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1. Mở đầu

Các protein ức chê tripxin (TI) của hạt các cây họ bầu bí (Cucurbitaceae) tuy được 
phát hiện muộn hơn các TI thực vật khác nhưng đã được quan tâm nghiên cứu nhiêu vì 
chúng có những đạc tính quí về m ặt khoa học và có tiềm năng ứng dụng lớn.

Hạt của háu hết các loại bầu bí kê cả 2 TI có cấu trúc vòng mới được phát hiện từ hạt 
gấc [4] đêu có TI với khôi lượng phân tứ vào khoáng 3 kDa, có 3 cầu clisunfua, chúng dược 
xếp thành một họ mới, họ TI báu bí (squash inhibitor) [9). Trong sô các TI họ bầu bí, các TI 
phân tứ thấp của hạt bí đỏ (CMTI-I, III) được phát hiện sớm hơn cả và ngoài tác dụng ức 
chế tripxin các TI này còn ức chế factor Xlla [6] (proteinaz-xerin xúc tác cho phản ứng đẩu 
tiên trong quá trình đông máu). Gần đây [7] người ta còn phát hiện thỏm một TI khác từ 
hạt bí dỏ, CMTl-V khác với các CMTI đã biết, CMTI-V bao gồm 68 axit amin, và chi có 1 cẩu 
đisuníua, có khỏi lượng phân  tử là 7,lkDa, có tính kiềm và cũng có tác dụng ức chê đặc hiệu 
factor XIla. Tuy nhiên hàm lượng TI này ở hạt bí đỏ tương đôi thấp, vì vậy đà có một scY 
công trình nghiên cứu sử dụng kỹ th u ậ t  ADN tái tô hợp đê tách dòng gen mã hoá chúng 
[ 1,2,13,14] với hy vọng có thể  sản xuất bằng các biện pháp Công nghệ Sinh học.

Công trình này tách gen mã hoá CMTI-V từ hạt bí đỏ, sử dụng kỹ th u ậ t ADN tái tô 
họp đế tách dòng và biếu hiện gen CMTI-V ở E.coli.

2. Nguyên liệu và phư ơng pháp

2.1. Nguyên liêu

- Lá bí đô (Cucurbita maxima) cần non tươi được sử dụng làm nguyên liệu đê tách 
ADN tổng số.

- Chúng E.coli DHõcx (MBI Fermentas) được dùng làm tế  bào chủ đê nhân  bản
plasmit tái tô hợp. Chủng E.coli BL21 (DE3) của Life Technologies (Mỹ) được dùng đê biêu 
hiện protein tái tố họp. Các mồi clo Invitrogen life technologies tống hợp theo th iết kê của
chủng tôi. Các hoá chất thông dụng trong Sinh học phân tử của các hãng Sigma, Bio.Rađ,
Promega. đNTPs, Mix ladder, Taq DNA polimeraz, X DNA ladder của Finnzymes, BamHI, 
Tị DNA ligaz của Promega. Tripxin tuỵ tạng bò và cơ chât BApNA (Nu-benzoyl-DL- 
arginine-p-nitroanilide hydrochloride) của Sigma; Plasmit pET 14b của hàng Invitrogen; 
Kit để tách ADN tổng số và tách plasmit của Qiagen; X-gal (Bromo-4-chloro-3 indolyl-P-D- 
galaetopyranoside) của MBI Fermentas; Glass microfibre filters của W hatman, Anh.
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2.2. Phương pháp

- Tách ADN toàn phần từ lá bí đỏ:

ADN tông sô của lá bí đỏ non làm khuôn trong phản  ứng PCR được tách theo phương 
pháp của Eija Pehu và cộng sự [3]. Kiêm tra  hàm lượng và độ sạch của ADN bằng phương 
pháp đo độ hấp thụ ỏ bước sóng 260nm, 280nm; phương pháp điện di trên gel agaroz.

