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MỞ ĐẦU 

Dioxin thuộc nhóm các hợp chất thơm đa halogen khó phân hủy 

(Polyhalogenated aromatic compounds- PHAHs) là các chất gây ô nhiễm môi 

trường phổ biến bao gồm dibenzo-p-dioxin polychlorin hóa (PCDDs), 

dibenzofurans (PCDFs), biphenyls (PCB) và ete diphenyl (PCDEs). PCB đã 

được sử dụng rộng rãi trong các ứng dụng công nghiệp đa dạng như chất hóa 

dẻo, chất chống cháy, phụ gia sơn, chất kết dính, dầu ngâm, chất bịt kín và 

sáp. PCBs tích lũy trong môi trường chủ yếu do tính chất hóa lý, tính ổn định 

sinh học và bản chất kỵ nước của chúng. Mặt khác, PCDD, PCDF và PCDE 

chủ yếu được hình thành dưới dạng sản phẩm phụ trong quá trình công nghiệp 

hoặc quá trình đốt cháy bao gồm các lò đốt rác đô thị. Dư lượng dioxin đã 

được phát hiện trong nhiều loại chất nền bao gồm đất, trầm tích, nước, cá, 

động vật hoang dã, mô mỡ của con người, huyết thanh và sữa. Mặc dù mức 

độ phát thải dioxin đã giảm hơn 80% kể từ những năm 1980 ở hầu hết các 

quốc gia, nhưng việc phơi nhiễm các hợp chất tương tự dioxin qua đất hoặc 

trầm tích bị ô nhiễm và tích tụ trong chuỗi thức ăn vẫn là một vấn đề cho đến 

ngày nay. 

Con người tiếp xúc với dioxin và các hợp chất liên quan chủ yếu thông 

qua thực phẩm (thịt, các sản phẩm từ sữa và cá) nên an toàn thực phẩm và 

thức ăn chăn nuôi được ưu tiên cao. EU đã đưa ra các tiêu chuẩn giới hạn 

nghiêm ngặt đối với hàm lượng dioxin trong thực phẩm và thức ăn chăn nuôi 

bao gồm Chỉ thị của Ủy ban EU 2003/57/EC, 2002/69/EC, 2002/70/EC và 

Quy định của Hội đồng số 2375/2001). Do đó, các phương pháp phát hiện 

dioxin đã được nghiên cứu và phát triển. Một trong số đó là xét nghiệm DR-

CALUX (Dioxin Response Chemical Activated Luciferase Gene eXpression). 

Phương pháp DR-CALUX là một kỹ thuật dùng tế bào cảm biến sinh học đã 

được chuyển gen sinh tổng hợp luciferase để phát hiện dioxin và các chất dẫn 

xuất trong mẫu vật ra đời với nhiều ưu điểm, có thể đánh giá được đúng cơ 

chế của dioxin lên tế bào và phân tích sàng lọc được nhiều mẫu với thời gian 

ngắn.  

Hiện nay, xét nghiệm tế bào đã được thiết lập tốt tại một số phòng thí 

nghiệm ở châu Âu và trên toàn thế giới. Các “xét nghiệm sinh học” này được 

thực hiện sàng lọc giám sát nồng độ và xác định các mẫu nghi ngờ vi phạm 
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quy định an toàn thực phẩm. Đơn vị Nghiên cứu xét nghiệm Sinh học tại 

Phòng thí nghiệm Tham khảo của Liên minh Châu Âu (EU-RL) về Dioxin và 

PCB trong Thức ăn và Thực phẩm đã đánh giá và tối ưu hóa hiệu suất của xét 

nghiệm sinh học gen DR CALUX để sử dụng nó trong kiểm soát thức ăn và 

thực phẩm chính thức của Châu Âu. Tại Bỉ, Cơ quan Liên bang về An toàn 

Chuỗi Thực phẩm (FASFC) sử dụng phương pháp CALUX như một công cụ 

sàng lọc để giám sát sự tuân thủ tiêu chuẩn thực phẩm. 

Ở Việt Nam đã có nhiều nghiên cứu về dioxin và các chất dẫn xuất cũng 

như nghiên cứu về các phương pháp CALUX phát hiện dioxin trong đất, 

nước, sữa mẹ, trong máu và thực phẩm… Tuy nhiên, các nghiên cứu vẫn sử 

dụng các bộ kit CALUX của nước ngoài với chi phí khá cao, hiện chưa có 

nghiên cứu nào về sản xuất dòng tế bào chuyển gen luciferase nhằm chủ động 

trong động trong việc sàng lọc phát hiện các chất độc hại đã biết cũng như 

góp phần phát hiện ra các chất chưa biết. Ngoài ra, dòng tế bào CALUX 

thương mại sau một thời gian sử dụng bị thoái hóa nên khả năng phát hiện các 

chất độc bị giảm đi nên cần phải mua mới, rất tốn kém. Do đó, việc chủ động 

được dòng tế bào CALUX là cần thiết. 

Xuất phát từ những vấn đề trên, chúng tôi tiến hành nghiên cứu đề tài 

“Nghiên cứu tạo dòng tế bào DR CALUX hướng tới ứng dụng sàng lọc 

dioxin hoặc các chất dẫn xuất dioxin” với mục tiêu và nội dung như sau: 

Mục tiêu: 

Tạo được dòng tế bào DR CALUX mang cấu trúc DREs và gen phát 

quang đảm bảo độ nhạy cho việc sàng lọc/ phát hiện dioxin hoặc các dẫn 

xuất dioxin 

Nội dung: 

1. Tạo dòng tế bào DR CALUX mang plasmid chứa cấu trúc DREs và 

gen luciferase, 

2. Thiết kế vector biểu hiện mang cấu trúc DREs+eGFP và tạo dòng tế 

bào DR CAFLUX chứa plasmid mang cấu trúc DREs và gen phát huỳnh 

quang GFP. 
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CHƯƠNG 1. TỔNG QUAN 

1.1. Dioxin và độc tính của dioxin 

1.1.1.  Dioxin và các chất dẫn xuất 

Dioxin là tên gọi chung của một nhóm hàng trăm hợp chất hóa học tồn 

tại lâu dài trong môi trường, cũng như trong cơ thể con người và các sinh vật 

khác. Dioxin là những hợp chất rất ổn định với tính chất phân cực thấp, ưa mỡ 

và kỵ nước. Chúng được phân loại thành ba nhóm: polychlorinated dibenzo-

p-dioxins (PCDDs, được gọi là dioxin), polychlorinated dibenzofurans 

(PCDFs, được gọi là furan), và polychlorinated biphenyls coplanar (PCB 

tương tự dioxin, được gọi là dl-PCBs). Tùy theo số lượng nguyên tử clo và vị 

trí không gian, dioxin có 75 đồng loại PCDD (poly-chloro-dibenzo-dioxins) 

và 135 đồng loại PCDFs (poly-chloro-dibenzo-furans) với độc tính khác nhau. 

Trong 210 đồng loại, 17 đồng loại được biết là có độc tính cao vì chúng có 

thể có nguyên tử clo ở các vị trí 2, 3, 7 và 8 trên vòng benzen. Dựa trên hệ số 

tương đương độc tính quốc tế (I-TEF), 2,3,7,8-TCDD/TCDFs được biết đến 

là các hợp chất độc hại nhất [1]. Cấu trúc hóa học của TCDD, PCDD, PCDF 

và PCB được thể hiện trong Hình 1.1 

 

Hình 1.1. Cấu trúc hóa học của các hợp chất TCDD, PCDD, PCDF và PCB 

[2]. 

Dioxin hầu như không tan trong nước, có độ ổn định nhiệt cao, chỉ có thể 

bị phân hủy hoàn toàn ở nhiệt độ trên 1200°C, bền với axit và kiềm mạnh và 

bám trên bề mặt các nguồn hữu cơ, đặc biệt là trong đất [3]. 
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Dioxin và các chất dẫn xuất không được sản xuất mà chúng được tạo ra 

khi sản xuất các hóa chất hoặc sản phẩm khác, một số ít được sản xuất dùng 

cho nghiên cứu khoa học. Dioxin cũng được hình thành trong tự nhiên nhưng 

chủ yếu bắt nguồn từ sự tương tác của con người, đặc biệt là liên quan đến 

quá trình đốt cháy. Sự hình thành PCDD hoặc Furan được thúc đẩy bởi các 

phản ứng ở nhiệt độ cao giữa các hợp chất hữu cơ và clo. Do đó,  các hoạt 

động như đốt rác thải, nấu chảy kim loại, cháy rừng và đốt nhiên liệu diesel sẽ 

tạo ra dioxin và các chất dẫn xuất [4].  

Nồng độ dioxin trong khí quyển đã thay đổi trong những thập kỷ qua. Do 

sự hình thành PCDD/Fs chủ yếu chịu ảnh hưởng của các nguồn nhân tạo nên 

nồng độ dioxin trong môi trường không đáng kể cho đến khi có sự phát triển 

của ngành hóa chất vào những năm 1920. Từ đó cho đến đỉnh điểm vào 

những năm 1970 mức độ phát thải và nồng độ dioxin trong không khí, đất và 

nước đã tăng lên nhiều lần, nguyên nhân chủ yếu là do sự thiếu hiểu biết 

chung về tác động tiêu cực của các hợp chất này đối với sức khỏe con người. 

Ngoài ra, do thiếu sự kiểm soát và quy trình khẩn cấp trong các nhà máy công 

nghiệp thời đó nên đã xảy ra những tai nạn nghiêm trọng gây ảnh hưởng tiêu 

cực đến môi trường ở các khu vực khác nhau trên thế giới, chẳng hạn như 

thảm họa sinh thái ở Seveso, Ý. PCDD/Fs như TCDD còn có mặt trong các 

cuộc xung đột vũ trang, như chất độc da cam trong Chiến tranh Việt Nam [5]. 

Nhưng xu hướng đã thay đổi từ những năm 1970 cho đến ngày nay; khi mà 

nhận thức xã hội được nâng cao, các quy trình công nghiệp hiệu quả hơn và 

luật pháp chặt chẽ hơn đã làm giảm mức độ phát thải và ô nhiễm của 

PCDD/Fs từ các nguồn công nghiệp [5]. Mặt khác, khí thải từ các nguồn phi 

công nghiệp hầu như không thay đổi trong những năm qua và ngày nay là một 

trong những nguyên nhân chính trong sự gia tăng dioxin [6].   

* Các nguồn tạo ra dioxin và các chất dẫn xuất 

Các nguồn tạo ra PCDD/Fs liên quan đến hoạt động của con người bao 

gồm 5 nguồn chính: (i) các sản phẩm phụ trong quá trình sản xuất hóa chất 

clo hữu cơ (ví dụ: PCB, chlorophenol, chlorobenzene, thuốc trừ sâu clo hóa, 

polyvinylchloride (PVC)); (ii)  kết quả của quá trình đốt cháy không hoàn 

toàn khi có nguồn clo (ví dụ: đốt cháy một số loại nhựa); (iii) do sử dụng clo 

vô cơ (ví dụ như trước đây phổ biến trong ngành tẩy trắng giấy); (iv) tái 
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chế/sản xuất một số loại khoáng sản; (v) kết quả của sự hình thành tự nhiên và 

sự hiện diện trong một số loại đất sét (ví dụ: đất sét bi Mississippi, kaolinit) 

tạo thành một phần của thức ăn và thực phẩm bổ sung hoặc có thể được sử 

dụng trong sản xuất thức ăn và thực phẩm. 

Mặc dù sự hình thành dioxin xảy ra ở cấp độ cục bộ trong một khu vực 

nhất định, nhưng sự phân bố của các chất độc này trong môi trường có thể 

rộng hơn nhiều. Ví dụ, khi dioxin được giải phóng vào khí quyển sẽ liên kết 

với các hạt khác, thậm chí bụi mịn PM2.5 như tro hoặc khói của lò đốt, các 

hạt này có thể lơ lửng và bay theo gió trong thời gian dài trước khi lắng đọng 

trên các bề mặt trên cạn hoặc dưới nước tại các địa điểm cách xa sự phát tán 

ban đầu của chúng [7]. Sau đó, dioxin có thể được các sinh vật trong môi 

trường nước hấp thụ hoặc bám vào cỏ, rau và các loại cây trồng khác [8] , [9]. 

Động vật ăn cỏ bị nhiễm dioxin như bò, trâu, dê, vịt và gà sẽ tích lũy dioxin 

trong các mô của chúng (đặc biệt là trong gan và mô mỡ dự trữ chất béo) để 

chất độc di chuyển qua chuỗi thức ăn và cuối cùng xâm nhập vào con người 

thông qua chế độ ăn uống [10]. Tốc độ hấp thụ dioxin phụ thuộc vào đường 

tiếp xúc, kích thước phân tử và độ hòa tan của chúng . Ví dụ, tỷ lệ hấp thụ 

TCDD qua ruột non và phổi lần lượt là khoảng 50% và 90% [11]. Theo các 

nghiên cứu thực nghiệm trên chuột [11], [12], khả năng hấp thụ qua da bị hạn 

chế hơn nhiều, có thể dưới 1%. Một khi dioxin được hấp thụ vào cơ thể con 

người, chúng sẽ dễ dàng được phân phối theo dòng máu đến tất cả các cơ 

quan và đặc biệt có xu hướng tích tụ trong gan và các mô mỡ. Tại gan, dioxin 

được chuyển hóa thành các hợp chất ít độc hơn, hòa tan trong nước, nhưng 

quá trình giải độc này diễn ra rất chậm. Tốc độ bài tiết và thời gian bán hủy 

của dioxin khác nhau giữa các loài, từ 11 ngày ở chuột đồng [13], 17–31 ngày 

ở chuột cống và đặc biệt ở người là 7–11 năm. 

1.1.2. Ảnh hưởng của dioxin và các chất dẫn xuất đến sức khỏe và môi 

trường 

Dioxin và furan là các hóa chất độc hại nhất được biết đến hiện nay 

trong khoa học. Bản báo cáo sơ thảo của Cục bảo vệ môi trường Hoa kỳ 

(EPA) năm 1994 đã miêu tả dioxin như là một tác nhân nguy hiểm đối với sức 

khoẻ cộng đồng. Cũng theo EPA, dường như không có mức độ phơi nhiễm 

dioxin nào được coi là an toàn.  

https://vi.wikipedia.org/wiki/Furan
https://vi.wikipedia.org/wiki/1994
https://vi.wikipedia.org/w/index.php?title=S%E1%BB%A9c_kho%E1%BA%BB_c%E1%BB%99ng_%C4%91%E1%BB%93ng&action=edit&redlink=1
https://vi.wikipedia.org/w/index.php?title=S%E1%BB%A9c_kho%E1%BA%BB_c%E1%BB%99ng_%C4%91%E1%BB%93ng&action=edit&redlink=1
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Tại Việt Nam, chất diệt cỏ có chứa dioxin do quân đội Mỹ phun rải trong 

chiến tranh đã gây ảnh hưởng lớn đến hệ sinh thái tại nhiều khu vực như A 

Lưới, Mã Đà, Hồ Biên Hùng. Các nhà khoa học Việt Nam và thế giới nhận 

thấy có sự suy giảm nghiêm trọng đa dạng sinh học tại những khu vực này. 

