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MỞ ĐẦU 

Ô nhiễm rác thải nhựa được xem như là một trong những thách thức lớn nhất của 
thế kỉ XXI, gây ảnh hưởng trực tiếp tới sức khỏe các sinh vật và đòi hỏi những nỗ lực 
xử lý kịp thời nhằm giảm tải các tác hại của chúng trên toàn cầu. Chiếm thị phần lớn 
trong ngành nhựa, polyethylene terephthalate (PET) đã và đang thu hút nhiều sự quan 
tâm của giới chuyên môn trong việc nghiên cứu tìm ra phương thức tiêu hủy, tái chế tối 
ưu. Những phương pháp xử lý hóa – lý truyền thống bộc lộ nhiều khuyết điểm như: đòi 
hòi điều kiện về nhiệt độ, áp suất cao; tiêu tốn nhiều năng lượng và chi phí; thậm chí có 
thể gây ra ô nhiễm thứ phát. Gần đây, phương pháp tái chế sinh học (sử dụng các chất 
xúc tác sinh học như các enzyme thủy phân- hydrolase) đã mở ra con đường mới trong 
việc xử lý nhựa PET phế thải một cách hiệu quả, nhẹ nhàng và thân thiện với môi trường. 

Cho đến nay, nhiều enzyme thủy phân PET (PET hydrolase) đã được nhận biết 
như: esterases, lipases hoặc cutinases, trong đó, enzyme cutinase chiếm chủ yếu. Trừ 
một số ngoại lệ thuộc nhóm cutinase, đa số các enzyme PET hydrolase chỉ có khả năng 
biến đổi bề mặt của PET mà không thể phá vỡ cấu trúc khối tảng PET. Thêm vào đó, 
những cutinase này có thể phân rã nhựa PET đến một vài mức độ nhưng phải thực hiện 
ở 50oC còn ở nhiệt độ phòng không đạt hiệu quả. Năm 2016, một phát hiện mới của 
Yoshida và cộng sự về một loài vi khuẩn (Ideonella sakaiensis 201-F6) đã sản sinh ra 
enzyme poly(ethylene terephthalate) hydrolase (được đặt tên là PETase; EC 3.1.1.101) 
có thể phá vỡ các liên kết ester, phân rã PET thành sản phẩm đơn phân (monomer) là 
terephthalate (TPA) and ethylene glycol (EG) ở nhiệt độ từ 20 đến 40oC. Đáng chú ý là 
PETase có hoạt tính phân rã cấu trúc polymer của màng film PET ở điều kiện sinh lý 
(30oC, pH 7) cao hơn rất nhiều (từ 5-120 lần) so với các enzyme phân rã PET ưa nhiệt 
tương đồng đã được báo cáo trước đó. Chính vì vậy, PETase đang thu hút được rất nhiều 
sự quan tâm và được nhìn nhận như một công cụ đầy hứa hẹn cho phân hủy rác thải 
nhựa PET. 

Bên cạnh I. sakaiensis, E. coli cũng được xem xét sử dụng để biểu hiện protein 
PETase tái tổ hợp vì thao tác đơn giản, khả năng biểu hiện tốt, thời gian ngắn và chi phí 
thấp. Ở vi khuẩn E. coli, các peptide tín hiệu đầu-cuối chẳng hạn như: pelB, ompA, 
phoA, maIE, lamB và ompC, ... làm trung gian cho sự chuyển vị của các protein qua 
màng tế bào chất, thường được sử dụng để sản xuất protein tiết ngoại bào. 

Xuất phát từ thực tiễn và tiềm năng xử lý môi trường của loại enzyme này, đề tài 
“Nghiên cứu biểu hiện tái tổ hợp trong E. coli và đánh giá khả năng phân hủy nhựa PET 
của enzyme PETase” được thực hiện nhằm tạo ra enzyme có khả năng khử trùng hợp 
trên màng film PET, tiết trực tiếp ra ngoài môi trường mà không cần trải qua phá tế bào. 
Bên cạnh đó, PETase tiết nội bào cũng được nghiên cứu để tối ưu khả năng biểu hiện và 
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tạo ra nguồn protein với độ tinh khiết cao làm tiền đề cho các nghiên cứu tiếp theo. 

Mục đích nghiên cứu 

Nghiên cứu tạo ra enzyme PETase tái tổ hợp có khả năng phân hủy nhựa PET 
nhằm ứng dụng trong việc xử lý rác thải nhựa. 

Nội dung nghiên cứu 

Nội dung 1: Nghiên cứu thiết kế tối ưu và tổng hợp gen mã hóa cho PETase nhằm 
mục đích biểu hiện, sản xuất protein tái tổ hợp ở E. coli. 

Nội dung 2: Nghiên cứu tạo các enzyme PETase tái tổ hợp ở E. coli. 

Nội dung 3: Đánh giá khả năng phân rã PET của các enzyme tái tổ hợp trên màng 
film PET. 

Cơ sở khoa học và tính thực tiễn của đề tài  

Các mảnh vụn của chất thải nhựa, đặc biệt là vi nhựa, có thể gây hại cho sinh vật 
và đe dọa đến cuộc sống, sức khoẻ của con người. Do đó, việc phát triển các công nghệ 
tiên tiến để xử lý và tái chế nhựa sau tiêu dùng nhằm đạt được cả giá trị về kinh tế và 
bảo vệ môi trường là đặc biệt quan trọng. Phương pháp tái chế sinh học sử dụng enzyme 
thủy phân được chứng minh mang lại hiệu quả phân hủy tốt và không gây ô nhiễm thứ 
phát. Việc tách dòng, biểu hiện PET hydrolase (PETase) tái tổ hợp tiết ngoại bào có hoạt 
tính phân cắt các liên kết ester của chuỗi polyethylene terephthalate ở điều kiện sinh lý 
(30oC, pH 7) đã cung cấp cơ sở khoa học, quy trình sản xuất protein tiềm năng ứng dụng 
trong lĩnh vực xử lý môi trường. 
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Chương 1. TỔNG QUAN NGHIÊN CỨU 

1.1. Nhựa PET 

1.1.1. Khái niệm nhựa PET  

PET là tên viết tắt của Polyethylene 
terephthalate, còn biết đến với nhiều tên gọi 
khác như PETE hoặc PETP hoặc PET-P, được 
hình thành từ phản ứng trùng hợp giữa các 
monomer ethylen terephtalat với công thức hóa 
học C10H8O4. Nó là một loại nhựa trong, dẻo, 
bền, nhẹ thuộc họ polyester [1]. 

 

Hình 1.1. Mã nhận diện nhựa PET 

1.1.2. Cấu tạo của nhựa PET 

Polyethylene Terephthalate được hình thành từ các acid trung gian terepthalic 
(TPA) và ethylene glycol (EG). 

 

Hình 1.2. Công thức cấu tạo của Polyethylene terephthalate [1] 

 
1.1.3. Tính chất của nhựa PET 

Nhựa polyester chứa các đặc tính tuyệt vời như: độ bền cơ học, kháng hóa chất, ổn 
định về mặt hóa học. 

Về tính chất quang học, PET là một loại polymer nhiệt dẻo không màu và các đặc 
tính của PET được quyết định bởi quá trình xử lý nhiệt. Nó có thể tồn tại ở các dạng: vô 
định hình (amorphous), kết tinh (crystalline) và bán kết tinh (semi-crystalline) [2]. Ở 
dạng vô định hình, các phân tử của PET sắp xếp không có trật tự, trong suốt. Ở dạng kết 
tinh, các phân tử sắp xếp theo một trật tự nhất định, màu đục (không trong suốt), tính 
chịu nhiệt và độ bền cao hơn so với dạng vô định hình. Sự mất đi độ trong suốt như vậy 
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trong các vật liệu polymer kết tinh là do sự hình thành các quả cầu tinh thể làm tán xạ 
ánh sáng [3]. Dạng bán kết tinh có màu đục, cấu trúc tinh thể có 50% kết tinh. 

Về tính chất cơ học, độ bền kéo của màng PET tương đương màng nhôm và gấp 
ba lần màng polycarbonate và màng polyamide. Polyethylene terephthalate chống ăn 
mòn, độ bền cao, dễ gia công ngay cả khi ở nhiệt độ thấp (< 70oC). Điều này giúp loại 
nhựa này trở thành nguyên liệu phổ biến trong các ngành công nghiệp thực phẩm, chế 
tạo máy móc, ... Bên cạnh đó, PET không thấm nước và ít thấm khí hơn so với hầu hết 
các loại nhựa khác nên nó được sử dụng rộng rãi trong ngành sản xuất bao bì [4].  

Về tính chất hóa học, PET có khó bị hòa tan trong dung môi hữu cơ, bền hóa học 
với cả HF, H3PO4, CH3COOH, axit béo... không bền với axit đậm đặc HNO3 và H2SO4 

(do tác dụng với gốc este). 

 
1.1.4. Ứng dụng của nhựa PET 

Polyethylene terephthalate được ứng dụng rộng rãi trong hầu hết các lĩnh vực: công 
nghiệp thực phẩm, dệt may, y tế, công nghiệp điện tử, công nghiệp ô tô và công nghiệp 
cơ khí chế tạo, ... 

 

Hình 1.3. Ứng dụng của nhựa PET 

Nhựa PET được ứng dụng chủ yếu nhất làm chai/ lọ, khay đựng thực phẩm, đồ 
uống. Bên cạnh đó, chúng còn được sử dụng trong việc sản xuất sợi thủ công, trong các 



5 

ngành công nghiệp dệt may, túi xách. Vải polyester chắc chắn, linh hoạt và có thêm lợi 
ích là ít nhăn và co rút hơn vải cotton. Vải polyester có trọng lượng nhẹ, giảm gió, chống 
kéo và chống rách tốt hơn. Sợi monofilament PET chủ yếu được sử dụng để sản xuất 
vải lưới để in lụa, lọc dầu và lọc cát, dây giằng cho các ứng dụng nông nghiệp (nhà kính, 
v.v.), dây đai dệt/ đan, vải lọc, … 

PET có đặc tính cách điện tốt, độ ổn định về cấu trúc và kích thước cao cho phép 
sử dụng chúng trong ngành công nghiệp điện và điện tử. Nó là một polymer hiệu quả để 
thay thế các kim loại đúc khuôn và nhiệt rắn trong các ứng dụng như: bọc điện, điện tử, 
máy đo thông minh, bộ phận quang điện, hộp nối năng lượng mặt trời, ... 

Ngoài ra, PET còn được sử dụng để sản xuất các bộ phận trong ngành công nghiệp 
ô tô như: thảm, vải bọc ghế ngồi, mặt bên, mái, sàn và cửa, dây an toàn, lốp xe, túi khí, 
bộ lọc không khí, bộ lọc nhiên liệu, giá đỡ đèn pha ô tô, vỏ động cơ, vỏ đầu nối, cần gạt 
nước và vỏ bánh răng … nhờ tính ổn định nhiệt, tính chất điện, độ hấp thụ nước rất thấp 
và đặc tính bề mặt tuyệt vời cho phương tiện này. 

Đối với lĩnh vực y tế, sợi PET được sử dụng trong các sinh vật sống ở dạng sợi 
dệt, bện hoặc sợi rỗng trong các lĩnh vực ứng dụng của gân nhân tạo, dây chằng nhân 
tạo, mảnh ghép mạch máu, van tim, thận nhân tạo, chỉ khâu, lưới phẫu thuật, ống thông 
đường tiết niệu [5]. 

 
1.1.5. Tình hình sử dụng nhựa PET 

Sự phát triển của các vật liệu nhựa tổng hợp đã mang lại những thay đổi rõ rệt cho 
nền kinh tế thế giới từ nửa cuối thế kỉ trước và trở nên không thể thiếu được trong xã 
hội hiện đại [6]. Bằng chứng là từ năm 1950 tới nay, sản lượng nhựa đã tăng hơn 20 lần 
và đạt tới 390,7 triệu tấn vào năm 2021 [7].    

Vật liệu PET là vật liệu có nhu cầu tiêu dùng tăng trưởng tương đối nhanh. Sản 
phẩm PET tiêu dùng ở Liên minh Châu Âu tăng từ 1.9 lên 2.9 triệu tấn trong giai đoạn 
2001 – 2008 sau đó tăng mạnh từ 42 triệu tấn lên 73 triệu tấn trong giai đoạn 2014 - 
2020. Châu Á là khu vực có lượng tiêu thụ nhựa PET lớn nhất thế giới và gấp đôi các 
khu vực khác với sản lượng 10 triệu tấn/ năm vào năm 2018. Nhu cầu về lượng tiêu thụ 
nhựa PET được dự đoán sẽ phát triển nhanh chóng với mức tăng trưởng 30% ở Châu Á 
và 20% ở Châu Âu, còn ở khu vực Trung Đông và Châu Phi là 33% trong giai đoạn 
2018 - 2022. Sản xuất PET ở Nam Mỹ chỉ có thể đáp ứng 50% nhu cầu tiêu dùng trong 
khu vực, phần sản lượng thiếu hụt được Châu Á cung cấp. Đặc biệt Trung Quốc là nước 
xuất khẩu vật liệu PET lớn nhất thế giới do có có lợi thế về chi phí sản xuất từ nguyên 
liệu than đá [8]. 
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Việt Nam hiện đang là một trong những quốc gia có lượng tiêu thụ nhựa cao hàng 
đầu thế giới. Khoảng 2.8 đến 3.1 triệu tấn rác thải nhựa trên đất liền mỗi năm [9]. Theo 
thống kê của Bộ Tài nguyên và Môi trường, mỗi năm Việt Nam thải ra môi trường 
khoảng 1.8 triệu tấn rác thải nhựa, trong đó, 280 000 – 730 000 tấn là thải ra biển (chiếm 
khoảng 6% tổng lượng rác thải nhựa ra đại dương trên toàn thế giới). Điển hình như Hà 
Nội và thành phố Hồ Chí Minh thải ra khoảng 80 tấn nhựa và nylon mỗi ngày [10]. Tại 
các địa điểm khảo sát, tỷ lệ các loại nhựa được tìm thấy là bao bì và chai PET (18%), 
nắp và nhựa nhỏ (19%), polystyrene - hộp đựng thực phẩm (40%) [11]. 

Với thực trạng mức độ tiêu thụ nhựa PET ngày càng nhiều, vòng đời sử dụng tương 
đối ngắn nên lượng rác thải từ nhựa PET thải ra môi trường hàng năm là rất lớn. Vì vậy, 
việc ứng dụng công nghệ tái chế hoặc tái sử dụng nhựa PET phế thải là hết sức cần thiết, 
giúp tận dụng tối ưu nguồn tài nguyên, kèm với đó ngăn ngừa ô nhiễm môi trường. 

 
1.1.6. Tái chế nhựa PET phế thải 

Trong báo cáo của Tổ chức Hợp tác và Phát triển kinh tế (OECD) công bố ngày 
22/02/2022 cho biết: Thế giới đang tạo ra lượng rác thải nhựa gấp đôi so với hai thập kỉ 
trước. Tuy nhiên, chỉ có khoảng 9% lượng rác thải nhựa được tái chế, 19% được tiêu 
hủy và gần 50% được chôn lấp tại các hố rác đạt tiêu chuẩn [13]. 

