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PHẦN I: MỞ ĐẦU
1. Đặt vấn đề
Vào năm 1973, một nhóm các nhà khoa học đã tạo ra cơ thể sinh vật đầu tiên với các phân tử DNA tái tổ hợp. Theo đó, Cohen (ĐH Stanford, Mỹ) và Boyer (ĐH California, Mỹ) cùng các cộng sự đã đưa được một đoạn DNA từ một plasmid này vào một plasmid khác, tạo ra một plasmid hoàn toàn mới, plasmid tái tổ hợp. Sau đó, họ đưa plasmid tái tổ hợp vào trong các tế bào E. coli. Trong một thời gian ngắn, các tác giả này đã dùng các phương pháp giống nhau để gắn các gen từ hai loại vi khuẩn khác nhau, cũng như để chuyển các gen từ ếch vào vi khuẩn. Các thí nghiệm này đánh dấu một cuộc cách mạng vô cùng quan trọng trong lịch sử nghiên cứu khoa học của nhân loại.
 Công nghệ DNA tái tổ hợp là một tập hợp các kỹ thuật phân tử để định vị, phân lập, biến đổi và nghiên cứu các đoạn DNA. Thuật ngữ tái tổ hợp được dùng thường xuyên do mục tiêu của nó là phối hợp DNA từ hai nguồn xa nhau. Ví dụ: các gen từ hai nguồn vi khuẩn khác nhau có thể được liên kết lại, hoặc một gen người có thể được đưa vào nhiễm sắc thể vi khuẩn. Công nghệ DNA tái tổ hợp (còn gọi là công nghệ di truyền, công nghệ gen hay kỹ thuật gen…) hiện nay bao gồm một mạng lưới các kỹ thuật phân tử được dùng để phân tích, biến đổi và tái tổ hợp hầu như mọi trình tự DNA
Thành tựu đầu tiên của kỹ thuật DNA tái tổ hợp là việc sản xuất ra hoocmon sinh trưởng người (hGH-human growth hoocmon) nhờ vi sinh vật nhận là Escherichia coli (E.coli). Các nhà khoa học đưa được gen mã hoá hGH vào E.coli. E.coli có DNA tái tổ hợp đã sản sinh ra một lượng rất lớn hoocmon sinh trưởng người và được sử dụng vào thực tiễn y học. Ở bài viết này nghiên cứu về công nghệ DNA tái tổ hợp và cách sản xuất hoocmon sinh trưởng từ công nghệ này.
2. Đối tượng và phạm vi nghiên cứu
2.1. Đối tượng: Hoocmon sinh trưởng
2.2. Phạm vi nghiên cứu: Tập trung nghiên cứu kĩ thuật DNA tái tổ hợp và cách thức sản xuất hoocmon sinh trưởng bằng công nghệ DNA tái tổ hợp
3. Phương pháp nghiên cứu: Phương pháp tổng hợp các tài liệu được lấy từ các nguồn thông tin như báo đài, intrenet. Dựa vào sự phân tích, tổng hợp, so sánh, đối chiếu các tài liệu để thực hiện đề tài.
PHẦN II: NỘI DUNG
Chương 1: Khái niệm về DNA tái tổ hợp
DNA tái tổ hợp: Là một phân tử DNA nhỏ được ráp láp từ các đoạn DNA lấy từ các tế bào khác nhau (thể truyền và gen cần chuyển) mà thể truyền là một phân tử DNA nhỏ có khả năng nhân đôi một cách độc lập đối với hệ gen của tế bào cũng như có thể gắn vào hệ gen của tế bào
DNA tái tổ hợp là phân tử DNA được tạo thành từ hai hay nhiều trình tự DNA của các loài sinh vật khác nhau. Trong kỹ thuật di truyền, DNA tái tổ hợp thường là được tạo thành từ việc gắn những đoạn DNA có nguồn gốc khác nhau vào trong vectơ tách dòng. Những vectơ tách dòng mang DNA tái tổ hợp này có thể biểu hiện thành các protein tái tổ hợp trong các sinh vật. Ví dụ một số dược phẩm là hormone peptide được tạo ra từ công nghệ DNA tái tổ hợp là insulin, hormone tăng trưởng, và oxytocin. Những vắc-xin cũng có thể được sản phẩm bằng phương thức này. Sinh vật chủ được sử dụng phổ biến nhất trong công nghệ DNA này là Escherichia coli.
