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Abstract
Background/Purpose: Gene expression refers to the process of translating genetic 
information from Deoxyribonucleic Acid (DNA) to Ribonucleic Acid (mRNA) of a “special” 
gene segment in a genome into a fully functional protein. Studying the function of a gene 
is an important and meaningful job to better understand each gene segment’s function. 
Glyoxylate/Hydroxypyruvate Reductase (GR/HPR) is a D-2-hydroxy-acid dehydrogenase 
related to renal failure. The expression and purification of this gene play a very important 
role in the research process, this is the first step to be able to conduct further studies on the 
function and dynamics of the gene or protein that this gene encodes. Driving opportunities 
for biotechnology uses in medicine development and medical treatment.
Methods: Described the experiments in the laboratory, gene transfer in bacteria, expression, 
and purification of protein.
Results: We successfully cloned and expressed the gene encoding glyoxylate/hydroxypyruvate 
dehydrogenase. The coding gene was inserted into the pET26b gene vector for the replicated 
purpose in the cell and to collect in large quantities. After that, the transgenic vector was 
inserted into the bacterial E. coli (DE3). Finally, from 2 liters of cell culture, we obtained 5 
ml of recombinant protein solution concentration of 0.5mM (18.9 mg/ml).
Conclusion: We have successfully expressed the glyoxylate/hydroxypyruvate dehydrogenase 
genes from Bacillus Subtillis (BsGOR). As well as the process of expression and purification 
of this protein is also fully described in the study. Achieve the aim of research objectives.
Keywords: Glyoxylate/Hydroxy pyruvate Reductase; Recombinant protein, Expression, and 
Purifications
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Tóm tắt
Đặt vấn đề/ Mục tiêu: Biểu hiện gen/gene (Gene expression hay expression) là thuật ngữ 
dùng để chỉ quá trình chuyển đổi thông tin di truyền từ deoxyribonucleic acid (DNA) sang 
messenger ribonucleic acid (mRNA) của một đoạn gene “đặc biệt” trong một bộ gene 
(Genome) thành một protein có chức năng hoạt động hoàn chỉnh. Nghiên cứu chức năng hoạt 
động của một gene là một việc làm vô cùng quan trọng và ý nghĩa để chúng ta có thể hiểu 
hơn về chức năng của từng đoạn gene. Glyoxylate/Hydroxypyruvate enzyme (GR/HPR) là 
một enzyme thuộc nhóm D-2-hydroxy-acid dehydrogenase, có liên quan đến bệnh suy thận 
trên người. Việc biểu hiện và tinh sạch thành công gene này tạo nền móng cho những nghiên 
cứu sâu hơn về chức năng và động lực học của gene hay protein mà gene này mã hóa. Mở ra 