Thay vì phân hủy, nhựa bị phong hóa bởi ánh sáng mặt trời và nước thành vi nhựa 
(các mảnh có chiều dài dưới 5 mm), đủ nhỏ để các động vật nuốt phải, dẫn đến thay đổi 
hành vi và thậm chí tử vong nếu tích tụ số lượng lớn các hạt này. Không chỉ dừng lại ở 
đó, con người là mắt xích cuối cùng trong chuỗi thức ăn cũng bị ảnh hưởng rất lớn. Phơi 
nhiễm vi nhựa có thể gây rối loạn chuyển hóa, nhiễm độc thần kinh, tăng nguy cơ mắc 
các bệnh ung thư [14][15]. Tồi tệ hơn, trong một nghiên cứu được công bố vào năm 
2021, Ragusa và cộng sự đã phát hiện ra các hạt vi nhựa có thể truyền tới nhau thai 
người [16]. Có thể thấy, bên cạnh những lợi ích kinh tế, ngành nhựa cũng đặt ra vô vàn 
những thách thức trong việc bảo vệ môi trường sống và sức khỏe các sinh vật. 

Các phương pháp đang được sử dụng phổ biến để tái chế nhựa bao gồm cả PET là 
phương pháp hóa học và cơ học. Phương pháp tái chế rác thải nhựa cơ học (thu gom, 
phân loại, làm sạch và nghiền) gặp phải thử thách rất lớn do rác thải nhựa sau khi sử 
dụng có lẫn các tạp chất cả vô cơ và hữu cơ [17][18]. Còn tái chế hóa học (các polymer 
nhựa có thể được chuyển đổi thành các vật liệu thô để sử dụng cho tổng hợp các chất 
hóa học, các loại nhiên liệu hoặc các nhựa mới lại đòi hỏi các điều kiện về nhiệt độ, áp 
suất rất cao và tiêu tốn nhiều năng lượng [19][20][21]. Ngoài ra, cách giải quyết này tạo 
ra một lượng lớn các hợp chất độc gây tổn hại đối với môi trường và có khả năng gây ra  
ô nhiễm thứ phát [19] [22] [23].  
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Bắt đầu từ những năm 1990, nghiên cứu phân hủy sinh học (tái chế sinh học) các 
polymer tổng hợp đã được thúc đẩy mạnh mẽ do sự khủng hoảng môi trường toàn cầu. 
Từ đó, phương pháp tái chế sinh học với tác động nhẹ nhàng, thân thiện với môi trường 
hơn nhờ sử dụng các chất xúc tác sinh học như các enzyme thủy phân đang nhận được 
quan tâm ngày càng lớn [18][23]. Hiện nay đã có một số ứng dụng của enzyme vi khuẩn 
và nấm được phân loại thuộc nhóm polyesterase, lipase, cutinase cho thấy khả năng 
phân huỷ chuỗi polyethylene terephthalate [24]. 

 Theo Chương trình Môi trường Liên hợp quốc (UNEP) báo cáo: Việt Nam đứng 
thứ 4 trong 20 quốc gia có lượng rác thải nhựa xả ra biển nhiều nhất trên thế giới trong 
năm 2018 [12]. Vì vậy, việc nghiên cứu tái chế PET đã nhận được sự quan tâm nhiều 
hơn, chủ yếu vẫn bằng các phương pháp hóa học và cơ học [25]. Ðã có các đề tài nghiên 
cứu cơ bản, các chương trình khoa học công nghệ cấp Nhà nước về tái chế nhựa truyền 
thống để thu hồi và bảo tồn sản phẩm có nguồn gốc từ dầu mỏ. Hiện nay, nhiều nhà 
khoa học đã nỗ lực nghiên cứu nhằm tìm ra phương pháp hiệu quả và kinh tế nhất để tái 
chế rác thải PET. Một số công trình nghiên cứu về tái chế PET đã được công bố như 
phản ứng cắt mạch PET bằng diethylene glycol, chế tạo phụ gia chống cháy từ nhựa 
PET thải, nhiều dự án cũng xây dựng thành công công nghệ tái chế nhựa PET phế thải 
thành nhựa polyester không no để chế tạo vật liệu composite ứng dụng trong nhiều lĩnh 
vực như: giao thông vận tải, xây dựng, thủy sản và bưu chính viễn thông [26][27]. Tuy 
nhiên, chúng vẫn chưa đáp ứng được nhu cầu sử dụng ngày càng cao của con người.  

Với phương pháp tái chế sinh học, nhóm nghiên cứu của Đặng Thị Cẩm Hà và 
cộng sự đã tạo ra các chế phẩm vi sinh giúp đẩy nhanh quá trình phân hủy sinh học của 
một số loại rác thải nhựa nói chung [28]. Chế phẩm được tạo ra từ tổ hợp của 4 chủng 
nấm đảm mới được phân lập và phân loại định danh, các enzyme ngoại bào do nấm đảm 
sinh ra đã phân hủy được các loại túi polymer, plastic có cấu trúc hóa học khác nhau với 
hiệu suất phân hủy thể hiện ở khối lượng suy giảm, sự thay đổi hình thái cấu trúc bề 
mặt, sự xuất hiện các nhóm chức mới và liên kết mới…[29]. Hiện nay chưa có nhóm 
nghiên cứu nào nghiên cứu về các enzyme PET hydrolase cho xử lý nhựa PET bằng 
phương pháp tái chế sinh học.  

Vì vậy, việc ứng dụng công nghệ ADN tái tổ hợp để sản xuất thành công PETase 
có hoạt tính phân hủy nhựa, phục vụ xử lý môi trường, là cần thiết trong bối cảnh nước 
ta hiện tại và cập nhật với xu thế toàn cầu.  

 

1.2. PETase 
1.2.1. Thông tin chung  
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Cho đến nay, nhiều enzyme thuỷ phân PET (PET hydrolytic enzymes, PHEs) gọi 
chung là PET hydrolase đã được nhận biết như: esterases, lipases hoặc cutinases, trong 
đó, enzyme cutinase chiếm chủ yếu [23] [30] [31]. Đa số các enzyme PET hydrolase chỉ 
có khả năng biến đổi bề mặt của PET mà không thể phá vỡ cấu trúc khối tảng PET. Hiện 
nay chỉ một số cutinase được phát hiện có thể phân rã khối PET là cutinase từ một số 
loài Thermobifida fusca, Fusarium solani pisi và các cutinase này có thể phân rã PET 
đến một vài mức độ nhưng phải thực hiện ở 50oC còn ở nhiệt độ phòng không đạt hiệu 
quả [31][33]. 

Năm 2016, phát hiện của Yosida và cộng sự về một loài vi khuẩn Ideonella 
sakaiensis 201-F6 được phân lập từ rác thải nhựa tại một nhà máy nhỏ ở Nhật Bản, đã 
sản sinh ra hai loại enzyme là poly(ethylene terephthalate) hydrolase (được đặt tên là 
PETase; EC 3.1.1.101) và mono-(2-hydroxyethyl) terephthalate hydrolase (MHETase, 
EC 3.1.1.102) có thể phân rã PET thành sản phẩm đơn phân (monomer) là terephthalate 
(TPA) and ethylene glycol (EG) ở nhiệt độ từ 20 đến 40oC [34]. Trong quá trình phản 
ứng, enzyme phá vỡ các liên kết ester trong chuỗi polyethylene terephthalate. Đáng chú 
ý là PETase có hoạt tính phân rã cấu trúc polymer của film PET ở điều kiện sinh lý 
(30oC, pH 7) cao hơn rất nhiều (từ 5-120 lần) so với các enzyme phân rã PET ưa nhiệt 
tương đồng đã được báo cáo trước đó [24] [34]. Chính vì vậy, PETase đang thu hút được 
rất nhiều sự quan tâm và được nhìn nhận như một công cụ đầy hứa hẹn cho phân hủy 
rác thải nhựa PET.  

 
Hình 1.4. Sản phẩm monomer sau khi cắt chuỗi polyethylene terephathalate bằng 

enzyme PETase và MHETase [35] 

PETase xúc tác quá trình khử polymer hóa PET thành bis(2-hydroxyethyl)-TPA 
(BHET), MHET và TPA. MHETase chuyển đổi MHET thành TPA và EG. 
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1.2.2. Cấu trúc không gian của enzyme PETase 

Kể từ khi được phát hiện cho đến nay, PETase đã được làm sáng tỏ cấu trúc không 
gian 3 chiều liên quan đến các quy trình sinh hóa và cơ chế phân rã PET đã được hiểu 
biết rõ ràng hơn [24][36][37][38]. 

 

 

 
Hình 1.5. Cấu trúc tổng thể của PETase [36] 

a. Cấu trúc PETase được trình bày dưới dạng mô hình. Bộ ba xúc tác (catalytic triad – 
vòng tròn nét đứt màu đỏ) và cầu disulfide (màu đỏ) được hiển thị dạng que;  

b. Ba chuỗi polypeptide trong cùng một đơn vị không đối xứng được xếp chồng lên nhau. 
W156, S185 và bộ ba xúc tác của chuỗi A (xanh lá), B (lục lam) và C (đỏ) được hiển thị. 
Các đường gạch ngang biểu thị khoảng cách <3.5Å. 

PETase thông qua một nếp gấp α/β- hydrolase điển hình, có chứa vòng xoắn β 
trung tâm bao gồm 9 chuỗi β được kẹp bởi 6-α-helices. Do sự đồng nhất cao về trình tự 
với các cutinases nên có thể dễ dàng xác định được vị trí của bộ ba xúc tác enzyme 
S131-H208-D177 trên bề mặt protein. S131 đóng vai trò là nucleophile và nằm trong 
khoảng liên kết hydro phân cực bởi bazơ H208 và được ổn định bởi axit D177 [36].  
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Enzyme PETase hình thành hai cầu nối disulfua trong phân tử (DS1 và DS2) trong 
khi các enzyme tương đồng khác chỉ có một. Cầu nối disulfua DS2 liên kết với vòng 
cuối C và vòng xoắn cuối cùng, được bảo vệ nghiêm ngặt trong các cấu trúc tương đồng 
[39]. Bên cạnh đó, DS1 nằm gần vị trí hoạt động và kết nối các vòng β7 – α5 và β8 – α6 
chứa axit xúc tác D177 và gốc xúc tác H208 (Hình 1.5a và Hình 1.5b). DS1 có thể ảnh 
hưởng tới khoảng cách giữa các gốc của bộ ba xúc tác và do đó ảnh hưởng đến tính toàn 
vẹn của vị trí hoạt động. 

Những đặc tính cấu trúc duy nhất của PETase so sánh với cấu trúc của các cutinase 
khác (có 1 liên kết disulfide) gồm có: thêm một liên kết disulfide để nâng cao tính ổn 
định ở vị trí hoạt động của histidine, cho phép tăng khả năng linh hoạt của vùng loop 
mở rộng liền kề, tạo điều kiện thuận lợi cho sự tương tác của enzyme với polymer [40]. 
Dựa vào công nghệ sinh học cấu trúc, các nhà nghiên cứu đã phát hiện ra các vị trí acid 
amin và các vùng chức năng có ảnh hưởng đến hoạt tính của enzyme PETase từ đó nhiều 
dạng đột biến (biến thể) khác nhau của PETase đã được tạo ra bằng công nghệ ADN tái 
tổ hợp sử dụng các kỹ thuật đột biến điểm có định hướng hay thiết kế các hệ thống biểu 
hiện protein ngoại bào và sản lượng lớn để sử dụng trong tái tạo môi trường [41][42]. 
Các biến thể enzyme này cũng đã làm tăng hoạt tính phân rã PET gấp 3 lần so với 
enzyme gốc. 

 
1.2.3. Hoạt tính phân rã nhựa PET của enzyme PETase 

Để xác định hoạt tính của PETase lên bề mặt nhựa PET các nhà khoa học đã tiến 
hành thí nghiệm với các mảnh film PET được ủ trong dịch chứa enzyme PETase ở điều 
kiện 30oC. Sau khi ủ, bề mặt của các mảnh film sẽ được phân tích bằng kính hiển vi điện  
tử quét (SEM) [34] [41] [43] [44]. Kết quả cho thấy, bề mặt màng film PET bị phân rã 
từng mảng và xuất hiện các lỗ nhỏ sau khi ủ với enzyme này.  

a.   b.  

Hình 1.6. Hình ảnh chụp màng film PET bằng kính hiển vi điện tử quét (SEM) 

a. Hình bên trái là bề mặt màng film PET khi chưa có mặt của PETase. Hình bên phải 
là bề mặt màng film PET sau khi ủ với PETase ở 30oC trong 168 giờ [44]. 
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b. Bề mặt màng film PET gần như bị phân rã hoàn toàn sau 6 tuần ủ PETase ở 30oC 
[34]. 

Mới đây nhất, các nhà khoa học tại Đại học Texas, Austin, Hoa Kỳ đã tạo ra một 
1 biến thể PETase (FAST-PETase) có thể phân hủy hộp nhựa polyethylene terephthalate 
trong vòng vài giờ đến vài ngày thay vì hàng trăm năm ngoài tự nhiên [45]. Nghiên cứu 
này đã rút ngắn khoảng cách sản xuất PET hydrolase có hoạt tính từ quy mô phòng thí 
nghiệm tới quy mô công nghiệp, ứng dụng trong xử lý môi trường. 

 
Hình 1.7. Hộp nhựa bị phân hủy trong vòng 48 giờ bởi FAST-PETase [45] 

 
1.3. Hệ thống vector pET biểu hiện protein tái tổ hợp 

Các vector pET ban đầu được xây dựng bởi Studier và các đồng nghiệp năm 1986 và đã 
trở thành hệ thống mạnh mẽ nhất được phát triển để biểu hiện protein tái tổ hợp ở E. coli 
[46]. 

1.3.1. Thông tin chung 

Có hai loại vector là vector phiên mã và vector dịch mã. Các vector phiên mã được 
thiết kế để biểu hiện các gen mục tiêu đã mang vị trí liên kết ribosome của sinh vật nhân 
sơ và codon khởi đầu ATG của riêng chúng. Các vector dịch mã chứa vị trí liên kết 
ribosome hiệu quả cao từ capsid chính của phage T7. Tên vector dịch mã được phân biệt 
với tên vector phiên mã bằng cách thêm hậu tố chữ cái sau tên, ví dụ: pET-21a(+), biểu 
thị khung đọc so với trình tự nhận dạng vị trí nhân bản BamHI GGATCC. Tất cả các 
vector có hậu tố “a” biểu thị từ bộ ba GGA, tất cả các vector có hậu tố “b” biểu thị từ bộ 
ba GAT và tất cả các vector có hậu tố “c” biểu thị từ bộ ba ATC của trình tự nhận dạng 
BamHI. Các vector có hậu tố “d” cũng biểu thị từ khung “c” nhưng chứa vị trí nhân bản 
ngược dòng NcoI thay cho vị trí NdeI trong chuỗi đó để chèn trực tiếp vào codon khởi 
đầu ATG của gen đích.  

