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Abstract: Tinh sạch RNA của HIV-1 và tổng hợp cDNA của một số mẫu HIV-1 từ 

các bệnh nhân nhiễm HIV-1 tại Việt Nam. Nhân bản, nhân dòng và đọc trình tự gen 

mã hóa protease HIV-1 của các mẫu virus phân lập được, đánh giá sự sai khác về trình 

tự gen mã hóa protease HIV-1 giữa các đối tượng bệnh nhân nhiễm HIV-1 so với trình 

tự gen tương ứng trên thế giới. Thiết kế hệ thống vector và xác định điều kiện biểu 

hiện gen mã hóa cho protease HIV-1 ở E. coli. Xây dựng quy trình tinh sạch protease 

HIV-1 tái tổ hợp. Nghiên cứu một số đặc trưng xúc tác của protease HIV-1 tái tổ hợp 

thu được. Tìm hiểu tác dụng ức chế của một số hợp chất tổng hợp và tự nhiên lên 

protease HIV-1 tái tổ hợp. 
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1.Tính cấp thiết của đề tài 

Protease của virus gây suy giảm miễn dịch ở người (HIV-1) cần thiết cho chu trình sống 

của virus và được xem như một trong các đích quan trọng nhất trong liệu pháp điều trị chống 

HIV/AIDS. Các đột biến trong trình tự gen mã hóa protease của HIV-1 (gọi tắt là protease 

HIV-1) có thể hình thành các chủng virus không có khả năng lây nhiễm bệnh. Chính vì vậy, 

protease HIV-1 được xem là một trong các đích chính cho việc nghiên cứu phát triển thuốc điều 

trị HIV/AIDS. Tuy nhiên, HIV sao chép nhanh, nhiều đột biến xuất hiện tạo ra các nhóm HIV 

mới trong đó cả các dạng kháng thuốc điều trị HIV-1. Do đó, tạo ra và tinh sạch lượng lớn 

protease là cần thiết cho lựa chọn các chất ức chế protease mới để nâng cao hiệu quả điều trị 

HIV-1/AIDS.  

Hiện nay, trên thế giới đã có nhiều công trình nghiên cứu sản xuất protease HIV-1 (Darke 

và tập thể, 1989; Danley và tâp̣ thể , 1989; Dergousova và tâp̣ thể , 1996; Rozzelle và tâp̣ thể , 

2000; Ohtaka và tâp̣ thể , 2003; Yanchunas và tâp̣ thể , 2005; Bandaranayake và tâp̣ thể , 2008) 

nhưng thực tế cho thấy việc biểu hiện và thu nhận protease HIV-1 không dễ dàng do đặc tính 

gây độc tế bào, khó tan của nó. Mặt khác, các nghiên cứu đều sản xuất protease HIV-1 phân 

lập từ phân nhóm B là phân nhóm HIV phổ biến gây bệnh ở Mỹ, Australia và các nước Tây 
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Âu. Chính vì vậy, thiết lập hệ thống biểu hiện và tinh sạch protease HIV-1 tái tổ hợp hiệu quả 

và đại diện cho phân nhóm HIV-1 gây bệnh chủ yếu ở Việt Nam là cơ sở để phát triển các 

thuốc ức chế protease phù hợp cho bệnh nhân nhiễm HIV/AIDS thuộc phân nhóm này.  

Ở Việt Nam, hầu hết các nghiên cứu về protease HIV-1 tập trung vào xác định nhóm 

virus gây bệnh chủ yếu ở người Việt Nam và tìm ra một số đột biến liên quan kháng 

thuốc. Tuy vậy, chưa có nghiên cứu nào về biểu hiện và xác định tính chất của protease 

HIV-1 phân lập từ các bệnh nhân người Việt Nam. 

Đề tài luận án của chúng tôi được đặt ra nhằm giải quyết một số tồn tại vừa nêu.  

2. Mục tiêu nghiên cứu của đề tài 

- Phát hiện một số đột biến trong gen mã hóa protease HIV-1 ở người Việt Nam. 

- Thiết lập quy trình hiệu quả cho việc biểu hiện gen mã hóa protease HIV-1 ở vi 

khuẩn E. coli và tinh sạch protease HIV-1 tái tổ hợp ở dạng có hoạt tính.  

-  Nghiên cứu một số tính chất protease HIV-1 và tìm hiểu tác dụng của một số chất ức chế 

làm cơ sở để tìm kiếm và phát triển các PI mới có thể ứng dụng trong điều trị bệnh nhân 

HIV/AIDS. 

3. Nội dung nghiên cứu của đề tài 

- Tinh sạch RNA và tổng hợp cDNA của một số mẫu HIV-1 từ các bệnh nhân nhiễm HIV-

1 tại Việt Nam. 

- Nhân bản, nhân dòng và đọc trình tự gen mã hóa protease HIV-1 của các mẫu virus phân 

lập được, đánh giá sự sai khác về trình tự gen mã hóa protease HIV-1 giữa các đối tượng 

bệnh nhân nhiễm HIV-1 so với trình tự gen tương ứng trên thế giới. 

- Thiết kế hệ thống vector và xác định điều kiện biểu hiện gen mã hóa cho protease HIV-1 

ở E. coli.  

- Xây dựng quy trình tinh sạch protease HIV-1 tái tổ hợp. 

- Nghiên cứu một số đặc trưng xúc tác của protease tái tổ hợp thu được. 

- Tìm hiểu tác dụng ức chế của một số hợp chất tổng hợp và tự nhiên lên protease HIV-1 

tái tổ hợp.  

4. Đóng góp mới của đề tài 

-  Công trình nghiên cứu có tính hệ thống từ việc nhân bản, nhân dòng và biểu hiện ở E. 

coli gen mã hóa protease HIV-1 tái tổ hợp thuộc chủng CRF01_AE của Việt Nam; thiết 

lập được phương pháp đơn giản để tinh sạch protease HIV-1 với hiệu suất thu nhận 

enzyme cao hơn so với các nghiên cứu trên thế giới. 

-  Là công trình đầu tiên phát hiện thấy tác dụng ức chế protease HIV-1 bởi axit asiatic, 8-

hydroxyquinoline và menadione.  

5. Ứng dụng thực tiễn của đề tài 

- Cách thức biểu hiện gen mã hóa protease HIV-1 và tinh sạch protease tái tổ hợp tạo ra 

trong công trình nghiên cứu này có thể dễ dàng được áp dụng để sản xuất một số 

protease tái tổ hợp khó tan và chỉ đặc hiệu với một số cơ chất nhất định. 
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- Chế phẩm protease HIV-1 tạo ra là cơ sở cho việc tìm kiếm và phát triển các PI mới để 

có thể ứng dụng trong điều trị bệnh nhân HIV/AIDS. 

6. Bố cục của luận án 

Luận án gồm 124 trang bao gồm: Phần mở đầu 4 trang; chương 1 - tổng quan tài liệu 39 

trang; chương 2 - đối tượng và phương pháp nghiên cứu 16 trang; chương 3 - kết quả và thảo 

luận 50 trang, kết luận và kiến nghị 1 trang. Các công trình khoa học của tác giả liên quan đến 

luận án 1 trang. Tài liệu tham khảo 13 trang gồm 107 tài liệu bao gồm 2 thứ tiếng (4 tài liệu 

tiếng Việt và 103 tài liệu tiếng Anh). Trong luâṇ án có 7 bảng, 41 hình và đồ thi.̣   

 

CHƢƠNG 1. TỔNG QUAN TÀI LIỆU 

1.1. HIV-1 nguyên nhân của AIDS 

Hội chứng suy giảm miễn dịch mắc phải (AIDS) gây ra bởi virus gây suy giảm miễn dịch 

ở người (HIV). Đây là virus thuộc họ Retroviridae và có hai type chính là HIV-1 và HIV-2, 

trong đó type 1 xuất hiện phổ biến và là nguyên nhân chính gây ra AIDS ở người. Cho đến 

nay, dù đã có những chương trình hành động toàn cầu cùng với sự phát triển của các phương 

pháp điều trị, AIDS vẫn là đại dịch của toàn nhân loại. Chính vì vậy, các biện pháp phòng 

ngừa, điều trị hiệu quả bệnh AIDS vẫn mang tính cấp thiết cao. 

