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Bµi tãm t¾t 
 

Beta-galactosidaza lµ enzym ®−îc sö dông réng r·i kh«ng chØ trong nghiªn 

cøu mµ cßn ®−îc sö dông trong c«ng nghiÖp thùc phÈm, y d−îc. §iÓn h×nh trong 

qu¸ tr×nh lªn men b¬ s÷a, beta-galactosidaza ®−îc bæ sung ®Ó tr¸nh kh¶ n¨ng kÕt 

tinh lactoza vµ lµm t¨ng ®é ngät cña s¶n phÈm, trong c«ng nghiÖp d−îc, chóng 

®−îc sö dông lµm thuèc trî tiªu ho¸ cho nh÷ng ng−êi thiÕu kh¶ n¨ng hÊp thô 

lactoza vµ mét sè bÖnh kh¸c. Enzyme nµy rÊt phæ biÕn ë nhiÒu vi sinh vËt vµ ®· 

®−îc s¶n xuÊt ë møc ®é c«ng nghiÖp ®Ó øng dông. Tuy nhiªn, viÖc lªn men nh÷ng 

chñng vi sinh vËt nµy ®Ó thu enzim còng gÆp khã kh¨n do chñng kh«ng cã kh¶ 

n¨ng tæng hîp enzim ë møc ®é cao, kh«ng cã c¬ chÕ ®Ó ®iÒu khiÓn sù biÓu hiÖn 

cña gen m· ho¸ cho enzim, ngoµi ra viÖc tinh s¹ch enzim còng gÆp nhiÒu trë ng¹i 

do enzim bÞ lÉn nhiÒu protein cña vi sinh vËt chñ. Tõ nh÷ng khã kh¨n nªu trªn, 

chóng t«i ®· ®Æt ra môc ®Ých lµ t¹o ra chñng E. coli t¸i tæ hîp cã kh¶ n¨ng tæng 

hîp l−îng lín enzim beta-galactosidaza d−íi sù ®iÒu khiÓn phiªn m· cña T7-

promot¬ vµ enzim ®−îc t¹o ra tõ chñng t¸i tæ hîp ®−îc tinh s¹ch dÔ dµng nhê cét 

s¾c ký ¸i lùc. Gen m· ho¸ cho beta-galactosidaza tõ E. coli ATCC11105 ®−îc nh©n 

lªn b»ng PCR vµ ®−îc ®−a vµo vect¬ biÓu hiÖn pET22b(+) sau ®ã ®−îc biÕn n¹p 

vµo chñng E. coli BL21. C¸c dßng biÕn n¹p ®−îc chän läc trùc tiÕp trªn m«i tr−êng 

chøa c¬ chÊt Xgal. Chóng t«i ®· tèi −u ho¸ viÖc tæng hîp enzim tõ chñng E. coli t¸i 

tæ hîp vµ thu ®−îc l−îng lín enzim beta-galactosidaza. ViÖc tæng hîp enzim ®−îc 

kiÓm so¸t chÆt chÏ d−íi sù c¶m øng cña IPTG. Enzim ®−îc tæng hîp tõ chñng t¸i 

tæ hîp cã chøa thªm 6 axit amin Histidin. §©y lµ tr×nh tù cho phÐp enzim ®−îc tinh 

s¹ch mét c¸ch dÔ dµng nhê dïng cét ¸i lùc g¾n ®Æc hiÖu víi Histidin. KÕt qu¶ 

chóng t«i ®· t¹o ®−îc chÕ phÈm enzim t¸i tæ hîp tinh s¹ch ë møc ®é phßng thÝ 

nghiÖm. 

Ng−îc l¹i víi beta-galactosidaza, enzim collagenaza chØ cã mÆt ë mét sè vi 

sinh vËt vµ ®éng vËt. Enzim nµy cã rÊt nhiÒu øng dông trong y häc nhê kh¶ n¨ng 

ph©n c¾t c¸c sîi collagen ë nh÷ng m« hoÆc da bÞ háng. Tuy nhiªn viÖc tinh s¹ch 

enzim nµy tõ c¸c chñng vi sinh vËt hoÆc m« ®éng vËt ®Ó øng dông gÆp rÊt nhiÒu 



khã kh¨n. Bªn c¹nh ®ã, gen m· ho¸ cho collagenaza tõ vi sinh vËt ch−a ®−îc 

nghiªn cøu nhiÒu. V× vËy ®Ó cã thÓ s¶n xuÊt l−îng lín enzim tõ chñng t¸i tæ hîp, 

®iÒu cÇn thiÕt tr−íc tiªn lµ ph¶i ph©n lËp ®−îc gen m· ho¸ cho enzim. Chñng 

Bacillus subtilis FS-2 ®−îc biÕt cã kh¶ n¨ng tæng hîp collagenza. §Ó ph©n lËp 

®−îc gen, chóng t«i ®· t¹o ng©n hµng hÖ gen cña chñng Bacillus trong vect¬ 

pUC18. Tõ ng©n hµng hÖ gen nµy chóng t«i ®· sµng läc ®Ó chän ra dßng plasmid 

cã chøa gen m· ho¸ cho collagenaza b»ng c¸ch cÊy tr¶i trªn m«i tr−êng cã chøa 

collagen. KÕt qu¶, trong kho¶ng gÇn 10 000 dßng biÕn n¹p chóng t«i ®· chän ®−îc 

mét dßng cã kh¶ n¨ng thuû ph©n collagen. §o¹n gen trong vect¬ pUC18 nµy cã 

kÝch th−íc trªn 3Kb ®· ®−îc ®äc tr×nh tù vµ so s¸nh trªn ng©n hµng gen quèc tÕ ®Ó 

t×m ra khung ®äc ®óng cña gen m· ho¸ collagenaza. 
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Më ®Çu 

Ngµy nay, cïng víi nh÷ng tiÕn bé cña khoa häc kü thuËt, c«ng nghÖ ADN t¸i tæ hîp 

còng ®¹t ®−îc rÊt nhiÒu thµnh tùu. ViÖc sö dông c«ng nghÖ ADN t¸i tæ hîp t¹o ra nh÷ng 

chñng vi sinh cã kh¶ n¨ng tæng hîp m¹nh c¸c enzyme ®Ó dïng lµm gièng khëi ®éng ®ang 

lµ mét h−íng chñ yÕu cña c«ng nghÖ sinh häc hiÖn ®¹i. 

β-Galactosidase lµ enzyme ®−îc nghiªn cøu tõ nh÷ng n¨m 50 cña thÕ kû tr−íc. 

Enzyme nµy ®−îc nghiªn cøu kü h¬n sau khi Jacob vµ Monod ®−a ra m« h×nh ®iÒu khiÓn 

cña operon Lac. β-Galactosidase cã thÓ ®−îc t×m thÊy ë rÊt nhiÒu loµi ®éng vËt, thùc vËt, 

nÊm vµ vi khuÈn. β-Galactosidase cßn ®−îc gäi lµ lactaza v× chóng cã kh¶ n¨ng ph©n gi¶i 

lactoza thµnh glucoza vµ galactoza. Nhê kh¶ n¨ng nµy mµ β-galactosidase ®−îc sö dông 

trong nhiÒu ngµnh c«ng nghiÖp nh− c«ng nghiÖp thùc phÈm, y d−îc. Trong c«ng nghiÖp 

thùc phÈm, β-galactosidase ®−îc bæ sung vµo qu¸ tr×nh lªn men b¬ s÷a ®Ó tr¸nh sù kÕt tinh 

lactoza vµ t¨ng ®é ngät cña s¶n phÈm.  Trong y d−îc, chóng ®−îc sö dông lµm thuèc trî 

tiªu ho¸ cho nh÷ng ng−êi thiÕu kh¶ n¨ng hÊp thô lactoza hoÆc bæ sung cho nh÷ng ng−êi bÞ 

bÖnh GM1-gangliosidosis vµ bÖnh Morquio tÝp B do suy gi¶m ho¹t tÝnh cña β-galactosidase 

trong tÕ bµo. Ngoµi ra β-galactosidase cßn ®ãng vai trß lµm dÊu chuÈn ®Ó t¸ch vµ chän 

dßng ph©n tö trong kü thuËt ADN t¸i tæ hîp. β-Galactosidase cßn ®−îc øng dông trong kü 

thuËt ELISA v× chóng ho¹t ®éng víi nhiÒu c¬ chÊt sinh mµu tæng hîp nh− ONPG, PNPG, 

X-gal. Ng−îc l¹i, collagenase chØ cã ë mét sè giíi h¹n sinh vËt vµ chñ yÕu lµ ë c¸c m« cña 

®éng vËt cã x−¬ng sèng. Collagenase còng ®−îc c¸c nhµ khoa häc trªn thÕ giíi ®Æc biÖt 

quan t©m nghiªn cøu vµ øng dông rÊt réng r·i trong y häc nh− ®Ó ch÷a c¸c vÕt báng, vïng 

m« bÞ tho¸i ho¸, ... Tuy nhiªn viÖc tinh s¹ch enzyme nµy cho viÖc øng dông gÆp rÊt nhiÒu 

khã kh¨n vµ ®ßi hái chi phÝ tèn kÐm. Tõ nh÷ng trë ng¹i trªn mét vÊn ®Ò ®Æt ra cho c¸c nhµ 

khoa häc lµ lµm thÕ nµo ®Ó cã thÓ thu ®−îc l−îng lín c¸c enzyme nµy mét c¸ch dÔ dµng vµ 

enzyme cã ®é tinh s¹ch cao. B»ng kü thuËt di truyÒn vµ t¸i tæ hîp gien, chóng t«i ®· tiÕn 

hµnh ®Ò tµi “Nghiªn cøu ph©n lËp tuyÓn chän vµ t¹o chñng gièng b»ng kü thuËt di truyÒn ®Ó 

sinh tæng hîp enzyme β- galactosidase cã hiÖu suÊt cao. Nghiªn cøu ph©n lËp tuyÓn chän 

vµ t¹o chñng gièng sinh tæng hîp enzyme collagenase vµ øng dông trong thùc phÈm”. §Ò 

tµi gåm c¸c phÇn sau: (1) nhËn ®−îc gien m· ho¸ β-galactosidase tõ chñng vi khuÈn E. coli 

ATCC11105; (2) t¹o ®−îc chñng E. coli BL21 t¸i tæ hîp cã kh¶ n¨ng tæng hîp l−îng lín 

enzyme β-galactosidase , enzyme nµy ®−îc tinh s¹ch mét c¸ch dÔ dµng; (3) NhËn ®−îc 

ng©n hµng gien cña chñng Bacillus subtilis FS-2, chñng nµy cã kh¶ n¨ng tæng hîp 
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collagenase. §Ò tµi ®−îc thùc hiÖn t¹i Phßng Kü thuËt Di truyÒn - ViÖn C«ng nghÖ Sinh 

häc.   