Nhiều loài vi sinh vật bản địa suy giảm tới mức gần như mất hẳn. Số lượng 

các loài động vật bậc cao cũng bị suy giảm nặng nề. Sự tích lũy dioxin trong 

động vật sống dưới nước cũng cao hơn hẳn các khu vực khác, dẫn đến sự suy 

giảm khả năng sinh sản và số lượng của các loài.  

Ngoài chiến tranh Việt Nam, dioxin trong chất da cam gây nên thảm hoạ 

sinh thái ở Seveso (Ý), và Times Beach (Missouri), Love Canal (New 

York),... Nhưng bị nhiễm nặng nhất và lâu dài nhất vẫn là ở miền Nam Việt 

Nam, nơi bị Mỹ rải chất độc da cam suốt 10 năm. 2,3,7,8-TCDD là chất độc 

mạnh nhất trong các hóa chất, nó độc gấp 1 triệu lần so với tất cả các chất độc 

đã có trong tự nhiên và là tồn tại lâu bền nhất. 

Dioxin là tác nhân đe dọa nguy hiểm, dù ở nồng độ thấp (một phần tỷ) 

cũng đủ tàn phá sức khỏe con người và môi trường. Phơi nhiễm dioxin ảnh 

hưởng đến chức năng sinh sản của nam giới bằng cách thay đổi biểu hiện của 

các gen liên quan đến quá trình sinh tinh và thay đổi quá trình tạo steroid; ảnh 

hưởng chức năng sinh sản của phụ nữ bằng cách thay đổi biểu hiện của các 

gen liên quan đến sự phát triển và trưởng thành của nang noãn, chức năng tử 

cung, sự phát triển của nhau thai cũng như hình thái và sự phát triển của thai 

nhi [14]. 

Ở người, phơi nhiễm dioxin ở người gây rối loạn hệ miễn dịch. Hyoung-

Ah Kim và cộng sự (2003) đã tiến hành nghiên cứu ảnh hưởng của chất da 

cam lên hệ miễn dịch các cựu chiến binh Hàn Quốc tại Việt Nam sống ở các 

khu vực bị rải chất da cam. Kết quả cho thấy ở những cựu chiến binh bị phơi 

nhiễm có nồng độ IgE và IgG1 cao hơn nhóm đối chứng là những người khỏe 

mạnh không phơi nhiễm chất da cam/ dioxin cùng độ tuổi [15]. 

Dioxin cũng gây ảnh hưởng đến các tuyến nội tiết gây ra các bệnh ở 

vùng trung tâm và ngoại vi của hệ thần kinh, đặc biệt là ở hệ thần kinh và 

khớp.  

Các báo cáo của EPA đã công nhận dioxin là một chất gây ung thư cho 

https://vi.wikipedia.org/wiki/Ch%E1%BA%A5t_%C4%91%E1%BB%99c_da_cam
https://vi.wikipedia.org/wiki/%C3%9D
https://vi.wikipedia.org/wiki/Missouri
https://vi.wikipedia.org/wiki/Th%C3%A0nh_ph%E1%BB%91_New_York
https://vi.wikipedia.org/wiki/Th%C3%A0nh_ph%E1%BB%91_New_York
https://vi.wikipedia.org/wiki/Ch%E1%BA%A5t_%C4%91%E1%BB%99c_da_cam
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con người. Năm 1997, Tổ chức quốc tế về nghiên cứu ung thư (IARC) 

thuộc WHO đã công bố 2,3,7,8-TCDD là chất gây ung thư nhóm 1 (nghĩa là 

nhóm đã được công nhận là gây ung thư). Đồng thời, tháng 1 năm 2001, 

chương trình Độc học Quốc gia Hoa Kỳ đã chuyển dioxin vào nhóm "các chất 

gây ung thư cho người". Trong một nghiên cứu kiểm định năm 2003, các nhà 

khoa học cũng khẳng định không có một liều lượng nào là an toàn hoặc 

ngưỡng dioxin mà dưới nó thì không gây ung thư. Năm 2012, trong tập bản 

đồ về các tác nhân hóa học và mối liên quan do IARC xuất bản, TCDD được 

làm rõ là chất gây ung có liên quan đến sarcoma mô mềm, ung thư phổi và 

ung thư hạch không Hodgkin [16]. Các nghiên cứu được tiến hành sau Thảm 

kịch sinh thái Seveso (Ý) đã cho thấy sự gia tăng số ca mắc ung thư và tử 

vong liên quan đến ung thư [17], [18]. Các bệnh ung thư thường thấy nhất là; 

ung thư hạch, đa u tủy, sarcoma mô mềm, ung thư phổi, ung thư vú, ung thư 

nội mạc tử cung và tinh hoàn. Yi và cộng sự (2014) đã tiến hành nghiên cứu 

xác định mối liên quan giữa phơi nhiễm chất da cam/dioxin và tỷ lệ tử cong 

của các cựu chiến binh Hàn Quốc tại Việt Nam. Từ ngày 1/1/1992 đến 

21/12/2005, 180 639 cựu chiến binh Hàn Quốc tại Việt Nam được theo dõi 

tính trạng sức khỏe và nguyên nhân tử vong. Chỉ số phơi nhiễm chất da cam/ 

dioxin dựa vào khoảng cách giữa đơn vị cựu chiến binh với các khu vực bị rải 

chất da cam. Tỷ lệ rủi ro được điều chỉnh và khoảng tin cậy 95% được tính 

toán bằng mô hình của Cox. Nghiên cứu đã chỉ ra tỷ lệ tử vong tăng cao khi 

phơi nhiễm với chất da cam/ dioxin. Tỷ lệ tử vong do ung thư bao gồm: ung 

thư dạ dày, ruột non, gan, thanh quản, phổi, bàng quang và tuyến giáp có liên 

quan đến phơi nhiễm chất da cam. Tử vong do đau thắt ngực, bệnh phổi tắc 

nghẽn mãn tính và các bệnh về gan tăng lên khi phơi nhiễm chất da cam ngày 

càng tăng [14].  

Ngoài ung thư, việc tiếp xúc với dioxin cũng có thể gây ra các vấn đề 

nghiêm trọng về sinh sản và phát triển. Dioxin có khả năng làm hỏng hệ thống 

miễn dịch và can thiệp vào hệ thống nội tiết tố. Phơi nhiễm dioxin có liên 

quan đến dị tật bẩm sinh, không có khả năng mang thai, giảm khả năng sinh 

sản, giảm số lượng tinh trùng, lạc nội mạc tử cung, tiểu đường, khuyết tật học 

tập, ức chế hệ thống miễn dịch, các vấn đề về phổi, rối loạn da, giảm mức 

testosterone…  

https://vi.wikipedia.org/wiki/1997
https://vi.wikipedia.org/w/index.php?title=IARC&action=edit&redlink=1
https://vi.wikipedia.org/wiki/T%E1%BB%95_ch%E1%BB%A9c_Y_t%E1%BA%BF_Th%E1%BA%BF_gi%E1%BB%9Bi
https://vi.wikipedia.org/wiki/2001
https://vi.wikipedia.org/wiki/2003
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1.1.3. Các hợp chất của dioxin trong chuỗi thực phẩm 

Dioxin là mối quan tâm đặc biệt đối với môi trường và sức khỏe con 

người vì chúng là chất gây ô nhiễm môi trường trong thời gian dài và có khả 

năng tích tụ trong chuỗi thức ăn. Do đặc tính ưa mỡ của dioxin, các hóa chất 

dễ dàng được hấp thụ vào mô mỡ và có xu hướng tích tụ trong động vật - ví 

dụ như ở cá, do sự có mặt của hóa chất trong môi trường nước, gia súc và các 

vật nuôi khác, là kết quả của việc giải phóng các hóa chất vào môi trường trên 

cạn. Tiêu thụ thực phẩm có khả năng bị ô nhiễm, chẳng hạn như thịt bò và các 

sản phẩm từ sữa, là con đường chính để xâm nhập dioxin vào cơ thể con 

người. Trên thực tế, hơn 90 phần trăm phơi nhiễm dioxin ở người là do ăn 

uống. Khi vào cơ thể con người, dioxin được hấp thụ vào các tế bào mỡ, nơi 

chúng tồn tại trong thời gian dài. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hình 1.2. Cách thức con người tích luỹ dioxin và các dẫn xuất từ chuỗi 

thức ăn [19] 

PCDD furan và PCB là các hợp chất được công nhận rộng rãi là chất gây 

ô nhiễm môi trường và thực phẩm [20]. Việc sử dụng PCB và quản lý chất 

này không tốt đã dẫn đến ô nhiễm môi trường trên diện rộng. Các phương 

pháp xử lý chất thải trước đây như chôn lấp vẫn đang góp phần giải phóng các 

chất ô nhiễm này vào môi trường và làm tiếp xúc với con người [21]. Tương 
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tự, PCDD/Fs được giải phóng từ khí thải công nghiệp trong hai thế kỷ qua và 

quá trình sản xuất clo hữu cơ trong một thập kỷ qua đã làm ô nhiễm đất và lớp 

trầm tích, tạo ra các điểm nóng ô nhiễm [22], [23], [24]. 

Con người tiếp xúc với dioxin và PCB chủ yếu qua đường ăn uống, đặc 

biệt là qua việc tiêu thụ các thực phẩm có nguồn gốc động vật như thịt, sữa và 

trứng, và các sản phẩm thủy sản. Trái cây, rau, quả, các loại hạt và ngũ cốc 

thường có hàm lượng PCDD / PCDF và PCBs thấp [25], nhưng khi tiêu thụ 

nhiều thì các loại thực phẩm này cũng góp đưa vào cơ thể các chất ô nhiễm  

[19] (Hình 1.2 ). 

Năm 2002, EU quy định hàm lượng PCDD/Fs tối đa cho một số loại 

thực phẩm nhất định. Năm 2006, qui định hàm lượng PCB/Fs tổng và hàm 

lượng PCB giống dioxin (dl ‐ PCB) [26] ra đời. Quy định đã được sửa đổi vào 

năm 2011, EU đưa ra quy định về hàm lượng PCDD/F, tổng PCDD/F và dl ‐ 

PCB dựa trên độc tính tương đương của Tổ chức Y tế Thế giới (WHO) đưa ra 

vào năm 2005 (TEF 2005), và thiết lập hàm lượng tối đa cho các PCBs không 

giống dioxin (ndl ‐ PCBs) [30]. 

Mức PCDD/F và PCB trung bình đã giảm ở nhiều quốc gia so với những 

năm 1990, điều này cũng được phản ánh qua việc hàm lượng PCB và 

PCDD/F trong sữa mẹ giảm [28]. Hầu hết các mẫu thịt và sữa trên thị trường 

Châu Âu đều đáp ứng các giới hạn quy định. 

Tuy nhiên, trong 10 năm qua, thịt và trứng bị nhiễm PCB được phát hiện 

thường xuyên hơn sau khi EU đưa dl-PCB vào quy định năm 2006. 

Thức ăn chăn nuôi và phụ gia là những nguồn chính gây ô nhiễm dioxin 

và PCB cho thực phẩm có nguồn gốc động vật. Chăn nuôi theo phương thức 

truyền thống là nguyên nhân chính dẫn đến PCDD/Fs và PCB trong thực 

phẩm có nguồn gốc động vật vượt quá mức tối đa chẳng hạn như sự cố PCB 

và dioxin của Bỉ năm 1999 [29] trường hợp viêm cam từ Brazil [30] vụ ô 

nhiễm thịt lợn ở Ireland [31] ô nhiễm thịt lợn ở Chile [32] và nhiễm diesel 

sinh học ở Đức [40] đã ảnh hưởng đến các trang trại công nghiệp nông nghiệp 

lớn. 

Trong những năm gần đây, cừu (đặc biệt là gan cừu) và thịt bò [36], [37] 

từ quá trình sản xuất tự do cũng đã vượt quá giới hạn tối đa của EU về tổng số 
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PCDD/F và dl-PCB, ngay cả  khi thức ăn chăn nuôi không nhiễm các chất 

này. Trứng từ gà đẻ được nuôi ngoài trời rất nhạy cảm với PCDD/F và PCB ô 

nhiễm trong đất và có thể  phơi nhiễm với con người [38]. Điều này được ghi 

nhận ngày càng nhiều trong thập kỷ qua, ngày càng có nhiều báo cáo về trứng 

bị nhiễm PCDD/F và PCB [39]. Mối liên quan của sự ô nhiễm này đã được 

chứng minh trong một nghiên cứu gần đây, kết quả cho thấy rằng hơn 50% số 

trứng từ 60 đàn gà ở Hà Lan đã vượt quá giới hạn tối đa của EU [39]. 

Trong một nghiên cứu do Cơ quan Môi trường Đức khởi xướng, các nhà 

nghiên cứu đã đánh giá tác động của PCDD/F đến môi trường và lượng PCB 

ở các sản phẩm có nguồn gốc động vật, và đánh giá tầm quan trọng của các 

nguồn khác nhau [40]. Nghiên cứu đã khảo sát đất và nguồn thức ăn chăn 

nuôi dẫn đến  thực phẩm có nguồn gốc động vật bị nhiễm PCDD/F và PCB 

vượt quá mức tối đa của EU, đồng thời thiết lập các giới hạn cho ô nhiễm đất. 

Đánh giá cho thấy gà thịt/trứng và bò thịt nuôi thả rông có thể bị nhiễm dl-

PCB và PCDD/F ngay cả khi trong đất có hàm lượng các chất này tương đối 

thấp (trước đây được coi là an toàn). Do đó, cần có các tiêu chuẩn khắt khe 

hơn về đất và kiểm soát nguồn phát thải. 

1.1.4. Tình hình ô nhiễm và phơi nhiễm dioxin ở Việt Nam 

Nguồn phát thải dioxin chủ yếu ra môi trường tại Việt Nam hiện nay 

xuất phát từ các điểm nóng mà trước đây đã từng là các sân bay quân sự, nơi 

quân đội Mỹ sử dụng làm kho chứa, nạp chất diệt cỏ và rửa máy bay trong 

suốt thời gian diễn ra cuộc chiến tranh hóa học (1961-1971). Gần nửa thế kỉ 

sau khi chiến tranh kết thúc, nhưng tình trạng ô nhiễm môi trường do chất da 

cam/ dioxin trong khu vực và xung quanh các sân bay Đà Nẵng, Biên Hòa, 

Phù Cát vẫn rất nghiêm trọng.  

Ngay từ những năm 1970, các công trình nghiên cứu về dioxin đã được tiến 

hành trên các mẫu sữa của các bà mẹ sinh sống tại các khu vực bị phun rải 

chất da cam. Các mẫu này được thu thập để định lượng nồng độ dioxin. Nồng 

độ 2,3,7,8-TCDD trong các mẫu sữa mẹ ở thời điểm đó đo được trong khoảng 

333-1832 pg/g mỡ. Trong những năm tiếp theo, nồng độ dioxin trong mẫu sữa 

mẹ giảm xuống: 133-266 pg/mỡ năm 1973, 11-19 pg/g mỡ trong năm 1985-

1999) nhưng vẫn cao hơn nhiều lần so với nồng độ 2,3,7,8-TCDD trong mẫu 

sữa mẹ sống ở nơi không bị phun rải chất da cam [41]. 
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Trần Thị Tuyết Hạnh và cộng sự (2013) đã nghiên cứu đánh giá nguy cơ sức 

khỏe môi trường do phơi nhiễm với dioxin trong thực phẩm tại sân bay Đà 

Nẵng- là một trong 3 điểm nóng nhiễm dioxin nghiêm trọng nhất tại Việt 

Nam. Nghiên cứu chỉ chỉ ra rằng nếu tiêu thụ thực phẩm nuôi trồng tại địa 

phương như cá, tôm, cua, ốc nước ngọt, thịt gà và vịt chăn thả tự do ở khu 

vực trong và xung quanh sân bay thì người dân sống tại 4 phường An Khê, 

Hòa Khê, Thanh Khê Tây và Chính Gián có nguy cơ cao phơi nhiễm với 

dioxin trong thực phẩm do có mức tiêu thụ dioxin hàng ngày vượt xa giới hạn 

mà tổ chức Y tế thế giới đưa ra (1 - 4 pg/kg/ngày) [42]. 