 

1.2. Các nghiên cứu về protease HIV-1 

Protease HIV-1 được mã hóa bởi gen pol trong hệ gen của HIV-1; là một homodimer mỗi 

monomer có khối lượng 11 kDa gồm 99 axit amin. Đây là một protease aspartyl, họ 

retropepsin A2, được tạo ra trong quá trình HIV nhiễm vào tế bào chủ, có chức năng thủy 

phân các polypeptide gag, gag-pol và env của virus thành các protein cấu trúc và chức năng 

cần thiết cho chu trình sống của HIV. Nếu protease bị mất hoạt tính, HIV-1 sẽ không được 

đóng gói để tạo thành virus hoàn chỉnh (Darke và tập thể, 1989; Tie, 2006). Vì vậy, chất ức 

chế protease HIV-1 có vai trò quan trọng trong điều trị bệnh nhân HIV/AIDS. Tuy nhiên, việc 

sử dụng thuốc trong thời gian dài với nồng độ cao cùng với tốc độ đột biến lớn của HIV-1 dẫn 

đến sự xuất hiện các chủng virus kháng thuốc là một trong những nguyên nhân chính gây thất 

bại điều trị. Chính vì vậy, thiết lập hệ thống biểu hiện và tinh sạch protease HIV-1 tái tổ hợp 

là rất cần thiết để điều tra và phát triển các thuốc ức chế protease (PI) mới hiệu quả. 

Hiện nay, thế giới đã có nhiều công trình nghiên cứu để sản xuất protease HIV-1 bằng 

cách biểu hiện trên vi khuẩn Escherichia coli (E. coli) hoặc Saccharomyces cerevisiae hoặc 

bằng cách tổng hợp hóa học monomer 99 axit amin. Tuy nhiên, việc sản xuất protease HIV-1 

thường gặp nhiều khó khăn trong việc biểu hiện và tinh sạch (Darke và tâp̣ thể, 1989; Danley 

và tập thể , 1989; Taylor và tâp̣ thể , 1992; Dergousova và tâp̣ thể , 1996; Komai và tâp̣ thể , 

1997; Bandaranayake và tâ ̣p thể, 2008). Nguyên nhân là do protease gây độc với tế bào chủ, 

khó tan, hàm lượng thu được chưa cao, một số nghiên cứu chỉ có thể phát hiện bằng phương 

pháp thẩm tách miễn dịch. Protease HIV-1 thường được biểu hiện ở dạng tự cắt khỏi trình tự 

cắt đặc hiệu Phe/Tyr – Pro để giải phóng protease mở đầu bằng axit amin Pro và chỉ có hoạt 
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tính khi ở dạng dimer (Debouck và tâp̣ thể, 1987; Graves và tập thể, 1988; Danley và tâp̣ thể , 

1989; Taylor và tâp̣ thể, 1992; Mildner và tâp̣ thể, 1994). 

Gần đây, do nhiều dẫn liệu kháng thuốc PI có được đều từ HIV-1 thuộc phân nhóm B (có 

chủ yếu ở Mỹ, Australia, Tây Âu và đã từng được nghiên cứu nhiều nhất) nên các nhà nghiên 

cứu đã mở rộng quan tâm phát hiện các đột biến liên quan đến mức độ kháng thuốc PI ở các 

phân nhóm khác (có chủ yếu trên thế giới) nhằm nâng cao hiệu quả điều trị kháng thuốc ở các 

bệnh nhân nhiễm HIV-1 thuộc các phân nhóm này (Ariyoshi và tâp̣ thể , 2003; Abecasisa và 

tâp̣ thể, 2005; Kantor và tâp̣ thể, 2005; Bandaranayake và tâp̣ thể , 2008). Số liệu từ các nghiên 

cứu đã cho thấy kiểu gen kháng thuốc ở phân nhóm B không phải luôn luôn có thể áp dụng 

cho các phân nhóm khác. 

Ở Việt Nam, protease HIV-1 còn ít được nghiên cứu. Các nghiên cứu về protease HIV-1 

chỉ tập trung vào xác định nhóm virus gây bệnh chủ yếu ở người Việt Nam và tìm ra một số 

đột biến liên quan kháng thuốc (Nguyen và tâp̣ thể , 2003; Ishizaki và tâp̣ thể , 2009; Liao và 

tâp̣ thể, 2009; Phan và tâp̣ thể, 2010). Đặc biệt, chưa có công bố nào về biểu hiện, tinh sạch và 

nghiên cứu tính chất của protease HIV-1 phân lập từ các bệnh nhân nhiễm HIV-1 ở Việt Nam. 

Bên cạnh đó, các đột biến kháng PI tương đối đặc hiệu cho từng loại thuốc riêng biệt, do 

đó thay thế một loại thuốc khác trước khi có sự tích lũy đột biến thì các phác đồ sau vẫn thành 

công (Hoffmann và tâp̣ thể , 2007). Vì vậy, xét nghiệm kháng thuốc thường theo hướng phát 

hiện đột biến gen mã hóa protease HIV-1 bằng cách xác định trình tự của gen có vai trò rất 

quan trọng trong việc xây dựng phác đồ điều trị HIV/AIDS. 

 

CHƢƠNG 2.  ĐỐI TƢỢNG, NGUYÊN LIỆU VÀ  

PHƢƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1. Đối tƣợng và nguyên liệu 

2.1.1. Đối tượng 

Gen mã hóa protease HIV-1 từ huyết thanh các bệnh nhân nhiễm HIV-1 tại Bệnh viện 

Bệnh Nhiệt đới Trung ương. 

2.1.2. Nguyên liệu 

     Các mồi hay oligonucleotide của Invitrogen (Mỹ), enzyme giới hạn và Taq DNA 

polymerase của New England Biolabs (NEB) (Mỹ) hoặc Enzynomics (Hàn Quốc), các vector 

nhân dòng và biểu hiện gen của Promega, Invitrogen và Novagene (Mỹ), kit phân tích hoạt độ 

protease HIV-1 và protease HIV-1 tái tổ hợp của Anaspec (Mỹ), kháng thể đơn dòng kháng 

protease HIV-1 của Gentex (Mỹ). Các hóa chất còn lại đều đạt độ tinh khiết cho nghiên cứu 

sinh học phân tử. 