Các gen mục tiêu được sao chép trong các plasmid pET dưới sự kiểm soát của các 
tín hiệu phiên mã và dịch mã (tùy chọn) của bacteriophage. Sự biểu hiện được tạo ra 
bằng cách cung cấp một nguồn T7 RNA polymerase trong tế bào chủ. T7 RNA 
polymerase có tính chọn lọc và hiệu quả đến mức hầu như tất cả các nguồn nguyên liệu 
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của tế bào được chuyển đổi để biểu hiện gen mục tiêu. Chỉ sau vài giờ cảm ứng, protein 
tái tổ hợp có thể chiếm hơn 50% tổng số protein của tế bào.  

Vector pET tồn tại dưới dạng plasmid có số lượng bản sao thấp trong vật chủ E. 
coli, làm giảm biểu hiện rò rỉ trước khi cảm ứng. Vector sử dụng hệ thống T7 lac 
promoter để biểu hiện gen mạnh mẽ và được kiểm soát chặt chẽ. Trong hệ thống này, 
một T7 promoter có thể được tác động bởi T7 RNA polymerase để thúc đẩy sự biểu hiện 
ở mức độ cao của gen quan tâm. Ngoài ra, có một trình tự toán tử lac (LacO) ngay phía 
sau của T7 promoter có thể được protein ức chế lac (LacI) tác động để ngăn chặn quá 
trình phiên mã của T7 promoter. Plasmid cũng mang promoter tự nhiên và trình tự mã 
hóa cho LacI. Protein LacI hoạt động tại LacUV5 promoter trong tế bào chủ để ức chế 
sự biểu hiện của gen polymerase T7 RNA bởi polymerase chủ và cũng có chức năng tại 
T7lac promoter trên vector pET để ngăn chặn phiên mã của gen quan tâm bởi bất kỳ T7 
RNA polymerase nào có thể được tạo ra do biểu hiện rò rỉ.  

Việc bổ sung isopropyl β-D-thiogalactosidase (IPTG) ngăn chặn hoạt động ức chế 
của LacI, T7 RNA polymerase được biểu hiện và cũng loại bỏ sự ức chế LacI của gen 
quan tâm. Mặc dù hệ thống biểu hiện pET được thiết kế để biểu hiện protein tái tổ hợp 
ở mức độ cao nhưng có thể giảm mức độ biểu hiện bằng cách giảm lượng IPTG cung 
cấp cho tế bào chủ. Điều này giúp thuận lợi khi biểu hiện các protein có độ hòa tan hạn 
chế.  

 
1.3.2. Cấu trúc hệ vector pET 

 

Hình 1.8. Cấu trúc điển hình của vector pET 
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Cấu trúc hệ vector pET bao gồm: 

T7 promoter: Thúc đẩy quá trình phiên mã ở mức độ cao của gen quan tâm khi 
có mặt T7 RNA polymerase. Khi được đặt ngay phía trên phần tử LacO, toàn bộ vùng 
này được gọi là T7lac promoter. 

LacO: Vị trí liên kết cho LacI. Yếu tố này ức chế hoạt động của T7 promoter khi 
có mặt protein LacI, ngăn chặn sự rò rỉ biểu hiện của gen quan tâm. 

RBS: Vị trí gắn ribosome và yếu tố khởi đầu dịch mã từ T7 bacteriophage. Điều 
này cho phép sản xuất hiệu quả protein quan tâm. 

ORF: Khung đọc mở của gen quan tâm được đặt ở đây.T7 terminator: Trình tự 
tín hiệu để kết thúc quá trình phiên mã được tạo ra từ gen quan tâm, ngăn chặn quá trình 
run-on transcription. 

Antibiotic resistent gene: Gen kháng kháng sinh.  

pBR322 ori: nguồn gốc tái bản. Các plasmid mang nguồn gốc này cũng như gen 
Rop tồn tại với số lượng bản sao thấp ở E. coli. 

Rop: Chất ức chế primer. Nó mã hóa một loại protein nhỏ điều chỉnh số lượng bản 
sao của plasmid. Sự hiện diện của protein Rop, kết hợp với pBR322 ori trên plasmid, 
dẫn đến số lượng bản sao của plasmid thấp. 

LacI: Trình tự khởi động tự nhiên của E. coli và trình tự mã hóa cho lac repressor. 
Trong trường hợp không có sự cảm ứng của hệ thống (không có IPTG), protein LacI sẽ 
ức chế quá trình phiên mã của gen quan tâm từ T7lac promoter, cũng như phiên mã của 
T7 RNA polymerase từ LacUV5 promoter trong các chủng vật chủ được sử dụng để sản 
xuất protein tái tổ hợp. 

 

1.3.3. Hệ vector pET-22b(+) 

Ở vi khuẩn E. coli, các peptide tín hiệu đầu-cuối chẳng hạn như: pelB, ompA, 
phoA, maIE, lamB và ompC, ... làm trung gian cho sự chuyển vị của các protein qua 
màng tế bào chất, thường được sử dụng để sản xuất protein tiết ngoại bào. Vector pET-
22b(+) mang chuỗi tín hiệu pelB ở đầu N gồm 22 gốc axit amin, khi được gắn vào một 
protein, sẽ hướng protein đến chu chất của vi khuẩn, nơi trình tự này bị loại bỏ bởi một 
peptidase tín hiệu [47]. Thêm vào đó, hệ thống này còn có đuôi His•Tag® ở đầu C, thuận 
tiện cho việc tinh sạch protein tái tổ hợp bằng sắc ký ái lực Ni-NTA. 
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Hình 1.9. Sơ đồ vector pET-22b(+). Nguồn: Genscript 

Khả năng của PET hydrolase từ Ideonella sakaiensis 201-F6 (IsPETase) để phân 
hủy PET ở nhiệt độ vừa phải đã được nghiên cứu rộng rãi. Tuy nhiên, do tính ổn định 
cấu trúc và độ hòa tan thấp nên rất khó áp dụng các quy trình tinh chế và biểu hiện 
IsPETase ở cấp độ phòng thí nghiệm cho quy mô công nghiệp. Để khắc phục khó khăn 
này, biểu hiện của IsPETase có thể được cải thiện bằng cách sử dụng hệ thống bài tiết. 
Seo và cộng sự đã báo cáo lần đầu tiên về việc sản xuất IsPETase ngoại bào, có hoạt 
tính phân rã màng PET, sử dụng các peptide tín hiệu chuyển vị Sec-dependent trong hệ 
thống pET-22b(+) ở vi khuẩn E. coli [42]. Một nghiên cứu gần đây năm 2021, Shi và 
cộng sự đã cải thiện khả năng tiết PETase ngoại bào bằng việc cải biến tín hiệu pelB 
trên hệ vector pET-22b(+) [44]. 

Trong nghiên cứu này, với mục đích tạo ra enzyme tiết trực tiếp ra ngoài môi 
trường mà không cần trải qua phá tế bào, trình tự gen thiết kế petase được chúng tôi 
chèn vào hệ thống vector pET-22b(+) có chứa peptide tín hiệu pelB, biểu hiện và đánh 
giá khả năng khử trùng hợp trên màng film PET của PETase tái tổ hợp. 

 
1.3.4. Hệ vector pET-28a(+) 

Vector pET-28a(+) mang trình tự His•Tag®/thrombin/T7•Tag® đầu N cộng với 
một trình tự His•Tag® ở đầu C được tối ưu thuận lợi cho việc tinh sạch protein tái tổ 
hợp bằng sắc ký ái lực NI-NTA. 
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Hình 1.10. Sơ đồ vector pET-28a(+). Nguồn: Genscript 

Chiến lược sử dụng hệ thống pET-28a biểu hiện PETase nội bào đã được thực hiện 
để dễ dàng phục vụ các mục đích như cải thiện hoạt động và khả năng ổn định nhiệt của 
PETase từ I. sakaiensis thông qua điều chỉnh sửa đổi glycan sau dịch mã tạo ra IsPETase 
tăng cường hoạt tính và ổn định nhiệt từ P. pastoris thông qua kĩ thuật glycosyl hóa 
[41][48]. 

Bên cạnh sử dụng hệ thống biểu hiện ngoại bào, hệ vector pET-28a(+) biểu hiện 
protein tiết nội bào cũng được nghiên cứu để tối ưu khả năng biểu hiện của PETase tái 
tổ hợp, tinh sạch protein ở mức độ cao làm tiền đề cho các nghiên cứu tiếp theo.  
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Chương 2. ĐỐI TƯỢNG VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 
2.1. Đối tượng nghiên cứu 
2.1.1. Vật liệu sinh học 

Chủng vi sinh vật: Các chủng vi sinh vật sử dụng trong nghiên cứu được cung cấp 
từ các hãng Invitrogen và Novagen của Mỹ bao gồm: Chủng E. coli DH5α được sử dụng 
để tách dòng gen mã hoá cho protein PETase. Chủng E. coli BL21(DE3) được sử dụng 
làm chủng biểu hiện protein tái tổ hợp.  

Plasmid: Plasmid được sử dụng để tách dòng là pLUG-Prime® TA-Cloning 
Vector Kit II (2728 bp, Intron, Hàn Quốc) và vector pET-22b(+) (5493 bp, Promoter 
LacI, Ampr), vector pET-28a(+) (5369 bp, Promoter LacI, KanR) (Novagen). 

Gen petase được tổng hợp bởi hãng Biomatik (Canada).  
 

2.1.2. Hóa chất 
Các hoá chất và thiết bị máy móc sử dụng trong nghiên cứu được cung cấp bởi các 

hãng uy tín trên thế giới, được trình bày trong Bảng 2.1. 
Bảng 2.1. Hóa chất sử dụng trong nghiên cứu 

Nhà sản xuất Hóa chất 
Thermo fisher scientific (Mỹ) Enzyme cắt giới hạn NdeI, XhoI, NcoI, Dreamtaq 

green PCR master mix (2X), agarose, marker DNA 
chuẩn, T4 ligase, kit thôi gel GeneJET Gel 
Extraction, thang protein chuẩn, Ni-NTA agarose, 1-
Step-TMB blotting 

Merck (Đức) Môi trường nuôi cấy vi sinh: cao nấm men, BactoTM 
tryptone, ethanol, chloroform, isoamyl alcohol, 
sodium chloride, ammonium sulfate 

Oxoid (Anh) Ampicillin, kanamycin 
Sigma-aldrich (Mỹ) APS, IPTG, X-gal, TMB 
Intron (Hàn Quốc) Redsafe 

 
2.1.3 Thiết bị 
Bảng 2.2. Các thiết bị được sử dụng chính trong nghiên cứu 

Nhà sản xuất Thiết bị 
Thermo fisher Scientific, Mỹ Máy ly tâm, Hệ thống SpeedVac 
Hirayama, Nhật Bản Nồi hấp tiệt trùng 
Amerex Instruments, Mỹ Tủ ấm vi sinh 
Sanyo, Nhật Bản Tủ lạnh -20oC, -80oC, Tủ cấy vi sinh  
OHAUS, Mỹ Máy vortex, máy khuấy từ 
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2.2. Phương pháp nghiên cứu 
2.2.1. Phương pháp thu thập thông tin lựa chọn gen mã hóa protein PETase, tối ưu 
mã biểu hiện 

Thông tin về trình tự gen mã hóa cho enzyme PETase của I. sakaiensis được thu 
thập từ cơ sở dữ liệu NCBI với số đăng ký BBYR01000074.1 trong ngân hàng GenBank 
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/search/all/?term=BBYR01000074.1%20) làm cơ sở để 
thiết kế gen petase biểu hiện trong vi khuẩn E. coli. Trình tự gen mã hóa sau khi lựa 
chọn sẽ được bổ sung trình tự nhận biết của các enzyme cắt giới hạn cho mục đích chèn 
gen vào vector chuyển gen, sau đó được tối ưu mã thích hợp cho sự biểu hiện protein ở 
E. coli sử dụng phần mềm cung cấp bởi hãng Biomatik (Canada). Phần mềm sẽ lựa chọn 
các bộ mã ưu tiên tương thích để cải biến trình tự gen mã hóa PETase của I. sakaiensis 
sao cho phù hợp với hệ thống biểu hiện ở E. coli mà không làm thay đổi trình tự axit 
amin. Sau đổi mã, trình tự nucleotide này sẽ được so sánh với trình tự nucleotide gốc, 
đồng thời dịch mã thành chuỗi polypeptide để so sánh với trình tự axit amin gốc. Trình 
tự gen petase sau khi tối ưu mã được tổng hợp nhân tạo tại hãng Biomatik (Canada). 

 
2.2.2. Nhân gen petase bằng kỹ thuật PCR  

Gen petase được khuếch đại sử dụng enzyme Dreamtaq (Thermo Fisher Scientific, 
Mỹ) và cặp mồi đặc hiệu được thiết kế cho sản phẩm PCR có thêm vùng trình tự nhận 
biết của enzyme cắt giới hạn NdeI và XhoI (cho chuyển gen vào vector pET-28a(+)) và 
enzyme cắt giới hạn NcoI và XhoI (chuyển gen vào vector pET-22b(+)) ở đầu 5’ và 3’. 
Trình tự của các cặp primer như sau: 
 Cặp mồi chuyển gen vào vector pET-22b(+): 

PETASE01F: 5’ CTGGCGGTGACCATGGGCATGAACTTC 3’ 
PETASE02R: 5’ TATCCGCTCGAGGCTGCAATTTGC 3’ 
 Cặp mồi chuyển gen vào vector pET-28a(+): 

PETASE03F: 5’ CTGGCGGTGACATATGGCATGAACTTC 3’ 
PETASE04R: 5’ TATCCGCTCGAGGCTGCAATTTGC 3’ 
Màu xanh là các nucleotide thêm vào, màu đỏ là trình tự nucleotide của enzyme cắt giới 
hạn, màu đen là các nucleotide bắt cặp với gen.  
Bảng 2.3. Thành phần phản ứng PCR 

Thành phần Thể tích (µl) 
DreamTaq Green PCR Master Mix (2X) 
PETASE01F/PETASE03F (10 pmol) 
PETASE02R/PETASE04R (10 pmol) 
DNA mẫu (50-100 ng) 
H2O 

12,5 
1,0 
1,0 
1,0 
9,5 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/search/all/?term=BBYR01000074.1%20
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Tổng 25 
Phản ứng PCR được thực hiện theo chu trình nhiệt như sau: 
Bảng 2.4. Chu trình thực hiện phản ứng PCR 
Bước Phản ứng Nhiệt độ (oC) Thời gian (phút) Số chu kỳ 

1 Biến tính 94 3 1 
2 Biến tính 94 0,5  
3 Bắt cặp 58 0,5 x 25 
4 Kéo dài 72 1  
5 Hoàn tất kéo dài 72 8 1 
6 Kết thúc phản ứng 4 10  

Sản phẩm PCR được kiểm tra kích thước băng DNA bằng điện di  trên gel agarose 1%. 
 