Năm 2014, tác giả Đào Văn Tùng đã nghiên cứu sự thay đổi hormon steroid 

trong nước bọt, sữa và huyết thanh trên những người sống tại Phù Cát- Bình 

Định, vùng phơi nhiễm chất Da cam/ dioxin. Kết quả cho thấy nồng độ đương 

lượng độc của dioxin trong sữa mẹ ở Phù Cát là 11,558 ± 4.079 pg/g lipid cao 

hơn gấp 3,5 lần so với những người mẹ sống ở Kim Bảng- vùng không phơi 

nhiễm dioxin với mức trung bình là 3,505 ± 1,356 pg/g lipid. Nồng độ đương 

lượng độc của dioxin trong sữa những người mẹ sinh con đầu lòng là 9,154 ± 

5,846 pg/g lipid cao hơn những người mẹ sinh con thứ khoảng 1,5 lần với 

mức trung bình là 6,268 ± 4,212 pg/g lipid [43]. 

Ngày ngay, dioxin và các chất dẫn xuất vẫn liên tục được tạo ra từ các sản 

xuất các hóa chất công nghiệp: sản xuất thuốc trừ sâu, sản xuất giấy giấy, 

hoặc các hợp chất chứa clo.... Dioxin cũng được tạo ra từ các quá trình đốt 

cháy rác thải đô thị, rác thải y tế, rác thải công nghiệp, khí thải từ các nhà 

máy. 

* Dioxin và các chất dẫn xuất trong trầm tích 

Dioxin hiện diện trong nước có thể thông qua 3 con đường: nguồn thải 

trực tiếp vào nước, sự lắng đọng và rơi xuống của các hạt lơ lửng trong không 

khí có sự tích tụ dioxin và sự rửa trôi dioxin từ vùng đất ô nhiễm ra nguồn 

nước thao nước mưa hoặc nước tưới tiêu. Do có tính kỵ nước cao, độ tan 

trong nước thấp nên các dioxin sẽ lắng đọng và tích tụ lâu dài trong môi 

trường trầm tích. Hàm lượng dioxin trong trầm tích tại một số khu vực ở Việt 

Nam được nhóm tác giả Kishida và cộng sự (2010) thực hiện phân tích từ 

năm 2003 đến năm 2004. Nhóm nghiên cứu đã tiến hành đánh giá hàm lượng 

các chỉ tiêu PCDD/Fs, dl-PCBs trong 10 mẫu trầm tích tại khu vực rừng ngập 
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mặn thuộc huyện Cần Giờ, Hồ Chí Minh; 3 mẫu lấy tại các đầm phá tại Huế 

và 2 mẫu lấy tại các hồ ở Hà Nội. Kết quả phân tích cho thấy hàm lượng TEQ 

trong mẫu trầm tích tại Cần Giờ là 2,7±1,7 ng/kg trọng lượng khô tương 

đương với các mẫu tại Huế là 2,9±2,4 ng/kg trọng lượng khô và thấp hơn so 

với mẫu ở Hà Nội là 9,6±0,35 ng/kg trọng lượng khô. Hàm lượng dl-PCB 

trong trầm tích tại Cần Giờ và Huế tương đương nhau và thấp hơn tại Hà Nội. 

Nồng độ dl-PCB trung bình tại Hà Nội cao hơn so với tại Cần Giờ xấp xỉ 40 

lần.  

Trong 2 năm 2013-2014, Trung tâm Nhiệt đới Việt- Nga đã tiến hành 

khảo sát, lấy mẫu phân tích hàm lượng 29 chỉ tiêu PCDD/Fs và dl-PCB trong 

trầm tích tại một số khu vực tại Hà Nội, Thái Nguyên và Thanh Hóa. Tại Hà 

Nội, mẫu có hàm lượng TEQ cao nhất được lấy tại sông Tô Lịch (6,7 pg/g), 

mẫu trầm tích lấy tại ao rau muống thuốc địa phận xã Cát Quế, Hoài Đức có 

hàm lượng TEQ cao thứ 2 (6,64 pg/g). Các mẫu có hàm lượng TEQ thấp nhất 

được lấy tại mương La Khê, Kim Bài, Thanh Oai (0,92 pg/g) và tại hồ Đắc 

Di, Đống Đa (1,29 pg/g). Tỷ lệ TCDD/TEQ trong các mẫu đều thấp từ 8,6-

21,2%. Tỷ lệ các dl-PCB/TEQ cũng thấp trừ mẫu lấy tại sông Nhuệ có tỷ lệ 

này đạt 39,5%. Tại Thái Nguyên, 4/5 mẫu trầm tích được lấy tại khu vực các 

nhà máy luyện kim, đây là hoạt động công nghiệp điển hình tại Thái Nguyên 

và cũng được cho là hoạt động có khả năng hình thành và phát sinh dioxin. 

Các mẫu được lấy tại khâu sau xử lý nước thải và trước khi thải ra môi trường 

có hàm lượng TEQ tương đối thấp (1,34-2,801 pg/g). Tại Thanh Hóa, hàm 

lượng TEQ trung bình trong các mẫu (0,68 pg/g) thấp hơn các mẫu lấy tại 

Thái Nguyên và Hà Nội. Khi so sánh với ngưỡng dioxion theo 

TCVN8183:2009 thì không có mẫu trầm tích nào của đợt khảo sát có hàm 

lượng vượt ngưỡng [44]. 

* Dioxin và các chất dẫn xuất trong môi trường đất 

Ngoài nguồn phát thải dioxin từ chất diệt cỏ thì quá trình đốt cháy và các 

hoạt động sử dụng nhiệt độ cao vẫn được biết là quá trình chính dẫn đến sự 

phát thải PCDD/Fs vào môi trường. Môi trường đất xung quanh các nhà máy 

xử lý rác thải đô thị, rác thải y tế, luyện kim, năng lượng cũng phải đối mặt 

với nguy cơ ô nhiễm dioxin. Trung tâm Nhiệt đới Việt- Nga đã tiến hành lấy 

mẫu và phân tích hàm lượng 29 chỉ tiêu PCDD/Fs và dl-PCB trong đất tại Hà 
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Nội, Thái Nguyên và Thanh Hóa trong 2 năm 2013 và 2014. Kết quả phân 

tích cho thấy mức độ nhiễm dioxin trong đất ở Hà Nội không có tính đặc 

trưng cao cho khu vực có và không có hoạt động thiêu đốt, hàm lượng TEQ 

trong các mẫu tương đối thấp (0,58-7,83 pg/g), hàm lượng TCDD thấp trong 

khi đồng loại như OCDD hay HpCDF cao. Trong 2 mẫu đất lấy tại Nga Bạch, 

Nga Sơn, Thanh Hóa, hàm lượng TEQ ở 1 mẫu cao gấp 4 lần mẫu còn lại 

(3,42 và 0,79 pg/g), tuy nhiên với số lượng mẫu còn hạn chế nên chưa thể kết 

luận về nguồn ô nhiễm. Tại Thái Nguyên, mẫu đất thu được có hàm lượng 

TEQ (0,45 pg/g) thấp nhất so với các mẫu đất ở Hà Nội và Thanh Hóa. Khi so 

sánh với ngưỡng dioxin trong đất tại các điểm bị ô nhiễm nặng dioxin theo 

TCVN 8183:2009 thì tất cả các mẫu đất thu thập có hàm lượng TEQ không 

quá 10 pg/g, thấp hơn ngưỡng cho phép [44].  

* Dioxin và các chất dẫn xuất trong môi trường nước 

Môi trường nước không phải là môi trường tích lũy đáng kể các dioxin 

và các chất dẫn xuất do có tính phân cực kém và độ tan thấp. Để phân tích 

được dioxin với làm lượng rất thấp trong nước cần có các kỹ thuật tách chiết, 

làm giàu mẫu và sử dụng thiế bị có giới hạn phát hiện thấp. Năm 2013, Trung 

tâm Nhiệt đới Việt-Nga đã tiến hành lấy mẫu và phân tích hàm lượng 29 chỉ 

tiêu PCDD/Fs và dl-PCBs trong nước tại Hà Nội, Thanh Hóa và Nam Định. 

Đối tượng phân tích bao gồm nước mặt (nước sông, nước mương, nước ở cửa 

biển), nước sinh hoạt lấy tại các hộ gia đình, nước dùng cho nuôi thủy sản ở 

Thanh Hóa và nước tại bể chứa sau xử lý của một viện ở Nam Định. Kết quả 

phân tích cho thấy hàm lượng TEQ trong các mẫu nước sinh hoạt ở Hà Nội có 

giá trị 0,48 đến 0,85 pg/L cho thấy không có sự ô nhiễm dioxin đáng lo ngại 

trong nước ngầm ở khu vực này. Trong các mẫu nước sinh hoạt tại Hà Nội 

đều không phát hiện được các đồng loại dioxin/furans, các dl-PCBs chủ yếu 

phát hiện được là PCB77, PCB118, PCB 105 [44].  

1.2. Các phương pháp phân tích và phát hiện dioxin và các chất dẫn xuất 

1.2.1. Phương pháp sắc ký khối phổ 

Phương pháp sắc ký khí độ phân giải cao/Khối phổ độ phân giải cao 

(HRGC/HRMS) được coi là "tiêu chuẩn vàng" để phát hiện các dấu vết của 

dioxin. Các tiêu chuẩn của Hoa Kỳ về EPA1613, EPA0023A, EPA8290A, 
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tiêu chuẩn công nghiệp Nhật Bản JISK0311, 0312, EU EN1948 và tiêu chuẩn 

HJ77 của Trung Quốc đều được xây dựng theo phương pháp HRGC/HRMS.. 

Phương pháp HRGC/HRMS có thể phân tích và phát hiện dioxin ở nồng độ 

rất thấp, có độ nhạy cao, có khả năng định lượng và định tính từng đồng phân. 

Tuy nhiên, thời gian phân tích mẫu dài, các thiết bị hệ thống đắt tiền dẫn đến 

chi phí cao và yêu cầu kỹ thuật đối với các nhà phân tích rất cao [45]. 

1.2.2.  Phương pháp miễn dịch ELISA 

Nguyên tắc cơ bản của ELISA cạnh tranh là dioxin trong các mẫu môi 

trường và mẫu sinh học cạnh tranh với các đồng phân tiêu chuẩn được kết hợp 

với enzyme để liên kết với kháng thể kháng 1 đồng phân dioxin nhất định 

được cố định trên microplate. Cơ chất phản ứng với chất chuẩn đồng phân có 

gắn enzyme và tạo ra độ hấp thụ phản ánh lượng chất đồng phân chuẩn liên 

kết với kháng thể trên tấm. Độ hấp thụ tỷ lệ nghịch với lượng dioxin có trong 

các mẫu thử nghiệm. Nồng độ dioxin trong các mẫu được tính toán bằng cách 

so sánh với đường cong chuẩn được tạo ra bằng cách thêm một lượng dioxin 

chuẩn đã biết. 

 

Hình 1.3. Nguyên lý hoạt động của phương pháp Elisa cạnh tranh trực tiếp 

và gián tiếp để phát hiện dioxin [46]. 

Phương pháp miễn dịch có ưu điểm là thao tác đơn giản, phát hiện 

nhanh, độ chọn lọc cao nên được sử dụng rộng rãi trong phân tích và phát 

hiện dioxin và các chất dẫn xuất. Tuy nhiên, phương pháp này phát hiện ở 

phạm vi hẹp độ nhạy không cao. 

1.2.3.  Phương pháp khối phổ sử dụng lazer 

Phương pháp khối phổ sử dụng lazer là phương pháp phát hiện 2 chiều, 

là sự kết hợp của quá trình ion hóa đa quang điện tử (REMPI) và khối phổ 

mẫu hấp thụ (TOFM).Ưu điểm của phương pháp này có tính chọn lọc cao, đo 
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đồng thời nhiều thành phần, độ nhạy và độ phân giải cao nên thích hợp để 

theo dõi động học thời gian thực các loại khí gây ô nhiễm.  

1.2.4.  Phương pháp sử dụng tế bào sinh học 

Vào cuối những năm 1980, Denison và các cộng sự đã đưa ra một thử 

nghiệm sinh học mới được thực hiện trong các dòng tế bào biểu hiện mức độ 

AhR cao và dựa trên việc kích hoạt cấu trúc gen báo cáo [47], [48]. Khi được 

chuyển vào các dòng tế bào gan, ruột và phổi của động vật có vú, vector chứa 

gen luciferase được điều khiển bởi bốn trình tự XRE của CYP1A1 promoter 

cho phép phát hiện nồng độ TCDD thấp tới 0,1 pM [49] . Phiên bản thành 

công nhất về mặt thương mại của xét nghiệm sinh học này là CALUX, được 

cấp bằng sáng chế vào năm 1998 và  đưa vào phân tích các mẫu ở Châu Á, 

Châu Âu và Hoa Kỳ từ năm 2005. 

Xét nghiệm CALUX hay DR CALUX  là một kỹ thuật dùng tế bào cảm 

biến sinh học để định lượng dioxin và PCB trong mẫu phân tích. Với kỹ thuật 

DR CALUX, kết quả xác định được là tổng TEQ của tất cả các đồng đẳng 

dioxin và PCB. Khác với kỹ thuật GCMS, kỹ thuật DR CALUX không định 

lượng nồng độ từng đồng đẳng dioxin và PCB riêng rẽ [50]. 

Nguyên lý của phương pháp là dựa vào đặc tính của các chất dioxin, 

PCB và các chất tương tự dioxin gắn đặc hiệu vào thụ thể AhR trên bề mặt tế 

bào, các nhà nghiên cứu đã phát triển dòng tế bào đặc trưng để phát hiện 

dioxin và PCB. Khi dioxin và PCB tiếp xúc với tế bào này, thụ thể AhR trên 

bề mặt tế bào sẽ gắn với chúng. Phức hợp này sau đó di chuyển vào trong 

nhân và gắn đặc hiệu với protein ARNT. Phức hợp mới dioxin-AhR-ARNT 

tiếp tục gắn đặc hiệu với trình tự đáp ứng dioxin DRE nằm trên chuỗi DNA. 