2.2. Phƣơng pháp nghiên cứu 

2.2.1. Tách chiết RNA của virus theo kit của Qiagen 

2.2.2. Tách chiết và định lượng DNA plasmid theo Sambrook và Russel (2001) 

2.2.3. Định lượng protein theo phương pháp của Bradford (1976) và đo độ hấp thụ ánh 

sáng ở bước sóng 280 nm 
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2.2.4. Nhân bản gen ma ̃hóa protease HIV-1 bằng kỹ thuâṭ RT-PCR 

2.2.5. Kiểm tra kích thước DNA, sản phẩm PCR bằng điện di trên gel agarose 

2.2.6. Nhân dòng trực tiếp sản phẩm PCR vào vector đầu T sử dụng kit nhân dòng T/A 

hoặc pGEM-T 

2.2.7. Giải trình tự các đoạn gen mã hóa protease HIV-1 trên máy tự động CEQ 8000 

theo nguyên lý của Sanger và tâ p̣ thể (1975) 

2.2.8. Thiết kế hệ thống vector biểu hiêṇ bằng cắt gen nhân dòng bằng enzyme giới hạn , 

nối gen vào vector biểu hiện bằng T4 DNA ligase và kiểm tra biểu hiện gen trong E. 

coli. 

2.2.9. Tinh sac̣h protease HIV-1 bằng hệ thống côṭ sắc ký ái lưc̣ His -bind kết nối với cột 

mono Q-sepharose 

2.2.10. Đánh giá độ tinh sạch của protein bằng điêṇ di protein trên gel polyacrylamide 

có SDS (SDS-PAGE) 

2.2.11. Nhận biết protease HIV-1 tái tổ hợp bằng phương pháp thẩm tách miêñ dic̣h 

(Western blotting) sử dụng kháng thể đơn dòng kháng protease HIV-1 và phân tích khối 

phổ 

2.2.12. Xác điṇh hoaṭ độ protease HIV-1 sử dụng cơ chất huỳnh quang hoặc cơ chất tổng hợp theo 

phương pháp của Richards và tâp̣ thể (1990) 

Một đơn vị hoạt độ của protease HIV-1 (1 U) được định nghĩa là lượng protease HIV-1 

phân giải 1 pmol cơ chất trong thời gian 1 phút ở điều kiện phân tích. 

CHƢƠNG 3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

3.1. Phát hiện các đột biến trong gen mã hóa protease HIV-1 

3.1.1. Nhân bản đoạn gen mã hóa protease HIV-1 bằng RT-PCR lồng 

Để nhân bản đoạn gen mã hóa protease HIV-1, các mẫu máu nhiễm HIV đã được sử dụng 

để tách RNA và chuyển thành cDNA qua phản ứng sao chép ngược (RT).  

Gen mã hóa protease HIV-1 có tính chất bảo thủ thấp và mang nhiều đột biến tại các vị trí 

khác nhau nên chúng tôi sử dụng kỹ thuật PCR lồng với cặp mồi ngoài là HIV-F1/HIV-R1 và 

cặp mồi trong là HIV-F2/HIV-R2 và 2 vòng PCR liên tiếp nhau để vừa làm giàu DNA khuôn 

vừa tăng độ đặc hiệu của phản ứng nhân bản đoạn gen mã hóa protease HIV-1. Trong đó, cặp 

mồi HIV-F1/HIV-R1 nhân bản đoạn gen 800 bp (Lech và tâp̣ thể , 1996); cặp mồi đặc hiệu 

HIV-F2/HIV-R2 phía trong cặp mồi HIV-F1/HIV-R1 nhân bản chính xác đoạn gen 297 bp 

mã hóa cho protease HIV -1 (Leuthardt và Roesel, 1993). PCR được thực hiện với 35 chu kỳ 

gồm 3 bước phản ứng: i) biến tính DNA ở 94
o
C trong 40 giây; ii) gắn mồi ở 45

o
C trong 60 

giây; iii) kéo dài ở 72
o
C trong 30 giây. 1,5 l sản phẩm PCR vòng 1 sau đó được dùng làm 

khuôn cho PCR vòng 2. Thành phần PCR vòng 2 tương tự PCR vòng 1 chỉ khác ở chỗ cặp 

mồi ngoài được thay bằng cặp mồi trong và gắn mồi ở 53
o
C. 

Kết quả thu được ở hình 3.1 cho thấy sự có mặt của băng DNA nhân bản khoảng 0,32 kb 

từ huyết thanh bệnh nhân nhiễm HIV-1. Kích thước của đoạn gen nhân bản đúng như tính 

toán lý thuyết (gồm 297 bp của gen mã hóa protease HIV-1 và 24 nucletotide thiết kế thêm 

cho mục đích biểu hiện gen sau này), chứng tỏ chúng tôi đã nhân bản thành công gen mã hóa 

cho protease HIV-1. 
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3.1.2. Phát hiện các đột biến trong gen mã hóa protease HIV-1 

Chúng tôi đã sử dụng các điều kiện RT-PCR thiết lập được để nhân bản đoạn gen mã hóa 

protease HIV-1 từ mẫu máu của 50 bệnh nhân nhiễm HIV-1 (trong đó, 20 bệnh nhân chưa 

điều trị ART, 30 bệnh nhân đang điều trị bằng PI), tuy vậy, chỉ có 8 mẫu cho băng DNA nhân 

bản 0,32 kb. Kết quả phân tích các trình tự nucleotide của gen mã hóa protease từ các mẫu 

dương tính và so sánh với ngân hàng dữ liệu HIV quốc tế (http://hiv.lanl.gov) cho thấy chúng 

đều thuộc chủng CRF01_AE đã phân lập được ở miền Bắc Việt Nam (mã số AB519612) và ở 

Trung Quốc (mã số EU518273), trong số 8 trình tự gen được phân tích có tới 19 vị trí đột biến 

thay thế nucleotide so với các trình tự đã công bố, các trình tự gen này đã được đăng ký vào 

ngân hàng gen thế giới (GenBank) với các mã số là: HQ317454, JF276387, JF276388, 

JF276389, JF276390, JF276391, HQ890881 và JF276392. Kết quả so sánh trình tự axit amin 

suy diễn của protease HIV-1 từ 8 mẫu nghiên cứu thu được với cơ sở dữ liệu HIV-1 Stanford 

(http://hivdb.stanford.edu) cho thấy 8 mẫu HIV-1 của chúng tôi có 10 loại đột biến thay thế 

gốc axit amin khác nhau: G16E, E35D, M36I, R41K, H69K, V82I, L89M, I13V, I15V và 

N83T. Trong số này, không có đột biến nào thuộc nhóm đột biến chính (đột biến tại trung tâm 

hoạt động của protease HIV-1 làm kháng thuốc PI). Hai đột biến M36I và H69K kháng nhẹ 

với thuốc PI mới tiparanavir và xuất hiện trên 100% mẫu nghiên cứu; chúng cũng thường có 

trong hầu hết các trình tự gen mã hóa protease HIV-1 thuộc phân nhóm CRF01_AE nên được 

xem như sự đa hình tự nhiên (Ishizaki và tập thể, 2009). Các đột biến: G16E, E35D, R41K, 

V82I, L89M, I13V, I15V cũng hay gặp trong protease của các HIV-1 phân nhóm CRF01_AE 

và không liên quan đến kháng PI nào (Liu và tập thể, 2007). Đột biến N83T xuất hiện ở 1 

Hình 3.1. Điện di sản phẩm RT-PCR lồng để 

nhân bản gen mã hóa protease HIV-1 từ các 

mẫu máu 

1: thang chuẩn DNA 100 bp  

2: sản phẩm RT-PCR lồng đối chứng (-) 

không nhiễm HIV 

3, 4: sản phẩm RT-PCR lồng các mẫu máu 

nhiễm HIV-1 
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bệnh nhân đang điều trị PI (HQ890881) là thuộc loại đột biến hay xuất hiện trong protease 

HIV-1, tuy vậy đây là nghiên cứu đầu tiên tìm thấy đột biến N83T trong protease HIV-1 phân 

nhóm CRF01_AE. Hơn thế nữa, ở vị trí axit amin 83 thì chỉ có một vài đột biến như N83D 

của protease HIV-1 phân nhóm B ở các bệnh nhân đang điều trị bằng thuốc PI là làm giảm 

hiệu quả điều trị với thuốc ức chế protease tipranavir/r®. Liệu đột biến N83T ở protease HIV-

1 phân nhóm CRF01_AE có ảnh hưởng đến hiệu quả xúc tác, mức độ nhạy cảm của protease 

HIV-1 với các PI như thế nào là vấn đề rất cần được tiếp tục nghiên cứu.   

