiệu bởi protease vật chủ theo thời 
gian nên băng IL-3 ở mẫu thu 20 giờ chỉ còn lại 
vệt mờ. Do đó chủng E. coli JM109 được lựa 
chọn làm chủng biểu hiện do protein IL-3 tổng 
hợp tốt và ổn định. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

PelB-IL3                             

IL3 

kDa 

14,4  

18,4  

25,0  

35,0  

45,0  

66,2  

116,0  

 
Hình 1. Protein tổng số của 
các chủng E. coli khác nhau 
 
ĐC: đối chứng âm (không 
mang gen) tương ứng với mỗi 
chủng E. coli; 4h và 20h: mẫu 
thu sau 4 giờ và 20 giờ cảm 
ứng IPTG; M: thang protein 
chuẩn (Fermentas) 



Nghiên cứu tối ưu điều kiện biểu hiện Interleukin-3 

 252

Ảnh hưởng của thành phần môi trường đến 
sự biểu hiện protein IL-3 

Mỗi một loại protein sẽ được tổng hợp ở 
mức độ khác nhau trong các môi trường nuôi 
cấy có thành phần dinh dưỡng khác nhau [4]. 
Chúng tôi đã khảo sát 9 công thức môi trường 
và nhận thấy sự biểu hiện gen il-3 ở các môi 
trường có sự khác biệt. Môi trường LB, các môi 
trường M9 bổ sung thêm nguồn nitơ của cao 
nấm men, TB và SB đều thu được protein IL-3 
ở dạng đơn (~15 kDa) và dạng chưa cắt khỏi 
PelB (~18 kDa) (hình 2). Trong khi ở các môi 

trường M9 và M9 chỉ có nguồn carbon glucose 
hoặc glycerol, protein IL-3 chủ yếu được cắt 
khỏi tín hiệu tiết PelB nhưng lượng thu được 
trên tổng số tế bào không nhiều, sinh khối tế 
bào thấp (bảng 1). Môi trường LB được lựa 
chọn do lượng protein IL-3 tổng hợp nhiều nhất 
và ổn định, mật độ tế bào thu được cao nhất. 
Đây là môi trường cơ bản cho sự biểu hiện 
protein ngoại lai, dễ chuẩn bị, cung cấp đầy đủ 
các peptide, axit amin thiết yếu, các vitamin và 
muối natri cho sự sinh trưởng của vi khuẩn. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Hình 2. Protein tổng số ở các môi trường biểu hiện (a)  
và mẫu lên men kiểm tra lại môi trường LB và M9 (b) 

hIL-3: protein IL-3 người chuẩn (Sigma);  ĐC: đối chứng âm không mang gen;  
K: mẫu không cảm ứng IPTG; M: thang protein chuẩn (Fermentas). 

 
Bảng 1. Mật độ tế bào lúc thu mẫu (OD600) ở các môi trường khác nhau 

Môi 
trường LB M9 M9+1

%glu 
M9+1
%gly 

M9+0,5
%YE 

M9+1%glu 
+0,5%YE 

M9+1%gly
+0,5%YE TB SB 

OD600 1,08 0,60 0,53 0,43 0,90 0,84 0,69 0,49 0,38 
glu: glucose; gly: glycerol; YE: yeast extract. 
 
Ảnh hưởng của nồng độ IPTG đến sự biểu 
hiện protein IL-3 

Protein IL-3 được điều khiển tổng hợp bởi 
promoter T7 trên vector pET22b+. Promoter 
này được cảm ứng bởi sự có mặt của IPTG 
trong môi trường nuôi cấy. Nồng độ IPTG cao 
có thể gây độc cho tế bào, ức chế vi khuẩn sinh 
trưởng [12]. Nồng độ IPTG quá thấp sẽ hạn chế 

tốc độ phiên mã, ảnh hưởng đến năng suất tổng 
hợp protein. Xác định được nồng độ IPTG thích 
hợp là việc làm cần thiết. Chúng tôi khảo sát dải 
nồng độ IPTG từ 0-2 mM và nhận thấy, IL-3 
không được tổng hợp khi không có chất cảm 
ứng; tại các nồng độ ITPG 0,05-1,5 mM, IL-3 
được tổng hợp khá nhưng sự chênh lệch giữa 
các nồng độ không nhiều (hình 3a). Ngoài ra, 

a b a 
kDa 

14,4  

18,4  

25,0  

35,0  

45,0  

66,2  

116,0  
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mật độ tế bào có xu hướng giảm khi nồng độ 
IPTG tăng (hình 3b). Nồng độ 0,05 mM IPTG 
được lựa chọn để cảm ứng biểu hiện do lượng 
IL-3 dạng đơn thu được nhiều, dạng gắn với 

