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MỞ ĐẦU 

 1. Lý do chọn đề tài 

 Lignocellulose là thành phần chính của sinh khối thực vật trong tự nhiên 

đƣợc thải ra với một khối lƣợng rất lớn. Ở nƣớc ta, ƣớc tính hàng năm, nguồn sinh 

khối này từ phế phẩm nông nghiệp nhƣ rơm, rạ, bã cây mía,… lên đến 50 triệu tấn. 

Đây chính là nguyên liệu của nhiều ngành công nghiệp để tạo ra các sản phẩm có 

giá trị nhƣ cồn sinh học, chất dinh dƣỡng bổ sung cho ngƣời và vật nuôi,.... Hiện 

nay biện pháp xử lý các phế phẩm này chủ yếu là đốt gây lãng phí rất lớn, ảnh 

hƣởng tiêu cực đến môi trƣờng sống và sức khoẻ con ngƣời. Trong các phƣơng 

pháp xử lý sinh khối thực vật, thì phƣơng pháp sử dụng tác nhân vật lý và hóa học 

có nhiều nhƣợc điểm nhƣ hiệu suất tạo đƣờng đơn thấp, yêu cầu các thiết bị chuyên 

dụng phù hợp với giá thành cao, các dung môi vẫn tồn dƣ trong sản phẩm và gây ra 

các vấn đề về môi trƣờng,…. Phƣơng pháp xử lý bằng enzyme có nhiều ƣu điểm 

vƣợt trội nhƣ chủ động điều khiển các phản ứng và sản phẩm của từng giai đoạn 

chuyển hóa, không tồn dƣ hóa chất nên thân thiện với môi trƣờng,…. Vì vậy việc 

tìm kiếm và sản xuất nguồn enzyme thủy phân sinh khối thực vật, vẫn đang đƣợc 

quan tâm ở hầu hết các quốc gia trên thế giới trong đó có Việt Nam. 

Trong các thành phần của lignocellulose thì hemicellulose có cấu trúc phức 

tạp và không đồng nhất, gồm nhiều loại phân tử sinh học khác nhau. Do đó để 

chuyển hóa triệt để hemicellulose cần nhiều nhóm enzyme nhƣ: xylanase, β-

xylosidase, arabinofuranosidase, α-glucuronidase, acetyl xylan esterase, α-

galactosidase, arabinanase, … Beta-xylosidase là enzyme có khả năng cắt ở vị trí 

đầu không khử trên mạch chính xylan và các phân tử đƣờng đôi xylobiose thành 

đƣờng đơn xylose, nên rất cần thiết trong hệ thống enzyme chuyển hóa 

hemicellulose.  

Mối là loài có khả năng tiêu hóa lignocellulose rất hiệu quả do sự hỗ trợ của 

hàng loạt enzyme nhƣ cellulase, hemicellulase có nguồn gốc từ vi sinh vật sống 

trong ruột mối. Việc tìm kiếm các lignocellulase từ vi sinh vật sống trong ruột mối 

là một hƣớng đƣợc nhiều nghiên cứu quan tâm. Tuy nhiên hầu hết các vi sinh vật 
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trong ruột mối vẫn chƣa nuôi cấy đƣợc, nên việc khai thác nguồn lignocellulase 

trƣớc đây bị hạn chế. Hiện nay với sự ra đời của kỹ thuật Metagenomics cho phép 

giải trình tự toàn bộ hệ gen của quần xã sinh vật thu đƣợc trực tiếp từ mẫu môi 

trƣờng. Kết quả giải trình DNA đa hệ gen tạo ra nguồn dữ liệu khổng lồ khó có thể 

xử lý bằng phƣơng pháp thủ công, mà nhờ sự hỗ trợ của hàng loạt công cụ tin sinh 

học hiện đại đang liên tục xuất hiện, cập nhật và cải tiến. Đây chính là cơ sở thúc 

đẩy sự ra đời các dự án nghiên cứu về DNA đa hệ gen của hệ vi sinh vật có khả 

năng chuyển hóa lignocellulose, trong đó có các nghiên cứu về DNA đa hệ gen của 

vi sinh vật trong ruột mối.  

Từ hỗ trợ tài chính của đề tài hợp tác Việt Nam - Nhật Bản "Phân lập gen mã 

hóa enzyme lignocellulolytic vi sinh vật trong ruột mối ở Việt Nam bằng kỹ thuật 

Metagenomics” giai đoạn 2012-2015, DNA đa hệ gen của vi sinh vật sống trong 

ruột mối Coptotermes gestroi đƣợc tách chiết và đọc trình tự. Sau khi xử lý số liệu 

đã xác định đƣợc 587 ORF mã hóa cho enzyme thủy phân lignocellulose. Cách 

tìm kiếm và lựa chọn gen mã hóa lignocellulase từ 587 ORF này đã sử dụng 

phƣơng pháp thủ công nhƣ sau: Đầu tiên là chọn từng gen mã hóa enzyme thủy 

phân lignocellulose theo ƣớc đoán ban đầu của công ty giải trình tự. Sau đó khảo 

sát vùng bảo thủ của protein và thiết lập sơ bộ cây phát sinh từng loại enzyme. 

Cuối cùng sẽ lựa chọn ORF theo tiêu chí (1) trình tự mới, (2) trung tâm hoạt tính 

rõ ràng, đặc hiệu và (3) trình tự đơn giản dễ biểu hiện. Tuy nhiên cách chọn gen 

này mất rất nhiều thời gian vì dữ liệu DNA đa hệ gen quá lớn. Hơn nữa, phần lớn 

gen đã đƣợc chọn rất khó biểu hiện thành công. Ví dụ, sau khi chọn đƣợc 8 gen để 

đƣa vào biểu hiện thì 06 gen không biểu hiện hoặc biểu hiện không tan và chỉ có 

02 gen biểu hiện, nhƣng enzyme có hoạt tính yếu.  

Những hạn chế của nghiên cứu trƣớc đây đã đặt ra yêu cầu phải xây dựng 

đƣợc một phƣơng pháp hiệu quả, để tìm kiếm nhanh đƣợc gen đích mã hóa đúng 

lignocellulase từ dữ liệu DNA đa hệ gen của vi sinh vật trong ruột mối C. gestroi 

và phải có hoạt tính đúng của enzyme mục tiêu sau khi biểu hiện. Ngoài ra, sự đa 

dạng hệ vi khuẩn và enzyme thủy phân lignocellulose trong ruột mối chƣa đƣợc 

nghiên cứu. Đây chính là lý do để chúng tôi tiến hành đề tài: “KHAI THÁC DỮ 

LIỆU DNA ĐA HỆ GEN, BIỂU HIỆN VÀ NGHIÊN CỨU TÍNH CHẤT CỦA 
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β-XYLOSIDASE TỪ VI SINH VẬT RUỘT MỐI Coptotermes gestroi Ở VIỆT 

NAM”. 

2. Mục tiêu 

2.1. Mục tiêu chung 

 Nghiên cứu đƣợc sự đa dạng hệ vi khuẩn và enzyme thủy phân 

lignocellulose trong ruột mối C. gestroi từ dữ liệu giải trình tự DNA đa hệ gen. 

Đồng thời xây dựng đƣợc một phƣơng pháp hiệu quả để tìm kiếm nhanh đƣợc gen 

đích mã hóa đúng lignocellulase từ dữ liệu DNA đa hệ gen của vi sinh vật trong 

ruột mối C. gestroi và phải có hoạt tính đúng của enzyme mục tiêu sau khi biểu 

hiện.  

2.2. Mục tiêu cụ thể 

- Khai thác đƣợc dữ liệu DNA đa hệ gen của vi sinh vật trong ruột mối C. gestroi 

đã có để nghiên cứu đa dạng hệ vi khuẩn và enzyme thủy phân lignocellulose; 

- Xây dựng đƣợc phƣơng pháp mới và hiệu quả để tìm kiếm gen mục tiêu từ dữ 

liệu giải trình tự DNA đa hệ gen của vi sinh vật trong ruột mối C. gestroi; 

- Nghiên cứu đƣợc biểu hiện gen Xbx14 và tính chất của enzyme tham gia thủy 

phân lignocellulose. 

3. Nội dung nghiên cứu 

- Nghiên cứu đa dạng hệ vi khuẩn và lignocellulase theo hệ thống phân loại của 

CAZY từ dữ liệu DNA đa hệ gen của hệ vi khuẩn trong ruột mối C. gestroi đã đƣợc 

thiết lập; 

- Tìm kiếm các trình tự axit amin của β-xylosidase đã đƣợc nghiên cứu chi tiết về 

tính chất và lựa chọn công cụ tin sinh học đáng tin cậy để xây dựng mẫu dò. Sử 

dụng mẫu dò để tìm kiếm nhanh gen mã hóa β-xylosidase từ dữ liệu giải trình tự 

DNA đa hệ gen của vi sinh vật trong ruột mối C. gestroi; 

- Biểu hiện và nghiên cứu tính chất của β-xylosidase. 
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 4. Đối tƣợng 

Dữ liệu giải trình tự DNA đa hệ gen của vi sinh vật sống trong ruột mối         

C. gestroi của phòng Kỹ thuật Di truyền, Viện Công nghệ Sinh học, Viện Hàn lâm 

Khoa học và Công nghệ Việt Nam; một số nguồn dữ liệu khai thác trên các CSDL 

và công cụ tin sinh học. 

5. Phạm vi nghiên cứu 

Nghiên cứu đặc điểm hệ vi khuẩn trong ruột mối C. gestroi và phƣơng pháp 

xây dựng mẫu dò phục vụ cho việc khai thác và lựa chọn gen mong muốn từ dữ liệu 

đa hệ gen của vi sinh vật trong ruột mối C. gestroi đã có. Thực nghiệm biểu hiện 

gen trong tế bào E. coli Rosseta 1 và xác định các đặc điểm của β–xylosidase.  

6. Ý nghĩa khoa học và thực tiễn của đề tài 

6.1. Ý nghĩa khoa học 

Đã phân tích đƣợc hệ vi khuẩn sống trong ruột mối C. gestroi ở Việt Nam và 

sự đa dạng các lignocellulase theo phân loại của CAZY; 

Cung cấp một phƣơng pháp mới và hiệu quả cho việc tìm kiếm gen mục tiêu 

từ dữ liệu giải trình tự DNA đa hệ gen bằng mẫu dò đƣợc xây dựng dựa trên các 

trình tự axit amin của β-xylosidase và công cụ tin sinh học;  

Đã biểu hiện và xác định hoạt tính của β-xylosidase từ vi sinh vật tự do trong 

ruột mối C. gestroi. 

6.2. Ý nghĩa thực tiễn  

β-xylosidase là một enzyme mới, có hoạt tính tốt, hoạt động tối ƣu trong môi 

trƣờng kiềm và nhiệt độ cao. Đây là enzyme hứa hẹn mang lại hiệu quả cao khi ứng 

dụng trong thực tế thủy phân lignocellulose, đặc biệt kết hợp với phƣơng pháp tiền 

xử lý sinh khối thực vật bằng kiềm và nhiệt.  

7. Đóng góp mới của luận án 

 Đây là nghiên cứu đầu tiên về hệ vi khuẩn sống tự do và sự đa dạng enzyme 

thủy phân lignocellulose theo phân loại CAZY từ dữ liệu DNA đa hệ gen của vi 

sinh vật trong ruột mối C. gestroi ở Việt Nam;  
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 Đã xây dựng và ứng dụng thành công mẫu dò dựa trên sự phân tích các trình 

tự axit amin thuộc nhóm β-xylosidase đƣợc nghiên cứu thực nghiệm. Sử dụng mẫu 

dò đã tìm kiếm đƣợc gen mã hóa cho β-xylosidase từ dữ liệu trình tự DNA đa hệ 

gen của vi sinh vật trong ruột mối C. gestroi;  

β–xylosidase là enzyme mới có nguồn gốc từ vi sinh vật trong ruột mối C. 

gestroi ở Việt Nam, đã đƣợc biểu hiện và tinh chế thành công, với hoạt tính tốt, hoạt 

động tối ƣu trong môi trƣờng kiềm và nhiệt độ cao.  

8. Nơi thực hiện đề tài luận án  

 Luận án đƣợc nghiên cứu và thực nghiệm tại phòng Kỹ thuật di truyền, Viện 

Công nghệ Sinh học, Viện Hàn lâm Khoa học và Công nghệ Việt Nam và Tổ Di 

truyền học, Khoa Sinh học, Trƣờng Đại học Sƣ phạm Hà Nội từ tháng 12 năm 2013 

đến tháng 6 năm 2017.                           
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Chƣơng 1. TỔNG QUAN NGHIÊN CỨU 

1.1. LIGNOCELLULOSE VÀ QUÁ TRÌNH CHUYỂN HÓA 

1.1.1. Lignocellulose 

 Lignocellulose là thành phần chính của sinh khối thực vật với cấu trúc bền 

vững. Trên thế giới ƣớc tính thực vật tổng hợp lƣợng lignocellulose khoảng 2.10
11 

tấn/năm [142]. Đây là nguồn chất thải gây ra ô nhiễm môi trƣờng nếu không đƣợc 

xử lý triệt để. Tuy nhiên, nguồn sinh khối đƣợc coi là rác thải này chính là nguyên 

liệu cho sản xuất nhiều sản phẩm có giá trị khác nhau nhƣ nhiên liệu sinh học, hóa 

chất, hay bổ sung dinh dƣỡng cho thức ăn động vật ,…Ở Việt Nam nguồn sinh khối 

này đang đƣợc nông dân xử lý bằng cách đốt, gây lãng phí lớn và ảnh hƣởng tiêu 

cực đến môi trƣờng sống [170]. 

 

Hình  1.1. Cấu trúc của lignocellulose [178] 

 Lignocellulose đƣợc tạo thành từ ba polyme chính là cellulose (38-50%), 

hemicellulose (23-32%) và lignin (15-25%) [17] (Hình 1.1). Tỷ lệ các thành phần 

trong lignocellulose thay đổi tùy theo nguồn sinh khối nhƣ cỏ, ngũ cốc, gỗ mềm, gỗ 

cứng, phế phẩm nông nghiệp, rác thải nhà máy đƣờng, nhà máy gỗ.... 
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 Lignin liên kết chặt chẽ với cellulose, hemicellulose và các thành phần khác, 

tạo nên độ bền cơ học ở thành tế bào thực vật, làm cho thành tế bào thực vật cứng, 

chắc và giòn. Đồng thời kết nối các tế bào với nhau tạo thành cấu trúc định hình ở 

thực vật. Thực vật càng già, lƣợng lignin tích tụ càng lớn. Lignin đƣợc cấu tạo từ 3 

thành phần chính là p-coumaryl alcohol (H), coniferyl alcohol (G) và sinapyl 

alcohol (S). Tỷ lệ các thành phần không giống nhau tùy thuộc vào nguồn gốc sinh 

khối thực vật. Sự phân hủy lignin trong mô của thực vật thân gỗ lâu năm có thời 

gian dài nhất và đóng góp phần lớn chất mùn trong tự nhiên [63]. 

 Thành phần chiếm tỷ lệ lớn nhất trong sinh khối thực vật chính là cellulose. 

Cellulose có cấu trúc cơ bản là các vi sợi, không phân nhánh xếp song song và liên 

kết với nhau bằng liên kết hydro trong thành tế bào [155]. Cellulose đƣợc hình 

thành từ các đơn vị glucose kết hợp với nhau qua liên kết β-1,4-glycoside, tạo thành 

cấu trúc tinh thể và cấu trúc vô định hình. Cấu trúc tinh thể rất vững chắc, bền với 

nhiệt và ổn định hơn so với cấu trúc vô định hình do tồn tại các liên kết hydro, lực 

van der Waal giữa các chuỗi polysaccharide và các vi sợi ở cạnh nhau [137]. Do đó 

trong quá trình tiền xử lý sinh khối phải phá vỡ đƣợc cấu trúc tinh thể của cellulose 

tạo điều kiện cho các enzyme có thể tiếp cận và xúc tác chuyển hóa hiệu quả. 

Cellulose có cấu trúc rất bền và khó bị thủy phân. Ngƣời và động vật không có 

enzyme phân giải cellulose (cellulase) nên không tiêu hóa đƣợc cellulose, vì vậy 

cellulose không có giá trị dinh dƣỡng, nhƣng có vai trò điều hòa hoạt động của hệ 

thống tiêu hóa.  

 Hemicellulose là một trong ba thành phần tạo nên sinh khối chính trong tự 

nhiên, liên kết chặt với cellulose và lignin. Đây là polysaccharide dị hợp có độ phân 

nhánh cao, thành phần chủ yếu là các phân tử đƣờng 5 carbon (xylose, arabinose), 

đƣờng 6 carbon (mannose, galactose, glucose) và một số axít. Hemicellulose đƣợc 

tạo ra từ nhiều chuỗi carbohydrate nhƣ xylan (đơn phân là xylose), xyloglucan (đơn 

phân là D-xylose và D-glucose), galactoglucomannan (đơn phân là D-glactose, D-

glucose và D-mannose), glucomannan (đơn phân là D-glucose và D-mannose) và 

arabinogalactan (đơn phân là D-galactose và arabinose). Trong đó xylan là thành 
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phần nhiều nhất trong vật liệu gỗ cứng và rơm rạ; glucomannan lại chiếm chủ đạo 

trong nguyên vật liệu gỗ mềm [108]. Hemicellulose thƣờng đƣợc phân loại theo 

thành phần cấu tạo khung cấu trúc chính nhƣ xylan, galactose, mananose,…. 

1.1.2. Sự chuyển hóa lignocellulose 

Quá trình chuyển hóa lignocellulose tạo ra hàng loạt các sản phẩm trung gian, 

đƣợc ứng dụng trong nhiều lĩnh vực nhƣ công nghiệp, dệt may, môi trƣờng, sản 

phẩm chăm sóc sức khỏe,.... đặc biệt trong sản xuất nhiên liệu sinh học (Hình 1.2). 

 

Hình  1.2. Sơ đồ mô hình chuyển hóa sinh khối thành các sản phẩm [62] 

Ghi chú: C2, C3, C4, C5, C6, SG và AG là các sản phẩm chuyển hóa trung gian 

Sự vững chắc trong cấu trúc của lignocellulose làm cho việc xử lý chúng một 

cách triệt để rất khó khăn và thƣờng trải qua hai giai đoạn là: tiền xử lý để nới lỏng 

cấu trúc thành tế bào, phá vỡ liên kết của lignin và cấu trúc tinh thể của cellulose, 

sau đó sử dụng các enzyme để thủy phân các thành phần còn lại thành monome. 
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Trong thực tế sinh khối thực vật đƣợc tiền xử lý bằng phƣơng pháp vật lý (nhƣ 

nghiền và xay sinh khối, sử dụng bức xạ electron và chiếu xạ vi sóng), phƣơng pháp 

hóa học (nhƣ sử dụng kiềm, amoniac, axit, tác nhân oxi hóa và các dung môi hữu 

cơ) và phƣơng pháp sinh học (sử dụng vi sinh vật hoặc enzyme để phân hủy trực 

tiếp). Trong các phƣơng pháp trên phƣơng pháp xử lý bằng vật lý và hóa học đều có 

những nhƣợc điểm rất lớn nhƣ chƣa phân hủy đƣợc hết lignin, hiệu suất tạo đƣờng 

đơn thấp, cần có các thiết bị chuyên ngành phù hợp với giá thành quá cao hoặc sự 

tồn dƣ dung môi trong chế phẩm gây ức chế quá trình đƣờng hóa và lên men tiếp 

theo, hoặc gây ra các vấn đề liên quan đến môi trƣờng,... Phƣơng pháp xử lý sinh 

học khắc phục đƣợc các nhƣợc điểm trên, đặc biệt phƣơng pháp sử dụng enzyme có 

nhiều ƣu điểm nhƣ an toàn với môi trƣờng, dễ dàng điều khiển và thu hồi sản phẩm 

theo từng giai đoạn xử lý,…. Do đó nhiều nghiên cứu đã tập trung tìm kiếm hệ 

thống enzyme giúp xử lý triệt để nguồn sinh khối thực vật khổng lồ đƣợc thải ra 

hàng năm. Hệ thống enzyme chuyển hóa lignocellulose gồm ba nhóm chính là 

ligninase, cellulase và hemicellulase. 

 Enzyme chuyển hóa lignin: Để phân hủy lignin cần nhiều enzyme khác nhau, 

trong đó nhóm peroxidase và oxidase đóng vai trò phá vỡ cấu trúc của polyme. 

Trong các peroxidase thì lignin peroxidase phân cắt sự trùng hợp của chuỗi polyme 

và mangan peroxidase giúp oxi hóa cả hợp chất phenolic và không phải là phenolic. 

Các thí nghiệm đã chứng minh mangan peroxidase đã phá vỡ cấu trúc của dimer, 

trimer, tetramer và phenolic của các oligo lignin. Bên cạnh các enzyme này thì 

laccase cũng là một enzyme oxi hóa một điện tử của phenol, vòng thơm amin và 

một số chất giàu điện tử khác. Ngoài ra laccase có thể oxi hóa các hợp chất không 

phải là phenolic với sự có mặt của một số chất phụ trợ khác nên cũng tham gia vào 

xử lý lignin [37]. 

 Enzyme thủy phân cellulose: Cellulase là một phức hệ enzyme có tác dụng cắt 

liên kết  -1,4-glucoside trong cellulose để tạo thành đƣờng đơn. Lớp enzyme này 

đƣợc tổng hợp chủ yếu từ vi sinh vật sinh trƣởng trên môi trƣờng sống có cellulose 

nhƣ nấm, vi khuẩn, động vật nguyên sinh và thực vật [7]. Để phân hủy hoàn toàn 

cellulose thành sản phẩm cuối cùng là glucose cần có sự kết hợp của ít nhất 3 loại 
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enzyme là: exoglucanase (EC 3.2.1.91), endoglucanase hay (EC 3.2.1.4) và β-

glucosidase (EC 3.2.1.21) [178]. 

 Enzyme thủy phân hemicellulose: Với cấu trúc không đồng nhất bao gồm rất 

nhiều thành phần khác nhau, do đó để phân giải hemicellulose cần nhiều nhóm 

enzyme nhƣ: endo-β-1,4-xylanase (E.C. 3.2.1.8), β-xylosidase (E.C.3.2.1.37), α-L-

arabinofuranosidase (E.C.3.2.1.55), endo-α-1,5-arabinanase (E.C.2.1.99), α-

glucuronidase (E.C.3.2.1.139), endo-β-1,4-mannanase (E.C.3.2.1.78), exo-β- 1,4-

mannosidase (E.C.3.2.1.25),  α-galactosidase (E.C.3.2.1.22), β-glucosidase 

(E.C.3.2.1.21), endo-galactanase (E.C.3.2.1.89), acetyl xylan esterase 

(E.C.3.1.1.72), acetyl mannan esterase (E.C.3.1.1.6), ferulic và ρ-cumaric axit 

esterases (E.C. 3.1.1.73),…[178]. 

1.2. METAGENOMICS VÀ CÔNG CỤ TIN SINH HỌC KHAI THÁC DỮ 

LIỆU DNA ĐA HỆ GEN 

1.2.1. Metagenomics  

1.2.1.1. Khái niệm 

Thuật ngữ “Metagenomics” đƣợc sử dụng bởi Handelsman, Clardy, Goodman 

và một số tác giả khác, xuất bản lần đầu tiên vào năm 1998 [68]. Metagenomics là 

kỹ thuật phân tích đa hệ gen (DNA metagenome) của tất cả vi sinh vật thu nhận trực 

tiếp từ bất kỳ mẫu môi trƣờng tự nhiên nào không thông qua nuôi cấy [69].  

Theo ƣớc tính Trái Đất có trên 10
30 

loài prokaryote đang sống [21], trong đó 

khoảng 95% - 99,9% vi sinh vật chƣa thể nuôi cấy đƣợc trong phòng thí nghiệm 

[102]. Trong những năm gần đây, cùng với sự phát triển nhanh của công nghệ giải 

trình tự gen thế hệ mới, kỹ thuật Metagenomics cho phép giải mã khối lƣợng gen đồ 

sộ từ vi sinh vật thu đƣợc trong một mẫu môi trƣờng, không cần thông qua nuôi 

cấy. Đây là nguồn dữ liệu di truyền vô cùng phong phú, cho phép khai thác tối đa 

nguồn gen quý.  

1.2.1.2. Cách tiếp cận trong nghiên cứu Metagenomics 

Metagenomics nghiên cứu DNA đa hệ gen của quần xã sinh vật thông qua ba 

bƣớc gồm: 1) Tách chiết axit nucleic trong mẫu thu thập; 2) Thiết lập thƣ viện đa hệ 
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gen hoặc giải trình tự toàn bộ DNA đa hệ gen bằng máy giải trình tự thế hệ mới; 3) 

Sàng lọc gen dựa vào ngân hàng gen hoặc phân lập gen dựa vào số liệu giải trình tự 

gen.  

Kỹ thuật Metagenomics có thể tiếp cận và nghiên cứu DNA đa hệ gen theo hai 

hƣớng: (1) Phân lập gen dựa trên việc thiết lập thƣ viện DNA đa hệ gen và (2) khai 

thác trình tự DNA và phân lập gen dựa trên dữ liệu giải trình tự trực tiếp DNA đa hệ 

gen. Trong đó, cách tiếp cận thứ nhất thƣờng tốn rất nhiều thời gian và công sức, do 

phải sàng lọc một khối lƣợng lớn các dòng trong thƣ viện, yêu cầu số lƣợng dòng 

thƣ viện phải rất lớn và chất lƣợng thƣ viện phải cao [176]. Cách tiếp cận thứ hai 

đang ngày càng phổ biến và ứng dụng rộng rãi hơn nhờ kỹ thuật giải trình tự thông 

lƣợng cao (HTS) mẫu DNA đa hệ gen của quần xã vi sinh vật sống trong môi 

trƣờng sinh thái nhất định. Với ƣu điểm giải trình tự nhanh và chính xác, các hệ 

thống máy giải trình tự thế hệ mới (NGS) đƣợc sử dụng phổ biến nhƣ máy giải trình 

tự Roche 454 của 454 Life Sciences, HiSeq 2000 của Illumina và AB SoLid của 

Life Technologies [106]. Điểm khác biệt quan trọng giữa HTS và kỹ thuật giải trình 

tự Sanger truyền thống là thông lƣợng. Trong khi một Sanger điển hình tạo ra đƣợc 

102 trình tự (với độ dài 600 đến 900 bp) thì HTS có thể sinh ra 10
6
 đến 10

9
 trình tự 

(với độ dài 100 đến 700 bp) cho một lần chạy [64]. Thiết bị giải trình tự gen hiện đại 

nhƣ hệ thống giải trình tự của Ilumina, một lần chạy trên bản 96 giếng, có thể cho ra 

khoảng 12-15 triệu trình tự và mỗi trình tự có độ dài trên dƣới 100 bp [106]. 

1.2.1.3. Một số thành tựu ứng dụng Metagenomics 

Sau gần 20 năm phát triển, kỹ thuật Metagenomics đã trở thành công cụ mạnh 

mẽ để phân tích đa dạng di truyền và loài, chức năng gen và protein, sự tƣơng tác và 

tiến hóa của vi sinh vật trong nhiều loại môi trƣờng khác nhau nhƣ: đất, nƣớc, hệ 

tiêu hóa của ngƣời, dạ cỏ của động vật nhai lại,…. Trong một số năm trở lại đây khả 

năng giải trình tự nhanh chóng với chi phí thấp của hàng loạt máy thế hệ mới, đã 

làm bùng nổ cuộc cách mạng về số liệu di truyền [46]. Dữ liệu và siêu dữ liệu DNA 

đa hệ gen không chỉ dừng lại ở việc mô tả sự phát sinh loài hay một số đặc điểm của 

gen thông qua hệ thống di truyền 16S RNA, mà toàn bộ chức năng của gen, mối 

quan hệ giữa các gen trong một nhóm hay giữa các nhóm sinh vật đều đƣợc làm 



12 

 

 

sáng tỏ [127]. Các nghiên cứu đã sử dụng dữ liệu DNA đa hệ gen để thiết kế thí 

nghiệm thông lƣợng cao và thông lƣợng thấp, tập trung vào việc xác định vai trò 

của gen và vi sinh vật trong việc thành lập cộng đồng vi sinh vật động [192].   

Metagenomics cũng đƣợc ứng dụng trong nhiều lĩnh vực của khoa học Trái 

Đất, khoa học sự sống, khoa học y sinh [180], sản xuất năng lƣợng, xử lý môi 

trƣờng, công nghệ sinh học, nông nghiệp [69],…. Trong đó phải kể các ứng dụng 

vƣợt trội trong y học [38] nhƣ dự án của “Human Microbiom” bƣớc đầu đã sử dụng 

trình tự DNA đa hệ gen của các cộng đồng vi khuẩn ở 15-18 vị trí khác nhau trên cơ 

thể 250 ngƣời để đánh giá sự thay đổi và mối quan hệ của chúng với sức khỏe của 

con ngƣời. Một nghiên cứu y tế khác của dự án MetaHit (Metagenomics of the 

Human Intestinal Tract) tiến hành ở 124 ngƣời từ Đan Mạch và Tây Ban Nha mắc 

bệnh đƣờng ruột, thừa cân và cáu kỉnh đã công bố thông tin về sự đa dạng phát sinh 

loài vi khuẩn tiêu hóa. Nghiên cứu đã chứng minh rằng hai ngành vi khuẩn 

Bacteroidetes và Firmicutes chiếm hơn 90% của các loài đƣợc biết đến đang thống 

trị vi khuẩn đƣờng ruột. Sử dụng tần số gen liên quan đƣợc tìm thấy trong ruột đã 

xác định 1.244 cụm gen của DNA đa hệ gen giữ vai trò vô cùng quan trọng cho sức 

khỏe của đƣờng ruột [30]. Trong sản xuất năng lƣợng rất nhiều kết quả đã công bố 

về phân tích và so sánh DNA đa hệ gen giữa các vi sinh vật trong hệ thống lên men 

khí sinh học [167], trong đƣờng tiêu hóa của động vật ăn cỏ nhƣ côn trùng, thú ăn 

cỏ [72]. Thế giới đã công bố khoảng 75 hệ gen của các loài vi sinh vật giữ vai trò 

nhất định trong quá trình sản xuất năng lƣợng sinh học [184] . Ở Việt Nam sử dụng 

kỹ thuật Metagenomics để phân lập gen đã đƣợc thực hiện trên một số đối tƣợng 

nhƣ gen mã hóa laccase của nấm Basidiomycetes trong mẫu đất rừng Nam Cát Tiên 

[89], gen mã hóa protease và amylase bền nhiệt từ thƣ viện DNA đa hệ gen của vi 

sinh vật suối nƣớc nóng [194], gen mã hóa pectinase từ cộng đồng vi sinh vật đất 

[195], …. 

Trong các dự án ứng dụng kỹ thuật Metagenomics để đánh giá đa dạng vi sinh 

vật và tìm kiếm gen mã hóa lignocellulose phải kể đến nhiều dự án giải trình tự 

DNA đa hệ gen của vi sinh vật sống trong ruột mối. Hàng loạt nghiên cứu đã đánh 

giá đa dạng vi sinh vật trong ruột của mối R. speratus [77], N. ephratae [182], 

Microcerotermes [76], N. corniger và A. wheeleri [70], R. flavipes [60], C. 
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formosanus [75] và khai thác gen mã hóa cho enzyme thủy phân lignocellulose từ 

hệ vi sinh vật ruột mối N. ephratae [182], R. speratus [171], N. corniger và A. 

wheeleri [70]. Kỹ thuật này cũng đã đƣợc sử dụng để phân tích DNA đa hệ gen của 

vi khuẩn sống tự do trong ruột mối C. gestroi ở Việt Nam [166].  

1.2.2. Một số công cụ tin sinh sử dụng để phân tích số liệu 

 Việc phân tích và khai thác số liệu giải trình tự đa hệ gen có thể sử dụng rất nhiều 

phần mềm tin sinh học trực tuyến và khai thác miễn phí. Nghiên cứu này sử dụng 

một số công cụ tin sinh học để phân tích dữ liệu giải trình tự đa hệ gen của vi sinh 

vật ruột mối C. gestroi và tìm kiếm đƣợc gen mã hóa lignocellulase nhƣ sau: 

1.2.2.1. BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)  

BLAST là một trong các công cụ nổi tiếng dùng trong sinh học tính toán, dựa 

trên giải thuật tìm kiếm những trình tự axit nucleic/protein tƣơng đồng lƣu trữ trên 

nhiều CSDL. Ba nguồn CSDL công cộng lớn nhất về trình tự DNA và protein đƣợc 

BLAST tham chiếu đến là NCBI, EMBL và DDBJ [205].  

BLAST sử dụng giải thuật so sánh các chuỗi sinh học nhƣ chuỗi amino axit 

của protein hay chuỗi nucleotide của DNA. Khi đƣợc cung cấp một CSDL phù hợp, 

BLAST sẽ cho phép tìm kiếm chuỗi con giống với chuỗi có sẵn mà ngƣời dùng 

quan tâm. Để chạy BLAST cần đầu vào là chuỗi truy vấn (hay còn gọi là chuỗi 

đích) và một CSDL. BLAST sẽ tìm kiếm chuỗi con trong câu truy vấn giống với 

các chuỗi con trong CSDL. Thông thƣờng, khi sử dụng, chuỗi truy vấn nhỏ hơn rất 

nhiều so với CSDL. Ý tƣởng của BLAST dựa trên cơ sở xác suất những chuỗi bắt 

cặp trình tự thƣờng sở hữu nhiều đoạn chuỗi con có tính tƣơng đồng cao. Những 

chuỗi con này đƣợc mở rộng để tăng tính tƣơng đồng trong quá trình tìm kiếm. 

Thuật toán của BLAST có 2 phần, một phần tìm kiếm và một phần đánh giá thống 

kê dựa trên kết quả tìm đƣợc.  

BLASTall là tập hợp chƣơng trình tìm kiếm đƣợc thiết kế để khám phá tất cả 

CSDL trình tự có sẵn, bất kể đó là protein hay DNA bao gồm: 1) BLASTp tìm kiếm 

tất cả trình tự protein tƣơng đồng với trình tự protein cần phân tích trong CSDL 

protein; 2) BLASTn tìm kiếm tất cả trình tự nucleotide tƣơng đồng với trình tự 

http://vi.wikipedia.org/wiki/ADN
http://vi.wikipedia.org/w/index.php?title=NCBI&action=edit&redlink=1
http://vi.wikipedia.org/w/index.php?title=EMBL&action=edit&redlink=1
http://vi.wikipedia.org/w/index.php?title=DDBJ&action=edit&redlink=1
http://vi.wikipedia.org/wiki/Thu%E1%BA%ADt_to%C3%A1n
http://vi.wikipedia.org/w/index.php?title=C%E1%BA%A5u_tr%C3%BAc_ch%C3%ADnh&action=edit&redlink=1
http://vi.wikipedia.org/wiki/Axit_amin
http://vi.wikipedia.org/wiki/Axit_amin
http://vi.wikipedia.org/w/index.php?title=Chu%E1%BB%97i_DNA&action=edit&redlink=1
http://vi.wikipedia.org/wiki/C%C6%A1_s%E1%BB%9F_d%E1%BB%AF_li%E1%BB%87u
http://vi.wikipedia.org/wiki/C%C6%A1_s%E1%BB%9F_d%E1%BB%AF_li%E1%BB%87u
http://vi.wikipedia.org/wiki/B%E1%BA%AFt_c%E1%BA%B7p_tr%C3%ACnh_t%E1%BB%B1
http://vi.wikipedia.org/wiki/B%E1%BA%AFt_c%E1%BA%B7p_tr%C3%ACnh_t%E1%BB%B1
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DNA cần phân tích trong CSDL DNA; 3) TBLASTn tìm trình tự protein tƣơng 

đồng trong CSDL DNA bằng cách dịch mỗi trình tự DNA ra tất cả 6 khung đọc mở; 

4) BLASTx tìm trình tự nucleotide tƣơng đồng trong CSDL protein bằng cách dịch 

trình tự nucleotide cần phân tích sang tất cả 6 khung đọc mở. Trong nghiên cứu 

DNA đa hệ gen, sau khi có đƣợc dự đoán về khung đọc mở cần quan tâm, sử dụng 

công cụ tìm kiếm trình tự axit amin tƣơng đồng trong BLASTp có thể điều tra vùng 

bảo tồn của mỗi enzyme do ORF mã hóa [54]. 

1.2.2.2. EXPASY (Expert Protein Analysis System)  

EXPASY là một cổng thông tin tài nguyên sinh học do Viện tin sinh học Thụy 

Sĩ thiết kế (SIB), cho phép mở rộng và tích hợp truy cập của công cụ phần mềm vào 

tài nguyên khoa học, CSDL và trong nhiều lĩnh vực của đời sống [196]. Các nhà 

khoa học có thể truy cập vào hàng loạt nguồn dữ liệu nhƣ protein, gen, phát sinh 

loài/ tiến hóa, hệ thống sinh học, di truyền học quần thể, transcriptomics,…. Ngoài 

trang web chính ở Thụy Sĩ, thì bảy chi nhánh khác đƣợc đặt ở hầu hết châu lục để 

phục vụ cho cộng đồng ngƣời dùng. 

EXPASY bắt đầu hoạt động từ năm 1993 và hoạt động nhƣ một máy chủ 

proteomics để phân tích chuỗi protein. EXPASY cung cấp công cụ phân tích 

chuyên dụng giữa protein với protein và truy cập đến một loạt CSDL nhƣ SWISS-

PROT, SWISS-2DPAGE,... Tất cả CSDL có sẵn trên EXPASY đều tham chiếu đến 

hầu hết CSDL trên toàn thế giới. Ví dụ SWISS-PROT tham chiếu chéo đến khoảng 

50 CSDL khác nhau chuyên về protein và trình tự axit nucleic, mô hình cấu trúc 

3D, phân loại sinh vật, thông tin di truyền, các vùng và dấu hiệu của họ 

protein/enzyme, sửa đổi sau dịch mã,... Công cụ phân tích có sẵn trong EXPASY 

đều thực hiện các nhiệm vụ cụ thể liên quan đến protein gồm: tìm kiếm tƣơng tự, dự 

đoán thay đổi, dự đoán cấu trúc liên kết, phân tích cấu trúc bậc 1, 2, 3, 4,…. Dữ liệu 

của proteomics dựa trên nguồn thông tin về điện di và thí nghiệm quang phổ, do đó 

độ chính xác khá cao. 

Trong những năm qua bộ sƣu tập công cụ của EXPASY ra đời, hƣớng tới việc 

truy cập và hiển thị CSDL để phân tích chuỗi protein. EXPASY thiết lập hệ thống 

công cụ phân tích liên quan đến genome, protein, cấu trúc không gian, hệ thống sinh 
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học, tiến hóa, di truyền học quần thể, hóa dƣợc, dịch mã,…. Để chạy các công cụ 

trong danh mục thiếp lập sẵn, ngƣời dùng chỉ cần nhập trình tự DNA hoặc axit amin 

vào, chọn chế độ phân tích và chờ kết quả sau từ vài phút đến vài giờ đồng hồ tùy 

vào từng loại công cụ. Trong nghiên cứu này một số công cụ của EXPASY đƣợc 

chúng tôi sử dụng để phục vụ cho mục đích dịch mã, dự đoán signal peptide, trọng 

lƣợng protein, điểm đẳng điện,… của protein.  

1.2.2.3. Công cụ dự đoán cấu trúc không gian 

 Hai công cụ sử dụng để dự đoán cấu trúc không gian của protein trong nghiên 

cứu này là Phyre 2 và Swiss model. 

Phyre 2 là công cụ dự đoán cấu trúc không gian dựa trên nguyên tắc và kỹ 

thuật mô hình tƣơng đồng của chuỗi protein, dựa trên kết quả so sánh các vị trí axit 

amin bảo tồn. Công cụ này kế thừa từ mô hình 3D-PSSM của Lawrence Kelley và 

Bob MacCallum thuộc phòng thí nghiệm mô hình hóa sinh học phân tử tại Vƣơng 

quốc Anh, máy chủ đƣợc giám sát bởi Michael Sternberg [197]. Cấu trúc bậc cao 

của protein đƣợc bảo tồn hơn trong quá trình tiến hóa so với trình tự chuỗi axit 

amin. Từ chuỗi protein quan tâm (mục tiêu) có thể đƣợc mô hình hóa với độ chính 

xác hợp lý dựa trên một chuỗi rất xa liên quan đến cấu trúc đã đƣợc biết đến về vị 

trí axit amin bảo tồn. Thông thƣờng, trình tự axit amin của một chuỗi cấu trúc 

protein sẽ đƣợc xử lý bằng cách quét với một CSDL trình tự protein lớn để xuất ra 

kết quả. Nguồn dữ liệu sử dụng chính để so sánh khi tìm kiếm cấu trúc tƣơng đồng 

của Phyre 2 chủ yếu là NCBI. Để dự đoán cấu trúc bậc cao của protein, ngƣời dùng 

sẽ nhập trình tự chuỗi axit amin và chờ từ 30 phút đến vài giờ (tùy thuộc vào chiều 

dài chuỗi, số lƣợng trình tự tƣơng đồng, tần số lặp lại,…) công cụ sẽ đƣa ra một dự 

báo cuối cùng. Thông tin tóm tắt của kết quả dự đoán sẽ chuyển đến email đăng ký. 

Bảng kết quả chính trong Phyre 2 cung cấp mức độ tin cậy của ƣớc đoán, hình ảnh 

mô hình không gian, nguồn gốc hình ảnh, trung tâm hoạt động của enzyme,…. Đối 

với mỗi kết quả sẽ có một liên kết đƣa ngƣời dùng đến nguồn gốc trình tự axit amin 

và cấu trúc không gian của CSDL đã sử dụng. Các tính năng xử lý hàng loạt cho 

phép ngƣời dùng gửi nhiều hơn một trình tự cần ƣớc đoán. Theo mặc định, ngƣời sử 

dụng có giới hạn là 100 trình tự trong một lần nhập dữ liệu. Giới hạn này có thể 
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đƣợc nâng lên bằng cách liên lạc với quản trị, nhƣng mất nhiều thời gian hơn. Trên 

cơ sở dự đoán cấu trúc không gian của phần mềm Phyre 2, nghiên cứu có thể sử 

dụng để xác định mối liên hệ giữa cấu trúc với chức năng của protein [8]. Kết quả 

này sẽ cung cấp thông tin cho việc lựa chọn gen biểu hiện trong vật chủ. 