1. Nghiªn cøu ph©n lËp tuyÓn chän vµ t¹o chñng gièng b»ng kü 

thuËt di truyÒn ®Ó sinh tæng hîp enzyme β- galactosidase cã 

hiÖu suÊt cao 

1.1. Tæng quan tµi liÖu 

1.1.1. §¹i c−¬ng vÒ β-galactosidase  

β-Galactosidase (β-D-galactoside galactohydrolase E.C. 3.2.1.23) lµ enzyme cã kh¶ 

n¨ng xóc t¸c cho hai kiÓu ph¶n øng: ph¶n øng chuyÓn gèc galactozyl vµ ph¶n øng thuû 

ph©n. Nhê kh¶ n¨ng chuyÓn gèc galactozyl cña β-galactosidase mµ lactoza cã thÓ chuyÓn 

thµnh allolactoza, mét chÊt c¶m øng tù nhiªn cña operon Lac. Ph¶n øng thuû ph©n chÝnh 

cña β-galactosidase lµ thuû ph©n ®−êng ®«i lactoza thµnh hai ®−êng ®¬n glucoza vµ 

galactoza. Ngoµi ra, nã cßn cã thÓ xóc t¸c ph¶n øng thuû ph©n c¸c liªn kÕt β-D-galactosit 

tõ ®Çu kh«ng khö cña c¸c hîp chÊt hydrocacbon, glycoprotein, hoÆc galactolipit [5], [6], 

[11], [15]. 

β-Galactosidase tõ c¸c loµi nÊm men cã nh÷ng nÐt ®Æc tr−ng vÒ mÆt cÊu tróc còng 

nh− vÒ khèi l−îng ph©n tö. VÝ dô; β-Galactosidase cña Saccharomyces lactis chØ cã mét 

tiÓu ®¬n vÞ víi khèi l−îng ph©n tö 124 kDa, cã thÓ ho¹t ®éng ®−îc ë 4oC. Nhê vËy mµ β-

galactosidase nµy ®−îc sö dông trong c«ng nghiÖp thùc phÈm khi chÕ biÕn c¸c s¶n phÈm b¬ 

s÷a trong ®iÒu kiÖn l¹nh nh»m øc chÕ sù sinh tr−ëng cña c¸c lo¹i vi khuÈn. β-Galactosidase 

ë S. fragilis cã hai tiÓu ®¬n vÞ, cã khèi l−îng ph©n tö t−¬ng øng lµ 90 vµ 120 kDa, vµ chøa 

mét sè ion kim lo¹i nh− Na+, K+. β-Galactosidase cña S. lactis cã häat tÝnh cao nhÊt khi 

nång ®é cña Na+ hay K+ ë 40-100 mM vµ nång ®é cña Mn++ lµ 0,1-1mM. HiÖn nay, ng−êi 

ta ®· tiÕn hµnh t¸ch dßng vµ biÓu hiÖn gien m· ho¸ β-galactosidase ë nÊm men nh»m t¹o ra 

chñng cã kh¶ n¨ng tæng hîp β-galactosidase m¹nh vµ ®· ®¹t ®−îc mét sè kÕt qu¶ nhÊt ®Þnh 

[5], [6]. 

β-Galactosidase ë vi khuÈn lµ lo¹i enzyme ngo¹i bµo. Sau khi ®−îc tæng hîp, nã 

®−îc tiÕt ra ngoµi m«i tr−êng hoÆc ®−îc tiÕt vµo khoang chu chÊt. §©y lµ mét enzyme thÝch 

øng ®iÓn h×nh, ®−îc tæng hîp khi trong m«i tr−êng chØ cã ®−êng lactoza hay c¸c chÊt cã 
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cÊu tróc t−¬ng tù lactoza nh− axit lactobiotic. β-Galactosidase cña vi khuÈn cã khèi l−îng 

ph©n tö kh¸ lín (trªn 100 kDa), th−êng ho¹t ®éng tèi −u ë 37oC trong ®iÒu kiÖn m«i tr−êng 

cã ®é pH trung b×nh (6,0-8,0). β-Galactosidase lµ enzyme kh«ng chÞu nhiÖt, khi nhiÖt ®é 

t¨ng lªn 550C th× ho¹t tÝnh cña enzyme hÇu nh− bÞ mÊt. Enzyme nµy ho¹t ®éng víi hai lo¹i 

c¬ chÊt tæng hîp lµ ONPG vµ PNPG, mçi lo¹i enzyme cã ¸i lùc kh¸c nhau víi mçi lo¹i c¬ 

chÊt kh¸c nhau. 

β - Galactosidase cña vi khuÈn rÊt ®a d¹ng vµ phong phó vÒ cÊu t¹o còng nh− kÝch 

th−íc. β-Galactosidase cña Thermus sp A4 chØ cã mét tiÓu ®¬n vÞ cã träng l−îng 75 kDa 

cßn cña T. aquaticus l¹i cã khèi l−îng rÊt lín, h¬n 700 kDa víi bèn tiÓu ®¬n vÞ gièng nhau. 

MÆc dï vËy, ®iÒu thó vÞ lµ c¸c tiÓu ®¬n vÞ cña β-galactosidase ë nhiÒu loµi vi khuÈn kh¸c 

nhau l¹i cã kÝch th−íc vµ khèi l−îng ph©n tö gÇn gièng nhau [12], [15]. 

1.1.2. β-Galactosidase cña E. coli  

1.1.2.1. CÊu tróc  

β-Galactosidase cña E. coli lµ mét enzyme cã cÊu tróc bËc bèn víi bèn tiÓu ®¬n vÞ 

gièng nhau, mçi tiÓu ®¬n vÞ ®−îc t¹o thµnh tõ mét chuçi polypeptide träng l−îng 116 kDa 

víi 1023 axit amin. C¸c axit amin cuén xo¾n l¹i t¹o thµnh n¨m vïng chøc n¨ng (domain) 

xÕp xung quanh mét cÊu tróc vßng trèng (α/β) ë trung t©m. C¸c vïng chøc n¨ng nµy cã 

c¸ch cuén xo¾n kh¸c nhau, vïng 1 cuén theo kiÓu jelly roll, vïng 2 vµ vïng 4 l¹i cuén theo 

kiÓu cÊu tróc cña globulin miÔn dÞch, vïng 3 cuén theo kiÓu vßng trèng (α/β)8 vµ vïng 5 

cuén theo kiÓu supersandwich [13], (Juers, Matthews, 1994). 
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H×nh 1: CÊu tróc mét tiÓu ®¬n vÞ cña β-galactosidaza 
cña E. coli vµ trung t©m ho¹t ®éng cña enzym 

 

1.1.2.2.  Trung t©m ho¹t ®éng  

Trung t©m ho¹t ®éng cña β-galactosidase bao gåm bèn vïng chøc n¨ng kh¸c nhau, 

n»m trªn hai tiÓu ®¬n vÞ liÒn kÒ vµ t¹o thµnh h×nh mét tói nhá cã kÝch th−íc võa khÝt víi 

kÝch th−íc cña ph©n tö lactoza. Trung t©m nµy n»m ë ngay ®Çu cña vïng 3, kÕt hîp víi c¸c 

gèc cña vïng 1 vµ 5 trªn cïng tiÓu ®¬n vÞ vµ cña vïng 2 trªn tiÓu ®¬n vÞ kh¸c. Trong trung 

t©m ho¹t ®éng cña enzyme cã mét ion Na+, ngoµi ra khi ho¹t ®éng enzyme nµy cßn cÇn sù 

cã mÆt cña ion Mg2+, c¸c ion nµy ®ãng vai trß lµm æn ®Þnh cÊu tróc cña β-galactosidase 

trong tr¹ng th¸i chuyÓn tiÕp. Tõ c¸c nghiªn cøu ®ét biÕn ®iÓm cã ®Þnh h−íng, ng−êi ta ®· 

x¸c ®Þnh ®−îc r»ng c¸c gèc Tyr503, Glu537, His540, Trp999 ®ãng vai trß quan träng trong 

ph¶n øng g¾n víi c¬ chÊt, lµm biÕn ®æi cÊu tróc cña c¬ chÊt, ph¸ vì liªn kÕt β-D-galactosit 

vµ h×nh thµnh c¸c liªn kÕt míi trong trung t©m ho¹t ®éng cña enzyme.  

1.1.2.3.  Ho¹t ®éng cña enzyme  

β-Galactosidase cña E. coli bÒn trong kho¶ng pH tõ 6,0-8,0 vµ ho¹t ®éng tèi −u ë 

37oC trong m«i tr−êng cã ®é pH =7,4. C¸c ion d−¬ng ho¸ trÞ mét vµ alcohol cã t¸c dông 

lµm t¨ng ho¹t tÝnh cña enzyme, trong khi ®ã β-mercaptoetanol l¹i øc chÕ sù ho¹t ®éng cña 
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enzyme nµy. C¶ hai ®−êng ®¬n glucoza vµ galactoza ®Òu øc chÕ sù ho¹t ®éng cña enzyme, 

galactoza øc chÕ c¹nh tranh víi lactoza cßn glucoza l¹i øc chÕ kh«ng c¹nh tranh. Trong m«i 

tr−êng cã ®é pH thÝch hîp β-galactosidase gi÷ ®−îc ho¹t tÝnh sau 4-6 th¸ng b¶o qu¶n ë 

50C. §©y lµ mét enzyme kh«ng bÒn nhiÖt, ë 55oC enzyme mÊt ho¹t tÝnh sau 40 phót trong 

m«i tr−êng cã Mg2+ vµ sau 10 phót trong m«i tr−êng kh«ng cã Mg2+. β-galactosidase cña E. 

coli ho¹t ®éng tèt ®èi víi c¬ chÊt ONPG (o-nitrophenyl β-D-galactopyranoside) vµ Ýt ho¹t 

®éng víi c¬ chÊt PNPG (p-nitrophenyl β-D-galactopyranoside) ®−îc thÓ hiÖn ë gi¸ trÞ Km 

t−¬ng øng. 

1.1.3.  øng dông cña β-galactosidase  

β-Galactosidase lµ mét trong nh÷ng enzyme cã nhiÒu øng dông nhÊt trong nhiÒu 

ngµnh c«ng nghiÖp còng nh− trong nghiªn cøu sinh häc ph©n tö. 

Trong c«ng nghiÖp thùc phÈm, β-galactosidase ®−îc bæ sung vµo qu¸ tr×nh lªn men 

b¬ s÷a ®Ó tr¸nh sù kÕt tinh lactoza vµ t¨ng ®é ngät cña s¶n phÈm. 

 Trong c«ng nghiÖp d−îc chóng ®−îc sö dông lµm thuèc trî tiªu ho¸ cho nh÷ng 

ng−êi thiÕu kh¶ n¨ng hÊp thô lactoza hoÆc bæ sung cho nh÷ng ng−êi bÞ bÖnh GM1-

gangliosidosis vµ bÖnh Morquio tÝp B do ho¹t tÝnh cña β-galactosidase trong tÕ bµo bÞ suy 

gi¶m. 

 Trong kü thuËt ADN t¸i tæ hîp, β-galactosidase ®ãng vai trß dÊu chuÈn trong qu¸ 

tr×nh t¸ch vµ chän dßng ph©n tö.  

 β-Galactosidase cßn ®−îc øng dông trong kü thuËt ELISA v× chóng ho¹t ®éng víi 

nhiÒu c¬ chÊt sinh mµu tæng hîp nh− ONPG, PNPG, X-gal. 