PelB ít hơn hẳn so với các mẫu cảm ứng  
nồng độ IPTG lớn hơn. Điều này cũng phù hợp 
với lợi ích kinh tế, do IPTG là hóa chất có giá 
thành cao.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Hình 3. Protein tổng số (a) và mật độ tế bào lúc thu mẫu (b) ở các nồng độ IPTG 
hIL-3: protein IL-3 người chuẩn (Sigma); ĐC: đối chứng âm không mang gen;  

M: thang protein chuẩn (Fermentas) 
 
Ảnh hưởng của nhiệt độ đến sự biểu hiện 
protein IL-3 

Nhiệt độ là yếu tố quan trọng ảnh hưởng 
đến hiệu suất và chất lượng protein tái tổ hợp. 
Nhiệt độ càng cao, mRNA càng dễ bị phân hủy 
và khả năng đào thải plasmid càng lớn [10]. Hạ 
thấp nhiệt độ biểu hiện có thể hạn chế sự phân 
cắt protein đích bởi protease nội bào, tăng 
lượng protein tái tổ hợp có hoạt tính sinh học 
[1]. Chúng tôi khảo sát 5 điểm nhiệt độ và nhận 
thấy mật độ tế bào giảm dần theo chiều tăng 
của nhiệt độ (hình 4). Tế bào E. coli sinh trưởng 

tốt nhất ở 20oC nhưng IL-3 biểu hiện kém nhất. 
Tại 30oC, IL-3 tổng hợp mạnh nhất nhưng vẫn 
còn một lượng lớn gắn với PelB. Từ 37-40oC, 
phần lớn IL-3 không được cắt khỏi PelB. Do 
đó, 25oC được lựa chọn làm nhiệt độ biểu hiện 
do IL-3 tổng hợp khá tốt, toàn bộ được cắt khỏi 
PelB. Nguyên nhân có thể do ở nhiệt độ thấp, 
các quá trình trong tế bào diễn ra chậm hơn, 
thuận lợi cho việc cuộn xoắn đúng cấu trúc, bộc 
lộ vùng nối giữa tín hiệu tiết và protein để 
enzyme nhận biết và cắt hiệu quả [5]. 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
Hình 4. Protein tổng số (a) và mật độ tế bào thu mẫu (b) ở các nhiệt độ biểu hiện 
hIL-3: protein IL-3 người chuẩn (Sigma); ĐC: đối chứng âm không mang gen;  

K: mẫu không cảm ứng IPTG; M: thang protein chuẩn (Fermentas) 
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Ảnh hưởng của mật độ tế bào lúc cảm ứng 
đến sự biểu hiện protein IL-3 

Việc cảm ứng biểu hiện protein ngoại lai 
thường thực hiện ở giữa-cuối pha lũy thừa của 
vi khuẩn để đảm bảo hiệu suất tổng hợp protein 
cũng như hạn chế biểu hiện các protease khi tế 
bào bước vào pha tĩnh. Chúng tôi khảo sát một 
số điểm cảm ứng và nhận thấy OD600 = 0,4-1,0 

là thời điểm tế bào bắt đầu bước vào pha tổng 
hợp protein trong khi OD600 = 1,5-2 là thời 
điểm tế bào bắt đầu bước vào pha cân bằng, sức 
sống giảm, mật độ tế bào cuối cùng không tăng 
lên (hình 5). Vì vậy, cảm ứng ở thời điểm 
OD600 = 1,0 là thích hợp cho tế bào sinh tổng 
hợp IL-3 để thu được mật độ tế bào cuối cùng 
cao, lượng protein IL-3 tổng hợp nhiều.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Hình 5. Protein tổng số (a) và mật độ tế bào thu mẫu (b) cảm ứng biểu hiện ở các mật độ tế bào 
ĐC: đối chứng âm không mang gen; K: mẫu không cảm ứng IPTG;  

M: thang protein chuẩn (Fermentas) 
 

Như vậy, sau khi tối ưu các điều kiện lên 
men phù hợp, sinh khối tế bào tăng lên khoảng 
2,3 lần (hình 6). Protein IL-3 tổng hợp được cắt 
hoàn toàn khỏi PelB, tạo điều kiện thuận lợi 
cho việc tách chiết và tinh sạch IL-3 ở các 
nghiên cứu tiếp theo, bởi vì việc tách hai phân 

tử PelB-IL3 và IL-3 có trọng lượng phân tử 
tương đương nhau không hề đơn giản. Kết quả 
này có thể được triển khai ở quy mô nồi lên 
men 5 lít, nơi dễ dàng kiểm soát tốt các điều 
kiện lên men để thúc đẩy sinh khối tế bào. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Xác định trạng thái protein IL-3 

Mặc dù chúng tôi thiết kế tín hiệu tiết PelB 
để định hướng biểu hiện protein IL-3 ở khoang 
chu chất, kết quả kiểm tra trạng thái lại cho thấy 
toàn bộ IL-3 biểu hiện đã được cắt khỏi PelB 
nhưng lại tồn tại ở dạng không tan và không 