Swiss model đƣợc tạo ra vào năm 1986, tại Khoa Hóa sinh Y học của Đại học 

Geneva, Viện thông tin sinh học SIB Thụy Sĩ, sau đó kết hợp với thƣ viện dữ liệu 

EMBL [198]. Khoảng 85% trình tự protein CSDL này bắt nguồn từ việc dịch các 

trình tự mã hóa từ CSDL axit nucleic nhƣ EMBL-Bank/GenBank/DDBJ. Trong 

Swiss model có thể phân biệt hai lớp dữ liệu là dữ liệu cốt lõi và chú thích. Đối với 

mỗi lần nhập chuỗi, dữ liệu cốt lõi bao gồm thông tin về trình tự, nguồn trích dẫn 

của thƣ mục và phân loại (mô tả nguồn sinh học của protein). Dữ liệu chú thích bao 

gồm mô tả các mục nhƣ chức năng của protein, sửa đổi sau dịch mã (carbohydrate, 

phosphoryl hóa, acetyl hóa, GPI-anchor,…), vị trí và vùng bảo tồn (vùng liên kết 

canxi, kẽm, vị trí liên kết ATP,...), cấu trúc bậc hai (chuỗi alpha, beta,...), bậc cao 

(homodimer, heterotrimer,…), sự tƣơng đồng với protein khác, bệnh liên quan đến 

sự thiếu hụt trong protein,… [10]. Để có đƣợc thông tin chú thích, Swiss model sử 

dụng nhận xét của chuyên gia bên ngoài và ấn phẩm báo cáo dữ liệu trình tự mới, so 

sánh với số liệu cũ để cập nhật định kỳ chú thích protein. Các dữ liệu đƣợc hợp nhất 

với nhau một cách khoa học, giảm thiểu sự dƣ thừa, đồng thời có thể tham chiếu 

đến hơn 100 CSDL khác nhau [10]. Swiss Protein ƣớc đoán chi tiết đƣợc cấu trúc 

không gian của hầu hết trình tự protein dựa trên cả thông tin vùng bảo tồn và không 

bảo tồn, do đó cho phép dự đoán đƣợc mô hình cấu trúc protein đích. So sánh với 

kết quả dự đoán cấu trúc không gian protein của Phyre 2, thì kết quả dự đoán của 

Swiss Model sẽ mở rộng hơn. Để dự đoán kết quả, ngƣời dùng chỉ cần nhập một 

hoặc nhiều trình tự axit amin đích, công cụ sẽ tính toán để đƣa ra nhiều thông tin 

liên quan đến cả hai lớp dữ liệu cốt lõi và chú thích. Đặc biệt cấu trúc không gian sẽ 

đƣợc mô tả một cách chi tiết, với các vùng chức năng đặc trƣng của từng loại 

protein và cho phép ngƣời dùng thay đổi tham số đã mặc định. 
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1.2.2.4. Dự đoán khả năng chịu kiềm/axit 

Tìm kiếm nguồn lignocellulase có hoạt tính tốt trong môi trƣờng kiềm hoặc 

axit là mục tiêu của nhiều nghiên cứu ứng dụng. Vì vậy trong nghiên cứu tìm kiếm 

lignocellulase, chúng tôi cũng rất quan tâm đến mục tiêu này. Để dự đoán trƣớc khả 

năng hoạt động tối ƣu của enzyme đƣợc mã hóa bởi các ORF đã chọn, chúng tôi 

tiến hành tìm kiếm công cụ tin sinh học phù hợp. AcalPred là công cụ đƣợc cung 

cấp miễn phí bởi Trung tâm Tin sinh học, Đại học Khoa học Công nghệ và Điện tử, 

Trung Quốc, giúp dự đoán khả năng hoạt động của enzyme trong điều kiện kiềm 

hoặc axit [199]. Công cụ này dựa vào sự tổng hợp nhiều chỉ số khác nhau của 

protein đã nghiên cứu thực nghiệm bao gồm: thành phần axit amin, GO, nhóm axit 

amin đƣợc bảo tồn, giá trị điện tích,… Các chỉ số này sẽ là cơ sở để phần mềm thiết 

kế vector hỗ trợ SVM (Support Vector Machine) làm vector tham chiếu chung. Khi 

ta có một trình tự axit amin nhập vào, phần mềm sẽ tự động tính toán và cho ra kết 

quả cuối cùng về khả năng chịu kiềm hay axit của protein [104]. Kết quả cuối cùng 

phân loại thành hai nhóm dựa trên chỉ số phân tích. Nếu chỉ số phân tích càng gần 

với giá trị bằng 1, thì pH hoạt động tối ƣu trong môi trƣờng kiềm sẽ càng cao và 

ngƣợc lại nếu chỉ số gần với 0 thì pH hoạt động tối ƣu sẽ trong môi trƣờng axit. 

Phần mềm này cho phép ngƣời dùng ƣớc đoán cùng lúc hàng trăm trình tự axit amin 

khác nhau. 

1.2.2.5. Phần mềm dự đoán khả năng chịu nhiệt  

Việc ƣớc đoán đƣợc khả năng chịu nhiệt của protein/enzyme cho phép tối ƣu 

hóa hàng loạt quy trình công nghệ sinh học trong nhiều lĩnh vực nhƣ nông nghiệp, 

dƣợc phẩm và môi trƣờng [136]. Phần mềm miễn phí TBI do Viện nghiên cứu Tin 

sinh học của Đài Loan thiết kế dựa trên tổng hợp đặc điểm chịu nhiệt của protein đã 

nghiên cứu, từ đó xây dựng vector hỗ trợ cho việc dự đoán đặc tính này [200]. 

Vector sử dụng chỉ số chịu nhiệt (Tm) đã thực nghiệm kiểm tra trên 75 bộ gen vi 

khuẩn hoàn chỉnh. Từ khả năng chịu nhiệt của gen đƣợc phân tích, sẽ tìm ra mối 

liên hệ với khả năng chịu nhiệt của chủng chủ sống trong môi trƣờng có nhiệt độ 

khác nhau [94]. Để chạy chƣơng trình, ngƣời dùng chỉ cần nhập trình tự axit amin 

cần xác định và chờ từ một đến hai phút, phần mềm sẽ tự động tính toán cho ra kết 
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quả. Kết quả dự đoán nhiệt độ hoạt động (Tm) ở ba mức độ: Nếu kết quả Tm lớn 

hơn 1 thì khả năng chịu nhiệt của protein là trên 65
o
C; nếu Tm nhỏ hơn 0 thì khả 

năng chịu nhiệt của protein là dƣới 55
o
C và Tm trong giới hạn từ 0 đến 1 thì khả 

năng chịu nhiệt của protein là từ 55
o
C đến 65

o
C. Với phần mềm này ngƣời dùng có 

thể ƣớc đoán cùng lúc khả năng chịu nhiệt của nhiều trình tự axit amin khác nhau.  

1.2.2.6. Phần mềm dự đoán nguồn gốc của gen  

 Việc xây dựng cây phát sinh loài từ trình tự phân tử bằng công cụ tin sinh 

học giúp cho ngƣời sử dụng có thể xử lý số liệu nhanh và chính xác. 

Www.Phylogeny.fr là máy chủ phân tích sự phát sinh loài hoàn toàn tự động từ 

trình tự nucleotide [201]. Phần mềm này sử dụng dữ liệu của hàng loạt ngân hàng 

nhƣ NCBI, Swiss Protein, Uniprot, ... bắt đầu từ việc xác định tƣơng đồng, sau đó 

dựng cây phát sinh suy diễn. Quá trình phân tích số liệu đƣợc liên kết với hàng loạt 

công cụ so sánh tƣơng đồng khác, cuối cùng công cụ xử lý nào cho kết quả có điểm 

cao nhất sẽ đƣợc sử dụng để xây dựng cây phân loại. “Phylogeny analysis” cung 

cấp ba chế độ chính bao gồm: “One Click” là chế độ xử lý với tốc độ và tham số 

mặc định, phù hợp với hầu hết nghiên cứu. “Advance” cho phép ngƣời dùng tùy 

chỉnh các thông số của chƣơng trình. Chế độ “A la Carte” linh hoạt hơn cho phép 

ngƣời dùng dựa trên phần mềm để thiết lập một cây phân loại với thông số mong 

muốn. Ngƣời dùng chỉ phải cung cấp chuỗi dữ liệu đích để phần mềm dựng cây 

phân loại của chính gen đó [42].  

 BLAST-Explorer là một công cụ nhỏ của hệ thống phân tích Phylogeny.fr, 

dựa trên sự kết hợp tìm kiếm tƣơng đồng của BLAST với hàng loạt công cụ hỗ trợ 

cho việc phân biệt chính xác giữa các trình tự orthologous và paralogous. Để chạy 

BLAST-Explorer, ngƣời dùng chỉ cần nhập trình tự đích, chọn nguồn dữ liệu cần so 

sánh và gửi yêu cầu phân tích cây phát sinh. Kết quả đƣợc trả lại là một cây phân 

loại về mối quan hệ giữa trình tự gen cần phân tích với loài gần nhất và các loài có 

quan hệ tiến hóa xa hơn. Trong nghiên cứu này chúng tôi sẽ dùng công cụ BLAST-

Explorer để dựng cây phân loại cho mã gen đã lựa chọn, phục vụ cho mục đích xác 

định nguồn gốc của gen. 
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1.2.3. Các nguồn dữ liệu 

1.2.3.1. CAZY 

CAZY (Carbohydrate-Active enZYmes) là CSDL đƣợc phát triển bởi nhóm 

Glycogenomics tại phòng nghiên cứu kiến trúc và chức năng của các đại phân tử 

sinh học (Architecture and Function of Biological Macromolecules: AFMB) ở 

Marseille của nƣớc Pháp vào năm 1999. Đây là một hệ thống phân loại chứa CSDL 

về enzyme tham gia vào quá trình tổng hợp, trao đổi và vận chuyển carbohydrate 

[202]. Tính đến tháng 11/2013, CAZY chứa thông tin về gần 340.000 CAZYmes 

[107] và đƣợc chia thành 05 nhóm lớn khác nhau bao gồm: 94 họ glycosyl 

transferase (GH), 104 họ glycosyl transferase (GT), 22 họ polysaccharide lysase 

(PL), 16 họ carbohydrate esterase (CE) và 13 họ thực hiện hoạt động phụ trợ (AA). 

Hàng năm số lƣợng họ enzyme này tăng dần theo các công bố nghiên cứu mới về 

nhóm enzyme chuyển hóa carbohydrate. Trong các họ trên, họ thủy phân liên kết 

glycosyl (Hydrolases Glycosyl: GH) đã đƣợc giới thiệu bởi Bernard Henrissat vào 

năm 1991 [91]. Năm 2015 dữ liệu này chứa 135 họ GH và đến tháng 6 năm 2017 là 

145 họ GH, với đặc điểm nhận biết khác nhau nhƣ: cấu trúc không gian, cơ chế xúc 

tác phản ứng, chất cho điện tử và proton [71]. Ngoài ra mỗi họ GH của CAZY sẽ 

thống kê các công bố về số lƣợng loài sinh vật chứa enzyme (bao gồm vi khuẩn, 

sinh vật nhân chuẩn, sinh vật chƣa phân loại), cấu trúc và đặc điểm của enzyme. 

Nguồn dữ liệu của CAZY đƣợc cập nhật từ số liệu của Genbank. Cụ thể các bộ gen 

và họ enzyme mới đƣợc bổ sung ngay sau khi chúng xuất hiện trong phiên bản hàng 

ngày của GenBank và dựa trên công bố chi tiết hoạt động của ít nhất một gen mã 

hóa enzyme; Mặt khác các họ enzyme đã có sẵn đều đƣợc cập nhật thƣờng xuyên 

thông tin liên quan (cấu tạo, hoạt tính, cơ chế hoạt động,… của enzyme). Nguồn dữ 

liệu này cho phép nhiều công cụ tin sinh học trực tuyến sử dụng để so sánh tƣơng 

đồng và phân loại CSDL đích theo hệ thống phân loại của CAZY.  

Hiện nay CAZY phát triển thêm công cụ CAZYchip, dựa trên thông tin DNA 

của 55.220 vi khuẩn khác nhau trong CSDL, để xác định những trình tự gen thuộc 

về từng họ cụ thể [2]. Trên cơ sở đó xây dựng đƣợc vùng trình tự đặc trƣng cho 

từng họ GH, giúp so sánh và tìm kiếm nhanh các vị trí tƣơng đồng của trình tự đích 
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với CSDL của CAZY. Do đó ngƣời dùng có thể nhập nguồn dữ liệu đích vào trong 

trong hệ thống trực tuyến của CAZY, chờ phân tích và nhận kết quả. Trong nghiên 

cứu này các ORF mã hóa lignocellulase từ DNA đa hệ gen của vi sinh vật trong ruột 

mối C. gestroi đƣợc so sánh với CSDL của CAZY để phân loại theo hệ thống GH. 

1.2.3.2. The National Center for Biotechnology Information (NCBI)  

NCBI là trung tâm quốc gia về thông tin công nghệ sinh học, tiến bộ khoa học 

và y tế của Hoa Kỳ [207]. NCBI cho phép truy cập để tìm kiếm thông tin liên quan 

đến y sinh học, di truyền và sử dụng dữ liệu theo hệ thống ứng dụng đã đƣợc thiết 

kế sẵn nhƣ thử nghiệm hóa sinh học, DNA và RNA, cấu trúc và vùng bảo tồn 

protein/gen, gen và biểu hiện gen, gen và thuốc, genome và bản đồ di truyền, phân 

loại, so sánh tƣơng đồng,…. Hệ thống công cụ phân tích dữ liệu trên cho phép 

ngƣời dùng dễ dàng thao tác, sắp xếp, quan sát và đánh giá dữ liệu. NCBI thu thập 

dữ liệu nghiên cứu khoa học và y tế từ khắp nơi trên thế giới. Dữ liệu của NCBI bao 

gồm dữ liệu gốc do các nhà khoa học trên thế giới gửi đến và trình tự gen/axit amin 

do quá trình so sánh tham chiếu đến nguồn tài nguyên sẵn có của NCBI.    

Sứ mệnh của NCBI là phát triển công nghệ thông tin mới hỗ trợ trong việc tìm 

hiểu về di truyền cơ bản, quá trình phân tử, kiểm soát sức khỏe và bệnh tật. Để thực 

hiện vai trò của mình, NCBI sử dụng phƣơng pháp toán học nghiên cứu những vấn 

đề cơ bản của y sinh học ở cấp độ phân tử; Duy trì sự hợp tác chặt chẽ với một số 

viện, học viện, ngành công nghiệp và cơ quan chính phủ; Thúc đẩy truyền thông 

khoa học bằng cách tài trợ các cuộc họp, hội thảo và bài giảng liên quan; Hỗ trợ đào 

tạo nghiên cứu cơ bản và ứng dụng trong sinh học tính toán cho nghiên cứu sinh 

thông qua chƣơng trình nghiên cứu. NCBI cũng là thành viên của cộng đồng khoa 

học quốc tế trong nghiên cứu tin học và đào tạo thông qua nhiều chƣơng trình khoa 

học; Hỗ trợ và phối hợp với cộng đồng khoa học và y tế truy cập vào hàng loạt 

CSDL và phần mềm; Phát triển các tiêu chuẩn về CSDL cũng nhƣ danh pháp trong 

sinh học. 

Nhiều dự án nghiên cứu cơ bản đƣợc thực hiện để tăng cƣờng củng cố, công 

bố công khai CSDL và phần mềm ứng dụng của NCBI. Những nỗ lực hợp tác 

nghiên cứu, điều tra của NCBI với cộng đồng nghiên cứu bên ngoài, đã dẫn đến sự 
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phát triển của nhiều thuật toán tiên tiến (BLAST, PSI-BLAST, COG,…), nguồn lực 

cơ bản và phƣơng pháp nghiên cứu mới.  

1.2.4. Mẫu dò DNA và ứng dụng 

1.2.4.1. Mẫu dò DNA 

Trong sinh học phân tử, mẫu dò là một đoạn DNA hoặc RNA hay axit amin 

đƣợc sử dụng để phát hiện sự có mặt của trình tự nucleotide, protein tƣơng đồng. 

Mẫu dò đƣợc thiết kế dựa trên những trình tự gen/axit amin có sẵn hoặc từ trình tự 

genome của sinh vật có quan hệ gần gũi với đối tƣợng nghiên cứu. Mục đích xây 

dựng mẫu dò để tìm kiếm gen chức năng đƣợc bảo tồn qua tiến hoá hay trình tự axit 

amin của protein là sản phẩm của gen. Thông qua việc so sánh tƣơng đồng, từ đó 

tìm kiếm trình tự trọn vẹn của gen mã hoá cho protein trong genome,…[121].  

So sánh tƣơng đồng cũng đƣợc xem nhƣ công cụ hữu hiệu để khai thác gen từ 

nguồn dữ liệu trình tự DNA đa hệ gen [151]. Đồng thời có thể sử dụng phƣơng 

pháp này nghiên cứu đặc tính và biểu hiện của gen [42]. Việc lựa chọn trình tự gen 

mong muốn đƣợc thực hiện bằng nhiều phần mềm dự đoán cấu trúc và chức năng 

của gen/protein. Một số phần mềm đã ra đời để tạo mẫu dò dựa trên thông tin về 

gen chức năng FGA (Functional Gen Arrays) nhƣ OligoArray [140], OligoPicker 

[181] và YODA [128]. Trong nghiên cứu phân tích dữ liệu DNA đa hệ gen, một số 

loại mẫu dò đã sử dụng công cụ tin sinh học thiết kế để tìm kiếm gen nhƣ: 

Hierarchical - mẫu dò phân cấp dựa trên gen chức năng [31]; PhylArray là mẫu dò 

tìm các vi khuẩn chƣa từng đƣợc biết đến dựa trên sự thoái hóa và không thoái hóa 

cho mỗi taxon [118]; CommOligo thiết kế mẫu dò dựa trên việc sử dụng các trình tự 

tƣơng đồng cao và thông tin của genome [103]; HiSpOD sử dụng trình tự 

nucleotide bảo tồn hoặc trình tự nucleotide riêng lẻ để tạo ra mẫu dò có độ đặc hiệu 

cao [50].  

Nghiên của Zhou và cộng sự đã sử dụng công nghệ PathoChip kết hợp với 

PCR để phát hiện sự hiện diện tác nhân gây bệnh ung thƣ và một số bệnh khác ở 

ngƣời. PathoChip thiết kế mẫu dò dựa trên các trình tự DNA và RNA đặc trƣng của 

mỗi nhóm sinh vật bao gồm 4200 tác nhân gây bệnh (virus, vi khuẩn, nấm, ký sinh 
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trùng) đã đƣợc công bố trong NCBI. Dữ liệu này đƣợc tập hợp thành một DNA đa 

hệ gen chứa 58 nhiễm sắc thể với độ dài 448,9 triệu bp. Công cụ này đã thiết kế 

khoảng 5,5 triệu mẫu dò từ DNA đa hệ gen trên dựa vào vị trí hoặc khu vực bảo tồn 

của bộ gen gây bệnh ở các loài [12]. 

1.2.4.2. Một số ứng dụng của mẫu dò DNA  

Mẫu dò đƣợc sử dụng trong nhiều nghiên cứu khác nhau nhƣ nhận diện bản 

sao hoặc sản phẩm RNA của gen, chỉ ra loài sinh vật có quan hệ gần gũi với đối 

tƣợng nghiên cứu nhằm tìm kiếm gen chức năng đƣợc bảo tồn qua tiến hoá,…[123], 

kiểm tra mức độ biểu hiện của gen quan tâm ở các cơ quan [9], giai đoạn sinh 

trƣởng [105], điều kiện môi trƣờng [73]. Sử dụng mẫu dò để kiểm tra sinh vật biến 

đổi gen [74]; kiểm tra sự có mặt và biểu hiện của gen chuyển, gen của virus 

[4],…Trong thực tế việc sử dụng mẫu dò để tìm kiếm, sàng lọc trình tự gen mong 

muốn từ các ngân hàng DNA đa hệ gen đã đƣợc sử dụng [5].  

Cách tiếp cận sử dụng mẫu dò để khai thác gen từ dữ liệu giải trình tự DNA đa 

hệ gen đã đƣợc Kushwaha và cộng sự tiến hành chọn lọc enzyme thủy phân mạch 

carbon từ vi sinh vật đất. Mẫu dò này đƣợc thiết kế dựa vào dữ liệu của NCBI và 

thuật toán tin sinh học của Metcap, cho phép tự động tạo ra mẫu dò thông lƣợng cao 

thay thế cho việc thiết kế mồi tìm kiếm trình tự gen đích. Mẫu dò tự động sử dụng 

nhiều thông số cho phép ngƣời dùng có thể thay đổi các tiêu chuẩn nhƣ: độ dài của 

mẫu dò, nhiệt độ nóng chảy và hàm lƣợng GC [97].  

 Nhƣ vậy hầu hết mẫu dò trong nghiên cứu DNA đa hệ gen đã công bố đều dựa 

trên CSDL sẵn có của các ngân hàng gen. Tất cả trình tự gen mã hóa cho protein 

đích đƣợc lựa chọn và nhập vào phần mềm một cách tự động, sau đó phần mềm sẽ 

sử dụng thuật toán so trùng để xây dựng nên mẫu dò. Tùy theo mục đích sử dụng 

mà ngƣời dùng có thể yêu cầu về độ dài của mẫu dò và thông số liên quan. 

1.3. ENZYME β–xylosidase  

1.3.1. Đặc điểm chung 

Để phân giải hoàn toàn hemicellulose thành các đơn phân, đòi hỏi nhiều loại 

enzyme phân giải khác nhau do thành phần cấu trúc phức tạp. Tuy nhiên một số 
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enzyme đóng vai trò cắt các mạch chính và chuỗi nhánh của hemicellulose nhƣ  

endoxylanase, β-xylosidase, α-glucuronidase,  α-arabinofuranosidase và esterase 

acetylxylan (Hình 1.3). Endo β-1,4 xylanase là một trong những enzyme phổ biến 

nhất trong quá trình thủy phân xylan. Enzyme này thủy phân liên kết 1,4 giữa các tiểu 

đơn vị xylose trong polyme của xylan để sản xuất oligosaccharide, từ đó β-xylosidase 

sẽ phân cắt thành xylose [57]. 

 

Hình  1.3. Vị trí tác dụng của một số hemicellulase trên mạch xylan 

Xylan-1,4-β-xylosidase (EC 3.2.1.37) là một enzyme trong chuỗi chuyển hóa 

xylan ra sản phẩm cuối cùng. Ngoài tên hệ thống là xylan-1,4-β-xylosidase và tên 

thƣờng gọi là β-xylosidase, enzyme này còn có một số tên gọi khác là xylobiase, 

exo-1,4-β-xylosidase, β-D-xylopyranosidase, exo-1,4-xylosidase, exo-1,4-β-D-

xylosidase và 1,4-β-D-xylan xylohydrolase. Enzyme này có vai trò quan trọng phân 

giải hemicellulose nói riêng và sinh khối thực vật nói chung. Theo phân loại của 

CSDL CAZY thì β-xylosidase có cấu trúc khá đa dạng và đƣợc sắp xếp vào các họ 

GH1, 3, 30, 31, 39, 43, 51, 52, 54, 116 và 120. 

1.3.2. Mô hình hoạt động  

 Trong hoạt động thủy phân của β–xylosidase thuộc các họ GH1, 3, 30, 31, 39, 

51, 52, 54, 116 và 120 đều sử dụng cơ chế giữ nguyên cấu hình vòng, chỉ có họ 

GH43 sử dụng cơ chế nghịch đảo cấu hình vòng (Hình 1.4) [202]. 
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Hình  1.4. Mô hình glycoside hydrolase thủy phân liên kết glycoside 

A. Cơ chế xúc tác giữ nguyên cấu hình vòng sau khi thủy phân  

B. Cơ chế xúc tác nghịch đảo cấu hình vòng sau khi thủy phân 

1.3.3. Cấu trúc không gian 

 

Hình  1.5. Cấu trúc không gian của enzyme thuộc GH43 ở Cellvibrio japonicus [13] 

 β–xylosidase có cấu trúc không gian khá đa dạng với một số mô hình nhƣ 

(β/α)8 (GH1, 30, 39, 51), (β/α)8 barrel (GH31) và 5-fold β-propeller (GH43). Đặc 

biệt enzyme thuộc họ GH43 có mô hình cấu trúc không gian gồm năm chuỗi gấp 

nếp β xếp thành cánh quạt tạo ra cấu trúc hình chữ V với các khe rãnh dài, xen kẽ 
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với chuỗi α. Trung tâm xúc tác là một túi sâu, đƣợc quyết định bởi cả hai axit amin 

là glutamate và aspartate (Hình 1.5). Hoạt động của hai axit amin gây ra hiện tƣợng 

đảo ngƣợc vị trí chuỗi β và α (tức là đảo ngƣợc cấu trúc lập thể của các nguyên tử 

carbon trong chất nền), nhƣng không trở lại vị trí ban đầu, dẫn đến cấu hình trung 

tâm hoạt động của enzyme bị thay đổi. Đó chính là cơ sở giúp các enzyme trong họ 

GH43 có thể kết hợp với nhiều dạng cơ chất để thủy phân liên kết glycoside [13]. 

Các nghiên cứu khi sử dụng aryl-glycoside làm cơ chất cho thấy enzyme trong họ 

GH43 mang cả hai hoạt tính bao gồm alpha-L-arabinofuranosidase và beta-D-

xylosidase. 

1.3.4. Hoạt tính của β–xylosidase  

 

Hình  1.6. Hoạt tính của β–xylosidase 

A. Vị trí cắt của β-xylosidase trên chuỗi xylan, B. β–xylosidase thủy phân (1,4)-

β-D-xylan, C. Vị trí cắt của xylan β–xylosidase trên xylobiose 

 β–xylosidase (E.C 3.2.1.37) là một enzyme có khả năng xúc tác phản ứng cắt 

liên kết β(1→4) glycoside ở đầu không khử của chuỗi xylan. Hoạt tính chủ yếu của 
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enzyme này là loại bỏ gốc D-xylose khỏi đầu không khử của (1,4)-β-D-xylan 

oligosaccharide (Hình 1.6A), nhờ đó chuỗi (1,4)-β-D-xylan oligosaccharide đƣợc 

thủy phân thành các tiểu phần β-D-xylanpyranose (Hình 1.6B). Cũng nhờ khả năng 

phân cắt liên kết β-1,4 này, β–xylosidase còn thủy phân xylobiose (phân tử đƣờng 

đôi gồm 2 monome xylose liên kết với nhau bằng liên kết β-1,4) (Hình 1.6C). Một 

số hoạt tính exoglycosidase khác của enzyme này cũng đƣợc tìm thấy ở gan cừu 

[28]. 

1.3.5. Ứng dụng của β–xylosidase  

 β–xylosidase đƣợc coi là enzyme quan trọng phá vỡ liên kết glycoside của 

hemicellulose. Trong công nghiệp enzyme này đƣợc sử dụng để phục vụ cho việc 

sản xuất xylitol và giấy tái chế [86], giúp chuyển hóa sợi, giảm sử dụng chất tẩy 

trong sản xuất vải, bột giấy và giấy [160]. 

 β–xylosidase kết hợp với endo - xylanase trong sản xuất bánh mì sẽ cải thiện 

quá trình nhào bột, tăng khả năng hấp thụ nƣớc và độ xốp của bánh [160], giảm tính 

nhớt khi ủ bia [20], giúp tách nƣớc và giải phóng hƣơng thơm từ nho khi sản xuất 

rƣợu vang [96] và cải thiện khả năng tiêu hóa của vật nuôi khi bổ sung vào thức ăn 

[86]. 

 Cùng với cellulase và các hemicellulase khác, β–xylosidase giúp phân hủy 

lignocellulose tạo ra các monosaccharide - nguyên liệu cung cấp cho sản xuất nhiên 

liệu sinh học [86]. Việc sản xuất nhiên liệu sinh học từ sinh khối thực vật đòi hỏi 

phải có hỗn hợp các cellulase và hemicellulase đƣợc xử lý qua từng bƣớc khác 

nhau, trong đó β–xylosidase là một thành phần không thể thiếu [124]. 

1.3.6. Nguồn cung cấp β–xylosidase  

β–xylosidase thƣờng đƣợc tìm thấy ở sinh vật sử dụng sinh khối thực vật 

làm thức ăn, phần lớn trong số đó là vi khuẩn và nấm [18]. Nguồn cung cấp β–

xylosidase khá đa dạng nhƣ từ thực vật rừng [34], vi sinh vật sống trong dạ cỏ của 

động vật nhai lại [78] và trong ruột mối [115],…. Trong số các nguồn khai thác 

trên, thì vi sinh vật trong ruột mối là một trong những đối tƣợng tiềm năng, nhờ 

vào khả năng phân giải hiệu quả lignocellulose.  
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Mối C. gestroi rất phổ biến ở Việt Nam cũng nhƣ một số quốc gia trên thế 

giới. Một số nghiên cứu đã chỉ ra có 16 họ GH của vi sinh vật sống trong ruột        

C. gestroi là GH2, 3, 5, 7, 10, 11, 16, 20, 26, 30, 42, 45, 47, 53, 77, 92 [61]. Vì vậy, 

chúng tôi sẽ tập trung nghiên cứu gen mã hóa β–xylosidase từ dữ liệu trình tự DNA 

đa hệ gen của vi sinh vật ruột mối C. gestroi ở Việt Nam, để chọn lọc và biểu hiện, 

tinh chế thành công, cung cấp nguồn enzyme cho thực tiễn. 

1.4. KHU HỆ VI SINH VẬT VÀ ENZYME CHUYỂN HÓA LIGNOCELLU- 

LOSE  

1.4.1. Một số khu hệ vi sinh vật chuyển hóa lignocellulose  

 Tìm kiếm và khai thác đƣợc nguồn enzyme để xử lý sinh khối thực vật dƣ 

thừa sẽ ứng dụng hiệu quả trong thực tiễn nhƣ sản xuất nhiên liệu sinh học, thức ăn 

chăn nuôi, hạn chế ô nhiễm môi trƣờng,…. Trong tự nhiên sự phân hủy 

lignocellulose chủ yếu là do vi sinh vật. Do đó mà quá trình phân hủy lignocellulose 

bằng các enzyme từ vi sinh vật có một ý nghĩa rất lớn.  

 Trong những năm gần đây, nhiều nghiên cứu tập trung vào việc tìm kiếm 

những enzyme có hoạt tính mạnh, giúp chuyển hóa nhanh lignocellulose thành 

đƣờng theo hƣớng tiếp cận và sử dụng kỹ thuật Metagenomics. Hƣớng này cho 

phép khai thác đƣợc nhiều gen quý từ các vi sinh vật chƣa nuôi cấy đƣợc vốn chiếm 

từ 99% đến 99,9% vi sinh vật có trong môi trƣờng tự nhiên. Nhiều dự án nghiên 

cứu đã thực hiện theo hƣớng tiếp cận lập thƣ viện DNA đa hệ gen nhƣ: Từ thƣ viện 

DNA đa hệ gen của vi sinh vật trong dạ cỏ trâu đã phân lập đƣợc 13 dòng có hoạt 

tính endoglucanase và 14 gen cellulase [49]. Nhóm vi sinh vật phong phú nhất trong 

dạ cỏ là vi khuẩn, sau đó động vật nguyên sinh, cổ khuẩn và nấm. Vi khuẩn tồn tại 

trong dạ cỏ không giống nhau và phụ thuộc vào chế độ ăn của trâu [154]. Từ thƣ 

viện DNA đa hệ gen của vi sinh vật sống trong chất thải của nhà máy giấy, đã khai 

thác đƣợc bốn nhóm vi khuẩn phổ biến là Spirochaetes, Proteobacteria, 

Bacteroidetes và Firmicutes. Đồng thời đã phân lập đƣợc 2 dòng có hoạt tính 

endoglucanase, 3 dòng có hoạt tính exoglucanase và 2 dòng có hoạt tính β-

glucosidase [187].  
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 Tuy nhiên để hiểu rõ thành phần vi sinh vật, nhiều nghiên cứu đã sử dụng kỹ 

thuật Metagenomics theo hƣớng giải trình tự toàn bộ DNA đa hệ gen. Ví dụ kết quả 

phân tích trình tự DNA đa hệ gen với kích thƣớc 674.959.683 bp của quần xã vi 

sinh vật kỵ khí phân hủy vụn gỗ Bạch Dƣơng đã dự đoán đƣợc 893.380 gen. Trong 

đó số trình tự mã hóa hemicellulase chiếm tỷ lệ cao hơn so với cellulase. Các ngành 

vi khuẩn chiếm tỷ lệ cao nhất là Firmicutes (45,9% ) và Proteobacteria (32,3%), 

tiếp theo là Bacteroidetes (9,9%) [185]. Nghiên cứu khu hệ vi sinh vật sống trong 

hai mẫu đất ủ phân hữu cơ ZC1 và ZC2 ở công viên vƣờn bách thú São Paulo 

(Brazil) có kích thƣớc tƣơng ứng là 836 Mbp và 842 Mb. Trong đó mẫu ZC1 có 

15.623 gen và mẫu ZC2 có 76.175 gen đƣợc dự đoán. Vi khuẩn là loài chiếm ƣu 

thế, sống trong mẫu ZC1 từ 84% đến 89% và trong mẫu ZC2 từ 93% đến 96%, còn 

lại là cổ khuẩn, virus và sinh vật nhân thực. Mẫu ZC1 và ZC2 đều có nhiều gen mã 

hóa enzyme tham gia thủy phân lignocellulose nhƣ: ZC1 có 112 trình tự mã hóa 

cellulase thuộc họ GH5 và 32 trình tự của vùng liên kết cellulose (CBD), 65 trình tự 

axit amin vùng dokerin (pfam00404), 36 trình tự vùng cohesin (pfam00963), 867 

trình tự gen mã hóa cellulobiose phosphorylase. Mẫu  ZC2 có 9 trình tự mã hóa 

cellulase, 6 trình tự axit amin vùng dokerin (pfam00404) và 8 trình tự vùng cohesin 

(pfam00963), 267 trình tự gen mã hóa cellulobiose phosphorylase. Đồng thời, ZC1 

và ZC2 có 584 gen liên quan đến phân hủy pectin nhƣ pectate lyase và pectin 

methylesterase [110]. 

 Trong số các khu hệ vi sinh vật chuyển hóa lignocellulose hiệu quả phải kể 

đến hệ vi sinh vật sống trong ruột mối. Nhiều nghiên cứu sử dụng kỹ thuật 

Metagenomics để tìm hiểu sự đa dạng của vi sinh vật và khai thác enzyme chuyển 

hóa lignocellulose từ cả mối bậc thấp và bậc cao đã công bố. Tổng quan về khu hệ 

vi sinh vật trong ruột mối sẽ đƣợc chi tiết trong nội dung tiếp theo. 

1.4.2. Hệ vi sinh vật và enzyme thủy phân lignocellulose trong ruột mối 

1.4.2.1. Đặc điểm sinh học của mối 

Mối phân bố giữa 47
o
 vĩ độ bắc và 47

o
 vĩ độ nam và chiếm 68% bề mặt Trái 

Đất, với tổng số khoảng 2,4.10
17

 cá thể. Khu vực mối phân bố chính thuộc vùng 
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nhiệt đới và cận nhiệt đới [92]. Theo ƣớc tính, hàng năm mối tiêu thụ khoảng 3 đến 7 

tỷ tấn lignocellulose – với hiệu quả của quá trình tiêu hóa từ 79%  đến 99% [172].  

Ở Việt Nam, có 141 loài mối phân thành 4 họ: Kalotermitidae, Termopsidae, 

Rhinotermitidae, Termitidae. Trong đó ba loài C. gestroi, Coptotermes emersoni, 

Coptotermes travians thƣờng xuyên đƣợc tìm thấy tại Hà Nội và loài Coptotermes 

curvignathus xuất hiện ở miền nam Việt Nam [125], [126], [174]. Trong các loài 

mối ở Việt Nam, Coptotermes là giống mối đáng chú ý nhất vì chúng là những loài 

mối ăn gỗ rất phổ biến, phá hoại nhiều công trình xây dựng của con ngƣời.  

 Mối sống thành tập đoàn, mang tính xã hội, chia thành đẳng cấp khác nhau 

bao gồm mối vua, mối chúa, mối lính, mối thợ và mối cánh. Chúng sống trong một 

tổ, đƣợc phân hoá giữ chức năng và nhiệm vụ khác nhau. Trong đó, mối thợ chịu 

trách nhiệm tìm kiếm thức ăn, tiêu hóa và nuôi dƣỡng các thành viên còn lại trong 

tổ [36]. Mối bậc cao sử dụng nấm làm thức ăn, còn mối gỗ, mối đất và mối bậc thấp 

hoàn toàn chỉ sử dụng gỗ làm thức ăn [112]. Cho đến nay vẫn chƣa đƣợc xác định 

chính xác sự tƣơng tác giữa tế bào của ruột mối với vi sinh vật sống trong ruột mối 

để phân hủy lignocellulose.  

 Ruột mối có cấu trúc rất phức tạp, đƣợc chia ra làm ba bộ phận riêng biệt gồm 

ruột trƣớc, ruột giữa và ruột sau (Hình 1.7). Ruột trƣớc bao gồm dạ dày là nơi 

nghiền thức ăn và tuyến nƣớc bọt tiết ra một số endoglucanase. Ruột giữa hình ống 

với môi trƣờng hiếu khí – là nơi sản xuất endoglucanase ở mối bậc cao và diễn ra 

một vài sự thủy phân lignocellulose. Ruột sau có dạ cỏ - chính là một bể lên men kỵ 

khí. Đây là nơi cƣ trú của nhiều loài vi sinh vật, diễn ra phần lớn sự thủy phân 

cellulose và các quá trình lên men các sản phẩm từ sự thủy phân đó [152].  

Sự tiêu hóa lignocellulose của mối đƣợc thực hiện nhờ hệ enzyme đƣợc tiết ra 

từ bản thân mối và vi sinh vật sống trong ruột mối. Sau khi thức ăn đƣợc nghiền nhỏ 

ở miệng sẽ trộn với enzyme từ tuyến nƣớc bọt và nghiền nhỏ ở túi ruột trƣớc. Thức 

ăn qua ruột giữa sẽ tiếp tục đƣợc tiêu hóa một phần. Phần thức ăn còn lại sẽ bị thủy 

phân bởi enzyme của vi sinh vật sống ở ruột sau [131]. Với kích thƣớc ruột nhỏ nên 
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thời gian vận chuyển của thức ăn qua đƣờng ruột chỉ khoảng 24 giờ đã ảnh hƣởng 

đáng kể đến thành phần của vi sinh vật trong ruột mối. 

 

Hình  1.7. Cấu tạo ruột mối [24] 

1.4.2.2. Hệ vi sinh vật sống tự do trong ruột mối 

 Dựa trên sự có mặt hay vắng mặt của động vật nguyên sinh trong ruột mối mà 

mối đƣợc chia làm hai nhóm là mối bậc thấp và mối bậc cao [1]. Động vật nguyên 

sinh chỉ có ở ruột mối bậc thấp, với số lƣợng từ 10
3
 đến 10

5
 cá thể, hơn 90% trong 

số đó chủ yếu tập trung ở ruột sau. Chúng còn là nơi sinh sống của rất nhiều loài vi 

sinh vật nhân sơ nội bào và ngoại bào [25].  

 Vi khuẩn chiếm trên 90% vi sinh vật, đƣợc tìm thấy trong cả mối bậc thấp và 

mối bậc cao.  Trong đó, Spirochaetes là ngành đặc trƣng của vi sinh vật ruột mối ăn 

gỗ, chiếm tỷ lệ cao (có thể hơn 50% tổng số prokaryote). Chúng có thể sống bám 

trên bề mặt tế bào động vật nguyên sinh hoặc sống tự do trong dịch ruột của ruột 

sau [82]. Thông thƣờng những loài vi khuẩn có kích thƣớc lớn sống tự do, còn 
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những loài vi khuẩn có kích thƣớc nhỏ thƣờng sống trong tế bào chất hoặc bám vào 

bề mặt ngoài của động vật nguyên sinh. Ngoài ra những loài sống cộng sinh bên 

trong động vật nguyên sinh thƣờng chiếm một phần đáng kể của quần xã vi khuẩn 

trong ruột sau của mối [24]. Vi khuẩn đƣờng ruột của hai loài mối bậc thấp phổ biến 

là C. formosanus và R. speratus, chủ yếu thuộc các ngành có khả năng chuyển hóa 

lignocellulose nhƣ:  Bacteroidetes, Spirochaetes, Fibrobacters, Elusimicrobia, 

Firmicutes và Proteobacteria. Tỷ lệ loài vi khuẩn thuộc các ngành chiếm ƣu thế của 

hai loài C. formosanus và R. speratus hoàn toàn khác nhau. Trong đó, Bacteroidetes 

chiếm tỷ lệ rất cao trong đƣờng ruột của C. formosanus, còn Spirochaetes chiếm ƣu 

thế trong đƣờng ruột của R. speratus [24]. Thành phần quần xã vi khuẩn rất giống 

nhau giữa các loài mối trong cùng một chi, nhƣng lại thay đổi mạnh giữa hai chi. 

Tuy nhiên quần xã vi khuẩn trong ruột mối mang tính đặc trƣng cho từng loài mối 

[95]. 

1.4.2.3. Sự đa dạng enzyme tham gia vào chuyển hóa lignocellulose của mối 

 Các nghiên cứu trƣớc đây đã chỉ ra trong ruột mối bậc thấp, động vật nguyên 

sinh là nguồn sản xuất enzyme phân hủy cellulose [138]. Trùng roi Parabasalia sống 

trong ruột mối có khả năng sản xuất exocellulobiohydrolase và endoglucanase cần 

thiết để phân hủy hiệu quả cellulose tinh thể. Gen mã hóa cellulase đã đƣợc phân 

lập từ trùng roi Pseudotrichonympha grassii sống trong ruột C. formosanus [55]. Hệ 

động vật nguyên sinh của mối Coptotermes lacteus có khả năng sản xuất β-1,4-

glucosidase, endo-β-1,4-glucanase và exo-β-1,4-glucosidase. Trichomitopsis 

termopsidis sống trong ruột mối Zootermopsis có thể tiêu hóa đƣợc cả cellulose tinh 

thể lẫn xylan [130]. Ở ruột mối Mastotermes darwiniensis, Hodotermopsis 

sjoestedti, Neotermes koshunensis, C. formosanus và Reticulitermes flavipes, động 

vật nguyên sinh có khả năng tiết lignocellulase thuộc họ GH5 và GH7 [171].  