Tõ nh÷ng ý nghÜa thùc tiÔn trªn mµ β-galactosidase ®· ®−îc c¸c nhµ khoa häc quan 

t©m ®Ó t¸ch chiÕt enzyme tõ nhiÒu nguån sinh vËt kh¸c nhau, vµ tiÕn hµnh nghiªn cøu s¶n 

xuÊt ë quy m« c«ng nghiÖp. Tuy nhiªn viÖc tinh s¹ch enzyme gÆp nhiÒu khã kh¨n do lÉn 

víi nhiÒu lo¹i protein cña vi khuÈn. ViÖc nghiªn cøu t¹o chñng vi sinh cã kh¶ n¨ng tæng 

hîp cao β-galactosidase b»ng kü thuËt t¸i tæ hîp ADN lµ mét trong nh÷ng h−íng nghiªn 

cøu nh»m gi¶i quyÕt nh÷ng h¹n chÕ trong s¶n xuÊt vµ tinh s¹ch β-galactosidase c«ng 

nghiÖp hiÖn nay. §Ó tiÕn hµnh h−íng nghiªn cøu nµy, chóng t«i chän hÖ biÓu hiÖn trong E. 

coli ®Ó biÓu hiÖn gien. 
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1.2. ph−¬ng ph¸p 

1.2.1. T¸ch chiÕt ADN hÖ gien cña vi khuÈn E. coli ATCC 11105 

 Vi khuÈn E. coli ATCC 11105 ®−îc nu«i cÊy trong 5ml ë 37oC qua ®ªm ®Õn pha æn 

®Þnh. TÕ bµo vi khuÈn ®−îc ph¸ vì b»ng SDS 1%. Protein b¸m AND ®−îc ph©n c¾t b»ng 

proteinaza K. Sau ®ã protein ®−îc lo¹i b»ng phenol/chlorform/ isoamylancohol. ADN hÖ 

gien ®−îc tña b»ng ethanol 100%.     

1.2.2. Nh©n gien LacZ m· ho¸ β-galactosidase b»ng kü thuËt PCR 

 Dùa vµo tr×nh tù gien LacZ cña E. coli trong ng©n hµng gien quèc tÕ (gi:7428187), 

cÆp måi LacZF1-NcoI vµ LacZR2-XhoI ®−îc thiÕt ®Ó dïng cho PCR (h·ng GIENSET 

Singapore Biotech.Pte Ltd tæng hîp). PCR ®−îc tiÕn hµnh nh− sau: BiÕn tÝnh ADN ë 940C 

trong 3 phót; nh©n ADN b»ng 25 chu tr×nh nhiÖt víi c¸c b−íc sau: 940C trong 1 phót, 550C 

1 phót, 720C trong 1 phót 30 gi©y. Ph¶n øng nh©n ADN kÕt thóc ë 720C trong 8 phót. ADN 

®−îc gi÷ ë 40C sau khi kÕt thóc PCR. 

1.2.3. §−a gien LacZ vµo vect¬ pET-22b(+)  

§Ó ®−a gien lacZ vµo vect¬ pET-22b(+) t¹i vÞ trÝ NcoI vµ XhoI trong vïng ®a nèi, 

s¶n phÈm PCR vµ vect¬ pET-22b(+) ®−îc xö lý b»ng hai enzyme h¹n chÕ NcoI vµ XhoI. 

§o¹n gien lacZ vµ plasmid sau khi xö lý cã kÝch th−íc t−¬ng øng  ~ 3 kb vµ ~ 5,4 kb ®−îc 

nèi l¹i víi nhau b»ng ADN ligaza. S¶n phÈm ph¶n øng nèi ghÐp ®−îc biÕn n¹p vµo tÕ bµo 

E. coli BL 21.   

1.2.4.  BiÕn n¹p ADN plasmid vµo tÕ bµo E. coli BL21 b»ng xung ®iÖn  

 TÕ bµo vi khuÈn ®−îc lµm trÎ ho¸ ®Õn ®Çu pha log vµ ®−îc lµm s¹ch b»ng c¸ch röa 

nhiÒu lÇn b»ng n−íc cÊt v« trïng khö ion. D−íi t¸c dông cña ®iÖn tr−êng cùc lín, mµng tÕ 

bµo gi·n ra, nhê ®ã ADN di chuyÓn theo ®iÖn tr−êng x©m nhËp vµo trong tÕ bµo. Khi ngõng 

xung ®iÖn, cÊu tróc cña mµng phôc håi vµ gi÷ ADN l¹ ë bªn trong tÕ bµo.  Trªn plasmid cã 

gien kh¸ng kh¸ng sinh nªn chóng t«i dÔ dµng t×m thÊy c¸c dßng tÕ bµo E. coli BL21 mang 

plasmid b»ng c¸ch chän läc trªn m«i tr−êng cã kh¸ng sinh t−¬ng øng. 
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1.2.5.  T¸ch chiÕt ADN plasmid tõ vi khuÈn E. coli 

 C¸c tÕ bµo E. coli mang plasmid ®−îc nu«i ®Õn pha c©n b»ng th× ®−îc ly t©m thu 

l¹i. Thµnh vµ mµng tÕ bµo bÞ ph¸ b»ng chÊt NaOH vµ SDS ®ßng thêi ADN còng ®−îc biÕn 

tÝnh. Sau ®ã ADN ®−îc håi tÝnh trë l¹i b»ng c¸ch trung hoµ ®é pH cña dung dÞch. AND hÖ 

gien vµ protein ®−îc tña l¹i b»ng dung dÞch trung hoµ. ADN plasmid hoµ tan ®−îc t¸ch 

khái tña b»ng ly t©m råi ®−îc tña l¹i b»ng cån. 

1.2.6.  Xö lý ADN plasmid b»ng hai enzyme h¹n chÕ Nco I vµ Xho I. 

Ph¶n øng c¾t ADN plasmid b»ng hai enzyme NcoI vµ XhoI víi tæng thÓ tÝch lµ 60 µl 

cã thµnh phÇn nh− sau: 

+ §Öm 10 lÇn thÝch hîp       : 6 µl    

+ ADN plasmid                  : 15 µl    

+ NcoI                               : 0,8 µl    

+ XhoI                              : 0,8 µl    

+ N−íc khö ion v« trïng     : 37,4 µl 

Hçn hîp cña ph¶n øng ®−îc trén ®Òu vµ ñ ë 37°C trong 3 giê.  

1.2.7. §Þnh tÝnh sù biÓu hiÖn cña gien trªn m«i tr−êng ®Æc 

CÊy v¹ch mét khuÈn l¹c cña vi khuÈn E. coli BL21 mang vect¬ pET-22bLacZ trªn 

m«i tr−êng LB ®Æc + Amp + IPTG + X-gal. §èi chøng lµ mét khuÈn l¹c ®¬n cña vi khuÈn 

E. coli BL21 mang vect¬ pET-22b(+) cÊy trªn cïng mét ®Üa. Nu«i ë 37oC qua ®ªm, lÊy ra 

®Ó vµo tñ l¹nh 4oC trong 5 giê, quan s¸t sù kh¸c biÖt vÒ mµu s¾c khuÈn l¹c. 

1.2.8. BiÓu hiÖn β-galactosidase trong m«i tr−êng láng 

- CÊy mét khuÈn l¹c vµo 50 ml m«i tr−êng LB láng + Amp. Nu«i l¾c qua ®ªm ë 37oC, 

200vßng/phót. 

- ChuyÓn 2ml dÞch huyÒn phï nu«i cÊy ë trªn sang 100 ml m«i tr−êng LB láng + Amp. 

Nu«i l¾c ë 370C, 200 vßng/phót trong 2 – 2,5 giê ®Ó ®¹t OD600 = 0,8. 
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- C¶m øng: Bæ sung IPTG ®Õn nång ®é cuèi cïng lµ 0,5 mM, chuyÓn sang nu«i l¾c ë 30oC, 

200 vßng/phót. LÇn l−ît lÊy mÉu ë c¸c thêi ®iÓm 0h, 1h, 2h, 3h, 4h, 5h mçi lÇn lÊy 2ml dÞch 

c¶m øng cho vµo èng Eppendorf 2ml. KiÓm tra s¶n phÈm c¶m øng trªn gel ®iÖn di 

polyacrylamid 10% 

1.2.9. Tinh s¹ch protein b»ng cét s¾c kÝ ¸i lùc [8] 

Ph−¬ng ph¸p tinh s¹ch b»ng cét ¸i lùc Talon dùa vµo liªn kÕt ¸i lùc gi÷a ion Coban 

(Co2+) víi vßng imidazol cña Histidin. C¸c Histidin ë cµng gÇn nhau trªn chuçi polypepetit 

th× liªn kÕt gi÷a chóng víi ion Coban cµng m¹nh. Khi ®−a dÞch chiÕt th« cña tÕ bµo lªn cét 

vµ röa b»ng ®Öm nhiÒu lÇn th× chØ cßn protein t¸i tæ hîp cã ®u«i gåm 6 Histidin ®−îc gi÷ 

l¹i. Imidazol trong ®Öm thu mÉu cã nång ®é cao sÏ c¹nh tranh víi c¸c ph©n tö protein t¸i tæ 

hîp do ®ã ®Èy c¸c ph©n tö protein t¸i tæ hîp ra khái c¸c ion Coban. KiÓm tra møc ®é tinh 

s¹ch cña enzyme b»ng ®iÖn di biÕn tÝnh trªn gel polyacrylamit 10%. 

1.2.10. X¸c ®Þnh ho¹t tÝnh enzyme 

 ONPG lµ chÊt kh«ng mµu nh−ng s¶n phÈm thuû ph©n cña nã lµ ONP – (o - 

nitrophenyl) l¹i cã mµu vµng da cam vµ hÊp thô cùc ®¹i ë b−íc sãng 420 nm. §é hÊp thô 

cña 1nmol/ml ONP - ë b−íc sãng 420 nm lµ 0,0045 trong cuvÐt 1 cm. Cïng mét l−îng β-

galactosidase xóc t¸c ph¶n øng thuû ph©n ONPG ë c¸c nång ®é kh¸c nhau th× tèc ®é t¹o 

mµu lµ kh¸c nhau. §o tèc ®é t¹o mµu ban ®Çu cña c¸c ph¶n øng nµy vµ ¸p dông ph−¬ng 

tr×nh Lineweaver - Buck th× cã thÓ x¸c ®Þnh ®−îc ho¹t tÝnh cña β-galactosidase. 

1.3. KÕt qu¶ vµ th¶o luËn 

Gien lacZ cña vi khuÈn E. coli ATCC11105 ®· ®uîc t¸ch dßng vµ ®−a vµo vect¬ 

biÓu hiÖn pET-22b(+), ®Ó t¹o thµnh vect¬ pET-22bLacZ. Quy tr×nh thiÕt kÕ vect¬ biÓu hiÖn 

pET-22bLacZ ®Ó biÓu hiÖn trong chñng biÓu hiÖn E. coli BL21 nh− sau: ®o¹n gien lacZ sau 

khi ®−îc nh©n lªn b»ng kü thuËt PCR tõ ADN hÖ gien cña E. coli ATCC11105 vµ ADN 

plasmid pET-22b(+) cïng ®−îc xö lÝ b»ng hai enzyme h¹n chÕ XhoI vµ NcoI, sau ®ã hai s¶n 

phÈm cña ph¶n øng c¾t ®−îc nèi l¹i víi nhau b»ng ADN ligaza ®Ó t¹o thµnh vect¬ biÓu hiÖn 

pET-22bLacZ.    

 Vect¬ biÓu hiÖn pET-22bLacZ ®−îc biÕn n¹p vµo tÕ bµo E. coli BL21 ®Ó t¹o chñng 

vi khuÈn t¸i tæ hîp mang vect¬ pET-22bLacZ cã kh¶ n¨ng tæng hîp cao β-galactosidase. 