Chương 2: Công nghệ DNA tái tổ hợp
2.1. Lịch sử ra đời
Năm 1972 các phân tử DNA tái tổ hợp đầu tiên được tạo ra tại trường Đại học Stanford ( Mỹ ) do nhà khoa học Paul Berg và các cộng sự thực hiện bằng cách sử dụng đặc tính cắt của enzym giới hạn (Restriction enzym) và khả năng nối các mạch DNA với nhau của enzym nối ligase. Nhờ kỹ thuật này vật chất di truyền thường là một hay và gen có thể lắp ghép vào phân tử DNA có nguồn gốc khác (ví dụ lắp ghép gen của động vật, thực vật vào plasmid của vi khuẩn hoặc vào phagơ λ) để hình thành DNA tái tổ hợp.
Khi các cơ thể DNA tái tổ hợp được tạo thành có thể được chuyển từ cơ thể này (cơ thể cho) sang cơ thể hoặc tế bào khác (cơ thể nhận hoặc tế bào nhận). Điều cơ bản và quan trọng là các gen tái tổ hợp này vẫn di trì chức năng cũ của nó trong cơ thể, hoặc tế bào nhận. Năm 1973 các nhà khoa học đã nối nhiều đoạn DNA vào plasmid được tách ra từ vi khuẩn E.coli. Plasmid này có thể hoạt động, tự sao chép khi đưa vào tế bào vi khuẩn E.coli, từ đó tạo ra công nghệ quan trọng trong công nghệ di truyền là tách dòng gen.
Thành tựu đầu tiên của kỹ thuật DNA tái tổ hợp là việc sản xuất ra hoocmon sinh trưởng người (hGH-human growth hoocmon) nhờ vi sinh vật nhận là Escherichia coli (E.coli). Các nhà khoa học đưa được gen mã hoá hGH vào E.coli. E.coli có DNA tái tổ hợp đã sản sinh ra một lượng rất lớn hoocmon sinh trưởng người và được sử dụng vào thực tiễn y học.
2.2. Công nghệ DNA tái tổ hợp
DNA tái tổ hợp được hình thành bằng cách cắt một đoạn DNA rồi đưa vào một phân tử DNA có khả năng tái bản (như plasmid của vi khuẩn) được gọi là vector tạo dòng, từ đó nó được nhân lên (khuyếch đại), tạo ra 1 plasmid được thực hiện nhờ các enzim giới hạn có khả năng cắt DNA tại vị trí đặc hiệu, tạo các đoạn DNA xác định với dầu phù hợp cho việc gắn nó vào vector đã được mở vòng bằng chính enzim mở đó. Các phân tử DNA tái tổ hợp mới có thể làm thay đổi mức độ biểu hiện bình thường của một gen (chẳng hạn bằng việc dung hợp giữa một trình tự mã hóa của một loài này với trình tự promoter của một loài khác) hoặc thậm chí mã hóa tổng hợp một loại protein “dung hợp” mới (protein lai) mang các trình tự axit amin từ các protein có nguồn gốc khác nhau. Hiện nay, các kỹ thuật tách dòng phân tử (bao gồm cả PCR) đã trở thành các công cụ thiết yếu trong nghiên cứu về sự điều hòa và biểu hiện của các gen và hệ gen ở các loài sinh vật khác nhau. Quá trình tách dòng DNA và tạo nên các phân tử DNA tái tổ hợp điển hình thường liên quan đến việc sử dụng các véctơ là trình tự mang thông tin điều khiển hoạt động nhân lên (khuếch đại) và/hoặc biểu hiện trong tế bào của phân tử DNA tái tổ hợp mang đoạn DNA cài (đoạn trình tự được phân lập) bao gồm trình tự gen được quan tâm nghiên cứu. Các “công cụ” chính để tạo nên các phân tử DNA tái tổ hợp là các enzym giới hạn giúp cắt các phân tử DNA tại các vị trí xác định và các enzym nối cho phép ghép nối các phân đoạn DNA có nguồn gốc khác nhau với nhau. Bằng việc tạo nên các phân tử DNA tái tổ hợp có thể tự nhận lên trong tế bào chủ, một đoạn DNA cài xác định nào đó có thể được phân lập, tinh sạch và nhân lên thành một số lượng lớn các bản sao.