tiềm năng ứng dụng trong công nghệ sinh học để điều chế thuốc và điều trị bệnh. 
Phương pháp: Mô tả thực nghiệm tại phòng thí nghiệm, chuyển gene trên tế bào Vi khuẩn, 
biểu hiện và tinh sạch protein.
Kết quả: Trình tự gene mã hóa cho enzyme có khả năng phân giải glyoxylate và hydroxypyruvate 
được chúng tôi nhân bản và biểu hiện thành công, sử dụng công nghệ chuyển gene trên tế bào 
Vi khuẩn. Gene mã hóa được chèn vào trong véc tơ chuyển gene pET26b để tiến hành nhân 
lên trong tế bào và được thu nhận với số lượng lớn. Véc tơ chuyển gene sau đó được chèn vào 
trong tế bào Vi khuẩn E. coli (DE3). Kết quả, từ 2 lít dung dịch tế bào chúng tôi thu được 5 ml 
dung dịch protein tái tổ hợp có nồng độ 0.5 mM (18.9 mg/ml). 
Kết luận: Chúng tôi đã thành công trong việc biểu hiện gene mã hóa cho enzyme có khả năng 
phân giải glyoxylate và hydroxypyruvate từ chủng Vi khuẩn Bacillus subtillis (BsGOR). 
Cũng như quá trình biểu hiện và tinh sạch của protein này cũng được trình bày hoàn thiện 
trong nghiên cứu. Đạt mục tiêu nghiên cứu đã được đề ra.
Từ khóa: Glyoxylate/Hydroxy pyruvate Reductase; protein tái tổ hợp, biểu hiện và tinh sạch protein.
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Enzyme chuyển hóa Glyoxylate mã 
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quốc tế (EC 1.1.1.26 or 1.1.1.79) có khả 
năng chuyển hóa glyoxylate tạo thành 
glycolate. Ngoài ra, quá trình chuyển hóa 
hydroxypyruvate thành D-glycerate cũng 
được cho là có mối liên hệ mật thiết với 
enzyme chuyển hóa hydroxypyruvate mã 
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quốc tế (EC 1.1.1.81). Enzyme chuyển hóa 
glyoxylate/hydroxypyruvate (GR/HPR) được 
tìm thấy trong hầu hết trong các sinh vật bao 
gồm cả trên người và động vật bậc cao. Đã 
có rất nhiều nghiên cứu được công bố về biểu 
hiện và tinh sạch enzyme này từ nhiều nguồn 
khác nhau như cổ khuẩn [1-3], vi khuẩn [4-6], 
nấm men [7], tảo [8], thực vật [9-11], nấm [12] 
và trên người [13, 14]. Enzyme glyoxylate 
là một trong những enzyme rất quan trọng 
trong quá trình chuyển hóa glyoxylate của 
các sinh vật. Trên thực vật, nó giúp cho cây 
khỏe mạnh, khử độc tế bào bằng cách làm 
giảm nồng độ glyoxylate trong tế bào [15]. 
Trên người, hGRHPR chuyển hóa glyoxylate 
thành glycolate, một chất ít hoạt động hơn 
[16]. Đột biến mất gen này trên người được 
cho là nguyên nhân chính dẫn đến suy thận 
loại II (hyperoxaluria type II). Bởi vì việc 
thiếu sự chuyển hóa của enzyme GRHPR dẫn 
đến tăng nồng độ oxalate trong nước tiểu và 
là nguyên nhân gây suy giảm chức năng thận 
dẫn đến suy thận [17, 18].