E. coli BL21 lµ chñng ®· bÞ ®ét biÕn mÊt gien lon vµ ompT m· ho¸ cho proteinaza [16], v× 
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thÕ c¸c protein ngo¹i lai sau khi ®−îc tæng hîp sÏ kh«ng bÞ ph©n huû bëi proteinaza cña c¬ 

thÓ chñ. 

1.3.1. ThiÕt kÕ cÆp måi nh©n ®o¹n gien lacZ 

  Dùa vµo tr×nh tù ®o¹n gien lacZ cña E.coli trong ng©n hµng gien quèc tÕ, chóng t«i 

®· thiÕt kÕ cÆp måi dïng ®Ó nh©n gien lacZ m· ho¸ cho β-galactosidase tõ hÖ gien cña E. 

coli BL21. Dù ®Þnh gien lacZ sÏ ®−îc ®−a vµo vect¬ pET22b(+) b»ng ®iÓm c¾t NcoI vµ 

XhoI nªn trªn hai ®o¹n måi chóng t«i còng thiÕt kÕ thªm c¸c tr×nh tù t−¬ng øng cña hai 

enzyme h¹n chÕ ®ã. Hai cÆp måi cã tr×nh tù nh− sau: 

- Måi ®Çu 5’ LacZ-NcoI: 5’ GCCATGGTGACCATGATTCAGGATT- 3’  

- Måi ®Çu 3’ LacZ-XhoI: 5’ – CCGCTGGAGTTTTTGACACCAGACCAA- 3’  

1.3.2. Nh©n ®o¹n gien lacZ b»ng ph−¬ng ph¸p PCR 

 Tõ hÖ gien vi khuÈn E.coli ATCC11105, b»ng hai cÆp måi ®· ®−îc thiÕt kÕ ë trªn 

chóng t«i ®· tiÕn hµnh PCR nh©n gien lacZ.  S¶n phÈm PCR cã chiÒu dµi kho¶ng 3kb vµ 

®−îc kiÓm tra trªn gel agarose 0,8% (H×nh 2). 

 

 

   
Kb 

 
 
3 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    1           2
 
H×nh 2: S¶n phÈm PCR nh©n ®o¹n gien lacZ trªn gel agarose 0,8%

  §−êng ch¹y sè 1: thang ADN chuÈn 

  §−êng ch¹y sè 2: s¶n phÈm PCR 
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1.3.3. ThiÕt kÕ vect¬ biÓu hiÖn pET-22blacZ 

1.3.3.1. §−a gien lacZ vµo vect¬ pET-22b(+) 

Vect¬ pET-22b(+) vµ s¶n phÈm PCR nh©n gien lacZ ®−îc xö lý b»ng hai enzyme 

h¹n chÕ NcoI vµ XhoI. S¶n phÈm sau khi c¾t lµ mét b¨ng s¸ng, râ chøng tá pET-22b(+) ®· 

®−îc më vßng hoµn toµn, t¹o ®iÒu kiÖn cho viÖc g¾n gien lacZ mét c¸ch dÔ dµng b»ng 

ADN ligaza (H×nh 3).  

S¶n phÈm lai ®−îc biÕn n¹p vµo chñng E. coli BL21 b»ng ph−¬ng ph¸p xung ®iÖn. 

Sau ®ã, c¸c thÓ biÕn n¹p ®−îc cÊy tr¶i trªn m«i tr−êng th¹ch ®Üa cã kh¸ng sinh Amp chän 

läc vµ ñ ë 370C qua ®ªm.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.3.3.2. Chän thÓ biÕn n¹p mang vect¬ biÓu hiÖn pET-22bLacZ 

H×nh 3: S¶n phÈm ph¶n øng c¾t pET-22b(+) vµ s¶n phÈm PCR b»ng NcoI vµ 

XhoI trªn gel agarose 0,8% 

§−êng ch¹y sè 1: thang ADN chuÈn 

§−êng ch¹y sè 2: vect¬ pET-22b 

§−êng ch¹y sè 3: s¶n phÈm PCR  

Kb
 
 
5 
 

3 

   1       2        3

Vect¬ pET-22bLacZ ®−îc biÕn n¹p vµo vi khuÈn E. coli BL21 b»ng ph−¬ng ph¸p 

xung ®iÖn. D−íi t¸c dông cña dßng ®iÖn mét chiÒu cùc m¹nh trong kho¶ng thêi gian ng¾n 

4,7-5 gi©y, ®iÖn tÝch mµng tÕ bµo bÞ thay ®æi vµ ADN cã thÓ x©m nhËp vµo tÕ bµo mét c¸ch 

dÔ dµng. C¸c tÕ bµo sau khi biÕn n¹p ®−îc tr¶i trªn m«i tr−êng LB chøa Amp, X-gal, IPTG 
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vµ nu«i ë 370C qua ®ªm. KÕt qu¶ lµ trªn mçi ®Üa petri mäc kh¸ nhiÒu khuÈn l¹c. Trªn ®Üa 

xuÊt hiÖn hai lo¹i khuÈn l¹c, khuÈn l¹c mµu xanh vµ khuÈn l¹c mµu tr¾ng. §©y lµ nh÷ng 

khuÈn l¹c gåm c¸c thÓ biÕn n¹p cã chøa vect¬ v× nh÷ng tÕ bµo kh«ng mang vect¬ ®· bÞ ¸p 

lùc chän läc ampicillin ®µo th¶i. Chän ngÉu nhiªn mét sè khuÈn l¹c t¸ch plasmid ®Ó kiÓm 

tra. ADN plasmid ®−îc t¸ch tõ c¸c khuÈn l¹c ®¬n kh¸c nhau ®−îc kiÓm tra trªn gel ®iÖn di 

agarose 0,8%. Nh÷ng plasmid mang gien ngo¹i lai sÏ cã kÝch th−íc lín h¬n plasmid gèc. 

KÕt qu¶ cho thÊy, c¸c ADN plasmid t¸ch tõ c¸c khuÈn l¹c sè 3, 4, 5, 6, 7 lín h¬n nhiÒu so 

víi plasmid ®èi chøng pET-22b(+). C¸c khuÈn l¹c mang ADN plasmid nµy ®−îc chän ®Ó 

nghiªn cøu nh÷ng b−íc tiÕp theo. 

 

H×nh 4: ADN plasmit ®−îc t¸ch tõ c¸c thÓ biÕn n¹p kh¸c nhau trªn gel agarose 0,8% 

§−êng ch¹y §/C: pET-22b(+) 

§−êng ch¹y 1-13: plasmit tõ c¸c dßng khuÈn l¹c t¸i tæ hîp kh¸c nhau 

 1    2    3    4   5    6  §/C 7    8    9  10  11  12  13  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.3.3.3. KiÓm tra thÓ biÕn n¹p chøa vect¬ biÓu hiÖn 

§Ó kiÓm tra xem c¸c ADN plasmid t¸ch tõ c¸c khuÈn l¹c sè 4, 5, 6, 7 cã ®óng lµ 

pET-22blacZ hay kh«ng, chóng t«i tiÕn hµnh c¾t c¸c plasmid nµy l¹i b»ng hai enzyme h¹n 

chÕ NcoI vµ XhoI. §©y lµ hai enzyme ®· ®−îc dïng ®Ó c¾t vµ ®−a gien lacZ vµo vect¬ pET-

22b(+) ®Ó t¹o vect¬ biÓu hiÖn pET-22bLacZ. §óng nh− dù ®o¸n, c¸c plasmid nµy ®· cã 

thªm mét ®o¹n gien kÝch th−íc gÇn 3 Kb b»ng kÝch th−íc cña gien lacZ. Nh− vËy cã thÓ 

nãi chóng t«i ®· ®−a ®−îc gien lacZ vµo vect¬ pET-22b(+). 
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H×nh 5: ADN plasmid dßng sè 4, 5, 6, 7 trªn gel agarose 0,8% 
§−êng ch¹y sè 1: thang ADN chuÈn 
§−êng ch¹y sè 2-5: ADN plasmid dßng sè 4, 5, 6, 7 ®−îc c¾t b»ng

NcoI vµ XhoI  
§−êng ch¹y 6: ADN plasmid gèc 
§−êng ch¹y 7-10: ADN plasmid t¸ch tõ c¸c khuÈn l¹c 4, 5, 6, 7 

 

 
Kb 

 
5 
 

3 

   1        2       3     4      5       6      7      8       9      10  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.3.4. BiÓu hiÖn gien lacZ trong E. coli BL21 

1.3.4.1. §Þnh tÝnh kh¶ n¨ng biÓu hiÖn cña β-galactosidase trªn m«i tr−êng th¹ch ®Üa 

Khi trong m«i tr−êng nu«i cÊy cã mÆt chÊt c¶m øng IPTG, lËp tøc ph©n tö IPTG 

liªn kÕt ¸i lùc víi protein repress¬, lµm thay ®æi cÊu tróc kh«ng gian cña protein nµy. §Ó 

®Þnh tÝnh sù biÓu hiÖn β -galactosidase trong vi khuÈn E. coli BL21, chóng t«i chän hai 

dßng tÕ bµo cÊy v¹ch lªn m«i tr−êng th¹ch LB chøa Amp, IPTG, X-gal. Mét dßng tÕ bµo E. 

coli BL21 mang hÖ pET-22bLacZ vµ mét dßng tÕ bµo ®èi chøng E. coli BL21 mang pET-

22b(+). §Üa sau khi cÊy ®−îc ñ ë 300C qua ®ªm. KÕt qu¶ lµ dßng tÕ bµo E. coli BL21 mang 

pET-22bLacZ cã mµu xanh trong khi ®ã tÕ bµo mang pET-22b(+) l¹i cã mµu tr¾ng (H×nh 

6). Së dÜ dßng tÕ bµo E. coli BL21 mang pET-22bLacZ cã mµu xanh lµ do β-galactosidase 

®−îc tæng hîp ra ®· thuû ph©n X-gal t¹o mµu xanh. Nh− vËy β-galactosidase t¸i tæ hîp ®· 

®−îc biÓu hiÖn trªn m«i tr−êng th¹ch ®Üa LB cã chøa Amp, IPTG, X-gal. 
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1.3.4.2. BiÓu hiÖn gien lacZ trong m«i tr−êng láng 

CÊy chuyÓn mét khuÈn l¹c mÇu xanh tõ m«i tr−êng th¹ch ®Üa sang m«i tr−êng LB 

láng cã chøa Amp, nu«i l¾c qua ®ªm ®Ó lµm trÎ ho¸ tÕ bµo sau ®ã chuyÓn tÕ bµo sang m«i 

tr−êng c¶m øng cã chøa IPTG. Sau khi c¶m øng, chóng t«i tiÕn hµnh lÊy mÉu theo giê ®Ó 

ch¹y ®iÖn di kiÓm tra protein ®−îc t¹o ra sau khi c¶m øng. KÕt qu¶ ®iÖn di (H×nh 7) cho 

thÊy c¸c mÉu protein tõ E. coli BL21 mang pET-22bLacZ sau 1h, 2h, 3h, 4h vµ 5h c¶m øng ®· 

xuÊt hiÖn thªm mét b¨ng protein kh¸ lín kÝch th−íc kho¶ng trªn 100 kDa. B¨ng protein ®ã 

lµ b¨ng β-galactosidase mµ ta ®ang nghiªn cøu vµ nh− ®· ®−îc biÕt th× träng l−îng β-

galactosidase cña E. coli kho¶ng 116 kDa. MÉu thu tõ dßng tÕ bµo E. coli BL21 mang 

plasmid pET-22b(+) vµ mÉu cña tÕ bµo kh«ng ®−îc c¶m øng kh«ng cã b¨ng protein nµy. 