Ở cả mối bậc thấp và bậc cao, lignocellulase đƣợc sản xuất chủ yếu từ hệ vi 

khuẩn sống trong ruột. Một số nghiên cứu đã phân lập đƣợc các gen đơn lẻ mã hóa 

enzyme thủy phân lignocellulose từ vi khuẩn nhƣ: Gen mã hóa cellulase kích thƣớc 

2,25 kb đã đƣợc phân lập từ Enterobater loacase trong ruột mối Heterotermes 

indicola [129]; Vi khuẩn Dyella sp, Chryseobacterium sp và Bacillus đƣợc phân lập 
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từ ruột Reticulitermes speratus sản xuất enzyme endo-beta-1,4-glucanase [29]; 

endocellulase đƣợc sản xuất từ hai loài vi khuẩn thuộc họ Bacillus sống trong ruột 

mối C. formosanus [169]. Ở mối bậc thấp nhƣ R. flavipes, có 18% cellulase, 31% 

hemicellulase, 57% chitinase và 13% alpha-carboxylhydrolase là có nguồn gốc từ vi 

khuẩn sống trong ruột sau [165].   

1.4.3. Tổng quan nghiên cứu về đa dạng vi sinh vật và enzyme chuyển hóa 

lignocellulose trong ruột mối C. gestroi ở Việt Nam 

1.4.3.1. Xác định đa dạng vi sinh vật trong ruột mối C. gestroi ở Việt Nam 

 Nghiên cứu trƣớc đây của phòng Kỹ thuật Di truyền, Viện Công nghệ Sinh 

học, Viện Hàn lâm Khoa học và Công nghệ Việt Nam đã tiến hành thu thập sáu 

mẫu mối ở 6 địa điểm khác nhau (phƣờng Văn Quán, quận Hà Đông; xã Tản Lĩnh, 

huyện Ba Vì; phố Bùi Xƣơng Trạch, quận Thanh Xuân; phố Thái Hà, quận Đống 

Đa; phố Võng Thị, quận Tây Hồ và 1 địa điểm tại huyện Văn Lâm, tỉnh Hƣng Yên), 

để giải trình tự DNA đa hệ gen trong dự án “Phân lập gen mã hóa lignocellulase 

của vi sinh vật sống trong ruột mối C. gestroi ở Việt Nam bằng kỹ thuật 

Metagenomics”, giai đoạn 2012-2015 hợp tác giữa Việt Nam với Nhật Bản. Dựa 

vào trình tự DNA mã hóa rRNA 16S ti thể, sáu mẫu mối này đã đƣợc định danh đều 

thuộc loài Coptotermes gestroi [126].  

DNA đa hệ gen của vi sinh vật sống trong ruột mối C. gestroi đƣợc tách chiết 

và đọc trình tự bằng máy giải trình tự HiSeq 2000 của Illumina. Sau đó, bằng phần 

mềm chuyên dụng SOAPdenovo và công cụ tin sinh học, máy đã sắp xếp các trình 

tự ngắn (read) đạt yêu cầu thành contig. Phần mềm MetagenAnnotator đƣợc sử 

dụng để dự đoán gen thuộc các contig. Trình tự gen tiếp tục đƣợc dự đoán theo 2 

khía cạnh là chức năng sinh học và đơn vị phân loại dựa vào mức độ tƣơng đồng 

của gen với CSDL tham khảo. Trên cơ sở bộ dữ liệu trình tự DNA đa hệ gen, độ đa 

dạng vi sinh vật trong ruột mối C. gestroi đƣợc đánh giá theo 2 cách: Thứ nhất, các 

trình tự đọc ngắn (read) chất lƣợng cao đƣợc so sánh trực tiếp với các trình tự của 

CSDL từ NCBI, RDP (Ribosomal Database Project) [33], hệ gen nấm và gen vi 

sinh vật đƣờng ruột ngƣời. Thứ hai, tất cả các ORF đƣợc phần mềm MEGAN 

(MEtaGenomic ANalyser) [80] phân tích dựa vào CSDL NR (Non-redundant) 
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[120]. Kết quả cho thấy với kích thƣớc của trình tự DNA đa hệ gen là 5,431.60 

Mb, đã xác định đƣợc 125.431 ORF và dự đoán thuộc về 1.460 loài, 731 chi, 282 

họ, 138 bộ, 65 lớp và 46 ngành của vi sinh vật. Trong đó, vi khuẩn chiếm 1.368 loài 

thuộc 628 chi, 217 họ, 97 bộ, 41 lớp và 22 ngành. Nhƣ vậy số ORF thuộc vi khuẩn 

là 80%, thuộc virus là 0,2%, cổ khuẩn là 0,42%, sinh vật nhân chuẩn là 0,58%, còn 

lại 18,8% là các ORF không dự đoán đƣợc [45]. Trong nghiên cứu này mới chỉ 

dừng lại phân tích sự đa dạng các loài vi sinh vật sống trong ruột mối C. gestroi ở 

mức thống kê chung dựa trên ƣớc đoán chức năng của ORF, chƣa đi sâu vào nghiên 

cứu vai trò của vi sinh vật chiếm số lƣợng lớn nhất là vi khuẩn trong chuyển hóa 

thức ăn. Nghiên cứu tiếp theo của chúng tôi sẽ khai thác và phân tích sâu về vai trò 

của vi khuẩn tham gia chuyển hóa thức ăn trong ruột mối C. gestroi ở Việt Nam. 

1.4.3.2. Nghiên cứu về dự đoán chức năng gen và lựa chọn ORF để biểu hiện từ 

dữ liệu DNA đa hệ gen của sinh vật trong ruột C. gestroi  

 Sau khi giải trình tự DNA đa hệ gen của vi sinh vật trong ruột mối C. gestroi 

và dự đoán có 125.431 ORF, nghiên cứu đã tiếp tục dịch mã các ORF sang trình tự 

axit amin tƣơng ứng. Dựa trên trình tự axit amin để so sánh với các CSDL eggNOG 

[134], COG [166] và KEGG [120] bằng BLASTP để dự đoán chức năng. Dựa vào 

CSDL eggNOG, trình tự axit amin tƣơng ứng của ORF thể hiện chủ yếu chức năng 

của sinh vật nhân sơ. Dựa vào CSDL COG, 7.428 ORF đƣợc dự đoán liên quan đến 

quá trình chuyển hóa carbohydrate và xếp vào 210 nhóm COG. Dựa vào CSDL của 

KEGG, kết quả dự đoán cũng thể hiện số lƣợng ORF liên quan đến chuyển hóa 

carbohydrate chiếm 15.402 ORF và cao hơn rất nhiều so với kết quả dự đoán dựa 

vào CSDL COG. Kết quả dự đoán tổng hợp đƣợc 587 ORF mã hóa enzyme phân 

hủy lignocellulose thuộc về cellulase (316 ORF), hemicellulase (259 ORF), 

pectatelyase và pectinesterase (12 ORF), không có enzyme chuyển hóa lignin [45]. 

 Trong 587 ORF mã hóa cho lignocellulase khai thác từ dữ liệu DNA đa hệ gen 

vi sinh vật trong ruột mối C. gestroi, chỉ có 99 ORF là chứa trọn vẹn gen (gen hoàn 

thiện, chứa cả hai đầu 3’ và 5’), còn lại 488 ORF là không hoàn thiện (mất một 

trong hai đầu hoặc mất cả hai đầu 3’ và 5’). Nhóm ORF hoàn thiện gồm có 55 ORF 

mã hóa cho 4 nhóm cellulase và 44 ORF mã hóa cho 6 nhóm hemicellulase. Trình 
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tự axit amin của cellulase và hemicellulase đƣợc mã hóa bởi ORF hoàn thiện đã 

đƣợc sử dụng để tìm kiếm các trình tự protein tƣơng đồng trên ngân hàng gen NCBI 

bằng công cụ BLASTP. Qua đó xác định chức năng, nguồn gốc và đặc biệt là tính 

mới của gen (thông qua hệ số tƣơng đồng tối đa). Kết quả tìm kiếm cho thấy, trong 

99 ORF hoàn thiện mã hóa cho cellulase và hemicellulase có: 38 ORF tƣơng đồng 

từ 86% đến 100%, 36 ORF tƣơng đồng từ 60% đến 85% và 25 ORF có độ tƣơng 

đồng thấp dƣới 60% với các gen đã biết [45]. 

 Nghiên cứu trƣớc đây đã lựa chọn gen từ dữ liệu DNA đa hệ gen của vi sinh 

vật trong ruột mối theo 04 bƣớc: (1) Trình tự các nucleotide trong ORF đƣợc 

chuyển sang trình tự axit amin trong chuỗi polipeptide và sử dụng để xác định vùng 

bảo thủ dựa trên BLASTP và BLAST PSI (lựa chọn các trình tự có vùng hoạt tính 

rõ ràng, đặc hiệu và đặc thù cho enzyme cần chọn). (2) Đánh giá so sánh tƣơng 

đồng với các trình tự tƣơng ứng trên ngân hàng gen (lựa chọn trình tự nằm trong 

nhóm enzyme đích có độ tin cậy cao và có tính mới dựa vào độ tƣơng đồng khi so 

sánh). (3) Bƣớc tiếp theo là truy nguyên nguồn gốc của gen (ƣu tiên gen có nguồn 

gốc từ vi khuẩn). (4) Cuối cùng là lựa chọn trình tự đơn giản để dễ dàng biểu hiện 

gen trong E. coli. Các bƣớc trên đƣợc thể hiện chi tiết trong luận án nghiên cứu 

“Nghiên cứu sàng lọc gen mã hóa enzyme tham gia thủy phân cellulose từ khu hệ vi 

sinh vật trong ruột mối bằng kỹ thuật Metagenomics” của nghiên cứu sinh Nguyễn 

Thị Thảo (2015) [193]. Theo cách làm trên, nghiên cứu sinh Thảo đã tiến hành chọn 

lọc và so sánh trình tự axit amin của 5 ORF hoàn thiện mã hóa endoglucanase với 

CSDL của NCBI bằng BlastP. Kết quả cho thấy cả 5 trình tự đều có tỷ lệ tƣơng 

đồng từ 46% đến 88% so với các trình tự tƣơng ứng trong CSDL của NCBI. Dựa 

vào tỷ lệ tƣơng đồng trình tự nucleotide và trình tự axit amin, đã lựa chọn 2 ORF có 

mã số là GL0033071 và GL0130684 để nghiên cứu biểu hiện. Trình tự axit amin 

của 2 ORF này cũng đƣợc dự đoán chức năng bằng cách so sánh với CSDL khác 

nhƣ COG, Pfarm,… và dự đoán cấu trúc 3D bằng Phyre 2. Kết quả dự đoán cho 

thấy trình tự axit amin của GL0130684 có quan hệ rất gần gũi với endoglucanase 

của nhiều loài sinh vật và gần nhất với endoglucanase thuộc vi khuẩn Yokenella 

regensburgei. Đồng thời khi dự đoán bằng công cụ tin sinh học trình tự axit amin 

của GL0130684 cũng thể hiện hoạt tính endoglucanase rõ ràng. Tuy nhiên sau khi 
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tiến hành thực nghiệm biểu hiện trong E. coli thì hoạt tính endoglucanase lại khá 

thấp (11,793 U/mg). Ngoài ra, nhóm nghiên cứu cũng đã thử nghiệm biểu hiện 8 

gen khác. Kết quả biểu hiện cho thấy: Protein không tan (02), hoặc tan ít (02), biểu 

hiện kém (02) và biểu hiện tan (02) và có hoạt tính yếu (Số liệu không công bố). 

 Những hạn chế của nghiên cứu trƣớc đây đã đặt ra yêu cầu phải xây dựng 

đƣợc một phƣơng pháp hiệu quả để tìm kiếm nhanh đƣợc gen đích mã hóa đúng 

lignocellulase từ dữ liệu DNA đa hệ gen của vi sinh vật trong ruột mối C. gestroi 

và phải có hoạt tính đúng của enzyme mục tiêu sau khi biểu hiện. Ngoài ra, sự đa 

dạng hệ vi khuẩn và enzyme thủy phân lignocellulose trong ruột mối cũng chƣa 

đƣợc nghiên cứu. Những vấn đề tồn tại trên sẽ đƣợc chúng tôi sẽ giải quyết trong 

nghiên cứu này.  
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Chƣơng 2. ĐỐI TƢỢNG, VẬT LIỆU VÀ PHƢƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1. ĐỐI TƢỢNG VÀ VẬT LIỆU 

2.1.1. Đối tƣợng 

Trong nghiên cứu chúng tôi sử dụng dữ liệu trình tự DNA đa hệ gen của vi 

sinh vật sống trong ruột mối C. gestroi đã đƣợc chú thích bởi BGI, bao gồm 

125.432 ORF do phòng Kỹ thuật di truyền, Viện Công nghệ Sinh học, Viện Hàn 

lâm Khoa học và Công nghệ Việt Nam cung cấp. Trong đó có 587 ORF mã hóa 

enzyme thủy phân lignocellulose làm nguồn dữ liệu để phân lập gen.  

Các chủng vi sinh vật: chủng E. coli DH10B (F–mcrA Δ(mrr-hsdRMS-

mcrBC) Φ80lacZΔM15 ΔlacX74 recA1 endA1 araD139 Δ(ara leu) 7697 galU 

galK rpsL nupG λ–) của hãng Invitrogen (Mỹ) đƣợc sử dụng làm thể nhận trong thí 

nghiệm tách dòng gen.  

Chủng E. coli Rosetta 1 (F
-
 ompT hsdSB(rB

-
 mB

-
) gal dcm (DE3) pRARE 

(Cam
R
)) là chủng thƣơng mại của hãng Novagen đƣợc sử dụng làm chủng biểu hiện 

gen. Trong đó một số gen đã bị gây đột biến để thuận lợi cho thực nghiệm biểu hiện 

gen nhƣ: khuyết gen ompT tránh cho protein tái tổ hợp bị phá hủy ngay trong tế bào 

và giúp cải thiện thu hồi protein tái tổ hợp còn nguyên vẹn [66], khuyết hsdS không 

mã hóa protease có chức năng phân giải plasmid ngoại lai xâm nhập tế bào chủ làm 

tăng hiệu quả biến nạp vector tái tổ hợp, khuyết gen gal tránh việc tế bào sử dụng 

galactose làm nguồn carbon cho sinh trƣởng [153], khuyết gen dcm giúp gen ngoại 

lai tránh bị methyl hóa, dẫn đến sai khác trong việc biểu hiện protein tái tổ hợp [19]. 

Mặt khác E. coli Rosetta 1 chứa đoạn gen mã hóa cho T7- ARN polymease, có 

nguồn gốc từ bacteriophage T7 và đặt dƣới sự điều khiển của promoter lac, đƣợc 

cảm ứng biểu hiện bởi IPTG. Ngoài ra E. coli Rosetta 1 còn đƣợc thiết kế để tăng 

cƣờng biểu hiện protein chứa các codon hiếm. Chúng chứa thêm gen mã hóa tRNA 

vận chuyển argU, argW, ileX, glyT, leuW, proL, metT, thrT, tyrU, thrU và bổ sung 

thêm 6 codon hiếm là AUA, AGG, AGA, CUA, CCC, và GGA. 

 Trình tự gen mã số Termite 2_ GL0112518 mã hóa β–xylosidase gồm 1077 

nucleotide có đƣợc từ dữ liệu giải trình tự DNA đa hệ gen của vi sinh vật trong ruột 

mối C. gestroi (Phụ lục 1). 
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Vector pET22b(+) dùng làm vector biểu hiện gen Xbx14 trong E. coli  

Rosetta 1. Hệ vector pET đƣợc Studier và cộng sự thiết kế dựa trên cơ sở promoter 

mạnh có nguồn gốc từ phage T7 và gen ngoại lai đƣợc biểu hiện dƣới sự phiên mã 

của T7-RNA polymease [183]. Vector pET22b(+) có chiều dài 5493 bp, đƣợc sử 

dụng cho cả tách dòng và biểu hiện gen ngoại lai trong tế bào E. coli. Thành phần 

của vector pET22b(+) chứa đầy đủ yêu cầu phục vụ cho mục đích tách dòng và biểu 

hiện nhƣ: Trình tự khởi đầu sao chép (ori), gen chỉ thị chọn lọc (Amp
R
) kháng 

Ampicillin, vùng đa nối MCS (Multiple Cloning Site) có chứa điểm cắt của một số 

enzyme hạn chế, promoter T7 kiểm soát phiên mã, gen quy định chuỗi tín hiệu tiết 

pelB trƣớc đầu tận cùng N của protein có tác dụng định hƣớng protein tái tổ hợp 

chuyển ra khoang chu chất của tế bào, phía sau vị trí cắt đa điểm có một đoạn trình 

tự mã hóa cho 6 axit amin Histidine tích điện âm (đuôi His-tag) để tinh sạch protein 

tái tổ hợp bằng cột sắc kí ái lực, trình tự kiểm soát dịch mã nhƣ điểm bám của 

ribosome đƣợc bố trí thích hợp và codon khởi đầu ATG.  

 pG - KJE8 (TaKaRa) là vector biểu hiện chaperone, có kích thƣớc 11,1 kb do 

hãng TaKaRa cung cấp. Đây là plasmid đƣợc thiết kế với mục đích biểu hiện nhiều 

loại chaperone khác nhau. Trong thành phần cấu tạo gồm gen mã hóa DnaK-DnaJ-

GrpE dƣới sự kiểm soát của promoter araB, đƣợc cảm ứng biểu hiện bởi L-

arabinose và gen mã hóa GroES-GroEL dƣới sự kiểm soát của promoter pzt – 1, 

đƣợc cảm ứng bởi Tetracyline. Trên vector có chứa gen kháng Chloramphenicol 

giúp cho việc kiểm soát sự tồn tại và chọn lọc plasmid.  

Cặp mồi dùng để kiểm tra gen Xbx14 từ DNA đa hệ gen của vi sinh vật trong 

ruột mối C. gestroi đƣợc đặt tổng hợp tại hãng Integrated DNA Technologies 

(Singapore).  

 GL0112518F-NcoI: ACCATGGATGATAAAGTTACCAATCCGGTG 

 GL0112518R-XhoI: ACTCGAGACGAGCAGCGTTCAG  

2.1.2. Hóa chất và thiết bị máy móc 

Các loại hóa chất: Hóa chất sử dụng trong nghiên cứu đƣợc đặt mua từ các 

công ty đạt tiêu chuẩn quốc tế nhƣ Bio-Lab (Mỹ), Fermentas (Mỹ), Sigma (Mỹ), 

Merck (Đức) bao gồm: SDS, Tris-HCl, EDTA, glycine, cao nấm men, bactor 

peptone, methanol, ethidium bromide, glycerol, ethanol, acetic acid, chloroform, 
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phenol, iso-amylalcohol, glucose, acrylamide/bis-acrylamide, hydrogen peroxide, 

imidazole, sodium carbonate, disodium hydrogen phosphate dodecahydrate, sodium 

dihydrogen phosphate dihydrate, sodium hydroxide, sodium chloride, potassium 

acetate, agar, dNTP, agarose, nickel (II) chloride, carboxymethylcellulose, xylan, 4-

nitrophenyl β-D-glucopyranoside, sodium potassium tartrate, PEG 8000, 3,5-

dinitrosalicylic axit và những hóa chất thông dụng khác dùng trong sinh học phân tử. 

Các loại enzyme: Taq DNA polymease (Fermentas, Mỹ); các loại enzyme hạn 

chế (Bio-Lab và Fermentas, Mỹ); T4 DNA ligase (Fermentas, Mỹ). 

Máy móc và thiết bị: Máy PCR (Applied Biosystems, Mỹ), máy ly tâm lạnh bé 

(Sorvall RC5B, Mỹ), máy ly tâm lạnh lớn (Sorvall RC5B, Mỹ), máy ổn nhiệt (Mỹ), 

máy điện di (Bio-Rad, Mỹ), máy biến tính, máy UV (Bio-Rad, Mỹ), máy lắc ổn 

nhiệt (New Jersey, Mỹ), cân phân tích (Precisa, Thụy Sĩ), cân điện tử (Precisa, Thụy 

Sĩ), máy đo pH (Metler, Thụy Sĩ), máy lắc ổn nhiệt, tủ nuôi cấy tế bào (Multitron, 

Đức), máy sắc kí FPLC (Amersham Pharmacia, Mỹ), máy hút chân không – speed 

Vac Sc 110ª (Savant, Mỹ), máy đo pH (Hana Instrument, Mỹ), máy NanoDrop 

(Implen, Đức), tủ lạnh sâu -80
o
C (Panasonic, Nhật), máy đọc ELISA ELx800 

(BioTek, Mỹ), máy quang phổ UV 165
o
C (Shimadzu, Nhật Bản), máy giải trình tự 

thế hệ mới Hiseq 2000 (Illumina, Mỹ). 

Môi trường nuôi cấy vi khuẩn E. coli: Luria-Bertani (LB) lỏng có 0,5% cao 

nấm men, 1% peptone và 0,1% NaCl. Môi trƣờng LB bổ sung 100 mg/l Ampicillin 

(LBA), 20 mg/l Chloramphenicol (LBC). 

Các dung dịch: Các dung dịch sử dụng trong tách chiết DNA plasmid từ E. coli 

gồm: Dung dịch I có thành phần gồm 50 mM glucose; 25 mM Tris-HCl, pH = 8,0 và 

10 mM EDTA, pH = 8,0; Dung dịch II gồm có 0,2N sodium hydroxide và 1% SDS;  

Dung dịch III gồm 3M potassium acetate và 11,5% acetic axit. Dung dịch phenol: 

chloroform:  isoamylalcohol tỷ lệ theo thể tích tƣơng ứng 25: 24: 1.   

Dung dịch sử dụng trong điện di DNA gồm dung dịch TAE đặc 50 lần (24,2 g 

Tris-base; 5,71 ml glacial acetic acid; 10 ml EDTA 0,5 M, pH = 8,0; bổ sung nƣớc 

đến 100 ml). Dung dịch nhuộm gel ethidium bromide (EtBr) 0,5 µg/ml.  

Dung dịch sử dụng trong điện di protein gồm đệm xử lý mẫu protein đặc 6 lần 

(7 ml Tris-HCl 1 M, pH = 6,8; 3 ml glycerol 100%; 1 g SDS; 0,6 ml 2-mercapto-



39 

 

 

ethanol; 1,2 mg bromophenol). Đệm chạy điện di protein (0,05 M Tris; 0,192 M 

glycine; 0,1% SDS; pH = 8,4). Dung dịch nhuộm gel polyacrylamide kiểm tra protein 

(coomassie brilliant blue 0,1% w/v; methanol 30% v/v; acetic acid 10% v/v). Dung 

dịch tẩy nhuộm coomassie (methanol 40% v/v; acetic acid 10% v/v).  

Dung dịch tinh chế protein gồm: muối (NH4)2SO4, dung dịch PBS 10X (80 g 

NaCl; 2 g KCl;  2,4 g KH2PO4; 14,2 g Na2HPO4 bổ sung nƣớc cho đến 1 lít) và một 

số dung môi hữu cơ khác, đệm phosphate (pH = 9). 

2.2. PHƢƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

 Đề tài đƣợc thực hiện theo các bƣớc nghiên cứu cơ bản nhƣ sơ đồ hình 2.1: 

 

Hình 2.1. Các bước cơ bản trong nghiên cứu của luận án 

2.2.1. Phƣơng pháp xây dựng mẫu dò 

 Để xây dựng mẫu dò cho β–xylosidase nghiên cứu thực hiện theo sơ đồ hình 2.2. 



40 

 

 

 

Hình 2.2. Sơ đồ các bước cơ bản trong xây dựng mẫu dò 

2.2.1.1. Xác định các họ GH chứa β–xylosidase theo CAZY 

Từ hệ thống phân loại của CAZY, nghiên cứu sẽ thống kê số lƣợng các họ GH 

chứa β–xylosidase. Sau đó sẽ so sánh sự khác nhau về cấu trúc không gian, axit 

amin cho và nhận proton trong quá trình hoạt động của enzyme thuộc các họ GH. 

Kết quả sẽ tổng hợp thành bảng phân loại để tiếp tục tìm hiểu thông tin cụ thể.  

2.2.1.2. Tìm kiếm các trình tự axit amin của β–xylosidase đã được nghiên cứu 

đặc tính 

Thu thập các trình tự axit amin của enzyme đã đƣợc nghiên cứu thực nghiệm 

thuộc mỗi họ GH để tìm ra sự tƣơng đồng, từ đó xây dựng thành mẫu dò. Trong 

nghiên cứu này số liệu đã công bố về đặc điểm liên quan đến β–xylosidase nhƣ pH 

và nhiệt độ hoạt động tối ƣu, cấu trúc không gian, trung tâm hoạt động của enzyme, 

trình tự gen/axit amin sẽ đƣợc tổng hợp lại thành bảng. Chỉ những nghiên cứu có 

thông tin chi tiết về đặc tính của enzyme mới đƣợc sử dụng cho nghiên cứu tiếp 

theo. 
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2.2.1.3. Nhóm các trình tự đã tìm kiếm được để tìm các vùng tương đồng bằng 

công cụ ClustalW - PBIL  

ClustalW - PBIL là công cụ cho phép so sánh nhiều trình tự nucleotide hoặc 

axit amin [196]. Các trình tự axit amin của β-xylosidase sau khi đƣợc thu thập từ 

bƣớc tìm kiếm sẽ đƣợc so sánh và tính toán mức độ tƣơng đồng để cho ra một trình 

tự đƣợc cho là bảo tồn cao nhất (Ký hiệu Prim.cons) bằng công cụ ClustalW - 

PBIL. Kết quả so sánh bằng công cụ này chỉ ra vị trí axit amin giống nhau hoàn 

toàn hoặc một phần giữa các trình tự để ngƣời dùng dễ dàng quan sát và phân tích 

kết quả. Chúng tôi chọn tham số mặc định khi sử dụng công cụ ClustalW-PBIL 

trong nghiên cứu. 

2.2.1.4. Xây dựng mẫu dò và xác định giá trị tham chiếu 

Kết quả so sánh bằng công cụ ClustalW - PBIL sẽ xác định đƣợc vị trí bảo tồn 

cao và vị trí giống nhau giữa các trình tự. Trình tự mẫu dò bao gồm thành phần axit 

amin ở: (1) vị trí bảo tồn và giống nhau hoặc tƣơng đối giống nhau; (2) vị trí không 

bảo tồn nhƣng vẫn giống nhau trên 50% tổng số trình tự; (3) vị trí là số; (4) vị trí có 

từ trên hai loại axit amin giữa các trình tự bằng nhau.  

Sau khi có trình tự axit amin của mẫu dò sẽ sử dụng để so sánh lại với chính 

các trình tự đã thu thập làm mẫu dò bằng BLASTP. Từ kết quả so sánh này sẽ xác 

định mức độ bao phủ và tƣơng đồng của mẫu dò với chính các trình tự ban đầu sử 

dụng để thiết kế nó. Trên cơ sở đó xác định đƣợc giá trị tham chiếu về độ bao phủ, 

độ tƣơng đồng và điểm tối đa khi sử dụng mẫu dò để lựa chọn gen mã hóa cho β–

xylosidase từ dữ liệu DNA đa hệ gen của vi sinh vật trong ruột mối C. gestroi. 

2.2.1.5. Ước đoán cấu trúc bậc ba của trình tự mã hóa β–xylosidase khai thác 

 Cấu trúc bậc ba của phân tử đƣợc ƣớc đoán dựa trên trình tự axit amin và so 

sánh với các protein đã đƣợc nghiên cứu về cấu trúc bằng công cụ Swiss model. 

Trong nghiên cứu này các trình tự thu thập để xây dựng mẫu dò sẽ đƣợc ƣớc đoán 

cấu trúc không gian bằng dụng công cụ Swiss model, với tham số mặc định. 

http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=npsa_clustalw.html
http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=npsa_clustalw.html
http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=npsa_clustalw.html
http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=npsa_clustalw.html
http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=npsa_clustalw.html
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2.2.1.6 Tìm kiếm và lựa chọn gen mã hóa cho β–xylosidase từ số liệu DNA đa hệ 

gen của vi sinh vật trong ruột mối C. gestroi 

Sau khi xây dựng đƣợc mẫu dò mã hóa cho β–xylosidase thuộc các họ GH, sẽ 

tiếp tục sử dụng công cụ BLASTP để so sánh mức độ tƣơng đồng và bao phủ của 

mẫu dò, với trình tự axit amin từ dữ liệu giải trình tự từ vi sinh vật trong ruột mối  

C. gestroi. Trình tự đƣợc lựa chọn phải có giá trị tƣơng đồng, độ bao phủ và điểm 

tối đa lớn hơn hoặc bằng giá trị tham chiếu. 

2.2.2. Các phƣơng pháp xử lý số liệu bằng phần mềm tin sinh học 

2.2.2.1. Phân tích đa dạng các loài vi sinh vật điển hình trong ruột mối C. gestroi  

 Công cụ Excel của MS Word đƣợc sử dụng để lọc ORF của vi khuẩn, họ GH 

và lignocellulase từ 125.431 ORF từ dữ liệu trình tự DNA đa hệ gen của vi sinh vật 

sống trong ruột mối C. gestroi đã có sẵn. Những loài vi sinh vật có số lƣợng bằng 

hoặc lớn hơn 300 ORF sẽ tiếp tục đƣợc tập trung nghiên cứu sâu hơn. Với mỗi loài 

sẽ tìm kiếm các thông tin liên quan đã đƣợc công bố, từ đó phân tích vai trò của 

chúng trong chuyển hóa lignocellulose. 

2.2.2.2. Phân tích đa dạng ORF của lignocellulase theo phân loại của CAZY 

 Từ 587 ORF đã đƣợc ƣớc đoán ban đầu, tiếp tục so sánh với CSDL của CAZY 

bằng chƣơng trình chạy của CAZY trực tuyến theo tham số mặc định. Kết quả sẽ 

đƣa ra bảng sắp xếp ORF vào các họ GH khác nhau. Sau khi có dữ liệu nhận đƣợc 

từ phân tích của CAZY, sẽ tiếp tục phân tích và so sánh với nghiên cứu tƣơng tự ở 

các loài mối khác, để đánh giá sự đa dạng của lignocellulase. 

2.2.2.3. So sánh trình tự ORF của dữ liệu trình tự DNA đa hệ gen có sẵn với 

CSDL của NCBI bằng công cụ BLAST 

Với mục đích khai thác gen mã hóa enzyme mong muốn từ các ORF của dữ 

liệu DNA đa hệ gen của vi sinh vật  trong ruột mối, BLAST trực tuyến của NCBI sẽ 

đƣợc sử dụng. Phần mềm này sẽ giúp so sánh mức độ tƣơng đồng của ORF quan 
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tâm với trình tự trên ngân hàng gen. Quá trình thực hiện đƣợc tiến hành  theo đƣờng 

dẫn http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/ [205].  

Trong nghiên cứu này chúng tôi sử dụng công cụ BLASTP để so sánh sự 

tƣơng đồng của trình tự axit amin với ngân hàng gen, theo tham số mặc định. Để 

chạy BLASTP, trình tự axit amin của β-xylosidase đƣợc định dạng FASTA, sẽ đƣợc 

nhập vào khung chính của công cụ. Sau đó chọn tham số mặc định của chƣơng trình 

và nhấn lệnh BLAST, chờ một vài phút phần mềm sẽ trả lại kết quả. Thông thƣờng 

kết quả có hai phần bao gồm: (1) phần hình chỉ ra vùng bảo tồn và hoạt tính của 

enzyme, (2) sơ đồ so sánh trình tự đích với các trình tự trong ngân hàng gen với chỉ 

số chi tiết về điểm tối đa, mức độ bao phủ, độ tƣơng đồng và vật chủ chứa gen so 

sánh. 

2.2.2.4. Thiết kế mồi bằng phần mềm FastPCR  

Mồi đặc hiệu khuếch đại gen mã hóa Xbx14 đƣợc thiết kế dựa vào trình tự đầu 

5’ và 3’ của gen mong muốn có trong dữ liệu trình tự DNA đa hệ gen có sẵn. Sau 

đó, trình tự mồi đƣợc kiểm tra chất lƣợng và chỉnh sửa bằng phần mềm FastPCR, 

dựa trên nhiều thông số nhƣ nhiệt độ bắt cặp mồi, số nucleotide loại G và C,... theo 

tham số mặc định [203]. 

 2.2.2.5. Kiểm tra vị trí của enzyme hạn chế trên gen quan tâm bằng phần mềm 

trực tuyến RestrictionMapper  

Trình tự DNA của gen quan tâm đƣợc vào chƣơng trình RestrictionMapper 

theo đƣờng dẫn http://www.restrictionmapper.org/ [204]. Dựa trên việc đếm vị trí 

nucleotide trùng khớp với vị trí cắt của từng loại enzyme hạn chế, chƣơng trình sẽ 

đƣa ra kết quả số lƣợng và vị trí cắt của các enzyme hạn chế có trên. 

 2.2.2.6. Chuyển mã trình tự DNA sang trình tự axit amin bằng chương trình 

dịch mã EXPASY 

Trình tự nucleotide của gen quan tâm đƣợc đƣa vào chƣơng trình EXPASY 

theo đƣờng dẫn http://web.EXPASY.org/tools/translate/ [196]. Để chạy công cụ 

”Translate tool” của EXPASY, trình tự nucleotide mã hóa β-xylosidase đƣợc định 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.restrictionmapper.org/
http://web.expasy.org/tools/translate/
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dạng FASTA, sau đó nhập vào khung chính của công cụ. Tiếp theo sẽ chọn tham số 

mặc định của chƣơng trình và nhấn lệnh ”Translate sequence”, chờ một vài phút. 

Chƣơng trình sẽ đƣa ra kết quả là trình tự axit amin tƣơng ứng với 6 khung đọc 

khác nhau từ trình tự nucleotide ban đầu. 

2.2.2.7. Dự đoán cấu trúc của protein bằng công cụ Phyre2 và Swiss model 

 Trình tự axit amin protein đƣợc xử lý trực tuyến bằng chƣơng trình Phyre 2 

theo đƣờng dẫn http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index [197] 

và Swiss model theo đƣờng dẫn https://swissmodel.expasy.org/interactive [198]. 

Bằng cách so sánh mức độ tƣơng đồng của trình tự axit amin nghiên cứu với các 

trình tự có sẵn trên CSDL và đƣa ra mô hình cấu trúc 3D thích hợp nhất theo tham 

số mặc định. Công cụ Swiss model sử dụng để dự đoán cấu trúc của các trình tự gen 

mã hóa enzyme đang tìm kiếm bằng mẫu dò. Công cụ Phyre 2 sử dụng để dự đoán 

cấu trúc của gen Xbx14 mã hóa enzyme sau khi đã lựa chọn, để nghiên cứu trong 

thực nghiệm. 

 2.2.2.8. Dự đoán nguồn gốc của gen bằng công cụ BLAST-Explorer  

 Trình tự axit amin của Xbx14 đƣợc xử lý trực tuyến bằng BLAST-Explorer  

của hệ thống phân tích Phylogeny.fr để dựng cây phân loại [201]. Sau đó chọn tham 

số mặc định của chƣơng trình chờ một vài phút phần mềm sẽ trả lại kết quả dựng 

cây phân loại cho trình tự axit amin đích. 

2.2.2.9. Xác định độ sạch của protein Xbx14 sau khi tinh chế bằng phần mềm 

Quantity One  

Việc xác định khối lƣợng protein đích dựa vào băng protein chuẩn trên gel 

điện di bằng phần mềm Quantity One [206], là bƣớc trung gian để có thể đánh giá 

độ sạch tƣơng đối của protein. Để đánh giá độ sạch của Xbx14, mẫu protein sau khi 

tinh sạch đƣợc điện di trên gel polyacrylamide 12,6% có SDS cùng với thang chuẩn 

protein. Sau đó, gel đƣợc nhuộm bằng thuốc nhuộm comassie, rửa sạch và đƣa lên 

máy scan để quét. Chế độ quét đƣợc cài đặt sao cho chất lƣợng ảnh đạt đƣợc tốt 

nhất. Sau đó, ảnh quét đƣợc đƣa về chế độ đen trắng và chuyển vào phần mềm 

http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index
https://swissmodel.expasy.org/interactive
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Quantity One version 4.6. Bằng phần mềm này, lƣợng protein có trên giếng chạy 

đƣợc nhận biết và quét để định lƣợng tƣơng đối protein tổng số trên giếng. Tuy 

nhiên, diện tích quét trên giếng nên là những vùng xác định thấy có băng protein. 

Bên cạnh đó, Xbx14 trong giếng cũng đƣợc quét và định lƣợng. Độ sạch của Xbx14 

chính là tỷ lệ của khối lƣợng Xbx14 trên khối lƣợng của protein ở mỗi đƣờng chạy. 

2.2.3. Các phƣơng pháp vi sinh 

2.2.3.1. Giữ chủng E. coli 

Tế bào đƣợc nuôi cấy trong môi trƣờng LB (bổ sung chất kháng sinh 

Ampicilin nồng độ cuối cùng là 100 µg/ml) đến khi OD600 đạt khoảng 2,0. Dịch tế 

bào tiếp tục đƣợc bổ sung glycerol vô trùng (nồng độ cuối là 15%) và chia thành 

các thể tích nhỏ trong ống eppendorf để giữ ở -80
o
C trong thời gian dài. 

2.2.3.2. Cấy ria tạo khuẩn lạc đơn 

Que cấy vô trùng đƣợc cho tiếp xúc với dịch nuôi cấy vi khuẩn E. coli và cấy 

ria trên đĩa petri chứa môi trƣờng thạch. Đĩa thạch đƣợc ủ ở 37
o
C qua đêm, sau đó 

giữ ở 4
o
C và sử dụng trong vòng 14 ngày. 

2.2.3.3. Nuôi cấy vi khuẩn 

Chọn một khuẩn lạc đơn đƣờng kính khoảng 2 mm trên đĩa thạch và nuôi cấy 

vào môi trƣờng LB lỏng (bổ sung chất kháng sinh Ampicilin, Chloramphenicol có 

nồng độ cuối cùng lần lƣợt là 100 µg/ml và 20 µg/ml ), nuôi cấy lắc 200 vòng/phút 

ở 37
o
C qua đêm. 

2.2.4. Các phƣơng pháp sinh học phân tử 

2.2.4.1. Giải trình tự DNA bằng máy giải trình tự thế hệ mới HiSeq2000 của 

Illumina 

 Các deoxynucleoside triphosphate (dNTP) đƣợc sử dụng để giải trình tự đều 

gắn với nhân tố kết thúc đảo ngƣợc đã đƣợc đánh dấu huỳnh quang. Mỗi loại 

nucleotide đƣợc đánh dấu huỳnh quang có màu sắc khác nhau. Chu kì giải trình tự 

bắt đầu khi dNTP thứ nhất đƣợc gắn bổ sung với khuôn DNA. dNTP này sẽ đƣợc 
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tia laser quét để xác định đỉnh màu sắc huỳnh quang tạo ra, đồng thời dƣới tác động 

của laser, nhân tố kết thúc đảo ngƣợc của dNTP đó sẽ bị phân hủy. Lúc này, dNTP 

thứ hai mới có thể tiếp tục gắn vào nucleotide thứ nhất và lại đƣợc xác định. Quá 

trình giải trình tự cứ lặp đi lặp lại nhƣ vậy cho đến khi sợi DNA bổ sung đƣợc tổng 

hợp xong. Trình tự nucleotide đƣợc xác định dựa trên các đỉnh màu sắc. Máy HiSeq 

2000 giải trình tự đồng thời đƣợc 10 triệu cụm DNA. 

2.2.4.2. Phương pháp biến nạp DNA plasmid  vào vi khuẩn E. coli bằng sốc nhiệt 

Quy trình tạo tế bào khả biến: cấy chuyển 1 khuẩn lạc E. coli DH10B vào 5 

ml môi trƣờng LB lỏng, lắc 200 vòng/phút ở 37
o
C qua đêm. Chuyển 0,5 ml dịch 

nuôi cấy chuyển sang 50 ml môi trƣờng LB lỏng, tiếp tục cấy lắc 200 vòng/phút ở 

37
o
C cho tới khi OD600 đạt 0,4 đến 0,6. Sau đó, dịch tế bào đƣợc đặt lên đá khoảng 1 

giờ. Từ bƣớc này trở đi, mẫu luôn luôn đƣợc tiến hành ở 4
o
C. Ly tâm thu tế bào ở 

tốc độ 4.000 vòng/phút trong 10 phút. Tế bào đƣợc hòa vào 50 ml CaCl2 100 mM 

(vô trùng, đã đƣợc làm lạnh) và ủ 30 phút. Ly tâm thu tế bào ở 4.000 vòng/phút 

trong 10 phút. Tế bào tiếp tục đƣợc hòa vào 25 ml CaCl2 100 mM và ủ 10 phút. Ly 

tâm 4.000 vòng/phút trong 10 phút để thu tế bào. Cuối cùng, tế bào đƣợc hòa vào 

0,5 ml CaCl2 100 mM có bổ sung thêm 15% glycerol để bảo quản ở -80
o
C trong các 

ống eppendorf. 