2.2.3. Tách dòng gen mã hóa PETase 

Vector pLUG-Prime® TA-Cloning Kit II sử dụng phục vụ cho chiến lược tách 
dòng hiệu quả, nhanh và cho phép chèn trực tiếp sản phẩm PCR vào vector plasmid. Sản 
phẩm PCR nhân lên bằng Taq polymerase do enzyme này có hoạt tính gắn với đầu cuối 
3’ một nucleotide A, liên kết bổ sung với nucleotide T của vector (vector tách dòng có 
phần T-overhang nhô ra ở vị trí đầu 3’). Sản phẩm PCR được kiểm tra kích thước bằng 
điện di  trên gel agarose 1%, sau đó được ghép nối trực tiếp vào vector tách dòng pLUG-
Prime® TA-Cloning Vector Kit II (Intron, Hàn Quốc) bằng enzyme T4 ligase, theo 
hướng dẫn của nhà sản xuất. Sản phẩm ghép nối được biến nạp vào tế bào khả biến E. 
coli DH5α bằng phương pháp sốc nhiệt ở 42oC trong 30 giây. Thể biến nạp được nuôi 
trên môi trường thạch Luria-Bertani (LB) có bổ sung ampicillin 100 µg/mL, X-gal 20 
µg/ml để chọn lọc xanh-trắng, sau đó tách plasmid và cắt kiểm tra plasmid tách dòng 
với 2 cặp enzyme giới hạn tương thích NdeI, XhoI và NcoI, XhoI. 
Bảng 2.5. Thành phần hỗn hợp phản ứng ghép nối 

Thành phần Thể tích (µl) 
Sản phẩm PCR (50 ng) 
pLUG-Prime® TA-Cloning Vector Kit II (25 ng/µl) 
10X Ligation buffer A (1X) 
10X Ligation buffer B (1X) 
H2O 
T4 DNA ligase 

2 
2 
1 
1 
3 
1 

Tổng 10 
 
2.2.4. Biến nạp plasmid tái tổ hợp vào E. coli bằng phương pháp sốc nhiệt 

Dựa trên phương pháp biến nạp plasmid vào vi khuẩn bằng sốc nhiệt của Froger 
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và Hall năm 2007 [49]. 
Trước khi biến nạp plasmid tái tổ hợp vào vi khuẩn E. coli cần chuẩn bị tế bào 

khả biến. 50 mL môi trường LB được cấy với dịch tế bào đã nuôi cấy qua đêm 
theo tỷ lệ 1%, ủ ở 37oC, lắc 200 v/p cho đến khi đạt giá trị OD600nm đạt đến 0,5 – 0,6 
(pha log của vi sinh vật). 

Sau khi ly tâm 5000 v/p trong 10 phút, cặn tế bào được hòa lại trong 50mL dung 
dịch CaCl2 100mM, giữ trên đá 30 phút. Tiếp tục ly tâm ở 5000 v/p trong 10 phút để thu 
tế bào rồi hoà lại trong 2,5 ml CaCl2 100 mM. Chia dịch tế bào thành 50 µl/ một ống và 
giữ trong đá 2 giờ. Sau đó, hút 2 µl hỗn hợp dịch nối ghép bổ sung trực tiếp vào ống tế 
bào khả biến và ủ ổn định trong đá 30 phút. 

Để biến nạp DNA vào tế bào, mẫu được sốc nhiệt ở 42oC trong 30 giây rồi ổn định 
tế bào trong đá 2 phút. Bổ sung 250 µl môi trường LB lỏng và ủ ở 37oC, lắc 200 v/p 
trong 1 giờ. Cấy trải 100 µl dịch tế bào lên đĩa môi trường LB thạch chứa ampicillin và 
X-gal với nồng độ cuối cùng lần lượt là 100 µg/ml và 20 µg/ml rồi ủ ở 37oC qua đêm. 

 
2.2.5. Tách chiết DNA từ các tế bào E. coli 

Plasmid sau khi được biến nạp vào chủng E. coli DH5α được nuôi 
trong môi trường LB lỏng chứa ampicillin nồng độ cuối 100 µg/ml, lắc 200 v/p 
ở 37oC qua đêm. Chuyển dịch tế bào nuôi cấy sang các ống eppendorf 1.5 ml và 
li tâm 4000 v/p trong vòng 10 phút để thu tế bào. Cặn tế bào vi khuẩn sau đó được hòa 
vào 150 µl/ ml dung dịch I, hoà tan hoàn toàn bằng máy vortex. Tiếp tục bổ sung 150 
µl/ml dung dịch II và đảo đều nhẹ nhàng. Bổ sung tiếp 150 µl/ml dung dịch III và đảo 
đều. Sau đó ly tâm 11500 v/p, 15 phút ở nhiệt độ phòng và loại cặn tủa, chuyển pha lỏng 
sang các ống eppendorf mới. Bổ sung mỗi ống 10µl RNAse 1mg/ml, ủ ở 37oC trong 3 
giờ để loại sạch RNA trong mẫu. Hỗn hợp dịch sau đó được trộn đều với 450 µl/ml dung 
dịch [chloroform:isoamyl alcohol] theo tỷ lệ [24:1]. Sau đó ly tâm 11500 v/p, 15 phút ở 
nhiệt độ phòng. Lúc này hỗn hợp sẽ tách thành hai pha, thu dung dịch pha trên và chuyển 
sang ống eppendorf mới để tủa DNA. Dung dịch sodium acetate 3M, pH 5,3 được bổ 
sung vào dung dịch chứa mẫu theo tỷ lệ thể tích 1:10 và trộn đều. Tiếp tục hoà vào 
ethanol 100% theo tỷ lệ thể tích 25:10. Hỗn hợp dung dịch được ủ ở - 20oC, 2 giờ. Sau 
đó ly tâm 12000 v/p trong 10 phút ở 4oC, cặn ly tâm được rửa bằng ethanol 70% đã giữ 
lạnh ở - 20oC và ly tâm 12000 v/p, 10 phút, 4oC. Cặn ly tâm được làm khô bằng Speedvac 
đến khi khô hoàn toàn. Cuối cùng DNA được hoà tan bằng nước cất đã khử trùng và 
bảo quản ở nhiệt độ - 20oC. 
Bảng 2.6. Thành phần dung dịch tách chiết DNA  

Dung dịch Thành phần 
I 25mM Tris-HCl pH 8,0; 10mM EDTA pH 8,0; 50mM glucose 



20 

II 0,2M NaOH; 1% SDS 
III 3M potassium acetate; 11,5 (v/v) acetic acid 

Quy trình dựa trên phương pháp tách chiết plasmid bằng các dung môi hữu cơ 
phenol: isoamylalcohol của Kirby S. Barker và cộng sự năm 1957 [50]. 
 
2.2.6. Điện di DNA trên gel agarose 

Kỹ thuật điện di được thực hiện để phân tích và tách chiết DNA theo Sambrook và 
cộng sự [51]. Các đoạn DNA lớn hơn 0,5 kb có thể được phân tách trên gel agarose 0,8-
1% (w/v). Đệm điện di chứa Tris-HCl 40mM, acid acetic 20mM, EDTA 2mM, pH 8,3. 
Hiệu điện thế 100V được sử dụng cho quá trình điện di. DNA được nhuộm bằng Redsafe 
(Intron) và được quan sát dưới máy soi UV. 

 
2.2.7. Tách chiết DNA ra khỏi gel agarose 

Tách chiết DNA ra khỏi gel agarose bằng bộ kit GeneJET Gel Extraction theo quy 
trình hướng dẫn của nhà sản xuất: Sau khi xác định được băng DNA quan tâm trên bản 
gel điện di DNA, tách mảnh gel chứa đoạn này và cân trong ống eppendorf 2 ml, sau đó 
bổ sung Binding Buffer theo tỷ lệ 1:1 (thể tích đệm : trọng lượng gel chứa mẫu) và ủ 
phản ứng ở 50oC trong 10 phút cho tới khi mảnh gel hoà tan hoàn toàn. Để thu DNA, 
hỗn hợp gel hòa tan ở trên được cho lên cột tinh sạch GeneJET đã được đặt trong ống 
thu nhận 2 ml và ly tâm 12000 v/p, 1 phút. Loại bỏ phần dịch chảy xuống ống thu nhận 
và rửa cột tinh sạch GeneJET bằng 0,7 ml Washing Buffer, ly tâm 12000 v/p, 1 phút. 
Tiếp tục loại bỏ phần dịch chảy xuống ống thu nhận và ly tâm cột GeneJET trống thêm 
1 phút nữa để loại bỏ hoàn toàn dung dịch đệm rửa còn sót lại. Các cột GeneJET được 
đặt vào các ống thu mẫu 1,5 ml. Để thu mẫu DNA, 20 µl đệm thôi mẫu (Elution Buffer) 
được cho vào phần tâm cột và giữ đứng trong 1 phút. Ly tâm, tổ hợp cột/ ống 12000 v/p, 
1 phút. Loại bỏ cột và giữ các ống thu mẫu ở - 20oC. Kiểm tra DNA thôi gel bằng cách 
điện di trên gel agarose 0,8%. 

 
2.2.8. Xác định trình tự gen bằng máy phân tích trình tự gen tự động 

Toàn bộ DNA chèn vào pLUG-Prime® TA-Cloning Vector Kit II được giải trình 
tự tự động trên máy ABI PRISM® 3700 Avant Genetic Analyzer của hãng Applied 
Biosystems. Trình tự gen được xử lý phân tích bằng phần mềm Bioedit 7.0. 

 
2.2.9. Thiết kế vector biểu hiện gen mã hoá cho PETase 

Sau khi được làm sạch từ gel agarose, gen petase và vector pET-28a(+) được xử 
lý với hai enzyme giới hạn NdeI và XhoI rồi nối ghép với nhau nhờ enzyme T4 DNA 
ligase theo hướng dẫn của nhà sản xuất (Bảng 2.7) và ủ ở 22oC qua đêm. Tương tự, gen 
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petase và vector pET-22b(+) được xử lý với cặp enzyme NcoI và XhoI. Tiếp đến, các 
sản phẩm ghép nối được biến nạp vào tế bào E. coli DH5α để chọn dòng những vector 
có chứa gen petase. Các vector tái tổ hợp này được ký hiệu là pET-22b(+)/petase, pET-
28a(+)/petase và được biến nạp vào chủng E. coli BL21 (DE3) để biểu hiện.  
Bảng 2.7. Thành phần hỗn hợp phản ứng ghép nối 

Thành phần Thể tích (µl) 
Gen petase  
Vector  
Dung dịch đệm T4 (10X) 
H2O 
T4 DNA ligase 
Tổng 

2 
1 
1 
5 
1 
10 

 
2.2.10. Biểu hiện PETase ở E. coli  

Sau khi vector tái tổ hợp được biến nạp vào E. coli BL21(DE3), tế bào này được 
nuôi trong môi trường LB có bổ sung ampicillin nồng độ cuối cùng 100 µg/ml (đối với 
pET-22b(+)) hoặc kanamycin 50 µg/ml (đối với pET-28a(+)), lắc 200 v/p ở 37oC cho 
đến khi OD600 của dịch tế bào đạt 0,5 – 0,7 thì bổ sung IPTG đến nồng độ cuối cùng là 
0,2 mM và tiếp tục nuôi tế bào 16 giờ ở 37oC. Dịch tế bào sẽ được thu ở các thời điểm 
0 giờ (trước khi cảm ứng) và 16h sau cảm ứng. Mức độ biểu hiện của protein tái tổ hợp 
được kiểm tra bằng điện di SDS-PAGE. 

 
2.2.11. Khảo sát các điều kiện biểu hiện PETase ở E. coli 

Nhiệt độ 
Để xác định nhiệt độ biểu hiện tối ưu cho sinh tổng hợp PETase, chủng E. coli 

mang plasmid tái tổ hợp mã hóa PETase được nuôi trong môi trường LB lỏng, bổ sung 
kháng sinh chọn lọc (kanamycin nồng độ cuối cùng là 50 µg/ml) ở 37o C. Khi OD600nm 

của dịch tế bào đạt 0,5 – 0,7 thì bổ sung IPTG đến nồng độ cuối cùng là 0,5 mM. Duy 
trì sự cảm ứng biểu hiện protein ở các nhiệt độ khác nhau 22oC, 28oC và 37oC. Dịch 
nuôi cấy được thu nhận sau 16h cảm ứng, sau đó được phân tách thành phần dịch nổi 
(chứa các protein ngoại bào) và phần sinh khối (chứa các protein nội bào) bằng ly tâm 
4000 v/p trong 20 phút. Mức độ biểu hiện của PETase tái tổ hợp ở các điều kiện nhiệt 
độ được kiểm tra và so sánh bằng điện di SDS-PAGE.  

Nồng độ chất cảm ứng IPTG 
Để xác định nồng độ IPTG có ảnh hưởng như thế nào đến quá trình cảm ứng tổng 

hợp PETase, chủng E. coli mang plasmid tái tổ hợp được nuôi ở 37o C trong môi trường 
LB lỏng có bổ sung các kháng sinh chọn lọc với nồng độ cuối cùng là kanamycin 50 
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µg/ml. Khi OD600nm của dịch tế bào đạt 0,5 – 0,7 thì bổ sung IPTG đến nồng độ cuối 
cùng là 0,2; 0,4; 0,5; 0,75mM và tiếp tục nuôi ở 22oC. Phần dịch nổi và sinh khối tế bào 
được thu lại sau 16h cảm ứng. Mức độ biểu hiện của PETase tái tổ hợp được kiểm tra 
và so sánh trên điện di SDS-PAGE.  

 
2.2.12. Phân tích protein bằng kỹ thuật điện di SDS-PAGE và Western Blot 

SDS-PAGE 
Điện di SDS-PAGE được thực hiện theo phương pháp của Laemmli và cộng sự sử 

dụng gel polyacrylamide 12,6% [52]. Để phân tích mức độ biểu hiện của protein, các 
bản gel được nhuộm bằng Coomassie Brilliant Blue (CBB). Sau khi ủ với dung dịch 
nhuộm [CBB 0,1% (w/v), methanol 30% (v/v), acid acetic 10% (v/v)] trong 30 phút, 
bản gel được tẩy rửa bằng dung dịch tẩy (methanol 30% (v/v), acid acetic 10% (v/v)) 
cho đến khi quan sát thấy các băng protein. 
Bảng 2.8. Thành phần và các dung dịch đệm SDS-PAGE 

 Thành phần 
Gel cô mẫu 5% 0,8 ml: 0,45 ml H2O; 0,2 ml Tris – HCl 0,5M pH 6,8; 0,14 

ml Bis- Acrylamid 30%; 4 µl SDS 10%; 8 µl APS 10%; 1 µl 
TEMED 

Gel phân tách 12.6 % 4,5ml: 0,55ml H2O; 1,125 ml Tris – HCl 1,5 M pH 8,8; 1,89 
ml Bis-Acrylamid 30%; 0,9 ml Glycerol 50%, 45µl SDS 
10%; APS 10%; 3 µl TEDMED. 