§iÒu nµy chøng tá viÖc phiªn m· gien lacZ phô thuéc chÆt chÏ vµo sù c¶m øng cña IPTG 

trong m«i tr−êng. 
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1.3.5. Tinh s¹ch β-galactosidase b»ng ph−¬ng ph¸p s¾c kÝ ¸i lùc 

Nh− ta ®· biÕt, trªn vect¬ pET-22b(+) ®· ®−îc thiÕt kÕ s½n mét tr×nh tù m· ho¸ cho 

s¸u axit amin Histidin n»m liÒn nhau ngay phÝa tr−íc vïng ®a nèi ®Ó thuËn lîi cho viÖc tinh 

s¹ch protein t¸i tæ hîp vÒ sau. Khi ta ®−a ®o¹n gien ngo¹i lai vµo vïng ®a nèi th× tr×nh tù 

trªn sÏ ®−îc phiªn m· vµ dÞch m· cïng víi gien ngo¹i lai, v× vËy protein ®−îc tæng hîp sÏ 

lµ mét protein t¸i tæ hîp cã s¸u Histidin ë phÝa ®Çu C. 

Ph−¬ng ph¸p tinh s¹ch b»ng cét Talon dùa vµo liªn kÕt ¸i lùc gi÷a ion Coban (Co2+) 

víi vßng imidazol cña Histidin. Khi c¸c Histidin ë gÇn nhau th× liªn kÕt gi÷a chóng víi ion 

Coban cµng m¹nh. Protein t¸i tæ hîp trong vect¬ pET-22b(+) cã ®u«i His-tag víi s¸u 

Histidin liªn tôc sÏ liªn kÕt rÊt ®Æc hiÖu víi ion Coban. C¸c ph©n ®o¹n protein t¸i tæ hîp 

®−îc thu l¹i ë d¹ng tinh s¹ch. KÕt qu¶ s¶n phÈm protein tinh s¹ch ®−îc kiÓm trªn gel 

polyacrylamit 10% (H×nh 8). 
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Tõ ¶nh ®iÖn di ta thÊy ë ®−êng ch¹y sè 4 lµ β-galactosidase tinh s¹ch chØ cã mét 

b¨ng protein cã kÝch th−íc lín kho¶ng 116 kDa ®iÒu ®ã chøng tá cét Talon cã ¸i lùc ®Æc 

hiÖu víi β-galactosidase t¸i tæ hîp cã thªm ®u«i gåm s¸u Histidin. 

 B»ng ph−¬ng ph¸p Bradford, chóng t«i tÝnh ®−îc nång ®é β-galactosidase trong 

dÞch tinh s¹ch lµ 0,0424mg/ml hay 9,12*10-8M. Sau khi x¸c ®Þnh ®−îc nång ®é β-

galactosidase tinh s¹ch, chóng t«i tiÕp tôc nghiªn cøu tÝnh chÊt ®éng häc cña enzyme nµy. 

1.3.6. Ho¹t tÝnh cña β-galactosidase t¸i tæ hîp 

β-Galactosidase thuû ph©n c¸c liªn kÕt β-D-galactozit nh− ë lactoza vµ c¸c chÊt cã 

gèc β-D-galactoza tõ ®Çu kh«ng khö, c¸c chÊt tæng hîp chøa gèc β-D-galactopyranoside; 

ONPG, PNPG, X-gal lµ nh÷ng c¬ chÊt sinh mµu tæng hîp ®Æc hiÖu ®èi víi β-galactosidase. 

Dùa vµo ®−êng chuÈn BSA ta cã thÓ ®Þnh l−îng ®−îc β-galactosidase. Sau khi tinh s¹ch 

chóng t«i sö dông 20 µl, 40µl, 60µl dÞch chøa β-galactosidase ®Ó tiÕn hµnh thÝ nghiÖm 

kiÓm tra ho¹t tÝnh enzyme. Mçi nång ®é ®−îc tiÕn hµnh 3 lÇn. §o OD 595nm ta ®−îc l−îng 

enzyme tinh s¹ch lµ 0.05 mg/ml.   

B¶ng 1: Ho¹t tÝnh vµ ®éng häc cña enzyme β-galactosidase t¸i tæ hîp 

(U/mg)  kcat /s Km (mM) 

157,6 86467 0,664 
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Nh− trong b¶ng ®¬n vÞ ho¹t tÝnh cña enzyme 157,6 U/mg. Víi gi¸ trÞ Km = 0,664 

mM cho thÊy ¸i lùc gi÷a β-galactosidase vµ c¬ chÊt tæng hîp ONPG t−¬ng ®èi m¹nh trong 

®iÒu kiÖn ph¶n øng thõa c¬ chÊt. Gi¸ trÞ kcat = 86467 lµ hiÖu lùc cña enzyme, sè vßng quay 

cña mét ph©n tö enzyme víi c¸c ph©n tö c¬ chÊt. Ta thÊy tèc ®é ph¶n øng x¶y kh¸ nhanh 

trong mét gi©y mét ph©n tö enzyme cã kh¶ n¨ng thuû ph©n 86467 ph©n tö c¬ chÊt.  

Tõ kÕt qu¶ trªn cho ta thÊy: 

1/Vmax = 0,3853 nªn Vmax = 2,5953  

-1/Km = - 5,2 nªn Km = 0,192 mg khi ®ã vËn tèc ph¶n øng b»ng mét nöa vËn tèc cùc ®¹i. 

VËy sau 5 phót víi 5 µl dÞch enzyme thuû ph©n ®−îc 0.384 mg c¬ chÊt ONPG. 

β-Galactosidase tinh s¹ch tõ E. coli BL21 t¸i tæ hîp trong thÝ nghiÖm cña chóng t«i 

cã gi¸ trÞ Km nhá h¬n so víi β-galactosidase t¸i tæ hîp tõ vi khuÈn Rhizobium meliloti (Km 

= 1mM) [15].  

H»ng sè Kcat cña β-galactosidase lµ 36264 cã nghÜa lµ thêi gian cÇn thiÕt ®Ó 

enzyme thuû ph©n mét ph©n tö ONPG trong ®iÒu kiÖn b·o hoµ c¬ chÊt lµ 1/36264 gi©y hay 

trong 1 gi©y mét ph©n tö β-galactosidase thuû ph©n ®−îc 36264 ph©n tö c¬ chÊt. Ta thÊy 

gi¸ trÞ Kcat nµy t−¬ng ®èi lín v× vËy enzyme nµy cã thÓ ®−îc sö dông trong c«ng nghiÖp 

thùc phÈm. 

1.4. KÕt luËn 

1. NhËn ®−îc gien m· ho¸ β-galactosidase cña vi khuÈn E. coli ATCC11105 

2. T¹o ®−îc chñng t¸i tæ hîp E. coli BL21 cã kh¶ n¨ng tæng hîp l−îng lín enzyme β-

galactosidase vµ enzyme nµy ®−îc tinh s¹ch mét c¸ch dÔ dµng b»ng cét s¾c ký 

Talon. Enzyme t¸i tæ hîp ®−îc t¹o ra cã ¸i lùc cao víi c¬ chÊt vµ cã kh¶ n¨ng thuû 

ph©n rÊt hiÖu qu¶ c¬ chÊt. 
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2. Nghiªn cøu ph©n lËp tuyÓn chän vµ t¹o chñng gièng sinh 

tæng hîp enzyme collagenase vµ øng dông trong thùc phÈm” 

2.1. Tæng quan tµi liÖu 

2.1.1. §¹i c−¬ng vÒ collagenase 

Collagenase lµ mét enzyme xóc t¸c qu¸ tr×nh thuû ph©n collagen tù nhiªn.  

            Native collagen    +  H2O →   peptides vµ/ hoÆc nh÷ng ®o¹n dµi h¬n  

Mét sè enzyme cã nguån gèc tõ vi khuÈn kh«ng tu©n theo ®Þnh nghÜa chung. Chóng 

cã kh¶ n¨ng thñy ph©n collagen ë d¹ng biÕn tÝnh hoÆc gelatin, tuy nhiªn chóng cÇn thiÕt 

c¸c tr×nh tù amino acid cho sù ph©n c¾t. Mét tr×nh tù ng¾n cÇn thiÕt tèi thiÓu lµ R-Pro-X-

Gly-Pro, trong ®ã Pro co thÓ ®−îc thay thÕ b»ng Hyp vµ amino acid ®Çu tiªn cña nhãm ph¶i 

®ù¬c cè ®Þnh v÷ng ch¾c trong ph©n tö. Sù ph©n c¾t ®−îc x¶y ra ë gi÷a X vµ Gly[4]. 

B¶ng 2: Mét sè collagenase tõ c¸c nguån kh¸c nhau ®· ®−îc nghiªn cøu 

Enzyme Nguån gèc C¬ chÊt vµ ph©n tÝch §Æc tÝnh 

Collagenase 

[2] 

B. subtilis Collagen kh«ng tan, 

gelatin 

MW: 125,000 

ChÊt øc chÕ EDTA, tripsin, 

io®oacetamide, acid 

idoacetic, 2-β-

mecaptoethanol vµ DFP. 

Collagenase 

[12] 

Vibrio 

alginolyticus 

Collagen tù nhiªn, 

peptide tæng hîp. CÇn cã 

mÆt cña Zn 

MW: 81,875 

Collagenase 

[13] 

Clostridium 

histolyticum 

Collagen tù nhiªn, 4-

phenylazobenzyloxycarb

onyl-Pro-Leu-Gly-Pro-D-

MW: 116,000 
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Arg. CÇn cã mÆt cña Zn, 

Ca 

Collagenase 

[8] 

Clostridium 

perfingiens 

Azocoll, Collagen tù 

nhiªn, c¬ chÊt tæng hîp 

vµ collgien type I. CÇn cã 

mÆt cña Zn 

MW: 120, 000 

Collagenase 

[3] 

Vi khuÈn biÓn 

Vibrio B-30 

Collagen tù nhiªn, 

peptide tæng hîp. CÇn cã 

mÆt cña ion kim lo¹i 

MW: 105,000 (tõ c¸c tiÓu 

phÇn cã träng l−îng lµ, 24, 

000 vµ 28, 000 Da.) 

Collagenase 

[11] 

Cytophaga sp. 

L43-1 

Collagen tù nhiªn MW: 120, 000 

Collagenase 

A 

[4] 

C. histolycum Collagen, gelatin, peptide 

tæng hîp; Z-Gly-Pro-Gly-

Gly-Pro-Ala.OH 

MW: 105,000  

Phô thuéc Ca, cÇn Zn. S¶n 

phÈm ph©n c¾t c¬ chÊt t¹o ra 

c¸c peptide ®Çu NH2- Gly 

Collagenase 

B 

[4] 

C. histolycum Collagen, gelatin, peptide 

tæng hîp: Z-Gly-Pro-Gly-

Gly-Pro-Ala.OH 

MW, 57,400  

Phô thuéc Ca, cÇn Zn. S¶n 

phÈm ph©n c¾t c¬ chÊt t¹o ra 

c¸c peptide ®Çu NH2- Gly 

Pseudocollag

enase 

[4] 

C. histolycum Gelatin; kh«ng thuû ph©n 

collagen; cã thÓ thuû 

ph©n peptide tæng hîp: Z-

Gly-Pro-Gly-Gly-Pro-

Ala.OH 

 

Collagenase 

[4] 

M. tubrculosis Collagen chÕ biÕn tõ da 

cã d¹ng nhÇy, peptide 

tæng hîp: Z-Gly-Pro-Gly-

Gly-Pro-Ala.OH, cÇn Ca. 