Quy trình biến nạp: Tế bào khả biến đƣợc lấy ra từ tủ lạnh -80
o
C đƣợc làm tan 

từ từ trên đá trong khoảng 30 phút. Sau đó, bổ sung vào mỗi ống tế bào khả biến 1 

μg DNA, đảo nhẹ nhàng để DNA phân bố đều trong dịch tế bào khả biến. Ủ mẫu ở 

4
o
C trong khoảng 30 phút. Mẫu đƣợc sốc nhiệt ở 42

o
C trong 1 phút 30 giây và ổn 

định mẫu ở 4
o
C trong 2 phút. Bổ sung khoảng 500 µl đến 600 µl LB lỏng, lắc hỗn 

hợp tế bào ở 37
o
C trong 45 phút đến 1 giờ. Hút 100 µl dịch tế bào và cấy trải trên 

đĩa môi trƣờng LB đặc có bổ sung Ampicilin 100 µg/ml (Chloramphenicol 20 

µg/ml) và ủ đĩa ở 37
o
C qua đêm. 
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2.2.4.3. Phương pháp tách chiết DNA plasmid từ tế bào vi khuẩn E. coli  

Phƣơng pháp này đƣợc thực hiện theo Sambrook và cộng sự (2001) [144] nhƣ 

sau: Cấy chuyển 1 khuẩn lạc riêng rẽ vào ống nghiệm chứa 5 ml môi trƣờng LB có 

bổ sung Ampicillin (nồng độ cuối cùng là 100 μg/ml), nuôi cấy lắc 200 vòng/phút 

qua đêm ở 37
o
C. Hút 2 ml dịch nuôi cấy vào ống eppendorf, ly tâm 5000 vòng/phút 

trong 10 phút và thu tế bào. Tế bào đƣợc hòa vào 100 µl dung dịch I, trộn đều và để 

ở nhiệt độ phòng trong thời gian 5 phút. Bổ sung 200 µl dung dịch II, đảo đều nhẹ 

nhàng để tránh đứt gãy DNA, ủ hỗn hợp ở 4
o
C trong thời gian 10 phút. Tiếp tục bổ 

sung tiếp 150 µl dung dịch III, đảo đều nhẹ nhàng và nhanh. Tủa protein xuất hiện 

và có màu trắng đục và ủ trong thời gian 15 phút ở 4
o
C. Thêm 450 µl 

phenol/chloroform/isoamylalcohol, lắc nhẹ để các protein nhỏ hòa tan vào dịch có 

phenol. Ly tâm 13.000 vòng/phút trong 15 phút. Lúc này mẫu hình thành 3 lớp: lớp 

trên cùng có chứa DNA plasmid, lớp giữa là protein lớn không có khả năng hòa tan 

và DNA hệ gen, lớp dƣới cùng là phenol/chloroform có chứa protein tạp. Dùng 

pipet hút nhẹ nhàng dung dịch lớp trên và chuyển sang ống eppendorf mới loại 1,5 

ml, sau đó bổ sung 2 lần thể tích ethanol 100% và ủ mẫu ở -20
o
C trong 20 phút để 

tủa DNA. Ly tâm 13.000 vòng/phút trong 10 phút và thu tủa. Tủa DNA plasmid 

đƣợc rửa lại bằng ethanol 70% và ly tâm 13.000 vòng/phút trong 10 phút. Plasmid 

DNA đƣợc làm khô bằng máy hút chân không và hòa vào 20 đến 30 µl RNAase 1% 

để phân hủy hết RNA lẫn vào trong thời gian 30 phút ở 37
o
C. Plasmid DNA đƣợc 

giữ ở -20
o
C. 

2.2.4.4. Phương pháp cắt kiểm tra gen 

Phản ứng cắt kiểm tra plasmid tái tổ hợp Pet22Xbx, bằng các enzyme hạn chế, 

đƣợc tiến hành trong tổng thể tích là 10 µl gồm 3 µl DNA (10 g/ml); 0,25 µl 

enzyme hạn chế (2 U/µl); 5,7 µl nƣớc cất vô trùng. Hỗn hợp đƣợc trộn đều, ủ ở 

37
o
C trong khoảng thời gian 120 phút. Sản phẩm của phản ứng cắt đƣợc kiểm tra 

bằng cách điện di trên gel agarose 0,8%.  
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2.2.4.5. Điện di DNA trên gel agarose  

Mẫu DNA đƣợc tra vào giếng của gel agarose và điện di bằng dòng điện một 

chiều với hiệu điện thế 100V trong khoảng 30 đến 45 phút. Bản gel đƣợc lấy ra khỏi 

khuôn và ngâm vào dung dịch Ethidium bromide nồng độ 0,5 µg/ml trong khoảng 5 

đến 10 phút rồi rửa lại bằng nƣớc. Cuối cùng DNA đƣợc quan sát dƣới ánh sáng tử 

ngoại với bƣớc sóng 302 nm [144]. 

2.2.4.6. Phương pháp đồng biểu hiện gen  

 Khuẩn lạc mang gen Xbx14 và chaperone đƣợc cấy chuyển vào 5 ml môi 

trƣờng LB có 100 µg/ml Ampicilin và 20 µg/ml Chloramphenicol, lắc ở 37
o
C qua 

đêm với tốc độ 200 vòng/phút. Tế bào nuôi cấy qua đêm đƣợc chuyển sang môi 

trƣờng mới sao cho OD600 khoảng 0,1. Môi trƣờng nuôi cấy đƣợc bổ sung L–

arabinose 500 mM và Tetracylin 5 µM, tiếp tục lắc 200 vòng/phút ở 37
o
C cho đến 

khi OD600 đạt 1 đến 1,6 thì tiến hành cảm ứng sinh tổng hợp protein ngoại lai bằng 

cách bổ sung IPTG. Dịch tiếp tục đƣợc nuôi và thu mẫu sau thời gian 15 giờ cảm 

ứng, ở nhiệt độ thích hợp. Các điều kiện ảnh hƣởng đến sinh tổng hợp enzyme nhƣ 

nồng độ IPTG, nhiệt độ,... trong quá trình nuôi cấy chủng trong môi trƣờng có chất 

cảm ứng đã đƣợc khảo sát. Tế bào sau khi biểu hiện đƣợc thu lại bằng ly tâm 6.000 

vòng/phút trong 10 phút và thu tủa. Tủa tế bào đƣợc hòa lại bằng nƣớc cất vô trùng 

đƣa về cùng giá trị OD600 = 10 để thuận tiện cho việc so sánh kết quả. Protein đƣợc 

phân tích bằng phƣơng pháp điện di biến tính trên gel polyacrylamide 12,6% có 

SDS [144]. 

 Để đánh giá khả năng tan của protein tạo thành, tế bào biểu hiện đã hòa vào 

trong nƣớc cất vô trùng (OD600 = 10), đƣợc phá vỡ bằng siêu âm với chu kỳ 10 giây 

siêu âm và 20 giây nghỉ trong tổng khoảng 30 đến 40 xung ở tần số 20 khz. Sau đó, 

dịch siêu âm đƣợc ly tâm 13.000 vòng/phút trong 10 phút để tách protein pha tan và 

pha không tan. Pha tan là phần dịch nổi đƣợc thu lại, còn phần cặn là pha không tan 

đƣợc hòa trở lại trong nƣớc cất vô trùng với thể tích bằng thể tích phần dịch vừa hút 

ra và để điện di kiểm tra. 
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2.2.5. Các phương pháp hóa sinh protein 

2.2.5.1. Điện di biến tính protein trên gel polyacrylamide - SDS  

Phƣơng pháp này đƣợc thực hiện theo Sambrook và cộng sự (2001) [144]. 

Chuẩn bị gel: gel polyacrylamide đƣợc chuẩn bị với thành phần và nồng độ thể hiện 

nhƣ Bảng 2.1.  

Quy trình điện di: Mẫu đƣợc tra vào giếng và chạy điện di với cƣờng độ dòng 

điện 10 mA cho mỗi bản gel cho đến khi mẫu qua hết lớp gel có nồng độ 

polyacrylamide thấp (5%). Sau đó, cƣờng độ dòng điện đƣợc tăng lên 20 mA cho 

mỗi bản gel khi mẫu đến lớp gel có nồng độ polyacrylamide cao hơn (12,6%). Kết 

thúc điện di, gel đƣợc nhuộm Coomassie Brilliant Blue R250. Sau khi ủ với thuốc 

nhuộm, gel đƣợc rửa sạch bằng dung dịch tẩy nhuộm cho đến khi quan sát đƣợc rõ 

ràng các băng protein. 

Bảng 2.1. Thành phần và nồng độ của gel polyacrylamide 

Thành phần Gel tách biến tính 12,5% Gel cô biến tính 5% 

dH2O 0,55ml 0,45 ml 

Tris-HCl pH 6,8 - 0,2 ml 

Tris-HCl pH 8,8 1,125 ml - 

Glycerol 50% 0,9 ml - 

Acrylamid 30% 1,89 ml 0,14 ml 

SDS 10% 45 µl 4 µl 

APS 10% 30 µl 8 µl 

TEMED 3 µl 1 µl 

Tổng 4,543 ml 0,803 ml 

2.2.5.2. Phương pháp tinh chế protein bằng tủa phân đoạn  

Quy trình tinh chế: lƣợng protein tổng số biểu hiện trong E. coli Rosetta 1 

dƣới dạng tan đƣợc thu lại và hòa vào trong nƣớc. Sau đó bổ sung muối (NH4)2SO4 

để tủa theo phân đoạn từ nồng độ muối cao đến nồng độ muối thấp. Các phân đoạn 

đƣợc chia nhỏ dần để tìm ra nồng độ muối thấp nhất làm kết tủa hết protein mong 



50 

 

 

muốn. Các phân đoạn sau khi tủa đƣợc hòa lại vào trong nƣớc và điện di kiểm tra 

trên gel polyacrylamide 12,6% có SDS. Phân đoạn sạch sẽ đƣợc giữ lại để kiểm tra 

hoạt tính và xác định thông số động học của enzyme. 

 2.2.5.3. Định lượng axit nucleic/protein bằng phương pháp đo mật độ quang 

 Để định lƣợng axit nucleic/protein, chúng tôi sử dụng phƣơng pháp đo mật độ 

quang bằng máy đo NanoDrop. Máy hoạt động bằng cách kết hợp công nghệ sợi 

quang, tính năng căng thẳng bề mặt tự nhiên để giữ và đo mẫu giữa hai bệ quang 

mà không cần sử dụng cuvette hoặc đƣờng ống. Hệ thống sử dụng các đƣờng dẫn 

ngắn cho phép đo nồng độ axit nucleic, protein một cách chính xác với nhiều lựa 

chọn khác nhau. Khối lƣợng mẫu cần thiết cho phân tích quang phổ của máy rất ít 

nhƣng vẫn thu đƣợc kết quả rất chính xác. Mẫu đƣợc đặt trực tiếp trên đầu của bề 

mặt phát hiện và một cột nƣớc tạo thành một đƣờng thẳng đứng giữa các đầu của 

sợi quang do sức căng thẳng bề mặt. Sau đó đèn flash xenon cung cấp nguồn ánh 

sáng và sợi quang phổ tuyến tính đƣợc sử dụng để phân tích ánh sáng đi qua mẫu 

[44]. Để xác định hàm lƣợng protein/axit nucleic, chỉ cần đƣa từ 1 µl đến 2 µl mẫu 

lên thiết bị, chờ máy phân tích và trả kết quả phân tích sau từ 1s đến 2s. Mẫu sau 

khi đo xong đƣợc làm sạch một cách nhẹ nhàng bằng giấy làm sạch bề mặt quang 

học. 

2.2.5.4. Phương pháp xác định hoạt tính β–xylosidase 

Hoạt tính β–xylosidase đƣợc xác định dựa vào cơ chất đƣợc sử dụng phổ là 4-

nitrophenyl β-D-xylopyranoside (pNPX). β–xylosidase thủy phân pNPX, giải phóng 

p-nitrophenol, nên hoạt tính của β–xylosidase đƣợc xác định bằng cách đo lƣợng p-

nitrophenol đƣợc giải phóng ra ở bƣớc sóng 405 nm. Một đơn vị hoạt tính β–

xylosidase (IU) là lƣợng enzyme cần thiết để giải phóng 1 μmol p-nitrophenol trong 1 

phút [40]. 

 Thiết lập đường chuẩn nồng độ p-nitrophenol: Đồ thị chuẩn đƣợc thiết lập với 

thang chuẩn 10 nồng độ đƣờng p-nitrophenol từ 0 mM đến 10 mM. P-nitrophenol 

đƣợc pha nồng độ 0,2 μmol/ml. Mỗi ống phản ứng có tổng thể tích là 1000 μl gồm 

p-nitrophenol và đệm phosphate, trong đó, thể tích p-nitrophenol giảm dần từ 1000 
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đến 0 μl, còn thể tích đệm phosphate tăng dần từ 0 đến 1000 μl. Tất cả các mẫu 

đƣợc đo OD ở bƣớc sóng 405 nm bằng máy quang phổ UV 165
0
C. Kết quả đo 

OD405 đƣợc sử dụng để thiết lập đƣờng chuẩn biểu thị mỗi quan hệ giữa OD405 và 

nồng độ p-nitrophenol (Hình 2.3). 

Hoạt tính Xbx14 đƣợc xác định dựa theo phƣơng pháp của Teng và cộng sự, 

2011 [168]. Hỗn hợp phản ứng 50 µl gồm có 20 µl cơ chất pNPX (p-nitrophenyl – 

β- xylopyranoside) 10 mM, hòa trong đệm phosphate (pH = 7,0) đƣợc ủ với 30 µl 

dịch enzyme Xbx14 ở 50
o
C trong 30 phút. Phản ứng đƣợc dừng lại khi bổ sung 200 

µl Na2CO3 0,1M. Hoạt tính của enzyme đƣợc xác định thông qua việc đo độ hấp thụ 

pNP tạo ra ở bƣớc sóng 405 nm. Lƣợng p-nitrophenol tạo ra đƣợc tính dựa vào 

đƣờng chuẩn thể hiện mỗi quan hệ giữa OD405 và nồng độ p-nitrophenol. 

 

Hình 2.3. Đường chuẩn pNP được đo ở bước sóng 405 nm 

2.2.5.5. Xác định ảnh hưởng của nhiệt độ,  pH và một số hóa chất 

Phản ứng xác định ảnh hƣởng của nhiệt độ và pH dựa theo phƣơng pháp của 

Teng và cộng sự [168]. Ảnh hƣởng của nhiệt độ trong thí nghiệm đƣợc tiến hành ở 

20
o
C, 30

o
C, 40

o
C, 50

o
C, 60

o
C, 70

o
C, 80

o
C, và 90

o
C. Ảnh hƣởng của pH đối với 

hoạt tính Xbx14 đƣợc thay đổi theo đệm phosphate bao gồm: pH = 5, pH = 6, pH = 

7, pH = 8, pH = 9, pH = 10, pH = 11 và pH = 12. Ảnh hƣởng của một số hóa chất 

đến hoạt tính của enzyme đƣợc xác định theo phƣơng pháp của Lee và cộng sự 

[100]. 
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2.2.5.6. Xác định độ bền của enzyme 

Xbx14 đƣợc ủ ở các nhiệt độ khác nhau: 20
o
C, 30

o
C, 40

o
C, 50

o
C, 60

o
C, 70

o
C, 

80
o
C, 90

o
C trong khoảng thời gian là một giờ và hai giờ theo phƣơng pháp của 

Pedersen và cộng sự (2007). Sau khi kết thúc thời gian ủ, mẫu đƣợc trộn trực tiếp 

với đệm và cơ chất. Phản ứng enzyme đƣợc thực hiện nhƣ phƣơng pháp thử hoạt 

tính đã đề cập ở trên. 

2.2.5.7. Xác định thông số động học của enzyme 

Hoạt tính tính β–xylosidase đƣợc xác định ở các nồng độ cơ chất khác nhau: 

hỗn hợp phản ứng bao gồm 30 μl enzyme + 20 μl cơ chất pNPX  pha trong đệm 

phosphat 1X (nồng độ từ 0 đến 20 mg/ml) đƣợc ủ ở 60
o
C trong 30 phút. Sau đó, bổ 

sung 200 μl Na2CO3 0,1M. Mẫu đƣợc đo OD ở bƣớc sóng 405 nm. Lƣợng đƣờng 

khử do Xbx14 tạo ra trong các phản ứng đƣợc tính tƣơng đƣơng với lƣợng pNP theo 

đƣờng chuẩn. 

Để xác định giá trị Km và Vmax, đồ thị phụ thuộc của tốc độ phản ứng vào nồng 

độ cơ chất đƣợc thiết lập theo phƣơng pháp của Linewever-Burk (Hình 2.4), trong 

đó V đƣợc coi là số micromole xylose (µM) đƣợc giải phóng ra trong 1 phút, 1/[S] 

đƣợc tính là 1/[pNPX], ở đó nồng độ cơ chất đƣợc tính là mM. 

 

Hình 2.4. Sự phụ thuộc của tốc độ phản ứng vào nồng độ cơ chất theo 

Lineweaver-Burk [135] 
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Chƣơng 3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

3.1. NGHIÊN CỨU ĐA DẠNG HỆ VI KHUẨN VÀ LIGNOCELLULASE 

THEO HỆ THỐNG PHÂN LOẠI CỦA CAZY TỪ DỮ LIỆU DNA ĐA HỆ 

GEN CỦA VI SINH VẬT TRONG RUỘT MỐI C. gestroi  

3.1.1. Nghiên cứu đa dạng hệ vi khuẩn sống trong ruột mối C. gestroi 

3.1.1.1. Thành phần các loài vi khuẩn có số lượng ORF lớn trong ruột mối        

C. gestroi 

 Trên thế giới đã có một số công bố về gen mã hóa lignocellulase của vi sinh 

vật ruột mối bậc thấp, nhƣng hầu hết tập trung nghiên cứu sự đa dạng của động vật 

nguyên sinh và nguồn gen của chúng. Cho đến hiện nay các nghiên cứu đánh giá 

sâu về sự đa dạng của vi khuẩn cũng nhƣ sự đa dạng gen lignocellulase trong ruột 

mối bậc thấp còn hạn chế. Trên cơ sở dữ liệu giải trình tự DNA đa hệ gen của vi 

sinh vật sống trong ruột mối C. gestroi ở Việt Nam, chúng tôi căn cứ theo thống kê 

ban đầu và tập trung vào phân tích vi sinh vật có số lƣợng ORF lớn nhất chính là vi 

khuẩn. Đây là nhóm vi sinh vật tiết ra lignocellulase quyết định việc thủy phân hoàn 

toàn lignocellulose trong thức ăn của cả mối bậc thấp và mối bậc cao [24]. Mặt khác 

các enzyme có nguồn gốc từ vi khuẩn sống trong điều kiện khắc nhiệt nhƣ pH kiềm 

của ruột mối thƣờng rất ổn định lên sẽ làm tăng khả năng thủy phân lignocellulose 

[133]. 

 Dựa trên số liệu DNA đa hệ gen đƣợc so sánh với một số CSDL có uy tín nhƣ 

KEGG và eggNOG để dự đoán về loài, chúng tôi tiến hành lọc và thống kê đƣợc 20 

loài có số lƣợng ORF lớn hơn 300 ORF. Tất cả các loài có số lƣợng ORF lớn đều 

thuộc về vi khuẩn (Hình 3.1). Vai trò của các loài vi khuẩn này sẽ đƣợc nghiên cứu 

chi tiết để tìm hiểu về mối quan hệ giữa chế độ ăn gỗ của vật chủ với hệ vi khuẩn 

cộng sinh trong ruột mối C. gestroi ở Việt Nam. 
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Hình 3.1. Biểu đồ thống kê 20 loài vi khuẩn có ORF lớn nhất trong ruột             

C. gestroi 

3.1.1.2. Đặc điểm các loài vi khuẩn giúp C. gestroi chuyển hóa Nitơ  

 Ở Việt Nam mối C. gestroi là loài mối ăn gỗ, nên thức ăn rất nghèo Nitơ, vì 

vậy mối cần sự hỗ trợ của vi sinh vật sống trong ruột mối để bù đắp phần thiếu hụt 

chất dinh dƣỡng thiết yếu chính là các axit amin. Khi phân tích vai trò của các loài 

vi khuẩn có số lƣợng ORF lớn cho thấy: Tham gia vào quá trình chuyển hóa Nitơ 

gồm có sáu loài là Treponema primitia, Treponema azotaurricium, Aminobacterium 

colombiense, Aminomonas paucivorans, Candidatus Azobacteroides 

pseudotrichonymphae, Stenotrophomonas maltophilia. Loài chiếm số lƣợng lớn 

nhất là Treponema primitia (10267 ORF) và Treponema azotonutricium (5202 

ORF. Cho đến nay chúng tôi chƣa tìm thấy công bố nào liên quan đến ba loài 

Aminobacterium colombiense, Aminomonas paucivorans và Stenotrophomonas 

maltophilia trong ruột của các loài mối khác mà chỉ có ở trong đƣờng tiêu hóa của 
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C. gestroi. Theo nghiên cứu của Cleveland thì sự thiếu hụt nitơ nghiêm trọng trong 

chế độ ăn của mối có thể đƣợc bù đắp nhờ các vi khuẩn cố định nitơ trong ruột [32]. 

Sở dĩ mối phát triển mạnh trên gỗ do nhận đƣợc 30% - 50% từ con đƣờng cố định 

nitơ nhờ vi khuẩn [43]. Nhƣ vậy chế độ ăn gỗ thiếu hụt Nitơ của C. gestroi đƣợc bù 

đắp lại bởi các loài vi khuẩn trên do chúng sản sinh ra enzyme ngoại bào tham gia 

vào quá trình chuyển hóa axit amin và giúp mối hấp thụ nguồn protein ít ỏi trong 

thức ăn [51]. Đồng thời cho phép các loài mối trong họ Coptotermes, trong đó có  

C. gestroi chỉ sử dụng gỗ làm thức ăn duy nhất vẫn có khả năng thống trị toàn cầu. 

Trong thực tế mối C. gestroi chỉ ăn gỗ nhƣng đƣợc tìm thấy ở khắp nơi ở Việt Nam.  

3.1.1.3. Đặc điểm các loài vi khuẩn giúp C. gestroi chuyển hóa lignocellulose 

  Sự tiêu hóa lignocellulose của mối đƣợc thực hiện nhờ enzyme đƣợc tiết ra từ 

bản thân mối và từ vi sinh vật sống trong ruột mối. Tuy nhiên các nghiên cứu đã 

chứng minh enzyme do vi sinh vật sống trong ruột mối quyết định hầu hết quá trình 

chuyển hóa thức ăn. Ở ruột sau của mối bậc thấp vi sinh vật chuyển hóa 

lignocellulose gồm vi khuẩn, nấm và động vật nguyên sinh sản xuất các cellulase 

(exoglucanase, endoglucanase, β-glucosidase) và hemicellulase (nhƣ xylanase, 

arabinosidase, mannosidase, arabinofuranosidase) có hoạt tính mạnh thủy phân hiệu 

quả cellulose và hemicellulose. Kết quả thống kê số loài có ORF lớn cho thấy tham 

gia vào quá trình chuyển hóa lignocellulose trong ruột C. gestroi có 16 loài vi khuẩn 

bao gồm: Treponema primitia, Treponema azotaurricium, Lactococcus 

raffinolactis, Lactococcus lactis, Lactococcus garvieae, Spirochaeta caldaria, 

Enterobacter cloacae, Mahella australiensis, Tannerella forsythia, Delftia 

acidovorans, Dethiosulfovibrio peptidovoran, Blastopirellula marina, Pseudomonas 

fluorescens, Yokenella regensburgei, Dysgonomonas gadei và D. mossii. 

  Theo một số nghiên cứu thì các loài vi khuẩn trên đóng vai trò cung cấp 

enzyme thủy phân lignocellulose nhƣ: cellulase đƣợc khai thác từ vi khuẩn 

Pseudomonas fluorescens trong ruột mối Macrotermes subhyalinus [11]; cellulase, 

hemicellulase và chitinase từ vi khuẩn Spirochaeta caldaria [51], trong ruột mối 

Neotermes castaneus [48]. Ba loài Lactococcus raffinolactis, Lactococcus lactis, 
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Lactococcus garvieae có số lƣợng ORF rất lớn ở ruột sau của mối ăn gỗ khô, liên 

quan đến quá trình lên men axit lactic [190]. Sự hiện diện của loài Tannerella 

forsythia sản xuất axit sialic, làm trung hòa độc tố sản sinh ra từ các loài vi sinh vật 

khác trong ruột mối, giúp chống lại mầm bệnh có trong nguồn thức ăn của mối C. 

gestroi. Đặc biệt loài Treponema primitia và Treponema azotaurricium vừa tham 

gia chuyển hóa nitơ, vừa tham gia chuyển hóa lignocellulose. 

 Trong số 16 loài có số lƣợng ORF lớn tham gia chuyển hóa lignocellulose 

trên, thì 5 loài chỉ xuất hiện trong ruột của mối C. gestroi ở Việt Nam bao gồm: 

Mahella australiensis, Blastopirellula marina, Yokenella regensburgei (Koserella 

trabulsii), Delftia acidovorans, Dethiosulfovibrio peptidovorans. Trong đó loài 

Mahella australiensis có khả năng lên men carbohydrate nhƣ cellobiose [159]. Loài 

Blastopirellula marina có khả năng sản xuất axit từ đƣờng [58]. Loài Delftia 

acidovorans chứa enzyme thực hiện cả hai hoạt tính mono và diestease [88]. Loài 

Dethiosulfovibrio peptidovorans sản xuất các peptide và axit amin từ đƣờng và axit 

béo [99]. Yokenella regensburgei (Koserella trabulsii) sản xuất cellulase trong quá 

trình phân hủy sinh khối thực vật [122]. Sự phong phú về số lƣợng ORF của 05 loài 

vi khuẩn tham gia phân giải lignocellulose trong ruột mối C. gestroi ở Việt Nam 

không có ở các loài mối khác có thể do sự khác biệt về nguồn thức ăn. 

 Tóm lại, dựa trên số lƣợng các ORF đã đƣợc ƣớc đoán từ dữ liệu DNA đa hệ 

gen của vi sinh vật trong ruột mối C. gestroi ở Việt Nam, chúng tôi tìm thấy 20 loài 

vi khuẩn với số lƣợng ORF rất lớn, trong đó có 03 loài tham gia chuyển hóa Nitơ và 

05 loài tham gia thủy phân lignocellulose không có ở các loài mối khác, giúp         

C. gestroi có thể tồn tại và phát triển trong điều kiện nguồn thức ăn giàu 

lignocellulose và thiếu hụt Nitơ. Nhƣ vậy kết quả nghiên cứu đa dạng các loài vi 

khuẩn có số ORF lớn trong ruột mối C. gestroi đã bổ sung thêm kết quả về hệ vi 

sinh vật sản xuất lignocellulase không chỉ có động vật nguyên sinh mà vi khuẩn  

cũng đóng góp phần lớn enzyme cần thiết cho mối tiêu hóa hiệu quả thức ăn. 
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3.1.2. Nghiên cứu đa dạng lignocellulase của vi sinh vật sống trong ruột mối      

C. gestroi 

3.1.2.1. Đa dạng ORF mã hóa lignocellulase theo phân loại của CAZY  

Theo ƣớc đoán ban đầu của công ty giải trình tự BGI có 587 ORF mã hóa 

enzyme thủy phân lignocellulose từ dữ liệu trình tự DNA đa hệ gen của vi sinh vật 

trong ruột mối C. gestroi. Để đánh giá sự đa dạng của các lignocellulase này, chúng 

tôi tiến hành sắp xếp chúng vào hệ thống GH theo phân loại của CAZY. Dựa vào 

kết quả phân tích của CAZY, sẽ dễ dàng so sánh với kết quả nghiên cứu tƣơng tự từ 

các loài mối khác. Kết quả chi tiết đƣợc trình bày trong Bảng 3.1. 

Bảng 3.1. Bảng so sánh các họ enzyme thủy phân lignocellulose (GH) của vi sinh 

vật  trong ruột mối C. gestroi với một số loài mối khác 

GH 
C. gestroi 

(vi sinh vật)
1
 

Nasutitermes 

(vi sinh vật )
2
 

R. speratus 

(vi sinh vật)
3
 

R. flavipes 

(vi sinh vật)
4
 

R. flavipes 

(sinh vật nội sinh)
5
 

GH1 187 22 – – 3 

GH2 36 23 – 1 1 

GH3 205 69 1 10 2 

GH4 116 14 – – – 

GH5 136 56 3 11 2 

GH6 21 – – – – 

GH7 20 – . 35 10 

GH8 13 5 9 1 1 

GH9 16 9 – – 2 

GH10 39 46 . 1 1 

GH11 52 14 . 10 5 

GH12 7 – – – – 

GH13 10 48 – – 10 

GH16 3 1 – 3 3 

GH17 2 – – – – 

GH18 1 17 – 5 8 

GH20 – 15 – 3 4 

GH23 – 52 – – – 

GH25 – 1 – – – 

GH26 6 15 . 5 1 
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GH27 24 4 – – 1 

GH28 2 6 – – – 

GH30 2 – – 1 3 

GH31 6 26 – – – 

GH32 16 – – – – 

GH35 2 3 – – – 

GH36 44 5 – – – 

GH37 1 – – – 1 

GH38 – 11 – – 2 

GH39 50 3 – – – 

GH42 30 24 – 1 – 

GH43 60 16 . – 1 

GH44 6 6 – – – 

GH45 – 4 2 4 1 

GH47 – – – 1 – 

GH51 50 18 – – – 

GH52 – 3 – – – 

GH53 3 12 – 1 1 

GH55 1 – – – – 

GH57 – 17 – – – 

GH58 – 1 – – – 

GH62 1 – . – – 

GH65 – 6 – – – 

GH67 20 10 – – – 

GH68 1 – – – – 

GH70 – – – – 1 

GH74 – 7 – – – 

GH76 – – – – 1 

GH77 1 14 – 1 – 

GH78 1 – – – – 

GH79 18 – – – – 

GH82 1 – – – – 

GH85 – – – – 1 

GH86 2 – – – – 

GH87 4 – – – – 

GH88 – 9 – – – 

GH91 – 1 – – – 

GH92 – 2 – 1 – 

GH93 1 – – – – 
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GH94 4 68 – – – 

GH95 – 12 – – – 

GH97 7 – – – – 

GH98 – 1 – – – 

GH103 – 3 – – – 

GH106 – 2 – – – 

GH109 – 3 – – – 

GH113 3 – – – – 

GH115 3 – – – – 

GH116 1 – – – – 

GH117 40 – – – – 

GH119 2 – – – – 

GH126 3 – – – – 

GH128 3 – – – – 

GH130 10 – – – – 
1
Do et al., 2014 (số liệu giải trình tự DNA đa hệ gen của vi sinh vật sống trong ruột 

mối C. gestroi bằng kỹ thuật Metagenomics giải trình tự toàn bộ đa hệ gen) 
2
Warnecke et al. [182] (số liệu giải trình tự DNA đa hệ gen của vi sinh vật  trong 

ruột mối Nasutitermes kỹ thuật Metagenomics giải trình tự toàn bộ đa hệ gen từ 

ngân hàng DNA đa hệ gen). 

3
Todaka et al. [171] (số liệu giải trình tự của vi sinh vật  trong ruột mối R. speratus 

bằng phƣơng pháp lập ngân hàng cDNA). 

4
Tartar et al. [165] (số liệu giải trình tự DNA đa hệ gen của vi sinh vật  trong ruột 

mối R. flavipes bằng phƣơng pháp lập ngân hàng cDNA). 

5
Tartar et al. [165] (số liệu giải trình tự DNA đa hệ gen của vi sinh vật nội sinh 

trong ruột mối R. flavipes bằng phƣơng pháp lập ngân hàng cDNA). 

* GH sử dụng theo hệ thống phân loại của CAZY tại trang web: 

http://www.CAZY.org/ 

Dấu -: không có; dấu • không xác định số lƣợng gen  

Kết quả phân tích của CAZY cho thấy 587 ORF từ vi sinh vật trong ruột mối 

C. gestroi đƣợc phân vào 52 họ GH khác nhau. So sánh với phƣơng pháp lập thƣ 

viện cDNA, Todaka và cộng sự đã xác định 580 gen và dự đoán chỉ thuộc về 10 GH 

[171]. Warnecke và cộng sự đã sử dụng kỹ thuật Metagenomics, lập ngân hàng 

DNA đa hệ gen với khoảng 3 triệu trình tự đọc ngắn từ vi sinh vật trong ruột mối 

Nasutitermes. Kết quả đã xác định hơn 200 gen thủy phân cellulose và 

http://www.cazy.org/
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hemicellulose nhƣng cũng chỉ thuộc 45 họ GH khác nhau [146]. Nhƣ vậy so sánh 

với kết quả khi sử dụng kỹ thuật Metagenomics và giải trình tự toàn bộ DNA đa hệ 

gen cho thấy số họ GH của C. gestroi đa dạng hơn nhiều so với việc lập thƣ viện 

gen ở R. speratus, C. formosanus, R. flavipes hay thƣ viện DNA đa hệ gen của 

Nasutitermes.  

Cũng từ kết quả này cho thấy trong số các họ GH dự đoán ở mối C. gestroi có 

thể có hoặc không có trong loài mối khác. Cụ thể có 22 GH (6, 12, 17, 32, 55, 62, 

68, 78, 79, 82, 86, 87, 93, 97, 113, 115, 116, 117, 119, 126, 128 và 130) ở mối C. 

gestroi mà không có ở mối Nasutitermes; 24 GH (6, 7,12, 17, 30, 32, 37, 55, 62, 68, 

78, 79, 82, 86, 87, 97, 113, 115, 116, 117, 119, 126, 128 và 130) của C. gestroi 

vắng mặt ở Nasutitermes. Tuy nhiên chỉ có 17 GH (20, 23, 28, 45, 52, 57, 58, 65, 

74, 88, 91, 92, 98, 103, 106 và 109) có mặt trong Nasutitermes nhƣng vắng mặt ở   

C. gestroi. Mặt khác số lƣợng ORF trong mỗi họ GH của C. gestroi hầu hết đƣợc dự 

đoán cao hơn ở Nasutitermes (Bảng 3.1).  

Chúng tôi đặc biệt quan tâm đến các họ GH với số lƣợng ORF lớn chỉ xuất 

hiện trong ruột mối C. gestroi để xác định khả năng phân giải thành phần của 

lignocellulose, từ đó đƣa ra hƣớng khai thác và chọn đƣợc gen mới trên nguồn dữ 

liệu DNA đa hệ gen đã có. Trong các họ GH theo phân loại của CAZY, họ GH117 

tham gia vào thủy phân neoagarooligosaccharide do cắt liên kết alpha-1,3 tạo ra 3,6-

anhydro-L-galactose và D-galactose; họ GH130 tham gia thủy phân 

mannooligosaccharide, mannosylglucose,.. là các chuỗi nhánh của hemicellulose. 

Hai họ enzyme này chỉ xuất hiện trong ruột mối C. gestroi với số lƣợng ORF khá 

lớn lần lƣợt là 40 (GH117) và 10 ORF (GH130). Điều này chứng tỏ, ruột mối C. 

gestroi có khả năng thủy phân mạch nhánh và dimer từ hemicellulose rất mạnh. Sự 

phong phú của hemicellulase từ dữ liệu DNA đa hệ gen của mối C. gestroi là cơ sở 

thuận lợi để chúng tôi tiếp tục nghiên cứu lựa chọn gen mã hóa nhóm enzyme này 

trong thực nghiệm.  
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3.1.2.2. Đa dạng ORF mã hóa β–xylosidase theo phân loại của CAZY  

Từ số liệu phân tích về đa dạng enzyme chuyển hóa thành phần hemicellulose 

trong ruột mối C. gestroi nhƣ trên, chúng tôi quan tâm đến một trong những enzyme 

có ý nghĩa lớn trong quá trình thủy phân hemicellulose là β–xylosidase.  

Hoạt động chính của β–xylosidase đƣợc tìm thấy trong ruột sau ở một số loài 

mối nhƣ Pseudacanthotermes militaris [15], Neotermes castaneus [48], R. speratus 

[157] và R. santonensis [164]. Trong ruột của mối C. gestroi, theo ƣớc đoán có 46 

ORF mã hóa β–xylosidase, trong đó 23 ORF đƣợc phân loại vào 13 loài, 23 ORF 

còn lại chƣa đƣợc phân loại đến loài. Kiểm tra các ORF với hệ thống phân loại của 

CAZY cho thấy chúng đƣợc xếp vào 8 GH (GH1, 3, 5, 10, 39, 43, 51, 116) và 

chiếm ƣu thế là GH43, 51, 116. Trong số các họ GH chứa β–xylosidase thì họ 

GH43 xuất hiện nhiều nhất ở 7 loài vi khuẩn và riêng loài Treponema primitia chứa 

ORF của cả 8 GH (Bảng 3.2). Bảng phân loại này giúp chúng tôi có cơ sở để xây 

dựng đƣợc phƣơng pháp tìm kiếm gen mục tiêu và dễ dàng so sánh với kết quả chú 

giải gen từ công ty giải trình tự.  

Bảng 3.2. Bảng thống kê số lượng ORF và họ GH của β–xylosidase trong ruột   

C. gestroi 

Loài Số ORF GH 

Bacteroides eggerthii 1 43 

Clostridium hathewayi 1 51 

Coprococcus eutactus 1 43 

Dysgonomonas gadei 3 43, 51, 116 

Enterobacter mori 1 43, 116 

Lactococcus raffinolactis 2 43, 116 

Leeuwenhoekiella blandensis 1 1 

Mahella australiensis 1 3 

Marvinbryantia formatexigens 2 1, 43, 116 

Mitsuokella multacida 3 1, 51 

Paenibacillus mucilaginosus 1 1 

Treponema azotonutricium 1 51 

Treponema primitia 5 1, 3, 5, 10, 39, 43, 51, 116 
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3.2. XÂY DỰNG PHƢƠNG PHÁP TÌM KIẾM GEN MÃ HÓA β–

XYLOSIDASE TỪ DỮ LIỆU DNA ĐA HỆ GEN CỦA VI SINH VẬT TRONG 

RUỘT MỐI C. gestroi  

Trong nghiên cứu này chúng tôi tiếp tục cải tiến và xây dựng một phƣơng 

pháp mới để lựa chọn gen từ dữ liệu giải trình tự DNA đa hệ gen đã có, đó chính là 

phƣơng pháp xây dựng mẫu dò. Phƣơng pháp này dựa trên lý thuyết về các trình tự 

axit amin của một loại enzyme đều có vùng trình tự bảo thủ và gốc hoạt tính bảo tồn 

giống nhau. Đồng thời trình tự axit amin của cùng một loại enzyme chứa nhiều vị trí 

tƣơng đồng. Nhƣ vậy từ các trình tự axit amin đã nghiên cứu về cùng một loại 

enzyme có thể tìm ra những vị trí bảo tồn và tƣơng đồng nhau để xây dựng một mẫu 

dò chung. Khi đã có mẫu dò sẽ giúp lựa chọn nhanh trình tự gen từ dữ liệu trình tự 

DNA đa hệ gen của vi sinh vật trong ruột mối C. gestroi theo nguyên tắc so sánh 

tƣơng đồng. Gen chọn phải mã hóa đúng enzyme đích và sau khi biểu hiện sẽ có 

hoạt tính tốt. Cụ thể các bƣớc xây dựng mẫu dò sẽ đƣợc tiến hành để tìm kiếm gen 

mã hóa β–xylosidase từ DNA đa hệ gen của vi sinh vật ruột mối C. gestroi nhƣ sau: 

3.2.1. Xác định các họ GH chứa β–xylosidase theo CAZY  

Chúng tôi sử dụng dữ liệu phân loại của CAZY để xác định β–xylosidase 

thuộc về bao nhiêu họ GH. Trong mỗi họ GH này sẽ có thông tin về cấu trúc không 

gian, thành phần axit amin cho và nhận proton trong quá trình hoạt động của 

enzyme,... Đồng thời dựa vào sự bảo tồn cao về sự cuộn gấp trong cấu trúc không 

gian của protein, β–xylosidase sẽ đƣợc xếp vào từng nhóm lớn “clan”. Kết quả chỉ 

ra enzyme này thuộc về bốn “clan”  là GH-A, GH-D, GH-F, GH-O và đƣợc sắp xếp 

vào 11 họ GH1, 3, 30, 31, 39, 43, 51, 52, 54, 116, 120. Các thông tin chi tiết của 

từng họ đƣợc tổng hợp trong Bảng 3.3.  

 Theo kết quả này bốn họ GH1, GH30, GH39 và GH51 thuộc về “clan” GH-A 

giống nhau về cấu trúc không gian là (β/α)8. Họ GH31, GH41 thuộc về hai “clan” là 

GH-D, GH-F với mô hình cấu trúc không gian lần lƣợt là (β/α)8 barrel và 5-fold β-

propeller. Họ GH52 và GH116 cùng thuộc về “clan” GH-O, nhƣng vẫn chƣa xác 

định đƣợc mô hình cấu trúc không gian. Các họ GH3, GH54 và GH120 chƣa xác 
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định đƣợc cả “clan” và mô hình cấu trúc không gian. Tất cả các họ GH chứa β–

xylosidase đều có chất cho điện tử và proton trong quá trình hoạt động của enzyme 

là glutamate (Glu) hoặc là Aspactate (Asp). Hai cơ chế phản ứng xúc tác thủy phân 

liên kết glycoside thƣờng thấy nhất đƣợc Koshland đƣa ra gồm có chế giữ nguyên 

và đảo ngƣợc [93]. Kết quả tìm kiếm chỉ ra họ GH43 thuộc về cơ chế đảo ngƣợc, 

còn lại đều thực hiện theo cơ chế giữ nguyên. Riêng GH54 mới chỉ xác định đƣợc 

cơ chế xúc tác mà chƣa có thông số về clan, mô hình cấu trúc và chất cho/nhận điện 

tử. 