- Tách dòng và nhản gen của CMTI-V

Đà sử dụng 2 cặp mồi sau:

Mồi xuôi (forward primer) có chứa trung  tâm nhận  biết của Ndel:

5 CAATGGATCCTCCTGCCCAGGTAAGTC 3

Mồi ngược (reverse primer) có chứa trung  tâm  nhận biết của BamH I:

3 CGCGGATCCGCGTATACCGATCCTCGG5

Phản ứng PCR đê tổng hợp và kiếm tra  lại gen CMTI-V được thực hiện như sau: thê 

tích hỗn họp phản ứng 25f.ll bao gồm: 2f.ll ADN genom bí đỏ (520ng ADN), l,25|.il mồi xuôi 
(225ng), 1.25|il mồi ngược (22õng), 0.5fil dNTPs (200|.iM), 0.5|.il Taq polimeraz (0.5IU), 

19,5|.il đệm PCR 1 lần .

Chương trình chạy PCR: biến tính ADN khuôn ở 94°c trong 3 phút, nhiệt độ gắn mồi 
ở 63"C trong 1 phút, tổng hợp ở 72°c trong 1 phút, tổng sô" là 30 chu kỳ, nhân lại gen CMTI-
V trong 8 phút ở 72°c, cuôi cùng sản phẩm PCR được giữ ớ 4°c cho tới khi kiêm tra trên 
agaroz.

Kiểm tra sản phẩm PCR bằng phương pháp điện di trên  agaroz 2%, tinh sạch qua 

Glass Microfibre filters (GF/D, GF/C, Whatman, UK).

- Phương pháp điện di ADN trên gel poliacrilamit 5% [12]: Đệm điện di TAE, tiến 
hành diện di ỏ điều kiện 90 phút, 150V. Sau khi điện di, cô định trong etanol 10% trong 5 
phút, rửa bàng dung dịch HNO.ị 3% trong 3 phút, rửa bằng nước Milli Q 1 phút, nhuộm 
bàng AgNO;* 0,2% trong 20 phút, rửa sạch AgNO .3 bằng nước Milli Q, cuối cùng hiện băng 
ADN bằng dung dịch Na , c o  ị 3% và 0,1% focmaldehit trong khoảng 3 phút, giữ gel trong 
axit acetic 10%.

- Điện di trên gel poliacrilamit 15% phát hiện băng TI theo phương pháp đã mô tả 
trước đây [8].

2.3. Thiết kếvec tơ  tái tô hợp

Plasmit pET-14b có chứa trung tâm nhận biết của BamH I và Nde I được mở vòng 
bằng cách xử lí với 2 enzim này ở điểu kiện: 37°c trong 2 giờ.
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San phàm PCR nhân bán ADN genom bí đỏ với mồi xuôi và mồi ngược dạc hiệu đã 
(luộc tinh sạch, cat với BamH I và Ncle I (ỏ điểu kiện 37“C trong 2 £ÌÒ'). đưa vào plasmit 

pKT-14b đà mỏ vòng bằng 2 enzim trên.

Phán Íiníí íỊan được thực hiện ử 4°c trong thòi gian 16 giò' nhò T. liga/ [10].

Vectơ tái tô họp pET-14b -  CMTI-V viết tá t  (pET-TI-V) được biên nạp vào chủng 

E.coli DHõcx bằng phương pháp sốc nhiệt [5].

Các thê biên nạp được sàng lọc trên môi trường thạch Luria-Bertani (LB) (l°b 

tripton, 0,5% cao nấm men, 1% NaCl) có bổ sung ampixilin (100|.ig/ml), nuôi qua đêm ỏ 
'M"C. Chọn các khuẩn lạc mầu trắng  (có mang AON ngoại lai) cấy chuyền sang các đìa 
thạch trong môi trường LB có ampixilin (100|.ig/ml) đê dùng cho các thí nghiệm tièp theo.

Nuôi vi khuân E.coli DHõa tái tô hợp, tách plasmit tái tô hợp, tinh sạch (theo phương 

pháp Qiagen [11]. Cat bang 2 enzim giới hạn  BamH I và Nde I, kiểm tra hằng phương pháp 
PCR, sản phárn dược kiêm tra  kích thước bằng cách điện di trên gel agaroz 2°() với thang 
chu an ADN.