Kĩ thuật tái tổ hợp DNA được thực hiện qua nhiều công đoạn phức tạp , tinh vi, thực chất là một công nghệ gồm các bước chủ yếu sau:
Bước 1: Nuôi tế bào cho plasmid để tạo vector chuyển gen và nuôi cho tế bào cho (ví dụ tế bào của người) để cung cấp DNA.
Bước 2: Tách chiết DNA plasmid và DNA tế bào cho. Bước này còn gọi là phân lập gen.
Bước 3: Cắt cả hai đoạn DNA (DNA plasmid và DNA tế bào cho) bằng cùng một loại enzyme giới hạn (restriction enzyme-RE)
Bước 4: Trộn chung DNA plasmid đã bị cắt với DNA tế bào cho cũng đã bị cắt bởi một loại enzyme giới hạn.
Bước 5: Bổ sung enzyme nối ligase để tạo ra DNA tái tổ hợp hoàn chỉnh
Bước 6: Biến nạp DNA tái tổ hợp vào tế bào chủ (ví dụ vi khuẩn E.coli và nhân dòng)
Bước 7: Chọn lọc và tạo dòng tế bào chủ (vi khuẩn) mang DNA tái tổ hợp và theo dõi hoạt động, biểu hiện gen thông qua sản phẩm của gen lấy từ tế bào cho.
Mục đích lớn nhất của công nghệ DNA tái tổ hợp là kết hợp một gen ngoại lai (foreign gene) làm mã hóa cho một sản phẩm muốn có vào trong các thể loại DNA mạch vòng (plasmidvector) và sau đó đưa chúng vào một cá thể vật chủ nào đó, để làm sao cho gen ngoại lai có thể biểu hiện để làm sản xuất ra sản phẩm từ cơ thể vật chủ này.
2.3. Các enzyme giới hạn
Trong công nghệ di truyền muốn tạo ra DNA tái tổ hợp để đưa vào tế bào chủ cần phải có công cụ cắt plasmid hình vòng và đoạn DNA của tế bào rồi cho chúng nối lại với nhau. Công cụ cắt DNA là các enzyme giới hạn.
Enzym giới hạn là enzym có khả năng nhận biết những đoạn trình tự DNA nhất định và cắt DNA ở ngay thời điểm này hay ở điểm kế cận. 
Có 2 đặc tính: 
● Không cắt các liên kết photphodieste ở đầu tận cùng, thay vào đó là cắt bên trong phân tử DNA. 
● Chỉ cắt khi nhận ra các trình tự đặc thù (trình tự nhận biết) bao gồm 4 đến 8 nucleotide ( thường là 4 hay 6).
Các enzyme giới hạn được phân thành 3 kiểu I, II và III. Các enzyme giới hạn thường dùng phổ biến trong công nghệ AND tái tổ hợp, công nghệ di truyền thuộc kiểu II. Các enzyme này cắt bên trong mạch DNA (không phân huỷ từ 2 đầu của DNA) nên còn được gọi là enzyme endonuclease. Enzyme giới hạn kiểu II thực chất là endonuclease giới hạn kiểu II. 
2.4. Các enzyme nối
Enzyme ligase là enzyme nối quan trọng trong tế bào. Các enzyme này xúc tác hình thành các liên kết phosphodiester để nối các đoạn axit nucleic với nhau. DNA ligase xúc tác nối hai đoạn DNA với nhau, RNA ligase là enzyme chủ yếu được sử dụng rộng rãi.