Bảng 3.3. Bảng các họ GH chứa β–xylosidase theo CAZY 

Mã E.C GH Clan 
Mô hình cấu trúc 

không gian 

Chất cho điện 

tử xúc tác 

Chất cho 

proton xúc 

tác 

Cơ chế xúc 

tác 

3.2.1.37  1 GH-A (β/α)8 Glu Glu Giữ nguyên 

3.2.1.8  3 
  

Asp Glu Giữ nguyên 

3.2.1.8  30 GH-A (β/α)8 Glu Glu Giữ nguyên 

3.2.1.8  31 GH-D (β/α)8 barrel Asp Asp Giữ nguyên 

3.2.1.8  39 GH-A (β/α)8 Glu Glu Giữ nguyên 

3.2.1.37 43 GH-F 5-fold β-propeller Asp Glu Đảo ngƣợc 

 3.2.1.37 51 GH-A (β/α)8 Glu Glu Giữ nguyên 

 3.2.1.37 52 GH-O  Asp Glu Giữ nguyên 

 3.2.1.37 54     Giữ nguyên 

 3.2.1.37 116 GH-O  Asp Glu Giữ nguyên 

 3.2.1.37 120   Asp Glu Giữ nguyên 

http://www.enzyme-database.org/query.php?ec=3.2.1.37
http://www.enzyme-database.org/query.php?ec=3.2.1.8
http://www.enzyme-database.org/query.php?ec=3.2.1.8
http://www.enzyme-database.org/query.php?ec=3.2.1.8
http://www.enzyme-database.org/query.php?ec=3.2.1.8
http://www.enzyme-database.org/query.php?ec=3.2.1.37
http://www.enzyme-database.org/query.php?ec=3.2.1.37
http://www.enzyme-database.org/query.php?ec=3.2.1.37
http://www.enzyme-database.org/query.php?ec=3.2.1.37
http://www.enzyme-database.org/query.php?ec=3.2.1.37
http://www.enzyme-database.org/query.php?ec=3.2.1.37
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3.2.2. Tìm kiếm các trình tự axit amin của β–xylosidase đã đƣợc nghiên cứu 

trong thực nghiệm 

Để xây dựng mẫu dò chúng tôi tiến hành tìm kiếm các trình tự axit amin hoặc 

gen mã hóa β–xylosidase đáp ứng đƣợc ba tiêu chí: (1) Trình tự gen mã hóa β–

xylosidase đã đƣợc nghiên cứu thực nghiệm và phải có thông tin chi tiết về khả 

năng biểu hiện, nhiệt độ và pH hoạt động tối ƣu, để đảm bảo trình tự này chắc chắn 

có hoạt tính đúng của β–xylosidase; (2) Chỉ chọn trình tự gen/axit amin từ vi khuẩn, 

để đảm bảo độ tƣơng đồng và trùng khớp với vị trí axit amin bảo tồn; (3) Các trình 

tự không đƣợc khác nhau quá nhiều về độ dài, để sau khi xây dựng đƣợc mẫu dò sẽ 

tìm đƣợc giá trị tham chiếu tốt nhất về mức độ bao phủ và tƣơng đồng của mẫu dò 

với trình tự đích cần tìm kiếm. Nguồn để tìm kiếm các trình tự gen/axit amin liên 

quan đến β–xylosidase rất đa dạng, nhƣng chủ yếu từ CAZY và NCBI. Kết quả chi 

tiết đƣợc tổng hợp trong Bảng 3.4.   

Bảng 3.4. Bảng tổng hợp dữ liệu đã được nghiên cứu chi tiết về β–xylosidase 

Số 

thứ 

tự 

Mã số trong 

GENBANK 
Vi khuẩn 

Số 

axit 

amin 

pH 

hoạt 

động 

tối ƣu 

Nhiệt độ 

hoạt 

động tối 

ƣu (
o
C) 

Nguồn 

thu 

thập số 

liệu 

GH1 

1 CAD20872.1 
bacterium enrichment 

culture clone P11-6 
464 6 40 [116] 

GH3 

1 CAD48309.1 C. stercorarium 715  50 [3] 

GH30 

1 ABX45137.1.1 
Bifidobacterium 

breve 
448 6 45 [81] 

GH43 

1 CAA29235.1.1 Bacillus pumilus 535 7 40 [186] 

2 AAC97375.1 Bacillus pumilus PLS 535 6 45 [98] 

3 AAC27699.1 
bacterium Bacillus 

sp. KK-1 
533  55 [191] 
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4 BAA02527.1 
Clostridium 

stercorarium 
473 7 65 [143] 

5 BAC879411 
Clostridium 

stercorarium 
497 3,5 80 [162] 

6 AFZ7887.1 

Enterobacter sp. 

enrichment culture 

clone nf1B6 

536 6 40 [27] 

7 AAT9862.1 

Geobacillus 

stearothermophilus T-

6 (XynB3) 

535 6,5 60 [148] 

8 ABC750041 

Geobacillus 

thermoleovorans IT-

08 

511 5 70 [175] 

9 ADV16404.1 
Paenibacillus 

woosongensis 
477 6-7 30-45 [91] 

10 AEF2882.1 
Thermobifida fusca 

TM51 
550 4,5 50 [59] 

11 BAF982351 Vibrio sp. XY-214 535 7 36 [177] 

GH52 

1 BAA74507.1 Aeromonas caviae 729 8,7 60 [163] 

2 AGE344791 
Geobacillus 

stearothermophilus 
705 5,5 70 [79] 

3 ABI49956.1 
Geobacillus 

stearothermophilus 
705 6,3 65 [22] 

GH120 

1 ABM68042.1 

Thermoanaerobacteri

um saccharolyticum 

JW/SL-YS48 

636 6 65 [149] 

Kết quả tìm kiếm đƣợc duy nhất 01 trình tự thuộc họ GH1, GH3, GH30 và 

GH120; 03 trình tự thuộc GH52; 11 trình tự thuộc GH43; các họ GH31, GH39, 

GH51, GH54, GH116 vẫn chƣa tìm thấy công bố nào. Từ dữ liệu về số các trình tự 

mã hóa cho β–xylosidase đã đƣợc nghiên cứu tính chất sẽ tiếp tục so sánh để tìm ra 

vùng tƣơng đồng.  
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3.2.3. Nhóm các trình tự đã tìm kiếm đƣợc để xác định vùng tƣơng đồng bằng 

ClustalW – PBIL  

Trình tự 1    --------------------KITNPVLKGFNPDPSICRAGEDYYMAVSTFEWFPGVQIY 

Trình tự 2    --------------------KIINPVLKGFNPDPSICRVGEDYYMAVSTFEWFPGVQIY 

Trình tự 3    --------------------KIINPVLKGFNPDPSICRVGEDYYIAVSTFEWFPGVQIH 

Trình tự 7    -------------------SKIKNPILTGFHPDPSICRVGDDYYIAVSTFEWFPGVRIY 

Trình tự 6    --------------------EITNPILTGFNPDPSLCRQGEDYYIATSTFEWFPGVRIY 

Trình tự 11   ------------------TTTIQNPILKGFNPDPSIVRVGDDYYIATSTFEWFPGIQLH 

Trình tự 10   ---TSPQVTSSPSREEPRAGTIRNPVLTGFYPDPSILRVGDDYYMATSTFEWYPGVTLH 

Trình tự 8    --------------------EYSNPVIKGFYPDPSICRVGSDYYLVTSSFQYFPGVPIF 

Trình tự 4    ----------------------RKQRFNPYLPSWEYIPDAEPYVFNGRVYIYGSHDRFN 

Trình tự 9    ----------------------TKQGLNPYLPSWEYVPDGEPHVFNDRVYVYGSHDRFN 

Trình tự 5    QPDNKHYKSAVRKWGDLGNGFYRNPVLNSDYSDPDVIRVGGDFYMVCSEFHYMGMPVLH 

                                     :  :.   .. .    .  . :    : :     :  

Prim.cons.   MQP22222222222222234MKI2NPVLKGFNPDPSICRVGEDYYIA2STFEWFPGV2I2 

Trình tự 1    -HSKDLIHWRLAARPLQKTSQLDMKGNPDSGGV–WAPCLSYADGQFWLIYSDIKVVDG- 

Trình tự 2    -HSKDLVHWRLAARPLQKTSQLDMKGNPDSGGV–WAPCLSYADGQFWLIYSDIKVVDG- 

Trình tự 3    -HSKDLVNWRLIAHPLQRVSQLDMKGNPDSGGV–WAPCLSYSEGKFWLIYTDVKVVDG- 

Trình tự 7    -HSKDLKNWRLVARPLNRLSQLNMIGNPDSGGV–WAPHLSYSDGKFWLIYTDVKVVEG- 

Trình tự 6    -HSRDLKNWTLVSTPLDRVSMLDMKGNPDSGGI–WAPCLSYADGKFWLLYTDVKIVDS- 

Trình tự 11   -HSRDLINWRLVGHALTRTSQLNMMGMDNSEGV–YAPALTYSDGTFWLCFSNVHSCRGG 

Trình tự 10   -HSRDLVHWRPLGGALTETRLLDLAGRRDGAGV–WAPALSYRDGLFFLVFTNVASYSG- 

Trình tự 8    -HSTNLINWNKIGYCLIRPSQLMLNNATNRSGI–FAPTLRYHEGIFYLITTNVTLKKN- 

Trình tự 4    GHAFCLNDYVCWSAPVDDLSEWRYEG-VIYRK---TDDPLNPDGRMCLYAPDVTLGPD- 

Trình tự 9    GHAFCLNDYVCWSAPVADLADWRYEG-VIYKK---TDDPLNPDGSMCLYAPDVTVGPD- 

Trình tự 5    --SKDLVNWTIIGRVYDSLKHDPKYDNMEGYAKGSAPAIRYHNGRFYVYF–CTPDEPG- 

                :  * .:   .            .         :      :* : :         .  

Prim.cons.    GHSKDLVNWRL22RPL2R2SQLDMKGNPDSGGVSWAPCLSY2DGKFWLIYTDVKVVDGG 

Trình tự 1    PFKDGHNYLVTADAVDGEWS-DPVRLNSSG-DPSLFHDPSGKKYVLNMLWDHREKHHSF 

Trình tự 2    PFKDGHNYLVTASEVDGDWS-EPIRLNSSG-DPSLFHDQSGKKYVLNMLWDHREKHHSF 

Trình tự 3    AWKDCHNYLVTCETVDGDWG-EPIQLNSSG-DASLFHDVDGRKYLLNMLWDHRIGRHSF 

Trình tự 7    QWKDGHNYLVTCDTIDGAWS-DPIYLNSSG-DPSLFHDEDGRKYLVNMYWDHRVDHHPF 

Trình tự 6    PWKNGRNFLVTAPSIEGPWS-EPIPMGNGG-DPSLFHDDDGRKYYLYRPWGPRHHSNPH 

Trình tự 11   NWMATPSYVVTADSIEGPWS-EPVPIGNYG-DPSLFHDDDGKKYMLNMIWGGRAKTNFF 

Trình tự 10   NFWDAPNYVTTAPDITGPWS-DPVPLHSLG-DPSLFHDDDGRSWLLSTSMDWRPGRDAF 

Trình tự 8    -------FIVMSEDLQGEWS-EPIWIDGWGGDPSLFFDNGKVYITGTND-NARGEE-- 

Trình tự 4    ----GRYYLYYVLDKVPVVS-VAVCDTPAG–KYEFYGYVR---YADGTRLGEREGD-- 

Trình tự 9    ----GRYYLYYVLDKVPIVS-VAVCDSPAG–EYEFYGYVR---YSDGTRLGERQGD-- 

Trình tự 5    ------LFMSTATDPAGPWSPLHEVVRVAGWDPCPFWDDG------NAYLGHSTVG–A 

                     ::          .         * .   :              .         

Prim.cons.    PWKDGHNYLVTADDIDGPWSPEP2PLNSSG2DPSLFHDDDG2KYLLNMLWGHREGHHSF 

Trình tự 1   AGIALQEYSVSEKKLVGERKVIFKGTPIKLTEAPHLYYINDVYYLLTAEGGTRYEHAATI 

Trình tự 2   AGIALQEYSVAEKKLIGRRKVIFKGTPIKLTEAPHLYHIGDNYYLLTAEGGTRYEHAATI 

http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=npsa_clustalw.html
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Trình tự 3   GGIVMQEFSVREKRLIHQPKIIFEGTDIKLTEAPHLYHIGDYYYLLTAEGGTRYEHAATI 

Trình tự 7   YGIVLQEYSVEQKKLVGEPKIIFKGTDLRITEGPHLYKINGYYYLLTAEGGTRYNHAATI 

Trình tự 6   NTIVMQEFDPQTGTLSPERKTLFTGTPLCYTEGAHLYRHAGWYYLMVAEXGTSYEHAVVV 

Trình tự 11  GGIIMQEFDADEGKLVGAPKTVFEGTELGCTEGPQLLKKDDYYYLITAEGGTERNHAVTV 

Trình tự 10  GGIVAQEFSVRDMKLVGEPVIIFTGTEAGVTEAPHIYKRDGWYYLVTAEGGTQWEHQVTV 

Trình tự 8   LGIYQAEIDLKKGSIIGERKLIWKGTGGSYPEAPHLYKVNGWYYLLIAEGGTEYGHMVTV 

Trình tự 4   ----WPQFDPAVLTE-GERTYLYTG----FCPKGDKSRKGAMATVLGPDMLTVVEEPVII 

Trình tự 9   ----EPQFDPAVLTE-GEFTYLYTG----FCAIGDKSRKGAMATVLGRDMLTIVEEPVFV 

Trình tự 5   GPIIIHKMSPDGTKLLDDGVIVYVG---KIAEGTKIYKRNGYYYLIIPEGGVKTG-WQTV 

                   : .            :: *         .         ::  :  .       : 

Prim.cons.   GGIV2QEFSVAEKKLVGERKIIF2GTP2KLTEAPHLYKI2GYYYLLTAEGGTRYEHAVTV 

Trình tự 1    ARSSRIDGPYEVHPDNPILTAFHAPSHPLQKCGHASIVQTHTNEWYLAHLTGRPIH-SK 

Trình tự 2    ARSSHIEGPYEVHPDNPILSAFHAPEHPLQKCGHASIVQTHTNEWYLAHLTGVPIQ-NK 

Trình tự 3    ARSKHIEGPYEIHPDNPILTSWHEPRNPLQKCGHASIVETHTGEWYLAHLTGRPIH-AD 

Trình tự 7    ARSTSLYGPYEVHPDNPLLTSWPYPRNPLQKAGHASIVHTHTDEWFLVHLTGRPLP-EG 

Trình tự 6    LRAKTIDGPYELHPDVTMMTSWHLPENPLQKSGHGSLLQTHTGEWYMAYLTSRPLR-PG 

Trình tự 11   -RSKHIWGPYEVHPENPILTSRFQEHAELSRAGHGFLVETQTGEWYMSHLCGRRIPNPE 

Trình tự 10   ARSRSVTGPYEVDPAGPALTSRHVPEAPLQKAGHASMVETQHGEWYFAHLTGRPMP–P- 

Trình tự 8    ARSKYPFGPFESCPFNPILTHRS--NHPLQAIGHADIVQYHDGSWWAVFHGTRPISYPP 

Trình tự 4    VPSE----PYSRGSG—EGHEFFEAPSNPIRKKGDTYYFIYSSVVMHELCYATSKHPTKG 

Trình tự 9    APSE----PYSKGSG–-EGHEFFEAPSPIRKRGDTYYLIYSSVVMHELCYATSPFPTKG 

Trình tự 5    LRSKSIYGPYERKVV-----LQTG–NTNINGPHQGALVELEGESWFMHFQDTGIL---- 

                :     *:.                 :    .   .                       

Prim.cons.    ARSK2I3GPYEVHPDNPILTS2H2PE2PLQK2GHASIV2THTGEWYLAHLTGRPPTPPG 

Trình tự 1    ESIFQQ–RGWCPLGRETAIQKLEWK-DGWPYVVGGKEGLLEVEAPA-MSVKEFSPTYHI 

Trình tự 2    ESIFQQ–RGWCPLGRETAIQKLEWK-DGWPYVVGGKEGTLEVEAPK-IEEKDFAPTYHT 

Trình tự 3    DSVIHQ–RGYCPLGRETAIQKLEWK-DGWPYVAGGKEGRVEVEAPR-ISETKFPSTYQE 

Trình tự 7    QPLLEH–RGYCPLGRETAIQRLEWK-DGWPYVVGGNGPSLEIDGPS-VEEVSWEKDYDE 

Trình tự 6    PLLASGGRGYCPLGRETGIARIEWR-DGWPYVEGGKHAQLTVKGPQ-VAEQPAAVQGSW 

Trình tự 11   QFMPKYDNGFSILGRESALQKAHWQ-DDWPYIATGKTPVVEVEAPN-LPLHPWPES-PA 

Trình tự 10   -------SGRCVLGRETALQKIEWSSDGWPRVRN-AEPLLEVPGPRGLAPHPWPQP-SE 

Trình tự 8    ---------KHHLGRETCLAPIKWTDDGWPIIGYNGRIDIKMDAGYLPVKEKNIGDEII 

Trình tự 4    ----FKYGGVIVSNCDLHIDSYKPAEKPMYYGGNNHGSIVEINGEWYIFYHRHTNG--- 

Trình tự 9    ----FTYQGVIVSNNDLHIDSYKPADKPMYYGGNNHGGAVEIQGQWYIFYHRHTNG--- 

Trình tự 5    -------------GRVCHLQPVTWV-DNWPLMGCDGEPVTVYRKPRAGKEYERTFP-QT 

                           .    :       .                                 

Prim.cons.    ES22QQ4RGYCPLGRETAIQKLEWKDDGWPYVGGGKE22LEVE2PRYI4EHP222TY3E 

Trình tự 1    VDEFKDSSLNRHFQTLRIPFTDQIGSVTENPHHLRLYGQE-LTSKFTQAFVARRWQSFY 

Trình tự 2    VDEFKESTLNRHFQTLRIPFTDQIGSLTEKPRHLRLFGRE-LTSKFTQAFVARRWQSFY 

Trình tự 3    VDQFADRTLNMNFQTLRIPFTKELGSLTERPNHLRLYGRE-LTSTFTQAFVARRWQSLR 

Trình tự 7    KDDFDGDTLNHHFQTLRIPLGEDIATLKARPGHLRLYGRE-LTSRFTQAFVARRWQHFH 

Trình tự 6    RDDFDGSTLDPELQTLRIPFDDTLGSLTARPGYLRLYGND-LNSTFTQSTVARRWQHFI 

Trình tự 11   RDEFIDPTLS-LISTLREPVSEKWLSLSERPGFLRLKGRH-LYSRYEQSMVARRFQAHN 

Trình tự 10   TDHFDDPTPRPEWSTLRRPFDSSWVSLTERPGYLRIRGGQ-PAGLHEPSLVARRLQHRA 

Trình tự 8    EDDFNSDIFSTDWNFIQNPRLEHYSS-KG RPSWLKMRGTEKTLNDINSPTFIRRQEHF 
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Trình tự 4    -TSFSRQGCMEKIKILEDGSIPQVEMTSCGSADEPLPGRG-YPAYIACNLFCGEESVYT 

Trình tự 9    -TAFSRQGCMEPISFREDGTIPQVEMTSCGPNGGPLAGRG-YPAYLACNLFCKDEELYT 

Trình tự 5    SDEFDGPELGLQWQWNHNPVNERWS-LSKRPGYLTLEAMY-ESLLKARNTLTQKLIGEK 

                 *         .  .          .  .    : .            .         

Prim.cons.    VDEFDD2TLN3HFQTLRIPFTEQ2GSLTERPGHLRLYGRESLTS5FTQAFVARRWQHF2 

Trình tự 1    FEAETAVSFFPKNFQQAAGLVNYYNTENWTALQVTYDD-LGRILELSVCENLAFSQPLI 

Trình tự 2    FEAETAVSFFPENFQQSAGLVNYYNTENWTALQVTYDE-LGRTLELSVCQNLAFSQPLA 

Trình tự 3    FTAETAVDFNPETFQQAAGLVNYYNTENWTALQVTYDE-LGRILDVTICDNFTFSQPIK 

Trình tự 7    FVAETKVSFRPTTFQQSAGLVNYYNTQNWTTLQITWHE-KGRILELMTCDHLVVDQPLR 

Trình tự 6    FRAETRMQFSPVHFQQSAGLTCYYNSKNWSYCFVDYEE-QGRTIKVIQLDHNVPSWPLH 

Trình tự 11   ATVETKLEFKPNTPYEMAGLCAYYARNGHYFLKMTAND-GERVLQVVGNINDVYGEYSN 

Trình tự 10   CIFEACLEFKPEDFRQMAGITAYYNTRQWHYLRINRDD-GGVFAGVLTSDRGIIREVGR 

Trình tự 8    NVS-TLLEFKPNQDNEEAGLTVYMNEKHHYEIAL-TKKNGRINVVLKKTVGDIQVVVN- 

Trình tự 4    ---LTGAWMNN-QFPKITQDGKDGDEEPGYIANMKDSATAGFKYFDCKGIKSVKIKVR- 

Trình tự 9    GFGASGAWMDS-RFPKITQDGKDGDEEMGYIANM-TDSATAGFKYFDCHGIRRMTIQV- 

Trình tự 5    GTATTELNTENLKNQQRAGLAFLGGTQENWIG-VREGE---SYIKAVTAGIRYHGPEIE 

                             : :        .      :                           

Prim.cons.    FTAETA22FKP2TFQQSAGLVNYYNTENW22LQVTYDET-GGR2L3V33CDNLV2SQPL 

Trình tự 1    KK-IIIPDEIPYVYLKVTVQRE-TYTYSYSFDQQEWEKIDVPLESTHLSDDFIRGGG-- 

Trình tự 2    HK-IIIPDEVTYVYLKVTVRKE-TYKYSYSFDQKEWKEIDVPLESIHLSDDFIRGGG-- 

Trình tự 3    DK-IVIPRDIQYVYLRVNVEWE-TYYYSYSFNKKDWYKIEIPLESKKLSDDYVRGGG-- 

Trình tự 7    GREIVVPDDIEYVYLRVTVQAT-TYKYSYSFDGMNWIDLPVTFESYKLSDDYIKSRA-- 

Trình tự 6    EQPIPVPEQAESVWLRVDVDRL-VYRYSYSFDGETWHAVPVTYEAWKLSDDYIGGRG-- 

Trình tự 11   DV---VIGDADTVYMRLELKTQ-WYQYSYSLDGVDWYEIGPALNSTPLSDEGGPDIF-- 

Trình tự 10   RIS–V-TGWPKVFLRAEIDRN—LRFAV--SSDGSTWADMGVRLDMSILSDEYAEERFGN 

Trình tự 8    YFS-------NTIIFSIQANPE-EYKFSFVDPNTGQTYLLGTGLTTLLSTEVAGGFT-- 

Trình tự 4    CR------------G--------VFEVKTSWNGEVLGKIPVEFSN–IWTEFSASIP--- 

Trình tự 9    CR------------G--------AFEIKTAWNGPVLGTIPVEFSN–VWKPYSTELV--- 

Trình tự 5    TP---------NVWFRAEIDLNGITQFYFSTDNENFIQLGGPCRL-----EAG------ 

                                                    :                      

Prim.cons.    2-SI2VPDDI2YVYLRV2VDRE-TYKYSYSFDGE5W3KIPVPLESTKLSD2YIRG2GGN 

Trình tự 1    ----FFTGAFVGMQCQ-DTSGERLPADFKYFRYEETTE------ 

Trình tự 2    ----FFTGAFVGMQCQ-DTSGERLPADFHYFRYEETDE------ 

Trình tự 3    ----FFTGAFVGMQCQ-DTSGAHQHADFDYFMYKEL-------- 

Trình tự 7    ----AFTGAFVGMHCR-DGSGQNNYADFDYFLYKEL-------- 

Trình tự 6    ----FFTGAFVGLHCE-DISGDGCHADFDYFTYEPA-------- 

Trình tự 11   ----RFTGSFAALFVA-DITGQKRHADFDYFEYLEHSEQXENCE 

Trình tự 10   PIMWGFTGAFLGLWAH-DMTGAGLPADFDFCTYRPQSPS----- 

Trình tự 8    -------GVYFGLYATGNGKVCTAPAFFDWFKYIPEI------- 

Trình tự 4    -----IPDGIHALYFTYRGSGSASLKSFTLCTD----------- 

Trình tự 9    -----IPDGIQALYFTYTGMGSASLASFTLE------------- 

Trình tự 5    ----FWKGARIALFSY-NTVMDGGRADFNWFRYEFE-------- 

                                .      . :                          *                                 

Prim.cons.    PIMWFFTGAFVGL2C2YD2SG5GLPADFDYF2YEE3SE2XENCE             
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Hình 3.2. Kết quả so sánh sự tương đồng của 11 trình tự mã hóa β–xylosidase  và 

xây dựng mẫu dò cho β–xylosidase thuộc họ GH43 

Ghi chú: Mức độ bảo thủ của các gốc axit amin được đánh dấu từ dấu “*” đến dấu 

“:” dấu “.” và không được đánh dấu. Các vị trí gạch chân trong trình tự          

Prim. cons sẽ được dùng làm mẫu dò. Trình tự 1,2 3,…. là các trình tự từ Bảng 3.4 

thuộc họ GH43 từ số thứ tự 1 đến 11 

 Để có thể xây dựng đƣợc mẫu dò, yêu cầu số lƣợng trình tự mã hóa β–

xylosidase càng nhiều thì độ tin cậy của mẫu dò sẽ càng cao. Dựa trên số liệu thu 

thập trình tự axit amin thuộc về các họ GH khác nhau cho thấy, chỉ duy nhất một họ 

GH43 có số lƣợng trình tự đủ lớn (11 trình tự) để có thể so sánh tìm vùng tƣơng 

đồng. Chúng tôi nhận thấy các enzyme thu thập đƣợc trong họ GH43 có nguồn gốc 

từ vi khuẩn, hoạt động tối ƣu từ pH axit (pH = 3,5) đến trung tính (pH = 7) và nhiệt 

độ từ 30
o
C đến 80

o
C, độ dài không khác nhau nhiều từ 473 axit amin đến 550 axit 

amin (Bảng 3.4). Kết quả phân tích sau khi so sánh 11 trình tự thuộc GH43 bằng 

phần mềm ClustalW – PBIL nhƣ Hình 3.2. 

 Dựa vào mức độ bảo tồn các vị trí axit amin trong chuỗi polipeptide, khi so 

sánh 11 trình tự cho thấy: Có 7 vị trí axit amin bảo tồn cao nhất, hoàn toàn giống 

nhau (màu đỏ), 32 vị trí bảo tồn ở mức trung bình, giống nhau ở đa số các trình tự 

(màu xanh lục) và 30 vị trí bảo tồn thấp hơn, giống nhau ở một số trình tự (màu 

xanh lam). Ở các vị trí axit amin còn lại chỉ so sánh sự giống nhau ở cùng một số vị 

trí có: 71 vị trí axit amin giống nhau từ 8 đến 10 trình tự (màu cam), 102 vị trí giống 

nhau từ 6 đến 7 trình tự (màu hồng), ở các vị trí khác loại axit amin nào chiếm tỷ lệ 

lớn hơn sẽ đƣợc giữ lại (màu đen). Trong trƣờng hợp số lƣợng giữa các loại axit 

amin bằng nhau thì trình tự cuối cùng sẽ để số - đại diện cho số lƣợng loại axit amin 

lặp lại nhiều nhất (Ví dụ số 2, nghĩa là giữa 11 trình tự có 02 loại axit amin có số 

lƣợng lớn nhất bằng nhau). Những vị trí axit amin chỉ có duy nhất ở ít hơn 50% 

trình tự sẽ đƣợc đánh dấu là màu tím (Hình 3.2). Kết quả này cho thấy trình tự các 

axit amin của β–xylosidase thuộc họ GH43 ở vi khuẩn bảo tồn rất cao. Tính bảo tồn 

http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=npsa_clustalw.html
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cao của axit amin trong các trình tự β–xylosidase cho thấy việc lựa chọn trình tự chỉ 

từ vi khuẩn đảm bảo cho số liệu mẫu dò đáng tin cậy. 

3.2.4. Xây dựng mẫu dò và giá trị tham chiếu 

 Tất cả 11 trình tự axit amin của β–xylosidase thuộc họ GH43 rất điển hình về 

chiều dài, vị trí axit amin bảo tồn và trung tâm hoạt động. Do đó chúng tôi sẽ lựa 

chọn cả những vị trí axit amin không giống nhau hoàn toàn ở 11 trình tự, để đảm 

bảo đƣợc độ dài và việc hình thành cấu trúc không gian chính xác.  

 Mẫu dò này sẽ đƣợc so sánh lại với 11 trình tự để xác định điểm tối đa, mức 

độ bao phủ và tƣơng đồng bằng BLASTP. Trên cơ sở đó xác định giá trị tham chiếu 

cho mẫu dò khi sử dụng để lựa chọn gen mã hóa cho β–xylosidase từ số liệu DNA 

đa hệ gen của vi sinh vật trong ruột mối C. gestroi. Căn cứ vào kết quả so sánh giữa 

11 trình tự thuộc họ GH43 chúng tôi sẽ lựa chọn các vị trí đƣợc bảo tồn (màu đỏ, 

màu xanh lục, màu xanh lam), vị trí đa số axit amin giống nhau (màu cam và màu 

hồng), vị trí chiếm tỷ lệ lớn hơn (màu đen) và vị trí có loại axit amin bằng nhau (số) 

để đảm bảo độ dài cho mẫu dò. Những vị trí axit amin có mặt ít hơn 50% trình tự 

(màu tím) sẽ loại bỏ.  

I2NPVLKGFNPDPSICRVGEDYYIA2STFEWFPGV2I2HSKDLVNWRL22RPL2R2SQLDM

KGNPDSGGVWAPCLSY2DGKFWLIYTDVKVVDGPWKDGHNYLVTADDIDGPWSPEP2PLNS

SGFDPSLFHDDDG2KYLLNMLWGHREGHHSFGGIV2QEFSVAEKKLVGERKIIF2GTP2KL

TEAPHLYKI2GYYYLLTAEGGTRYEHAVTVARSK2I3GPYEVHPDNPILTS2H2PE2PLQK

2GHASIV2THTGEWYLAHLTGRPIPTPPRGYCPLGRETAIQKLEWKDGWPYVGGGKE22LE

VE2PRYI4EHP222TY3EVDEFDD2TLN3HFQTLRIPFTEQ2GSLTERPGHLRLYGRESLT

S5FTQAFVARRWQHF2FTAETA22FKP2TFQQSAGLVNYYNTENW22LQVTYDETGGR2L3

V33CDNLV2SQPL3DDI2YVYLRV2VDREYKYSYSFDGE5W3KIPVPLESTKLSD2YIRG2

GGFFTGAFVGL2C2YD2SG5GLPADFDYF2YEE3 

Hình 3.3. Trình tự mẫu dò của β–xylosidase thuộc họ GH43 

Kết quả phân tích, mẫu dò của họ GH43 đƣợc xây dựng bao gồm có 464 axit 

amin. Trong đó chứa toàn bộ 7 axit amin màu đỏ, hoàn toàn giống nhau bảo tồn cao 

nhất; 32 vị trí màu xanh lục, giống nhau bảo tồn trung bình; có 30 vị trí màu xanh 
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lam, bảo tồn ở mức độ thấp hơn; 71 vị trí axit amin màu cam, giống nhau từ 8 đến 

10 trình tự, 102 vị trí màu hồng, giống nhau từ 6 đến 7 trình tự, 165 vị trí màu đen 

và 57 vị trí là số (Hình 3.2). Trình tự mẫu dò của họ GH43 nhƣ hình 3.3. 

Chúng tôi đã so sánh mức độ tƣơng đồng giữa mẫu dò với từng trình tự đã sử 

dụng bằng BLASTP để tìm giá trị tham chiếu cho việc sử dụng mẫu dò trong khai 

thác gen. Kết quả cho thấy các trình tự mã hóa β–xylosidase GH43 phải có điểm tối 

đa trên 17, độ bao phủ và độ tƣơng đồng tối thiểu 60% và 30% so với mẫu dò (Bảng 

3.5). Tuy nhiên, kết quả so sánh cũng cho thấy mẫu dò này phù hợp nhất với trình 

tự số 1, 2, 3, 6, 7, 8, 10, 11 (chỉ số điểm tối đa trên 200, độ tƣơng đồng trên 37% và 

độ bao phủ trên 99% ) và không đại diện tốt cho trình tự số 4, 5, 9 vì chỉ số điểm tối 

đa và độ tƣơng đồng thấp. 

Bảng 3.5. Bảng so sánh độ tương đồng của mẫu dò với các trình tự thuộc GH43 

Trình tự  Điểm tối đa Tổng điểm Độ bao phủ 

(%) 
Giá trị E Độ tƣơng đồng 

(%) 

 Trình tự  2 608 608 100 0 72 

 Trình tự  1 603 603 99 0 71 

 Trình tự  3 596 596 99 0 71 

 Trình tự  7 547 547 99 0 66 

 Trình tự  6 444 444 99 5E-155 56 

 Trình tự  10 358 377 98 9E-122 51 

 Trình tự  11 351 351 99 4E-119 49 

 Trình tự  8 231 248 99 2E-73 37 

 Trình tự  5 101 134 83 3E-27 30 

 Trình tự  4 25,8 76,2 61 0,003 33 

 Trình tự  9 17,3 113 60 1,2 46 

 Tìm hiểu sâu hơn về trình tự 4, 5 và 9 cho thấy: trình tự 4 và 9 đều mã hóa 

enzyme hai chức năng β-xylosidase/α-arabinofuranosidase với hoạt tính của α -

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&BLAST_SPEC=blast2seq&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=Proteins&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=A1BBUFN611R&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&WORD_SIZE=3&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=1&HSP_SORT=1
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&BLAST_SPEC=blast2seq&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=Proteins&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=A1BBUFN611R&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&WORD_SIZE=3&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=2&HSP_SORT=1
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&BLAST_SPEC=blast2seq&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=Proteins&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=A1BBUFN611R&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&WORD_SIZE=3&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=4&HSP_SORT=0
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&BLAST_SPEC=blast2seq&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=Proteins&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=A1BBUFN611R&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&WORD_SIZE=3&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&BLAST_SPEC=blast2seq&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=Proteins&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=A1BBUFN611R&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&WORD_SIZE=3&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=4&HSP_SORT=0&CONFIG_DESCR=2,3,4,5,6,7,8#alnHdr_Query_207656
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&BLAST_SPEC=blast2seq&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=Proteins&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=A1BBUFN611R&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&WORD_SIZE=3&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=4&HSP_SORT=0&CONFIG_DESCR=2,3,4,5,6,7,8#alnHdr_Query_207655
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&BLAST_SPEC=blast2seq&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=Proteins&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=A1BBUFN611R&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&WORD_SIZE=3&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=4&HSP_SORT=0&CONFIG_DESCR=2,3,4,5,6,7,8#alnHdr_Query_207657
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&BLAST_SPEC=blast2seq&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=Proteins&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=A1BBUFN611R&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&WORD_SIZE=3&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=4&HSP_SORT=0&CONFIG_DESCR=2,3,4,5,6,7,8#alnHdr_Query_207661
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&BLAST_SPEC=blast2seq&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=Proteins&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=A1BBUFN611R&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&WORD_SIZE=3&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=4&HSP_SORT=0&CONFIG_DESCR=2,3,4,5,6,7,8#alnHdr_Query_207660
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&BLAST_SPEC=blast2seq&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=Proteins&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=A1BBUFN611R&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&WORD_SIZE=3&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=4&HSP_SORT=0&CONFIG_DESCR=2,3,4,5,6,7,8#alnHdr_Query_207664
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&BLAST_SPEC=blast2seq&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=Proteins&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=A1BBUFN611R&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&WORD_SIZE=3&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=4&HSP_SORT=0&CONFIG_DESCR=2,3,4,5,6,7,8#alnHdr_Query_207665
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&BLAST_SPEC=blast2seq&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=Proteins&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=A1BBUFN611R&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&WORD_SIZE=3&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=4&HSP_SORT=0&CONFIG_DESCR=2,3,4,5,6,7,8#alnHdr_Query_207662
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&BLAST_SPEC=blast2seq&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=Proteins&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=A1BBUFN611R&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&WORD_SIZE=3&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=4&HSP_SORT=0&CONFIG_DESCR=2,3,4,5,6,7,8#alnHdr_Query_207659
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&BLAST_SPEC=blast2seq&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=Proteins&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=A1BBUFN611R&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&WORD_SIZE=3&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=4&HSP_SORT=0&CONFIG_DESCR=2,3,4,5,6,7,8#alnHdr_Query_207658
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&BLAST_SPEC=blast2seq&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=Proteins&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=A1BBUFN611R&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&WORD_SIZE=3&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=4&HSP_SORT=0&CONFIG_DESCR=2,3,4,5,6,7,8#alnHdr_Query_207663
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arabinofuranosidase mạnh hơn [91] và trình tự 5 mã hóa cho β–xylosidase [161]. 

Do đó chúng tôi sử dụng công cụ Swiss model dự đoán cấu trúc không gian để kiểm 

chứng thêm mức độ chính xác hoạt tính của trình tự axit amin 4, 5 và 9. Kết quả cho 

thấy cấu trúc không gian của cả 03 trình tự này đều tƣơng đồng cao với cấu trúc β-

xylosidase/α-arabinofuranosidase (Bảng 3.6). Kết quả này có thể giả định rằng trình 

tự 4, 5 và 9 sử dụng làm mẫu dò có điểm tối đa thấp có thể là do chúng thực hiện 

đồng thời 02 hoạt tính, nhƣng hoạt tính alpha-arabinofuranosidase hoạt động mạnh 

hơn so với hoạt tính của β-xylosidase. 

Bảng 3.6. Bảng tổng hợp ước đoán cấu trúc bậc ba của trình tự 4, 5, 9 bằng công 

cụ Swiss model 

Trình tự Khuôn Hoạt tính 

Độ 

bao 

phủ 

Độ 

tƣơng 

đồng 

Phƣơng 

pháp 

Cấu 

trúc 

Phối 

tử 

Trình tự 4 4nov.1.A 
Xylosidase/arabinof

uranosidase Xsa43E 
0,6 30,28 

X-ray, 

1,3Å 

Mono

-mer 

1 x 

CA 

Trình tự 5 3c2u.1.A 
Xylosidase/arabinof

uranosidase 
0,94 27,08 

X-ray, 

1,3Å 

Hom

otetra

mer 

4 x 

B3P 

Trình tự 9 
5glk.1.

A 

beta-xylosidase/ 

arabinofuranosidase 
0,56 36,84 

X-ray, 

1,7Å 

Mono

-mer 

Không 

có 

 Để khai thác tối đa các trình tự gen mã hóa enzyme có hoạt tính của β–

xylosidase, khi sử dụng mẫu dò sẽ chọn những trình tự có điểm tối đa, độ tƣơng 

đồng và độ bao phủ tối thiểu lần lƣợt là 17, 30% và 60%. Tuy nhiên để đảm bảo cho 

khả năng gen đã chọn biểu hiện thành công, chúng tôi đề xuất nên chọn các trình tự 

có điểm tối đa, độ tƣơng đồng và độ bao phủ tối thiểu lần lƣợt là 200, 37% và 99% 

với mẫu dò. 

 Tóm lại dữ liệu về trình tự gen/axit amin đƣợc tìm kiếm chủ yếu từ NCBI và 

CAZY thỏa mãn các điều kiện: có nguồn gốc từ vi khuẩn, đã đƣợc nghiên cứu thực 

https://swissmodel.expasy.org/templates/4nov.1
https://www3.rcsb.org/ligand/CA
https://swissmodel.expasy.org/templates/3c2u.1
https://www3.rcsb.org/ligand/B3P
https://swissmodel.expasy.org/templates/5glk.1
https://swissmodel.expasy.org/templates/5glk.1
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nghiệm về đặc điểm hoạt động của enzyme, không quá khác nhau về chiều dài sẽ 

đƣợc thu thập để làm mẫu dò cho từng họ GH. Trong số 11 họ GH chứa β–

xylosidase, chỉ họ GH43 thu thập số trình tự đủ lớn để xây dựng mẫu dò có độ dài 

là 464 axit amin, với giá trị tham chiếu về điểm tối đa, độ tƣơng đồng và độ bao phủ 

của mẫu dò với gen lựa chọn tối thiểu là 17, 30% và 60%. Tuy nhiên nên lựa chọn 

trình tự gen có điểm tối đa, độ tƣơng đồng và độ bao phủ tối thiểu tốt nhất là 200, 

37%, 99% để đƣa vào thực nghiệm. 

3.2.5. Khai thác trình tự gen mã hóa β–xylosidase bằng mẫu dò từ dữ liệu trình 

tự DNA đa hệ gen của vi sinh vật ruột mối C. gestroi 

Theo kết quả của công ty giải trình BGI dựa vào CSDL của KEGG đã chú giải 

46 trình tự từ DNA đa hệ gen của vi sinh vật trong ruột mối có hoạt tính β–

xylosidase thuộc họ GH43. Chúng tôi sẽ sử dụng mẫu dò để kiểm tra lại độ chính 

xác của ƣớc đoán từ BGI, bằng cách so sánh tƣơng đồng với tất cả dữ liệu giải trình 

tự DNA đa hệ gen đã có. Kết quả cho thấy, nếu sử dụng điểm tối đa trên 17, độ bao 

phủ và độ tƣơng đồng tối thiểu 60% và 30% thì chúng tôi lựa chọn đƣợc 25 trình tự, 

trong đó có 20 trình tự trùng với dự đoán BGI. Tuy nhiên vẫn có 05 trình tự sử dụng 

mẫu dò tìm kiếm đƣợc lại không nằm trong dự đoán của BGI. Nếu sử dụng điểm tối 

đa trên 200, độ tƣơng đồng tối thiểu là 37% và độ bao phủ thấp nhất là 99% để chọn 

gen đƣa vào thực nghiệm, thì chỉ duy nhất 01 trình tự đạt yêu cầu về các chỉ số tham 

chiếu (Bảng 3.7).  