Nghiên cứu của chúng tôi là nghiên 
cứu đầu tiên sử dụng chủng Bacillus subtilis 
để biểu hiện và tinh sạch enzyme GRHPR. 
Đây là một chủng Vi khuẩn rất phổ biến, 
xuất hiện ở mọi nơi xung quanh chúng ta 
và đã được nghiên cứu, ứng dụng trong rất 
nhiều lĩnh vực khác nhau: công nghiệp, 
nông nghiệp, thực phẩm, dược [19]. Việc 
biểu hiện và tinh sạch thành công enzyme 
GRHPR từ gene đích được thể hiện thông 
qua kết quả của các thử nghiệm được trình 
bày trong nghiên cứu của chúng tôi.

2. Vật liệu và phương pháp nghiên cứu

2.1. Vật liệu sử dụng cho quá trình tách và 
chuyển gene

Chủng Vi khuẩn Bacillus Subtilis 
được mua từ công ty ATCC (Mỹ) và gene 

[A0A164TVM6] được sử dụng để làm 
DNA mẫu cho quá trình tách và nhân lên 
của gene. Sử dụng cặp Mồi (Primers) cho 
phản ứng PCR (Polymerase chain reaction) 
để khuếch đại gene “đích” với Mồi Xuôi: 
5’-AGTTGGT CAT ATG AAA CCA TTT 
GTA TTT-3’ và Mồi Ngược 5’-CTGTT CTC 
GAG TTG AAA TTC TCT TGT AAG-3’. 
Ngoài ra, cặp enzyme cắt giới hạn NdeI và 
XohI được dùng để chèn gene đích vào véc 
tơ chuyển gene pET26b (Novagen, Mỹ). Véc 
tơ pET vector đã được đăng ký bản quyền tại 
Hàn Quốc (10-0690230). Chủng Escherichia 
coli (DE3) được sử dụng để biểu hiện gene. 
Cuối cùng, giải trình tự của gene đích được 
thực hiện bởi công ty Bionics, Hàn Quốc. Tất 
cả hóa chất chúng tôi sử dụng được mua từ 
Sigma- Aldrich (St .louis, MO, USA).

2.2. Phương pháp biểu hiện và tinh sạch 
enzyme BsGOR

Chủng Vi khuẩn Escherichia coli 
Rosetta2 (DE3) được sử dụng để làm tác 
nhân cho quá trình biểu hiện của véc tơ 
chuyển gene. Tế bào chứa vector chuyển 
gene được nuôi cấy bằng cách lắc qua đêm 
tại nhiệt độ 370C trong môi trường canh LB 
(Luria Broth) chứa 15 µg/ml kanamycin. 
Chuyển 10 ml môi trường nuôi cấy vào 1 lít 
môi trường LB chứa nồng độ kanamycin 15 
µg/ml, lắc và nuôi cấy ở 370C. Khi giá trị 
OD 600 đạt từ 0.5 đến 0.8, tiến hành chuyển 
bình nuôi sang bể lạnh, làm lạnh nhanh 
bằng cách thêm đá vào bể và duy trì trong 
vòng 15 phút. Sau đó kích hoạt quá trình 
biểu hiện bằng cách bổ sung isopropyl-β-
D-thiogalactopyranoside (IPTG) vào trong 
bình nuôi, nồng độ cuối trong dung dịch là 
0.25 mM, sau đó tiếp tục nuôi cấy tại 250C 
trong vòng 18 tiếng để quá trình biểu hiện 
gene được diễn ra. Cuối cùng, tế bào được 
thu nhận bằng cách ly tâm trong 30 phút tại 
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5,000 vòng/phút. Loại bỏ dịch nổi và thu tế 
bào bằng cách bổ sung dung dịch có thành 
phần 20 mM Tris-HCl, 5 % (v/v) glycerol, 
0.1 mM TCEP, 100 mM Nacl, pH 8.0, 10mM 
imidazole và 0.1 mM phenylmethylsulfonyl 
fluoride. Sau đó tế bào được bảo quản tại - 
600C. 

Quá trình ly giải protein từ tế bào được 
thực hiện bằng cách sử dụng hệ thống siêu 
âm phá vỡ tế bào, cài đặt chế độ phù hợp 
và giữ cho nhiệt độ của dung dịch tế bào 
không được vượt quá 150C. Dung dịch tế 
bào được phân tách bằng cách ly tâm tại 
15000 vòng/ phút trong 1 giờ. Thu dịch nổi 
và tiến hành tinh sạch ngay lập tức.

Quá trình tinh sạch được thực hiện bằng 
cách lọc dịch nổi sau khi ly tâm bằng màng 
lọc 0.45 µm để loại bỏ các tạp chất hoặc các 
mảnh tế bào còn sót lại. Tiến hành tinh sạch 
bằng cột sắc ký ái lực sử dụng His-trap (GE 
Healthcare Bioscience, USA), cân bằng cột 
bằng dung dịch dùng để bảo quản tế bào ở 
trên, sau đó sử dụng imidazole để thu nhận 
protein tái tổ hợp. Sản phẩm thu được ngay 
lập tức được cho sang cột Hi-Prep Desalting 
column (GE Healthcare Bioscience, USA) 
để loại bỏ imidazole tránh làm biến tính 
protein, và cuối cùng, sử dụng cột sắc ký 
kích thước size-exclusion chromatography 
column (Superdex-200; GE Healthcare 
Bioscience, USA) để phân tách và tinh sạch 
protein. Độ tinh sạch của enzyme được 
kiểm tra thông qua điện di SDS-PAGE và 
nồng độ protein thu được được đo bằng máy 
NanoDrop 1000 (Thermo Scientific, USA), 
sản phẩm cuối cùng là protein đã tinh sạch 
được bảo quản tại -600C để dùng cho các 
thử nghiệm về sau.