được vận chuyển ra khoang chu chất (đường 
chạy C) (hình 7). Hiện tượng protein sau khi 
được cắt khỏi tín hiệu tiết không di chuyển ra 
khoang chu chất của tế bào, bị “ách” và tồn tại 
bên trong tế bào chất dưới dạng các thể vùi 
không có hoạt tính hay hoạt tính bị suy giảm 

Hình 6. Protein tổng số trước (a) và 
sau (b) khi tối ưu điều kiện biểu hiện 
 
ĐC: đối chứng âm không mang gen; 
1: Mẫu lên men điều kiện trước khi 
tối ưu; 2: Mẫu lên men điều kiện sau 
tối ưu; M: thang protein chuẩn 
(Fermentas) 
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này đã được tác giả Baneyx (1999) [3] đã đề 
cập. Sự kém hiệu quả trong việc giải phóng 
protein ngoại lai ra khoang chu chất có thể bắt 
nguồn từ khả năng tiết hạn chế của bộ máy vận 
chuyển trong E. coli, kết quả là phần lớn 
protein biểu hiện ra dưới dạng thể vùi [2]. Sự 
tạo thành thể vùi thuận lợi cho quá trình tinh 
sạch nhưng cần có bước hồi tính để đưa protein 
về đúng cấu trúc, đảm bảo chức năng sinh học 
của protein. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
Hình 7. Xác định trạng thái tồn tại của protein 

IL-3 tái tổ hợp 
TS: protein tổng số; T: protein pha tan; C: protein 
pha không tan; M: thang protein chuẩn (Fermentas). 
 
KẾT LUẬN 

Điều kiện tối ưu cho biểu hiện protein IL-3 
ở quy mô bình tam giác là: chủng biểu hiện E. 
coli JM109; môi trường LB; nhiệt độ biểu hiện 
25oC; nồng độ IPTG 0,05 mM; thời điểm cảm 
ứng OD600 = 1,0. Protein IL-3 được tổng hợp 
không còn gắn với PelB nhưng tồn tại ở dạng 
không tan (thể vùi) trong tế bào chất, ngoài ra 
sinh khối tế bào tăng khoảng 2,3 lần sau khi tối 
ưu. Ưu điểm của protein ở dạng thể vùi thuận 
lợi cho quá trình tách chiết, tinh sạch khỏi các 
protein tạp của vật chủ. Kết quả nghiên cứu có 
thể ứng dụng ở quy mô lên men lớn hơn, nơi có 
thể kiểm soát tốt hơn các điều kiện lên men, thu 
được nhiều sinh khối tế bào, thuận lợi cho bước 
tinh sạch nhằm nghiên cứu tính chất của protein 
IL-3 trong các nghiên cứu tiếp theo.  
Lời cảm ơn: Công trình được thực hiện từ 
nguồn kinh phí của đề tài độc lập cấp nhà nước 
do Bộ Khoa học và Công nghệ quản lý “Nghiên 

cứu sản xuất Interleukin-3 và Interleukin-11 tái 
tổ hợp chất lượng cao dùng trong y học (điều 
trị)” giai đoạn 2013 - 2015. Công trình sử dụng 
trang thiết bị của Phòng thí nghiệm Trọng điểm 
Công nghệ Gen tại Viện Công nghệ Sinh học, 
Viện Hàn lâm Khoa học và Công nghệ Việt 
Nam. 
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OPTIMIZATION OF FERMENTATION CONDITIONS FOR THE EXPRESSION 

OF INTERLEUKIN-3 IN FUSION WITH PelB IN E. coli 
 

Duong Thu Huong, Nguyen Thi Quy, Dang Thi Ngoc Ha, Le Thi Thu Hong, Truong Nam Hai 

Institute of Biotechnology, VAST 
 
SUMMARY 
 

Interleukin-3 (IL-3) is a multifunctional cytokine which modulates the proliferation, differentiation and 
maturation of various types of hematopoietic cells. Gene coding for IL-3 linked with pelB signal were 
incorporated into pET22b(+) for  expression of il3 gene in E. coli BL21; but IL-3 was synthesized at very low 
levels and still in fusion with PelB. To facilitate purification process, finding the appropriate fermentation 
conditions plays a key role in order to enhance gene il-3 expression and cleavage of PelB. In this study, we 
have optimized the conditions for the expression of IL-3, which included E. coli host strain JM109, LB 
cultivation medium, induction temperature was 25oC; induction with 0.05 mM IPTG at OD600 = 1. The cell 
biomass increases at about 2.3 times after optimization. IL-3 protein was expressed in the form of inclusion 
body and the PelB signal was cleaved. This result is conducive for purification of large amount of IL-3 to 
determine characteristics of protein. 

Keywords: Escherichia coli JM109, IL-3, PelB, protein expression. 
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