Bảng 3.7. Bảng so sánh kết quả khai thác bằng mẫu dò với dự đoán của BGI 

Kết quả dự 

đoán của 

BGI 

Kết quả khai thác bằng mẫu dò 

Mã gen 
Điểm 

tối đa 

Tổng 

điểm 

Độ bao 

phủ 

(%) 

Giá trị E 
Độ tƣơng 

đồng (%) 

GL0104795 GL0104795 382 382 99 1e-130 48 

GL0020896 GL0020896 285 285 62 3e-96 54 

GL0117445 GL0117445 285 285 62 3e-96 54 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&BLAST_SPEC=blast2seq&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=Proteins&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=A1BBUFN611R&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&WORD_SIZE=3&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=1&HSP_SORT=1
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&BLAST_SPEC=blast2seq&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=Proteins&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=A1BBUFN611R&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&WORD_SIZE=3&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=2&HSP_SORT=1
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&BLAST_SPEC=blast2seq&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=Proteins&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=A1BBUFN611R&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&WORD_SIZE=3&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=4&HSP_SORT=0
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&BLAST_SPEC=blast2seq&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=Proteins&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=A1BBUFN611R&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&WORD_SIZE=3&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3
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GL0076106 GL0076106 243 259 85 2e-77 38 

GL0006405 GL0006405 227 271 68 7e-75 57 

GL0044986 GL0044986 225 256 87 7e-72 37 

GL0077826 GL0077826 216 265 67 9e-70 48 

GL0112518 GL0112518 216 265 67 9e-70 56 

GL0001262 GL0001262 214 266 82 8e-67 35 

GL0095948 GL0095948 213 213 63 3e-53 39 

GL0015489 GL0015489 201 201 67 2e-49 42 

GL0088906 GL0088906 154 193 62 2e-48 53 

GL0016592 GL0016592 130 160 64 8e-40 49 

GL0021333 GL0021333 99,8 117 77 2e-27 30 

GL0090776 GL0090776 54,7 119 63 4e-12 37 

GL0083296 GL0083296 43,9 58,1 67 4e-09 35 

GL0091901 GL0091901 40,4 54,3 64 3e-08 35 

GL0079004 GL0079004 37,0 85,1 65 5e-07 36 

GL0050001 GL0050001 35,8 112 67 8e-07 36 

GL0106540 GL0106540 34,7 72,0 66 2e-06 35 

 GL0119754 93,2 156 61 3e-26 38 

 GL0039878 55,8 103 69 2e-13 36 

 GL0122352 27,3 102 69 4e-04 32 

 GL0068837 24,6 115 66 0,002 35 

 GL0042431 22,7 84,3 61 0,011 31 

Chúng tôi tiếp tục khảo sát lại vùng bảo thủ bằng BLASTP tất cả các trình tự 

dự đoán mã hóa β–xylosidase của BGI và mẫu dò dự đoán cho thấy: Tất cả 25 trình 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNDB_BATCH_ID=374798542&ALIGNDB_CGI_HOST=blast.be-md.ncbi.nlm.nih.gov&ALIGNDB_CGI_PATH=/ALIGNDB/alndb_asn.cgi&ALIGNDB_MASTER_ALIAS=SD_ALIGNDB_MASTER&ALIGNDB_MAX_ROWS=100&ALIGNDB_ORDER_CLAUSE=seq_evalue%20asc,aln_id%20asc&ALIGNDB_WHERE_CLAUSE=seq_evalue%20is%20not%20null&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&BLAST_SPEC=blast2seq&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=Proteins&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=A36D73EX114&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&USE_ALIGNDB=true&WORD_SIZE=3&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=4&HSP_SORT=0&CONFIG_DESCR=2,3,4,5,6,7,8#alnHdr_Query_42520
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNDB_BATCH_ID=374798542&ALIGNDB_CGI_HOST=blast.be-md.ncbi.nlm.nih.gov&ALIGNDB_CGI_PATH=/ALIGNDB/alndb_asn.cgi&ALIGNDB_MASTER_ALIAS=SD_ALIGNDB_MASTER&ALIGNDB_MAX_ROWS=100&ALIGNDB_ORDER_CLAUSE=seq_evalue%20asc,aln_id%20asc&ALIGNDB_WHERE_CLAUSE=seq_evalue%20is%20not%20null&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&BLAST_SPEC=blast2seq&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=Proteins&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=A36D73EX114&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&USE_ALIGNDB=true&WORD_SIZE=3&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=4&HSP_SORT=0&CONFIG_DESCR=2,3,4,5,6,7,8#alnHdr_Query_42817
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNDB_BATCH_ID=374798542&ALIGNDB_CGI_HOST=blast.be-md.ncbi.nlm.nih.gov&ALIGNDB_CGI_PATH=/ALIGNDB/alndb_asn.cgi&ALIGNDB_MASTER_ALIAS=SD_ALIGNDB_MASTER&ALIGNDB_MAX_ROWS=100&ALIGNDB_ORDER_CLAUSE=seq_evalue%20asc,aln_id%20asc&ALIGNDB_WHERE_CLAUSE=seq_evalue%20is%20not%20null&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&BLAST_SPEC=blast2seq&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=Proteins&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=A36D73EX114&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&USE_ALIGNDB=true&WORD_SIZE=3&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=4&HSP_SORT=0&CONFIG_DESCR=2,3,4,5,6,7,8#alnHdr_Query_42527
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNDB_BATCH_ID=374798542&ALIGNDB_CGI_HOST=blast.be-md.ncbi.nlm.nih.gov&ALIGNDB_CGI_PATH=/ALIGNDB/alndb_asn.cgi&ALIGNDB_MASTER_ALIAS=SD_ALIGNDB_MASTER&ALIGNDB_MAX_ROWS=100&ALIGNDB_ORDER_CLAUSE=seq_evalue%20asc,aln_id%20asc&ALIGNDB_WHERE_CLAUSE=seq_evalue%20is%20not%20null&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&BLAST_SPEC=blast2seq&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=Proteins&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=A36D73EX114&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&USE_ALIGNDB=true&WORD_SIZE=3&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=4&HSP_SORT=0&CONFIG_DESCR=2,3,4,5,6,7,8#alnHdr_Query_42693
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNDB_BATCH_ID=374798542&ALIGNDB_CGI_HOST=blast.be-md.ncbi.nlm.nih.gov&ALIGNDB_CGI_PATH=/ALIGNDB/alndb_asn.cgi&ALIGNDB_MASTER_ALIAS=SD_ALIGNDB_MASTER&ALIGNDB_MAX_ROWS=100&ALIGNDB_ORDER_CLAUSE=seq_evalue%20asc,aln_id%20asc&ALIGNDB_WHERE_CLAUSE=seq_evalue%20is%20not%20null&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&BLAST_SPEC=blast2seq&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=Proteins&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=A36D73EX114&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&USE_ALIGNDB=true&WORD_SIZE=3&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=4&HSP_SORT=0&CONFIG_DESCR=2,3,4,5,6,7,8#alnHdr_Query_42800
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tự đƣợc lựa chọn bằng mẫu dò đều chứa những vùng đặc thù cho β–xylosidase 

(specific hit) và có vị trí hoạt động (active sites) (Hình 3.4). Trong khi đó rất nhiều 

trình tự gen mã hóa β–xylosidase do BGI dự đoán không mã hóa cho enzyme này. 

Điều này chứng tỏ việc xây dựng mẫu dò để tìm kiếm và lựa chọn đƣợc ít trình tự 

gen hơn so với dự đoán của BGI, nhƣng chính xác hơn. 

 

Hình 3.4. Kết quả dự đoán tương đồng đặc hiệu trình tự và các gốc hoạt động 

của các trình tự được lựa chọn bằng mẫu dò GH43 

Chú thích: GH43_XYL: họ glycosyl 43 có khả năng phân hủy cấu trúc beta-D-

xyloside; XynB2: enzyme beta-xylosidase 

3.2.6. Khảo sát cấu trúc bậc 3 của các β–xylosidase đã khai thác bằng mẫu dò   

 Cấu trúc bậc ba của phân tử protein cho phép ƣớc đoán cụ thể hơn về trung tâm 

hoạt động, cấu hình phân tử và phối tử liên quan đến hoạt tính sinh học của enzyme. 

Để xác định tính chính xác của các trình tự đã lựa chọn bằng mẫu dò một lần nữa, 

chúng tôi tiếp tục kiểm tra lại cấu trúc không gian bằng công cụ Swiss model. Kết 

quả cho thấy đa số trình tự đƣợc lựa chọn bằng mẫu dò đều đƣợc ƣớc đoán có cấu 

trúc tƣơng đồng cao với β–xylosidase. Tuy nhiên một số trình tự có giá trị điểm tối 

đa thấp dƣới 100, thì có hoạt tính khác β–xylosidase nhƣ xylanase và 

arabinofuranosidase (Bảng 3.8).  

Bảng 3.8. Bảng tổng hợp ước đoán cấu trúc bậc ba của β–xylosidase đã chọn 

bằng công cụ Swiss model 

Mã gen 

Điểm 

tối 

đa 

Khuôn Hoạt tính 

Độ 

bao 

phủ 

Độ 

tƣơng 

đồng 

Phƣơng 

pháp 

Cấu 

trúc 
Phối tử 
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GL0104795 382 3c2u.1.A 
Xylosidase/A-

rabinosidase 
0,95 54,77 

X-ray, 

1.3Å 

Homo-

tetram

er 

 

4 x B3P 

GL0020896 285 3c2u.1.A 
beta-D-

xylosidase 
0,93 52,11 

X-ray, 

1.3Å 
4 x B3P 

GL0117445 285 2exj.1.A 
beta-D-

xylosidase 
0,96 55,34 

X-ray, 

2.2Å 

4 x XYS -

XYS, 4 

x CA, 3 

x MES 

GL0076106 243 2exk.1.A 
beta-D-

xylosidase 
0,94 37,55 

X-ray, 

2.2Å 

4 x XYS-

XYS, 4 

x CA, 3 

x MES 

GL0006405 227 2exk.1.A 
beta-D-

xylosidase 
0,98 59,53 

X-ray, 

2.2Å 

4 x XYS-

XYS, 4 

x CA, 3 

x MES 

GL0044986 225 2exj.1.A 
beta-D-

xylosidase 
0,94 40,29 

X-ray, 

2.2Å 

4 x XYS-

XYS, 4 

x CA, 3 

x MES 

GL0077826 216 1yrz.1.A 
beta-D-

xylosidase 
0,96 57,85 

X-ray, 

2.0Å 

Mono

mer 
Không 

GL0112518 216 1yrz.1.A 
beta-D-

xylosidase 
0,93 58,86 

X-ray, 

2.0Å 

Mono

mer 
Không 

GL0001262 214 2exk.1.A 
beta-D-

xylosidase 
0,94 36,73 

X-ray, 

2.2Å 

Homo

tetra

mer 

4 x XYS-

XYS, 4 

x CA, 3 

x MES 

GL0095948 173 1yi7.1.A 
beta-D-

xylosidase 
0,93 46,52 

X-ray, 

1.9Å 

Homo

tetra

mer 

4 x CA 

GL0015489 161 2exh.1.A 
beta-D-

xylosidase 
0,98 46,56 

X-ray, 

1.9Å 

Homo

tetra

mer 

4 x CA, 3 

x MES 

GL0088906 154 1yrz.1.A 
beta-D-

xylosidase 
0,96 64,1 

X-ray, 

2.0Å 

Mono

mer 
Không 

GL0016592 130 1yi7.1.A 
beta-D-

xylosidase 
0,98 48,9 

X-ray, 

1.9Å 

Homo

tetra

mer 

4 x CA 
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GL0021333 99,8 1yrz.1.A 
beta-D-

xylosidase 
0,96 31,65 

X-ray, 

2.0Å 

Mono

mer 
Không 

GL0090776 54,7 2exj.1.A 
Endo-1,4-beta-

xylanase 
0,42 24,22 

X-ray, 

2.2Å 

Homo

tetra

mer 

4 x XYS-

XYS, 4 

x CA, 3 

x MES 

GL0083296 43,9 3c7g.1.A 
Endo-1,4-beta-

xylanase 
0,93 33,88 

X-ray, 

2.0Å 

Mono

mer 

4 

x XYP, 1 

x CA 

GL0091901 40,4 3c7g.1.A 
Endo-1,4-beta-

xylanase 
0,91 31,94 

X-ray, 

2.0Å 

Mono

mer 

4 

x XYP, 1 

x CA 

GL0079004 37 1yrz.1.A 
beta-1,4-

xylosidase 
0,94 18,62 

X-ray, 

2.0Å 

Mono

mer 
Không 

GL0050001 35,8 3qee.1.A 

β-xylosidase/ 

α-L-

arabinofuranos

idase 

0,99 56,51 
X-ray, 

1.6Å 

Mono

mer 
1 x CA 

GL0106540 34,7 4nov.1.A 

β-

xylosidase/α-

arabinofuranos

idase 

0,93 55,74 
X-ray, 

1.3Å 

Mono

mer 
1 x CA 

GL0119754 93,2 2exh.1.A 
beta-1,4-

xylosidase 
0,81 42,77 

X-ray, 

1.9Å 

Homo

tetra

mer 

4 x CA, 3 

x MES 

GL0039878 55,8 1yrz.1.A 
beta-1,4-

xylosidase 
0,94 31,09 

X-ray, 

2.0Å 

Mono

mer 
Không 

GL0122352 27,3 3kst.1.A 
Endo-1,4-beta-

xylanase 
0,9 36 

X-ray, 

1.7Å 

Mono

mer 
1 x CA 

GL0068837 24,6 2exk.1.A 
Endo-1,4-beta-

xylanase 
0,89 25,68 

X-ray, 

2.2Å 

Homo

tetra

mer 

4 x XYS-

XYS, 4 

x CA, 3 

x MES 

GL0042431 22,7 3c7f.1.A 
Endo-1,4-beta-

xylanase 
0,82 32,08 

X-ray, 

1.5Å 

Mono

mer 
1 x CA 

Chú thích: B3P:2-[3-[[1,3-dihydroxy-2-(hydroxymethyl)propan-2-yl]amino] 

propylamino]-2-(hydroxymethyl)propane-1,3-diol; XYS: xylopyranose; CA: Ca
++

; 

MES: 2-morpholin-4-ium-4-ylethanesulfonate 
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 Xem xét dự đoán cấu trúc không gian của trình tự có điểm tối đa cao trên 100 

cho thấy chúng đều tƣơng đồng với beta-D-xylosidase và thƣờng có vị trí liên kết 

với ion Ca
++

 nằm ở vùng liên kết giữa các phân tử polyme để tạo dạng tetramer. 

Đồng thời các trình tự này còn có vùng liên kết với xylopyranose đặc thù trên phân 

tử cơ chất của β–xylosidase, chứng tỏ chúng có hoạt tính phân cắt xylose thành 

đƣờng (Hình 3.5). Nhƣ vậy hoàn toàn phù hợp giữa ƣớc đoán cấu trúc và chức năng 

của phân tử. Từ kết quả trên cho thấy, chỉ số điểm tối đa là rất quan trọng để xem 

xét tính xác thực của gen và protein khi sử dụng các công cụ tin sinh học để ƣớc 

đoán. Kết quả này một lần nữa giúp chúng tôi khẳng định việc chọn chỉ số điểm tối 

đa trên 200 là giá trị tham chiếu khi sử dụng mẫu dò làm tăng độ chính xác khi chọn 

gen đƣa vào thực nghiệm. 

 

Hình 3.5. Cấu trúc bậc ba của các β-xylosidase khuôn (template) 2exk.1.A (A), 

1yrz.1.A (B), 1yi7.1.A (C), 3c7g.1.A (D) họ GH43 tương đồng với các trình tự 

được khai thác bằng mẫu dò sử dụng Swiss model 
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B3P: 2-[3-[[1,3-dihydroxy-2-(hydroxymethyl)propan-2-yl]amino]propylamino]-2-

(hydroxymethyl)propane-1,3-diol; XYS: xylopyranose; CA: Ca
++

; MES: 2-

morpholin-4-ium-4-ylethanesulfonate 

Theo kết quả Bảng 3.7 nếu dựa trên điểm tối đa trên 200, độ tƣơng đồng tối 

thiểu là 37% và độ bao phủ thấp nhất là 99% để chọn gen đƣa vào thực nghiệm, thì 

chỉ duy nhất 01 trình tự đạt yêu cầu về các chỉ số tham chiếu. Do đó để có nhiều sự 

lựa chọn gen hơn khi đƣa vào thực nghiệm, chúng tôi vẫn sử dụng mẫu dò của họ 

GH43 với chỉ số tham chiếu về độ bao phủ là 60%, độ tƣơng đồng là 30% và nhƣng 

điểm tối đa phải trên 200. Nhƣ vậy với các chỉ số này, chúng tôi lọc đƣợc 11 mã 

gen từ dữ liệu trình tự DNA đa hệ gen của vi sinh vật trong ruột mối C. gestroi bằng 

mẫu dò là: GL0104795, GL0020896, GL0117445, GL0076106, GL0006405, 

GL0044986, GL0077826, GL0112518, GL0001262, GL0095948, GL0015489. 

3.2.7. Dự đoán cấu trúc và chức năng của các gen mã hóa β–xylosidase bằng 

một số công cụ tin sinh học  

Việc lựa chọn gen đƣa vào thực nghiệm sẽ ƣu tiên các trình tự đƣợc ƣớc đoán 

ban đầu là ORF hoàn thiện. Trong số 11 mã gen, có 04 mã gen là hoàn thiện gồm 

GL0104795, GL0076106, GL0001262 và GL0112518 có mức độ bao phủ và tƣơng 

đồng với mẫu dò nhƣ Bảng 3.9. 

Nếu theo tiêu chí tốt nhất để chọn gen đƣa vào thực nghiệm là điểm tối đa trên 

200, độ tƣơng đồng và độ bao phủ là 37% và 99%, thì trong 04 mã gen hoàn thiện 

chỉ có mã gen GL0104795 thỏa mãn các tiêu chuẩn trên. Tuy nhiên, ngoài việc chọn 

đƣợc gen mã hóa β–xylosidase biểu hiện thành công trong thực nghiệm, chúng tôi 

còn quan tâm đến khả năng enzyme hoạt động tối ƣu trong môi trƣờng kiềm và 

nhiệt độ cao. Do đó 04 gen hoàn thiện sẽ tiếp tục đƣợc chọn lọc bằng các phần mềm 

dự đoán pH và nhiệt độ hoạt động tối ƣu bằng công cụ Alcapred [199] và TBI 

[200]. 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNDB_BATCH_ID=363837922&ALIGNDB_CGI_HOST=blast.be-md.ncbi.nlm.nih.gov&ALIGNDB_CGI_PATH=/ALIGNDB/alndb_asn.cgi&ALIGNDB_MASTER_ALIAS=SD_ALIGNDB_MASTER&ALIGNDB_MAX_ROWS=100&ALIGNDB_ORDER_CLAUSE=seq_evalue%20asc,aln_id%20asc&ALIGNDB_WHERE_CLAUSE=seq_evalue%20is%20not%20null&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&BLAST_SPEC=blast2seq&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=Proteins&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=X5TTZWH7114&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&USE_ALIGNDB=true&WORD_SIZE=3&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=4&HSP_SORT=0&CONFIG_DESCR=2,3,4,5,6,7,8#alnHdr_Query_7066
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNDB_BATCH_ID=363837922&ALIGNDB_CGI_HOST=blast.be-md.ncbi.nlm.nih.gov&ALIGNDB_CGI_PATH=/ALIGNDB/alndb_asn.cgi&ALIGNDB_MASTER_ALIAS=SD_ALIGNDB_MASTER&ALIGNDB_MAX_ROWS=100&ALIGNDB_ORDER_CLAUSE=seq_evalue%20asc,aln_id%20asc&ALIGNDB_WHERE_CLAUSE=seq_evalue%20is%20not%20null&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&BLAST_SPEC=blast2seq&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=Proteins&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=X5TTZWH7114&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&USE_ALIGNDB=true&WORD_SIZE=3&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=4&HSP_SORT=0&CONFIG_DESCR=2,3,4,5,6,7,8#alnHdr_Query_7071
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNDB_BATCH_ID=363837922&ALIGNDB_CGI_HOST=blast.be-md.ncbi.nlm.nih.gov&ALIGNDB_CGI_PATH=/ALIGNDB/alndb_asn.cgi&ALIGNDB_MASTER_ALIAS=SD_ALIGNDB_MASTER&ALIGNDB_MAX_ROWS=100&ALIGNDB_ORDER_CLAUSE=seq_evalue%20asc,aln_id%20asc&ALIGNDB_WHERE_CLAUSE=seq_evalue%20is%20not%20null&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&BLAST_SPEC=blast2seq&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=Proteins&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=X5TTZWH7114&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&USE_ALIGNDB=true&WORD_SIZE=3&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=4&HSP_SORT=0&CONFIG_DESCR=2,3,4,5,6,7,8
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNDB_BATCH_ID=363837922&ALIGNDB_CGI_HOST=blast.be-md.ncbi.nlm.nih.gov&ALIGNDB_CGI_PATH=/ALIGNDB/alndb_asn.cgi&ALIGNDB_MASTER_ALIAS=SD_ALIGNDB_MASTER&ALIGNDB_MAX_ROWS=100&ALIGNDB_ORDER_CLAUSE=seq_evalue%20asc,aln_id%20asc&ALIGNDB_WHERE_CLAUSE=seq_evalue%20is%20not%20null&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&BLAST_SPEC=blast2seq&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=Proteins&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=X5TTZWH7114&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&USE_ALIGNDB=true&WORD_SIZE=3&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=4&HSP_SORT=0&CONFIG_DESCR=2,3,4,5,6,7,8
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNDB_BATCH_ID=363837922&ALIGNDB_CGI_HOST=blast.be-md.ncbi.nlm.nih.gov&ALIGNDB_CGI_PATH=/ALIGNDB/alndb_asn.cgi&ALIGNDB_MASTER_ALIAS=SD_ALIGNDB_MASTER&ALIGNDB_MAX_ROWS=100&ALIGNDB_ORDER_CLAUSE=seq_evalue%20asc,aln_id%20asc&ALIGNDB_WHERE_CLAUSE=seq_evalue%20is%20not%20null&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&BLAST_SPEC=blast2seq&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=Proteins&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=X5TTZWH7114&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&USE_ALIGNDB=true&WORD_SIZE=3&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=4&HSP_SORT=0&CONFIG_DESCR=2,3,4,5,6,7,8
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNDB_BATCH_ID=363837922&ALIGNDB_CGI_HOST=blast.be-md.ncbi.nlm.nih.gov&ALIGNDB_CGI_PATH=/ALIGNDB/alndb_asn.cgi&ALIGNDB_MASTER_ALIAS=SD_ALIGNDB_MASTER&ALIGNDB_MAX_ROWS=100&ALIGNDB_ORDER_CLAUSE=seq_evalue%20asc,aln_id%20asc&ALIGNDB_WHERE_CLAUSE=seq_evalue%20is%20not%20null&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&BLAST_SPEC=blast2seq&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=Proteins&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=X5TTZWH7114&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&USE_ALIGNDB=true&WORD_SIZE=3&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=4&HSP_SORT=0&CONFIG_DESCR=2,3,4,5,6,7,8
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Bảng 3.9. Bảng tổng hợp độ bao phủ và tương đồng với mẫu dò của các gen đã 

chọn mã hóa β–xylosidase 

STT Mã gen 
Mức độ bao phủ 

(%) 

Mức độ tƣơng đồng 

(%) 

Gen hoàn 

thiện 

1 GL0104795 99 48 X 

2 GL0020896 62 54   

3 GL0117445 62 54 
 

4 GL0076106 85 38 X 

5 GL0006405 68 57   

6 GL0044986 87 37   

7 GL0077826 67 48   

8 GL0112518 67 56 X 

9 GL0001262 82 35  X 

10 GL0095948 63 39   

11 GL0015489 67 42   

Một số nghiên cứu đã xác định đƣợc ở mối bậc cao có sự thay đổi pH từ trung 

tính ở ruột trƣớc và ruột giữa, đến ruột sau pH tăng lên đến kiềm tính và có thể đạt 

đến giá trị 12 [87]. Đây đƣợc cho là điều kiện khá lý tƣởng để nới lỏng và phá vỡ 

các liên kết của lignin trong thành phần của lignocellulose. Đồng thời với điều kiện 

này, các vi khuẩn cũng có khả năng sản xuất enzyme hoạt động tốt trong môi 

trƣờng kiềm. Dựa trên cơ sở các nghiên cứu đã công bố về pH trong ruột mối, 

chúng tôi dự đoán có thể tìm đƣợc lignocellulase hoạt động tốt trong môi trƣờng 

kiềm. 

 Kết quả sử dụng công cụ TBI dự đoán cho thấy cả 4 gen đều mã hóa enzyme 

hoạt động tối ƣu ở nhiệt độ từ 55℃ đến 65℃. Khi dự đoán bằng công cụ Alcapred 

cho thấy mã gen GL0104795, GL0001262, GL0076106 và GL0112518 với chỉ số 

dự đoán lần lƣợt là 0,217171; 0,509051; 0,871792 và 0,984522 (Bảng 3.10). Theo 

kết quả dự đoán của công cụ Alcapred nếu chỉ số dự đoán càng gần với giá trị bằng 

1, thì pH hoạt động tối ƣu trong môi trƣờng kiềm sẽ càng cao và ngƣợc lại càng gần 

với 0 thì pH hoạt động tối ƣu sẽ trong môi trƣờng axit. Nhƣ vậy mã gen GL0112518 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNDB_BATCH_ID=363837922&ALIGNDB_CGI_HOST=blast.be-md.ncbi.nlm.nih.gov&ALIGNDB_CGI_PATH=/ALIGNDB/alndb_asn.cgi&ALIGNDB_MASTER_ALIAS=SD_ALIGNDB_MASTER&ALIGNDB_MAX_ROWS=100&ALIGNDB_ORDER_CLAUSE=seq_percent_coverage%20desc,aln_id%20asc&ALIGNDB_ORDER_CLAUSE=seq_evalue%20asc,aln_id%20asc&ALIGNDB_WHERE_CLAUSE=seq_percent_coverage%20is%20not%20null&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&BLAST_SPEC=blast2seq&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=Proteins&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=X5TTZWH7114&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&USE_ALIGNDB=true&WORD_SIZE=3&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNDB_BATCH_ID=363837922&ALIGNDB_CGI_HOST=blast.be-md.ncbi.nlm.nih.gov&ALIGNDB_CGI_PATH=/ALIGNDB/alndb_asn.cgi&ALIGNDB_MASTER_ALIAS=SD_ALIGNDB_MASTER&ALIGNDB_MAX_ROWS=100&ALIGNDB_ORDER_CLAUSE=seq_evalue%20asc,aln_id%20asc&ALIGNDB_WHERE_CLAUSE=seq_evalue%20is%20not%20null&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&BLAST_SPEC=blast2seq&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=Proteins&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=X5TTZWH7114&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&USE_ALIGNDB=true&WORD_SIZE=3&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=4&HSP_SORT=0&CONFIG_DESCR=2,3,4,5,6,7,8
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNDB_BATCH_ID=363837922&ALIGNDB_CGI_HOST=blast.be-md.ncbi.nlm.nih.gov&ALIGNDB_CGI_PATH=/ALIGNDB/alndb_asn.cgi&ALIGNDB_MASTER_ALIAS=SD_ALIGNDB_MASTER&ALIGNDB_MAX_ROWS=100&ALIGNDB_ORDER_CLAUSE=seq_evalue%20asc,aln_id%20asc&ALIGNDB_WHERE_CLAUSE=seq_evalue%20is%20not%20null&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&BLAST_SPEC=blast2seq&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=Proteins&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=X5TTZWH7114&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&USE_ALIGNDB=true&WORD_SIZE=3&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=4&HSP_SORT=0&CONFIG_DESCR=2,3,4,5,6,7,8
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNDB_BATCH_ID=363837922&ALIGNDB_CGI_HOST=blast.be-md.ncbi.nlm.nih.gov&ALIGNDB_CGI_PATH=/ALIGNDB/alndb_asn.cgi&ALIGNDB_MASTER_ALIAS=SD_ALIGNDB_MASTER&ALIGNDB_MAX_ROWS=100&ALIGNDB_ORDER_CLAUSE=seq_evalue%20asc,aln_id%20asc&ALIGNDB_WHERE_CLAUSE=seq_evalue%20is%20not%20null&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&BLAST_SPEC=blast2seq&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=Proteins&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=X5TTZWH7114&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&USE_ALIGNDB=true&WORD_SIZE=3&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=4&HSP_SORT=0&CONFIG_DESCR=2,3,4,5,6,7,8
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNDB_BATCH_ID=363837922&ALIGNDB_CGI_HOST=blast.be-md.ncbi.nlm.nih.gov&ALIGNDB_CGI_PATH=/ALIGNDB/alndb_asn.cgi&ALIGNDB_MASTER_ALIAS=SD_ALIGNDB_MASTER&ALIGNDB_MAX_ROWS=100&ALIGNDB_ORDER_CLAUSE=seq_evalue%20asc,aln_id%20asc&ALIGNDB_WHERE_CLAUSE=seq_evalue%20is%20not%20null&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&BLAST_SPEC=blast2seq&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=Proteins&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=X5TTZWH7114&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&USE_ALIGNDB=true&WORD_SIZE=3&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=4&HSP_SORT=0&CONFIG_DESCR=2,3,4,5,6,7,8
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNDB_BATCH_ID=363837922&ALIGNDB_CGI_HOST=blast.be-md.ncbi.nlm.nih.gov&ALIGNDB_CGI_PATH=/ALIGNDB/alndb_asn.cgi&ALIGNDB_MASTER_ALIAS=SD_ALIGNDB_MASTER&ALIGNDB_MAX_ROWS=100&ALIGNDB_ORDER_CLAUSE=seq_evalue%20asc,aln_id%20asc&ALIGNDB_WHERE_CLAUSE=seq_evalue%20is%20not%20null&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&BLAST_SPEC=blast2seq&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=Proteins&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=X5TTZWH7114&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&USE_ALIGNDB=true&WORD_SIZE=3&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=4&HSP_SORT=0&CONFIG_DESCR=2,3,4,5,6,7,8
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đƣợc dự đoán với kết quả chịu kiềm cao nhất sẽ đƣợc ƣu tiên lựa chọn để đƣa vào 

thực nghiệm.  

Bảng 3.10. Bảng kết quả dự đoán pH và nhiệt độ hoạt động của các mã gen    

hoàn thiện mã hóa β–xylosidase 

STT Mã gen Số axit amin pH hoạt động Nhiệt độ hoạt động 

1 GL0104795 561 0,217171 55℃ - 65℃ 

2 GL0076106 553 0,871792 55℃ - 65℃ 

3 GL0001262 555 0,509051 55℃ - 65℃ 

4 GL0112518 359 0,984522 55℃ - 65℃ 

 Tóm lại, sử dụng mẫu dò của β–xylosidase của họ GH43, với độ dài là 446 

axit amin, giá trị tham chiếu về mức độ tƣơng đồng, độ bao phủ và điểm tối đa lần 

lƣợt là trên 60%, 30% và 200, chúng tôi lựa chọn đƣợc 11 mã gen mã hóa β–

xylosidase từ dữ liệu giải trình tự DNA đa hệ gen. Trong đó chỉ có mã gen 

GL0112518 là hoàn thiện, đƣợc dự đoán có khả năng hoạt động tối ƣu ở nhiệt độ 

cao và pH kiềm.  

3.2.8. Một số dự đoán chi tiết gen GL0112518 mã hóa β–xylosidase (Xbx14) 

 Sau khi chọn đƣợc mã gen GL0112528 có chiều dài là 1077 bp mã hóa β-

xylosidase bằng mẫu dò với các dự đoán về nhiệt độ và pH hoạt động tối ƣu của 

enzyme nhƣ trên. Chúng tôi sẽ tìm hiểu thông tin chi tiết liên quan cấu trúc, chức 

năng và nguồn gốc của gen để có định hƣớng trong nghiên cứu thực nghiệm. 

3.2.8.1. Kết quả dự đoán chức năng của Xbx14 bằng BLASTP  

Các ORF hoàn thiện mã hóa cho lignocellulase có độ tƣơng đồng càng thấp thì 

khả năng chúng là gen mới và mã hóa cho những enzyme mới với những đặc tính 

sinh lý hóa mới càng cao. Do đó, những ORF mã hóa cho enzyme có độ tƣơng đồng 

với các protein đã biết dƣới 86%, nhất là dƣới 60% đƣợc đặc biệt quan tâm. Kết quả 

dự đoán chức năng bằng BLASTP cho thấy mã gen này mã hóa cho Xbx14 thuộc họ 

GH43, chứa những vùng đặc thù và vị trí hoạt động đúng nhƣ dự đoán ban đầu khi 

lựa chọn bằng mẫu dò (Hình 3.6). Họ enzyme này chứa nhiều loại enzyme thủy 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNDB_BATCH_ID=363837922&ALIGNDB_CGI_HOST=blast.be-md.ncbi.nlm.nih.gov&ALIGNDB_CGI_PATH=/ALIGNDB/alndb_asn.cgi&ALIGNDB_MASTER_ALIAS=SD_ALIGNDB_MASTER&ALIGNDB_MAX_ROWS=100&ALIGNDB_ORDER_CLAUSE=seq_evalue%20asc,aln_id%20asc&ALIGNDB_WHERE_CLAUSE=seq_evalue%20is%20not%20null&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&BLAST_SPEC=blast2seq&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=Proteins&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=X5TTZWH7114&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&USE_ALIGNDB=true&WORD_SIZE=3&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=4&HSP_SORT=0&CONFIG_DESCR=2,3,4,5,6,7,8
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNDB_BATCH_ID=363837922&ALIGNDB_CGI_HOST=blast.be-md.ncbi.nlm.nih.gov&ALIGNDB_CGI_PATH=/ALIGNDB/alndb_asn.cgi&ALIGNDB_MASTER_ALIAS=SD_ALIGNDB_MASTER&ALIGNDB_MAX_ROWS=100&ALIGNDB_ORDER_CLAUSE=seq_evalue%20asc,aln_id%20asc&ALIGNDB_WHERE_CLAUSE=seq_evalue%20is%20not%20null&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&BLAST_SPEC=blast2seq&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=Proteins&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=X5TTZWH7114&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&USE_ALIGNDB=true&WORD_SIZE=3&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=4&HSP_SORT=0&CONFIG_DESCR=2,3,4,5,6,7,8
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNDB_BATCH_ID=363837922&ALIGNDB_CGI_HOST=blast.be-md.ncbi.nlm.nih.gov&ALIGNDB_CGI_PATH=/ALIGNDB/alndb_asn.cgi&ALIGNDB_MASTER_ALIAS=SD_ALIGNDB_MASTER&ALIGNDB_MAX_ROWS=100&ALIGNDB_ORDER_CLAUSE=seq_evalue%20asc,aln_id%20asc&ALIGNDB_WHERE_CLAUSE=seq_evalue%20is%20not%20null&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&BLAST_SPEC=blast2seq&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=Proteins&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=X5TTZWH7114&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&USE_ALIGNDB=true&WORD_SIZE=3&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=4&HSP_SORT=0&CONFIG_DESCR=2,3,4,5,6,7,8
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNDB_BATCH_ID=363837922&ALIGNDB_CGI_HOST=blast.be-md.ncbi.nlm.nih.gov&ALIGNDB_CGI_PATH=/ALIGNDB/alndb_asn.cgi&ALIGNDB_MASTER_ALIAS=SD_ALIGNDB_MASTER&ALIGNDB_MAX_ROWS=100&ALIGNDB_ORDER_CLAUSE=seq_evalue%20asc,aln_id%20asc&ALIGNDB_WHERE_CLAUSE=seq_evalue%20is%20not%20null&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&BLAST_SPEC=blast2seq&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=Proteins&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=X5TTZWH7114&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&USE_ALIGNDB=true&WORD_SIZE=3&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=4&HSP_SORT=0&CONFIG_DESCR=2,3,4,5,6,7,8
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNDB_BATCH_ID=363837922&ALIGNDB_CGI_HOST=blast.be-md.ncbi.nlm.nih.gov&ALIGNDB_CGI_PATH=/ALIGNDB/alndb_asn.cgi&ALIGNDB_MASTER_ALIAS=SD_ALIGNDB_MASTER&ALIGNDB_MAX_ROWS=100&ALIGNDB_ORDER_CLAUSE=seq_evalue%20asc,aln_id%20asc&ALIGNDB_WHERE_CLAUSE=seq_evalue%20is%20not%20null&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&BLAST_SPEC=blast2seq&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=Proteins&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=X5TTZWH7114&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&USE_ALIGNDB=true&WORD_SIZE=3&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=4&HSP_SORT=0&CONFIG_DESCR=2,3,4,5,6,7,8#alnHdr_Query_7083
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phân lignocellulose khác nhau nhƣ β-xylosidase (EC 3.2.1.37); α-L-

arabinofuranosidase (EC 3.2.1.55),…. Dựa trên đánh giá tƣơng đồng cho thấy mã 

gen này có độ bao phủ axit amin cao với xylan 1,4 – beta-xylosidase của nhiều loài 

vi khuẩn nhƣ: Paenibacillus sp. NFR01 (ID: SET10311.1), Thalassospira sp. 

KO164 (ID: OCK06431.1), Fictibacillus solisalsi (ID: SDN26714.1), Bacillus 

daliensis (ID: SDO23417.1), Treponema primitia (ID: WP_010255887.1), 

Treponema succinifaciens (Mã: WP_013700334.1), Treponema sp. C6A8 (ID: 

WP_027728697.1),…. Tuy nhiên độ tƣơng đồng của axit amin so với các trình tự 

trong NCBI cao nhất chỉ có 68%. Do đó nghiên cứu này có thể sẽ tìm ra một gen 

mã hóa Xbx14 mới so với các trình tự gen đã đƣợc công bố. 

 

Hình 3.6. Kết quả dự đoán chức năng Xbx14 bằng BLASTP 

3.2.8.2. Kết quả dự đoán cấu trúc không gian của Xbx14 bằng PHYRE 2 (Protein 

Homology/analogY Recognition Engine)  

Phân tích cấu trúc bậc hai Xbx14 đƣợc mã hóa bởi mã gen lựa chọn có 41% 

là các chuỗi gấp nếp β, 1% là chuỗi α và 62% trình tự axit amin không xác định 

http://www.enzyme-database.org/query.php?ec=3.2.1.37
http://www.enzyme-database.org/query.php?ec=3.2.1.55
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1094861996
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1094861996
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1094861996?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=14&RID=344TG7RH015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1094861996
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1094861996
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1094861996
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1094861996
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1086442753?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=11&RID=344TG7RH015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/497941731?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=344TG7RH015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/503465673?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=2&RID=344TG7RH015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/654169210?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=4&RID=344TG7RH015
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đƣợc (Hình 3.7A). Mô hình cấu trúc không gian cho thấy các chuỗi axit amin của 

Xbx14 cuộn gấp lại dạng hình cầu, có độ tƣơng đồng và bao phủ cao nhất là 97% 

so với cấu trúc beta-xylosidase của Bacillus 2 subtillis (Hình 3.7B). Protein này 

có độ dài là 533 axit amin và trọng lƣợng phân tử là 61,41 Kda, đƣợc biểu hiện 

trong tế bào E. coli BL21(DE3). Trung tâm hoạt động xúc tác thủy phân của cả 

hai enzyme là beta - xylosidase và alpha-L- arabinanase [83]. Cấu trúc Xbx14 

cũng tƣơng đồng cao (trên 50%) với beta-xylosidase của vi khuẩn Bacillus 

halodurans c-125 [179], Geobacillus stearothermophilus và Clostridium 

acetobutylicum [26]. 

 

Hình 3.7.  Mô hình cấu trúc không gian (A) dựa vào khuôn c1ylfC và  trung tâm 

hoạt động (B) của enzyme Xbx14 

 Nghiên cứu chi tiết về cơ chế hoạt động của enzyme này từ vi khuẩn 

Geobacillus stearothermophilus T-6 (XynB3) cho thấy: Mỗi tiểu đơn vị của XynB3 

gồm năm chuỗi beta tạo thành một cái túi, đƣợc đóng kín tại đầu N bằng một chuỗi 

beta khác. Đây chính là vùng xúc tác của enzyme. Cấu trúc này có tác dụng giới hạn 

độ dài cơ chất và enzyme phân cắt cơ chất lần lƣợt từ ngoài vào trong. Axit amin 

Asp ở vị trí 128 có vai trò điều chỉnh pK và giữ cho trung tâm hoạt động định 

hƣớng chính xác ở bề mặt. Mặt khác Asp128 giữ vai trò liên kết cơ chất với trung 

tâm hoạt động thông qua vị trí 2-O của glycon. Đây là lý do giải thích vai trò quan 

trọng của Asp128 trong sự ổn định quá trình chuyển đổi trạng thái và là một bất 
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biến trong trung tâm hoạt động [26]. Dựa trên dự đoán cấu trúc không gian cho thấy 

cả hai đầu N và C của protein đều không bị cuộn vào trong cấu trúc mà nằm lộ ra 

ngoài. Với đặc điểm này sẽ giúp cho việc tinh sạch protein tái tổ hợp khi gắn đuôi 

His – tag sẽ thuận lợi. 

3.2.8.3. Kiểm tra nguồn gốc của mã gen GL0112518 bằng công cụ Blast-Explorer 

 

Hình 3.8. Sơ đồ nguồn gốc mã gen GL0112518 

 Sử dụng công cụ Blast-Explorer của Phylogeny.fr để kiểm tra nguồn gốc của 

mã gen GL0112518. Kết quả cho thấy mã gen này nằm trong nhánh phát sinh của vi 

khuẩn Treponema primitia (Hình 3.8). Đây chính là nhóm vi khuẩn có số lƣợng 

ORF lớn nhất trong ruột mối C. gestroi (Hình 3.1).  

 Tóm lại sử dụng BLASTP, chúng tôi dự đoán mã gen GL0112518 có chiều dài 

là 1077 bp, mã hóa đúng β–xylosidase. Enzyme này đƣợc dự đoán có cấu trúc 

không gian dạng hình cầu và đƣợc hình thành chủ yếu từ các chuỗi beta bằng công 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNDB_BATCH_ID=363837922&ALIGNDB_CGI_HOST=blast.be-md.ncbi.nlm.nih.gov&ALIGNDB_CGI_PATH=/ALIGNDB/alndb_asn.cgi&ALIGNDB_MASTER_ALIAS=SD_ALIGNDB_MASTER&ALIGNDB_MAX_ROWS=100&ALIGNDB_ORDER_CLAUSE=seq_evalue%20asc,aln_id%20asc&ALIGNDB_WHERE_CLAUSE=seq_evalue%20is%20not%20null&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&BLAST_SPEC=blast2seq&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=Proteins&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=X5TTZWH7114&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&USE_ALIGNDB=true&WORD_SIZE=3&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=4&HSP_SORT=0&CONFIG_DESCR=2,3,4,5,6,7,8#alnHdr_Query_7083
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNDB_BATCH_ID=363837922&ALIGNDB_CGI_HOST=blast.be-md.ncbi.nlm.nih.gov&ALIGNDB_CGI_PATH=/ALIGNDB/alndb_asn.cgi&ALIGNDB_MASTER_ALIAS=SD_ALIGNDB_MASTER&ALIGNDB_MAX_ROWS=100&ALIGNDB_ORDER_CLAUSE=seq_evalue%20asc,aln_id%20asc&ALIGNDB_WHERE_CLAUSE=seq_evalue%20is%20not%20null&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&BLAST_SPEC=blast2seq&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=Proteins&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=X5TTZWH7114&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&USE_ALIGNDB=true&WORD_SIZE=3&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=4&HSP_SORT=0&CONFIG_DESCR=2,3,4,5,6,7,8#alnHdr_Query_7083


85 

 

 

cụ Phyre2. Sử dụng công cụ kiểm tra nguồn gốc Blast-Explorer cho thấy, gen chọn 

tƣơng đồng cao nhất với trình tự gen từ vi khuẩn Treponema primitia – vi khuẩn có 

số lƣợng ORF lớn nhất trong ruột mối C. gestroi.  