3.2. Nghiên cứu biểu hiện gen mã hóa protease HIV-1 trong E. coli 

Gen mã hóa protease HIV-1 mã số đăng ký HQ317454 trên ngân hàng gen thế giới được 

chúng tôi lựa chọn để biểu hiện ở E. coli. Trình tự gen này chỉ mang các đột biến thường gặp 

ở gen mã hóa protease HIV-1 của phân nhóm CRF01_AE. 

3.2.1. Nghiên cứu biểu hiêṇ gen ma ̃hóa protease HIV -1 bằng vector pET28a 

Phần lớn các nghiên cứu đều biểu hiện protease HIV-1 ở vi khuẩn E. coli dưới dạng tự cắt 

khỏi vị trí đặc hiệu Phe/Tyr-Pro để giải phóng protease HIV-1 mở đầu bằng Pro (Debouck 

và tập thể , 1987; Graves và tập thể , 1988; Danley và tâp̣ t hể, 1989; Taylor và tâp̣ thể , 

1992; Mildner và tâp̣ thể , 1994). Tuy nhiên, Leuthardt và Roesel (1993) đã biểu hiện thành 

công protease HIV-1 mở đầu bằng Met và có hoạt tính trong hệ thống vector pDS56/3H-3H; 

protease dung hợp với 3 gốc histidine (3xHis) ở đầu N và 3xHis đầu C thuận tiện cho tinh 

sạch và không cần thiết kế thêm trình tự tự cắt. Chính vì vậy, bước đầu chúng tôi đã thiết kế 

biểu hiện protease HIV-1 với dạng tương tự bằng vector pET28a ở vi khuẩn E. coli BL21 

(DE3) pLysS. Gen mã hóa protease HIV-1 được đưa vào vector pET28a (tại vị trí cắt của 

Ndel và EcoRI), biến nạp vào E. coli BL21 (DE3) pLysS, vector tái tổ hợp được tách ra, xác 

định trình tự để khẳng định đúng trình tự cũng như khung đọc mở và được ký hiệu là pET28a-

Prot. Tế bào vi khuẩn mang vector pET28a-Prot được nuôi cấy và cảm ứng biểu hiện gen 

bằng IPTG 0,1-0,25 mM ở 37
o
C; dịch chiết tế bào trong đệm Tris HCl 20 mM pH 7,9, NaCl 

100 mM, PMSF 1 mM, imidazol 5 mM (đệm A) được thu nhận và cho sắc ký qua cột ái lực 

Ni-agarose, protein gắn trên cột được rửa chiết ra bằng imidazol 250 mM pha trong đệm A.  

Kết quả điện di SDS-PAGE và thẩm tách miễn dịch sử dụng kháng thể đơn dòng kháng 

protease HIV-1 (hình 3.8) cho thấy có sự xuất hiện băng protein có khối lượng phân tử 

(KLPT) khoảng 13 kDa (đúng như KLPT của protease HIV-1 được thiết kế có gắn đuôi 

6xHis) trong cả dịch chiết tế bào và dịch rửa chiết cột Ni-agarose. Băng protein 13 kDa này 

được nhận ra bởi kháng thể đơn dòng kháng protease HIV-1, chứng tỏ chúng tôi đã biểu hiện 

được protease HIV-1. Tuy nhiên, lượng protease HIV-1 biểu hiện còn rất thấp và chế phẩm 

protease HIV-1 qua cột Ni-agarose vẫn còn nhiều băng protein tạp nhiễm khác. 
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Hình 3.8. SDS-PAGE (A) và thẩm tách miễn dịch (B) các phân đoạn tinh sạch qua cột 

Ni-agarose 

 

1A và 1B: Thang chuẩn protein nhuộm sẵn , 2A và 5B: dịch chiết tế bào BL21 (DE3) 

plysS mang pET28a-Prot+IPTG; 3A và 6B: phân đoạn rửa chiết qua cột Ni-agarose; 2B: 

dịch chiết tế bào BL21 (DE3) plysS mang pET28a; 3B: dịch chiết tế bào BL21 (DE3) 

mang pET28a-Prot; 4B: dịch chiết tế bào BL21 (DE3) pLysS mang pET28a-Prot 

Chúng tôi đã kiểm tra hoạt tính phân cắt cơ chất tổng hợp của protease HIV-1 tái tổ hợp 

thu được và phát hiện thấy enzyme không có hoạt tính. Theo Rangwala và tâp̣ thể (1992) thì 

một số axit amin đầu N trước gốc Pro của protease HIV-1 có thể cản trở việc hình thành cấu 

trúc dimer, do đó làm cho enzyme không có hoạt tính. Như vậy, yêu cầu đặt ra là phải thiết kế 

lại hệ thống biểu hiện mới để tạo ra dạng protease HIV-1 có hoạt tính. 

3.2.2. Nghiên cứu biểu hiêṇ gen  mã hóa protease HIV-1 bằng vector pET32a và pET43a 

Nhằm tăng mức độ biểu hiện và hòa tan của protease, chúng tôi đã lựa chọn hai hệ thống 

vector là pET32a và pET43a để biểu hiện gen mã hóa protease HIV-1 dưới dạng dung hợp 

với thioredoxin (TRX) trong pET32a hay NusA trong pET43a. Ngoài ra, chúng tôi cũng đã 

thiết kế thêm 21 nucleotide mã hóa cho 7 axit amin (GTVSFNF) ở đầu C của protein gag vào 

đầu N của protease (trình tự này có trước cấu trúc của protease HIV-1 dạng tự nhiên). Trong quá 

trình biểu hiện protease HIV-1 sẽ tự cắt tại vị trí đặc hiệu Phe-Pro trên gag-pol đồng thời giải 

phóng protease HIV-1 mở đầu bằng Pro. Trình tự mồi xuôi HIV-F3 cho PCR vì vậy được 

thiết kế lại như sau: 

 

 

 

 

    A                           B 
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    A                                                                          B 

 

Trong mồi ngược HIV-R3 có trình tự cắt giới hạn của XhoI; khi đưa gen mã hóa protease 

HIV-1 vào pET32a và pET43a tại vị trí này, đầu C của protease sẽ được dung hợp với 6xHis 

ngay trước bộ ba kết thúc dịch mã. Theo thiết kế này, nếu protease dung hợp không có hoạt 

tính tự cắt tại liên kết Phe-Pro; protease tái tổ hợp tạo ra sẽ có dạng TRX-GTVSFNF-

protease-6xHis trên vector pET32a với KLPT là 31 kDa và NusA-GTVSFNF-protease-6xHis 

trên vector pET43a với KLPT là 67 kDa. Nếu protease tái tổ hợp tự cắt (tại vị trí Phe-Pro), thì 

enzyme đều được giải phóng ra dạng gắn với đuôi 6xHis và có KLPT khoảng 12 kDa. Việc 

giải phóng ra protease cũng đồng thời khẳng định enzyme có hoạt tính. 