Đây là vùng nằm ở phía trên, tại vùng khởi động của rất nhiều gen, trong đó 

có gen mã hóa cho quá trình tổng hợp enzyme Luciferase. Enzyme Luciferase 

sẽ chuyển hóa cơ chất Luciferin. Phản ứng chuyển hóa cơ chất này phát ra 

ánh sáng. Cường độ ánh sáng sẽ tương ứng với lượng dioxin và PCB tiếp xúc 

với tế bào cảm biến. Giá trị cường độ ánh sáng được đo và dùng để tính toán 

nồng độ dioxin và các chất dẫn xuất có trong mẫu dựa trên đường chuẩn xây 

dựng từ việc cho tế bào tiếp xúc với TCDD ở các nồng độ đã biết trước khác 

nhau [48], [51] (Hình 1.4 ). 
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Hình 1.4. Mô hình cơ chế hoạt động của tế bào CALUX [52] 

Cũng năm 1996, dựa trên dựa trên biểu hiện gen luciferase của đom 

đóm (Photinus pyralis) qua trung gian AhR, Murk và cộng sự phát triển một 

thử nghiệm sinh học invitro phát hiện PHAH. Một vectơ có chứa gen 

luciferase dưới sự kiểm soát phiên mã của DREs được phân lập từ vùng 5 của 

gen P450 1A1 của chuột, đã được chuyển gen ổn định vào một số dòng tế bào 

u gan, bao gồm các dòng tế bào chuột (Hepalclc7) và chuột (H4IIE). Xét 

nghiệm CALUX mới này có giới hạn phát hiện là 0,5 fmol của 2,3,7,8-

tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD) [50].  

Xét nghiệm CALUX ngày càng phổ biến và được tập trung nghiên cứu 

và cải tiến nhiều, cải biến vùng đáp ứng với dioxin chứa DRE: từ 1 vùng 

DRD lên 4-5DRD; các vector tái tổ hợp từ pGudLuc1.1 lên đến pGudLuc7.5 

với độ nhạy ngày càng được nâng cao [53]. Dòng tế bào chuyển gen cũng 

không chỉ dừng lại ở tế bào của chuột, mà các dòng tế bào của người cũng đã 

được sử dụng (Hình 1.5). 

 

Hình 1.5. Các thế hệ CALUX khác nhau dựa trên số vùng liên kết với 

dioxin [54]  
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Các cải tiến tiếp theo là cải tiến gen mã hoá cho Luciferase đảm bảo sự 

phát quang ngày càng tốt và đơn giản trong sử dụng hơn. Có hai yêu cầu 

chính để tạo ra sự phát quang sinh học, bao gồm enzyme chịu trách nhiệm xúc 

tác phản ứng tạo ra ánh sáng (luciferase) và cơ chất cho enzyme này 

(luciferin).  

Hiện nay có rất nhiều sản phẩm CALUX thương mại hoá, đơn cử như hệ 

thống Calux của Promega [55]. Hãng sử dụng cả ba loại luciferase trong các 

thử nghiệm phát quang sinh học: NanoLuc® Luciferase (19 kDa), Renilla 

Luciferase (36 kDa) và Firefly Luciferase (61 kDa). Cả dạng tế bào biểu hiện 

ổn định Luciferase và không ổn định. Hãng cung cấp 5 dạng phát quang sinh 

học khác nhau và nhiều xét nghiệm phát hiện cho mỗi phiên bản. Phương 

pháp DR CALUX là phương pháp có độ nhạy cao, phát hiện được giới hạn 

0.05 pg TEQ/ giếng, hệ thống sử dụng trang thiết bị đơn giản, không đắt tiền 

như hệ thống HRGC/HRMS nên chi phí phân tích thấp hơn. Phương pháp có 

độ lặp nhanh, phân tích phát hiện được số lượng mẫu lớn trong thời gian 

ngắn. 

Trong khi xét nghiệm CALUX liên tục được cải tiến và phát triển, một 

loạt các thử nghiệm sinh học dựa trên cùng một nguyên tắc của CALUX đã 

được nghiên cứu, trong đó có xét nghiệm biểu hiện huỳnh quang được kích 

hoạt hóa học CAFLUX. Xét nghiệm này được thiết kế nhằm đơn giản hóa 

quy trình đo lường và cho phép phân tích các chất độc hại sử dụng các tế bào 

sống, bằng cách thay thế gen báo cáo luciferase bằng protein huỳnh quang 

eGFP [56]. 

1.3. Thụ thể AhR 

Dioxin chịu trách nhiệm cho một loạt các hiệu ứng sinh hóa và độc hại 

thông qua các con đường truyền tín hiệu qua trung gian AhR. Cơ chế này bao 

gồm liên kết AhR của phối tử độc hại trong tế bào chất và sau đó là sự chuyển 

vị trí của thụ thể vào nhân. Các nghiên cứu đã chứng minh rằng protein sốc 

nhiệt HSP90 có khả năng tương tác với AhR trong tế bào chất. Tương tác 

HSP90/AhR có chức năng duy trì cấu trúc của thụ thể tế bào để liên kết với 

TCDD theo thời gian. Khi liên kết phối tử, AhR trải qua một sự thay đổi về 

hình dạng trong miền PAS A (Per-Arnt-Sim), tạo điều kiện thuận lợi cho sự 

chuyển vị vào nhân và kết quả là sự thu nhỏ của nó với bộ chuyển vị hạt nhân 
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thụ thể Ah (Arnt). Sự thay đổi về hình dạng trong miền PAS A đồng thời với 

sự phân ly khỏi protein HSP90 và cho phép trình tự định vị nhân được bảo tồn 

trong đầu tận cùng N (42 axit amin) để kích thích sự chuyển vị hạt nhân của 

phức hợp AhR-TCDD. Sau khi chuyển vị trí của AhR trong nhân, có sự giảm 

thiểu của nó với Arnt và yếu tố phiên mã dị thể mới được hình thành này liên 

kết với các Yếu tố đáp ứng Dioxin (DRE) nằm trên promoter của gen 

CYP1A1 (mã hóa cho cytochrom P-450 1A1) và các gen đáp ứng AhR khác 

điều chỉnh sự biểu hiện của các gen liên quan đến quá trình chuyển hóa và 

giải độc hydrocarbon thơm đa vòng [57].  

Thụ thể AhR được biểu hiện rộng rãi bởi các loại tế bào khác nhau trên 

khắp cơ thể và có cấu trúc rất đặc biệt bao gồm nhiều vùng liên kết với các 

protein khác nhau tham gia vào quá trình phiên mã gen (Hình 1.7). 

 

 

 

 

 

 

 

Hình 1.6. Cấu trúc của AhR  [58] 

Nhiều gen được điều chỉnh bởi AhR, bao gồm cả những gen mã hóa 

các enzym chuyển hóa xenobiotic, chẳng hạn như Cytochrome P450 1A1 

(Cyp1a1), IL-17, IL-22,… Mô hình hiện tại của tín hiệu tế bào AhR chuẩn 

dựa trên sự cảm ứng gen Cyp1a1 bởi AhR (Hình 1.8). 

 

 

 

 

 

 

 

Hình 1.7. Mô hình của con đường truyền tín hiệu AHR [58] 
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Cho đến nay, hoạt động phiên mã qua trung gian AhR thường được thử 

nghiệm bằng cách sử dụng xét nghiệm luciferase (Luc) dựa trên chuyển 

plasmid tạm thời trong tế bào người hoặc chuột hoặc các dòng tế bào chuyển 

gen ổn định như tế bào ung thư gan HepG2, tế bào HEK293T, hoặc tế bào 

chuột H1L7.5c3/H4L7.5c2 [53]. Tuy nhiên, ở các phương pháp xét nghiệm 

này, các tế bào phải được ly giải để đo biểu hiện của protein Luc. Ngoài ra, 

một xét nghiệm dùng để đánh giá hoạt động của AhR đang được nghiên cứu 

và phát triển dựa trên sự phát huỳnh quang của GFP. Các xét nghiệm này liên 

quan đến việc sử dụng dòng tế bào chuyển gen ung thư gan chuột Hepa1c1c7  

[51] hoặc động vật chuyển gen medaka [59] hoặc cá ngựa [60]. 

1.4. Tình hình nghiên cứu ứng dụng CALUX trong phân tích dioxin và 

các chất dẫn xuất trên thế giới 

Ngay từ khi được sản xuất năm 1996, DR CALUX đã được áp dụng 

trong nhiều nghiên cứu phân tích dioxin và các dẫn xuất, cho tới nay vẫn 

được dùng phổ biến. Ví dụ, Vromman và cộng sự (2012) đã sử dụng phương 

pháp CALUX để tiến hành phân tích hàm lượng PCDD/Fs, DL PCBs và tổng 

PCDD/Fs; DL PCBs từ các mẫu thực phẩm bao gồm: sữa và sản phẩm sữa 

(sữa bò, sữa dê, sữa ngựa, bơ, pho mát và sữa chua); trứng; cá; chất béo động 

vật (thịt bò, thịt bê, thịt lợn, gia cầm, cừu, ngựa) và dầu thực vật [61].  

Cùng sử dụng phương pháp DR CALUX để phân tích sự có mặt của 

PCDD/Fs và dl-PCB trong thực phẩm và thức ăn chăn nuôi, Adnan Husain và 

cộng sự (2014) đã tiến hành nghiên cứu trên 318 mẫu thịt, sữa, trứng, cá và 

thức ăn chăn nuôi ở Kuwait (85 mẫu trong nước và 233 mẫu nhập khẩu). 

Tương đương sinh học (BEQs) thu nhận từ phương pháp DR CALUX được 

so sánh với tiêu chuẩn giới hạn tối đa của Châu Âu (EC). Kết quả thu được 

cho thấy nồng độ của tổng PCDD/Fs và dl-PCB trong một số mẫu thực phẩm 

nhập khẩu và trong nước, thức ăn chăn nuôi vượt quá 2/3 giới hạn cho phép 

theo qui định EC. Từ các kết quả DR CALUX này, ở giai đoạn này, điều cần 

thiết là phải thiết lập một hệ thống giám sát để theo dõi mức PCDD/Fs và dl-

PCBs trong thực phẩm và thức ăn chăn nuôi do Bộ Y tế/ Phòng thí nghiệm 

thực phẩm thực hiện, để thiết lập mức PCDD/Fs tối đa cho phép và dl-PCBs 

trong thực phẩm và thức ăn chăn nuôi [62]. 
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Ngoài ra, DR CALUX còn được dùng trong phân tích các chất ô nhiễm 

hữu cơ khó phân hủy POPs trong rác thải y tế, rác thải điện tử. Petrlik và cộng 

sự năm 2019 đã phân tích hàm lượng chất POPs trong trứng từ gà nuôi thả ở 

gần 6 địa điểm: bãi phế liệu chất thải điện tử lớn nhất thế giới ở Agbogbloshie 

(Ghana); lò đốt chất thải y tế ở Accra (Ghana), Kumasi (Ghana) và Yaoundé 

(Cameroon); và hai bãi rác đốt lộ thiên ở Yaoundé (Cameroon). Năm mẫu 

trứng gộp trong nghiên cứu này được phân tích bằng phương pháp DR 

CALUX. Giá trị BEQs cao nhất đo được trong mẫu từ Agbogbloshie (840 pg 

BEQ/g chất béo), tiếp theo là mẫu từ lò đốt chất thải y tế ở Accra (56pg 

BEQ/g chất béo). Ngoài ra, các mẫu từ bệnh viện Yaoundé và bệnh viện 

Kumasi cũng bị nghi vượt quá giới hạn chất PCDD/Fs+dlPCB (5 pg TEQ/g 

chất béo) [63]. 

1.5. Tình hình nghiên cứu dioxin và CALUX ở Việt Nam 

Ở Việt Nam hiện nay đã có nhiều nghiên cứu về dioxin như nhóm 

nghiên cứu của PGS.TS Đặng Thị Cẩm Hà với nhiều đề tài dự án về phát hiện 

và xử lý ô nhiễm dioxin, nghiên cứu về đa hình gen mã hoá cho thụ thể AhR, 

vai trò của thụ thể AhR trong ung thư [64].  

Một số nghiên cứu khác sử dụng các kit CALUX thương mại phân tích 

hàm lượng các chất dioxin/ chất dẫn xuất dioxin trong môi trường như trong 

nghiên cứu của Nguyễn Ngọc Toàn (2016) đã sử dụng kỹ thuật DR CALUX 

để phát hiện các hợp chất dioxin ở mẫu máu 58 đối tượng phơi nhiễm với 

dioxin [65]. Nguyễn Thị Mơ (2014) ứng dụng phương pháp phân tích sàng 

lọc CALUX trong đánh giá mức độ ô nhiễm dioxin trong môi trường tại một 

số khu vực ô nhiễm nặng ở Việt Nam [66]. Đề tài cấp Nhà nước (2012- 

2015): “Nghiên cứu sự biến động về sức khỏe, bệnh tật và nồng độ dioxin ở 

người có nồng độ dioxin cao; đề xuất giải pháp điều trị” của PGS Trần Văn 

Khoa làm chủ nhiệm sử dụng DR CALUX sàng lọc dioxin trong máu các đối 

tượng phơi nhiễm dioxin. 

  Từ tháng 1/2014 đến tháng 12/2015, nhóm nghiên cứu tại Học viện 

Quân y do TS. Phạm Thế Tài đã thực hiện đề tài: “Nghiên cứu biến đổi nồng 

độ một số hormone ở người phơi nhiễm dioxin”. Kết quả nghiên cứu cho thấy 

phơi nhiễm dioxin gây ra sự biến đổi nồng độ một số hormone quan trọng 

trong cơ thể. 
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 Năm 2022, Lã Thị Hương Giang và cộng sự đã ứng dụng phương pháp 

DR CALUX trong nghiên cứu xác định nồng độ dioxin trong máu của quân 

nhân làm việc tại 3 sân bay ô nhiễm dioxin ở Việt Nam là Biên Hòa, Đà Nẵng 

và Phù Cát. Kết quả cho thấy nồng dioxin trong máu của quân nhân tăng dần 

theo tuổi và thời gian công tác tại các sân bay ô nhiễm dioxin [67].  
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CHƯƠNG 2. ĐỐI TƯỢNG VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1. Đối tượng nghiên cứu 

2.1.1. Nguyên vật liệu: 

Vector pcDNA3.1(+) eGFP, pcDNA3.1 đặt mua từ Gensript (Mỹ), 

vector XRE-pNL1.3 [secNLuc] được đặt mua từ Addgene (Mỹ), vector 

px4DRE-Luc được cung cấp từ phòng Công nghệ tế bào động vật, Viện Công 

nghệ sinh học, VAST. Dòng tế bào ung thư gan HepG2 (ATCC, Mỹ), dòng tế 

bào phôi thai HEK293 (ATCC, Mỹ), vi khuẩn E. coli DH5α được cung cấp từ 

phòng Công nghệ tế bào động vật, Viện Công nghệ sinh học, VAST. Kit tinh 

sạch sản phẩm PCR (QIAgen, Mỹ), Gel Extraction Kit (Thermo Fisher 

Scientific, Mỹ), Kit Plasmid Midi Extraction (Qiagen, Mỹ), DNA extraction 

kit (QIAgen, Mỹ), QIAamp DNA Mini Kit (QIAgen, Mỹ), enzyme T4 ligase 

(Biolab, Mỹ), Dreamtaq PCR Master Mix (2X) (Thermo Fisher Scientific, 

Mỹ), Luna Universal qPCR Master Mix (New England Biolabs, Mỹ),  Kit xét 

nghiệm báo cáo kép luciferase (Promega, Mỹ). 