3.3. BIỂU HIỆN GEN Xbx14 VÀ NGHIÊN CỨU TÍNH CHẤT CỦA β-

XYLOSIDASE 

3.3.1. Biểu hiện gen Xbx14 

3.3.1.1. Kiểm tra gen Xbx14 trong vector pET22b(+) 

 Mã gen GL0112518 đƣợc chọn bằng mẫu dò đƣợc đặt tổng hợp và gắn sẵn 

vào vector biểu hiện pET22b(+). Sau đó đƣợc nhân dòng trong tế bào E. coli 

DH10B, kiểm tra bằng enzyme hạn chế, phản ứng PCR và giải trình tự. 

 

Hình 3.9. Kết quả biến nạp vector pET22Xbx (A) và điện di đồ phân tích sản 

phẩm tách dòng gen Xbx14 (B). Đường chạy 1: Plasmid pET22b(+); đường chạy 

2-6: Plasmid pET22Xbx 

 Để thuận lợi cho quá trình phân lập, ghép nối gen vào vector biểu hiện, chúng 

tôi đã khảo sát trình tự enzyme hạn chế có trong gen bằng phần mềm trực tuyến 

Restriction mapper3. Kết quả cho thấy gen Xbx14 không chứa trình tự cắt của 

enzyme hạn chế NcoI và XhoI. Mặt khác trong vùng đa nối của vector biểu hiện 

pET22b(+) có vị trí cắt của hai enzyme này. Do đó hai đầu mồi xuôi và mồi ngƣợc 

đƣợc thêm trình tự nhận biết của enzyme NcoI và XhoI phục vụ cho việc kiểm tra 
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gen. Kết quả biến nạp vector pET22Xbx vào tế bào DH10B và tách plasmid để 

kiểm tra nhƣ Hình 3.9. 

 Sản phẩm biến nạp gen và trải trên đĩa LBA cho thấy các khuẩn lạc mọc tròn, 

đều và đặc trƣng của vi khuẩn (Hình 3.9A). Phân tích bằng điện di sản phẩm tách 

plasmid 05 khuẩn lạc trên đĩa biến nạp pET22Xbx cho thấy, tất cả đều chạy cao hơn 

so với vector đối chứng không mang gen (Hình 3.9B). Kết quả này chứng tỏ vector 

pET22b(+) có đoạn DNA chèn vào vùng đa nối, nên kích thƣớc lớn hơn và sẽ chạy 

chậm hơn trên hình ảnh.   

 

Hình 3.10. Sơ đồ vị trí cắt của enzyme hạn chế trên vector pET22Xbx (A), điện di 

sản phẩm PCR (B) và sản phẩm cắt pET22Xbx bằng NcoI và XhoI, HincII (C) 

Đường chạy 1, 5: Thang DNA chuẩn (Fermentas), đường chạy 2: Sản phẩm PCR 

gen Xbx14, đường chạy 3: cắt pET22Xbx HincII, đường chạy 4: cắt pET22Xbx 

bằng NcoI và XhoI 

 Nghiên cứu tiến hành kiểm tra gen Xbx14 trong vector pET22Xbx bằng phản 

ứng PCR, cắt kiểm tra bằng enzyme hạn chế và giải trình tự gen. Chúng tôi chọn 

một dòng (đƣờng chạy 3 của hình 3.9B) trong 05 dòng plasmid chạy cao hơn đối 

chứng để làm khuôn cho PCR và cắt kiểm tra bằng enzyme hạn chế. Sơ đồ enzyme 

cắt hạn chế trên vector pET22Xbx đƣợc kiểm tra bằng phần mềm trực tuyến tại 

trang web http://www.restrictionmapper.org/. Kết quả cho thấy enzyme XhoI, NcoI 

chỉ có 1 điểm cắt trên vector, còn HincII có 3 điểm cắt trên vector (Hình 3.10A). 

Nhƣ vậy khi đƣợc xử lý bằng cặp enzyme cắt hạn chế XhoI và NcoI, vector sẽ đƣợc 

http://www.restrictionmapper.org/
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cắt thành 2 đoạn, một đoạn có kích thƣớc khoảng 1,1 kb tƣơng đƣơng với kích 

thƣớc của gen Xbx14 và đoạn thứ hai ở vị trí khoảng 5,5 kb tƣơng đƣơng với kích 

thƣớc của vector pET22b(+). Khi xử lý với enzyme cắt hạn chế HincII sẽ thu đƣợc 

3 đoạn có kích thƣớc khoảng 4 kb, 1,8 kb và 0,6 kb.  

 Kết quả PCR bằng cặp mồi đặc hiệu cho duy nhất một băng sáng, sắc nét và 

tƣơng đƣơng với kích thƣớc của gen Xbx14 (Hình 3.10B). Khi sử dụng enzyme cắt 

riêng rẽ HincII cho ra ba băng với kích thƣớc lần lƣợt là 4 kb, 1.8 kb và 0.6 kb, cắt 

đồng thời bằng NcoI và XhoI cho ra hai băng sáng rõ với kích thƣớc khoảng 1,1 kb 

và 5,5 kb đúng nhƣ tính toán lý thuyết (Hình 3.10C). Kết quả cắt dòng plasmid số 3 

bằng các enzyme hạn chế trên hoàn toàn chính xác với tính toán lý thuyết, chứng tỏ 

gen Xbx14 đã đƣợc gắn vào vector pET22b(+).  

 Tuy nhiên để kiểm tra chính xác trình tự của gen Xbx14 trong vector 

pET22Xbx, chúng tôi tiến hành giải trình tự gen Xbx14 trong plamid dòng số 3 

bằng cặp mồi đặc hiệu. Kết quả sau khi giải trình tự cho thấy trình tự gen Xbx14 

gồm 1093 nucleotide, trong đó có 16 nucleotide là trình tự thêm vào trong mồi. 

Phần còn lại gồm 1077 bp tƣơng đồng 100% so với trình tự gen mã số Termite 2_ 

GL0112518. Nhƣ vậy có thể khẳng định trình tự gen mã hóa Xbx14 đã đƣợc gắn 

vào vector pET22b(+) đúng nhƣ trình tự gốc ban đầu (Phụ lục 2). 

3.3.1.2. Đồng biểu hiện gen mã hóa Xbx14 với chaperone trong E. coli Rosetta 1 

 Mỗi gen ngoại lai có ảnh hƣởng khác nhau tới sự sinh trƣởng, trao đổi chất 

của chủng chủ. Thông thƣờng những sản phẩm của gen có lợi hoặc phù hợp tốt với 

chủng chủ sẽ có xu thế biểu hiện tốt. Ngƣợc lại, sản phẩm của gen gây độc và có 

ảnh hƣởng không tốt tới sự sinh trƣởng cũng nhƣ trao đổi chất của tế bào thì không 

đƣợc biểu hiện, hoặc biểu hiện yếu, hoặc ở dạng không hoạt động [139]. Do đó, 

không có một quy luật chung nào cho phép biểu hiện tối ƣu nhiều loại protein khác 

nhau trong một hệ biểu hiện. Vì vậy, để thu đƣợc lƣợng lớn protein ngoại lai Xbx14 

ở dạng tan, chúng tôi tiến hành khảo sát các yếu tố ảnh hƣởng đến quá trình biểu 

hiện, để tìm ra điều kiện tối ƣu nhất. 

 Vector tái tổ hợp pET22Xbx đƣợc biến nạp vào chủng biểu hiện E. coli 

Rosetta 1 để khảo sát biểu hiện. Sau khi nuôi cấy ở 37
o
C, OD600 đạt từ 0,6 đến 0,8, 
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mẫu đƣợc chia thành hai phần, một phần cảm ứng IPTG và một phần không cảm 

ứng làm đối chứng. Kết quả protein Xbx14 biểu hiện rất tốt nhƣng không tan. Sau 

đó chúng tôi tiếp tục tối ƣu các điều kiện biểu hiện nhƣ nhiệt độ, nồng độ chất cảm 

ứng, thời điểm cảm ứng, thời gian thu mẫu,… nhƣng không cải thiện đƣợc khả năng 

tan của Xbx14. Một trong những nguyên nhân có thể do protein tái tổ hợp Xbx14 

đƣợc sản xuất trong E. coli không tạo ra cấu trúc không gian chính xác. Trong một 

số trƣờng hợp, sự biểu hiện các phân tử chaperone tạo thuận lợi cho sản xuất protein 

và quá trình cuộn gấp cấu trúc đúng của protein. Vì vậy nghiên cứu này tiếp tục tiến 

hành đồng biểu hiện gen Xbx14 trong vector pET22Xbx với các chaperone GroEL 

(60 kDa), DnaK (70 kDa) và DnaJ (40 kDa) trong vector pG - KJE8. Phức hệ 

DnaK-DnaJ-GrpE tham gia vào các hoạt động khác nhau nhƣ ngăn ngừa sự kết tập 

protein mới tổng hợp, giúp cho quá trình cuộn gấp đúng khi hình thành cấu trúc 

không gian, sắp xếp lại các vị trí bị đứt quãng và phân tổ protein, do đó tăng cƣờng 

độ hòa tan của protein tái tổ hợp. Chaperone GroES-GroEL là protein thiết yếu cho 

sự tăng trƣởng của vi khuẩn ở mọi nhiệt độ, phân hủy nhanh protein kết tập và hỗ 

trợ sản xuất protein có kích thƣớc lớn [109]. Ngoài ra các chaperone này còn tham 

gia vào quá trình chuyển vị protein qua màng, chế biến RNA ribosome,…. 

 Để tạo đƣợc chủng E. coli Rosetta 1 đồng biểu hiện protein Xbx14 và 

chaperone, đầu tiên chúng tôi biến nạp plasmid pG - KJE8 vào tế bào E. coli 

Rosetta 1. Tế bào sau khi biến nạp đƣợc chọn lọc trên môi trƣờng LB có 

Chloramphenicol nồng độ 20 µg/ml để tạo chủng E. coli Rosetta 1 mang pG - 

KJE8. Chủng tái tổ hợp này sẽ đƣợc sử dụng làm tế bào khả biến. Sau đó tiếp tục 

biến nạp pET22Xbx vào và chọn lọc trên môi trƣờng LBAC chứa 2 loại kháng sinh 

là Ampicillin nồng độ 100 µg/ml và Chloramphenicol với nồng độ 20 µg/ml. Mẫu 

tế bào sau khi đồng biểu hiện đƣợc thu lại và kiểm tra kết quả. Điện di đồ cho thấy 

khi tiến hành đồng biểu hiện với chaperone thì cả DnaK, DnaJ, GroEL và Xbx14 

đều xuất hiện ở dạng tan với băng to, đậm và đúng kích thƣớc lý thuyết. Mặt khác 

protein Xbx14 không xuất hiện ở dòng đối chứng không cảm ứng IPTG. So sánh với 

sản phẩm biểu hiện gen Xbx14 không có chaperone, thì protein Xbx14 hầu hết nằm 

ở pha tủa (Hình 3.11). Điều này chứng tỏ đồng biểu hiện với chaperone đã giúp cho 

Xbx14 đã biểu hiện ở dạng tan. 
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Hình 3.11. Điện di đồ phân tích sản phẩm protein đồng biểu hiện gen Xbx14 với 

chaperone trong E. coli Rosetta 1 trên gel SDS-PAGE 12,6% có SDS 

M: Thang protein chuẩn (Fermentas), ĐC: Protein tổng số không cảm ứng IPTG, 

Xbx14: protein Xbx14 biểu hiện không có chaperone, Xbx14-Chaperone: protein 

Xbx14 đồng biểu hiện với chaperone pG-KJE8, TS: protein ở dạng tổng số, S: 

protein ở dạng tan, P: protein ở dạng tủa 

 

Hình 3.12. Kết quả thử hoạt tính thô của Xbx14 

 Kết quả này phù hợp với hầu hết nghiên cứu đồng biểu hiện enzyme chuyển 

hóa sinh khối thực vật với chaperone nhƣ biểu hiện beta-galactosidase tái tổ hợp 
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cùng với hệ thống GroESL ở 30
o
C tan rất tốt, với phức hệ chaperone KJE protein 

tái tổ hợp hòa tan ở mọi nhiệt độ thử [119]. Đồng biểu hiện chaperone với xylanase 

đã làm tăng độ tan trong nƣớc từ 33% đến 40% [84]. Kết quả này đƣợc giải thích là 

do trong tế bào chất, mỗi loại chaperone có thể giúp cuộn gấp chính xác một số loại 

protein xác định nên làm tăng khả năng tan của protein [139]. Đồng thời sự có mặt 

của chaperone cũng giúp tăng sinh khối của vi khuẩn E. coli ở nhiệt độ thấp [139].  

 Sau khi đồng biểu hiện gen Xbx14 ở dạng tan, chúng tôi tiến hành kiểm tra 

hoạt tính thô bằng cơ chất đặc hiệu pNPX của β-xylosidase theo phƣơng pháp của 

Teng và cộng sự. Kết quả kiểm tra cho thấy ống đối chứng (ĐC) không có màu 

vàng đặc trƣng của pNP do sự xúc tác chuyển hóa của β-xylosidase nhƣ ống có 

protein Xbx14 tái tổ hợp (Hình 3.12). Nhƣ vậy sản phẩm đồng biểu hiện Xbx14 với 

chaperone giúp protein tái tổ hợp tan và có hoạt tính. Do đó chúng tôi sẽ chọn đồng 

biểu hiện gen Xbx14 với chaperone để phục vụ cho các nghiên cứu tiếp theo. 

3.3.1.3. Tối ưu điều kiện biểu hiện gen Xbx14 

a. Nghiên cứu ảnh hưởng của nhiệt độ đến biểu hiện gen Xbx14 trong tế bào     

E. coli Rosetta 1  

 Nhiệt độ nuôi cấy là yếu tố hàng đầu ảnh hƣởng đến hiệu suất và chất lƣợng 

protein. Thông thƣờng tế bào E. coli sinh trƣởng tốt nhất ở 37
o
C và quá trình sinh 

tổng hợp protein cũng diễn ra rất mạnh. Vì vậy khi biểu hiện gen ngoại lai ở nhiệt 

độ này, chủng chủ sẽ ồ ạt sản xuất một lƣợng lớn protein. Điều này cũng đồng nghĩa 

là một lƣợng lớn protease sẽ đƣợc tổng hợp và sẽ phân cắt protein ngoại lai. Mặt 

khác khi sinh trƣởng ở tốc độ cao, các bản sao plasmid trong tế bào giảm cũng sẽ 

làm giảm chất lƣợng của sản phẩm protein tạo ra. Do đó nhiệt độ tối ƣu cho biểu 

hiện trong tế bào E. coli thƣờng thấp hơn 37
o
C sẽ cải thiện độ hòa tan của protein 

tái tổ hợp [158]. Ở nhiệt độ thấp thời gian sinh trƣởng và tổng hợp protein chậm lại, 

giúp cho protein cuộn xoắn đúng cấu trúc nên giảm sự kết tập protein [90]. Hơn nữa 

hầu hết các protease hoạt động kém tích cực ở nhiệt độ thấp, nên làm giảm khả năng 

phân hủy protein ngoại lai. Việc lựa chọn nhiệt độ thích hợp đóng vai trò quan trọng 

trong việc thu sinh khối tế bào và sản lƣợng protein tái tổ hợp dạng tan. 



91 

 

 

 Kỹ thuật hạn chế protein tái tổ hợp không tan là nuôi cấy ở nhiệt độ thấp [147] 

và đã chứng minh thông qua cải thiện độ tan của một số protein nhƣ interferon α-2 

của ngƣời, subtilisin E, chuỗi ricin A, bacterial luciferase, Fab fragments, β-

lactamase, lipoxygenase L-2 của lúa gạo, lypoxygenase L-1 của đậu nành, 

kanamycin nuclotidyltransferase và glycogen phosphorylase của thỏ [158],…. Mặt 

khác khi protein mục tiêu tăng lên, thì các protein nội sinh của vi khuẩn giảm, sẽ giúp 

cho quá trình tinh chế protein dễ dàng và hiệu quả hơn [145]. 

 Trong nghiên cứu chúng tôi lựa chọn ba nhiệt độ thấp hơn nhiệt độ sinh 

trƣởng của E. coli là 20
o
C, 25

o
C và 30

o
C để kiểm tra khả năng biểu hiện của Xbx14. 

Mặt khác theo khuyến cáo của nhà cung cấp vector pG-KJE8 thì nhiệt độ thích hợp 

để các chaperone biểu hiện ở dạng tan là dƣới 25
o
C. Chủng biểu hiện E. coli 

Rosetta 1 mang hai vector pG-KJE8 và Pet22Xbx đƣợc nuôi sau khi cảm ứng IPTG 

sẽ tiếp tục nuôi lắc trong 5 giờ ở ba nhiệt độ trên. Mẫu tế bào thu đƣợc sẽ đo OD600 

để so sánh sinh khối thu đƣợc cuối cùng.  

 Kết quả cho thấy mật độ tế bào thu đƣợc sau 5 giờ cảm ứng cao nhất ở 30
o
C 

và thấp nhất ở 20
o
C (Hình 3.13). Nhƣ vậy ở nhiệt độ càng cao thì sinh khối tế bào 

thu đƣợc càng lớn là hoàn toàn phù hợp với quy luật sinh trƣởng của E. coli. Tế bào 

thu đƣợc sẽ tiếp tục phá vỡ bằng siêu âm để kiểm tra khả năng tan của protein tái tổ 

hợp. Kết quả điện di đồ cho thấy protein Xbx14 đƣợc tạo thành có cả dạng tan và 

dạng không tan ở cả 20
o
C, 25

o
C và 30

o
C (Hình 3.14). Mặc dù lƣợng protein tái tổ 

hợp tổng số Xbx14 đƣợc tạo ra ở 30
o
C là cao nhất, nhƣng lƣợng protein Xbx14 dạng 

tan ở 20
o
C là nhiều hơn. Mặt khác theo khuyến cáo của hãng cung cấp vector pG-

KJE8, nhiệt độ để biểu hiện chaperone không nên vƣợt quá 25
o
C. Nhƣ vậy để lƣợng 

chaperone tạo ra ở dạng tan một cách ổn định trong tế bào E. coli Rosetta 1, giúp 

cho việc hình thành Xbx14 ở dạng tan tốt hơn, chúng tôi sẽ ƣu tiên chọn nhiệt độ 

thấp hơn hoặc bằng 25
o
C. Căn cứ vào kết quả lƣợng protein Xbx14 tan ở các nhiệt 

độ trên, chúng tôi sẽ lựa chọn nhiệt độ 20
o
C để tiếp tục biểu hiện trong thí nghiệm 

tiếp theo. 
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Hình 3.13. Mật độ tế bào biểu hiện E. coli Rosetta 1 (DE3) mang pET22Xbx cảm 

ứng IPTG ở các nhiệt độ 20
o
C, 25

o
C và 30

o
C 

 

Hình 3.14. Điện di đồ phân tích sản phẩm biểu hiện Xbx14 trong E. coli Rosetta 

1 sau 6 giờ cảm ứng 0,5 mM IPTG ở 20
o
C, 25

o
C, 30

o
C trên gel polyacrylamide 

12,6% có SDS 

 Đường chạy ĐC: đối chứng âm, protein tổng số của dòng tế bào biểu hiện 

mang vector pET22Xbx không cảm ứng IPTG, đường chạy TS: protein tổng số biểu 

hiện trong tế bào mang pET22Xbx, đường chạy S: protein dạng tan biểu hiện trong 
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tế bào mang pET22Xbx, đường chạy P: protein dạng không tan biểu hiện trong tế 

bào mang pET22Xbx, đường chạy M: protein chuẩn unstained (Thermo scientific) 

b. Nghiên cứu ảnh hưởng của nồng độ IPTG đến hiệu quả biểu hiện Xbx14 

 IPTG là chất cảm ứng tổng hợp protein Xbx14 dƣới sự điều khiển của 

promoter T7 trong vector pET22Xbx. Trong môi trƣờng không có chất cảm ứng, 

gen LacI nằm trên hệ gen vi khuẩn đƣợc phiên mã tổng hợp protein LacI - chất ức 

chế có ái lực cao với operon lac trên vector biểu hiện. Khi đƣợc cảm ứng bằng 

IPTG, LacI không còn ái lực với operator lac, sẽ rời khỏi phức hợp operator trên 

DNA của chủng chủ và plasmid. Khi đó promoter Lac hoạt động, khởi động sinh 

tổng hợp T7 RNA polymease và chính enzyme này sẽ bám vào vị trí T7 promoter 

để khởi đầu quá trình sinh tổng hợp protein ngoại lai. Nồng độ IPTG cảm ứng ảnh 

hƣởng đến hiệu quả biểu hiện gen ngoại lai. IPTG đƣợc sử dụng nhƣ một yếu tố 

trung hòa chất ức chế, do đó không cần bổ sung một lƣợng quá nhiều trong quá 

trình cảm ứng. Ngoài ra IPTG còn là chất gây độc cho tế bào, ở nồng độ cao sẽ ức 

chế sự sinh trƣởng của vi khuẩn [53]. Mặt khác giá thành của IPTG khá cao, nên 

việc xác định nồng độ IPTG phù hợp là rất cần thiết cho quá trình sản xuất protein 

tái tổ hợp ở quy mô lớn.  

 Để kiểm tra ảnh hƣởng của nồng độ IPTG cảm ứng đến hiệu quả biểu hiện gen 

Xbx14 trong tế bào E. coli Rosetta 1 ở 20
o
C, chúng tôi đã chọn 9 nồng độ IPTG cảm 

ứng là 0 mM; 0,05 mM; 0,1 mM; 0,3 mM; 0,5 mM; 0,7mM; 1mM; 1,2 mM và 1,5 

mM. Mẫu tế bào sau khi nuôi đến OD600 = 1 đƣợc chia thành 9 phần bằng nhau và 

bổ sung IPTG theo dải nồng độ trên. Tất cả mẫu đã cảm ứng đƣợc nuôi lắc tiếp ở 

20
o
C trong thời gian 5 giờ. Sau đó thu tế bào và đo OD600 để so sánh sinh khối cuối 

cùng.  

 Kết quả cho thấy nồng độ IPTG càng tăng từ 0,0 mM đến 1,5 mM thì sinh 

khối tế bào thu đƣợc giảm dần (Hình 3.15). Đặc biệt ngay sau khi cảm ứng IPTG 

sinh khối tế bào với nồng độ IPTG rất thấp là 0,05 mM, sinh khối tế bào đã giảm 

gần một nửa. Điều đó chứng tỏ sự biểu hiện của gen đã làm ảnh hƣởng tới quá trình 

trao đổi chất của chủng chủ. Hiệu quả biểu hiện protein Xbx14 phụ thuộc đồng thời 

cả lƣợng tế bào thu đƣợc và lƣợng protein tái tổ hợp ở dạng tan. Do đó mẫu tế bào 
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cảm ứng với nồng độ IPTG khác nhau sẽ đƣợc phá vỡ bằng siêu âm để kiểm tra 

mức độ biểu hiện và dạng tan của Xbx14. Kết quả cảm ứng biểu hiện Xbx14 tổng số 

ở nồng độ IPTG khác nhau đƣợc kiểm tra bằng điện di trên gel polyacrylamide 

12,6% có SDS (hình 3.16).   

 

Hình 3.15. Mật độ tế bào biểu hiện E. coli Rosetta 1 (DE3) mang pET22Xbx cảm 

ứng IPTG ở các nồng độ từ 0,0 đến 1,5 mM 

 

Hình 3.16. Điện di đồ phân tích protein biểu hiện Xbx14 tổng số trong tế bào E. 

coli Rosetta 1 cảm ứng 09 nồng độ IPTG trên gel polyacrylamide 12,6 % có SDS 

 Đường chạy 0,0 – 1,5: là protein tổng số biểu hiện khi tế bào được cảm ứng 

nồng độ IPTG từ 0,0 đến 1,5 mM, đường chạy M: protein chuẩn (Thermo scientific) 
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 Từ điện di đồ kiểm tra protein tổng số cho thấy ở nồng độ IPTG là 0,05 mM 

lƣợng protein tái tổ hợp Xbx14 thu đƣợc nhiều nhất. Khi nồng độ IPTG cảm ứng 

tăng dần thì lƣợng Xbx14 tổng số không thay đổi nhiều và giảm xuống ở nồng độ 

IPTG cao là 1,5 mM. Kết quả này có thể do khi cảm ứng nồng độ IPTG cao tế bào 

thích nghi kém nên sinh trƣởng chậm và kèm theo đó lƣợng protein tạo ra cũng 

giảm xuống [173]. 

 Lƣợng Xbx14 dạng tan ở các nồng độ IPTG cảm ứng khác nhau cũng tỷ lệ 

thuận với lƣợng protein Xbx14 tổng số (Hình 3.16, Hình 3.17). Lƣợng protein tan 

giảm mạnh chủ yếu là do lƣợng tế bào trong mẫu ít hơn. Do đó để thu đƣợc sinh 

khối tế bào và lƣợng protein Xbx14 nhiều nhất, cũng nhƣ tỷ lệ protein dạng tan cao 

nhất thì nồng độ IPTG cảm ứng thích hợp là 0,05 mM.   

 

Hình 3.17. Điện di đồ phân tích sản phẩm biểu hiện Xbx14 tan trong tế bào E. 

coli Rosetta 1 (DE3) cảm ứng 09 nồng độ IPTG trên gel polyacrylamide 12,6% có 

SDS 

  Các đường chạy 0,0 – 1,5: là protein tổng số biểu hiện khi tế bào được cảm 

ứng nồng độ IPTG từ 0,0 đến 1,5 mM, đường chạy M: protein chuẩn (Thermo 

scientific) 
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c. Nghiên cứu ảnh hưởng của thời điểm cảm ứng đến hiệu quả biểu hiện protein 

Xbx14  

 

Hình 3.18. Mật độ tế bào biểu hiện E. coli Rosetta 1 (DE3) mang pET22Xbx cảm 

ứng ở các OD600 khác nhau 

 

Hình 3.19. Điện di đồ phân tích sản phẩm biểu hiện của Xbx14 trong tế bào E. 

coli Rosetta 1 (DE3) cảm ứng IPTG tại các OD600 = 0,7; 1,0; 1,5 trên gel 

polyacrylamide 12,6% có SDS 

  Đường chạy ĐC: đối chứng âm, protein tổng số của dòng tế bào biểu hiện 

không cảm ứng IPTG, đường chạy TS: protein tổng số biểu hiện trong tế bào mang 
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pET22Xbx, đường chạy S: protein dạng tan, đường chạy P: protein dạng không 

tan, đường chạy M: protein chuẩn unstained (Thermo scientific) 

 Giai đoạn sinh trƣởng của tế bào ảnh hƣởng lớn đến sự tổng hợp và khả năng 

hoạt động của protein tái tổ hợp. Mỗi loại protein tái tổ hợp biểu hiện trong E. coli 

sẽ có thời điểm thích hợp để cảm ứng riêng [156]. Ví dụ khi nghiên cứu biểu hiện 

gen mã hóa beta-defensin-4 của ngƣời cho thấy thời điểm cảm ứng thích hợp ở 

OD600 trong khoảng 0,8 – 1 [188], của cystein protease từ Porphyromonas 

gingivalis là 0,6 [39]. Trong nghiên cứu này chúng tôi lựa chọn cảm ứng IPTG ở 

mật độ tế bào ở 3 giá trị khác nhau bao gồm OD600 = 0,7; 1,0 và 1,5. Mật độ tế bào 

thu đƣợc sau 5 giờ cảm ứng đƣợc đo OD để kiểm tra. Kết quả chỉ ra khi cảm ứng 

IPTG ở OD600 là 1,5 thu đƣợc lƣợng sinh khối tế bào lớn nhất (Hình 3.18). Mật độ 

tế bào cảm ứng này cũng khá cao so với các nghiên cứu trƣớc đó về OD cảm ứng 

gen mã hóa beta-xylosidase nằm trong giới hạn từ 0,6 đến 1,0. Tuy nhiên kết quả 

này có thể do thí nghiệm của chúng tôi tiến hành đồng biểu hiện với các chaperone, 

nên lƣợng chaperone tạo ra trƣớc càng nhiều thì khả năng protein Xbx14 đƣợc bảo 

vệ và hình thành cấu trúc đúng cũng sẽ tăng lên.  

 Mẫu tế bào thu đƣợc tiếp tục kiểm tra lƣợng protein Xbx14 tổng số và ở dạng 

tan. Kết quả kiểm tra bằng điện di trên gel polyacrylamide 12,6% có SDS cho thấy, 

khi cảm ứng tại thời điểm OD600 là 0,7 và 1,5 thu đƣợc lƣợng protein Xbx14 tổng số 

và tan tƣơng đƣơng nhau (Hình 3.19). Tuy nhiên cảm ứng ở OD600 = 1,5 thu đƣợc 

sinh khối tế bào lớn hơn. Do đó chúng tôi sẽ chọn cảm ứng ở OD600 = 1,5 cho các 

thí nghiệm tiếp theo. 

d. Nghiên cứu ảnh hưởng thời gian thu mẫu đến hiệu quả biểu hiện protein 

Xbx14   

 Trong điều kiện nuôi cấy thích hợp, tế bào sinh tổng hợp protein mục tiêu 

ngay sau khi đƣợc cảm ứng IPTG. Do đó mức độ tích lũy sản phẩm protein ngoại 

lai theo lý thuyết sẽ tăng lên và đạt cực đại ở một thời điểm nhất định. Tuy nhiên 

khi thời gian nuôi cấy kéo dài, nguồn dinh dƣỡng cạn dần và tế bào chết có thể sản 

sinh ra sản phẩm không mong muốn nhƣ các protease sẽ phân giải protein tái tổ hợp 

dẫn đến giảm sản lƣợng. Vì vậy chúng tôi sẽ nghiên cứu để xác định ảnh hƣởng của 
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thời gian thu mẫu đến hiệu quả biểu hiện gen Xbx14. Tế bào sau khi cảm ứng 0,05 

mM IPTG sẽ đƣợc nuôi tiếp ở 20
o
C, mẫu sẽ đƣợc thu lại để kiểm tra sau 5 giờ, 8 

giờ, 15 giờ và 20 giờ cảm ứng.  

 

Hình 3.20. Mật độ tế bào biểu hiện E. coli Rosetta 1 (DE3) mang pET22Xbx thu 

mẫu sau 5, 8, 15 và 20 giờ cảm ứng 

 

Hình 3.21. Điện di đồ phân tích sản phẩm biểu hiện của Xbx14 trong tế bào E. 

coli Rosetta 1 (DE3) thu mẫu sau 5, 8, 15 và 20 giờ cảm ứng IPTG trên gel 

polyacrylamide 12,6% có SDS 

 Đường chạy ĐC: đối chứng âm, protein tổng số của dòng tế bào biểu hiện không 

cảm ứng IPTG, đường chạy TS: protein tổng số biểu hiện trong tế bào mang 
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pET22Xbx, đường chạy S: protein dạng tan, đường chạy P: protein dạng không 

tan, đường chạy M: protein chuẩn unstained (Thermo scientific) 

 Kết quả đo OD600 ở thời điểm thu mẫu khác nhau cho thấy mật độ tế bào tăng 

dần từ 5 giờ và đạt cao nhất tại thời điểm 15 giờ, sau đó giảm tại thời điểm 20 giờ 

(Hình 3.20). Mẫu tế bào thu đƣợc tiếp tục đƣợc phá bằng siêu âm để kiểm tra mức 

độ biểu hiện và dạng tan của Xbx14. Điện di đồ cho thấy tại thời điểm thu mẫu sau 5 

giờ cảm ứng lƣợng protein Xbx14 tổng số và tan thu đƣợc ít nhất do mật độ tế bào 

thấp. Tại thời điểm thu mẫu sau 8 giờ, 15 giờ mật độ tế bào tiếp tục tăng và lƣợng 

Xbx14 biểu hiện tổng số và tan là tƣơng đƣơng nhau. Tuy nhiên tại thời điểm thu 

mẫu sau 20 giờ cảm ứng, mặc dù mật độ tế bào đã giảm, do môi trƣờng thiếu chất 

dinh dƣỡng, nhƣng lƣợng protein Xbx14 tổng số và tan vẫn ổn định (Hình 3.21). Kết 

quả này có thể giải thích, là do sự có mặt của các chaperone đã bảo vệ enzyme 

Xbx14 tránh khỏi sự phân cắt protease giải phóng từ các tế bào bị chết. Nhƣ vậy 

đồng biểu hiện Xbx14 với chaperone thu đƣợc sản lƣợng protein tái tổ hợp ổn định. 

Kết hợp với số liệu mật độ tế bào khi thu mẫu, chúng tôi lựa chọn thời điểm thu 

mẫu là sau 15 giờ cảm ứng ở 20
o
C. 

 Tóm lại các điều kiện tối ƣu đồng biểu hiện Xbx14 với các chaperone trong tế 

bào E. coli Rosetta 1 bao gồm: nhiệt độ biểu hiện 20
o
C, nồng độ IPTG cảm ứng 

0,05 mM, OD600 cảm ứng 1,5 và thu mẫu sau 15 giờ cảm ứng. 

3.3.2. Tinh chế Xbx14 

 Theo thiết kế ban đầu gen GL0112518 đƣợc gắn vào vector biểu hiện 

pET22b(+) tại vị trí đa nối, phía sau vị trí cắt đa điểm có một đoạn trình tự mã hóa 

cho 6 axit amin Histidine tích điện âm đƣợc gọi là đuôi His-tag. Đuôi này giúp 

protein tái tổ hợp đƣợc giữ lại khi chúng đi qua cột sắc kí ái lực, do lực hút tĩnh điện 

giữa phần điện tích âm của đuôi His-tag với điện tích dƣơng của các cation có trong 

cột tinh sạch. Các protein này sẽ đƣợc tách khỏi cột khi dịch đệm có pH thích hợp 

chảy qua.  
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 Trong các thí nghiệm tối ƣu trên, chúng tôi hòa tủa tế bào sau khi thu mẫu 

vào trong nƣớc, siêu âm để phá tế bào cho thấy Xbx14 tan hoàn toàn trong nƣớc. 

Muốn sử dụng cột sắc ký ái lực để tinh sạch, thì protein Xbx14 tan sau khi phá tế 

bào phải đƣợc hòa bằng chính đệm tinh chế. Do đó mẫu protein Xbx14 tan trong 

nƣớc sẽ đƣợc bổ sung muối trong đệm tinh chế trƣớc khi đƣa lên cột. Tuy nhiên sau 

khi bổ sung muối protein Xbx14 bị tủa hoàn toàn. Đây là lý do chúng tôi không sử 

dụng đƣợc cột sắc ký ái lực, mà sử dụng muối (NH4)2SO4 để tinh chế bằng cách tủa 

phân đoạn.  

3.3.2.1. Tinh chế Xbx14 bằng muối (NH4)2SO4 

 Cơ sở khoa học để tinh chế protein bằng tủa muối dựa trên độ hòa tan của 

protein (đặc biệt là các protein hình cầu) bị ảnh hƣởng khi bổ sung nồng độ muối 

thấp (<0,15 M). Khi muối đƣợc thêm vào dung dịch, sức căng bề mặt nƣớc tăng lên, 

dẫn đến sự tƣơng tác giữa protein và nƣớc tăng lên. Protein đáp ứng với tình trạng 

này bằng cách giảm thiểu tiếp xúc thông qua việc thu nhỏ cấu trúc làm giảm diện 

tích bề mặt, sau đó dẫn đến kết tủa [184]. Các yếu tố ảnh hƣởng đến nồng độ muối 

làm protein kết tủa bao gồm: số lƣợng và vị trí của các nhóm phân cực, trọng lƣợng 

phân tử của protein, pH của dung dịch và nhiệt độ [184]. 

 Muối (NH4)2SO4, đƣợc sử dụng để tủa protein vì có khả năng vừa làm trung 

hòa điện (do các ion tác động tƣơng hỗ với nhóm tích điện trái dấu), vừa loại bỏ lớp 

vỏ hydrat của phân tử protein. Mặt khác muối (NH4)2SO4 không làm biến tính 

protein và dễ dàng hòa tan tủa protein bằng các đệm khác nhau. Mỗi loại protein bị 

kết tủa ở nồng độ muối không giống nhau, nên dễ dàng phân tách từng loại protein 

ra khỏi hỗn hợp [184]. Trong nghiên cứu này chúng tôi sử dụng muối (NH4)2SO4 để 

tủa theo phân đoạn, lần lƣợt từ phân đoạn có nồng độ cao đến nồng độ thấp dần 

(Phụ lục 3). Nồng độ muối (NH4)2SO4 sử dụng thấp nhất có khả năng tủa đƣợc 

nhiều nhất Xbx14 và chứa ít các protein không mong muốn sẽ đƣợc sử dụng để tinh 

chế lƣợng lớn.    
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Hình 3.22. Điện di đồ phân tích kết quả tủa protein Xbx14 biểu hiện trong tế bào 

E. coli Rosetta 1 (DE3) bằng muối (NH4)2SO4 theo phân đoạn 5% (A), 3% (B), 

1% (C), 0,2% (D), 0,02% (E) và rửa tủa bằng đệm phosphate pH = 9 (F) 

 Đường chạy TS: protein tổng số biểu hiện trong tế bào mang pET22Xbx, 

đường chạy S: protein dạng tan, đường chạy 5%, 10%,… tương ứng nồng độ muối 

(NH4)2SO4 sử dụng để tủa Xbx14, đường chạy F: dịch cuối cùng sau khi tủa protein 

tan, đường chạy R: dịch sau khi rửa tủa protein Xbx14 bằng đệm phosphate 
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(pH=9), đường chạy L: Xbx14 sau khi rửa bằng đệm phosphate, đường chạy M: 

protein chuẩn unstained (Thermo scientific) 

 Sau khi bổ sung muối (NH4)2SO4 vào dung dịch phá tế bào trong nƣớc cho 

thấy Xbx14 bị tủa theo từng phân đoạn từ nồng độ muối cao, đến nồng độ muối rất 

thấp. Trong hình 3.22A, Xbx14 bị tủa ở nồng độ 5% muối (NH4)2SO4, và tiếp tục bị 

tủa khi sử dụng các nồng độ thấp hơn là 3% (Hình 3.22B), 1% (Hình 3.22C), 0,2% 

(Hình 3.22D) và 0,02% (Hình 3.22E). Càng ở nồng độ muối thấp protein không 

mong muốn bị tủa cùng Xbx14 ít dần. Hầu nhƣ các loại protein có kích thƣớc lớn 

hơn Xbx14 không bị tủa, do đó mà lƣợng protein tạp còn rất ít. Protein Xbx14 bị tủa 

ở nồng độ 0,02% (NH4)2SO4
 
rất thấp so với nghiên cứu tủa β-xylosidase từ 

Aspergillus tamarii Kita là 60% [56], Emericella nidulans là 80% [113] và 

Pseudozyma hubeinsis là 90% [117]. Xbx14 bị tủa ở nồng độ muối thấp có thể do 

cấu trúc không gian có dạng hình cầu [52], đúng nhƣ dự đoán ban đầu (Hình 3.8). 

Mặt khác với nồng độ muối thấp thì sản phẩm protein tinh sạch không cần phải qua 

giai đoạn loại muối vì ít ảnh hƣởng đến hoạt tính của enzyme. 

 Để tiếp tục làm sạch các protein không mong muốn, nghiên cứu dựa trên điểm 

đẳng điện của protein Xbx14 và khả năng hòa tan trong đệm với pH khác nhau. 

Protein có xu hƣớng kết tụ và kết tủa tại pI của chúng bởi vì không có điện đẩy tĩnh 

điện giữ chúng tách nhau ra. Protein có điểm đẳng điện khác nhau do các chuỗi axit 

amin khác nhau (số lƣợng tƣơng đối của nhóm anion và cation). Về lý thuyết các 

loại protein khác nhau có thể tách ra bằng cách điều chỉnh độ pH của dung dịch. 

Nghĩa là khi pH đƣợc điều chỉnh đến đúng pI của một protein, nó sẽ kết tủa và tách 

ra khỏi hỗn hợp các protein khác trong dung dịch. Protein Xbx14 có điểm đẳng điện 

là 7,59 và sau khi tiến hành phá tế bào cho thấy Xbx14 bị tủa gần nhƣ hoàn toàn 

trong đệm phosphate. Vì vậy Xbx14 sau khi đƣợc tủa bằng 0,02% (NH4)2SO4 sẽ tiếp 

tục đƣợc rửa bằng đệm phosphate với pH khác nhau. Sau đó tiến hành ly tâm thu 

tủa và dịch tan để kiểm tra. Kết quả chỉ ra, hầu hết protein không mong muốn đã bị 

hòa tan, còn Xbx14 vẫn tủa trong đệm phosphate pH = 9. Nhƣ vậy việc sử dụng đệm 

phosphate pH = 9 để rửa tủa, tiếp tục giúp tinh sạch Xbx14 (Hình 3.22F) theo đúng 
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lý thuyết về điểm đẳng điện của protein. So sánh với phƣơng pháp sử dụng cột sắc 

ký ái lực thì phƣơng pháp tinh sạch sử dụng muối (NH4)2SO4 và đệm phosphate pH 

= 9 này đơn giản và hiệu quả hơn. Đặc biệt có thể dễ dàng sử dụng phƣơng pháp 

này tinh chế đƣợc lƣợng lớn protein Xbx14 trong một thời gian ngắn. 

3.3.2.2. Kiểm tra độ sạch của Xbx14 sau tinh chế bằng phần mềm Quantity one  

 Quan sát bằng mắt thƣờng hình ảnh điện di sản phẩm sau khi tinh chế và rửa 

bằng đệm phosphate pH = 9 cho thấy xuất hiện băng protein Xbx14 to và đậm, kèm 

theo một số băng protein mờ nhạt khác. Bằng phần mềm Quantity One, độ sạch 

tƣơng đối của protein Xbx14 sau tinh chế đƣợc đánh giá ở mức định lƣợng. Mẫu 

đƣợc tính toán cho mỗi đƣờng chạy là 2 µg và 4 µg protein (Hình 3.23A). Một vị trí 

nền (BGR) có màu sắc và độ sáng giống với nền ở vị trí băng protein Xbx14 trên 

ảnh quét bản gel đƣợc lựa chọn. Mỗi băng điện di đƣợc chỉ ra bởi một đỉnh đƣờng 

cong tƣơng ứng trên đồ thị (Hình 3.23B và Hình 3.23C). Mỗi đỉnh trên đƣờng cong 

đƣợc phần mềm tự động tính khối lƣợng protein tƣơng ứng.  