Dòng vectơ mang gen CMTI-V đà qua kiểm tra như trôn, được giãi trình tự vùng có 
cADN theo phương pháp Sanger.

2.4. Biêu hiện protein tái  tô ìuỉp ỏ E.coli

Vectớ tái tô hợp pET-14b-TI-V được biến nạp vào chủng E.coli BL21 bằng phương 
pháp sồc nhiệt [5].

Sàng lọc vi khuân  tủi tô hợp trên môi trường thạch LB có ampixilin, X-gal, các khuân 

lạc tráng được nuôi trôn môi trường lỏng có chứa ampixilin (100|Ag/ml) ở 37°c đến khi đạt 
g\{\ trị 00,;,,,,= 0,6. Thêm IPTG (isopropyl P-thiogalactoside) đê cảm ứng biếu hiện protein 
(tích.

Thu sinh khôi tê bào, phá màng tê bào bằng siêu ám (máy Sonicprep 150 cua Đức), 1 
thể tích tê bào + 50 thể tích dung dịch đệm TE (lOmM Tris-HCl, lmM EDTA, pH=8,0), li 
tâm 12.000 vòng /phút ớ 4°c trong 30 phút, thu  dịch trong giữ ỏ — 20nc  đê cho các thí 
nghiệm tiỏp theo. Kiếm tra  hoạt tính của protein tái tô hợp bằng phương pháp PAGE có 

chứa cơ chất [8].

3. Kết quá và thảo luận

3.1. Tách và tinh chê ADN tổng sô

Lá bí đỏ non nghiền trong nitơ lóng, chiết theo tỉ lệ 1:4 (mg/f.il) dung dịch AP, nồng độ 

RNAz cuôi cùng là lOO^g/ml, giữ ở 65°c trong 10 phút, thêm 130 Ị.il AP, giữ trong nước đá 5

Tạp ('In Khoa học t ) Ỉ I Q ( i l / \ .  K / ỈT N  cC C/V. I  XX, SỐJ. 2004
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phút, li tám, thu dịch nổi, cho qua cột QIA shreder (QIAsMC), thu dịch qua cột. Thêm dung 
dịch AP.J, etanol vào dung dịch nhận được qua cột theo tỉ lệ thê tích 0,5:1:1, trộn đều cho 
toàn bộ hỗn dịch này qua cột Dneasy MC, rửa cột 2 lần bằng dưng dịch đệm AW. Thôi ADN 
khỏi cột bằng 100f.ll dung dịch đệm AE. Kiêm tra nồng độ và độ sạch của ADN tống số bằng 
điện di trên agaroz và trên máy quang phô (spectronic Unicam). Kết quả nhận được tỉ lệ 
OD2(;o/ODJ8() là 1,86-1,90, chứng tỏ chế phẩm có độ sạch đạt yêu cầu. Điện di trên gel agaroz
0,8% với thang chuẩn X ADN các nồng độ khác nhau cho thấy hàm lượng ADN tống số’ thu 
được là 260ng/ml. Như vậy, ADN thu được có chất lượng tốt và hàm lượng đủ cho các nghiên 
cứu tiếp.

3.2. Nhản bản đoạn gen CMTỈ-V từ ADN genom bí đủ bằng kỹ thuật PCR

Sứ dụng ADN đã tinh sạch làm khuôn trong phán ứng PCR, với mồi xuôi, mồi ngược 
và các điều kiện phản ứng như đã nêu trong phần phương pháp. Theo tính toán lí thuyết sê 

nhận được sản phẩm phản ứng có kích thước 230bp. Kết quá điện di trên gel poliacrilamit 
5% (hĩnh 1) cho thấy sản phẩm PCR thu được có 1 băng với kích thước đúng như tính toán lí 
thuyết vào khoáng 230bp.