2.3. Phân tích kích thước phân tử và hình 
dạng cấu trúc của protein tái tổ hợp của gene 
mã hóa cho enzyme BsGOR (Analytical size 
exclusion chromatography Multi-Angel 
Light Scattering -SEC-MALS)

Thử nghiệm được tiến hành trên hệ thống 
AKTA (GE Healthcare) kết hợp chung với hệ 
thống DAWN TREOS (Wyatt Technology). 
Cột sắc ký phân tích Superdex-200 HR 
10/300 GL (GE Healthcare) với dung dịch 
đệm có thành phần bao gồm: 20 mM Tris-
HCl, 200mM NaCl, pH 8.0, tốc độ chạy 
mẫu 0.5 ml/ phút. Nồng độ protein đầu vào 
5.0 mg/mL.  Đường chuẩn là hỗn hợp chứa 
thành phần của tám (08) loại protein khác 
nhau: aprotinin nguồn gốc từ phổi bò (Sigma-
Aldrich, A3886), cytochrome C nguồn gốc từ 
tim ngựa (Sigma-Aldrich, C7150), carbonic 
anhydrase nguồn gốc từ huyết tương bò 
(Sigma-Aldrich, C7025), ovalbumin nguồn 
gốc từ lòng trắng trứng gà (Sigma-Aldrich, 
A8531), alcohol dehydrogenase có nguồn 
gốc từ nấm men (Sigma-Aldrich, A8656), 
β-amylase có nguồn gốc từ khoai lang (Sigma-
Aldrich, A8781), và apoferritin có nguồn gốc 
từ lách ngựa (Sigma-Aldrich, A3630).	

2.4. Thông tin về số hiệu trình tự của gene và 
trình tự acid amin sử dụng để giải trình tự gene

Thông tin về DNA được chúng tôi 
sử dụng lấy từ ngân hàng Gene “NCBI 
GenBank database” (https://www.ncbi.
nlm.nih.gov/genbank/). ID của BsGOR 
được trình bày trong báo cáo này là 
“KZD78503”. Thông tin về protein được 
chúng tôi sử dụng trong nghiên cứu được 
lấy từ nguồn UniProt database (https://
www.uniprot.org/uniprot/A0A164TVM6) 
với mã ký hiệu tra cứu là “A0A164TVM6”.
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3. Kết quả

3.1. Biểu hiện gene

Cặp mồi được sử dụng đã được chúng 
tôi kiểm tra để tránh trường hợp các mồi bị 
bắt sai vị trí, tự bắt với nhau hoặc thiết kế 
không phù hợp với nhiệt độ của quá trính 

PCR (hình 1). Thông qua bước kiểm tra, 
chúng ta có thể thấy cặp mồi Xuôi và Ngược 
được chúng tôi thiết kế có chiều dài phù hợp 
và nhiệt độ cũng như sự tương thích với gene 
“đích” cần được tách. Trình tự của enzyme 
cắt giới hạn NdeI và XhoI được chèn vào 
cũng được thể hiện rõ trong hình.

Hình 1: Trình tự mồi Xuôi và mồi Ngược

Để giải trình tự của gene mã hóa cho 
enzyme BsGOR được chúng tôi xác nhận 
thông qua giải trình tự bằng cả mồi xuôi 
và mồi ngược, sử dụng cặp mồi T7, kết 
quả được thể hiện rất rõ ràng trong Hình 
2. Toàn bộ gene mã hóa cho enzyme được 

chúng tôi tách và nhân lên thông qua hệ 
thống pET26b. Không xuất hiện bất kỳ đột 
biến hay mất đoạn. Trình tự của gene đích 
được giải mã hoàn toàn 100 % và tỷ lệ Gap 
hay xuất hiện đột biến thay thế cũng như 
mất đoạn là 0 % (Hình 2).