Sau khi gen mã hóa protease HIV-1 được gắn vào cả hai vector pET32a (thành dạng 

pET32a-Prot) và pET43a (pET43a-Prot) đúng trình tự và khung đọc mở, các vector tái tổ hợp 

được biến nạp vào vi khuẩn E. coli BL21 (DE3) plysS, tế bào được nuôi cấy trên môi trường 

LB lỏng và được cảm ứng biểu hiện gen bằng IPTG 0,25 mM. Protein nội bào được thu ở cả 

phần dịch chiết bằng đệm A và phần tủa (sau ly tâm) được hòa trong đệm Tris-HCl 20 mM 

pH 7,9, NaCl 100 mM, urea 8M, imidazol 5 mM (đệm C). 

                                                                            

 

  

  

  

 

 

 

 

 

 

 

Hình 3.14. SDS-PAGE (A) và thẩm tách miễn dịch (B) dịch chiết và tủa tế bào BL21 (DE3) 

plysS mang pET32a-Prot và BL21 (DE3) plysS mang pET43a-Prot 

1A và 5B: dịch hòa tủa tế bào BL21 (DE3) pLysS mang pET43a-Prot; 2A và 4B: dịch chiết tế 

bào BL21 (DE3) pLysS mang pET43a-Prot; 3 A và 1B: thang chuẩn protein nhuộm sẵn;  4A 

và 2B: dịch chiết tế bào BL21 (DE3) pLysS mang pET32a-Prot; 5A, 3B: dịch hòa tủa tế bào 

BL21 (DE3) pLysS mang pET32a-Prot  

Kết quả SDS-PAGE và thẩm tách miễn dịch (hình 3.14) cho thấy có sự xuất hiện băng 

protein với KLPT khoảng 12 kDa trong phân đoạn tủa tế bào E. coli BL21 (DE3) plysS mang 

pET32a-Prot và hầu như không có băng này trong các phân đoạn của tế bào mang pET43a-

Prot. Băng protein 12 kDa được nhận ra bởi kháng thể đơn dòng kháng protease HIV-1. Các 
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kết quả này chứng tỏ chúng tôi đã biểu hiện được protease HIV-1 ở dạng có hoạt tính tự cắt 

trên hệ thống vector pET32a trong E. coli. Kết quả cũng cho thấy, protease thu được chủ yếu 

trong phân đoạn tủa tế bào E. coli BL21 (DE3) plysS, tương tự như kết quả của các nghiên 

cứu khác trước đây (Rangwala và tập thể, 1992; Taylor và tập thể, 1992; Leuthardt và Roesel, 

1993; Ohtaka và tập thể, 2003; Yanchunas và tập thể, 2005). Tuy vậy, có thể thấy rằng băng 

protease KLPT khoảng 12 kDa trên SDS-PAGE và thẩm tách miễn dịch tồn tại ở dạng băng 

đúp và hiện tượng này cũng được thấy trong một số nghiên cứu của các tác giả khác (Taylor 

và tập thể , 1992; Dergousova và tâp̣ thể , 1996). Nguyên nhân của hiện tượng tạo băng đúp 

này có thể do protease của tế bào E. coli đã phân cắt giới hạn protease HIV-1 để hình thành 

nên một protein có KLPT nhỏ hơn chút ít nhưng vẫn giữ được tính kháng nguyên của 

protease HIV-1. 

 

 

 

 

 

 

 

                                                                        

 

  

 

 

 

Hình 3.15A. SDS-PAGE các phân đoạn sắc ký 

qua cột His-bind của protease HIV-1 biểu hiện 

trong hệ thống pET32a-Prot  

1: thang chuẩn protein nhuộm sẵn; 2: dịch hòa tủa 

tế bào BL21 (DE3) pLysS mang pET32a-Prot; 3: 

phân đoạn không gắn cột His-bind; 4: phân đoạn 

rửa cột His-bind; 5: phân đoạn rửa chiết cột His-

bind 

 

 

 

Hình 3.16. Hoạt tính cắt cơ chất tổng hợp của 

protease HIV – 1 tái tổ hợp  

 

(): Protease thương mại (Anaspec); (): 

Protease HIV-1 tái tổ hợp;       (): Protease HIV-

1 tái tổ hợp + pepstatin A, (): Protease HIV – 1 

tái tổ hợp đã xử lý nhiệt 95
o
C, 5 phút 

Protein trong phân đoạn tủa tế bào này được cho sắc ký qua cột gel His-bind (gel gắn Ni
2+

 

tương tự Ni-agarose). Kết quả điện di SDS-PAGE (hình 3.15A) cho thấy phân đoạn protein 

gắn trên cột His-bind được rửa chiết ra bằng đệm có chứa imidazol 250 mM có băng 12 kDa 

của protease HIV-1. Tuy vậy, chế phẩm chưa hoàn toàn tinh sạch còn lẫn một số băng protein 

khác. Mặt khác hiệu suất gắn cột chưa cao (có băng 12 kDa của protease HIV-1 trong phân 

đoạn rửa qua cột His-bind) dẫn đến hiệu suất thu hồi protease HIV-1 thấp.  
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Chúng tôi cũng đã kiểm tra hoạt tính của chế phẩm protease HIV-1 tái tổ hợp thu được 

sau bước tinh sạch bằng cột His-bind, kết quả thu được ở hình 3.16 cho thấy protease HIV-1 

thu được có khả năng phân cắt cơ chất tổng hợp (làm giảm độ hấp thụ ở bước sóng 300 nm 

của cơ chất), enzyme bị ức chế bởi pepstatin A giống như protease HIV-1 thương mại và bị 

mất hoạt tính xúc tác khi xử lý nhiệt ở 95
o
C trong 5 phút. 

Để protease HIV-1 tái tổ hợp hoàn toàn tinh sạch, chúng tôi cũng đã thử nghiệm một loạt 

các cột sắc ký ái lực và trao đổi ion với các điều kiện khác nhau nhưng chế phẩm protease 

HIV-1 thu được vẫn còn lẫn một số protein không mong muốn. Điều này buộc chúng tôi một 

lần nữa phải nghĩ đến việc cải tiến hệ thống biểu hiện để nâng cao hiệu suất biểu hiện và khả 

năng tinh sạch protease HIV-1. 

3.2.3. Cải tiến quy trình biểu hiện protease HIV-1 trong pET32a và pET43a ở E. coli BL21 

(DE3) RIL 

Chúng tôi đã tiến hành thiết kế thêm đoạn gen mã hóa cho 9 axit amin là epitope của 

Hemagglutinin (HA) phân lập từ virus cúm vào đầu C của protease HIV-1 trước trình tự 

6xHis nhằm có thể sử dụng thêm cột ái lực cho việc tinh sạch protease HIV-1 tái tổ hợp. 

Ngoài ra, đề phòng khả năng các axit amin thiết kế thêm ở đầu C có thể làm ảnh hưởng đến 

biểu hiện và hoạt tính của protease HIV-1, giữa trình tự axit amin của protease HIV-1 nối với 

HA chúng tôi còn thiết kế thêm trình tự cắt của TEV protease. Trong quá trình biểu hiện, nếu 

protease HIV-1 tái tổ hợp không có hoạt tính sẽ được xử lý bằng TEV protease để loại peptide 

gắn thêm ở đầu C. Mồi HIV-R4 và HIV-R5 được thiết kế thay cho HIV-R3 nhằm biểu hiện 

protease HIV-1 theo tính toán như trên. 