H ì n h  1: Đ iện  di đồ s á n  p h ẩ m  P C R  sứ  d ụ n g  
A D N  g en o m  bí ngô là m  k h u ô n

1 - T h a n g  A D N  c h u ẩ n
(100-10000bp)

2 - S ả n  p h ẩ m  P C R  -  2 3 0bp

— 2 3 0 b p

1 2

Phân tích trình tự nưcleotit chứng tỏ đúng là gen CMTI-V (kết quả không trình bày ở 
đây). Ngoài ra, chúng tôi cùng đã tống hợp gen mă hoá CMT1-V theo phương pháp đã mô tả 

trước đây [14] và nhân đoạn gen đã được tông hợp bằng kỹ thuật PCR với 2 phản ứng PCR

Tạp chi Khoa học Đ ỈIQ G I/N . K ỈỈT N  á  C N . I XX. Sò'3, 2004
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nôi tiếp nhau, phản ứng sau sử dụng sản phẩm của phản ứng trước làm khuôn, với 2 mồi 
xuôi và ngược. Kết quả trên hình 2 cho thấy sản phẩm PCR có kích thước khoảng 230bp, 
đúng theo tính toán lí thuyết. Sản phâm PCR được tinh sạch qua màng Recochip, nhận 
được một băng ADN sác nét, có kích thước tương ứng 230bp (hình 3).

— 1353
— 1078
— 872

— 603

— 310
— 281
— 234
— 194 
-►118 
-*72

1 2 3 4 5 6

H ì n h  2: K ết q u ả  tồ n g  hợp gen  CM TI-V

1 - S ả n  p h ẩ m  P C R  1 với n ồ n g  
độ c ủ a  m ồi mồi là  2 0 0 n g

2- S ả n  p h ấ m  P C R  1 với n ồ n g  
độ của mồi mồi là  2 5 0 n g  

3 - T h a n g  A D N  c h u ấ n  (lOObp)
4,5- S ả n  p h ẩ m  P C R  2, mồi xuôi, mồi 
ngược, k h u ô n  là  s ả n  p h à m  P C R l .

1 2 3

H ì n h  3: K ế t  q u ả  t i n h  sạ c h  s ả n  p h ẩ m

P C R  c ủ a  g en  C M TI-V
1- T h a n g  A D N  c h u ẩ n  (lOObp)
2- S ả n  p h ẩ m  P C R  (của  cột 4, 5 ả n h  3) 

s a u  kh i  t i n h  sạch
3- T h a n g  A D N  c h u ẩ n  Â/Hae III (lOObp)

3.3. Tách dòng gen CMTI-V

Đê thu được đủ sô* lượng gen CMTI-V dùng trong biến nạp, sản phẩm PCR nhân bản 
từ genom bí đò đã được tinh sạch, cắt bằng BamHI và Ndel, điện di trên gel agaroz 2 %  đê 
tách và tinh sạch gen CMTI-V, nôi vào plasmit pET 14b cũng đã được cắt với 2 enzim 

BamHI và Ndel. Quá trình gắn gen vào plasmit được thực hiện nhờ T .J  ligaz. Vectơ mang 
gen CMTI-V (được kí hiệu là pET-TI-V) được biến nạp vào tê bào khả biến E.coli chủng 
DHõa đê nhân vectơ tái tô hợp. Kết quả biến nạp được sàng lọc' trên môi trường LB-agar có

Tạp chi Khoa học D H Q G IIN . K H I N  Ầ CA/. T.xx, S ổ 3, 2004
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ampixilin, X-gal và IPTG, các khuẩn lạc màu trắng (khuẩn lạc dương tính) là các vi khuẩn 
tái tồ hợp có chứa pET-TI-V.

3.4. Kiếm tra tiếp sản phẩm  biên nạp bằng PCR

Tách ADN plasmit từ các khuẩn lạc dương tính dùng làm khuôn trong PCR với cặp 

mồi xuôi, ngược đặc hiệu của gen CMTI-V. Kết quả trên hình 4 cho thấy sản phẩm PCR có 1 
băng ADN sắc nét được nhân bản từ các vectơ tái tổ hợp có kích thước tương ứng vối sản 
phẩm PCR khi sử dụng ADN genom bí đỏ làm khuôn, đã được tách dòng trong E.coli.

