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Abstract
In this study, the full coding sequence of GmNAC004 gene was ampli�ed and cloned into pZY101 vector under 
the control of the 35S promoter. �e 35S:GmNAC004 construct was transformed into DT22 soybean variety via 
A. tumefaciens EHA101. �e results revealed that the rate of multiplication of shoots was 69.56% and the survival 
rate was 3.84% a�er selecting on shoot elongation medium with glufosinate. Additionally, the result showed that 
18 transgenic lines were herbicide resistant. Taken together, all the transgenic lines were also positive with speci�c 
primer by PCR analysis.
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TÓM TẮT
Endolysins (tên gọi khác là lysins) là các enzyme thủy phân có nguồn gốc từ thực khuẩn thể (bacteriophage) có 

tác dụng phá hủy peptidoglycan của thành tế bào vi khuẩn trong giai đoạn cuối chu trình sinh sản của thực khuẩn 
thể. Dòng thực khuẩn thể vi khuẩn Staphylococcus NA6 được phân lập từ mẫu sữa tươi nguyên liệu cho thấy khả 
năng ức chế vi khuẩn gây bệnh Staphylococcus aureus cao. Gen (LysSA) mã hóa enzyme endolysin của thực khuẩn 
thể NA6 được tạo dòng và tối ưu hóa mã bộ ba biểu hiện enzyme endolysin trong vi khuẩn E.coli. Sau đó toàn bộ 
đoạn DNA được chuyển vào vector biểu hiện pET21b(+) trong vi khuẩn E. coli BL21. Gen LysSA mã hóa protein 
endolysin (LysSA) có khối lượng phân tử được tính toán khoảng 50 kDa. Endolysin tái tổ hợp tách chiết được có 
hoạt tính kháng cao với vi khuẩn gây bệnh S. aureus.

Từ khóa: Escherichia coli, Endolysin, Staphylococcus aureus

I. ĐẶT VẤN ĐỀ
Staphylococcus aureus là tụ cầu khuẩn có khả 

năng sản sinh ra các độc tố gây nên sự ngộ độc thực 
phẩm, một trong những nguyên nhân phổ biến 
nhất gây ra bệnh viêm dạ dày, ruột trên toàn thế 
giới. Staphylococcus aureus cũng là tác nhân thường 
xuyên gây nhiễm trùng cận lâm sàng ở bò sữa và đặc 
biệt là bệnh viêm vú - bệnh gây tử vong và phổ biến 
nhất ở bò sữa. Vì vậy, sự có mặt của S. aureus là mối 
nguy cơ lớn cho sự an toàn và chất lượng của các loại 
sữa, phomai truyền thống. 

Endolysin có nguồn gốc từ thực khuẩn thể có 
tác dụng phá hủy peptidoglycan của thành tế bào 
vi khuẩn trong giai đoạn cuối chu trình sinh sản 
của thực khuẩn thể. Các enzyme này làm giảm độ 
mạnh của thành tế bào dẫn đến dung giải tế bào và 