Đệm mẫu 5X 25% (v/v) glycerol; 14,4 mM β-mecraptoethanol; 2% (w/v) 
SDS; 0,1(w/v) bromophenol blue; 60 mM Tris – HCl pH 6,8 

Đệm điện di  25 mM Tris – HCl; 192 mM glycine; 0,1% (w/v) SDS 
Western-blotting 
Các bản gel sau khi điện di được chuyển lên màng PVDF bằng hệ thống chuyển 

màng Trans-Blot SD semi-dry (Bio-Rad). Sau khi chuyển, màng được ủ với dung dịch 
khóa (Blocking) (dung dịch sữa tách béo 5% với 1× TBS-T) ở nhiệt độ phòng trong 1 
giờ. Sau đó, màng này được ủ với dung dịch Blocking có bổ sung kháng thể đơn dòng 
kháng His•tag của thỏ (Anti-His-Tag antibody, Rabbit monoclonal recombinant) được 
pha loãng theo tỷ lệ 1:2000 (Sigma Aldrich) ở nhiệt độ phòng trong 1 giờ. Sau khi gắn 
kháng thể, màng được rửa bằng 1× TBS-T ba lần (20 phút/lần rửa) để loại bỏ kháng thể 
sơ cấp bám không đặc hiệu trên màng. Tiếp theo đó, ủ màng với kháng thể thứ cấp Anti-
Rabbit IgG (Promega) pha loãng theo tỷ lệ 1:2500 trong 1 giờ ở nhiệt độ phòng và lặp 
lại bước rửa màng  bằng 1× TBS-T năm lần. Để quan sát các băng protein, màng được 
xử lý bằng 1-Step TMB Blotting (Thermo scientific). 
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2.2.13. Tinh chế protein nội bào bằng sắc kí ái lực Ni-NTA 
Gen mã hóa PETase được thiết kế vào vector pET-22b(+) và pET-28a(+) có chứa 

trình tự 6xHistidine thuận lợi cho việc tinh sạch protein bằng sắc kí ái lực Ni-NTA. Tuy 
nhiên, đối với PETase biểu hiện ngoại bào (hệ vector pET22b(+)-petase), chúng tôi 
không thực hiện tinh sạch protein mà thực hiện các bước tủa, cô đặc dịch chiết rồi đi thử 
hoạt tính trực tiếp. 

Chủng E. coli mang plasmid  tái tổ hợp pET28a(+)-petase được nuôi trong môi 
trường LB lỏng, bổ sung kanamycin nồng độ cuối cùng là 50 µg/ml ở 37oC. Khi OD600 

của dịch tế bào đạt 0,5 – 0,7 thì bổ sung IPTG đến nồng độ cuối cùng là 0,5 mM. Quá 
trình lên men được thực hiện ở 22oC. Dịch nuôi cấy được thu nhận sau 16h cảm ứng. 
Sau khi ly tâm 4000 v/p trong 20 phút, phần sinh khối tế bào (chứa các protein biểu hiện 
nội bào) được thu nhận.  

Đối với protein biểu hiện nội bào, tế bào sau khi được thu hoạch bằng cách ly tâm 
ở 4000 v/p trong 20 phút được hòa lại trong dung dịch đệm ly giải có chứa Tris-HCl 50 
mM pH 7,0, NaCl 0,2 M, lysozyme 10 µg/ml. Sau đó, tế bào bị phá vỡ bởi sóng siêu 
âm. Các mảnh vụn tế bào được loại bỏ bằng cách ly tâm 13000 v/p trong 30 phút ở 4oC. 
Dịch trong chứa protein hòa tan được cho lên cột gel Ni-NTA. Cân bằng cột sắc ký với 
đệm Tris-HCl 50 mM pH 7,0, NaCl 0,2 M sau đó bổ sung imidazole (IMD) có nồng độ 
lần lượt là 40mM, 60mM, 80mM, 100 mM, 250mM để thu hồi protein tái tổ hợp. Kết 
quả tinh sạch được kiểm tra bằng điện di SDS-PAGE. Sau khi tinh chế bằng sắc ký ái 
lực, hàm lượng PETase được xác định bằng phương pháp Bradford [53]. Độ tinh sạch 
của PETase tái tổ hợp được đánh giá bằng phần mềm ImageJ. 

 
2.2.14. Thu nhận protein ngoại bào bằng tủa muối và tủa acetone 

Chủng E. coli mang plasmid tái tổ hợp pET22b(+)-petase được nuôi trong môi 
trường LB lỏng, bổ sung ampicillin nồng độ cuối cùng là 100 µg/ml ở 37oC. Khi OD600nm 

của dịch tế bào đạt 0,5 – 0,7 thì bổ sung IPTG đến nồng độ cuối cùng là 0,2 mM. Quá 
trình lên men được thực hiện  ở 22oC. Dịch nuôi cấy được thu nhận sau 16h cảm ứng.  

Đối với protein biểu hiện ngoại bào, protein được tiết ra môi trường nuôi cấy, phần 
dịch nổi thu được sau khi ly tâm 4000 v/p trong 20 phút dịch nuôi cấy sẽ được tủa với 
muối ammonium sulfate đến nồng độ 75% (có bổ sung Tris-HCl 50mM và EDTA 5mM 
để hòa tan muối hoàn toàn) hoặc acetone tỉ lệ 4:1 (v/v) với mục đích làm giàu protein. 
Sau khi tủa với muối ammonium sulfate, hòa tan tủa trong 1,5 ml đệm Tris-HCl 50mM. 
Đối với mẫu tủa acetone, hòa tan tủa trong 1,5 ml muối amoni carbonat 50mM. Sau đó, 
các mẫu protein ngoại bào đã được làm giàu sẽ đi đánh giá hoạt tính phân hủy màng 
film PET. Sau bước tủa muối ammonium sulfate và tủa acetone, các mẫu protein dung 
hợp sẽ được định lượng bằng phần mềm ImageJ/ Fiji. 
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2.2.15. Định lượng protein bằng phương pháp Bradford 
Để xác định nồng độ protein trong mẫu, trước tiên phải xây dựng một đường chuẩn 

từ dung dịch BSA đã biết trước nồng độ (0,125; 0,25; 0,5 ; 0,75; 1,5 và 2 mg/ml). Trộn 
đều 20 µl dung dịch BSA ở từng nồng độ trên với 980 µl dung dịch Bradford 1X và giữ 
5 phút ở nhiệt độ phòng. Hỗn hợp này sau đó được chuyển vào cuvette 1 ml và xác định 
giác trị OD595nm. Các mẫu cần xác định nồng độ protein cũng được xử lý tương tự để 
xác định giá trị OD595nm. Dựa vào đường chuẩn BSA đã xây dựng để tính nồng độ protein 
của mẫu. 

 
2.2.16. Đánh giá hoạt tính phân hủy PET của enzyme tái tổ hợp 

Để đánh giá hoạt tính phân hủy PET của enzyme tái tổ hợp PETase, màng film 
PET được cắt thành các mảnh 1cm x 1cm. Tất cả các tấm film được rửa theo 3 bước liên 
tiếp, mỗi bước kéo dài 30 phút: dung dịch 1% SDS, ethanol 70% và cuối cùng bằng 
nước khử ion. Thí nghiệm được bố trí như sau: (1) Một tấm film PET được ủ trong 1.5ml 
dung dịch (NH4)2SO4.NaCl 50mM được sử dụng làm mẫu đối chứng. (2) Một tấm film 
PET khác được ủ trong 1.5ml dung dịch (NH4)2SO4.NaCl 50mM có chứa 5µg PETase. 
Ủ hai mẫu ở điều kiện nhiệt độ 30oC trong 7 ngày. Sau đó, các mảnh film PET được 
phân tích bằng kính hiển vi điện tử quét phân giải cao Hitachi S-4800 (FE-SEM, Hitachi, 
Nhật Bản).  
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Chương 3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

Hiện nay, vấn đề môi trường và bảo vệ môi trường không chỉ là vấn đề của riêng 
từng quốc gia mà còn là vấn đề chung của toàn cầu, đang thu hút sự quan tâm đặc biệt 
của khắp các quốc gia trên thế giới. Tại các hội thảo quốc tế, nhiều biện pháp về bảo vệ 
môi trường đã được đưa ra và thu hút được sự quan tâm của những người tham dự. Bởi 
nó không chỉ ảnh hưởng đến sự phát triển của một quốc gia, mà còn quyết định sự tồn 
tại của con người trên thế giới hôm nay và các thế hệ tương lai.  

Xã hội ngày càng phát triển nên nhu cầu tiêu thụ hàng hoá tiêu dùng của mọi người 
cũng ngày càng tăng kéo theo lượng rác thải thải ra môi trường ngày càng lớn, đặc biệt 
là rác thải nhựa. Chiếm thị phần lớn trong số đó là polyethylene terephthalate (PET) -
một trong những polyme nhựa nhiệt dẻo được sử dụng phổ biến cho sản xuất chai nước 
giải khát và bao bì thực phẩm [54]. 

Việc tìm kiếm các phương án mới trong giải quyết vấn đề ô nhiễm từ rác thải nhựa 
vẫn đang là nỗ lực của các nhà khoa học trong nhiều năm qua. Vào năm 2016, một nhóm 
nghiên cứu từ Đại học Keio đã xác định được một loại enzyme thuỷ phân PET mới có 
tên là PETase từ vi khuẩn Ideonella sakaiensis 201-F6 hứa hẹn nâng cao khả năng tái 
chế nhựa PET. 

Cho đến nay, PETase thường được tổng hợp bằng con đường hoá học. Tuy nhiên 
phương pháp tổng hợp hoá học bị hạn chế bởi cách thức tổng hợp thường qua nhiều 
khâu và giá thành sản xuất cao. Vì vậy PETase đang được chú trọng nghiên cứu, tạo ra 
bằng công nghệ DNA tái tổ hợp.  

Trong nghiên cứu này, chúng tôi tiến hành tách dòng trình tự gen petase (đã được 
tối ưu mã biểu hiện trên vi khuẩn E. coli) và hệ thống vector pET-22b(+) và pET-28a(+) 
để biểu hiện PETase ở dạng ngoại bào và nội bào. Đối với PETase ngoại bào, protein 
tái tổ hợp sau khi biểu hiện thành công được thu hồi bằng các phương pháp tủa (tủa 
muối, tủa aceton) và tiến hành nhận diện bằng kĩ thuật lai miễn dịch Western-Blotting. 
Sau đó, protein tái tổ hợp được đánh giá hoạt tính khử trùng hợp trên màng film PET. 
Đối với PETase nội bào, do khả năng kiểm soát quá trình biểu hiện dễ dàng hơn nên 
chúng tôi tiến hành khảo sát các điều kiện nhiệt độ, nồng độ IPTG cảm ứng để tối ưu 
biểu hiện của protein tái tổ hợp. Sau khi nhận diện được protein PETase, tiến hành phá 
tế bào và đưa dịch chứa protein hòa tan lên cột sắc ký ái lực. Các phân đoạn sau khi tinh 
sạch được xác định hàm lượng bằng phương pháp Bradford và là tiền đề cho các nghiên 
cứu tiếp theo. Quy trình thí nghiệm được mô hình hóa trên Hình 3.1. 
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Hình 3.1. Quy trình thí nghiệm sản xuất PETase tái tổ hợp tiết ngoại bào và nội bào 
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3.1. Thiết kế vector biểu hiện mang gen mã hóa enzyme PETase  

3.1.1. Thu thập thông tin, tối ưu mã biểu hiện của gen mã hóa PETase  

Sau khi thu thập dữ liệu trên Ngân hàng GenBank NCBI 
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov), chúng tôi đã sử dụng trình tự gen mã hóa PETase từ 
I.sakaiensis với mã số đãng ký BBYR01000074.1 làm cơ sở thiết kế gen petase biểu 
hiện trong vi khuẩn E. coli. 

Các protein từ các sinh vật khác nhau có bộ mã đặc thù khác nhau. Vì vậy, để biểu 
hiện tốt trong vi khuẩn E. coli, bộ mã của gen cần được cải biến. Để tối ưu mã sao cho 
thích hợp với mô hình sản xuất protein đặc trưng của hệ thống biểu hiện, căn cứ vào 
bảng tần suất sử dụng các codon ở vi khuẩn E. coli trên ngân hàng dữ liệu mã di truyền 
Codon Usage Database (http://www.kazusa.or.jp/codon/index.html) kết hợp với việc sử 
dụng phần mềm Codon Optimization 2.0 (Twist Bioscience, Mỹ), chúng tôi đã loại bỏ 
và thay thế các codon hiếm trong gen mã hóa protein PETase.  

Việc đổi mã được thực hiện dựa trên cơ sở các bộ mã thay đổi sao cho phù hợp với 
hệ thống biểu hiện ở E. coli nhưng không làm thay đổi trình tự của axit amin. Trình tự 
gen petase đã đổi mã và thiết kế thêm các điểm cắt của enzyme giới hạn NdeI, NcoI vào 
vị trí đầu 5’ và XhoI ở vị trí đầu 3’. 

>petase optimized 

CCATGGGCATGAACTTCCCGCGTGCAAGCCGTCTGATGCAGGCAGCAGTTCTGGG

CGGCCTGATGGCAGTTAGCGCAGCAGCCACCGCCCAGACCAATCCGTATGCACGT

GGCCCGAATCCGACCGCAGCCAGTCTGGAAGCAAGCGCCGGTCCGTTTACCGTGC

GTAGTTTTACCGTTAGTCGCCCGAGTGGTTATGGTGCAGGTACCGTGTATTATCC

GACCAATGCAGGTGGTACCGTGGGCGCCATTGCCATTGTTCCGGGTTATACCGCC

CGCCAGAGCAGCATTAAGTGGTGGGGCCCGCGTCTGGCCAGCCACGGTTTTGTTG

TTATTACCATTGATACCAATAGCACCCTGGATCAGCCGAGCAGCCGCAGCAGCCA

GCAGATGGCCGCCCTGCGTCAGGTGGCAAGTCTGAATGGTACCAGTAGCAGTCCG

ATCTATGGTAAAGTTGATACCGCACGTATGGGTGTTATGGGTTGGAGCATGGGCG

GTGGTGGTAGCCTGATTAGTCAGCAAATAATCCGAGTCTGAAAGCCGCAGCACCG

CAGGCACCGTGGGATAGTAGCACCAATTTTAGCAGTGTGACCGTTCCGACCCTGA

TTTTTGCCTGCGAAAATGATAGTATTGCCCCGGTTAATAGTAGCGCCCTGCCGAT

CTATGATAGTATGAGCCGTAATGCAAAACAGTTTCTGGAAATTAATGGCGGTAGT

CATAGCTGCGCCAATAGCGGTAATAGCAATCAGGCCCTGATTGGCAAAAAAGGTG

TTGCATGGATGAAACGCTTTATGGATAATGATACCCGTTATAGCACCTTTGCCTG

CGAGAATCCGAATAGCACCCGCGTTAGTGATTTTCGCACCGCAAATTGCAGCTAA

TAAGGATCC 

http://www.kazusa.or.jp/codon/index.html
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Trình tự nucleotide của gen mã hóa PETase trong vi khuẩn I. sakaiensis (số đăng 
ký BBYR01000074.1) được so sánh với trình tự gen petase cải biến sao cho phù hợp 
với hệ thống biểu hiện E. coli và thuận lợi cho việc thiết kế vector (petase optimized) 
bằng phần mềm Bioedit (Hình 3.2). 