Hình 4: Đ iệ n  di đồ s ả n  p h ẩ m  PC R  
t r ê n  P A G E  5% A D N  p la s m i t  t á c h  từ  
các k h u â n  lạc  d ư ơ n g  t í n h

1 -T h a n g  A D N  c h u ẩ n  (100-10000bp)
2- S ả n  p h ẩ m  P C R  sử  d ụ n g  ADN 

p la s m i t
t á i  tô  hợp  là m  k h u ô n  với cặp  mồi 
đặc

h iệ u  cho  g en  C M T I-V
3- S ả n  p h ẩ m  P C R  sử  d ụ n g  ADN 

g e n o m  bí đỏ là m  k h u ô n

Đế tiếp tục kiểm tra  sản phẩm biến nạp, plasmit của các khuẩn lạc dương tính đã 
được tinh sạch và xác định trình tự nucleotit của đoạn gen đích nối vào plasmit pETl4b. 
Kết quả được trình bày ở hình 5.

-0
£

500
400
300
200

230bp

100

Tạp chí Klioa liọc Đ H Q G H N . K IIT N  & C N , r.xx, S ố 3,2 004
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1 0  2 0  3 0  1*0

G G i : ' I í G G G C C C  G 1 c C ì i: 1 C  c i: G c 1

SO 6 0  7 0  8 0  VO

I c c c c: c ] i: r. G V c  c I I ft tì A G c  I G 1 \ H I c c i G G G G G

1 0 0  1 1 0  1 2 0  1 3 0  11(0

Ũ c  i: i:  G c  c ! 1 c  I* c  G T c  c ‘ì f< c  fi c  G G c  G I V. 1 c  c  G

; c c G c »: i G c c ' c r> c c n c • : G c c • 1 i: c c ( I C C  c c

atccgaacgttaaagctgttatcctggaagaaggtacaccagttaccaaggaettcaggt 120
gcaacagggttaggatctgggttaacaagagagtctggtagtatcaccaccgaggatcgg 180
ttaacgcggatcatggctgccgcgcggcaccaggccgctgctgtgatgatgatgatgat 240

Hình 5: K ế t  q u a  xác đ ịn h  t r ì n h  tự  đo ạn  A D N  p la s m i t  t á i  tố  hợp có c h ứ a  gen  CM TI-V 

3.5. Biêu hiện gen CMTI-V trong E.coli BL21

Plasmit tái tô hợp pET-TI-V được biến nạp vào E.coli BL21 (DE3), kí hiệu là BL21- 

pET-TI-V. Sau khi biến nạp, cấy trải vi khuẩn tái tổ hợp trên môi trường LB đặc có 

ampixilin và X-gal, chọn các khuẩn lạc trắng (khuẩn lạc dương tính, đã được biến nạp) nuôi 

cấy tiếp trên môi trường LB lỏng có ampixilin ỏ 37°c qua đêm, tách plasmit và kiêm tra

l  ap chí Khoa học D H Q G ỈIN . K IIT N  & C N . I .XX. So 3, 2004
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bằng kỹ thuật PCR. Kết .quả trên hình 6 và 7 cho thấy các khuẩn lạc đều cho sản phẩm 
PCR đúng kích thước đã dự tính.

230bp

8 9 1011

230b|

H ì n h  6: Đ iện  di đồ s á n  p h ấ m  P C R  t r ê n  
gel a g a ro z  2% (sứ d ụ n g  A D N  p la s m i t  
tá i  tô  hợp tá c h  từ  các k h u â n  lạc  k h á c  
n h a u  c ủ a  B L 21-pE T -T I-V  làm  khuôn) .

1-T h a n g  A D N  c h u ẩ n  
(M a rk e r  Mix: từ  100-10000bp)
2-11: s ả n  p h ẩ m  P C R  c ủ a  A D N  p la s m i t  
củ a  các k h u â n  lạc dư ơng  t ín h  k h á c  n h a u

1 2 3 4 5 6
Hình 7: Điện di đồ sản phẩm PCR trên 
PAGE 5% (sử dụng ADN plasmit 
t á i  tô  hợp  tá c h  t ừ  các k h u ẩ n  lạc k h á c  

n h a u  c ủ a  B L 21-pE T -T I-V  làm  khuôn) .