Môi trường nuôi cấy Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) 

(PAN-Biotech, Đức), môi trường Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 

(PAN-Biotech, Đức), huyết thanh bò FBS (PAN-Biotech, Đức), kháng sinh 

Penicillin/ Streptomycin (Gibco, Mỹ), kháng sinh Geneticin G418 (Gibco, 

Mỹ), kháng sinh Ampicillin (Việt Nam). Các chất Benzo[a]pyrene (Sigma, 

Mỹ), 2,3,7,8-TCDD (Sigma, Mỹ) được sử dụng trong thử nghiệm. Các hóa 

chất Lipofectamin 3000 (Invitrogen, Mỹ), môi trường Optimem (PAN-

Biotech, Đức) dùng để chuyển gen. Môi trường Luria Bertani (LB lỏng), môi 

trường LB/agar dùng trong nuôi vi khuẩn E.coli. 

2.1.2. Thiết bị 

Máy đo Nanodrop 1000 (Thermo Fisher Scientific, Mỹ), máy Synergy 

HTX Multi-Mode Microplate Reader (Biotek, Đức), tủ ấm CO2 (Esco, Mỹ), 

tủ nuôi cấy tế bào (Sony, Nhật Bản), kính hiển vi thường, kính hiển vi huỳnh 

quang (Nikon, Nhật Bản), máy PCR (Astec, Nhật Bản), máy real-time PCR 

(IT-IS, Anh), tủ nuôi cấy vi sinh (Esco, Mỹ), máy ly tâm (Eppendoft, Mỹ), bộ 

điện di DNA (Amersham Pharmacia Biotech, Mỹ), máy soi gel (Wealtec, 

Mỹ), tủ lạnh thường (Sanaky, Nhật Bản), tủ lạnh âm sâu -20oC; -80oC 
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(Sanaky, Nhật Bản), máy lắc, …Các thiết bị được đặt tại phòng Công nghệ tế 

bào động vật, Viện công nghệ sinh học, Trung tâm Vật lý quốc tế, Viện Hàn 

lâm Khoa học & Công nghệ Việt Nam. 

2.2. Phương pháp nghiên cứu 

2.2.1. Thiết kế tạo vector biểu hiện tạm thời mang cấu trúc DRE và gen 

phát quang GFP 

Tạo gen mã hóa cho trình tự promoter CYP1A1 đáp ứng với dioxin 

Gen mã hóa cho trình tự promoter CYP1A1 đáp ứng với dioxin (DRE- 

dioxin response element) có kích thước 1679 bp từ plasmid XRE-pNL1.3 

[secNLuc] được khuếch đại bằng cặp mồi đặc hiệu có gắn thêm vị trí của 2 

enzyme BglII và SacI có trình tự mồi xuôi (DRE-F): 5’-

CTCACAAGATCTAGATTTGGGGCAT-3’; mồi ngược (DRE-R): 5’-

AAGGCAGAGCTCTGCTTATAGGC-3’. Chu trình nhiệt như sau: 94oC- 3 

phút; 94oC- 1 phút; 54oC- 45 giây; 72oC- 1 phút; lặp lại 30 chu kỳ từ bước 2 

đến bước 4; 72oC- 8 phút.  

Cắt plasmid pcDNA3.1(+) eGFP bằng enzyme cắt giới hạn 

Vector pcDNA3.1(+) eGFP có sẵn gen mã hóa cho protein GFP được cắt 

mở vòng bằng 2 enzyme cắt giới hạn BglII và SacI. Thành phần phản ứng cắt 

gồm 15 µL vector, 3 µL BglII, 3 µL SacI, 5 µL Buffer, 24 µL H2O. Ủ phản 

ứng ở 37oC qua đêm 

Gắn gen mã hóa promoter CYP1A1 vào vector pcDNA3.1(+) eGFP 

sau khi cắt 

Sản phẩm PCR được gắn vào vector pcDNA3.1(+) eGFP đã được cắt mở 

vòng bằng enzyme T4 DNA ligase. Thể tích phản ứng gắn nối 10 µL gồm: 3 

µL gen, 3 µL vector pcDNA3.1(+) eGFP, 1 µL buffer, 1 µL T4 DNA ligase, 2 

µL H2O. Ủ phản ứng ở 22oC, 1 giờ. Sau đó, sản phẩm gắn được biến nạp vào 

vi khuẩn E. coli DH5α theo phương pháp sốc nhiệt. Tế bào E.coli DH5α sau 

khi biến nạp được cấy trải trên đĩa môi trường LB/agar có bổ sung Ampicillin 

(Amp) nồng độ 1000 μg/mL và ủ qua đêm ở 37oC. Các plasmid được tách 

chiết từ tế bào DH5α theo phương pháp mini- prep của Sambrook [68]. Sản 
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phẩm plasmid được giải trình tự theo phương pháp của Sanger và cộng sự 

[69] . 

2.2.2. Biến nạp vector tái tổ hợp pDRE-cDNA3.1(+) eGFP vào tế bào khả 

biến E. coli DH5α bằng phương pháp sốc nhiệt 

* Chuẩn bị tế bào khả biến 

 Lấy chủng tế bào được cất ở -20oC, cho 2-4% dịch giống nuôi cấy 

trong 2ml môi trường LB lỏng, nuôi lắc ở 37oC qua đêm.  

 Cấy chuyền 1% dịch nuôi tế bào qua đêm sang môi trường LB mới. 

Nuôi lắc ở 37oC đến khi OD600 đạt 0.5-0.7. 

 Chuyển dịch tế bào sang ống eppendorf vô trùng, để trên đá 10 phút. 

 Ly tâm thu tế bào 4500 v/ph, 10 phút. 

 Loại dịch nổi, hòa tan cặn tế bào trong 500 µL CaCl2 0.1M, đặt trong 

đá 10 phút.  

 Ly tâm 4500 v/ph, 10 phút, loại dịch. 

 Hòa tan tủa trong 60 µL CaCl2 0.1M, đặt trong đá 30 phút. 

* Biến nạp 

 Bổ sung 10 µL sản phẩm đã gắn vào vector vào tế bào khả biến, đặt 

trong đá 30 phút.  

 Sốc nhiệt ở 42oC trong 90 giây, sau đó đặt ngay ống tế bào vào đá để 

trong 5 phút. 

 Bổ sung 250 µL môi trường LB, nuôi lắc 200 v/ph ở 37oC trong 1 giờ.  

 Cấy trải dịch tế bào trên môi trường LB/agar bổ sung ampicillin 

(1000µg/ml).  

 Nuôi ở tủ ấm qua đêm ở 37oC.  

2.2.3. Tách plasmid lượng lớn  

Vi khuẩn E. coli DH5α có chứa plasmid tái tổ hợp được nuôi ở 100 mL. 

Thu tế bào và tiến hành tách chiết theo protocol của bộ Kit Plasmid Midi của 

hãng QIAgen, Mỹ. Sản phẩm được điện di kiểm tra trên gel Agarose 1% và 

xác định hàm lượng plasmid bằng máy Nanodrop 1000. 
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2.2.4. Chuyển plasmid tái tổ hợp vào dòng tế bào sử dụng Lipofectamin 

3000 

Dòng tế bào ung thư gan HepG2, dòng tế bào phôi thai HEK293 được 

lấy ra từ bình bảo quản Nitơ lỏng -196oC và được nuôi trong môi trường 

DMEM (HepG2) và RPMI (HEK293) có bổ sung 10% FBS, 1% kháng sinh 

Penicillin/Streptomycin, ở 37oC, 5% CO2..Quy trình chuyển plasmid tái tổ 

hợp vào tế bào được thực hiện theo hướng dẫn của hãng Thermo Fisher 

Scientific (Mỹ). Tế bào được chia vào đĩa 6 giếng với tỷ lệ tế bào 106 tế bào/ 

giếng, trong môi trường DMEM/RPMI 10% FBS ở tủ CO2 5%, 37oC. Sau 24 

giờ, chuyển plasmid vào tế bào sử dụng chất Lipofectamin 3000 trong môi 

trường OptiMEM. Sau 24 giờ chuyển gen, loại bỏ hoàn toàn môi trường 

nhiễm và hoà lại các tế bào trong môi trường DMEM/RPMI bổ sung 10% 

FBS, 1% kháng sinh Penicillin/Streptomycin. Sang ngày tiếp theo, loại bỏ 

môi trường DMEM/RPMI cũ và thay bằng môi trường DMEM/RPMI chọn 

lọc có chứa kháng sinh G418 (geneticin). Sau khoảng 2-3 tuần, thu được dòng 

tế bào sau chuyển gen và kiểm tra hiệu suất chuyển gen thành công. 

2.2.5. Xác định hiệu quả chuyển gen bằng phương pháp PCR và real-time 

PCR cho dòng tế bào biểu hiện luciferase. 

* Phương pháp PCR 

 Tế bào HepG2 chuyển gen và không chuyển gen được sử dụng để tách 

chiết DNA tổng số bằng cách sử dụng bộ QIAamp DNA Mini Kit của hãng 

QIAGEN. Sau đó, phản ứng PCR được thực hiện để kiểm tra sự có mặt của 

gen đích và mồi Luci F/R có trình tự: mồi xuôi LuciF: 5’-

GAGAGCAACTGCATAAGG-3’, mồi ngược LuciR: 5’-

GCAACTCCGATAAATAACG-3’. Thành phần phản ứng: Master Mix: 12,5 

µL;  mồi xuôi/mồi ngược: 1 µL/1 µL; DNA khuôn: 3 µL, thêm nước vừa đủ 

25 µL. Chương trình chạy: 95oC: 3 phút; 94oC: 1 phút; 55oC: 30 giây; 72oC: 2 

phút; 72oC: 7 phút, chạy 35 chu kỳ. DNA tổng số và sản phẩm PCR được 

kiểm tra bằng điện di trên gel agarose 1%. 

* Phương pháp real-time PCR 

DNA tổng số được sử dụng làm khuôn và mồi LuciF/R và mồi GADPH 

cho phản ứng real-time PCR giữa gen Luciferase và gen GADPH.  
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Thành phần phản ứng:  Luna Universal qPCR Master Mix: 10 µL; mồi 

xuôi/ mồi ngược: 0,8 µL/ 0,8 µL; DNA khuôn: 2 µL, thêm H2O vừa đủ 20 

µL. Chương trình chạy: 95oC: 1 phút; 95oC: 10 giây; 60oC: 30 giây; lặp lại 45 

chu kỳ. 

Bằng cách sử dụng phương pháp 2-DDCt của Livak [70], hiệu suất chuyển 

gen được tính toán bằng cách kiểm tra sự hiện diện của đoạn gen Luciferase 

trong bộ gen tế bào đích, so sánh với gen tham chiếu GAPDH. Công thức tính 

như sau: 

 

Trong đó: 

- Ct (T/ Tg): là chu kỳ ngưỡng của gen đích (Tg) trong mẫu (T), 

- Ct (T/ Ref): là chu kỳ ngưỡng của gen tham chiếu (Ref) trong mẫu (T), 

- Ct (C/ Tg): là chu kỳ ngưỡng của gen đích (Tg) trong đối chứng (C), 

- Ct (C/Ref): là chu kỳ ngưỡng của gen tham chiếu (Ref) trong đối chứng (C). 

Dựa trên các thông số này, chu kỳ ngưỡng của gen đích trên mẫu (T) và đối 

chứng (C) được chuẩn hóa bằng cách tính toán sự khác biệt của DCt của gen 

đích so với gen tham chiếu: 

Mẫu: DCt (T) = Ct (T / Tg) - Ct (T / Ref) 

Kiểm soát: DCt (C) = Ct (C / Tg) - Ct (C / Ref) 

DCt của mẫu được chuẩn hóa bằng cách tính toán sự khác biệt giữa DCt (T) 

và DCt (C): DDCt = DCt (T) - DCt (C). Từ đó tính được nồng độ của gen 

mục tiêu trên mẫu so với đối chứng. 

2.2.6. Chọn lọc dòng tế bào chuyển gen  

* Đối với dòng tế bào chuyển gen luciferase, tế bào được sàng lọc bằng 

cách chia tế bào thành các giếng, sau đó tách DNA tổng số và thực hiện phản 

ứng PCR của từng dòng tế bào với chu trình nhiệt như sau: biến tính 95oC 

trong 1 phút, gắn mồi 55oC trong 30 giây, kéo dài 72oC trong 30 giây, chạy 35 

chu kỳ. Lựa chọn dòng tế bào có plasmid mong muốn với nồng độ cao nhất. 
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* Đối với dòng tế bào chuyển gen GFP được chọn dòng bằng cách sử 

dụng kháng sinh G418 ở các nồng độ khác nhau. Tế bào được chia vào đĩa 96 

giếng (SPL, Hàn Quốc) với mật độ 104 tế bào/ giếng 100µL môi trường 

DMEM bổ sung 10% FBS, 1% kháng sinh PS và kháng sinh G418 ở các nồng 

độ 500; 600; 700; 800 µg/mL, các giếng lặp lại 3 lần. Sau 24 giờ, tế bào được 

cảm ứng bằng dioxin. Sau 72 giờ, đem tế bào kiểm tra dưới kính hiển vi 

huỳnh quang. 

2.2.7. Đánh giá dòng tế bào chuyển gen với chất chuẩn dioxin/ chất dẫn 

xuất 

Dòng tế bào chuyển gen được chia vào đĩa 96 giếng, lặp lại 3 lần với mật 

độ 104 cell/ giếng 100 µL môi trường DMEM/RPMI bổ sung 10% FBS, 1% 

kháng sinh Penicillin/Streptomycin ở 37oC, 5% CO2. Sau 24 giờ, tế bào được 

ủ với chất chuẩn 2,3,7,8-TCDD/ B[a]P ở các nồng độ pha loãng, giếng đối 

chứng là môi trường DMEM/ RPMI bổ sung DMSO 0,1%. Ủ tế bào với các 

chất trong 24 giờ. Đối với tế bào biểu hiện protein GFP, đem đo mức độ phát 

huỳnh quang ở máy Synergy HT Microplate Reader ở bước sóng thu 485 nm 

và bước sóng phát 515 nm.  Đối với tế bào biểu hiện luciferase, tiến hành hút 

hết dịch môi trường trong các giếng, tế bào được rửa bằng đệm PBS và được 

phá vỡ màng bằng dung dịch ly giải tế bào (Promega). Sau đó, cơ chất 

Luciferin được bổ sung vào đĩa để tạo phản ứng phát quang. Cường độ phát 

quang được đo ở chế độ lumiessence trên thiết bị Synergy HTX Microplate 

Reader ở bước sóng 560 nm [71]. 

* Chuẩn bị chất TCDD và B[a]P chuẩn: 

- Chất TCDD chuẩn:  

Dung dịch TCDD gốc có nồng độ 0,1 ppb ~ 3,1 x10-10 M được pha trong môi 

trường DMEM/RPMI theo dải nồng độ thích hợp cho các thử nghiệm với tế 

bào. 

- Chất B[a]P chuẩn:  

Cân 3mg chất B[a]P, hòa tan trong 1 mL dung dịch DMSO thu được dung 

dịch B[a]P gốc nồng độ 3 mg/mL tương đương nồng độ 1,2 x 10-5M. Sau đó, 

pha loãng 1000 lần dung dịch B[a]P gốc trong môi trường DMEM/RPMI thu 
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được dung dịch B[a]P có nồng độ 1,2 x 10-8 M. Khi đó, lượng DMSO trong 

dung dịch < 1%, không ảnh hưởng đến tế bào.  