Hình 2: Kết quả Blast sau khi giải trình tự gene
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Các kết quả khẳng định, mục tiêu 
tách và nhân bản gene mã hóa enzyme từ 
bộ gene của Vi khuẩn Bacillus subtillis đã 
thành công.

3.2. Biểu hiện gene và tinh sạch protein tái 
tổ hợp của enzyme BsGOR

Quá trình biểu hiện gene được thực 
hiện bằng cách nuôi cấy chủng DE3 đã 
được chèn plasmid chứa gene đích và nuôi 
trong môi trường LB tại nhiệt độ 250C. Tại 
nhiệt độ này, protein được biểu hiện một 
cách từ từ và ổn định để có khả năng tinh 
sạch (Soluble). Vạch đại diện cho protein tái 
tổ hợp được thể hiện rõ nằm trong khoảng 
giữa vị trí của vạch chỉ thị 33.2 kDa và 41.7 
kDa của thang protein chuẩn. Nó cũng phù 
hợp với thông tin tính toán của chúng tôi về 
kích thước phân tử của protein là 36.5 kDa. 
Thể tích nuôi cấy là 2 lít sử dụng phương 
pháp nuôi cấy đã được chúng tôi trình bày 
ở trên. Protein sau khi được tinh sạch đạt 
độ tinh khiết cao, được thể hiện thông qua 
việc so sánh lane 5 và 6 với các lane khác 
của kết quả điện di SDS-PAGE (hình 3). 
Protein sau đó được mang đi ly tâm lạnh để 
đưa về nồng độ 0.5 mM (nồng độ cuối là 
18.9 mg/ml) và được bảo quản ở -600C để 
sử dụng cho các nghiên cứu tiếp theo.

  M       1      2       3       4        5       6 kDa 

94.0 

64.0 

49.0 

41.7 

33.2 

 

	

Hình 3. Tinh sạch protein tái tổ hợp 
BsGOR.

Với M: Chỉ thị protein. 1: trước khi bổ 
sung IPTG. 2: sau 18 tiếng bổ sung IPTG. 
3: Dung dịch nổi sau khi ly giải tế bào. 4: 
dung dịch thu nhận sau khi sử dụng sắc ký 
ái lực His-Trap FF column. 5: dung dịch thu 
được sau khi sử dụng sắc ký kích thước hạt 
Superdex-200 column. 6: dung dịch protein 
được thu nhận và đem đi bảo quản.

3.3. Phân tích kích thước sử dụng sắc ký và 
kết quả phân tích của hệ thống Sec-MALS 

Để có thể xách định được trạng thái 
cấu trúc của BsGOR, chúng tôi sử dụng hệ 
thống sắc ký phân tích kích thước. Dung 
dịch protein tái tổ hợp sau khi được tinh sạch 
và pha loãng đạt nồng độ (5.0 mg/ml) được 
cho chạy qua cột phân tích Superdex-200, 
thể tích của protein khi qua cột “Ve” được 
ghi nhận và so sánh với các protein chuẩn 
(Hình 4A). Giá trị Ve thu được là 13.92 ml. 
Từ kết quả trên ta có thể tính toán được, 
trọng lượng phân tử của protein tại điểm 
cực đại khi so sánh với protein chuẩn là 
xấp xỉ 70 kDa, tương ứng với khoảng gấp 
2 lần trọng lượng phân tử của protein tái tổ 
hợp BsGOR được tính toán (36.5 kDa) cho 
từng đơn phân tử. Kết quả phân tích từ Sec-
MALS được thể hiện qua hình 4B và bảng 
1 cho kết quả, trọng lượng phân tử của mẫu 
là 75.51 kDa (±0.718 %), chính xác gấp hai 
lần trọng lượng phân tử của từng đơn phân 
tử. Kết quả của hai phương pháp trên chứng 
minh được, protein tái tổ hợp BsGOR tồn 
tại ở dạng “hai phân tử” (homodimer) trong 
dung dịch. Những kết quả trên khi so sánh 
với các kết quả của protein tái tổ hợp trên 
người hGRHPR [13], nấm mốc [12], và các 
chủng vi khuẩn [4] khác là tương tự.
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Hình 4. Trọng lượng phân tử của protein tái tổ hợp BsGOR bằng sắc ký phân 