MW: 77, 000 
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Collagenase 

[4] 

P. aeruginosa Kh«ng thuû ph©n 

collagen, nh−ng chóng 

thuû ph©n peptide tæng 

hîp: Z-Gly-Pro-Gly-Gly-

Pro-Ala.OH, kh«ng cÇn 

Ca.  

 

Collagenase 

[4] 

Bacteroides 

malaninogieni

cus 

Collagen chÕ biÕn tõ da 

cã d¹ng nhÇy 

D¹ng h¹t, bÞ øc chÕ bëi 

EDTA vµ H2O2, ®−îc ho¹t 

ho¸ b»ng Cysteine 

Collagenase 

[4] 

Streptomyces 

madurae 

Collagen (chÕ biÕn tõ da 

d−íi d¹ng nhÇy), 

Azocoll, Z-Gly-Pro-Gly-

Gly-Pro-Ala.OH, 

MW:    35,000 

ChÊt øc chÕ EDTA, 

Kh«ng cã mÆt cña nhãm –

SH, Liªn kªt thuËn ngÞch víi 

Ca. 

Collagenase 

[4] 

Trichophiton 

schoenleinii 

Collagen (chÕ biÕn tõ da 

d−íi d¹ng nhÇy), 

Azocoll,  

MW:      20,000 

pH tèi −u 6,5; chÊt øc chÕ 

EDTA, Cysteine; kh«ng 

thuËn nghÞch víi Ca, Ma; 

Kh«ng cã nhãm –SH 

Collagenase 

[4] 

Aspergillus 

oryzae  

Hemoglobin, peptide 

tæng hîp, N-acetyl 

Tyrosine ethyiester, 

gelatin, collagen nguyªn 

thuû (chÕ biÕn tõ da d−íi 

d¹ng nhÇy) 

MW:      20,000 

Ho¹t ®«ng kh«ng cÇn Ion 

kim loai. PH tèi −u lµ 9-10. 

Collagenase 

[4] 

Tadpole, Rana 

catesbiana 

collagen (chÕ biÕn tõ da 

d−íi d¹ng nhÇy), gelatin, 

peptide tæng hîp   

pH tèi −u, 8-9 

CÇn cã mÆt Ion Ca; 

BÞ øc chÕ bëi EDTA, cystein, 
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serum 

Collagenase 

[4] 

Tõ m« nguyªn 

bµo sîi cña 

chuét va cña 

c¸c tÕ bµo 

Hela 

§−îc ph©n tÝch b»ng sù 

thuû ph©n peptide; PZ-

Pro-Leu-Gly-Pro-D-

Arg.OH t¹o mÇu vµng  

 

Collagenase 

[4] 

B¹ch cÇu h¹t ë 

ng−êi, m« 

nguyªn thuû 

Collagen nguyªn thuû 

(chÕ biÕn tõ da d−íi d¹ng 

nhÇy); C- peptide gi¶i 

phãng tõ gel 

pH = 7,6 

ChÊt øc chÕ EDTA, cysreine 

Collagenase 

[4] 

M« biÓu b× ë 

ng−êi 

Collagen nguyªn thuû 

(chÕ biÕn tõ da d−íi d¹ng 

nhÇy); C- peptide gi¶i 

phãng tõ gel; ph©n tÝch sù 

øc chÕ cña gel 

pH = 7-8 

ChÊt øc chÕ; EDTA, 

cysteine, huyÕt thanh ng−êi 

Collagenase 

[4] 

Tõ c¸c m« 

x−¬ng cña 

ng−êi, dª, 

chuét 

Collagen nguyªn thuû 

(chÕ biÕn tõ da d−íi d¹ng 

nhÇy); C- peptide gi¶i 

phãng tõ gel 

pH = 7-9, cÇn Ca2+ 

ChÊt øc chÕ EDTA, cystein 

Collagenase 

[4] 

Tõ m« viªm 

mµng ho¹t 

dÞch d¹ng 

khíp cña 

ng−êi 

Collagen nguyªn thuû 

(chÕ biÕn tõ da d−íi d¹ng 

nhÇy), 14C- peptide gi¶i 

phãng tõ gel 

pH= 7,6; 

ChÊt øc chÕ EDTA vµ huyÕt 

thanh ng−êi 

Collagenase 

[4] 

Tõ d¹ con cña 

chuét, m« b× 

bÞ bÖnh cña 

ng−êi, vÕt 

th−¬ng ®ang 

lªn da non, tõ 

m« x−¬ng cña 

Collagen nguyªn thuû 

(chÕ biÕn tõ da d−íi d¹ng 

nhÇy); sù øc chÕ gel. 
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chuét ®ang 

lín, chè viªm 

lîi ë ng−êi, .. 

Collagenase 

[4] 

Tõ tuyÕn gan 

tuþ cña Uca 

pugilator 

Collagen (chÕ biÕn tõ da 

d−íi d¹ng nhÇy) 

 

 

2.1.2. Nh÷ng øng dông cña collagenase 

Collagenase lµ mét enzyme ®Æc biÖt, xóc t¸c qu¸ tr×nh thuû ph©n, ph©n c¾t collagen tù 

nhiªn vµ collagen ®· bÞ biÕn tÝnh. Collagenase ®−îc sö dông víi nhiÒu môc ®Ých kh¸c nhau, 

trong c¸c nghiªn cøu c¬ b¶n còng nh− trong nghiªn cøu øng dông thùc tÕ vÒ ho¸ sinh, y tÕ, 

c«ng nghiÖp dù¬c, c«ng nghiÖp thùc phÈm thuéc da. [2].. Collagenase cã mÆt trong ®éng 

vËt, ng−êi vµ trong kh¸ nhiÒu loµi vi khuÈn[9].  

- Ph©n t¸ch m« tÕ bµo 

Collagenase cã tÇm quan träng ®Æc biÖt khi ph©n t¸ch c¸c m« qu¸ nhiÒu sîi, (thí) 

hoÆc qu¸ nh¹y c¶m cho phÐp sö dông trypsin, chÊt mµ kh«ng ¶nh h−ëng lªn c¸c vËt liÖu sîi 

vµ ph¸ huû c¸c vËt liÖu kh«ng bÒn. Sù ph©n t¸ch th−êng ®−îc thùc hiÖn hoÆc b»ng c¸ch 

ng©m toµn bé c¬ quan hoÆc b»ng c¸ch ñ mét mÈu nhá cña m« cïng víi enzyme hoµ tan. 

Collagenase ®· ®−îc øng dông thµnh c«ng cho viÖc ph©n lËp réng r·i vµ ®a d¹ng cña c¸c 

lo¹i tÕ bµo. 

- Ph©n t¸ch c¸c tÕ bµo ®¶o Langerhan cña tuyÕn tuþ  

Collagenase øng dông quan träng trong sù ph©n lËp c¸c tÕ bµo ®¶o Langerhan cña 

tuyÕn tuþ khi trong ®¶o cã nhiÒu tÕ bµo kh¸c nhau ®Æc biÖt. Trong qu¸ tr×nh nµy cã mét sè 

nh©n tè giíi h¹n sù thµnh c«ng cña ph−¬ng ph¸p bao gåm nh÷ng sù kh¸c nhau ®¸ng kÓ 

trong viÖc chuÈn bÞ cho collagenase ho¹t ®éng, c¸c nh©n tè g©y ®éc cho tÕ bµo β-cell, vµ 

t¸c dông cña collagenase lªn tÝnh di truyÒn miÔn dÞch vµ c¸c ®Æc tÝnh ®éng häc cña c¸c tÕ 

bµo ®¶o.  

- Ph©n lËp c¸c tÕ bµo c¬ tim 
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Collagenase còng ®−îc sö dông trong viÖc ph©n lËp c¸c tÕ bµo c¬ tim. Sù ph©n t¸ch c¸c 

m« ®−îc tiÕn hµnh b»ng c¸ch ng©m nguyªn ven c¬ quan trong dung dÞch enzyme, trong ®ã 

collagenase ®ù¬c chän lùa hoÆc mét m×nh hoÆc ®−îc kÕt hîp víi mét enzyme kh¸c ch¼ng 

h¹n hyaluronidase hoÆc tripsin. Collagenase cã thÓ ®−îc sö dông khi ph©n t¸ch mét c¸ch 

hoµn toµn b»ng c¸ch ng©m mét mÈu m« nhá vµo dÞch enzyme. 

- Ph©n lËp c¸c tÕ bµo gan  

C¸c tÕ bµo gan ®−îc ph©n lËp sö dông trong c¸c nghiªn cøu c¸c tÕ bµo thóc ®Èy sù ph¸t 

triÓn cña khèi u, trong nghiªn cøu c¸c c¬ chÕ ®iÒu khiÓn tÕ bµo, trong d−îc phÈm vµ c¸c hÖ 

thèng ph©n tÝch chÊt g©y ung th−.  

Thªm vµo ®ã, ph©n lËp c¸c tÕ bµo gan cho cÊy ghÐp ®ang ®−îc sö dông nh− lµ mét m« 

h×nh ®iÒu trÞ cho c¸c bÖnh nh©n bÞ háng chøc n¨ng gan hoÆc bi sai lÖch c¬ chÕ trao ®æi phô 

thuéc vµo gan. 

- Ph©n lËp c¸c tÕ bµo cña khèi u 

Toµn bé c¸c d¹ng tÕ bµo khèi u cÇn ph¶i ®−îc ph©n lËp ®Ó nghiªn cøu tõ c¸c m« ung 

thu nh»m môc ®Ých t¹o vaccin ®Ó phßng trèng ung th−.  

- ChÈn ®o¸n c¸c tª bµo ung th− phæi 

Sù t¨ng collagenase ho¹t ®éng trong ®¹i thùc bµo ph©n lËp tõ cuèng phæi lµ mét dÊu 

chuÈn ®Ó chÈn ®o¸n c¸c tÕ bµo ung th− phæi[10]. 

- Ph©n lËp tÕ bµo tõ c¸c m« kh¸c 

Collagenase ®−îc øng dông thµnh c«ng trong trong viÖc ph©n lËp c¸c tÕ bµo tõ m« 

x−¬ng, m« sôn, tuyÕn gi¸p tr¹ng, m« buång trøng, m« d¹ con, m« biÓu b×, mµng trong cña 

tÕ bµo, c¸c tÕ bµo thÇn kinh vµ c¸c tÕ bµo kh¸c. 

2.2. vËt liÖu vµ ph−¬ng ph¸p nghiªn cøu 

2.2.1.VËt liÖu  

* C¸c chñng vi sinh vËt vµ plasmid 
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- Chñng vi khuÈn E. coli DH5α [end A1 rec A1 hsd R17 sup E44 gyp A96 thi-1 relA1 lac 

U169 (φ80 lacZM15)] ®−îc sö dông lµm thÓ nhËn trong thÝ nghiÖm biÕn n¹p, nh©n vµ gi÷ 

ng©n hµng gen cña B. subtilis FS-2 trong plasmid. 

- Chñng vi khuÈn Bacillus subtilis FS-2 mang gien m· ho¸ collagenase do ViÖn C«ng nghÖ 

Sinh häc – §¹i häc B¸ch khoa cung c©p 

- Plasmid pUC 18 (2686bp) dïng ®Ó t¸ch dßng c¸c ®o¹n gen cña genom B. subtilis FS-2. 