giải phóng ra các thực khuẩn thể thế hệ tiếp theo. 
Vì vậy, khi có mặt endolysin chúng có thể phân hủy 
lớp peptidoglycan của thành tế bào của mọi vi sinh 
vật khi tiếp xúc, dẫn đến các vi sinh vật sẽ bị chết. 
Bên cạnh sự phân giải từ bên trong, các endolysin 
từ thực khuẩn thể của các vật chủ Gram dương vẫn 
có thể phân giải nhanh chóng vi khuẩn khi chúng  ở 
ngoại bào (Loessner, 2005). Giống như chất kháng 
vi khuẩn tiềm năng, endolysin có phương thức hoạt 
động riêng biệt, có tính chuyên biệt cao, hoạt động 
chống lại các vi khuẩn kể cả các loại nhạy cảm với 
thuốc  kháng sinh (Borysowski et al., 2006). Ngoài 
ra, các endolysin tái tổ hợp được báo cáo là ức chế 
nhiều loại vi khuẩn gây bệnh và được khẳng định 
như một nguồn kháng vi sinh vật thay thế để điều 
trị các bệnh nhiễm khuẩn do vi khuẩn Gram dương 
gây ra (Loessner, 2005). Nhờ đó mà endolysin được 
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xem như một chất kháng sinh thực phẩm lý tưởng 
có tính tác động chọn lọc. Trong công nghiệp lên 
men, endolysin như Ply511 có thể được sử dụng 
để kiểm soát vi khuẩn Listeria monocytogenes làm 
hỏng sữa (Gaeng et al., 2000) hoặc sử dụng lysine 
CTP1 để kiểm soát vi khuẩn clostridium trong quá 
trình chế biến phomat (Mayer et al., 2010). Trong 
chế biến sữa, endolysin LysH5 từ thực khuẩn thể 
của vi khuẩn Staphylococcus LysH5 có thể tiêu diệt 
vi khuẩn S. aureus trong sữa tươi nguyên liệu sau 4 
giờ ở 37oC (Obeso et al., 2008). Ngoài ra, endolysin 
có thể kiểm soát vi khuẩn gây bệnh viêm vú ở tuyến 
vú của gia súc lấy sữa, phòng trừ nhiễm chéo thực 
phẩm trong quá trình lấy sữa và giết mổ gia súc như 
endolysin Ply700 và LysH5 kiểm soát vi khuẩn gây 
bệnh Streptococcus uberis và S. aureus (Celia et al., 
2008; Obeso et al., 2008).

Được phân lập từ mẫu sữa tươi nguyên liệu thu 
thập từ Nghệ An, dòng thực khuẩn thể vi khuẩn 
Staphylococcus NA6 có khả năng ức chế vi khuẩn 
gây bệnh S. aureus cao nhất. Sau khi giải trình tự 
gen, đã tiến hành nối và kiểm tra biểu hiện đa hình 
gen endolysin LysSA của thực khuẩn thể vi khuẩn 
Staphylococcus NA6 vào Escherichia coli.  Đồng thời, 
nghiên cứu biểu hiện protein endolysin tái tổ hợp và 
đánh giá hoạt tính kháng với S. aureus. 

II. VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU
2.1. Vật liệu nghiên cứu

Gen mã hóa endolysin của thực khuẩn thể S. 
aureus LysSA được tách dòng trong vector tách dòng 
pCRTM4–TOPO (Invitrogen). Plasmid pET21b(+) 
của hãng Novogen được dùng làm vector biểu hiện 
gen mã hóa endolysin. Tế bào E. coli DH5α được 
dùng cho mục đích tách dòng gen. Tế bào E. coli 
BL21 dùng để biểu hiện protein.

Enzyme cắt giới hạn NdeI, XhoI được dùng để xử 
lí vector tách dòng và vector biểu hiện. Cặp mồi T7 
Terminator (GCTAGTTATTGCTCAGCGG) và T7 
Promoter (TAATACGACTCACTATAGGG) được 
dùng trong PCR kiểm tra các sản phẩm ghép nối và 
vi khuẩn mang gen tái tổ hợp sau biến nạp.

2.2. Phương pháp nghiên cứu
2.2.1. �iết kế vector biểu hiện pET21b – LysSA 

Trình tự gen LysSA mã hóa enzyme Endolysin 
(được phân lập từ thực khuẩn thể NA6) được tách 
dòng trong vector pCRTM4–TOPO (Invitrogen) và 
được gửi sang Canada để tối ưu hóa mã bộ ba biểu 
hiện protein Endolysin trong vi khuẩn E.coli. Sau 
đó, vector tái tổ hợp và vector biểu hiện pET21b(+) 

được xử lý đồng thời bằng 2 enzyme cắt giới hạn là 
NdeI và XhoI và được nối lại với nhau bằng enzyme 
T4 DNA ligase (Sigma) để tạo thành tổ hợp pLysSA. 
Sản phẩm ghép nối được biến nạp vào tế bào khả 
biến E. coli BL21 và nuôi trên môi trường LB agar 
bổ sung kháng sinh ampicillin ở nồng độ 100 µg/ml. 