HIV-R4: 5’- GAGTCCTCGAGAGCGTAATCTGGAACATCGTATGGGTA  

               XhoI                                              HA  (Hemagglutinin) 

AAAATTTAAAGTGCAGCCAATCTG-3’ 

HIV-R5: 5’- GAGTCCTCGAGAGCGTAATCTGGAACATCGTATGGGTA 

                 XhoI                                             HA                                                 

TCCCTGAAA ATACAGGTTTTC 

                TEV 

AAAATTTAAAGTGCAGCCAATCTG-3’ 

 Với hai dạng peptide gắn vào đầu C là có và không có trình tự cắt của TEV protease 

cùng với thiết kế gen protease HIV-1 biểu hiện trong 2 vector là pET32a và pET43a, sau biểu 

hiện và tự cắt sẽ có 4 dạng protease HIV-1 như sau: Protease-HA-6xHis, Protease-TEV-HA-

6xHis ở vector pET32a và Protease-HA-6xHis, Protease-TEV-HA-6xHis ở pET43a (tất cả 

đều có Pro ở đầu N). Theo tính toán, Protease-HA-6xHis và Protease-TEV-HA-6xHis có 

KLPT tương ứng khoảng 13 kDa và 14 kDa. 

     Một cải tiến nữa trong phần nghiên cứu này là chúng tôi sử dụng chủng vi khuẩn biểu 

hiện BL21 (DE3) RIL thay cho BL21 (DE3) plysS. BL21 (DE3) RIL có một số các tRNA 

mang các anticodon cho phép đọc các codon ít gặp ở vi khuẩn. 

Tương tự như các bước ghép nối gen ở các phần trên, vector tái tổ hợp tạo ra đã được đưa vào 

tế bào E. coli BL21 (DE3) RIL, được kiểm tra về trình tự và khung đọc. E. coli BL21 (DE3) RIL 

mang pET32a-Prot-HA, pET32a-Prot-TEV-HA hay pET43a-Prot-HA, pET43a-Prot-TEV-
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HA được nuôi cấy và được cảm ứng biểu hiện gen bằng IPTG 0,25 mM. Kết quả kiểm tra 

mức độ biểu hi ện gen protease HIV-1 (hình 3.19) cho thấy cả hai hệ thống vector đều cho 

phép biểu hiện protease HIV-1, tuy vậy, băng protease HIV-1 (13 kDa) rõ nét nhất trong 

phân đoạn tủa của tế bào E. coli mang pET32a-Prot-HA. 

Như vậy, hệ thống pET32a biểu hiện protease HIV-1 tốt hơn so với pET43a và việc bổ sung 

thêm trình tự 9 axit amin của HA tại đầu C của protease đã không ảnh hưởng đến hoạt tính tự cắt 

của enzyme và đồng thời giúp tăng cường biểu hiện của gen đích. Mặt khác, khi có thêm trình tự 

cắt của TEV protease có lẽ đã ảnh hưởng đến hiệu quả biểu hiện của Prot-TEV-HA trên cả hai 

hệ thống pET32a và pET43a.  

Trên cơ sở các kết quả thu được vừa nêu, chúng tôi đã lựa chọn phân đoạn dịch hòa tủa tế 

bào E. coli BL21 (DE3) RIL mang pET32a-Prot-HA cho các bước thu nhận chế phẩm protease 

HIV-1 tinh sạch. 

 

 

 

                                                                                                      

  

  

 

 

 

 

 

 

Hình 3.19. SDS-PAGE (A) và thẩm tách miễn dịch (B) kiểm tra sự biểu hiện của 

protease HIV-1 trong hệ thống vector pET32a và pET43a cải tiến 

1: dịch hòa tủa tế bào mang pET43a-Prot-TEV-HA; 2: dịch chiết tế bào mang pET43a-Prot-TEV-

HA; 3: dịch hòa tủa tế bào mang pET43a-Prot-HA; 4: dịch chiết tế mang pET43a-Prot-HA; 5: 

thang chuẩn protein nhuộm sẵn; 6: dịch chiết tế bào mang pET32a-Prot-TEV-HA; 7: dịch hòa 

tủa tế bào mang pET32a-Prot-TEV-HA; 8: dịch chiết tế bào mang pET32a-Prot-HA; 9: dịch hòa 

tủa tế bào mang pET32a-Prot-HA 

 

 

3.2.4. Xây dựng quy trình tinh sạch protease HIV-1 

 Để bước đầu loại bỏ bớt các protein không mong muốn, trước khi hòa tan các protein 

trong tủa tế bào bằng đệm C, tủa tế bào E. coli mang pET32a-Prot-HA được rửa bằng đệm 

Tris-HCl 20 mM pH 7,9 có urea 1M và Triton X-100 1% (đệm B). Để tinh sạch hoàn toàn 

protease HIV-1, chúng tôi đã sử dụng cột trao đổi anion mạnh mono Q-sepharose mắc nối tiếp 

với cột ái lực His-bind trong môi trường đệm C có urea 8 M, pH 7,9, phân đoạn protein không 

gắn với gel mono Q-sepharose sau đó được cho ngay lên cột His-bind; các protein gắn với gel 

              A                                                                      B 
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         A                                                                            B 

mono Q-sepharose được rửa chiết bằng đệm C với gradient nồng độ NaCl 100- 1000 mM; các 

protein gắn với gel His-bind được rửa chiết bằng đệm C có imidazol 250 mM.  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hình 3.23. SDS-PAGE (A) và thẩm tách miễn dịch (B) các phân đoạn qua cột mono Q-

sepharose và His-bind 

1: thang chuẩn protein nhuộm sẵn; 2: dịch hòa tủa tế bào E. coli BL21 (DE3) RIL mang pET32a-

Prot-HA; 3: phân đoạn không gắn cột mono Q-sepharose; 4-5: phân đoạn rửa chiết qua cột mono Q-

sepharose thứ 26, 44; 6: phân đoạn không gắn cột His-bind; 7: phân đoạn rửa chiết qua cột His-bind 

 Kết quả điện di (hình 3.23A) cho thấy protein tổng số trong dịch hòa tủa tế bào E. coli 

BL21 (DE3) RIL mang pET32a-Prot-HA đã được loại bỏ nhiều protein không mong muốn, 

ngoài băng protein KLPT 13 kDa của protease HIV-1, còn có một băng protein KLPT khoảng 

gần 35 kDa đậm nét và một số băng protein rất mờ khác.Trong điều kiện biến tính với nồng 

độ urea 8M, pH 7,9; protease HIV-1 hoàn toàn không gắn gel mono Q-sepharose, nhờ đó một 

số protein không mong muốn được giữ lại ở cột này; phân đoạn không gắn với gel mono Q-

sepharose khi qua cột His-bind và được rửa chiết bằng đệm C có chứa imidazol 250 mM chỉ 

cho một băng protein duy nhất với KLPT khoảng 13 kDa trên SDS-PAGE và băng này được 

nhận ra bởi kháng thể đơn dòng kháng protease HIV-1 (hình 3.23B). Kết quả phân tích khối 

phổ MALDI-TOF-TOF (dẫn liệu không nêu ở đây) một lần nữa khẳng định protein 13 kDa tinh 

sạch đúng là protease HIV-1.     

 Protein HIV-1 tái tổ hợp sau tinh sạch được pha loãng về nồng độ 0,1 mg/ml để hồi tính 

bằng thẩm tích trong đệm C có nồng độ urea giảm dần từ 8 M xuống 0 M.  