1 - Thang ADN chuẩn
(Marker lOObp: từ 80-1031bp)

2,3 - Đôi chứng: sản phẩm PCR ban đầu 
(sử dụng ADN genom bí đỏ làm khuôn 
với mồi xuôi, ngược (1 Ị-il và 0,5f.il)

4,5,6 - Sản phẩm PCR của các ADN
p la s m i t  t á c h  t ừ  các k h u ẩ n  lạc k h á c  
n h a u  c ủ a  B L21-pE T -T I-V .

Các khuẩn lạc dương tính được nuôi trên môi trường LB lỏng, cảm ứng bằng IPTG đê 
biếu hiện gen CMTI-V. Chúng tôi đã tiến hành nghiên cứu ảnh hưởng nồng độ chất cảm 
ứng, thòi gian, nhiệt độ nuôi cấy v.v... đến quá trình biểu hiện (kết quả không trình bày ở 
đây). Ớ các điều kiện đã lựa chọn tiến hành nuôi vi khuẩn trên máy lắc hoặc lên men. Sau 
khi thu tê bào vi khuẩn, phá võ màng tê bào và li tâm.

Kiểm tra hoạt tính của protein tái tổ hợp có trong dịch nổi sau li tâm bằng phương 

pháp điện di trên gel poliacrilamit không có SDS, có cơ chất [8]. Kết quả trên hình 8 cho 
thây có một băng TI chủ yếu (băng màu xanh trefi nền trắng).

Tạp chí Khoa học Đ H Q G ỈỈN , K H I N  & C N . r.xx. Sô'3. 2004
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Hình 8: Điện di trên gel poliacrilamit 15% 
không SDS, có cơ chất, băng TI có màu xanh

4. Kết luận
1. Đã tách tinh chế ADN genom của bí đỏ có độ sạch đạt tỉ lệ OD260/OD280 là 1,86-1,90.
2. Gen mã hoá CMTI-V đã được nhân lên bằng kỹ thuậ t PCR khi sử dụng ADN 

genom bí đỏ làm khuôn, đã tinh sạch và xác định trình tự.
Gen mã hoá CMTI-V cũng đã được tổng hợp thành công từ 4 mồi gôl nhau.
3. Đã thiết kê vectơ tái tố hợp mang gen CMTI-V (pET-TI-V) và nhân dòng trong 

E.coli DH5a
4. Biểu hiện gen CMTI-V trong E.coli BL21, nhận được protein tái tổ hợp có hoạt tính 

ức chê tripxin.
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CLONING AND EXPRESION IN E.COLI OF THE GENE CODING FOR 
PUMPKIN (CUCURBITA MAXIMA) TRYPSIN INHIBITOR, CMTI-V

Dao Thi Thuy, Nguyen Quynh Uyen, Nguyen Thi Bich Hau,
Vo Thi Thuong Lan and Pham  Thi Tran Chau

Centre o f Biotechnology, Vietnam National University, Hanoi

CMTI-V is a trypsin inhibitor discovered in 1990. from pumpkin seeds. It consists of 
68 amino acid residues in a single chain and one didulfide bridge, Mr of T.lkDa. The CMTI-
V also specifically inhibits factor Xlla. However the content of CMTI-V in pumpkin seeds is 
rather low, therefore it is worthy to study the gene encoding CMTI-V, cloning and 
expression of the gene in E.coli.

For this purpose, the total genomic DNA from pumpkin (Cucurbita maxima) was 
isolated and purified. The CMTI-V gene was sucessfully cloned from genomic DNA of 
pumpkin by PCR technique, using its specific forward and reverse primers containing 
restriction enzyme specific sites. The PCR amplified product was inserted into plasmid 
pET-14b to form pET-14b-CMTI-V and transformed into E.coli DH5a. Selection and 
checking the positive clones by PCR and the target gene in recombinant vector was 
sequenced. The obtained results indicated tha t the gene was sucessfully cloned. The target 
gene was expressed in E.coli BL21 (DE3) and the recombinant protein was tested for 
inhibitory activity against trypsin on PAGE containing substrate. One major TI band was 
found.
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