Sau khi tối ưu mã biểu hiện ở vi khuẩn E. coli, chúng tôi tiến hành so sánh trình tự 
amino axit của protein PETase trước và sau khi cải biến (Hình 3.3). Kết quả cho thấy 
rằng, có sự tương đồng 100% giữa trình tự axit amin của protein PETase trước và sau 
khi đổi mã.  

Trình tự gen mã hóa protein PETase đã đổi mã được đặt tổng hợp nhân tạo bởi 
hãng Biomatik (Canada). 

 

Hình 3.2. Kết quả so sánh trình tự gen mã hóa PETase trước và sau khi tối ưu mã biểu 
hiện ở E. coli bằng phần mềm Bioedit 
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Hình 3.3. Kết quả so sánh trình tự axit amin của protein PETase trước và sau khi tối ưu 
mã biểu hiện ở E. coli bằng phần mềm Bioedit 

 
3.1.2. Tách dòng gen mã hóa protein PETase  

Đầu tiên, gen petase thiết kế được khuếch đại bằng phản ứng PCR với hai cặp mồi 
PETASE01F/ PETASE02R và PETASE03F/ PETASE04R. Trong đó, cặp mồi 
PETASE01F/ PETASE02R được tổng hợp gồm: mồi xuôi với trình tự nhận biết của 
enzyme giới hạn NcoI mang mã khởi đầu dịch mã ở E. coli nối với đoạn trình tự 
nucleotide bổ sung của gen petase, mồi ngược là trình tự nucleotide liên kết bổ sung với 
gen petase nối tiếp với trình tự của enzyme giới hạn XhoI không chứa mã kết thúc. 
Tương tự, cặp mồi PETASE03F/ PETASE04R được thiết kế với mồi xuôi có trình tự 
nhận biết của enzyme giới hạn NdeI mang mã khởi đầu dịch mã ở E. coli nối với đoạn 
trình tự nucleotide bổ sung của gen petase, mồi ngược là trình tự nucleotide liên kết bổ 
sung với gen petase nối tiếp với trình tự của enzyme giới hạn XhoI không chứa mã kết 
thúc. Gen petase tạo thành có kích thước 891 bp. 

 

Hình 3.4. Điện di DNA sản phẩm PCR gen petase bằng cặp mồi thiết kế 

Đường chạy số 1 là sản phẩm PCR gen petase bằng cặp mồi chứa trình tự của enzyme 
giới hạn NcoI và XhoI, đường chạy số 2 là sản phẩm PCR gen petase bằng cặp mồi 
chứa trình tự của enzyme giới hạn NdeI và XhoI, M là thang DNA chuẩn 1kb. 



30 

Kết quả điện di kiểm tra sản phẩm PCR trên gel agarose 1% được thể hiện trên 
Hình 3.4 cho thấy, cả hai đường chạy số 1 và 2 (tương ứng với gen petase khuếch đại 
bằng hai cặp mồi PETASE01F/ PETASE02R và PETASE03F/ PETASE04R) đều xuất 
hiện một băng DNA duy nhất có kích thước khoảng 900 bp, xấp xỉ kích thước của gen 
petase theo tính toán lý thuyết.  

Sản phẩm PCR sau đó được nối vào vector tách dòng pLUG-Prime® TA-Cloning 
Kit II mở vòng dưới xúc tác của enzyme T4 DNA ligase để tạo thành các plasmid tái tổ 
hợp TA-Cloning/petase. Tổ hợp gen mới được biến nạp vào tế bào khả biến E. coli 
DH5α bằng phương pháp sốc nhiệt, nuôi cấy và tiến hành tách chiết DNA để chọn ra 
dòng plasmid có khả năng mang gen mã hóa cho PETase. 

 
Hình 3.5. Kết quả biến nạp sản phẩm ghép nối giữa gen petase và pLUG-Prime® TA-

Cloning Vector Kit II 

 
Tế bào vi khuẩn E. coli DH5α chứa tổ hợp gen được nuôi cấy trên môi trường LB 

đặc có bổ sung ampicillin và X-gal. Kết quả Hình 3.5 thu được hai dòng khuẩn lạc xanh 
và trắng. Khuẩn lạc xanh không có khả năng chứa gen đích do vùng gen mã hóa β-
galactosidase không bị gián đoạn, enzyme này được tổng hợp và thủy phân cơ chất X-
gal tạo thành 5-bromo-4-chloro-indoxyl, chất này tự động dimer hóa để tạo ra sắc tố 
màu xanh lam. Khuẩn lạc trắng là những khuẩn lạc có khả năng cao chứa vector TA-
cloning mang đoạn gen đích. Do gen đích chèn vào khiến gen mã hóa β-galactosidase 
bị gián đoạn, enzyme không được tổng hợp để phân huỷ cơ chất dẫn đến khuẩn lạc có 
màu trắng. 

Kết quả tách chiết DNA (Hình 3.6A và 3.6B) cho thấy đã thu được hai loại plasmid 
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có kích thước khác nhau. Đoạn có kích thước nhỏ hơn (2728 bp) là plasmid từ khuẩn 
lạc xanh – vector TA-cloning Kit II tự đóng vòng, nằm ở vị trí thấp hơn trên điện di đồ 
(đường chạy số 1), còn đoạn nằm ở vị trí cao hơn có kích thước lớn hơn (đường chạy số 
2 và 3) là vector TA-cloning đã được chèn thêm một đoạn gen mới. Các plasmid tái tổ 
hợp này được kiểm tra cấu trúc bằng cách cắt với hai cặp enzyme giới hạn vì trong vùng 
cắt đa vị của vector TA-cloning/petase có vị trí nhận biết của các enzyme này. 

 

                 (A) 
 

                    (B) 

Hình 3.6. Tách chiết plasmid chọn dòng mang vector TA-cloning/petase tái tổ hợp 

(A) Kết quả tách chiết DNA plasmid chọn dòng mang vector TA-cloning/petase tái tổ 
hợp trong đó gen petase được nhân lên từ phản ứng PCR với cặp mồi chứa trình tự của 
enzyme NcoI, XhoI. (B) Kết quả tách chiết DNA plasmid chọn dòng mang vector TA-
cloning/petase tái tổ hợp trong đó gen petase được nhân lên từ phản ứng PCR với cặp 
mồi chứa trình tự của enzyme NdeI, XhoI. 

 

Hình 3.7. Điện di DNA cắt kiểm tra vector TA-cloning/petase tái tổ hợp bằng các cặp 
enzyme cắt giới hạn 

(1) Xử lý vector TA-cloning/petase với cặp enzyme NcoI, XhoI. (2) Xử lý vector TA-
cloning/petase với cặp enzyme NdeI, XhoI. 
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Kết quả trên Hình 3.7 cho thấy tại đường chạy mẫu, plasmid sau khi xử lý bằng 
các cặp enzyme giới hạn đã xuất hiện 2 băng: băng thứ nhất có kích thước 2728 bp chính 
là vector pLUG-Prime® TA-Cloning Kit II nguyên gốc đã được mở vòng thành dạng 
mạch thẳng; băng thứ hai có kích thước khoảng 900 bp tương đương với kích thước của 
sản phẩm PCR so với thang DNA chuẩn. Như vậy, bước đầu có thể nhận định các 
plasmid tái tổ hợp này có mang gen mã hoá cho PETase. 

Trình tự gen petase trong vector TA-cloning/petase tái tổ hợp được xác định trình 
tự trên máy xác định trình tự tự động ABI PRISM® 3700 Avant Genetic Analyzer của 
hãng Applied Biosystems và phân tích bằng phần mềm Bioedit. Kết quả khẳng định 
đoạn gen chèn vào có kích thước đúng như thiết kế là 891 bp mã hóa cho 290 axit amin, 
thêm mã ATG của methionine nằm ở đầu 5’ của gen và mã TAA kết thúc nằm ở đầu 3’. 
Trình tự nhận biết của các enzyme giới hạn NcoI, NdeI, XhoI đúng như vị trí thiết kế. 
Sự sai khác về trình tự nucleotide của gen petase optimized so với gen mã hóa cho petase 
với mã số BBYR01000074.1 từ vi khuẩn I. sakaiensis là 20,74% (dựa trên phần mềm 
BLAST, NCBI). Tuy nhiên sự sai khác này không dẫn tới việc thay đổi axit amin sau 
dịch mã của enzyme PETase. 

Để tiến hành biểu hiện đoạn gen này trong vi khuẩn E. coli, gen petase được 
chuyển từ vector tách dòng TA-clonging/petase sang hệ thống vector biểu hiện pET. 

 

3.1.3. Thiết kế các vector biểu hiện protein PETase 

Hệ thống pET (plasmid for Expression by T7 RNA polymerase) hiện nay là một 
trong các hệ vector có nhiều đặc tính ưu việt đã được phát triển để tách dòng và biểu 
hiện các protein tái tổ hợp ở E. coli. Các gen nghiên cứu được tách dòng và gắn vào hệ 
thống pET dưới sự kiểm soát của các dấu hiệu phiên mã và dịch mã của thực thể khuẩn 
khỏe mạnh. Khi có mặt của T7 RNA polymerase trong tế bào chủ yếu xảy ra hoạt động 
phiên mã của gen đích, còn sự phiên mã của các gen khác do RNA polymerase xúc tác 
của tế bào xảy ra yếu. Sản phẩm phiên mã của gen đích có thể chiếm hơn một nửa tổng 
số protein của tế bào.  

 

3.1.3.1. Thiết kế vector biểu hiện PETase ngoại bào 

Sơ đồ thiết kế vector biểu hiện gen mã hóa cho PETase tiết ngoại bào được thể 
hiện trong Hình 3.8. 
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Hình 3.8. Sơ đồ thiết kế vector biểu hiện protein PETase tiết ngoại bào 

 
Các vector TA-cloning/petase và pET-22b(+) được xử lý bằng hai enzyme cắt giới 

hạn NcoI và XhoI để tạo đầu dính tương hợp. Sản phẩm cắt sau đó được tinh sạch bằng 
bộ kit GeneJET Gel Extraction. Phản ứng ghép nối gen petase với vector pET-22b(+) 
mở vòng được thực hiện nhờ sự xúc tác của enzyme T4 DNA ligase để tạo plasmid pET-
22b(+)/petase tái tổ hợp và biến nạp vào tế bào khả biến E. coli DH5α. 

Các dòng khuẩn lạc lựa chọn được tiến hành tách chiết DNA plasmid và cắt kiểm 
tra với cặp enzyme giới hạn NcoI và XhoI. Sản phẩm cắt được điện di gel agarose 0,8%. 

 

Hình 3.9. Kết quả tách chiết DNA chọn dòng mang plasmid pET-22b(+)/petase  

Đường chạy số 1 là vector pET-22b(+) nguyên bản. Đường chạy số 2-4 là các dòng 
mang plasmid tái tổ hợp pET-22b(+)/petase. M là thang DNA chuẩn 1kb. 

 
Kết quả tách chiết DNA (Hình 3.9) cho thấy đã thu được hai loại plasmid có kích 

thước khác nhau. Đoạn có kích thước nhỏ hơn là vector pET-22b(+) nguyên bản, nằm 
ở vị trí thấp hơn trên điện di đồ (đường chạy số 1), còn đoạn nằm ở vị trí cao hơn có 
kích thước lớn hơn (đường chạy 2-4) là vector pET-22b(+) đã được chèn thêm một đoạn 
gen mới.  
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Các plasmid tái tổ hợp này được kiểm tra cấu trúc bằng cách cắt với cặp enzyme 
giới hạn NcoI và XhoI vì trong vùng cắt đa vị của vector pET-22b(+)/petase có vị trí 
nhận biết của các enzyme này (Kết quả thể hiện trong Hình 3.12). 
 

3.1.3.2. Thiết kế vector biểu hiện PETase nội bào 

Sơ đồ thiết kế vector biểu hiện gen mã hóa cho PETase tiết nội bào được thể hiện 
trong Hình 3.10. 

 

Hình 3.10. Sơ đồ thiết kế vector biểu hiện protein PETase tiết nội bào 

 
Các vector TA-cloning/petase và pET-28a(+) được xử lý bằng hai enzyme cắt giới 

hạn NdeI và XhoI để tạo đầu dính tương hợp. Sản phẩm cắt sau đó được tinh sạch bằng 
bộ kit GeneJET Gel Extraction. Phản ứng ghép nối gen petase với vector pET-28a (+) 
mở vòng được thực hiện nhờ sự xúc tác của enzyme T4 DNA ligase để tạo plasmid pET-
28a (+)/petase tái tổ hợp và biến nạp vào tế bào khả biến E. coli DH5α. 

Các dòng khuẩn lạc lựa chọn được tiến hành tách chiết DNA plasmid và cắt kiểm 
tra với cặp enzyme giới hạn NdeI và XhoI. Sản phẩm cắt được điện di gel agarose 0,8%. 

Kết quả tách chiết DNA (Hình 3.11) cho thấy đã thu được hai loại plasmid có kích 
thước khác nhau. Đoạn có kích thước nhỏ hơn là vector pET-28a(+) nguyên bản, nằm ở 
vị trí thấp hơn trên điện di đồ (đường chạy số 1), còn đoạn nằm ở vị trí cao hơn có kích 
thước lớn hơn (đường chạy 2-4) là vector pET-28a(+) đã được chèn thêm một đoạn gen 
mới. 
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Hình 3.11. Kết quả tách chiết DNA chọn dòng mang plasmid pET-28a(+)/petase  

Đường chạy số 1 là vector pET-28a(+) nguyên bản. Đường chạy số 2-4 là các dòng 
mang plasmid tái tổ hợp pET-28a(+)/petase. M là thang DNA chuẩn 1kb. 

 
Các plasmid tái tổ hợp này được kiểm tra cấu trúc bằng cách cắt với cặp enzyme 

giới hạn NdeI và XhoI vì trong vùng cắt đa vị của vector pET-28a(+)/petase có vị trí 
nhận biết của các enzyme này (Kết quả thể hiện trong Hình 3.12). 

 

Hình 3.12. Dòng hóa gen petase vào hai vector biểu hiện pET-22b(+) và pET-28a(+) 

(1) Plasmid tái tổ hợp pET-22b(+)/petase, (2) vector pET-22b(+)/petase cắt bằng NcoI 
và XhoI, (3) gen petase, (4) vector pET-28a(+)/petase cắt bằng NdeI và XhoI, (5) 
plasmid tái tổ hợp pET-28a(+)/petase, M là thang DNA chuẩn 1kb. 