 Chúng tôi cũng đã tiến hành ủ chế phẩm protease HIV-1 tái tổ hợp sau hồi tính trong đệm 

mẫu điện di có SDS và -mercaptoethanol (-ME) cũng như trong đệm không có SDS và -

ME, sau đó cho chạy điện di protein trong đệm có SDS. Kết quả thu được ở hình 3.24 cho 

thấy khi được ủ trong đệm có SDS và -ME chế phẩm protease HIV-1 thu được chỉ cho một 

băng protein duy nhất 13 kDa và trong điều kiện đệm ủ không có SDS và -ME thì chế phẩm 

cho 2 băng, một băng 13 kDa và một băng 26 kDa, điều này chứng tỏ sự tồn tại dạng 

homodimer trong chế phẩm thu được. Sự có mặt băng 13 kDa trong mẫu ủ không có SDS và 

-ME có thể do trong đệm chạy điện di chứa SDS nên một phần dạng monomer đã hình 

thành từ dạng dimer, ngoài ra, có thể bước hồi tính trước đó (sau tinh sạch) của chúng tôi 

chưa đủ làm cho tất cả dạng monomer chuyển thành dạng dimer. Protease HIV-1 sau khi được 
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hồi tính cũng đã được kiểm tra hoạt tính thủy phân cơ chất tổng hợp, kết quả thu được ở hình 

3.25 khẳng định protease HIV-1 tái tổ hợp là có hoạt tính và bị ức chế bởi pepstatin A.  

 Tóm lại, chúng tôi đã xây dựng thành công quy trình tinh sạch hoàn toàn protease HIV-1 

gồm 2 bước đơn giản: i) rửa tủa tế bào trong đệm Tris-HCl 20 mM, pH 7,9 có NaCl 100 mM, 

urea 1M và Triton X-100 1%; ii) sắc ký qua cột mono Q-sepharose và cột His-bind mắc nối 

tiếp, rửa chiết enzyme bám trên cột His-bind bằng đệm có chứa imidazol 250 mM. Với quy 

trình này chỉ cần một bước hồi tính protease HIV-1 nên tiết kiệm thời gian và không làm mất 

protease HIV-1 qua các khâu trung gian. 

 Kết quả tính toán của chúng tôi cho thấy từ 100 ml dịch nuôi cấy tế bào vi khuẩn E. coli 

BL21 (DE3) RIL mang pET32a-Prot-HA chúng tôi đã thu được 1,38 g sinh khối tế bào, 23 

mg protein tổng số trong dịch hòa tủa tế bào, sau các bước tinh sạch và hồi tính thu hồi được 

3,4 mg protease HIV-1 hoàn toàn tinh sạch và có hoaṭ tính . Trước đây, quy trình biểu hiện và 

tinh sạch protease HIV-1 ở E. coli của Taylor và tập thể (1992) được xem là hiệu quả và đơn 

giản nhất; từ 10 lít môi trường nuôi cấy vi khuẩn lên men các tác giả đã thu được 75-100 mg 

protease HIV-1, như vậy, quy trình biểu hiện và tinh sạch của chúng tôi cho phép thu được 

lượng protease HIV-1 cao gấp 3 đến 4,5 lần quy trình của Taylor và tập thể. Chế phẩm 

protease HIV-1 tái tổ hợp tinh sạch sẽ được sử dụng cho các nghiên cứu tính chất tiếp theo. 

 

  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hình 3.24. SDS-PAGE của protease 

HIV-1 tái tổ hợp sau khi hồi tính 

1: thang chuẩn protein                 2: 

protease HIV-1 biến tính        3: 

protease HIV-1 không biến tính 

  

 

 

 

 

Hình 3.25. Hoạt độ cắt cơ chất tổng hợp của 

protease HIV-1 tái tổ hợp đã tinh sạch. (): 

Protease HIV-1 tái tổ hợp, (): Protease HIV-1 tái 

tổ hợp + pepstatin A, (): Protease HIV – 1 tái tổ 

hợp đã xử lý nhiệt.  

3.3. Nghiên cứu một số tính chất của Protease HIV-1 tái tổ hợp 

3.3.1. Nhiệt độ tối thích và độ bền nhiệt của protease HIV-1 

                                                                                 

 B A 
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Hình 3.26. Nhiệt độ hoạt động tối thích (A) và ảnh hƣởng của nhiệt độ (B) lên hoạt độ 

của protease HIV-1 tái tổ hợp 

 Kết quả xác định hoạt độ protease HIV-1 tái tổ hợp tại các pH khác nhau (hình 3.26A) 

cho thấy enzyme hoạt động tối thích tại nhiệt độ từ 35-37
o
C và không thể hiện hoạt tính ở 

20
o
C. Khi xử lý protease HIV-1 ở các nhiệt độ khác nhau, sau đó xác định hoạt độ enzyme 

còn lại (hình 3.26B) thì thấy rằng hoạt tính của enzyme bị mất hoàn toàn sau khi xử lý nhiệt ở 

70
o
C trong 10 phút. Nhiệt độ 37

o
C được chọn cho các phản ứng cắt cơ chất tổng hợp của 

protease HIV-1 tiếp theo.  

3.3.2. pH hoạt động tối thích của protease HIV-1 tái tổ hợp 

Như được chỉ ra ở hình 3.27, protease HIV-1 tái tổ hợp có hoạt độ cắt cơ chất tổng hợp cao 

trong vùng pH axit (pH 4 – 6), cao nhất tại pH 4,5; hoạt độ giảm dần tại vùng pH trung tính, kiềm 

và enzyme hoàn toàn không thể hiện hoạt tính ở pH 8. Trên cơ sở này, đệm Na-acetate pH 4,5 nồng 

độ 100 mM có EDTA 4 mM, -ME 5 mM, NaCl 0,9 M và CaCl2 1 mM, được chọn cho các phản 

ứng cắt cơ chất tiếp theo của protease HIV-1. 

          

 

 

 

 

 

Hình 3.27. pH hoạt động tối thích của protease HIV-1 tái tổ hợp 

3.3.3. Giá trị Km, Vmax và Kcat  của protease HIV-1 tái tổ hợp 

   Phối hợp kết quả phân tích đôṇg học của protease HIV -1 tái tổ hợp (hình 3.28) sử dụng 

cơ chất tổng hợp và trên cơ sở phương trình Lineweaver-Burk chúng tôi đã xác định được 

protease HIV-1 tái tổ hợp có Km là 61,3 µM, Vmax là 0,0275 µM/s và Kcat là 2,86s
-1

.  
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Hình 3.28. Đồ thị sự phụ thuộc của tốc độ phản ứng thủy phân cơ chất tổng hợp của 

protease HIV-1 tái tổ hợp vào nồng độ cơ chất  

So với Km, Kcat của protease HIV-1 trong nghiên cứu của Richard và tâp̣ thể (1990) trên 

cùng một cơ chất tổng hợp, kết quả của chúng tôi có Km cao hơn 4 lần, kcat thấp hơn 20 lần. 