2.2.2. Biểu hiện protein tái tổ hợp
Tế bào E. coli BL21 mang plasmid tái tổ hợp 

pET21b(+) – LysSA được nuôi lắc trên môi trường 
Luria Broth có bổ sung ampicillin nồng độ 100 
µg/ml, lắc 200 vòng/phút qua đêm ở 37oC. Sau đó 
0,5 ml dịch nuôi cấy được chuyển qua 50 ml môi 
trường LB chứa ampicillin 100 µg/ml và được nuôi 
lắc ở 37oC đến khi mật độ quang (OD 600 nm) đạt 0,6 
- 0,8. Chất cảm ứng IPTG được thêm vào đến nồng 
độ cuối cùng đạt 1 mM, dịch nuôi cấy được tiếp tục 
nuôi lắc trong 4 h. Tế bào vi khuẩn được thu bằng 
ly tâm 6.000 vòng /phút trong 6 phút tại 4oC và rửa 
trong Lysis bu�er (Tris 50 mM pH = 7,5; NaCl 100 
mM; MgSO4 8 mM) sau đó được phá vỡ bằng sóng 
siêu âm. Protein được thu bằng ly tâm 13.000 vòng/
phút trong 30 phút tại 4oC và loại bỏ cặn tế bào (dịch 
enzyme endolysin). Sau đó protein được biến tính và 
phân tích bằng SDS-PAGE 12%.

2.2.3. Hoạt tính của enzyme endolysin
Vi khuẩn chỉ thị S. aureus được nuôi cấy trên môi 

trường LB lỏng ở 37oC cho đến khi OD.600nm = 0,05 
- 0,1 (103 - 106 cfu/ml). Chuẩn bị môi trường LB bán 
lỏng có chứa vi khuẩn với nồng độ 103 cfu/ml. Đục 
thạch thành các lỗ nhỏ, đều nhau. Nhỏ 100 µl dịch 
có chứa enzyme endolysin đã được pha loãng theo 
cấp số 2 vào mỗi giếng. Để đĩa trong tủ lạnh trong 
1 giờ, sau đó chuyển sang tủ ấm 30oC nuôi qua đêm 
và quan sát vòng vô khuẩn. Hoạt tính của endolysin 
được biểu thị bằng đơn vị units trên 1 ml (U/ml) và 
được tính theo công thức: (1000 ˟  25-1) ˟  (D-1). Trong 
đó: D là độ pha loãng cao nhất mà ở đó không có sự 
phát triển của chủng chỉ thị S. aureus.
2.3. �ời gian và địa điểm nghiên cứu 

Nghiên cứu được thực hiện từ năm 2016 - 
2018 tại Viện Di truyền Nông nghiệp và Tập đoàn 
SyntBioLab, Canada.

III. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN
3.1. �iết kế vector biểu hiện pET21b – LysSA

Gen mã hóa endolysin LysSa có kích thước 1443 
bp. Để thuận lợi cho việc đưa trình tự gen vào vector 
biểu hiện, trình tự nhận biết của 2 enzyme XhoI 
và NdeI được thêm vào 2 đầu đoạn gen đích, kích 
thước gen tăng lên là 1452 bp. Vector tách dòng 
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pCR-LysSa và vector pET21b (+) sau khi xử lí bằng 
XhoI và NdeI được phân tách trên gel agarose 1%. 
Kích thước sản phẩm cắt giới hạn lần lượt là 1444 
bp (gen LysSa), khoảng 3,9 kb (vector tách dòng) và 
5366 bp (vector pET21 (+)). Sản phẩm cắt của gen 
LysSa và pET21b(+) được tinh sạch bằng bộ kit Gel 

Extraction Kit (Fermentas) và được nối với nhau 
bằng enzyme T4 ligase để tạo thành vector tái tổ 
hợp pLysSa. Sản phẩm nối được kiểm tra bằng PCR 
sử dụng cặp mồi T7 promoter/T7 terminator. Kết 
quả thu được vạch băng mong muốn với kích thước 
1668 bp (Hình 2).