Khi thử nghiệm với tế bào,  dung dịch B[a]P 1,2x10-8 M được pha trong môi 

trường DMEM/RPMI  theo dải nồng độ thích hợp với các thí nghiệm.  

2.2.8. Xác định ngưỡng phát hiện trong chất chuẩn 

Ngưỡng phát hiện là nồng độ tối thiểu của chất phân tích mà tại đó có tối 

thiểu 90% cho kết quả dương tính. Để xác định ngưỡng phát hiện của tế bào 

chuyển gen, chất chuẩn B[a]P và TCDD được pha loãng ở dải nồng độ xác 

định. Sau khi tìm được tại nồng độ cần xác định thấp nhất, dòng tế bào vẫn 

cho tín hiệu huỳnh quang, tiến hành thí nghiệm lặp lại 10 lần. Nếu ≥ 90% các 

lần lặp lại cho kết quả dương tính chứng tỏ giới hạn phát hiện thấp hơn hoặc 

bằng mức vật liệu chứng dương 

2.2.9.  Xử lý số liệu 

Các số liệu thống kê và hình ảnh thu được được xử lý bằng phần mềm 

Microsoft Excel, imageJ. 
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CHƯƠNG 3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

3.1. Tạo dòng tế bào chuyển gen HepG2-Luc 

3.1.1. Kết quả tách và tạo lượng lớn plasmid p4xDRE-Luc 

Để quá trình chuyển plasmid tái tổ hợp vào tế bào HepG2 thành công, 

vi khuẩn E. coli DH5α chứa plasmid tái tổ hợp được nhân nuôi ở thể tích 100 

mL. Sau đó, tiến hành tách plasmid sử dụng Kit Plasmid Midi Extraction của 

hãng QIAgen. Kết quả tách plasmid lượng lớn như Hình 3.1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hình 3.1. Kết quả tách lượng lớn plasmid p4xDRE-Luc. Đường chạy (ĐC) 

1: Plasmid tách mini; ĐC 2: Plasmid tách midi pha loãng 5 lần 

Kết quả thu được cho thấy cả 2 đường chạy đều thu được băng đậm, 

sáng rõ, trong đó băng ở đường chạy số 2 đậm hơn đường chạy số 1 là do 

nồng độ plamid cao hơn. Hai băng thu được ở 2 đường chạy có kích thước 

bằng nhau, điều này chứng tỏ đã tách thành công lượng lớn plasmid p4xDRE-

Luc. Đem đo nồng độ plasmid thu được bằng máy đo Nano Drop cho kết quả 

2888 ng/µL. Như vậy, plasmid thu được có nồng độ thích hợp để chuyển vào 

tế bào HepG2. 



30 

 

3.1.2. Kết quả đồng chuyển plasmid pcDNA3.1 và plasmid p4xDRE-Luc 

vào tế bào HepG2 

Do plasmid p4xDRE-Luc không có gen kháng kháng sinh khi chuyển 

vào tế bào HepG2, gây khó khăn khi sàng lọc dòng tế bào, nên chúng tôi tiến 

hành chuyển đồng thời 2 plasmid p4xDRE-Luc và pcDNA3.1 vào tế bào 

HepG2. Sau khi thay bằng môi trường chọn lọc G418 500 µg/mL, tế bào được 

nuôi và thay môi trường chọn lọc 2-3 ngày/ lần. Quan sát tế bào và chụp ảnh 

bằng kính hiển vi. Kết quả thu được như Hình 3.2 

 

 

 

 

 

 

                                 A                                                           B                                  

 

 

 

 

 

                              

                                   C                           D 

 

 

 

 

           

                                 E                                                             F 

Hình 3.2. Kết quả nuôi cấy tế bào sau khi đồng chuyển plasmid pcDNA3.1 

và p4xDRE-Luc. A: Tế bào sau 1 ngày chuyển gen. B: Tế bào sau 5 ngày 

chuyển gen. C: Tế bào sau 7 ngày chuyển gen. D-F: Tế bào sau 20 ngày 

chuyển gen. 



31 

 

Kết quả ảnh chụp tế bào cho thấy, từ 1-7 ngày đầu sau chuyển gen và 

nuôi trong môi trường chọn lọc có bổ sung kháng sinh G418 500 µg/mL, tế 

bào chết và bong dần, bắt đầu xuất hiện các cụm tế bào nhỏ. Sau 20 ngày 

chuyển gen, các cụm tế bào khác nhau phát triển với số lượng tế bào tương 

đối nhiều. Sau đó, tế bào HepG2-Luc được cấy chuyển sang đĩa mới, tiếp tục 

nuôi duy trì trong môi trường DMEM có bổ sung kháng sinh G418 500 

µg/mLđến khi đủ số lượng tế bào để kiểm tra khả năng chuyển gen.  

3.1.3. Kết quả kiểm tra tế bào HepG2-Luc sau chuyển gen 

Sau khi cấy chuyển, nuôi trong môi trường DMEM có bổ sung kháng 

sinh G418 500 µg/mL, tế bào chuyển gen HepG2-Luc và tế bào không 

chuyển gen HepG2 được tách DNA tổng số để kiểm tra sự có mặt của 

plasmid trong tế bào. Kết quả thu được như Hình 3.3 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hình 3.3. Kết quả tách DNA tổng số của tế bào HepG2 và HepG2-Luc. 

Đường chạy (ĐC) 1: DNA tổng số của tế bào HepG2; ĐC 2: DNA tổng số 

của tế bào chuyển gen HepG2-Luc; ĐC M: Thang DNA chuẩn 1 kb (Thermo 

Fisher Scientific) 

Kết quả thu được băng DNA tổng số sáng rõ ở cả 2 đường chạy của 2 

loại tế bào, chứng tỏ tách thành công DNA tổng số của tế bào HepG2 đối 

chứng và HepG2-Luc. Sau đó, DNA tổng số của dòng tế bào HepG2, HepG2-

Luc và plasmid p4xDRE-Luc được thực hiện phản ứng PCR với cặp mồi Luci 

F/R và chu trình nhiệt đã được mô tả trong phần phương pháp để kiểm tra khả 

năng chuyền plamid p4xDRE-Luc vào tế bào HepG2. Kết quả phản ứng PCR 

được thể hiện trong Hình 3.4 
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                                       (A)                                              (B) 

Hình 3.4. Kết quả PCR DNA tổng số của tế bào HepG2, HepG2-Luc và 

plasmid p4xDRE-Luc. (A) Kết quả PCR lần 1. ĐC M: Thang DNA chuẩn 1 

kb (Thermo Fisher Scientific). ĐC 1: Kết quả PCR của tế bào HepG2; ĐC 2: 

Kết quả PCR plasmid p4xDRE; ĐC 3: Kết quả PCR của tế bào HepG2-Luc. 

(B) Kết quả PCR lần 2. ĐC 4: Kết quả PCR của tế bào HepG2; ĐC 5: Kết 

quả PCR plasmid p4xDRE; ĐC 6,7: Kết quả PCR của tế bào HepG2-Luc. ĐC 

M: Thang DNA chuẩn 1 kb (Thermo Fisher Scientific) 

Ở hình 3.4 A, đường chạy đối chứng âm là DNA tổng số của tế bào 

HepG2 không xuất hiện băng, ở đường chạy số 3 xuất hiện 1 băng mờ có kích 

thước khoảng kích thước khoảng 230 bp, tương đương với kích thước gen 

luciferase theo tính toán lý thuyết là 235 bp, băng thu được có kích thước 

bằng với kích thước băng thu được ở đường chạy đối chứng dương là plasmid 

p4xDRE. Điều này chứng tỏ cặp mồi thiết kế chỉ đặc hiệu với plasmid 

p4xDRE-Luc. Tuy nhiên, băng ở đường chạy số 3 rất mờ, để xác định lại 

băng thu được, tiến hành PCR vòng 2 với bộ mồi và chu kỳ tương tự. Kết quả 

thu được như Hình 3.4 B.  

Kết quả điện di cho thấy đường chạy số 4 không xuất hiện băng, đường 

chạy 5-7 đều xuất hiện bằng đậm, sáng rõ và có cùng kích thước khoảng 230 

bp. Điều này chứng tỏ, plasmid p4xDRE đã được chuyển thành công vào tế 

bào HepG2. Tuy nhiên, số lượng tế bào có chứa plasmid p4xDRE còn thấp, 

cần phải được sàng lọc để thu được dòng tế bào chuyển gen có hàm lượng 

plasmid lớn nhất.  
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3.1.4. Kết quả sàng lọc các dòng tế bào chuyển gen thành công 

Do tiến hành đồng chuyển 2 plasmid p4xDRE, pcDNA 3.1 và nuôi trong 

kháng sinh G418 nên tế bào thu được chủ yếu có 2 loại: tế bào chỉ chứa 

plasmid pcDNA3.1và tế bào chứa đồng thời cả 2 plasmid. Để thu được dòng 

tế bào chuyển gen có nồng độ plasmid p4xDRE cao, toàn bộ tế bào được chia 

làm 12 giếng. Sau đó, tế bào thu từ 12 giếng được tách DNA tổng số và đo 

nồng độ DNA bằng máy Nano drop (Hình 3.5) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hình 3.5. Kết quả tách DNA tổng số của các dòng tế bào chuyển gen. ĐC 1: 

Dòng tế bào A1; ĐC 2: Dòng tế bào A2; ĐC 3: Dòng tế bào A3; ĐC 4: Dòng 

tế bào A4; ĐC 5: Dòng tế bào B1; ĐC 6: Dòng tế bào B2; ĐC 7: Dòng tế bào 

B3; ĐC 8: Dòng tế bào B4; ĐC 9: Dòng tế bào C1; ĐC 10: Dòng tế bào C2; 

ĐC 11: Dòng tế bào C3; ĐC 12: Dòng tế bào C4. ĐC M: Thang DNA chuẩn 

1 kb (Thermo Fisher Scientific) 

Kết quả điện di cho thấy xuất hiện các băng với độ đậm, cường độ sáng 

khác nhau ở cả 12 đường chạy, chứng tỏ tách thành công DNA tổng số của 12 

dòng tế bào với nồng độ DNA tổng số khác nhau. Sau đó, đem mẫu thu được 

đem đo hàm lượng DNA bằng máy Nano drop. Các mẫu được pha loãng để 

nồng độ DNA tổng số tương đương nhau và tiến hành phản ứng PCR. Sản 

phẩm thu được được kiểm tra bằng điện di trên gel agrose 1%. Kết quả như 

Hình 3.6. 
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Hình 3.6. Kết quả PCR của các dòng chuyển gen thu được. ĐC 1: Kết quả 

PCR DNA tổng số HepG2; ĐC 2: Kết quả PCR plasmid p4xDRE-Luc; ĐC 3-

14: Kết quả PCR DNA tổng số của các dòng tế bào chuyển gen A1, A2, A3, 

A4, B1, B2, B3, B4, C1, C2, C3, C4. ĐC M: Thang DNA chuẩn 1 kb (Thermo 

Fisher Scientific). 

Kết quả điện di cho thấy, trong 12 dòng tế bào chuyển gen thì có các 

dòng B4, C2, C3, C4 xuất hiện băng có kích thước tương đương với kích 

thước băng của plasmid 4xDRE-Luc. Trong đó, băng của dòng tế bào C3 đậm 

hơn hẳn so với 3 dòng còn lại. Các đường chạy còn lại không thấy xuất hiện 

băng có thể không có tế bào chứa plasmid hoặc lượng tế bào chứa plasmid 

quá thấp. Do đó, lựa chọn dòng tế bào C3 nuôi tiếp và chia thành 12 giếng để 

chọn lọc dòng tế bào có hàm lượng plasmid p4xDRE cao nhất. 

Tiếp tục tiến hành tách DNA tổng số và thực hiện phản ứng PCR như 

trên, thu được kết quả như Hình 3.7 

 

 

 

 

 

 

 

Hình 3.7. Kết quả tách DNA tổng số của 12 dòng tế bào. ĐC 1-12: DNA 

tổng số của các dòng C3.1, C3.2, C3.3, C3.4, C3.5, C3.6, C3.7, C3.8, C3.9, 

C3.10, C3.11, C3.12 
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Hình 3.8. Kết quả PCR DNA tổng số của 12 dòng tế bào. ĐC 1-6: Kết quả 

PCR DNA tổng số của các dòng tế bào C3.1, C3.2, C3.3, C3.4, C3.5, C3.6. 

ĐC M: Thang DNA chuẩn 1 kb (Thermo Fisher Scientific). ĐC 7-12: Kết quả 

PCR DNA tổng số của các dòng tế bào C3.7, C3.8, C3.9, C3.10, C3.11, 

C3.12. ĐC 13: Kết quả PCR plasmid p4xDRE-Luc. 

Kết quả điện di trên gel agarose 1% cho thấy xuất hiện băng ở đường 

chạy 2-12. Trong đó, đường chạy 6 xuất hiện 1 băng duy nhất và đậm hơn các 

đường chạy còn lại. Do đó, dòng tế bào C3.6 được lựa chọn nuôi tiếp để thực 

hiện các thí nghiệm tiếp theo. 

Để khẳng định lại dòng C3.6 có nồng độ plasmid p4xDRE-Luc cao nhất, 

phản ứng real-time PCR được thực hiện với DNA tổng số của các dòng tế 

bào. Thành phần và chương trình chạy như mô tả ở phần phương pháp. Kết 

quả chạy như Hình 3.9 dưới đây.  
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Hình 3.9. Biểu đồ khuếch đại DNA của các dòng tế bào sử dụng mồi Luci 

F/R (A) và mồi GADPH (B) 

 Từ kết thu được ở hình 3.9 và bảng 3.1, cho thấy với mồi Luci F/R ở 

plasmid, các dòng tế bào chuyển gen đều xuất hiện tín hiệu huỳnh quang, 

không thấy xuất hiện tín hiệu huỳnh quang ở mẫu không có DNA đích và mẫu 

DNA của tế bào HepG2 không chuyển gen, chứng tỏ mồi Luci F/R được thiết 

kế đặc hiệu với gen luciferase. Phân tích nồng độ của các gen trong các dòng 

tế bào bằng real-time PCR cho thấy rằng, dòng tế bào C3.6 có hàm lượng gen 

luciferase cao nhất, tiếp theo là dòng C3 và nồng độ gen luciferase thấp nhất 

là dòng HepG2-Luc. Điều này thể hiện, đã chọn được dòng tế bào C3.6 có 

nồng độ gen luciferase cao nhất trong các dòng tế bào chọn lọc. Do đó, dòng 

tế bào chuyển gen C3.6 được nuôi duy trì để thực hiện các thí nghiệm tiếp 

theo. 