tích. (A) Giá trị Ve và đường chuẩn protein của phương pháp sắc ký phân tích. (B) Kết 
quả phân tích SEC-MALS. Tám loại protein chuẩn khác nhau được sử dụng làm đường 
chuẩn, apoferritin có kích thước phân tử 474 kDa (Elute volume ~ 20 mL) không được 
thể hiện trên hình. Chi tiết được mô tả ở phần vật liệu và phương pháp nghiên cứu. Giá trị 
của đỉnh peak Ve là 13.92 mL.

(A) (B)

Mass Fraction (%) 100%
Mn (g/mol) 7.511×104 (±0.712%)
Mp (g/mol) 7.604×104 (±0.212%
Mw (g/mol) 7.551×104 (±0.718%)
Mz (g/mol) 7.592×104 (±1.616%)

Mw/Mn 1.005 (±1.011%)
Mz/Mn 1.011 (±1.766%)

Bảng 1: Kết quả phân tích Sec-MALS

4. Bàn luận
Gene đích mã hóa cho enzyme 

có khả năng phân giải Glyoxylate/
Hydroxypyruvate từ chủng Vi khuẩn 
Bacillus subtilis (BsGOR) được chúng tôi 
phân tách thành công thông qua kết quả 
của giải trình tự gene. Gene BsGOR sau 
đó được chuyển vào trong véc tơ chuyển 
gene pET26b và được biểu hiện cũng như 
tinh sạch thành công thông qua các kết quả 
của điện di SDS-PAGE và sắc ký phân tích 
khối lượng. Sau quá trình tinh sạch, thu 
nhận được protein tái tổ hợp của enzyme 
BsGOR có nồng độ 0.5 mM (18.9 mg/ml) 

với độ tinh sạch cao và protein tái tổ hợp 
vẫn ổn định ở nồng độ này, không bị biến 
tính cũng như thay đổi cấu trúc không gian 
qua kết quả phân tích Sec-MALS. Dạng tồn 
tại của protein tái tổ hợp trong dung dịch là 
dạng đa phân tử (homodimer) tương tự so 
với protein tái tổ hợp được thu nhận từ các 
nguồn khác. Điều đó chứng tỏ được chúng 
tôi đã biểu hiện và tinh sạch thành công 
gene đích mã hóa cho enzyme có khả năng 
phân giải Glyoxylate/Hydroxypyruvate 
từ chủng vi khuẩn Bacillus subtilis, kết 
quả của nghiên cứu này có thể được tiếp 
tục phát triển và nghiên cứu một cách chi 
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tiết hơn về hoạt tính enzyme cũng như cấu 
trúc và chức năng hoạt động của enzyme 
BsGOR.

5. Kết luận
Nhóm nghiên cứu đã thành công biểu 

hiện được ezyme có khả năng chuyển hóa 
GRHPR từ bộ gene của chủng Vi khuẩn 
Bacillus subtilis. Quá trình tách gene, 
chuyển gene và biểu hiện gene được thực 
hiện thành công và trình bày thông qua các 
kết quả chi tiết trong nghiên cứu của chúng 
tôi. Đáp ứng được mục tiêu của nghiên cứu 
đã được đặt ra.
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