Có 3 loại enzyme nối thường dùng trong Công nghệ di truyền. Enzyme E.coli DNA ligase được tách chiết từ vi khuẩn E.coli, xúc tác phản ứng nối hai đoạn trình tự DNA có đầu sole. Enzyme T4 DNA ligase được tách chiết từ phage T4 xâm nhiễm vào E.coli, có chức năng giống như E.coli DNA ligase nhưng lại có khả năng nối hai đoạn trình tự DNA có đầu bằng và là enzyme nối được ưa chuộng nhất hiện nay. Enzyme T4 RNA ligase tách chiết từ phage T4 xâm nhiễm E.coli, có khả năng nối hai trình tự RNA bằng các liên kết phosphodiester. Ngoài các loại enzym nối kể trên, hiện nay người ta còn sử dụng các đoạn nối (đầu dính–adaptor) cho các enzyme cắt đầu bằng. Adaptor xúc tác nối các đoạn DNA do có các enzyme  giới hạn cắt đầu bằng từ đó tạo nên đầu so le. Mỗi đoạn enzyme cắt đầu bằng đều có các loại adaptor đặc trưng riêng.
2.5. Các vector chuyển gen
Muốn chuyển được gen mong muốn từ thể cho sang thể nhận hoặc tách dòng gen, điều cơ bản là cần phải có vật chuyển gen (vector chuyển gen). Vector chuyển gen là phân tử DNA có khả năng mang được gen cần thiết, thường có dạng vòng và có một số đặc tính sau:
● Có điểm khởi đầu sao chép (origin of replication) để tự sao chép mà tồn tại độc lập trong tế bào. 
● Có các đoạn trình tự nhận biết cho enzyme giới hạn để tạo nơi lắp ráp cho các đoạn gen lạ. 
● Có trình tự khởi điểm (promoter).
● Có dấu chuẩn chọn lọc cho phép dễ dàng phát hiện nhận biết chúng trong tế bào chủ nhận. Thông thường đó là tính kháng với kháng sinh giúp vi khu ẩn có mang vector sống được trên môi trường có kháng sinh. 
Có nhiều loại vector chuyển gen: plasmid, thực khuẩn thể, cosmid, YAC… Loại vector được chọn sử dụng tùy thuộc vào kích thước của đoạn ADN cần tạo dòng và mục đích tạo dòng. 
Plasmid là những đoạn DNA ngắn (2-5 kb), dạng vòng, mạch đôi, nằm ngoài NST, sao chép độc lập với sự sao chép NST của vi khuẩn. Có thể nhận các DNA tạo dòng tới 10 kb. 
Thực khuẩn thể (phage) là virus xâm nhiễm và làm phân giải vi khuẩn. Phần lớn các phage được dùng làm vector hiện nay đều λ .Việc dùng phage làm vector có nhiều ưu bắt nguồn từ phage điểm hơn so với các vector plasmid vì: 
● Hiệu quả xâm nhiễm của thực khuẩn thể vào tế bào cao hơn nhiều so với chuyển plasmid vào tế bào vi khuẩn. 
● Kích thước đoạn DNA mà vector có thể tiếp nhận lớn hơn (20 kb).
Chương 3: Hoocmon sinh trưởng
Hormon sinh trưởng, khác với các hormon khác do thùy trước tuyến yên tiết ra là nó không thực hiện chức năng thông qua một tuyến nội tiết khác mà ảnh hưởng đến hầu như toàn bộ các mô bào trong cơ thể.
● Ảnh hưởng đến quá trình sinh trưởng:
Growth hormone (GH) còn được gọi là somatotropic hormone (SH) hay somatotropin là một protein có kích thước nhỏ với 191 amino acid tạo thành chuỗi đơn có khối lượng phân tử 22,005. Hormon kích thích tăng trưởng của tế bào (cả tăng về kích thước và kích thích quá trình phân bào). Thí nghiệm tiêm GH cho chuột chưa trưởng thành thấy tất cả các cơ quan tăng kích thước so với đối chứng. Khi đến tuổi trưởng thành chuột được tiêm GH không phát triển hơn về chiều dài xương nhưng tất cả các mô khác vẫn tiếp tục phát triển. Thí nghiệm này cũng cho thấy khi đĩa sinh trưởng của xương dài gắn với cán xương, xương sẽ không phát triển được thêm về chiều dài nhưng hầu hết các mô khác của cơ thể vẫn có thể tiếp tục tăng trưởng trong suốt cuộc đời.