2.2.2. Ph−¬ng ph¸p  

2.2.2.1. T¸ch chiÕt ADN hÖ gien cña Bacillus subtilis FS-2  

- Nu«i cÊy l¾c mét khuÈn l¹c chñng B. subtilis FS-2  trong 10 ml m«t tr−êng YPD ë 300C, 

200 vßng/phót ®Ó qua ®ªm. 

- Ly t©m dÞch nu«i cÊy 5000 vßng/phót trong 5 phót. Bá dÞch næi thu lÊy tÕ bµo. 

- Bæ sung 1 ml dung dÞch SE, l¾c ®Òu cho tan tÕ bµo. 

- Ly t©m thu tÕ bµo 5000 vßng/phót, 5 phót. 

- Hoµ l¹i tÕ bµo trong 0,4 ml TE  

- Bæ sung 0, 1ml lysozyme (2mg/ml) vµo dÞch tÕ bµo chén ®Òu ñ ë 370C, 1 giê. 

- Bæ sung 10 µl proteinaza K, ñ 800C, 1 giê. 

- Bæ sung 600µl phenol/chloroform, l¾c ®Òu b»ng m¸y vortex ®Ó lo¹i protein. 

- Ly t©m hçn dÞch 13000 vßng/phót trong 5 phót. Dïng pippet hót lÊy pha trªn.  

- Bæ sung 600 µl chloroform/isoamylalcolhol (24:1 v/v), l¾c ®Òu b»ng m¸y Vortex. 

- Ly t©m hçn dÞch 14000 vßng/phót, trong 10phót. Hót lÊy pha trªn. 

- Bæ sung 50 µl Na-axetat 3M vµ 1ml cån tuyÖt ®èi ®Ó l¹nh trén ®Òu vµ ñ hçn dÞch ë – 200C 

trong 1 giê.  

-  Ly t©m 14000 vßng/phót trong 10 phót, bá phÇn dÞch næi thu ADN kÕt tña ë ®¸y èng ly 

t©m. 
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- Röa l¹i ADN b»ng 0,5 ml cån 70%. Ly t©m 14000 vßng/phót trong 10 phót, bá phÇn dÞch 

næi vµ ADN ®−îc lµm kh« s¹ch cån b»ng m¸y Speed Vac. 

- Hoµ tan ADN trong 50µl n−íc v« trïng. 

2.2.2.2. Xö lý ADN b»ng enzyme giíi h¹n  

Ph¶n øng c¾t ®−îc tiÕn hµnh víi tæng thÓ tÝch ph¶n øng 10µl víi thµnh phÇn nh− 

sau: 

- ®Öm 10 lÇn thÝch hîp         1 µl 

- ADN (~ 1µg)    2 µl 

- Enzyme giíi h¹n   1 µl 

- N−íc khö ion v« trïng.      6 µl 

  Hçn hîp ph¶n øng ®−îc trén ®Òu, ñ ë nhiÖt ®é vµ thêi gian thÝch hîp cña enzyme, 

th−êng ë 370C trong 120 phót. S¶n phÈm ph¶n øng c¾t ®−îc kiÓm tra trªn gel ®iÖn di 

agaroza 0,8%. 

2.2.2.3. Ph¶n øng nèi ghÐp gien 

C¸c ®o¹n ADN cÇn nèi ghÐp vµ ADN vect¬ ®−îc trén lÉn víi nhau theo tû lÖ 3:1 (vÒ 

sè mol). T4 ADN ligaza ®−îc cho vµo ph¶n øng víi nång ®é 1 ®¬n vÞ / 2µg ADN. 

* Thµnh phÇn ph¶n øng nh− sau: 

- §Öm 10 lÇn cho T4 ADN ligaza    2   µl 

- T4 ADN ligaza 4U/µl     1   µl 

- Dung dÞch BSA 2mg/ml     2   µl 

- H2O khö ion + ADN tham gia ph¶n øng   15 µl 

+ Hçn hîp ph¶n øng ®−îc ñ qua ®ªm ë 160C. 
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2.3. kÕt qu¶ vµ th¶o luËn 

2.3.1. T¸ch chiÕt ADN hÖ gien cña chñng B. subtilis 

TÕ bµo vi khuÈn ®−îc nu«i cÊy huyÒn phï qua ®ªm ë giai ®o¹n æn ®Þnh. Sau ®ã ly 

t©m thu tÕ bµo, röa tÕ bµo b»ng ®Öm TE. Mµng tÕ bµo B. subtilis ®−îc ph¸ vì b»ng 

lysozyme. Sau mét thêi gian ñ ë 370C líp mµng ngoµi tÕ bµo nhanh chãng bÞ ph¸ huû. ADN 

hÖ gien vµ c¸c chÊt néi bµo ®−îc gi¶i phãng ra khái tÕ bµo. EDTA vµ proteinaza K lµm bÊt 

ho¹t, ph¸ huû nh÷ng protein kh«ng cã lîi cho qu¸ tr×nh t¸ch chiÕt ADN. Phenol/chloroform 

cã t¸c dông lµm s¹ch nh÷ng m¶nh vì vµ c¸c protein ®· bÞ biÕn tÝnh cã trong mÉu. ADN hÖ 

gien kh«ng bÞ biÕn tÝnh vµ ®−îc tña b»ng cån tuyÖt ®èi. KÕt qu¶ t¸ch chiÕt vµ lµm s¹ch 

ADN hÖ gien ®−îc kiÓm tra trªn gel ®iÖn di agaroza 0,8%.  

2.3.2. ThiÕt lËp ng©n hµng gien cña B. subtilis FS -2  

2.3.2.1. ThiÕt kÕ vect¬ pUC 18 mang c¸c ®o¹n gien cña Bacillus subtilis FS-2 

2.3.2.1.1. Xö lý vect¬ pUC 18 b»ng BamHI 

Hçn hîp ph¶n øng ADN plasmid vµ enzyme sau khi trén ®−îc ñ ë 370C trong hai 

giê ®Ó ph¶n øng x¶y ra hoµn toµn. Sau ph¶n øng s¶n phÈm ADN plasmid ®−îc cho qua cét 

®Ó tinh s¹ch ADN nh»m lo¹i bá nh÷ng mÈu vôn, ho¸ chÊt thõa (H×nh ...).  

2.3.2.1.2. Xö lý ADN genom b»ng enzyme Sau3AI 

AND hÖ gien cña B. subtilis ®−îc c¾t b»ng enzyme Sau3AI sao cho c¸c ®o¹n gien 

®−îc c¾t ra cã chiÒu dµi 3-8 Kb lµ nhiÒu nhÊt. Sau ®ã, nh÷ng ®o¹n gien cã chiÒu dµi 3-8 Kb 

nµy ®−îc tinh s¹ch l¹i qua cét s¾c ký ¸i lùc vµ ®−îc kiÓm tra b»ng ®iÖn di trªn gel agarose 

0.8% (H×nh 9).  
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2.3.2.1.3. §−a c¸c ®o¹n gen cña B. subtilis FS-2 vµo pUC18 

C¸c ®o¹n gien cña B. subtilis FS-2 cã kÝch th−íc 3-8 Kb ®−îc nèi víi pUC18 b»ng 

AND ligaza. Ph¶n øng nèi ghÐp c¸c ®−îc tiÕn hµnh ë nhiÖt ®é 16 0C. Sau ®ã s¶n phÈm nèi 

ghÐp gien ®−îc biÕn n¹p vµo E. coli DH5α ®Ó kiÓm tra ®ång thêi ®Ò gi÷ l¹i c¸c dßng gien 

dïng cho viÖc sµng läc chän ra dßng mang gien m· ho¸ collagenase. §Ó cã ®−îc hiÖu suÊt 

biÕn n¹p cao, chóng t«i ®· sö dông ph−¬ng ph¸p xung ®iÖn ®Ó biÕn n¹p. S¶n phÈm biÕn n¹p 

®−îc cÊy tr¶i trªn m«i tr−êng tr−êng LB cã chøa Amp , IPTG vµ Xgal.  

2.3.2.2. KiÓm tra chÊt l−îng ng©n hµng gen 

§Ó kiÓm tra chÊt l−îng ng©n hµng gien, chóng t«i ®· t¸ch plasmid tõ c¸c dßng biÕn 

n¹p kh¸c nhau ®Ó kiÓm tra tû lÖ c¸c dßng mang ®o¹n gien cña B. subtillis   ®−îc chÌn vµo 

vµ kÝch th−íc cña ®o¹n chÌn.  

Chän nhÉu nhiªn mét sè khuÈn l¹c tr¾ng vµ khuÈn l¹c xanh nu«i trong m«i tr−êng 

láng LB + Amp qua ®ªm ë nhiÖt ®é 370C qua ®ªm. Thu tÕ  bµo tõ m«i tr−êng nu«i cÊy, röa 

tÕ bµo b»ng dung dÞch ®Öm glucoza, EDTA ®Ó t¹o nèi c¸c cation Mg++ vµ Ca++ cÇn cho sù 

æn ®Þnh mµng tÕ bµo. §Ó ph¸ tÕ bµo chóng t«i dïng dung dÞch II NaOH vµ SDS. D−íi t¸c 

dông cña SDS c¸c thµnh phÇn photpholipit vµ protein cña mµng tÕ bµo bÞ hoµ tan. Mµng tÕ 

bµo bÞ vì ra, NaOH lµm biÕn tÝnh c¶ ADN plasmid vµ ADN nhiÔm s¾c thÓ thµnh sîi ®¬n. 

C¸c vßng sîi ®¬n plasmid vÉn dÝnh víi nhau. Lóc nµy, trong tÕ bµo chØ cßn hai lo¹i ADN 

nhiÔm s¾c thÓ vµ ADN plasmid. Sau ®ã, Kali axetat vµ axit acetic ®−îc bæ sung vµo dung 

dÞch. Lóc nµy trong dung dÞch xuÊt hiÖn tña kh«ng tan cña SDS/lipit/ protein vµ pH trë vÒ 

trung tÝnh. T¹i pH trung tÝnh c¸c ADN phôc håi trë l¹i. V× ADN nhiÔm s¾c thÓ rÊt dµi nªn 

nã chØ håi tÝnh mét phÇn nªn sÏ bÞ m¾c vµo tña SDS/ lipit/ protein khi ly t©m. Cßn ADN 

plasmid ®−îc phôc håi hoµn toµn thµnh m¹ch kÐp vµ hoµ trë l¹i vµo dich næi kh«ng bÞ dÝnh 
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theo tña. B−íc tiÕp theo ly t©m thu pha dÞch næi ë trªn trong ®ã cã ADN plasmid vµ mét Ýt 

ARN. Tõ ®©y ta cã thÓ thu nhËn ADN plasmid b»ng c¸ch tña cån 70% etanol tuyÖt ®èi 

trong l¹nh. PhÇn tña ®−îc lµm kh« hoµ vµo 50 µl TE ®Öm cã bæ sung ARNaza ñ ë 370C 

trong 1 giê nh»m lo¹i s¹ch ARN cßn sãt l¹i. KiÓm tra s¶n phÈm t¸ch trªn gel ®iÖn di 

agarose 0,8%. KÕt qu¶ chóng t«i thu ®−îc c¸c ADN plasmid t¸ch tõ c¸c khuÈn l¹c mµu 

tr¾ng cã khèi l−îng lín h¬n c¸c ADN plasmid t¸ch tõ c¸c khuÈn l¹c mµu xanh vµ ®èi 

chøng. §iÒu ®ã chøng tá r»ng tÊt c¶ c¸c dßng khuÈn l¹c mµu tr¾ng ®· cã c¸c ®o¹n gien 

chÌn vµo vµ chóng t«i cã thÓ kÕt luËn r»ng chÊt l−îng cña ng©n hµng gen ®−îc t¹o ra lµ tèt. 