 
Phân tích kết quả trên Hình 3.12 cho thấy, plasmid tái tổ hợp pET-22b(+)/petase 

sau khi được cắt bằng cặp enzyme NcoI, XhoI (đường chạy số 2) và pET-28a(+)/petase 
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(đường chạy số 4) cắt bằng cặp NdeI, XhoI đều xuất hiện 2 băng DNA. Ở đường chạy 
số 2, băng phía trên bản điện di đồ có kích thước khoảng 5500 bp chính là vector pET-
22b(+) nguyên gốc đã được mở vòng thành dạng mạch thẳng, ngoài ra đã xuất hiện thêm 
một băng DNA thấp hơn nằm ngang bằng với vị trí gen petase đối chứng ở đường chạy 
số 3. Tương tự, ở đường chạy số 4, băng phía trên có kích thước khoảng 5400 bp chính 
là vector pET-28a(+) mở vòng, còn băng DNA có kích thước nhỏ hơn nằm ở vị trí ngang 
bằng với gen petase đối chứng và băng DNA thấp hơn ở đường chạy số 2. Điều đó có 
thể khẳng định là đã dòng hóa được gen petase vào vector pET-22b(+) và pET-28a(+).  

Như vậy, vector biểu hiện gen mã hóa cho PETase đã được thiết kế thành công. 
Hai hệ vector tái tổ hợp pET-22b(+)/petase và pET-28a(+)/petase sau đó được biến nạp 
vào tế bào E. coli BL21(DE3) để tiến hành biểu hiện protein ngoại bào và nội bào. 

 

3.2. Biểu hiện PETase tái tổ hợp ở E. coli 

Do sự đơn giản và tiện lợi nên E. coli là hệ thống biểu hiện được sử dụng rộng rãi 
nhất để tạo ra lượng lớn protein ngoại lai. Đây là các tế bào chủ biểu hiện mà bộ gen của 
chúng có chứa bản sao của gen T7 RNA polymerase dưới sự kiểm soát của gen Lac-
UV5 và sự cảm ứng được tiến hành bằng cách bổ sung IPTG. Lúc này trong tế bào chủ 
xảy ra quá trình phiên mã và dịch mã để sinh tổng hợp nên các protein nghiên cứu. 

 Để biểu hiện PETase, chủng vi khuẩn E. coli BL21(DE3) do hãng Novagen cung 
cấp đã được lựa chọn với đặc tính là chúng có tốc độ sinh trưởng nhanh, đồng thời nó 
đã được gây đột biến làm thiết hụt gen lon và gen ompT (mã hóa cho các protease) cho 
nên tạo sự ổn định cho protein ngoại lai nội bào cũng như trong khoang chu chất [55]. 
Do đó, quá trình biểu hiện cũng như tinh sạch protein thu được kết quả tốt. 

 

3.2.1. Biểu hiện PETase ngoại bào 

Tế bào E. coli BL21 (DE3) chứa tổ hợp gen mới pET-22b(+)/petase được nuôi cấy 
3 giờ trong môi trường LB có kháng sinh ampicillin sau đó cảm ứng với IPTG nồng độ 
0,2 mM trong 16 giờ. Sinh khối tế bào sau đó được đem đi ly tâm và thu phần dịch nổi. 

Đối với protein biểu hiện ngoại bào, protein được tiết ra môi trường nuôi cấy. Do 
đó, phần dịch nổi thu được sau khi ly tâm sẽ được tủa với muối ammonium sulfate đến 
nồng độ 75% hoặc acetone tỉ lệ 4:1 (v/v) với mục đích làm giàu protein. Trước khi so 
sánh hiệu suất của hai phương pháp tủa muối và tủa aceton trong việc thu hồi protein 
ngoại bào ở nghiên cứu này, chúng tôi đã thực hiện khảo sát thực nghiệm nồng độ muối 
ammonium sulfate và aceton trước đó để lựa chọn ra nồng độ thích hợp nhất. 

Kết quả điện di SDS-PAGE (Hình 3.13) chỉ ra rằng: trong dịch protein tổng số 
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ngoại bào, xuất hiện một băng protein chiếm tỉ trọng nổi trội, có kích thước khoảng 31 
kDa so với thang protein chuẩn. Điều này phù hợp với khối lượng phân tử theo tính toán 
và tương đương với enzyme PETase phân lập từ vi khuẩn I. sakaiensis của Yoshida và 
đồng tác giả [34]. Bên cạnh đó, hiệu suất quá trình tủa protein bằng muối ammonium 
sulfate trong nghiên cứu này tốt hơn so với phương pháp tủa bằng aceton (đánh giá trên 
phần mềm ImageJ). 

Protein dung hợp biểu hiện ở dạng ngoại bào do hệ thống vector pET-22b(+) có 
chứa peptide tín hiệu pelB (trình tự gồm 22 gốc axit amin đầu N). Khi được gắn vào một 
protein, tín hiệu này sẽ hướng protein tới khoang chu chất của vi khuẩn gram (-), nơi 
trình tự này được loại bỏ bởi một peptidase tín hiệu.  

So sánh với các nghiên cứu biểu hiện PETase trên E. coli sử dụng hệ vector pET-
22b(+) với peptide tín hiệu pelB, khả năng biểu hiện của protein tái tổ hợp trong nghiên 
cứu này tốt hơn so với nghiên cứu của Seo và đồng tác giả nhưng vẫn chưa đạt được 
mức độ biểu hiện như trong nghiên cứu của Shi và cộng sự [42][44]. Do đó, chúng tôi 
cần tiếp tục tiến hành tối ưu biểu hiện của PETase tái tổ hợp. 

 

Hình 3.13. Điện di SDS-PAGE protein ngoại bào sau khi tủa làm giàu protein 

(1) Mẫu tủa protein bằng aceton, (2) Mẫu tủa protein bằng muối ammonium sulfate, M 
là thang protein chuẩn SM0431. 
 

3.2.2. Biểu hiện PETase nội bào 

Sau khi vector pET-28a(+)/petase tái tổ hợp được biến nạp vào chủng E. coli 
BL21(DE3), nuôi cấy trong môi trường LB lỏng có bổ sung kanamycin đến khi OD600nm 
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đạt từ 0,5 – 0,7 thì được cảm ứng bởi IPTG đến nồng độ cuối cùng 0,2 mM. Sinh khối 
tế bào được thu ở các thời điểm 0h (trước khi cảm ứng) và 16h (sau khi cảm ứng) để 
tiến hành điện di kiểm tra sự biểu hiện của protein dung hợp mới. Protein tổng số được 
biểu hiện từ các dòng tế bào cảm ứng và đối chứng không cảm ứng của cùng một dòng 
tế bào được kiểm tra điện bằng điện di biến tính trên gel polyacrylamide (Hình 3.14). 

Kết quả điện di trên Hình 3.14 cho thấy, đường chạy số 2 là protein tổng số tại thời 
điểm sau khi cảm ứng IPTG, xuất hiện một băng protein mới so với đường chạy số 1 là 
protein tổng số tại thời điểm trước khi cảm ứng, có kích thước khoảng 31 kDa so với 
thang protein chuẩn, xấp xỉ kích thước băng protein nổi trội thu được khi biểu hiện ngoại 
bào (mục 3.2.1). 

Có thể thấy rằng, hệ biểu hiện của vector pET-28a(+) mang gen petase đã hoạt 
động ổn định và được biểu hiện khá tốt trong chủng vi khuẩn E. coli BL21(DE3) dẫn 
đến sự sinh tổng hợp một loại protein mới. 

 

Hình 3.14. Điện di SDS-PAGE protein nội bào 

(1) Protein tổng số trước khi cảm ứng IPTG, (2) Protein tổng số tại thời điểm sau cảm 
ứng, M là thang protein chuẩn SM0431. 

 
Tiếp theo, chúng tôi tiếp tục phân tích protein mới được biểu hiện bằng phản ứng 

lai miễn dịch Western-blotting với kháng thể kháng His•tag nhằm khẳng định chính xác 
đã tạo ra được protein PETase. 
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3.3. Nhận diện PETase bằng phản ứng Western-blotting 

Western-blotting là một kĩ thuật rất nhạy có thể nhận dạng protein trong một hỗn 
hợp sau khi chúng được phân tách dựa trên trọng lượng phân tử (SDS-PAGE), kích 
thước và điện tích (điện di không biến tính trên gel) hoặc điểm đẳng điện (isoelectric 
focusing). Kĩ thuật này dựa trên phản ứng miễn dịch đặc hiệu giữa kháng nguyên với 
kháng thể và phản ứng hiện màu nhờ enzyme với cơ chất. 

Để khẳng định protein được biểu hiện là PETase, phản ứng lai miễn dịch được 
thực hiện với kháng thể thứ nhất là kháng thể đơn dòng tái tổ hợp kháng His•tag ở thỏ 
(Anti-His-Tag antibody, Rabbit monoclonal recombinant). Trong phản ứng này, đuôi 
His•tag trong phân tử PETase đóng vai trò là kháng nguyên.  

Với kháng thể thứ hai (kháng thể thứ cấp Anti-Rabbit IgG) được cộng gộp với 
enzyme horseradish peroxidase (HRP) của hãng BioRad, các protein được phát hiện với 
nồng độ rất thấp (khoảng 10 picogram) trong thời gian ngắn. Nếu băng protein mới cho 
kết quả dương tính với kháng thể kháng His•tag thì điều đó chứng tỏ PETase đã được 
biểu hiện trong tế bào E. coli. 

Dịch chiết protein tổng số của tế bào E. coli mang vector tái tổ hợp pET-
22b(+)/petase và dịch protein hòa tan sau khi phá tế bào E. coli mang vector tái tổ hợp 
pET-28a(+)/petase được phân tách trên gel polyacrylamide trong điều kiện điện di biến 
tính. Sau đó các protein trong gel được thấm chuyển sang màng PVDF và tiến hành phản 
ứng gắn kháng thể kháng His•tag trong huyết thanh thỏ (Sigma Aldrich). Tiếp đến, màng 
được gắn với kháng thể thứ hai và hiện màu bằng 1-Step™ TMB-Blotting (Thermo 
Scientific), chứa cơ chất có thể bị phân hủy bởi peroxidase. Phản ứng này tạo ra kết tủa 
xanh lam trên bề mặt màng, từ đó định vị được vị trí xảy ra phản ứng.  

Kết quả là trong dung dịch protein tổng số và dịch protein hòa tan sau khi phá tế 
bào của vi khuẩn xuất hiện duy nhất một băng protein có kích thước khoảng 31 kDa cho 
thấy có phản ứng dương tính và đặc hiệu với kháng thể kháng His•tag (Hình 3.15). 

Như vậy bằng phản ứng lai miễn dịch Western-botting, có thể khẳng định protein 
mới được biểu hiện này chính là PETase. Từ đó, chúng tôi tiếp tục nghiên cứu các điều 
kiện biểu hiện protein này nhằm thu được protein tái tổ hợp với hiệu suất cao nhất. 
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Hình 3.15. Nhận diện PETase bằng Western-blotting với kháng thể kháng His•Tag 

(1) Dịch chiết protein tổng số của các tế bào E. coli mang vector pET-22b(+)/petase, 
(2) Dịch protein hòa tan sau khi phá các tế bào E. coli mang vector pET-28a(+)/petase, 
M là thang protein chuẩn Prestained 26616. 

 

3.4. Khảo sát điều kiện biểu hiện tối ưu PETase nội bào 

Cho đến nay, vẫn chưa có một mô hình chung nào cho phép biểu hiện tối ưu đối 
với các loại protein ngoại lai trong cùng một hệ biểu hiện. Vì vậy, để đạt mức biểu hiện 
cao đối với một protein ngoại lai, thường phải nghiên cứu thăm dò các điều kiện khác 
nhau để tìm ra điều kiện tối ưu.  

Một vấn đề hay gặp khi biểu hiện protein nội bào ở tế bào vi khuẩn E. coli là chúng 
thường hay tạo thành thể vùi (inclusion bodies). Mặc dù biểu hiện protein dưới dạng thể 
vùi cũng có một số ưu điểm nhất định nhưng protein tạo ra thường bị mất hoạt tính sinh 
học và quá trình tái gấp nếp lại cấu trúc (refolding) tương đối phức tạp và tốn kém. Hơn 
nữa, để có thể tinh sạch được protein dễ dàng thì cần phải biểu hiện protein đúng như 
mong muốn, đó là tiến hành song song với việc biểu hiện chaperone phân tử, giảm tỉ lệ 
tổng hợp protein, nuôi cấy tế bào ở nhiệt độ thấp ...  

Đối với protein tiết ngoại bào phải tiến hành thu hồi bằng phương pháp tủa và hiệu 
suất tủa cũng ảnh hưởng tới khả năng đánh giá sự biểu hiện của protein dung hợp nên 
chúng tôi tiến hành khảo sát nhiệt độ và nồng độ IPTG cảm ứng của PETase nội bào 
trong khuôn khổ luận văn này. Tuy nhiên, việc tối ưu quy trình tủa và thời gian, nồng 
độ chất cảm ứng IPTG cho quá trình tiết PETase ngoại bào vẫn tiếp tục được tiến hành 
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trong các nghiên cứu kế tiếp. 

 

3.4.1. Khảo sát nhiệt độ nuôi cấy cảm ứng tới sự biểu hiện protein PETase 
Một số công trình nghiên cứu đã chỉ ra rằng điều kiện nuôi cấy và cảm ứng ảnh 

hưởng rất lớn đến mức độ biểu hiện protein tái tổ hợp ở dạng hòa tan, đặc biệt là nhiệt 
độ nuôi cấy [56]. Bởi vậy, sau khi đã biểu hiện được protein mong muốn, chúng tôi tiến 
hành nghiên cứu khảo sát nuôi cấy vi khuẩn ở các nhiệt độ khác nhau nhằm nâng cao 
lượng protein được biểu hiện, đồng thời có mức độ hòa tan cao nhất.  

Chủng vi khuẩn E. coli BL21(DE3) chứa vector biểu hiện PETase được nuôi ở 
nhiệt độ 37oC trong 3 bình nón, các điều kiện khác là như nhau đã mô tả trong mục 
2.2.12 (nuôi vi sinh vật trong môi trường LB có bổ sung kanamycin nồng độ cuối cùng 
là 50 µg/ml, lắc 200 vòng/ phút). Khi OD600nm của dịch nuôi cấy đạt 0,5 – 0,7, IPTG 
được bổ sung với nồng độ cuối cùng trong dung dịch là 0,5 mM và tiếp tục nuôi cấy ở 
các nhiệt độ 22, 28, 37oC. Sinh khối tế bào được thu sau 16 giờ cảm ứng và sau đó 
protein tổng số của vi khuẩn được chiết ra khỏi tế bào bằng siêu âm và lysozyme. Quá 
trình phá tế bào được tiến hành ở 4oC để tránh gây biến tính protein. Huyền dịch tế bào 
sau khi siêu âm được ly tâm để tách riêng phần dịch nổi (phần tan) và phần cặn tế bào 
(không tan). Kết quả biểu hiện được kiểm tra bằng điện di SDS-PAGE (Hình 3.16).  