Để tìm được dòng vi khuẩn E. coli biểu hiện 
Endolysin hiệu quả, plasmid tái tổ hợp pLysSA được 
biến nạp vào 3 dòng E. coli khác nhau là Tuner, 
Rosetta (Novagen) và BL21-DE3 bằng kĩ thuật xung 
điện. Các khuẩn lạc mọc trên môi trường LB agar/
ampicillin được chọn ngẫu nhiên để kiểm tra sự có 
mặt của vector tái tổ hợp bằng PCR với cặp mồi T7 
promoter/T7 terminator (Hình 3).

Kết quả cho thấy tất cả các giếng đều xuất hiện 
vạch băng tương ứng với kích thước của vector 
pLysSA là 1688 bp. Như vậy, nghiên cứu này đã 
biến nạp thành công vector pLysSA vào cả ba dòng 
vi khuẩn nhận. Sau đó, chúng tôi dùng dòng E.coli 
BL21 DE3 để tiến hành biểu hiện protein Endolysin.

Hình 1. Kết quả cắt vector tách dòng pCR-LysSA 
bằng enzyme cắt giới hạn XhoI và NdeI

Ghi chú: M: Marker 1 kb DNA plus (Invitrogen); 
1: Sản phẩm cắt của vector tách dòng pCR-LysSA bằng 
enzyme cắt giới hạn XhoI và NdeI.

Hình 3. Kết quả điện di sản phẩm PCR khuẩn lạc 
của 3 dòng E.coli sau khi được biến nạp vector pLysSA, 

bằng cặp mồi T7 prom/term
Ghi chú: M. marker 1kb plus DNA (Invitrogen); 1, 2 - 

Tuner + pLysSa; 3, 4 - Rosetta + pLysSa; 5, 6 - BL21DE3 
+ pLysSa; 7 - vector pLysSa (đối chứng).

Hình 2. Kết quả kiểm tra sản phẩm 
nối vector pET21b(+) và gen LysSA 

bằng cặp mồi T7prom/T7 term
Ghi chú: M: Marker 1 kb DNA plus (Invitrogen); 

1: pET21b(+) / LysSA.

Hình 4. Kiểm tra sự biểu hiện protein Endolysin 
từ dòng E.coli BL21 mang plasmide tái tổ hợp pLysSA 

bằng điện di SDS-PAGE (12%)
Ghi chú: M: thang protein chuẩn (Biorad); 1: chủng đối 

chứng E.coli BL21/không cảm ứng; 2: E. coli BL21/pLysSA/
không cảm ứng; 3: E. coli BL21/pLysSA/cảm ứng IPTG.
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3.2. Biểu hiện protein tái tổ hợp
Tế bào E. coli BL21 mang vector tái tổ hợp pLysSA 

được nuôi lắc trong môi trường LB broth có bổ sung 
kháng sinh Ampicillin ở 37oC và cảm ứng bằng IPTG 
1mM (khi OD600 nm đạt 0,6, sinh khối được thu sau 4 
h. Protein được tách ra khỏi tế bào E. coli bằng sóng 
siêu âm và được kiểm tra trên gel polyacrylamide 
12% (Hình 4). Kết quả điện di cho thấy E. coli BL21 
mang vector tái tổ hợp khi cảm ứng bằng IPTG, 
protein tái tổ hợp được thấy rõ và có kích thước 
khoảng hơn 50 kDa (giếng 3) trong khi trường hợp 
không bổ sung chất cảm ứng thì không xuất hiện 
protein tái tổ hợp (giếng 1, 2).