Bảng 3.1. Giá trị Ct kiểm tra độ biểu hiện của gen luciferase trong các dòng 

tế bào 

STT Mẫu Giá trị Ct 

1 

Mồi Luci F/R 

Plasmid 7,4 

2 DNA tổng số của C3.6 21,72 

3 DNA tổng số của C3 27,76 



37 

 

4 DNA tổng số của B4 29,48 

5 DNA tổng số của C2 29,63 

6 DNA tổng số của C4 30,07 

7 DNA tổng số của HepG2-Luc 34,01 

8 DNA tổng số của HepG2 0 

9 Không DNA 0 

10 

Mồi GADPH 

DNA tổng số của C3.6 28,44 

11 DNA tổng số của C3 32,17 

12 DNA tổng số của B4 33,05 

13 DNA tổng số của C2 41,2 

14 DNA tổng số của C4 34,19 

15 DNA tổng số của HepG2-Luc 43,77 

16 DNA tổng số của HepG2 0 

17 Không DNA 0 

 

3.1.5. Đánh giá khả năng phát hiện chất chuẩn dioxin hoặc các dẫn xuất 

dioxin của tế bào chuyển gen HepG2-Luc 

Khi thử nghiệm dòng tế bào chuyển HepG2-Luc với chất B[a]P chuẩn ở các 

nồng độ 10-13; 10-12; 10-11; 10-10; 10-9 M, đem mẫu đo ở bước sóng 560 nm, thu 

được kết quả như Hình 3.10 dưới đây: 
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Hình 3.10. Biểu đồ thể hiện kết quả đo độ phát quang khi tế bào HepG2-

Luc tiếp xúc với chất chuẩn B[a]P. (Giá trị nồng độ trên biểu đồ được biểu 

diễn ở dạng LogX: X là nồng độ của các chất) 

Kết quả thu được cho thấy ở các nồng độ B[a]P nghiên cứu, xuất hiện tín 

hiệu phát quang RLU ở nồng độ 10-13 M là do khi có mặt của chất B[a]P đã 

cảm ứng tế bào biểu hiện luciferase phản ứng với cơ chất luciferin phát ra ánh 

sáng. Trong khoảng nồng độ chất B[a]P tăng dần (10-13 M đến 10-10 M) đã 

cảm ứng tế bào biểu hiện luciferase tăng dần nên đo được tín hiệu phát quang 

cũng tăng dần. Khi tăng nồng độ chất B[a]P lên 10-9 M độ phát quang giảm, 

có thể giải thích rằng chất B[a]P là chất độc nên ở nồng độ cao sẽ gây chết tế 

bào dẫn đến luciferase được tổng hợp ra bị giảm. Tín hiệu phát quang cao 

nhất đạt 797 RLU ở nồng độ B[a]P 10-10 M. Bin Zhao và cộng sự (2008) đã 

tạo dòng tế bào chuyển gen ổn định H1L6.1c2 từ chuột có độ phát quang lớn 

nhất khoảng 2200 RLU ở nồng độ chất TCDD chuẩn đạt 5x10-9 ng/mL. Trong 

công bố năm 2011, Gouchun He và cộng sự đã tạo thành công dòng tế bào 

chuyển gen luciferase H1L7.5c3 từ chuột có độ phát quang lớn nhất > 150000 

RLU ở nồng độ TCDD 10-9 M [72]. Như vậy, so với các nghiên cứu trước thì 

dòng tế bào HepG2-Luc có độ phát quang tương đối thấp. Chất thử nghiệm 

trong nghiên cứu của chúng tôi là B[a]P, là chất có ái lực với thụ thể AhR trên 

tế bào yếu hơn chất TCDD nên khả năng biểu hiện luciferase thấp hơn. Từ đó, 

tín hiệu phát quang tạo ra khi thử nghiệm với chất B[a]P thấp hơn khi thử 



39 

 

nghiệm với TCDD. Khi thử dòng tế bào HepG2-Luc với chất TCDD có thể sẽ 

thu được tín hiệu huỳnh quang cao hơn. Ngoài ra, vector trong nghiên cứu của 

chúng tôi có chứa 4 trình tự DRE, trong khi các bài báo công bố vector chứa 

tới 20 trình tự DREs, đây là trình tự đáp ứng với dioxin. Chính vì vậy, tín hiệu 

phát quang của dòng tế bào HepG2-Luc thấp hơn tín hiệu phát quang trong 1 

số nghiên cứu đã công bố. Trong nghiên cứu năm 2015, Brennan và cộng sự 

đã công bố đã chuyển thành công vector pGudLuc7.5 có chứa 20 DREs vào 3 

dòng tế bào ung thư gan chuột H4IIe, ung thư gan người HepG2, ung thư biểu 

mô tuyến ruột chuột lang GPC16. Kết quả khi thử nghiệm với chất TCDD, d 

dòng tế bào chuyển gen HG2L6 từ HepG2 có tín hiệu phát quang cao nhất 

13x104 RLU ở nồng độ TCDD 10-9 thấp hơn tín hiệu phát quang từ dòng tế 

bào từ chuột H4L7.5 với tín hiệu phát quang cao nhất đạt trên 13x105 RLU ở 

nồng độ TCDD 10-9M [54]. 

3.2. Tạo tế bào chuyển gen HepG2-eGFP và HEK293-eGFP 

3.2.1. Kết quả tạo vector biểu hiện mang cấu trúc DRE và gen phát huỳnh 

quang GFP 

Gen DRE được khuếch đại bằng phản ứng PCR như đã mô tả ở phần 

phương pháp. Vector pcDNA3.1(+) eGFP được cắt mở vòng bằng 2 enzyme 

BglII và SacI. Sản phẩm PCR và sản phẩm cắt được kiểm tra bằng điện di trên 

gel agarose 1%. Kết quả thể hiện trên Hình 3.11. 

 

 

 

 

 

                                      (A)                                                (B) 

Hình 3.11. Kết quả khuếch đại gen DRE và sản phẩm cắt mở vòng plasmid 

pcDNA3.1(+) eGFP. (A) Kết quả khuếch đại gen DRE. Đường chạy (ĐC) M: 

Thang DNA chuẩn 1 kb (Thermo Fisher Scientific); ĐC 1: Sản phẩm nhân 

gen DRE. (B) Kết quả cắt mở vòng plasmid pcDNA3.1(+) eGFP. ĐC M: 
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Thang DNA chuẩn 1 kb (Thermo Fisher Scientific); ĐC 2: sản phẩm cắt bằng 

BglII và SacI 

Kết quả nhân gen thu được 1 băng có kích thước khoảng 1700 bp, tương 

ứng với kích thước của gen DRE  theo lý thuyết là 1679 bp. Như vậy, chúng 

tôi đã nhân bản thành công gen DRE. Vector pcDNA3.1(+) eGFP sau cắt thu 

được 2 băng kích thước khoảng 800 bp và 5300 bp, tương ứng với kích thước 

2 đoạn cắt theo lý thuyết là 806 bp và 5312 bp chứng tỏ chúng tôi đã cắt thành 

công. Sau đó, đoạn DRE cũng được xử lý với 2 enzyme BglII và SacI, tinh 

sạch và gắn vào vector pcDNA3.1(+) eGFP bằng enzyme T4 ligase. Sau đó, 

sản phẩm gắn được biến nạp vào tế bào khả biến vi khuẩn E.coli DH5α. Gen 

kháng kháng sinh được chọn làm dấu hiệu chọn lọc để phân biệt những tế bào 

có tiếp nhận DNA plasmid trong số những tế bào không tiếp nhận (Hình 

3.12).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hình 3.12. Kết quả biến nạp plasmid tái tổ hợp pDRE-cDNA3.1(+) eGFP 

vào tế bào E.coli DH5α 

Để chọn dòng, tiến hành PCR khuẩn lạc từ khuẩn lạc và chọn được 6 khuẩn 

lạc mang plasmid tái tổ hợp. Các khuẩn lạc chọn được sau đó được nuôi và 

tách plasmid chuẩn bị cho việc xác định trình tự 

Để khẳng định chắc chắn gen được gắn vào là DRE, chúng tôi tiến hành 

giải trình tự theo phương pháp Sanger. So sánh trình tự đoạn gen thu được với 
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trình tự DRE gốc và kiểm tra các cấu trúc hỗ trợ biểu hiện gen eGFP đã khớp, 

như vậy chúng tôi có thể khẳng định đã gắn thành công gen DRE vào vector 

pcDNA3.1(+) eGFP thay thế cho vùng promoter CMV. 

3.2.2. Kết quả tách lượng lớn plasmid tái tổ hợp pDRE-cDNA3.1(+) eGFP 

Để quá trình chuyển plasmid tái tổ hợp vào tế bào HepG2 thành công, vi 

khuẩn E. coli DH5α chứa plasmid tái tổ hợp được nhân nuôi ở thể tích 100 

mL. Sau đó, tiến hành tách plasmid sử dụng QIAgen plasmid midi kit. Kết 

quả tách plasmid lượng lớn như Hình 3.13 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hình 3.13. Kết quả tách lượng lớn plasmid tái tổ hợp pDRE-cDNA3.1(+) 

eGFP. ĐC 1:  plasmid tách mini; ĐC 2: plasmid tách midi pha loãng 10 lần 

Kết quả thu được cho thấy cả 2 đường chạy đều xuất hiện băng đậm, 

sáng rõ và có kích thước ngang bằng nhau, chứng tỏ đã tách được lượng lớn 

plasmid tái tổ hợp. Ở đường chạy số 2 băng thu được mờ hơn đường chạy 1 là 

do nồng độ plamid đã pha loãng 10 lần. Đem đo nồng độ plasmid thu được 

bằng máy đo Nano Drop cho nồng độ 3118 ng/µL.  

3.2.3. Kết quả chuyển plasmid tái tổ hợp pDRE-cDNA3.1(+) eGFP vào 

dòng tế bào HepG2 và HEK293 

3.2.3.1 Dòng tế bào HepG2 

Plasmid tái tổ hợp pDRE-cDNA3.1(+) eGFP được chuyển vào tế bào 

HepG2 bằng môi trường optiMEM và lipofectamin 3000, dòng tế bào thu 

được sau khi cảm ứng bằng dioxin cho kết quả như Hình 3.14 
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                                    A                                              B 

Hình 3.14. Hình ảnh tế bào HepG2 sau khi chuyển plasmid tái tổ hợp 

pDRE-cDNA3.1(+) eGFP ở các độ phóng đại khác nhau. A. Độ phóng đại 

100X; B. Độ phóng đại 500X 

Kết quả thu được cho thấy ở bước sóng thu 485nm và bước sóng phát 

515nm, xuất hiện các tế bào phát sáng màu xanh và các tế bào không phát 

sáng . Các tế bào phát sáng xanh là các tế bào có biểu hiện protein GFP. Điều 

này chứng tỏ đã plasmid pDRE-cDNA3.1(+) eGFP đã được chuyển vào tế 

bào HepG2-eGFP và tế bào đã biểu hiện thành công protein GFP. Dòng tế 

bào chuyển gen được phân tích, đánh giá hiệu suất chuyển gen thông qua sự 

biểu hiện của GFP, kết quả cho thấy dòng chuyển gen HepG2-eGFP có hiệu 

suất biểu hiện từ 70-80% tùy vị trí. 

3.2.3.2 Dòng tế bào HEK293 

Tương tự như dòng tế bào HepG2, tế bào HEK293 sau khi được chuyển gen 

và cảm ứng dioxin thu được kết quả như Hình 3.16 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                        A                                             B 

Hình 3.15. Kết quả chụp ảnh tế bào HEK293 sau khi chuyển plasmid tái tổ 

hợp pDRE-cDNA3.1(+) eGFP. A: Ảnh chụp tế bào không chuyển gen. B: 

Ảnh chụp tế bào sau khi chuyển gen 
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Kết quả thu được cho thấy ở dòng tế bào HEK293 cũng xuất hiện các tế 

bào phát sáng xanh và không phát sáng. Điều này chứng tỏ đã plasmid DRE-

pcDNA3.1(+) eGFP đã được chuyển vào tế bào HEK293 và tế bào đã biểu 

hiện thành công protein GFP. Dòng tế bào chuyển gen được phân tích, đánh 

giá hiệu suất chuyển gen thông qua sự biểu hiện của GFP, kết quả cho thấy 

dòng chuyển gen HEK293-eGFP có hiệu suất biểu hiện từ 40-50% tùy vị trí. 

3.2.4. Kết quả chọn lọc các dòng tế bào chuyển gen 

3.2.4.1 Dòng tế bào HepG2-eGFP 

Kháng sinh G418 theo hướng dẫn của hãng Gibco có nồng độ dùng cho 

tế bào động vật 200-500 µg/mL. Do đó, em chọn nồng độ G418 500 µg/mL 

làm kháng sinh chọn lọc khi chuyển gen. Với mong muốn thu được dòng tế 

bào có tỷ lệ phát quang GFP cao hơn nữa, các nồng độ kháng sinh 600 

µg/mL, 700 µg/mL, 800  µg/mL đã được sử dụng để chọn lọc dòng tế bào. 

Kết quả phân tích bằng phương pháp kính hiển vi huỳnh quang như Hình 

3.16. 
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Hình 3.16. Hình ảnh tế bào chuyển gen HepG2-eGFP ở các nồng độ kháng 

sinh G418 khác nhau và độ phóng đại khác nhau. A1,2: Tế bào ở nồng độ 

G418 500 µg/mL với độ phóng đại 100x và 500x; B1,2: Tế bào ở nồng độ 

G418 600 µg/mL với độ phóng đại 100x và 500x; C1,2: Tế bào ở nồng độ 

G418 70000 µg/mL với độ phóng đại 100x và 500x; D1,2: Tế bào ở nồng độ 

G418 800 µg/mL với độ phóng đại 100x và 500x 

Kết quả phân tích, đánh giá hiệu suất chọn dòng thông qua sự biểu hiện 

của GFP cho thấy với nồng độ kháng sinh tăng dần, số lượng tế bào biểu hiện 

EGFP tăng dần dần. Ở nồng độ 700 µg/mL G418, tỷ lệ tế bào phát quang đã 

tăng lên đáng kể và cường độ phát quang cao. Các tế bào chuyển gen HepG2-

eGFP vẫn giữ được hình dạng và tốc đọ sinh trưởng. Với nồng độ 800 µg/mL 

thì các tế bào không mang gen đều chết, chỉ còn lại các tế bào eGFP và biểu 

hiện cho ánh sáng phát quang màu xanh, tuy nhiên ở nồng độ này các tế bào 

có sự thay đổi hình dạng và giảm khả năng sinh trưởng. Từ đó, dòng tế bào 

nuôi ở nồng độ G418 700 µg/mL được lựa chọn để duy trì và tiến hành các thí 

nghiệm tiếp theo.  

3.2.4.2 Dòng tế bào HEK293-eGFP 

Migone và cộng sự (2002) đã tạo tế bào chuyển gen trên dòng tế bào 

HEK293F sử dụng vector pcDNA3.1 với nồng độ G418 ở 500 µg/mL [73]. 