 

Hình 3.16. Điện di protein PETase tái tổ hợp được biểu hiện ở E. coli theo nhiệt độ 
nuôi cấy và thời gian thu sau 16 tiếng cảm ứng với IPTG 

Đường chạy số 1, 3, 5: phần dịch nổi thu ở 22, 28 và 37oC; Đường chạy số 2, 4, 6: phần 
protein không tan thu ở 22, 28 và 37oC; M là thang protein chuẩn SM0431. 
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Kết quả điện di ở Hình 3.16 cho thấy protein tái tổ hợp sinh tổng hợp trong vi 
khuẩn được nuôi ở các điều kiện trên chủ yếu ở dạng hòa tan (các băng protein có kích 
thước khoảng 31 kDa). Tuy nhiên, khi tiến hành nuôi tế bào cả trước và sau khi cảm ứng 
bằng IPTG ở 37oC và thu tế bào sau 16 giờ cảm ứng, lượng protein PETase ở phần 
không tan (đường chạy số 6, nuôi tiết ở 37oC) thu được khá nhiều. Điều này có thể là do 
ở nhiệt độ nuôi cấy này, vi khuẩn sinh trưởng quá nhanh dẫn đến sự quá tải của các bộ 
máy tổng hợp của vi khuẩn và kích hoạt sự hình thành thể vùi không tan [46]. Còn ở các 
nhiệt độ nuôi cấy sau khi cảm ứng thấp hơn là 22 và 28oC, lượng protein PETase tái tổ 
hợp thu được nhiều hơn và chủ yếu ở dạng hòa tan hơn (đường chạy số 1-4). Như vậy, 
để tối ưu sự biểu hiện protein tái tổ hợp PETase có thể tiến hành nuôi cấy cảm ứng vi 
khuẩn ở nhiệt độ thấp (22oC, 28oC) và các điều kiện nuôi cấy khác đã được lựa chọn là 
khá phù hợp. Do vậy, chúng tôi lựa chọn nhiệt độ trước cảm ứng là 37oC và sau cảm 
ứng là 22oC cho các thí nghiệm tiếp theo. 

 

3.4.2. Khảo sát nồng độ cảm ứng IPTG ảnh hưởng tới khả năng biểu hiện PETase 
Khi isopropyl β-D-thiogalactosidase (IPTG) được bổ sung vào môi trường nuôi 

cấy sẽ cảm ứng quá trình phiên mã mRNA để sinh tổng hợp protein ngoại lai chịu sự 
điều phối của T7 promoter. Đầu tiên, IPTG liên kết với chất ức chế lacI, khởi động quá 
trình phiên mã để tổng hợp T7 polymerase, từ đó tiếp tục kích hoạt T7 promoter để khởi 
động quá trình sinh tổng hợp protein dung hợp. Do đó, lượng IPTG cảm ứng chỉ cần 
vừa đủ để trung hòa chất ức chế [57]. 

Kết quả khảo sát (Hình 3.17) cho thấy, sự biểu hiện của PETase thay đổi theo các 
nồng độ chất cảm ứng IPTG. Với chế độ nuôi cấy không cảm ứng (đường chạy số 1), 
không xuất hiện băng protein tái tổ hợp. Bắt đầu cảm ứng từ nồng độ 0,2 mM IPTG thì 
thấy xuất hiện băng protein mới so với chế độ nuôi không cảm ứng. 

Đánh giá trên điện di SDS-PAGE cho thấy, tại nồng độ 0,5 mM IPTG, PETase nội 
bào được biểu hiện tốt nhất. Sự biểu hiện của PETase tăng dần khi bổ sung tăng dần 
nồng độ chất cảm ứng từ 0,2 mM tới 0,5 mM sau đó giảm đi ở nồng độ 0,75 mM IPTG. 
Điều này cho thấy, chất cảm ứng dư thừa đã ức chế sự sinh tổng hợp protein dung hợp.  

Từ các kết quả khảo sát cho thấy, PETase tái tổ hợp được biểu hiện tốt nhất ở điều 
kiện 22oC, 0,5 mM nồng độ chất cảm ứng IPTG.  
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Hình 3.17. Sự biểu hiện của PETase theo nồng độ chất cảm ứng IPTG 

Đường chạy số 1 là protein tổng số trước khi cảm ứng IPTG; Đường chạy số 2-5 lần 
lượt là protein tổng số khi bổ sung nồng độ cuối cùng 0,2; 0,4; 0,5; 0,75 mM IPTG; M 
là thang protein chuẩn SM0431. 

 

3.5. Tinh sạch PETase nội bào bằng sắc ký ái lực Ni-NTA 

Việc tinh sạch protein tái tổ hợp là điều kiện tiên quyết trong rất nhiều ứng dụng 
để nghiên cứu cấu trúc, chức năng và thử hoạt tính của protein đó. Protein tái tổ hợp có 
chứa His•tag (gồm 6-9 Histidine) ở đầu N hoặc đầu C giúp cho việc phát hiện và tinh 
sạch dễ dàng và thuận tiện. Vì kích thước nhỏ (chỉ khoảng 0,84 kDa) nên thẻ His•tag 
không làm thay đổi đáng kể độ tích điện hay thường không làm ảnh hưởng đến việc hình 
thành gấp xoắn, do đó không làm ảnh hưởng tới cấu trúc và chức năng của protein.  

Tinh sạch PETase có gắn thẻ His bằng phương pháp sắc ký ái lực Ni-NTA dựa vào 
liên kết ái lực giữa nhóm axit amin Histidine và ion kim loại Ni2+. Các ion kim loại này 
được cố định trên ma trận sắc ký bằng nitrilotriacetic acid (NTA). Khi cho hỗn hợp 
protein gắn lên cột, chỉ có protein đặc hiệu (mang thẻ His) được bám cột, còn các protein 
khác bị trôi ra khỏi cột sắc ký. Protein đặc hiệu sau đó được rửa giải bằng chất chứa phối 
tử tự do có khả năng cạnh tranh với phối tử ở trạng thái liên kết với protein. 

Tế bào E. coli BL21(DE3) sau khi thu hoạch được hòa lại trong dung dịch đệm ly 
giải, phá tế bào bởi lysozyme và sóng siêu âm. Các mảnh vụn tế bào được loại bỏ, dịch 
trong chứa protein hòa tan được cho lên cột sắc ký Ni-NTA. Cân bằng cột bằng đệm 
Tris-HCl 50 mM pH 7,0, NaCl 0,2 M và rửa giải bằng cách bổ sung nồng độ 40 mM, 



44 

60 mM, 80 mM, 100 mM, 250 mM imidazole để thu hồi các phân đoạn có chứa protein 
tái tổ hợp. Sau đó, các phân đoạn rửa giải được kiểm tra bằng điện di SDS-PAGE để 
đánh giá độ tinh sạch và nồng độ IMD thu được nhiều protein PETase nhất.  

Trên Hình 3.18 là các phân đoạn protein thu được từ 100 ml dịch nuôi cấy tế bào 
khi đi qua cột sắc ký ái lực Ni-NTA. Đường chạy số 2-9 xuất hiện một băng đậm ở vị 
trí 31 kDa so với thang protein chuẩn (băng protein PETase) với nồng độ tăng dần từ 
phân đoạn số 2 cho tới phân đoạn số 4, sau đó giảm dần đến phân đoạn số 9. Có thể 
thấy, ở nồng độ 60 mM imidazole, ta thu được lượng protein tái tổ hợp nhiều nhất. Ở 
nồng độ rửa giải 100 mM và 250 mM IMD, chúng tôi không thu nhận được PETase tái 
tổ hợp. 

 

Hình 3.18. Tinh sạch PETase tái tổ hợp bằng sắc ký ái lực Ni-NTA 

Đường chạy số 1-3: các phân đoạn sắc ký thu ở nồng độ 40mM IMD; Đường chạy số 
4-6: các phân đoạn sắc ký thu ở nồng độ 60mM IMD; Đường chạy số 7-9: các phân 
đoạn sắc ký thu ở nồng độ 80mM IMD; M là thang protein chuẩn SM0431. 

 

Protein tái tổ hợp sau khi tinh sạch có hàm lượng là 2,6 mg/ 100 ml (được xác định 
bằng phương pháp Bradford). Độ tinh sạch 92%. Như vậy, hiệu suất của quá trình lên 
men biểu hiện và tinh sạch PETase nội bào đạt 0,26 mg/ml dịch tế bào nuôi cấy. 

 

3.7. Đánh giá khả năng phân hủy nhựa PET của PETase ngoại bào  

Các màng film PET sau khi rửa bằng 1% SDS, ethanol và nước deionized thì được 
ủ song song 2 điều kiện: (1) trong 1,5ml dung dịch (NH4)2SO4.NaCl 50mM không có 
chứa PETase và (2) trong 1,5ml dung dịch (NH4)2SO4.NaCl 50mM có chứa 5µg enzyme 
PETase, nhiệt độ và thời gian ủ tương tự nhau (30oC, 7 ngày). Sau khi ủ, hình thái bề 
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mặt của các mảnh film được phân tích bằng kính hiển vi điện tử quét (SEM) để nghiên 
cứu hoạt tính của PETase tái tổ hợp. 

Kết quả chụp SEM cho thấy: ở Hình 3.19A và 3.19B, bề mặt màng film PET không 
có dấu hiệu bị tổn hại. Trong khi đó, các lỗ thủng xuất hiện thành từng đám ở hình 
3.19C. Như vậy, so với mẫu đối chứng bề mặt film PET không bổ sung enzyme PETase 
(Hình 3.19A), dung dịch muối (NH4)2SO4.NaCl 50mM không gây ảnh hưởng tới bề mặt 
màng film (Hình 3.19B). Ngược lại, với sự biểu hiện của PETase, trên bề mặt các tấm 
PET đã xuất hiện những vết bào mòn và lỗ thủng nhỏ (Hình 3.19C). Hiện tượng này 
tương tự với thí nghiệm đánh giá hoạt tính của PETase trong nghiên cứu của Kim và Shi 
[43][44]. Đáng chú ý, khả năng phân rã màng film PET của PETase tái tổ hợp tương 
đương với hai nghiên cứu kể trên và thời gian ủ rút ngắn hơn 3 tuần so với nghiên cứu 
của Kim và cộng sự [43]. Tuy nhiên nhận định trên vẫn cần phải chứng minh bằng thực 
nghiệm để xác định hoạt độ của enzyme tái tổ hợp, đánh giá các điều kiện nhiệt độ, độ 
pH, ... tối ưu. 

 

(A) 

 

(B) 

 
(C) 

Hình 3.19. Kết quả chụp kính hiển vi điện tử quét SEM 
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(A) Bề mặt màng film PET trước khi ủ. (B) Màng PET sau khi ủ trong dung dịch 
(NH4)2SO4.NaCl 50mM không có PETase. (C) Màng film PET sau khi được xử lý với 
hỗn hợp muối (NH4)2SO4.NaCl 50mM có bổ sung enzyme PETase. Độ phóng đại 1000X 

  

Hình 3.20. Một số hình ảnh phân hủy màng film PET của PETase tiết ngoại bào với độ 
phóng đại 5000X và 50000X.  

 

Như vậy, nghiên cứu này đã đóng góp một quy trình tạo ra PET hydrolase có hoạt 
tính ở vi khuẩn E. coli và thúc đẩy chúng tôi tiếp tục thực hiện các nghiên cứu tối ưu 
mức độ biểu hiện, cải thiện hiệu suất thu hồi protein và tăng cường hoạt tính phân hủy 
nhựa của protein tái tổ hợp trong tương lai. 
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KẾT LUẬN VÀ KIẾN NGHỊ 

KẾT LUẬN 

1. Đã thiết kế, tạo dòng và xác định được gen petase có kích thước 891 bp, mã hóa 
cho protein PETase với 290 axit amin biểu hiện ở vi khuẩn E. coli từ cơ sở gen 
mã hóa cho PETase ở I.sakaiensis với số đãng ký BBYR01000074.1 trên ngân 
hàng GenBank. 

2. Biểu hiện thành công PETase ngoại bào và nội bào với kích thước khoảng 31 
kDa trong vi khuẩn E. coli và nhận diện bằng Western-Blotting. Tối ưu các điều 
kiện biểu hiện PETase tiết nội bào ở E. coli: nhiệt độ nuôi cấy cảm ứng là 22oC, 
cảm ứng với nồng độ IPTG cuối cùng là 0,5 mM. Tinh sạch được PETase nội 
bào tái tổ hợp với độ tinh khiết 92% và hàm lượng 2,6 mg/100ml. 

3. Đã bước đầu khẳng định được PETase ngoại bào có hoạt tính khử trùng hợp trên 
màng film PET ở điều kiện 30oC, trong thời gian 7 ngày. 

 

KIẾN NGHỊ 

1. Tiến hành tối ưu hiệu suất thu hồi và khảo sát các điều kiện biểu hiện protein tái 
tổ hợp ở dạng ngoại bào. 

2. Đánh giá khả năng phân hủy nhựa PET của PETase nội bào. 
3. Xác định hoạt độ của enzyme tái tổ hợp và đánh giá điều kiện tối ưu về: nhiệt độ, 

độ pH, thời gian khử trùng hợp, ... của enzyme này. 
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PHỤ LỤC 

Bảng 1.  Khả năng thu hồi PETase ngoại bào sau khi tủa muối và tủa aceton 

Tên mẫu Giá trị vùng Nồng độ tương đương (mg/ml) 

Protein chuẩn 20831,229 0,100 

Tủa muối 59388,279 0,285 

Tủa aceton 48533,940 0,233 

 

Bảng 2. Sự biểu hiện của PETase theo nồng độ IPTG định lượng bằng phần mềm ImageJ 

Tên mẫu Giá trị vùng Nồng độ tương đương (mg/ml) 

Protein chuẩn 6071,376 0,100 

0,2 mM IPTG 13153,794 0,216 

0,4 mM IPTG 13415,442 0,221 

0,5 mM IPTG 61355,818 1,010 

0,75 mM IPTG 22361,693 0,368 

 

Bảng 3. Các phân đoạn PETase sau khi tinh sạch sắc ký ái lực được định lượng bằng 
phần mềm ImageJ 

Tên mẫu Giá trị vùng Nồng độ tương đương (mg/ml) 

Protein chuẩn 6031,475 0,100 

Phân đoạn số 2 21153,288 0,351 

Phân đoạn số 3 13654,388 0,226 

Phân đoạn số 4 51387,413 0,850 

Phân đoạn số 5 23364,066 0,387 
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Phân đoạn số 6 18436,288 0,305 

Phân đoạn số 7 10152,317 0,168 

Phân đoạn số 8 7654,175 0,127 

Phân đoạn số 9 9613,004 0,159 

 

Bảng 4. Kết quả xây dựng đường chuẩn BSA định lượng PETase sau khi tinh sạch 

Nồng độ BSA 
(mg/ml) 

0,125 0,25 0,5 0,75 1,0 1,5 2,0 

Giá tri OD595nm 0,586 0,606 0,738 0,855 0,993 1,13 1,243 

 

 

Phổ trình tự nucleotide của gen petase trong vector TA-cloning/petase tái tổ hợp: 
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