Điều này cũng có nghĩa là protease HIV-1 tái tổ hợp của chúng tôi có ái lực và hiệu quả xúc 

tác thấp hơn protease thu được trong nghiên cứu của Richard và tâp̣ thể (1990). Sự chênh lệch 

này có thể do việc hồi tính chế phẩm protease HIV-1 tái tổ hợp của chúng tôi chưa hoàn toàn 

tối ưu và cần được cải tiến thêm. Mặt khác, protease HIV-1 trong nghiên cứu của chúng tôi 

là từ HIV-1 phân nhóm CRF01_AE còn trong nghiên cứu của Richard và tập thể (1990) là 

của phân nhóm B. Theo Bandaranayake và tập thể (2008) hiệu quả xúc tác của protease 

phân nhóm CRF01_AE thấp hơn so với phân nhóm B.                                                                                              

3.3.4. Ảnh hưởng của một số chất tự nhiên và tổng hợp lên hoạt độ của protease HIV -1 tái tổ 

hợp 

 Trong nghiên cứu này, chúng tôi đã tiến hành nghiên cứu ảnh hưởng của 10 hợp chất: 

pepstatin A, indinavir, axit asiatic, curcumin, catechin, epicatechin, -mangostin,  -

mangostin, 8-hydroxyquinoline, menadione và 2 muối kim loại là Na-fluor (NaF) và Zn-

sunfate (ZnSO4) lên hoạt độ thủy phân cơ chất tổng hợp của protease HIV-1 tái tổ hợp. Trong 

số các chất vừa nêu, pepstatin A là chất ức chế các protease họ aspartyl (Darke và tâp̣ thể , 

1989); indinavir là PI tổng hợp được dùng cho điều trị bệnh nhân nhiễm HIV/AIDS từ những 

năm 90 (Hoffmann và tập thể, 2007); curcumin (Vajraguptaa và tâp̣ thể , 2005), α-mangostin, 

-mangostin (Chen và tâp̣ thể , 1996), catechin và epicatechin (Yu và tâp̣ thể , 2007) đều được 

biết là ức chế hoạt tính của protease HIV-1. Trong đó, curcumin được chỉ ra là gắn với trung 

tâm hoạt động, tương tác với Asp25, Asp29, Asp30, Gly27’, Asp29’ và Asp30’ của protease 

HIV-1 dẫn đến làm mất hoạt tính của protease (Vajraguptaa và tâp̣ thể , 2005). Một số chất 

trong số này (curcumin, axit asiatic , mangostin) còn được biết là có tác dụng ức chế sự phát 

triển của tế bào ung thư do có khả năng kích hoạt quá trình chết theo chương trình của tế bào 

ung thư mà không có tác dụng gây độc tế bào khỏe mạnh (Hsu và tâp̣ thể , 2005; Akao và tâp̣ 

thể, 2008; Hatcher và tâp̣ thể, 2008). Ngoài ra, mangostin, catechin còn có tác dụng khác như 

chống viêm, kháng histamin trong điều trị dị ứng , chống lão hóa, có khả năng ức chế sự sinh 

trưởng của vi khuẩn hay nấm (Akao và tâp̣ thể, 2008; Lambert và tập thể, 2003).  
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 Kết quả nghiên cứu của chúng tôi (hình 3.29) cho thấy, protease HIV-1 tái tổ hợp bị ức 

chế rất mạnh bởi indinavir với nồng độ ức chế 50% hoạt độ (IC50) của enzyme là 0,006 µM. 

Pepstatin A, axit asiatic, curcumin, catechin, epicatechin, -mangostin, -mangostin, 8-

hydroxyquinoline và menadione đều ức chế protease HIV-1 tái tổ hợp với IC50 tương ứng là 

0,4 µM; 18,9 µM; 48,32 µM; 510 µM; 960 µM; 16,82 µM; 16,25 µM; 104 µM; 114,26 µM.  

 Chúng tôi cũng đã nghiên cứu tác dụng của NaF và ZnSO 4  lên hoạt độ xúc tác của 

protease HIV-1 tái tổ hợp nhưng cả 2 chất này đều không ảnh hưởng đến hoaṭ độ của enzyme 

thậm chí ở nồng độ lên tới 2 mM. Mặc dầu, Zn
2+ 

được
 
biết là ức chế hoạt tính của reverse 

transcriptase HIV-1 với IC50 là 53,7 μM (Sabbioni và tâp̣ thể , 1999) và một số enzyme khác 

(Phan và tâp̣ thể , 2004). Fluor được biết đến như chất ức chế một số enzyme như F-ATPase, 

enolase, NADH oxidase (Sutton và tâp̣ thể, 1987). 

Như vậy, chúng tôi là nhóm nghiên cứu đầu tiên phát hiện thấy tác dụng ức chế protease 

HIV-1 bởi axit asiatic, 8-hydroxyquinoline và menadione. 

 Việc thiết lập được hệ thống biểu hiện và thu nhận chế phẩm protease HIV-1 tinh sạch có 

hoạt tính trong nghiên cứu này hy vọng sẽ giúp tìm kiếm và phát triển các chất ức chế mới 

hiệu quả sự nhân lên của HIV thông qua việc ức chế protease của chúng. 
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Hình 3.29. Ảnh hƣởng của các hợp chất khác nhau lên hoạt độ thủy phân cơ chất của 

protease HIV-1 tái tổ hợp. A: Pepstatin A, B: Indinavir,       C: Axit asiatic, D: 

Curcumin, E: Catechin, F: Epicatechin,                    G: -Mangostin, H: -

Mangostin, I: 8-Hydroxyquinoline, J: Menadione, K: NaF, L: ZnS04
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                                     KẾT LUẬN 

1. Đã nhân bản, nhân dòng và xác định trình tự 8 đoạn gen mã hóa protease HIV-1 (297 bp) 

tách được từ một số bệnh nhân Việt Nam khác nhau và phát hiện được 19 đột biến thay thế 

nucleotide, trong đó có 10 đột biến dẫn đến sự thay thế axit amin (G16E, E35D, M36I, R41K, 

H69K, V82I, L89M, I13V, I15V, N83T). Các trình tự này đã được đăng ký trong ngân hàng 

gen thế giới. 

2. Đã thiết kế và biểu hiện thành công protease HIV-1 trong vi khuẩn E. coli BL21 (DE3) 

RIL sử dụng vector pET32a dưới dạng protein dung hợp gắn với thioredoxin và 7 axit amin 

của protein gag-pol (GTVSFNF) tại đầu N và epitope của hemagglutinin cùng 6xHis tại đầu C. 

Đã xây dựng được quy trình đơn giản để tinh sạch protease HIV-1 tái tổ hợp với 2 bước: i) rửa 

tủa tế bào trong đệm Tris-HCl 20 mM pH 7,9 có NaCl 100 mM, urea 1M và Triton X-100 1%; 

ii) sắc ký qua cột mono Q-sepharose và cột His-bind mắc nối tiếp, rửa chiết enzyme gắn với gel 

His-bind bằng đệm có chứa imidazol 250 mM. 

3.  Protease HIV-1 tái tổ hợp có hoạt tính cắt cơ chất peptide tổng hợp đặc hiệu với Km = 61,3 

µM, Vmax = 0,0275 µM/giây, Kcat = 2,86 s
-1

 và hoạt động tối thích tại pH 4,5 ở 37
o
C; mất 

hoàn toàn hoạt tính xúc tác khi bị xử lý nhiệt ở 70
o
C trong thời gian 10 phút. Lần đầu tiên 

trong nghiên cứu này đã phát hiện thấy protease HIV-1 tái tổ hợp bị ức chế bởi axit asiatic, 8-

hydroxyquinoline và menadione với nồng độ ức chế 50% hoạt độ tương ứng là 18,9 µM, 104 

µM và 114,26 µM.  

 

KIẾN NGHỊ 

1. Tiếp tục điều tra các đột biến kháng thuốc trong gen mã hóa cho protease HIV-1 để có một 

bức tranh đầy đủ hơn về mức độ kháng loại thuốc này ở Việt Nam. 

2.  Hoàn thiện việc phục hồi hoạt tính xúc tác của protease HIV-1 tái tổ hợp và sử dụng 

protease thu được làm enzyme đích trong sàng lọc, thiết kế các chất ức chế mới, hiệu quả cao 

của enzyme để có thể ứng dụng trong điều trị HIV/AIDS. 
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