3.3. Kiểm tra khả năng kháng vi khuẩn S. aureus 
của endolysin tái tổ hợp

Sau khi thu được enzyme endolysin như mô tả ở 
mục 2.2.2, tiến hành đánh giá hoạt tính kháng với 
vi khuẩn S. aureus bằng phương pháp đục lỗ thạch. 
Hoạt tính của endolysin được đánh giá thông qua chỉ 
số U/ml (unit per milliliter)  bằng nghịch đảo của độ 
pha loãng lớn nhất mà tại đó, 100 µl dịch endolysin 
vẫn thể hiện khả năng ức chế vi sinh vật chỉ thị.              

�eo kết quả trên hình 5, endolysin có khả năng 
kháng vi khuẩn S. aureus  và độ hòa loãng cao nhất 
mà tại đó còn xuất hiện vòng kháng khuẩn là 1:16, 
khi đó hoạt độ của endolysin tái tổ hợp ước tính 
khoảng 15 U/ml.     

                                 

Hình 5. Kiểm tra hoạt tính của endolysin 
tái tổ hợp thu được sau biểu hiện 

Ghi chú: 1: 50 µl dung dịch TFA 0,1% (Đối chứng); 
2 - 7: 50 µl dịch endolysin sau khi tinh sạch một phần tại 
các độ pha loãng 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64.

IV. KẾT LUẬN VÀ ĐỀ NGHỊ

4.1. Kết luận
Đã thiết kế thành công vector tái tổ hợp mang 

gen LysSA mã hóa enzyme Endolysin được phân lập 
từ thực khuẩn thể NA6 (pLysSA) và được biểu hiện 
trong tế bào vi khuẩn E. coli BL21. Kết quả này sẽ là 
tiền đề cho những nghiên cứu tiếp theo nhằm sản 
xuất enzyme endolysin tái tổ hợp ứng dụng thực tế 
trong bảo quản sữa.

4.2. Đề nghị
Tiếp tục nghiên cứu các điều kiện nhân nuôi 

chủng tái tổ hợp E. coli BL21 mang gen LysSA, tách 
chiết và tinh sạch enzyme endolysin để ứng dụng 
trong bảo quản sữa tươi nguyên liệu và sữa tươi 
thanh trùng.
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Cloning and expression in Escherichia coli of the recombinant endolysin 
from Staphylococcal bacteriophages NA6

Nguyen �ị Hong Hai, Khuat Huu Trung, Tran Dang Khanh,
Le �i Hang, Pham �i Ly �u and Dang Tat �anh

Abstract
Endolysins (or lysins) are bacteriophage-encoded lytic enzymes that break down the peptidoglycan of the bacterial 
cell wall during the terminal stage of the bacteriophage reproduction cycle. Bacteriophage NA6 was isolated from 
raw milk showed good capacity against bacteria Staphylococcus aureus. �e endolysin gene (LysSA) from genome 
of Staphylococcus aureus NA6 was cloned, codon-usage optimized for expression in E.coli and characterized. �en 
optimized sequence LysSA was moved on vector pET21b (+) in order to get enzyme expression induction in E.coli 
BL21 with protein molecular mass of 50 kDa. Testing enzyme lytic activity showed that recombinant endolysin had 
antibacterial activity against Staphylococcus aureus.
Keywords: Escherichia coli, Endolysin, Staphylococcus aureu
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TẦM SOÁT VÀ THIẾT KẾ MARKER CHỨC NĂNG XÁC ĐỊNH CANDIDATE GEN 
KHÁNG ĐẠO ÔN PIT Ở MỘT SỐ GIỐNG LÚA BẢN ĐỊA CỦA VIỆT NAM