Wen và cộng sự (2003) cũng lựa chọn nồng độ G418 500 µg/mL cho dòng tế 

bào chuyển gen HEK293F với vector pcDNA3.1 [74]. Chính vì vậy, chúng tôi 

lựa chọn nồng độ G418 500 µg/mL làm nồng độ kháng sinh chọn lọc khi 

chuyển gen. Với mong muốn thu được tỷ lệ phát quang GFP cao hơn, chúng 

tôi tiến hành tăng nồng độ kháng sinh lên 600 µg/mL và 700 µg/mL để chọn 

                D1                                         D2 
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lọc dòng tế bào. Kết quả phân tích bằng phương pháp kính hiển vi huỳnh 

quang như Hình 3.17 

 

 

 

 

 

          

              A          B            C 

Hình 3.17. Hình ảnh tế bào HEK293-eGFP sau khi chọn dòng bằng tăng 

cường nồng độ kháng sinh G418 khác nhau. (A) Nồng độ G418 500 µg/mL; 

(B) Nồng độ G418 600 µg/mL; (C) Nồng độ G418 700 µg/mL 

Kết quả ảnh chụp và phân tích bằng phần mềm imageJ cho thấy tỷ lệ 

phát quang GFP tỷ lệ thuận với nồng độ kháng sinh và đạt 80-90% ở nồng độ 

700 µg/mL. Do đó, nồng độ kháng sinh G418 700 µg/mL được lựa chọn để 

duy trì và nuôi dòng tế bào HEK293-eGFP cho các thí nghiệm tiếp theo 

3.2.5. Kết quả bước đầu thử nghiệm dòng tế bào HepG2-eGFP với chất 

2,3,7,8-TCDD và B[a]P chuẩn 

Khi thử nghiệm dòng tế bào HepG2 với chất B[a]P chuẩn ở các nồng độ 

10-16;10-15; 10-14; 10-13; 10-12; 10-11; 10-10 M và chất TCDD chuẩn ở các nồng 

độ; 10-16;10-15; 10-14; 10-13; 10-11 M thu được kết quả như Hình 3.17 
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Hình 3.18. Biểu đồ thể hiện kết quả đo tín hiệu huỳnh quang khi dòng tế 

bào HepG2-eGFP tiếp xúc với các chất chuẩn B[a]P và TCDD sau 24 giờ. 

(A) Tín hiệu huỳnh quang của tế bào HepG2-eGFP và B[a]P chuẩn; (B) Tín 

hiệu huỳnh quang của tế bào HepG2-eGFP và TCDD. (Giá trị nồng độ trên 

biểu đồ được biểu diễn ở dạng LogX: X là nồng độ của các chất) 

Kết quả thu được cho thấy ở các nồng độ của chất B[a]P nghiên cứu, tín 

hiệu huỳnh quang tăng tuyến tính trong khoảng (10-16M đến 10-11M) và giảm 

độ phát quang ở nồng độ 10-10M. Có sự giảm tín hiệu huỳnh quang có thể do 

nồng độ 10-10M đã ảnh hưởng đến tế bào, gây ức chế sự biểu hiện của GFP. 

Ngoài ra, tín hiệu huỳnh quang khi thử với chất TCDD chuẩn cao hơn nhiều 

chất B[a]P là do TCDD có độc tính cao hơn và có ái lực mạnh hơn với thụ thể 

AhR trong tế bào nên khi thử cùng nồng độ thì TCDD đã kích thích tế bào 

cảm ứng, biểu hiện protein GFP mạnh hơn. 

Từ đường cong tín hiệu huỳnh quang Hình 3.18 A cho thấy ở nồng độ 

B[a]P 10-16 M, dòng tế bào cho tín hiệu huỳnh quang thu được thấp nhất. Vì 

vậy, nồng độ B[a]P 10-16 M được dự đoán là nồng độ thấp nhất để dòng tế bào 

chuyển gen được cảm ứng phát tín hiệu huỳnh quang. Để xác định giới hạn 

phát hiện, tiến hành lặp lại thí nghiệm 10 lần tại nồng độ B[a]P 10-16 M. Kết 

quả như Bảng 3.2 dưới đây: 

 

 

 

B 
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Bảng 3.2. Tín hiệu huỳnh quang thu được ở các nồng độ B[a]P chuẩn 
 

STT Nồng độ B[a]P 

chuẩn (M) 

Tín hiệu 

huỳnh quang 

(RFU) 

Nồng độ B[a]P 

chuẩn (M) 

Tín hiệu 

huỳnh quang 

(RFU) 

1 10-16 115 10-15 487 

2 10-16 80 10-15 470 

3 10-16 -20 10-15 450 

4 10-16 125 10-15 480 

5 10-16 98 10-15 422 

6 10-16 209 10-15 470 

7 10-16 113 10-15 438 

8 10-16 -5 10-15 491 

9 10-16 70 10-15 430 

10 10-16 125 10-15 496 

Từ số liệu bảng 3.2 cho thấy, ở nồng độ B[a]P 10-16 M, có 2 thí nghiệm 

dòng tế bào không phát tín hiệu huỳnh quang nên không đạt tỷ lệ ≥ 90%. Do 

đó, tiếp tục thử nghiệm với nồng độ B[a]P 10-15 M. Kết quả thể hiện trong 

Bảng 3.2 cho thấy ở cả 10 lần lặp lại, dòng tế bào đều phát tín hiệu huỳnh 

quang, như vậy đạt tỷ lệ 100%. Do đó, giới hạn phát hiện (LOD) đối với chất 

B[a]P chuẩn là 10-15 M. 

Tương tự  với chất chuẩn TCDD, ở các nồng độ nghiên cứu, tín hiệu 

tăng tuyến tính trong khoảng nồng độ (10-16 M đến 10-12 M). Ở nồng độ 

TCDD 10-16 M, dòng tế bào chuyển gen cho tín hiệu huỳnh quang thấp nhất. 

Để xác định giới hạn phát hiện, tiến hành lặp lại thí nghiệm 10 lần ở nồng độ 

10-16 M. Kết quả thu được như Bảng 3.3 dưới đây:  

Bảng 3.3. Tín hiệu huỳnh quang thu được ở nồng độ TCDD 10-16 M 
 

STT Nồng độ TCDD 

chuẩn (M) 

Tín hiệu huỳnh 

quang (RFU) 

1 10-16 3453 

2 10-16 3653 

3 10-16 3537 



48 

 

4 10-16 3442 

5 10-16 3590 

6 10-16 3610 

7 10-16 3320 

8 10-16 3480 

9 10-16 3520 

10 10-16 3580 

 

Kết quả ở Bảng 3.3 cho thấy ở cả 10 lần lặp lại ở nồng độ TCDD 10-16M, 

dòng tín tế bào đều cho tín hiệu huỳnh quang, đạt tỷ lệ 100% thí nghiệm 

dương tính. Từ đó, giới hạn phát hiện (LOD) đối với chất TCDD chuẩn của 

dòng tế bào HepG2-eGFP là 10-16 M.  

3.2.6. Kết quả bước đầu thử nghiệm dòng tế bào HEK293-eGFP với chất 

2,3,7,8-TCDD và B[a]P chuẩn 

Khi thử nghiệm dòng tế bào HEK293-eGFP với chất B[a]P chuẩn ở các 

nồng độ 10-13; 5x10-13; 10-12; 5x10-12; 10-11; 5x10-11; 10-10 M và chất TCDD 

chuẩn ở các nồng độ 10-15; 5x10-14; 10-14; 5x10-13; 10-13; 5x10-12 M thu được 

kết quả như Hình 3.19 và Hình 3.20 dưới đây. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hình 3.19.  Biểu đồ thể hiện kết quả đo tín hiệu huỳnh quang khi dòng tế 

bào HEK293-eGFP tiếp xúc với các chất chuẩn B[a]P sau 24 giờ. (Giá trị 

nồng độ trên biểu đồ được biểu diễn ở dạng LogX: X là nồng độ của các chất) 
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Hình 3.20.  Biểu đồ thể hiện kết quả đo tín hiệu huỳnh quang khi dòng tế 

bào HEK293-eGFP tiếp xúc với các chất chuẩn TCDD sau 24 giờ. (Giá trị 

nồng độ trên biểu đồ được biểu diễn ở dạng LogX: X là nồng độ của các chất) 

Kết quả thu được cho thấy ở các nồng độ của chất B[a]P nghiên cứu, tín 

hiệu huỳnh quang tăng tuyến tính trong khoảng nồng độ (10-13 M đến 5x10-11 

M) và giảm độ phát quang ở nồng độ 10-10 M. Có sự giảm tín hiệu huỳnh 

quang có thể do ở nồng độ 10-10 M đã ảnh hưởng đến tế bào, gây ức chế sự 

biểu hiện của GFP.  

Từ đường cong tín hiệu huỳnh quang Hình 3.19, tín hiệu huỳnh quang 

thấp nhất ở nồng độ B[a]P 10-13 M. Để xác định giới hạn phát hiện, tiến hành 

lặp lại thí nghiệm 10 lần ở nồng độ 10-13 M, thu được kết quả như Bảng 3.4: 

Bảng 3.4. Tín hiệu huỳnh quang thu được ở nồng độ B[a]P 10-13 M  

STT Nồng độ TCDD chuẩn (M) Tín hiệu huỳnh quang (RFU) 

1 10-13 1022 

2 10-13 904 

3 10-13 897 

4 10-13 970 

5 10-13 950 

6 10-13 905 

7 10-13 687 

8 10-13 945 

9 10-13 990 
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10 10-13 1009 

Kết quả ở Bảng 3.4 cho thấy ở cả 10 lần lặp lại ở nồng độ TCDD 10-16M, 

dòng tín tế bào đều cho tín hiệu huỳnh quang, đạt tỷ lệ 100% thí nghiệm 

dương tính. Từ đó, giới hạn phát hiện (LOD) đối với chất B[a]P chuẩn của 

dòng tế bào HEK-eGFP là 10-15 M.  

Khi thử với chất TCDD, ở các nồng độ nghiên cứu, tín hiệu huỳnh quang 

tăng dần từ (10-15 M đến 10-13 M) và bắt đầu giảm ở 5x10-13 M. Ở nồng độ 

TCDD 10-15 M dòng tế bào HEK239-eGFP phát tín hiệu huỳnh quang thấp 

nhất. Từ đó, lặp lại thí nghiệm 10 lần ở nồng độ 10-15 M để xác định giới hạn 

phát hiện. Kết quả thu được thể hiện như Bảng 3.5.  

Bảng 3.5. Tín hiệu huỳnh quang thu được ở nồng độ TCDD 10-15 M 

 Kết quả ở Bảng 3.5 cho thấy ở cả 10 lần lặp lại ở nồng độ TCDD 10-16M, 

dòng tín tế bào đều cho tín hiệu huỳnh quang >1800 RFU, đạt tỷ lệ 100% thí 

nghiệm dương tính. Từ đó, giới hạn phát hiện (LOD) đối với chất TCDD 

chuẩn của dòng tế bào HEK293-eGFP là 10-15 M. Pieterse và đồng tác giả 

(2013) đã tạo dòng tế bào ổn định H4IIe-pDREtataLuc ở chuột có ngưỡng 

phát hiện 5,2x10-11 M B[a]P [75]. Theo Han và đồng tác giả (2004) đã công 

bố dòng tế bào luciferase H1L1.1c2 và dòng tế bào phát quang GFP 

H1G1.1c3 ở chuột có ngưỡng phát hiện nằm trong khoảng 10-13 M đến 10-12 

M TCDD [76]. So với các nghiên cứu trước đây, ngưỡng phát hiện của dòng 

tế bào HEK293-eGFP đối với chất B[a]P và TCDD thấp hơn. Ngoài ra, 

STT Nồng độ TCDD chuẩn (M) Tín hiệu huỳnh quang (RFU) 

1 10-15 1803 

2 10-15 1925 

3 10-15 1907 

4 10-15 1794 

5 10-15 1756 

6 10-15 1865 

7 10-15 1842 

8 10-15 1853 

9 10-15 1915 

10 10-15 1802 
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ngưỡng phát hiện ở chất TCDD thấp hơn B[a]P là do TCDD có độc tính cao 

hơn và có ái lực mạnh hơn với thụ thể AhR trong tế bào nên chỉ cần ở nồng 

độ rất thấp TCDD đã kích thích tế bào cảm ứng, biểu hiện GFP. Điều này 

cũng phù hợp với kết quả nghiên cứu của tác giả Han và cộng sự công bố năm 

2004 [76]. 

Khi thử nghiệm với chất chuẩn TCDD hoặc B[a]P thấy rằng tín hiệu 

huỳnh quang phát ra ở dòng tế bào HepG2-eGFP cao hơn hẳn so với dòng tế 

bào HEK293-eGFP. Chẳng hạn, đối với chất B[a]P, tín hiệu huỳnh quang của 

dòng HEK293-eGFP đạt cao nhất 2067 RFU ở nồng độ 5x10-11 M, còn tín 

hiệu huỳnh quang của dòng HepG2-eGFP cao nhất 3403RFU ở nồng độ 10-11 

M. Tương tự, khi thử với TCDD, dòng HEK293-eGFP phát tín hiệu huỳnh 

quang cao nhất 3092 RFU ở nồng độ 10-13 M, trong khi ở nồng độ 10-12 M 

dòng HepG2-eGFP cho tín hiệu huỳnh quang 5353 RFU. Như vậy, khi so 

sánh giữa 2 dòng tế bào chuyển gen cho thấy dòng tế bào HepG2-eGFP có 

cường độ tín hiệu huỳnh quang cao hơn và ngưỡng phát hiện thấp hơn dòng tế 

bào HEK-eGFP khi thử nghiệm với chất TCDD và B[a]P chuẩn. Kết quả thu 

được phù hợp với công bố của Budin và cộng sự (2021) đã nghiên cứu tạo 

dòng DRhuman CALUX trên các dòng tế bào người: U2OS, HepG2, C2Bbe1, 

HT-29 và HEK293 sử dụng vector pGudluc1.1. Khi thử nghiệm các dòng tế 

bào tạo ra với 2,3,7,8-TCDD ở cùng nồng độ, dòng tế bào chuyển gen HepG2 

cho tín hiệu phát quang cao nhất trong các dòng tế bào [77]. Do đó, dòng tế 

bào HepG2-eGFP được lựa chọn để thực hiện các thí nghiệm tiếp theo.  
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KẾT LUẬN VÀ KIẾN NGHỊ 

KẾT LUẬN 

1. Đã tạo thành công dòng tế bào HepG2-Luc mang cấu trúc DREs và gen 

phát quang luciferase. Dòng tế bào được chọn lọc có nồng độ plasmid 

p4xDRE-Luc cao, có khả năng phát hiện chất chuẩn B[a]P- là dẫn xuất của 

dioxin 

2. Thiết kế và tạo thành công 2 dòng tế bào: 

- Dòng HEK293-eGFP mang plasmid tái tổ hợp pDRE-cDNA3.1(+) eGFP 

chứa trình tự DRE và gen phát quang GFP, có khả năng phát tín hiệu huỳnh 

quang khi tiếp xúc với chất TCDD chuẩn có ngưỡng phát hiện 10-15 M và chất 

B[a]P chuẩn với ngưỡng phát hiện 10-13 M. 

  - Dòng tế bào HepG2-eGFP mang cấu trúc DREs và gen phát huỳnh quang 

eGFP, có khả năng phân tích chất chuẩn B[a]P với ngưỡng phát hiện 10-15M; 

khoảng phát hiện (10-16M – 10-11M) và chất chuẩn 2,3,7,8-TCDD với ngưỡng 

phát hiện 10-16 M. 

KIẾN NGHỊ 

- Tiếp tục đánh giá độ ổn định, độ tái lặp, độ không đảm bảo đo của dòng tế 

bào thu được, xác định khoảng phát hiện của dòng tế bào HepG2-eGFP với 

dioxin, thử nghiệm dòng tế bào chuyển gen HepG2-eGFP với các mẫu thực 

thực tế nghi nhiễm dioxin hoặc các chất dẫn xuất.  

- Tiến hành làm nghiên cứu so sánh khả năng phát hiện dioxin và các chất dẫn 

xuất của dòng tế bào tạo ra với dòng tế bào thương mại trên thị trường.  
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