 

Hình 3.23. Kết quả kiểm tra độ sạch của Xbx14 sau khi tinh chế bằng muối 

(NH4)2SO4
 
 và rửa bằng đệm phosphate (pH = 9) 
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 Độ sạch của protein Xbx14 tinh chế đƣợc thể hiện thông qua tỷ lệ giữa khối 

lƣợng protein Xbx14 và tổng khối lƣợng protein trên cùng đƣờng chạy. Kết quả 

phân tích hình ảnh điện di đƣợc quét và tính toán lƣợng protein Xbx14 so với 

protein tổng số chiếm 19,8%. Tuy nhiên sau khi tinh chế thì Xbx14 chiếm tỷ lệ 

92,7%. Kết quả tinh chế Xbx14 bằng tủa muối này, thu đƣợc độ sạch cao hơn rất 

nhiều so với kết quả tinh chế β- xylosidase từ Pseudozyma hubeinsis chỉ có độ sạch 

là 53,12% [117].   

 Sử dụng muối (NH4)2SO4
 
ở nồng độ 0,02% để tủa phân đoạn và rửa tủa 

Xbx14 bằng đệm phosphate (pH = 9) đã thu Xbx14 với độ sạch 92,7% đủ điều kiện 

để xác định hoạt tính của enzyme. Phƣơng pháp tinh sạch này khá đơn giản để thu 

đƣợc lƣợng lớn protein Xbx14 khi ứng dụng trong công nghiệp. Kết quả Xbx14 bị 

tủa ở nồng độ muối rất thấp cũng cho phép dự đoán mô hình cấu trúc không gian 

của Xbx14 có dạng hình cầu, theo đúng dự đoán của phần mềm Phyre 2. 

3.3.3. Nghiên cứu tính chất của Xbx14 

3.3.3.1. Xác định hoạt tính của Xbx14 

 Hoạt tính của Xbx14 đƣợc xác định bằng cơ chất pNPX 10 mM pha trong đệm 

phosphate (pH = 7) theo phƣơng pháp của Teng và cộng sự [168]. Phản ứng đƣợc 

trộn giữa 30 µl enzyme (0,253 mg/ml) và 20 µl cơ chất pNPX 10 mM ủ ở 50
o
C 

trong 1,5 giờ. Ở mẫu đối chứng enzyme và cơ chất để riêng rẽ, ủ cùng điều kiện với 

mẫu phản ứng. Phản ứng đƣợc dừng lại bằng cách bổ sung 200 µl Na2CO3 0,1 mM 

và đo OD405 để xác định lƣợng pNP tạo ra theo đƣờng chuẩn.  

 Sau khi ủ 1,5 giờ bằng mắt thƣờng quan sát cho thấy ở mẫu phản ứng xuất 

hiện màu vàng đặc trƣng của pNP, còn mẫu đối chứng (ĐC) không xuất hiện màu 

vàng. Hoạt tính của enzyme tiếp tục đƣợc xác định chính xác bằng phƣơng pháp đo 

Elisa ở bƣớc sóng 405 nm. Kết quả đo đƣợc tính toán dựa theo đƣờng chuẩn cho 

thấy sau 1,5 giờ phản ứng, tạo ra lƣợng pNP là 0,1692 µMol (Hình 3.24). Nhƣ vậy 

protein Xbx14 sau khi tinh chế vẫn giữ nguyên đƣợc hoạt tính xúc tác của β- 
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xylosidase nhƣ mẫu thử enzyme thô ban đầu. Kết quả này khẳng định việc tinh chế 

bằng muối (NH4)2SO4 và rửa tủa bằng đệm phosphate pH = 9 hoàn toàn giữ nguyên 

đƣợc hoạt tính enzyme và đạt hiệu quả cao trong nghiên cứu này. 

 

Hình 3.24. Kết quả thử hoạt tính của Xbx14 bằng cơ chất đặc hiệu pNPX 

3.3.3.2. Xác định tính đặc hiệu cơ chất của Xbx14 

 

Hình 3.25. Hoạt tính Xbx14 trên các cơ chất khác nhau 

 Một số cơ chất phổ biến là CMC, p-nitrophenyl-β-glucoside (pNPG), 4-

nitrophenyl β- D-xylopyranoside (pNPX) và xylan đƣợc sử dụng để kiểm tra tính 

đặc hiệu của Xbx14. Đây là những cơ chất đặc hiệu của các cellulase và 
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hemicellulase. Trong đó, pNPX là cơ chất đặc hiệu dạng tan của β–xylosidase, 

xylan là cơ chất đặc hiệu của xylanase, CMC là cơ chất đặc hiệu của endoglucanase  

và pNPG là cơ chất đặc hiệu của β-glucosidase.  

 Kết quả kiểm tra cho thấy, Xbx14 thể hiện hoạt tính cao nhất trên cơ chất 

pNPX, có hoạt tính yếu với cơ chất xylan và không phân cắt cơ chất CMC và pNPG 

(Hình 3.25). Điều này chứng tỏ Xbx14 có hoạt tính đặc hiệu của β–xylosidase phân 

cắt đƣờng đôi xylose và phân tử đƣờng ở đầu của mạch xylan. Nhƣ vậy có thể 

khẳng định Xbx14 mang đúng hoạt tính của β–xylosidase.   

3.3.3.3. Nghiên cứu ảnh hưởng của nhiệt độ đến hoạt tính của Xbx14 

 Nghiên cứu ảnh hƣởng của nhiệt độ đến hoạt tính của enzyme Xbx14 theo một 

dải liên tục là 20
o
C, 30

o
C, 40

o
C, 50

o
C, 60

o
C, 70

o
C, 80

o
C và 90

o
C. Mẫu đƣợc ủ ở các 

nhiệt độ trên trong 1,5 giờ cho thấy hoạt tính β–xylosidase tăng dần từ 20
o
C (31%) 

đến 60
o
C (100%) và giảm dần khi nhiệt độ tăng đến 80

o
C và giảm mạnh ở nhiệt độ 

90
o
C (0%) (Hình 3.26). Nhƣ vậy, nhiệt độ thích hợp nhất cho hoạt động của Xbx14 

là 60
o
C. Nhiệt độ hoạt động tối ƣu này hoàn toàn đúng với ƣớc đoán ban đầu bằng 

công cụ TBI đã sử dụng khi chọn gen (từ 55
o
C đến 65

o
C). Nhiệt độ hoạt động tối ƣu 

này thấp hơn so với β–xylosidase ở Geobacillus thermoleovorans IT-08 đƣợc phân 

lập từ suối nƣớc nóng là 70
o
C [175], tƣơng đƣơng với hoạt động của β–xylosidase ở 

Geobacillus stearothermophilus T-6 (XynB3) [148],... nhƣng cao hơn hẳn so với 

nhiệt độ hoạt động tối ƣu của β–xylosidase ở đa số vi khuẩn nhƣ Selenomonas 

ruminantium GA192 [35], Vibrio sp. XY-214 [177], Bacillus pumilus [186],…. Theo 

một số nghiên cứu về enzyme trong ruột mối đã chỉ ra nhiệt độ hoạt động tối ƣu 

thƣờng dao động từ 30
o
C đến 40

o
C, phù hợp với môi trƣờng ruột mối [16]. Tuy 

nhiên enzyme Xbx14 có khả năng hoạt động tối ƣu ở 60
o
C cao hơn hẳn môi trƣờng 

ruột mối thông thƣờng. Đây là enzyme có khả năng chịu nhiệt rất tốt và có thể là 

một enzyme hoàn toàn mới có nguồn gốc từ vi khuẩn Treponema primitia so với 

các nghiên cứu đã công bố. 
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Hình 3.26. Ảnh hưởng của nhiệt độ đến hoạt tính Xbx14 

3.3.3.4. Nghiên cứu ảnh hưởng của pH đến hoạt tính của Xbx14 

 

Hình 3.27. Ảnh hưởng của pH đến hoạt tính của Xbx14 ở 60
o
C 

Theo ƣớc đoán bằng phần mềm Alcapred, Xbx14 là enzyme có khả năng hoạt 

động tốt ở vùng pH kiềm. Do đó trong nghiên cứu này chúng tôi chọn dải pH = 5, 6, 

7, 8, 9, 10, 11, 12 để thử hoạt tính của Xbx14. Sau khi kiểm tra hoạt tính chỉ ra, 

Xbx14 không có hoạt tính ở pH = 5, hoạt tính tăng dần từ pH = 6 (25%) đến pH = 9 

và đạt giá trị cao nhất ở pH = 9 (100%). Sau đó hoạt tính giảm nhẹ ở pH = 10 còn 
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93% và giảm sâu ở pH = 12 chỉ còn 13% (Hình 3.27). Nhƣ vậy pH hoạt động tối ƣu 

của Xbx14 cho thấy enzyme này hoạt động tối ƣu trong môi trƣờng kiềm tính, đúng 

với dự đoán ban đầu khi sử dụng công cụ Alcapred. Kết quả này phù hợp với một 

số nghiên cứu về pH trong ruột của mối cho rằng từ ruột trƣớc đến ruột giữa của mối 

bậc cao có giá trị pH trung tính, nhƣng phần đầu tiên của ruột sau có pH kiềm tính đạt 

đến giá trị 12 nhƣ ở mối R. flavipes, Nasutitermes lujae [23]. Đây đƣợc cho là điều 

kiện khá lý tƣởng để nới lỏng và phá vỡ các liên kết của lignin trong thành phần của 

lignocellulose. Đồng thời điều kiện này cũng làm tăng hiệu quả tiêu hóa thức ăn 

trong ruột mối C. gestroi. Từ hoạt động của Xbx14 cho phép dự đoán môi trƣờng 

đoạn đầu ruột sau của mối C. gestroi là môi trƣờng kiềm tƣơng tự nhƣ các loài mối 

khác [87]. 

So sánh với các nghiên cứu về β–xylosidase thuộc họ GH43 từ vi khuẩn và 

nấm cho thấy sự không đồng nhất về pH hoạt động tối ƣu. Ở vi khuẩn dải pH hoạt 

động tối ƣu thay đổi từ trung tính (Bacillus spp. [14]) đến axit (Selenomonas 

ruminantium GA192 (pH = 5,3) [35]). Chỉ có β-xylosidase đƣợc phân lập từ thƣ 

viện DNA đa hệ gen của vi sinh vật trong mẫu ủ rơm rạ có pH hoạt động tối ƣu từ 8 

đến 10 [111]. Trong khi đó hầu nhƣ các β–xylosidase từ nấm có pH hoạt động tối 

ƣu nằm trong giá trị axit nhƣ Penicillium sclerotiorum (pH = 2,5); Aspergillus 

brasiliensis,  A. niger (pH = 5) [132],... Nhƣ vậy Xbx14 hoạt động tối ƣu ở pH = 9 

là enzyme mới so với các công bố từ vi khuẩn trong ruột mối C. gestroi. Enzyme 

này sẽ ứng dụng rất hiệu quả khi kết hợp với điều kiện tiền xử lý sinh khối thực vật 

bằng dung dịch kiềm. Đây cũng chính là enzyme mà chúng tôi đặt mục tiêu tìm 

kiếm trong quá trình chọn gen biểu hiện. Kết quả này cũng chứng minh việc sử 

dụng công cụ Alcapred ban đầu để dự đoán pH hoạt động tối ƣu của enzyme Xbx14 

là hoàn toàn chính xác. 

3.3.3.5. Nghiên cứu độ bền nhiệt của Xbx14 

Xbx14 đƣợc xử lý ở nhiệt độ 20
o
C, 30

o
C, 40

o
C, 50

o
C, 60

o
C, 70

o
C, 80

o
C và 

90
o
C trong các khoảng thời gian 1 giờ và 2 giờ trƣớc khi ủ với cơ chất, để kiểm tra 

độ bền nhiệt. Ở nhiệt độ lớn hơn 70
o
C, Xbx14 mất hoàn toàn hoạt tính dù là thời 

gian xử lý ngắn nhất (1 giờ). Ở nhiệt độ từ 20
o
C đến 60

o
C, hoạt tính enzyme gần 

nhƣ ổn định sau khi xử lý nhiệt từ 1 đến 2 giờ. Nhƣ vậy enzyme Xbx14 khá bền 
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nhiệt trong khoảng nhiệt độ 20
o
C đến 60

o
C (Hình 3.28). Độ bền nhiệt ở 60

o
C của 

Xbx14 tƣơng tự nhƣ β–xylosidase có nguồn gốc từ nấm Aspergillus brasiliensis, A. 

niger [132] và từ vi sinh vật trong mẫu ủ phân hữu cơ [47]. Sự bền nhiệt của Xbx14 

ở nhiệt độ hoạt động tối ƣu 60
o
C tiếp tục làm tăng hiệu quả sử dụng enzyme trong 

công nghiệp nếu tiền xử lý sinh khối thực vật bằng nhiệt. 

 

Hình 3.28. Hoạt tính của Xbx14 khi xử lý ở các nhiệt độ khác nhau 

3.3.3.6. Nghiên cứu ảnh hưởng của một số ion kim loại và hóa chất lên hoạt tính 

của Xbx14 

 

Hình 3.29. Ảnh hưởng một số ion kim loại và hóa chất lên hoạt tính của Xbx14 
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Thông thƣờng, các ion kim loại có ảnh hƣởng đến hoạt động của Xbx14 theo 

hƣớng làm tăng hoặc giảm hoạt tính. Nhiều nghiên cứu cho thấy, trong khoảng 

nồng độ từ 1 mM đến 10 mM, hoạt tính của β–xylosidase có thể tăng dần hoặc giảm 

dần theo sự tăng nồng độ ion. Để đánh giá ảnh hƣởng của ion kim loại lên hoạt tính 

của Xbx14, chúng tôi đã tiến hành theo phƣơng pháp đƣợc mô tả bởi Lee và cộng sự 

[100]. Nồng độ của các ion kim loại sử dụng trong phản ứng là 10 mM, nồng độ của 

một số chất khử nhƣ 2-mecaptoethanol, urea là 1µM và của imidazol là 10 mM. 

Trong nghiên cứu này, chúng tôi lựa chọn 9 ion kim loại phổ biến (K
+
, Mn

2+
, Cu

2+
, 

Ca
2+

, Ni
2+

, Mg
2+

, Zn
2+

, Fe
2+

), imidazole, Urea và 2 - mercaptoethanol để đánh giá 

ảnh hƣởng của chúng đến hoạt tính của Xbx14. Tất cả đƣợc tiến hành ở điều kiện 

hoạt động tối ƣu của Xbx14 là 60
o
C và pH = 9. 

Kết quả thí nghiệm cho thấy các ion kim loại đều làm tăng hoạt tính của 

enzyme Xbx14 từ 110% đến 146% (Hình 3.29). Kết quả này tƣơng tự với nghiên 

cứu ảnh hƣởng của các ion kim loại hóa trị hai bao gồm Ca
2+

, Co
2+

, Fe
2+

, Mn
2+

 và 

Ni
2+ 

làm tăng hoạt tính của β–xylosidase, do chúng đã tham gia vào quá trình 

chuyển từ trạng thái dimer sang tetramer trong họ GH43 [85]. Tuy nhiên trong một 

nghiên cứu khác chỉ ra ion Cu
2+

, Hg
2+

, Mn
2+

, Pb
2+

, Zn
2+

 lại ức chế hơn 90% hoạt 

tính của β–xylosidase của Vibrio sp. XY-214 [177], hoặc ion Ba
2+

, Ca
2+

, Fe
2+

, Mg
2+

, 

Mn
2+

, Ni
2+

, Zn
2+

 và Na
+
 không ảnh hƣởng đến hoạt tính β–xylosidase của vi khuẩn 

C. stercorarium [161]. Hai ion Zn
2+

 và Ca
2+ 

làm tăng hoạt tính của Xbx14 lên nhiều 

nhất, có thể do Ca
2+

 là ion nằm ở vùng liên kết giữa các phân tử polyme để tạo dạng 

tetramer, nên giúp làm ổn định cấu trúc của Xbx14 [67]. Do đó làm tăng hiệu quả 

tƣơng tác và phân cắt giữa Xbx14 với cơ chất. Kết quả của chúng tôi tƣơng tự nhƣ 

nghiên cứu ảnh hƣởng của ion Ca
2+ 

đã làm tăng hoạt tính của β–xylosidase từ 

Humicola grisea var. thermoidea [6], T. thermophilus [67]. Nếu nhƣ các ion kim 

loại nặng Zn
2+

, Cu
2+

, Mg
2+

 làm tăng hoạt tính của Xbx14 thì một số nghiên cứu khác 

chỉ ra các ion này ức chế hoạt động của β–xylosidase  [114].  

 Kiểm tra ảnh hƣởng của Imidazol, Urê và 2-Mecaptoethanol cho thấy ở nồng 

độ 10 mM imidazol không ảnh hƣởng đến hoạt tính của Xbx14, tuy nhiên ở nồng độ 
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1 µM chất khử 2- mercaptoethanol và 1 µM urea làm giảm đáng kể đến hoạt tính 

của Xbx14 (Hình 3.29). Kết quả nghiên cứu ảnh hƣởng của Imidazol đến hoạt tính 

của Xbx14 tƣơng tự nhƣ nghiên cứu hoạt động của beta-xylosidase RS223BX thuộc 

họ GH43. Nguyên nhân là do imidazole là phân tử trung gian trong liên kết của 

Ca
2+

 với cơ chất và chính imidazole cung cấp một cơ chế để ổn định, giúp kích hoạt 

hoạt động của enzyme [41]. Nhƣ vậy imidazol là thành phần giúp ổn định cơ chế 

xúc tác của Xbx14 nên không làm giảm hoạt tính của Xbx14. Tuy nhiên 2- 

mercaptoethanol là chất phá hủy các liên kết disunfit và tƣợng tự nhƣ Urê làm biến 

tính protein, nên hoạt tính của Xbx14 bị giảm. Nhƣ vậy ảnh hƣởng của một số ion 

kim loại đến hoạt tính của Xbx14 có một số sai khác so với các nghiên cứu đã công 

bố. Kết quả này sẽ là cơ sở để hạn chế các loại hóa chất làm giảm hoạt tính của 

enzyme hoặc sử dụng ion thích hợp làm tăng hoạt tính của Xbx14 khi cần thiết trong 

phản ứng thủy phân sinh khối thực vật. 

3.3.3.7. Nghiên cứu đặc điểm động học của Xbx14 

 Hằng số Km của Xbx14 đƣợc xác định bởi dải nồng độ cơ chất pNPX từ 2,0 

đến 20 mg/ml trong đệm phosphate pH = 9. Thông số động học đƣợc xác định từ đồ 

thị Lineweaver-Burke. Kết quả cho thấy, với lƣợng protein Xbx14 là 0,253 mg/ml, 

phƣơng trình phụ thuộc giữa tốc độ phản ứng với nồng độ cơ chất đã tuân theo hàm 

y = ax+b với độ tin cậy cao R
2
 = 0,9937 (Hình 3.30). Dựa trên phƣơng trình, Km và 

Vmax của Xbx14 tƣơng ứng là 3,18 mM và 6,5 mol/phút. Do đó, hoạt tính riêng 

của Xbx14 đạt đƣợc là 24,54 U/mg. 

Một số nghiên cứu công bố Km của β–xylosidase thuộc họ GH43 ở vi khuẩn 

nằm trong khoảng 0,038 mM đến 28 mM. Ví dụ Km của β–xylosidase từ Vibrio sp. 

XY-214 là 0,244 mM [189]; Clostridium acetobutylicum là 3,7 mM [101]; 

Thermoanaerobacterium là 28 mM [150]. Nhƣ vậy, so với β–xylosidase tạo ra từ vi 

khuẩn khác nhau thì các giá trị giá trị Km của Xbx14 là 3,18 mM là khá tốt so với 

các nghiên cứu đã công bố. Giá trị Vmax của β–xylosidase thuộc họ GH43 ở các 

loài vi khuẩn cũng biến thiên khá rộng. Ví dụ nhƣ Vmax của Paenibacillus 

woosongensis là 1,4 µmol/phút [91]; Bacillus pumilus 1,23 µmol/phút [186]; 
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Clostridium stercorarium là 15 mol/phút [162],… Với Xbx14, Vmax là 6,5 

mol/phút, nằm trong giá trị trung gian dải biến thiên tốc độ phản ứng của β–

xylosidase từ vi khuẩn. 

 

Hình 3.30. Sự phụ thuộc của tốc độ phản ứng của enzyme vào nồng độ cơ chất 

pNPX theo Linewever-Burk 

Các nghiên cứu về hoạt tính đặc hiệu của β–xylosidase từ nấm có tần số biến 

thiên từ rất thấp (2 U/mg) đến rất cao (50 U/mg) ở Fusarium sp. [141]. Sự biến 

thiên này cũng tƣơng tự nhƣ ở vi khuẩn, có thể từ  1,25 U/mg ở Caulobacter 

crescentus [65] đến 17,5 U/mg ở Clostridium acetobutylicum [101], …. Nhƣ vậy 

Xbx14 có hoạt tính riêng là 24,54 U/mg cao hơn hẳn hoạt tính của đa số β–

xylosidase có nguồn gốc từ nấm và vi khuẩn đã công bố.  

Tóm lại kết quả nghiên cứu hoạt tính của Xbx14 cho thấy đây là một enzyme 

mới, có khả năng hoạt động tối ƣu ở nhiệt độ cao (60
o
C), môi trƣờng kiềm (pH = 9) 

và bền nhiệt, với hoạt tính riêng tốt là 24,54 U/mg. Enzyme này hứa hẹn sẽ mang lại 

nhiều lợi ích kinh tế khi kết hợp với phƣơng pháp tiền xử lý sinh khối thực vật bằng 

kiềm và nhiệt trong thực tiễn.   
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KẾT LUẬN VÀ KIẾN NGHỊ 

Kết luận 

1. Nghiên cứu đã khai thác đƣợc 20 loài vi khuẩn có số lƣợng ORF lớn phù hợp 

với chế độ ăn gỗ giàu lignocellulose và nghèo Nitơ của mối C. gestroi từ dữ 

liệu trình tự DNA đa hệ gen. Trong đó có 03 loài tham gia chuyển hóa Nitơ và 

05 loài tham gia thủy phân lignocellulose không có ở các loài mối khác. Đồng 

thời xác định các lignocellulase của vi sinh vật ruột mối C. gestroi thuộc về 52 

họ GH khác nhau theo phân loại của CAZY. 

2. Xây dựng đƣợc phƣơng pháp tìm kiếm gen từ dữ liệu trình tự DNA đa hệ gen 

bằng mẫu dò dựa vào các trình tự axit amin đã nghiên cứu tính chất và sự hỗ 

trợ của các công cụ tin sinh học, theo định hƣớng ứng dụng về khả năng chịu 

nhiệt và chịu kiềm của enzyme. Sử dụng mẫu dò thuộc họ GH43 có độ dài là 

464 axit amin đã tìm kiếm đƣợc gen GL0112518 mã hóa β–xylosidase từ dữ 

liệu DNA đa hệ gen của vi khuẩn ruột mối C. gestroi; 

3. Biểu hiện thành công gen Xbx14 trong tế bào E. coli Rosetta 1 có hoạt tính β–

xylosidase đúng nhƣ dự đoán ban đầu, với các thông số động học theo phƣơng 

trình Lineweaver-Burk là Km = 3,18 mM, Vmax = 6,5 mol/phút và hoạt tính 

riêng đạt đƣợc là 24,54 U/mg. Đây là một enzyme mới, có hoạt tính tốt với 

khả năng hoạt động tối ƣu trong điều kiện nhiệt độ cao và pH kiềm. 

Kiến nghị 

  Thử nghiệm sử dụng enzyme Xbx14 kết hợp với các cellulase và    

hemicellulase khác để làm hỗn hợp enzyme thủy phân hoàn toàn lignocellulose. 

 

 

 

  

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNDB_BATCH_ID=363837922&ALIGNDB_CGI_HOST=blast.be-md.ncbi.nlm.nih.gov&ALIGNDB_CGI_PATH=/ALIGNDB/alndb_asn.cgi&ALIGNDB_MASTER_ALIAS=SD_ALIGNDB_MASTER&ALIGNDB_MAX_ROWS=100&ALIGNDB_ORDER_CLAUSE=seq_evalue%20asc,aln_id%20asc&ALIGNDB_WHERE_CLAUSE=seq_evalue%20is%20not%20null&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&BLAST_SPEC=blast2seq&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=Proteins&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=X5TTZWH7114&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&USE_ALIGNDB=true&WORD_SIZE=3&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=4&HSP_SORT=0&CONFIG_DESCR=2,3,4,5,6,7,8#alnHdr_Query_7083
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PHỤ LỤC 

Phụ lục 1: Trình tự nucleotide của mã gen Termite-2_GL0112518 (Xbx14) 

ATGGATAAAGTTACCAATCCGGTGCTTACCGGTTTTCACGCCGACCCCTCGATTGTGAG

AGTCGGGGATTATTTTTACATCGCTAATTCCACTTTTGAATGGTATCCAGGCGTGGAAC

TGCACCGTTCAAAAAACTTGGCGAATTGGGAATCGCTGCCTTCGCCGCTGGGCGAACG

GCGGCTTCTGGACATGGAAGGCGCGCGCGCGTCCTGCGGCATCTGGGCGCCCTGCTTG

AGCTACGCCGACGGGCTTTTCTGGCTCATCTATACCAACGTGCGCACCTGGAACGCGG

GGCCGTGGAAGGACTGCCCCAACTACCTGACAACCGCCAAGTCAATCGAAGGCCCGT

GGTCAGACCCCGTGTTCCTCAACTGCTCAGGCTTTGACCCCTCGCTTTTTCATGACGAT

GACGGCAGAAAGTGGCTGGTCAACATGGAGTGGGACTACCGCAAGCCGGGCGACCCC

GAAGGCCCGCAGTTTTCGGGCATACTGATTCAGGAATACAGCCCCGCGGAAAAAAGG

CTCGCGGGGCCGGTTCGCAAGATTTTCACGGGTTCCCCGATAGCCTGCGTGGAAGGCC

CGCACGTCTACAAGCGGGACGGCTGGTACTACCTGCTCACCGCCGAGGGCGGCACGGT

GTATAACCACGCGGCGACCCTTGCCCGCTCCCGCGCGTTGGAAGGGCCTTACGAGATT

CACCCGCAGAACCCGCTTATCAGTTCGCGGGGGAAGCCGGAACTGCGCCTGCAAAAA

GCGGGGCACGCGAGCTGGTGCGAGACCGCCGACGGCAGAACCTACCTGGCCTTCTTGT

GCGGGAGGCCGCTGCCCGGCACGCAAAACTGCCCGCTGGGGCGGGAGACTTCGATAG

CCGAGCTGGTCTGGCACGAGGGGTGGCCGTATGTCAAAGGCGAAGACGGAAACAGGC

AGAATTTCCCCGCGGACACTTTCGAGCCTCCCGTGAAAATTGCCGCCCCGGCGCGAAA

GAGGCGCGGGCGCTCTATCAGTTTGACGGCCCCGCCATCCACGGCGACTTCAAGACTC

TCCGCGTTCCCGCCGACCCTGAACGCTGCTCGTTGA. 

Phụ lục 2: Kết quả giải trình tự gen Xbx14 

Trình tự gốc ---------------------------ACCATGGATGATAAAGTTACCAATCCGGTGGGTTAGGC 

Mồi xuôi     ---------------------------ACCATGGATGATAAAGTTACCAATCCGGTGGGTTAGGC 

Mồi ngược    ----------------------------------------------------------------- 

                                                   *************************** 

Nu bảo tồn   ----------------------------ACCATGGATGATAAAGTTACCAATCCGGTGGGTTAGGC 

Trình tự gốc ATGGATAAAGTTACCAATCCGGTGCTTACCGGTTTTCACGCCGACCCCTCGATTGTGAGA  

Mồi xuôi     ATGGATAAAGTTACCAATCCGGTGCTTACCGGTTTTCACGCCGACCCCTCGATTGTGAGA  

Mồi ngược    ------------------------------------------------------------------  

             ***************************************************************** 

Nu bảo tồn   ATGGATAAAGTTACCAATCCGGTGCTTACCGGTTTTCACGCCGACCCCTCGATTGTGAGA 

Trình tự gốc GTCGGGGATTATTTTTACATCGCTAATTCCACTTTTGAATGGTATCCAGGCGTGGAACTG 

Mồi xuôi     GTCGGGGATTATTTTTACATCGCTAATTCCACTTTTGAATGGTATCCAGGCGTGGAACTG 

Mồi ngược    ------------------------------------------------------------------ 

             *****************************************************************  

Nu bảo tồn   GTCGGGGATTATTTTTACATCGCTAATTCCACTTTTGAATGGTATCCAGGCGTGGAACTG 

Trình tự gốc CACCGTTCAAAAAACTTGGCGAATTGGGAATCGCTGCCTTCGCCGCTGGGCGAACGGCGG 

Mồi xuôi     CACCGTTCAAAAAACTTGGCGAATTGGGAATCGCTGCCTTCGCCGCTGGGCGAACGGCGG  

Mồi ngược    CACCGTTCAAAAAACTTGGCGAATTGGGAATCGCTGCCTTCGCCGCTGGGCGAACGGCGG 
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             ***************************************************************** 

Nu bảo tồn   CACCGTTCAAAAAACTTGGCGAATTGGGAATCGCTGCCTTCGCCGCTGGGCGAACGGCGG 

Trình tự gốc CTTCTGGACATGGAAGGCGCGCGCGCGTCCTGCGGCATCTGGGCGCCCTGCTTGAGCTAC 

Mồi xuôi     CTTCTGGACATGGAAGGCGCGCGCGCGTCCTGCGGCATCTGGGCGCCCTGCTTGAGCTAC 

Mồi ngược    CTTCTGGACATGGAAGGCGCGCGCGCGTCCTGCGGCATCTGGGCGCCCTGCTTGAGCTAC 

             ***************************************************************** 

Nu bảo tồn   CTTCTGGACATGGAAGGCGCGCGCGCGTCCTGCGGCATCTGGGCGCCCTGCTTGAGCTAC 

Trình tự gốc GCCGACGGGCTTTTCTGGCTCATCTATACCAACGTGCGCACCTGGAACGCGGGGCCGTGG 

Mồi xuôi     GCCGACGGGCTTTTCTGGCTCATCTATACCAACGTGCGCACCTGGAACGCGGGGCCGTGG 

Mồi ngược    GCCGACGGGCTTTTCTGGCTCATCTATACCAACGTGCGCACCTGGAACGCGGGGCCGTGG 

             ***************************************************************** 

Nu bảo tồn   GCCGACGGGCTTTTCTGGCTCATCTATACCAACGTGCGCACCTGGAACGCGGGGCCGTGG 

Trình tự gốc AAGGACTGCCCCAACTACCTGACAACCGCCAAGTCAATCGAAGGCCCGTGGTCAGACCCC 

Mồi xuôi     AAGGACTGCCCCAACTACCTGACAACCGCCAAGTCAATCGAAGGCCCGTGGTCAGACCCC 

Mồi ngược    AAGGACTGCCCCAACTACCTGACAACCGCCAAGTCAATCGAAGGCCCGTGGTCAGACCCC 

             ***************************************************************** 

Nu bảo tồn   AAGGACTGCCCCAACTACCTGACAACCGCCAAGTCAATCGAAGGCCCGTGGTCAGACCCC 

Trình tự gốc GTGTTCCTCAACTGCTCAGGCTTTGACCCCTCGCTTTTTCATGACGATGACGGCAGAAAG 

Mồi xuôi     GTGTTCCTCAACTGCTCAGGCTTTGACCCCTCGCTTTTTCATGACGATGACGGCAGAAAG 

Mồi ngược    GTGTTCCTCAACTGCTCAGGCTTTGACCCCTCGCTTTTTCATGACGATGACGGCAGAAAG 

             ***************************************************************** 

Nu bảo tồn   GTGTTCCTCAACTGCTCAGGCTTTGACCCCTCGCTTTTTCATGACGATGACGGCAGAAAG 

Trình tự gốc TGGCTGGTCAACATGGAGTGGGACTACCGCAAGCCGGGCGACCCCGAAGGCCCGCAGTTT 

Mồi xuôi     TGGCTGGTCAACATGGAGTGGGACTACCGCAAGCCGGGCGACCCCGAAGGCCCGCAGTTT 

Mồi ngược    TGGCTGGTCAACATGGAGTGGGACTACCGCAAGCCGGGCGACCCCGAAGGCCCGCAGTTT 

             ***************************************************************** 

Nu bảo tồn   TGGCTGGTCAACATGGAGTGGGACTACCGCAAGCCGGGCGACCCCGAAGGCCCGCAGTTT 

Trình tự gốc TCGGGCATACTGATTCAGGAATACAGCCCCGCGGAAAAAAGGCTCGCGGGGCCGGTTCGC 

Mồi xuôi     TCGGGCATACTGATTCAGGAATACAGCCCCGCGGAAAAAAGGCTCGCGGGGCCGGTTCGC 

Mồi ngược    TCGGGCATACTGATTCAGGAATACAGCCCCGCGGAAAAAAGGCTCGCGGGGCCGGTTCGC 

             ***************************************************************** 

Nu bảo tồn   TCGGGCATACTGATTCAGGAATACAGCCCCGCGGAAAAAAGGCTCGCGGGGCCGGTTCGC 

Trình tự gốc AAGATTTTCACGGGTTCCCCGATAGCCTGCGTGGAAGGCCCGCACGTCTACAAGCGGGAC 

Mồi xuôi     AAGATTTTCACGGGTTCCCCGATAGCCTGCGTGGAAGGCCCGCACGTCTACAAGCGGGAC 

Mồi ngược    AAGATTTTCACGGGTTCCCCGATAGCCTGCGTGGAAGGCCCGCACGTCTACAAGCGGGAC 

             ***************************************************************** 

Nu bảo tồn   AAGATTTTCACGGGTTCCCCGATAGCCTGCGTGGAAGGCCCGCACGTCTACAAGCGGGAC 

Trình tự gốc GGCTGGTACTACCTGCTCACCGCCGAGGGCGGCACGGTGTATAACCACGCGGCGACCCTT 

Mồi xuôi     GGCTGGTACTACCTGCTCACCGCCGAGGGCGGCACGGTGTATAACCACGCGGCGACCCTT 

Mồi ngược    GGCTGGTACTACCTGCTCACCGCCGAGGGCGGCACGGTGTATAACCACGCGGCGACCCTT 

             ***************************************************************** 

Nu bảo tồn   GGCTGGTACTACCTGCTCACCGCCGAGGGCGGCACGGTGTATAACCACGCGGCGACCCTT 

Trình tự gốc GCCCGCTCCCGCGCGTTGGAAGGGCCTTACGAGATTCACCCGCAGAACCCGCTTATCAGT 

Mồi xuôi     GCCCGCTCCCGCGCGTTGGAAGGGCCTTACGAGATTCACCCGCAGAACCCGCTTATCAGT 

Mồi ngược    GCCCGCTCCCGCGCGTTGGAAGGGCCTTACGAGATTCACCCGCAGAACCCGCTTATCAGT 
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             ***************************************************************** 

Nu bảo tồn   GCCCGCTCCCGCGCGTTGGAAGGGCCTTACGAGATTCACCCGCAGAACCCGCTTATCAGT 

Trình tự gốc TCGCGGGGGAAGCCGGAACTGCGCCTGCAAAAAGCGGGGCACGCGAGCTGGTGCGAGACC 

Mồi xuôi     TCGCGGGGGAAGCCGGAACTGCGCCTGCAAAAAGCGGGGCACGCGAGCTGGTGCGAGACC 

Mồi ngược    TCGCGGGGGAAGCCGGAACTGCGCCTGCAAAAAGCGGGGCACGCGAGCTGGTGCGAGACC 

             ***************************************************************** 

Nu bảo tồn   TCGCGGGGGAAGCCGGAACTGCGCCTGCAAAAAGCGGGGCACGCGAGCTGGTGCGAGACC 

Trình tự gốc GCCGACGGCAGAACCTACCTGGCCTTCTTGTGCGGGAGGCCGCTGCCCGGCACGCAAAAC 

Mồi xuôi     GCCGACGGCAGAACCTACCTGGCCTTCTTGTGCGGGAGGCCGCTGCCCGGCACGCAAAAC 

Mồi ngược    GCCGACGGCAGAACCTACCTGGCCTTCTTGTGCGGGAGGCCGCTGCCCGGCACGCAAAAC 

             ***************************************************************** 

Nu bảo tồn   GCCGACGGCAGAACCTACCTGGCCTTCTTGTGCGGGAGGCCGCTGCCCGGCACGCAAAAC 

Trình tự gốc TGCCCGCTGGGGCGGGAGACTTCGATAGCCGAGCTGGTCTGGCACGAGGGGTGGCCGTAT 

Mồi xuôi     TGCCCGCTGGGGCGGGAGACTTCGATAGCCGAGCTGGTCTGGCACGAGGGGTGGCCGTAT 

Mồi ngược    TGCCCGCTGGGGCGGGAGACTTCGATAGCCGAGCTGGTCTGGCACGAGGGGTGGCCGTAT 

             ***************************************************************** 

Nu bảo tồn   TGCCCGCTGGGGCGGGAGACTTCGATAGCCGAGCTGGTCTGGCACGAGGGGTGGCCGTAT 

Trình tự gốc GTCAAAGGCGAAGACGGAAACAGGCAGAATTTCCCCGCGGACACTTTCGAGCCTCCCGTG 

Mồi xuôi     GTCAAAGGCGAAGACGGAAACAGGCAGAATTTCCCCGCGGACACTTTCGAGCCTCCCGTG 

Mồi ngược    GTCAAAGGCGAAGACGGAAACAGGCAGAATTTCCCCGCGGACACTTTCGAGCCTCCCGTG 

             ***************************************************************** 

Nu bảo tồn   GTCAAAGGCGAAGACGGAAACAGGCAGAATTTCCCCGCGGACACTTTCGAGCCTCCCGTG 

Trình tự gốc AAAATTGCCGCCCCGGCGCGAAAGAGGCGCGGGCGCTCTATCAGTTTGACGGCCCCGCCA 

Mồi xuôi     AAAATTGCCGCCCCGGCGCGAAAGAGGCGCGGGCGCTCTATCAGTTTGACGGCCCCGCCA 

Mồi ngược    AAAATTGCCGCCCCGGCGCGAAAGAGGCGCGGGCGCTCTATCAGTTTGACGGCCCCGCCA 

             ***************************************************************** 

Nu bảo tồn   AAAATTGCCGCCCCGGCGCGAAAGAGGCGCGGGCGCTCTATCAGTTTGACGGCCCCGCCA 

Trình tự gốc TCCACGGCGACTTCAAGACTCTCCGCGTTCCCGCCGACCCTGAACGCTGCTCGTTGACGG 

Mồi xuôi     ------------------------------------------------------------ 

Mồi ngược    TCCACGGCGACTTCAAGACTCTCCGCGTTCCCGCCGACCCTGAACGCTGCTCGTTGACGG 

              ***************************************************************** 

Nu bảo tồn   TCCACGGCGACTTCAAGACTCTCCGCGTTCCCGCCGACCCTGAACGCTGCTCGTTGACGG 

Trình tự gốc ATGACTTGCGACGAGCAGAGCTCA----------------------------------------- 

Mồi xuôi     ------------------------------------------------------------- 

Mồi ngược    ATGACTTGCGACGAGCAGAGCTCA ----------------------------------- 

             ************************                  

Nu bảo tồn   ATGACTTGCGACGAGCAGAGCTCA----------------------------------- 
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Phụ lục 3: Công thức pha muối và lượng (NH4)2SO4 bão hòa bổ sung để tủa 

Xbx14 ở các nồng độ khác nhau 

1. Công thức pha muối (NH4)2SO4 bão hòa ở các nhiệt độ khác nhau 

Nhiệt độ (°C) 0 10 20 30 40 50 60 

Khối lƣợng (NH4)2SO4 (g) 70,6 73 75,4 78,1 81,2 84,3 87,4 

2. Lƣợng (NH4)2SO4 bão hòa bổ sung để tủa Xbx14 ở các nồng độ khác nhau 

Dịch ban đầu (ml) Bổ sung amoni sulfat 

bão hòa (ml) 

Nồng độ bão hòa 

(%) 

Nồng độ  

(%) 

10 0 0 0 

10,31 0,31 3,00679 2,345296 

10,64 0,33 6,015038 4,691729 

10,99 0,35 9,008189 7,026388 

11,37 0,38 12,04925 9,398417 

11,81 0,44 15,32599 11,95428 

12,24 0,43 18,30065 14,27451 

12,67 0,43 21,0734 16,43725 

13,1 0,43 23,66412 18,45802 

13,6 0,5 26,47059 20,64706 

 

Dịch ban đầu (ml) 
Bổ sung amoni 

sulfat bão hòa (ml) 

Nồng độ bão hòa 

(%) 
Nồng độ (%) 

10 0 0 0 

10,02 0,02 0,199601 0,155689 

10,041 0,021 0,408326 0,318494 

10,061 0,02 0,606302 0,472915 

10,081 0,02 0,803492 0,626724 

10,102 0,021 1,009701 0,787567 

10,122 0,02 1,205295 0,94013 

10,142 0,02 1,400118 1,092092 

10,163 0,021 1,603857 1,251009 

10,184 0,021 1,806756 1,409269 

10,205 0,021 2,008819 1,566879 

https://vi.wikipedia.org/w/index.php?title=Amoni_sulfat&action=edit&redlink=1
https://vi.wikipedia.org/w/index.php?title=Amoni_sulfat&action=edit&redlink=1
https://vi.wikipedia.org/w/index.php?title=Amoni_sulfat&action=edit&redlink=1
https://vi.wikipedia.org/w/index.php?title=Amoni_sulfat&action=edit&redlink=1


143 

 

 

 

 

Dịch ban đầu (ml) 
Bổ sung amoni 

sulfat bão hòa (ml) 

Nồng độ bão hòa 

(%) 
Nồng độ (%) 

10 0 0 0 

10,0021 0,0021 0,020996 0,016377 

10,0041 0,002 0,040983 0,031967 

10,0061 0,002 0,060963 0,047551 

10,0081 0,002 0,080934 0,063129 

10,0101 0,002 0,100898 0,078701 

10,0121 0,002 0,120854 0,094266 

10,0141 0,002 0,140801 0,109825 

10,0161 0,002 0,160741 0,125378 

10,0181 0,002 0,180673 0,140925 

10,0201 0,002 0,200597 0,156466 

10,0221 0,002 0,220513 0,172 

 