Nguyễn Trường Khoa1, Nguyễn �úy Điệp1, Nguyễn �ái Dương1,  
Nguyễn Như Toản2 , Phương Hữu Pha3, Đặng �ị �anh Hà1, 

Kiều �ị Dung1, Trần �ị �úy1, Trần Đăng Khánh1, Khuất Hữu Trung1

TÓM TẮT
Gen kháng đạo ôn Pit đã được xác định có trong giống lúa Indica (Tjahaja) của Indonesia, có phổ kháng rộng 

(Kiyosawa et al.,1972). Gen Pit được phân lập và xác định thuộc họ CC-NBS-LRR (Hayashi et al., 2009). Nhiều 
nghiên cứu cho thấy rằng chỉ thị phân tử cho phép xác định các gen kháng trong nguồn gen lúa và có nhiều ưu thế 
trong chọn tạo giống lúa kháng do nó có thể đánh giá được sự tồn tại của các gen mà không cần lây nhiễm nhân tạo. 
Các marker chức năng được thiết kế từ các đa hình trong trình tự gen và không bị ảnh hưởng bởi sự thay đổi alen 
phi chức năng, đặc biệt có thể xác định các gen riêng lẻ. Dựa vào trình tự hệ gen của 17 giống lúa bản địa được giải 
mã, trong nghiên cứu này đã tầm soát và xác định được các candidate gen Pit ở 17 giống lúa nghiên cứu. Trong đó, 
có 9 giống có tổng số nucleotide ít hơn 3 nucleotide và 8 giống có tổng số nucleotide ít hơn 20 nucleotide so với gen 
tham chiếu LOC_Os01g05620. Đồng thời, đã thiết kế được marker Ins_Pit_17 dựa trên sự thêm/bớt đoạn ADN của 
các candidate gen Pit trong các giống lúa bản địa. Kết quả cho thấy: Có thể sử dụng marker chức năng đã thiết kế để 
nghiên cứu dự đoán chức năng gen Pit và ứng dụng trong các chương trình chọn tạo giống lúa.   

Từ khóa: Candidate gen, Pit, kháng đạo ôn, lúa, marker

I. ĐẶT VẤN ĐỀ 
Bệnh đạo ôn do nấm Magnaporthe oryzae gây ra 

là một trong những bệnh phổ biến nhất và tàn phá 
ảnh hưởng lớn đến năng suất lúa gạo. Quản lý bệnh 
đạo ôn lúa thông qua sức đề kháng của vật chủ là 
một hướng đầy hứa hẹn của chương trình Quản lý 
bệnh hại tổng hợp (IDM). Cho đến nay có khoảng 
102 gen kháng đạo ôn đã được xác định (Wu et al., 
2016; Vasudevan et al., 2015). Trong số đó 27 gen đã 
được nhân bản (clonning) đó là: Pib, Pb1, Pita, Pi9, 
Pi2, Pizt, Pid2, Pi33, Pii, Pi36, Pi37, Pikm, Pit, Pi5, 
Pid3, Pid3-A4, Pi54, Pish, Pik, Pikp, Pia, PiCO39, 

Pi25, Pi1, Pi21, P50 và Pi65 (t) (Sharma et al., 2012; 
Devanna et al., 2014; Xiao et al., 2016). Nhiều gen 
kháng được xác định và đã được phân loại thành 8 
nhóm khác nhau (Sharma et al., 2012). Đa số locus 
liên quan đến khả năng kháng bệnh đạo ôn đã được 
tìm thấy nằm trên nhiễm sắc thể số 11 của cây lúa 
dựa trên các nghiên cứu tương quan toàn bộ nhiễm 
sắc thể (Wang et al., 2013). Mặc dù một số locus 
kháng bệnh đạo ôn đã được xác định nhưng chỉ 
có một vài trong số chúng được ứng dụng trong lai 
tạo giống để quản lý bệnh đạo ôn ở một số quốc gia 
(Singh et al., 2014).  