Hormone tăng trưởng HGH có tác động đến hầu hết các mô bào trong cơ thể con người,  HGH cũng kích thích tăng trưởng  tế bào cả về kích thước và quá trình phân bào cúng diễn ra trong quá trình này, nó ảnh hưởng đến toàn bộ hoạt động  trao đổi chất bao gồm :
- Gia tăng tổng hợp protein tế bào
- Tăng sinh phân giải mô mỡ để giải phóng năng lượng
- Giảm sử dụng glucose
- HGH còn tác động gián tiếp đến mô sụn và xương.
Quá trình sản xuất hormone tăng trưởng HGH được cơ thể tự điều hòa theo chế độ sinh học trong cơ thể, nó phù hợp với từng giai đoạn phát triển của cơ thể chúng ta. Mức HGH thấp có thể ảnh hưởng tiêu cực đến chất lượng cuộc sống, tăng nguy cơ mắc bệnh và tăng cân.
Hormone tăng trưởng của con người đóng một vai trò quan trọng đối với các axit amin và tỉ lệ biến đổi thành protein trong các tế bào. Với hiệu quả lớn hơn trong việc chuyển đổi axit amin kết hợp với việc gia tăng cấu trúc tế bào với sự gia tăng sự phân chia tế bào, cơ thể sẽ làm tăng hiệu quả của nó một cách hiệu quả hơn. HGH cũng là một yếu tố quan trọng trong việc nâng cao hiệu quả trao đổi chất - nó thúc đẩy sự xuất hiện của việc đốt cháy chất béo trong cơ thể để nó có thể được sử dụng cho năng lượng trong cơ thể. 
* Tóm lại, GH làm tăng tổng hợp protein, tăng sử dụng mỡ và tăng chuyển hóa gluxit. Vì vậy có thể cho rằng tác dụng kích thích sinh trưởng của GH thông qua tác dụng làm tăng quá trình tổng hợp protein.
Chương 4 : Sản xuất hoocmon sinh trưởng HGH
4.1. Lịch sử nghiên cứu
● Hormon sinh trưởng người (HGH – Human Growth Hormone) phát hiện năm 1920. Năm 1950 đã tách chiết hGH từ tuyến yên người.
● 1956, HGH tách từ não bò, cừu, … dùng để chữa bệnh lùn ở trẻ em.
● 1972, cấu trúc phân tử của HGH được xác định
● 1985, hãng Genetech sản xuất thành công HGH có tên Protropin.
Hormon sinh trưởng người hiện nay chủ yếu sản xuất bằng phương pháp tái tổ hợp gen. Có nhiều sản phẩm thương mại giúp điều trị bệnh hay giúp cho phát triển cơ bắp. Các gen mã hóa HGH của người, bò… chuyển vào động vật như cá, lợn,…tạo động vật chuyển gen phát triển nhanh.
4.2. Sản xuất hoocmon sinh trưởng HGH
Thông thường, HGH của động vật có vú được sản xuất từ tuyến yên của các động vật non và trong suốt thời gian trước khi chúng trưởng thành. HGH có tác dụng tăng tốc độ sinh trưởng và kích thích cơ thể tăng khối lượng cơ. Ở người sau 30 tuổi, sản xuất hormone sinh trưởng sẽ dừng lại, nếu tiêm HGH sau độ tuổi này sẽ gây ra sự phát triển cơ bắp và lượng mỡ giảm xuống. Hormone sinh trưởng người là protein chứa khoảng 191 amino acid, thiếu nó cơ thể người sẽ bị lùn. Trước đây hormone phát triển được tách từ tuyến yên của người chết. Mỗi tử thi cho khoảng 4-6 mg HGH và muốn chữa khỏi cho một người lùn phải cần lượng HGH thu được từ 100-150 tử thi. Điều này cho thấy một trở ngại rất lớn khi chữa trị chứng lùn cho trẻ em. Hiện nay, HGH đã được sản xuất bằng công nghệ DNA tái tổ hợp thông qua E. coli với một hiệu suất rất lớn. Đây là một trong những protein được sản xuất bằng công nghệ sinh học hiện đại sớm nhất. HGH tái tổ hợp khác với HGH bình thường bởi một amino acid, do E. coli không có khả năng loại bỏ gốc methionine khởi đầu mà nó thường bị loại sau khi dịch mã trong tế bào người. Insulin và hormone sinh trưởng người là các protein tương đối đơn giản vì không bị glycosyl hóa và biến đổi nhiều ở hậu dịch mã, nên có thể dùng E. coli (prokaryote) làm tế bào vật chủ để sản xuất chúng. Đối với những protein đòi hỏi quá trình glycosyl và biến đổi hậu dịch mã thì không thể sử dụng tế bào prokaryote làm tế bào vật chủ trong công nghệ DNA tái tổ hợp mà phải sử dụng các tế bào eukaryote như: nấm men, nấm mốc, thực vật hoặc động vật.