Tuy nhiªn ®Ó ch¾c ch¾n h¬n n÷a chóng t«i xö lý c¸c plasmid t¸ch tõ c¸c thÓ biÕn n¹p b»ng 

c¸c ezyme h¹n chÕ ®Ó kiÓm tra kÝch th−íc cña ®o¹n gien ®−îc chÌn vµo vect¬.  

C¸c plasmid ®−îc c¾t kiÓm tra b»ng hai enzyme h¹n chÕ EcoRI vµ HindIII. S¶n 

phÈm sau ph¶n øng c¾t ®−îc ®iÖn di kiÓm tra trªn gel agaroza 0,8%.  

 1      2     3       4     5      6      7     8      9    10    11   12  
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H×nh 10: S¶n phÈm c¾t ADN plasmid t¸ch tõ ng©n hµng gien B. subtillis b»ng hai 
enzyme h¹n chÕ Hind III vµ EcoR I trªn gel agarose 0.8% 
§/C 1, 6: pUC 18 
§/C 2-5, 8-12: ADN plasmid t¸ch tõ khuÈn l¹c tr¾ng 
§/C 7: Thang ADN chuÈn 
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KÕt qu¶ ®iÖn di trªn h×nh 10 cho ta thÊy sau khi c¸c ADN plasmid t¸ch tõ c¸c khuÈn 

l¹c mµu tr¾ng thÊy v¨ng ra c¸c ®o¹n ADN ngÉu nhiªn kh¸c nhau. Tõ kÕt qu¶ kiÓm tra nµy 

cho phÐp kÕt luËn r»ng chóng t«i ®· t¹o ®−îc ng©n hµng gien cña B. subtilis FS-2 trong E. 

coli DH5α. 
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2.3.3. Sµng läc gien m· ho¸ collagenase tõ ng©n hµng gien  

2.3.3.1. Sµng läc dßng tÕ bµo E. coli t¸i tæ hîp cã kh¶ n¨ng thuû ph©n collagen 

§Ó chän s¬ bé ®−îc ®óng thÓ biÕn n¹p chøa vect¬ pUC18 mang gien t¸i tæ hîp cã 

kh¶ n¨ng thuû ph©n collagen, chóng t«i tiÕn hµnh cÊy v¹ch riªng tõng khuÈn l¹c lªn m«i 

tr−êng th¹ch ®Üa cã bæ sung 0,3% collagen kh«ng tan. C¸c khuÈn l¹c cÊy v¹ch lªn ®Üa (300 

khuÈn l¹c/ ®Üa) ®−îc ñ ë 300C qua ®ªm. §−a c¸c ®Üa ñ qua ®ªm ®Æt trong tñ l¹nh 2 ngµy sau 

®ã ®−a ra quan s¸t. Nh÷ng dßng cã kh¶ n¨ng thuû ph©n collagen th× xung quanh khuÈn l¹c 

sÏ xuÊt hiÖn vßng thuû ph©n trong vµ kh¸ râ. Chóng t«i chän dßng cã ho¹t tÝnh thuû ph©n 

collagen ®Ó nghiªn cøu tiÕp.    

                 

 
H×nh 11: C¸c thÓ biÕn n¹p trªn m«i tr−êng th¹ch ®Üa chøa collagen 0,3% 
  

 Sau khi sµng läc gÇn m−êi ngµn dßng tÕ bµo t¸i tæ hîp, chóng t«i ®· chän ra ®−îc 

dßng cã kh¶ n¨ng thñy ph©n collagen (H×nh 12). 

 

 

Dßng tÕ bµo 
cã ho¹t tÝnh 
thuû ph©n 

§èi 
chøng  

 

 

 

 
H×nh 12: Dßng tÕ bµo E. coli t¸i tæ hîp cã kh¶ n¨ng thñy ph©n 
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Tõ ®Üa c©y chuyÓn ta thÊy dßng ®èi chøng: E. coli DH5α + pUC 18 kh«ng cã vßng 

thuû ph©n. Dßng E. coli DH5α + pUC 18 + ®o¹n gien ngo¹i lai cña B. subtilis FS-2 xuÊt 

hiÖn vßng thuû ph©n kh¸ râ.  Chóng t«i chän dßng tÕ bµo nµy ®Ó nghiªn cøu tiÕp.  

2.3.3.2. KiÓm tra ®o¹n gen ®−îc chÌn trong plasmid cña thÓ biÕn n¹p cã ho¹t tÝnh thuû 

ph©n collagen 

 Chóng t«i tiÕn hµnh t¸ch plasmid cña dßng tÕ bµo cã kh¶ n¨ng thñy ph©n collagen. 

Plasmid sau ®ã ®−îc kiÓm tra trªn gel agarose 0.8%. Nh− ®−îc chØ ra trªn h×nh 13, plasmid 

®−îc t¸ch tõ dßng cã kh¶ n¨ng thuû ph©n collagen cã kÝch th−íc cao h¬n rÊt nhiÒu so víi 

pUC18. Nh− vËy plasmid trong dßng cã kh¶ n¨ng thuû ph©n collagen ch¾c ch¾n chøa mét 

®o¹n gen m· ho¸ cho enzyme ph©n c¾t collagen. Chóng t«i ®Æt tªn cho plasmid nµy lµ 

pUCCol. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

§Ó kh¼ng ®Þnh gen ®−îc chÌn trong pUCCol mang gien m· ho¸ cho collagenaza, chóng t«i 

®· t¸ch l¹i plasmid nµy vµ biÕn n¹p l¹i vµo trong tÕ bµo E. coli DH5α. ThÓ biÕn n¹p ®−îc 

H×nh 13: Plasmid t¸ch tõ dßng biÕn n¹p cã kh¶ n¨ng thuû ph©n collagen trªn 
gel agarose 0.8% 

§−êng ch¹y 1: ADN plasmid t¸ch tõ dßng biÕn n¹p cã ho¹t tÝnh 
thuû ph©n 
§−êng ch¹y 2: pUC18 

1        2
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tr¶i trªn ®Üa chøa collagen.  KÕt qu¶ (H×nh 14) cho thÊy 100% c¸c dßng tÕ bµo biÕn n¹p l¹i 

cã kh¶ n¨ng thuû ph©n collagen. 

                      

 

 

 

 

 

 
H×nh 14: 100% dßng biÕn n¹p lÇn 2 ®Òu cã ho¹t tÝnh thuû ph©n collagen 

 

2.3.3.3. So s¸nh ho¹t tÝnh colagenase gi÷a dßn t¸i tæ hîp víi chñng gèc B. subtillis FS-2 

 E. coli t¸i tæ hîp mang pUCCol vµ B. subtilis FS-2 ®−îc cÊy ria trªn m«i tr−êng LB 

cã chøa collagen. C¶ hai dßng tÕ bµo ®Òu cã kh¶ n¨ng thuû collagen t−¬ng ®−¬ng nhau 

(H×nh 15). 

 

 

 

 

 

 

 

2.3.4. Nghiªn cøu ®o¹n gen chøa gen m· ho¸ collagenase trong pUCCol 

H×nh 15: Ho¹t tÝnh collagenase cña dßng E. coli t¸i tæ hîp vµ cña chñng gèc

Dßng tÕ bµo 
B. subtilis 
FS-2 

Dßng t¸i tæ 
hîp E. coli 
DH5α 

§o¹n gen cña B. subtillis FS-2 ®−îc chÌn vµo trong pUCCol lµ kh¸ lín nªn kh«ng thÓ ®äc 

tr×nh tù trùc tiÕp ®o¹n gen tõ pUCCol ®−îc. V× vËy, ®Ó t×m hiÓu s©u vÒ ®o¹n gen ®ã vµ ®Þnh 

ra ®−îc vïng gen m· ho¸ cho collagenase, tr−íc hÕt chóng t«i ph¶i lËp s¬ ®å cïa mét sè 
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enzyme h¹n chÕ trªn ®o¹n gen. PUCCol ®−îc c¾t b»ng nhiÒu enzyme h¹n chÕ kh¸c nhau 

Kpn I, Hind III; Hinc II, Kpn I; Sma I, Hinc II; EcoR I, Hind III; Sma I, Hind III; Nco I, 

Hind III; Sma I, Nco I; Nde I, Sma I; Eco R I, Pst (H×nh 16) vµ tõ kÕt qu¶ nµy chóng t«i ®· 

lËp ®−îc s¬ bé mét sè enzyme h¹n chÕ trªn ®o¹n gen (H×nh 18). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

H×nh 16. KÕt qu¶ xö lý ADN plasmid b»ng c¸c enzyme  
§−êng ch¹y 1 : ADN plasmid xö lý b»ng Kpn I, Hind III   
§−êng ch¹y 2 : ADN plasmid xö lý b»ng Kpn I, Hinc II  
§−êng ch¹y 3 : ADN plasmid xö lý b»ng Sma I,  Hinc II  
§−êng ch¹y 4 : ADN plasmid xö lý b»ng EcoR I, Hind III 
§−êng ch¹y 5 : ADN plasmid xö lý b»ng Sma I, Hind III 
§−êng ch¹y 6 : Thang ADN chuÈn 
§−êng ch¹y 7 : ADN plasmid xö lý b»ng Nco I, HinIII§/C 
§−êng ch¹y 8 : ADN plasmid xö lý b»ng Sma I, Nco I 
§−êng ch¹y 9 : ADN plasmid xö lý b»ng Nde I, Sma I  
§−êng ch¹y 10: ADN plasmid xö lý b»ng Eco R I, Pst I  

1         2        3        4        5       6        7       8       9       10 
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H×nh 17: s¬ ®å enzyme h¹n chÕ  

 

 
pUC 18
Xba I 

Hinc II 
Pst I 

Hind III 

pUC18 
Sma I 
KpnI 
Sac I 

EcoR I 

0 3,4 kb

Hinc II 

Xma I 
1382 

Nco I 

Sal I 

EcoR IEcoR I EcoR I
Sma I 

Hind III

Hinc II 

2 

1,4 

1,3 

0,5 

2,6    2,2 

0,6 

1,8 
2603 

 Nde I 

 

2,8 3,3 
 Nde I 

0 3,3 kb 

 1,6 2,4 0,8 

 1,6 2,4 0,8 0,8  2 1,20,4 

Tõ s¬ ®å enzyme h¹n chÕ, chóng t«i ®· t¸ch dßng c¸c ®o¹n nhá cña ®o¹n gien nµy vµ tiÕn 
hµnh ®äc tr×nh tù gen. 

 

2.4. KÕt luËn 

1.  §· thiÕt lËp ®−îc ng©n hµng gienom cña chñng B. subtilis trong E. coli DH5α 

2. §· sµng läc tõ ng©n hµng gienom ®−îc dßng mang gien m· ho¸ cho emzyme thuû ph©n 

collagen cña B. subtilis FS - 2.  

3. §· ®äc tr×nh tù cña ®o¹n gien trong pUCCol  
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