Công nghệ sản xuất hoocmon sinh trưởng HGH bao gồm các bước:
Bước 1: Tách chiết và tinh sạch mRNA từ tế bào thùy trước tuyến yên và thực hiện kỹ thuật phiên mã ngược
Bước 2: Sử dụng enzym giới hạn cắt bỏ đoạn gen mã hóa 23-24 acid amin của chuỗi peptid tín hiệu
Bước 3: Chuyển gen mã hóa HGH vào vector biểu hiện thích hợp
Bước 4: Biến nạp vector tái tổ hợp vào E.coli, nuôi cấy, thu sinh khối, tách chiết và tinh sạch hGH
Bước 5: Tế bào biểu hiện: vi khuẩn, baculovirus, nấm men, tế bào trứng chuột 
PHẦN III: KẾT LUẬN
Công nghệ DNA tái tổ hợp đã biến đổi sâu sắc phương thức nghiên cứu gen. Trước đây, thông tin về cấu trúc và tổ chức của gen thu được bằng cách kiểm tra biểu hiện kiểu hình của chúng, nhưng những kỹ thuật mới đã tạo ra khả năng tự đọc các trình tự nucleotide. Trước đây, các nhà di truyền phải chờ đợi sự xuất hiện các đột biến ngẫu nhiên hoặc cảm ứng để phân tích hiệu quả của sự sai khác di truyền, ngày nay họ có thể tạo ra đột biến ở các điểm nhất định một cách chính xác và xem chúng thay đổi kiểu hình như thế nào. 
Công nghệ DNA tái tổ hợp đã cung cấp các thông tin mới về cấu trúc và chức năng của gen và đã thay đổi nhiều khái niệm cơ bản của di truyền học. Ví dụ: Trong khi mã di truyền được xem là rất phổ biến, thì bây giờ chúng ta còn biết rằng các mã không phổ biến cũng tồn tại trong DNA ty thể. Trước đây, chúng ta nghĩ rằng tổ chức của các gen eukaryote giống với prokaryote, nhưng bây giờ chúng ta biết rằng nhiều gen eukaryote bị gián đoạn bởi các intron. Ngày nay, chúng ta đã biết đầy đủ hơn về các quá trình tái bản, phiên mã, dịch mã, biến đổi RNA (RNA processing) và điều hòa gen thông qua việc sử dụng các kỹ thuật tái tổ hợp DNA. Các kỹ thuật này cũng được dùng trong nhiều trong nhiều lĩnh vực khác, bao gồm hóa sinh học, vi sinh vật học, sinh học phát triển, sinh học thần kinh, tiến hóa và sinh thái học. Công nghệ DNA tái tổ hợp cũng được ứng dụng để tạo ra nhiều sản phẩm: thuốc, hormone, enzyme và các giống cây trồng-vật nuôi. 
Thành tựu đầu tiên của kỹ thuật DNA tái tổ hợp là việc sản xuất ra hoocmon sinh trưởng người (hGH-human growth hoocmon) nhờ vi sinh vật nhận là Escherichia coli (E.coli). Các nhà khoa học đưa được gen mã hoá hGH vào E.coli. E.coli có DNA tái tổ hợp đã sản sinh ra một lượng rất lớn hoocmon sinh trưởng người và được sử dụng vào thực tiễn y học.
Một nền công nghiệp hoàn toàn mới, công nghiệp công nghệ sinh học, đã phát triển xung quanh việc sử dụng các kỹ thuật này để tạo ra các sản phẩm mới. 
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