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MỞ ĐẦU 

Thực tế hiện nay, nhiên liệu hóa thạch (than đá, dầu mỏ, khí đốt...) vẫn đóng 

vai trò lớn chi phối sự phát triển của kinh tế thế giới nhiều năm qua. Qua nhiều năm 

khai thác, các nguồn nhiên liệu này đang ngày càng cạn kiệt và việc sử dụng chúng 

gây ra nhiều hậu quả tiêu cực về môi trường sống. Nhằm điều chỉnh thích ứng với 

biến đổi khí hậu, kiềm chế sự nóng lên toàn cầu, bảo đảm phát triển bền vững, 

nhiều quốc gia trên thế giới đã đi theo hướng sử dụng nhiên liệu tái tạo thay thế cho 

nhiên liệu hóa thạch và trong đó phải kể đến nhiên liệu sinh học [1].  

Lignocellulose, một trong những nguồn nguyên liệu tái tạo dồi dào trên Trái 

Đất tích trữ trong các phụ phẩm sản xuất nông lâm nghiệp như thân cây, lá cây… 

Phần lớn các loại rác thải này bị đốt bỏ, gây lãng phí và ảnh hưởng nghiêm trọng 

đến chất lượng môi trường sống cũng như sức khỏe của người dân. Với sự phát 

triển của công nghệ sinh học, lignocellulose có thể được chuyển hóa thành nhiên 

liệu sinh học và các chất có giá trị khác thay thế cho nguồn nguyên, nhiên liệu 

không thay thế, phục vụ phát triển kinh tế xã hội. Điển hình, furfural và 5-

hydroxymethylfurfural - một trong những sản phẩm được chuyển hóa từ 

lignocellulose - được dùng để điều chế rất nhiều loại dung môi, polymer, nhiên liệu 

và các hợp chất hữu ích khác [2]. Vì vậy, việc tận dụng nguồn nguyên liệu dư thừa 

này không những làm giảm thiểu ô nhiễm môi trường mà còn góp phần giải quyết 

nhu cầu năng lượng quốc gia, tạo nguồn thu nhập tại chỗ cho nông dân. 

Trong những năm gần đây, chúng ta đã có nhiều giải pháp để tận dụng được 

nguồn sinh khối trên. Tuy nhiên, trên thực tế, lignocellulose là sinh khối rắn chắc 

khó chuyển hóa và đường hóa. Việc chuyển hóa lignocellulose trong công nghiệp 

hiện nay chủ yếu bằng các phương pháp vật lý và hóa học rất phức tạp, có giá thành 

cao và chưa thực sự hiệu quả và khó xử lý các chất thải hóa học. Hướng xử lý phân 

giải lignocellulose bằng phương pháp sinh học thân thiện với môi trường ngày càng 

được xem trọng và ứng dụng rộng rãi. Vấn đề khai thác những enzyme phân giải 

lignocellulose (gọi chung là lignocellulase) có hoạt tính cao đã và đang là một trong 

những hướng nghiên cứu trọng tâm của nhiều nhà khoa học trên thế giới.  

Vi sinh vật nói chung và vi khuẩn nói riêng đã từ lâu được nghiên cứu chứng 

minh có rất nhiều ứng dụng thực tiễn trong các lĩnh vực của đời sống con người bao 

gồm sản xuất công nghiệp, nông nghiệp, xử lý môi trường, khai thác vật liệu mới, 

sản xuất các chế phẩm y dược học… Vi khuẩn khu trú trong các khu hệ giàu 

lignocellulose như mùn đất [3], đường tiêu hóa của động vật nhai lại [4],… được 

xác định là những nguồn tiềm năng để khai thác gene nói chung và gene phân giải 
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lignocellulose nói riêng vì sự đa dạng và phong phú của chúng. Tuy nhiên, thực tế 

hiện tại 99% các loài vi sinh vật vẫn chưa thể phân lập và nuôi cấy được. Để khắc 

phục hạn chế đó, kỹ thuật Metagenomics cho phép nghiên cứu và đánh giá trực tiếp 

và tổng thể tất cả các loài vi sinh vật trong mẫu mà không cần nuôi cấy [5]. Vì vậy 

đây là nguồn gene quan trọng cho khai thác các gene mã hóa lignocellulase. 

 Trong tự nhiên, nhiều loài sinh vật có khả năng thủy phân lignocellulose nhờ 

cấu trúc hệ cellulosome gồm nhiều loại enzyme thủy phân lignocellulose tạo cấu 

trúc theo trật tự phân cắt nhất định gắn trên bề mặt tế bào. Ví dụ cellulosome của C. 

cellulovorans có mang các enzyme cellulase, hemicellulase, pectinase, chitinase và 

nhiều enzyme phụ trợ khác để phân giải thành tế bào thực vật [6]. Các vi khuẩn 

thuộc ngành Bacteroidetes đặc biệt là chi Prevotella lại có các vùng sử dụng 

polysaccharide (PUL-polysaccharide ultilization loci) mang một chuỗi gene mã hóa 

nhiều loại enzyme khác nhau giúp tế bào chuyển hóa lignocellulose thành đường 

đơn. Cellulosome và PUL được tìm thấy rất phong phú, đa dạng trong dạ cỏ dê, 

tuần lộc nhưng celulosome chưa tìm thấy trong dạ cỏ của động vật nhai lại khác như 

trâu, bò. Vì vậy, hệ sinh thái mini của dạ cỏ dê nuôi ở Việt Nam là một trong những 

hệ rất tiềm năng, chưa được nghiên cứu nhiều. Vì vậy, nghiên cứu này được thực 

hiện để giải mã DNA đa hệ gene vi khuẩn trong dạ cỏ dê (giải mã tạo bộ dữ liệu 

nhỏ, thông thường (dung lượng khoảng 8-10 Gb) và giải mã sâu (dung lượng trên 

40 Gb) để đánh giá khả năng khai thác gene của cả hai bộ dữ liệu) và tìm cách tiếp 

cận mới nhằm khai thác hiệu quả enzyme phân giải lignocellulose, bao gồm các 

nhóm enzyme tiền xử lý, enzyme phân giải cellulose, hemicellulose và lignin. Do 

đó, chúng tôi đã thực hiện đề tài luận án: “Xây dựng cơ sở dữ liệu DNA 

metagenome hệ vi khuẩn dạ cỏ dê và khai thác, nghiên cứu tính chất của endo-

xylanase”. 

 Mục tiêu nghiên cứu: 

- Xây dựng được bộ dữ liệu DNA metagenome của hệ vi khuẩn dạ cỏ dê; 

- Biểu hiện và nghiên cứu được tính chất của một endo-xylanase mã hóa từ gene 

trong bộ dữ liệu gene chức năng phân giải lignocellulose từ mẫu DNA 

metagenome vi khuẩn dạ cỏ dê. 

 Nội dung nghiên cứu: 

Để đạt được mục tiêu của đề tài, chúng tôi đã thực hiện các nội dung nghiên 

cứu chính sau: 

1. Nghiên cứu giải mã DNA đa hệ gene của vi khuẩn trong dạ cỏ dê với dung lượng 
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thông thường (8-10 Gb) và dung lượng lớn (giải mã sâu, 45-50 Gb), xây dựng bộ 

dữ liệu và đánh giá đa dạng vi khuẩn trong dạ cỏ dê;  

2. Khai thác gene và thiết lập công cụ HMM chú giải chức năng gene cho khai thác 

gene mã hóa enzyme/protein tham gia chuyển hóa lignocellulose. 

3. Nghiên cứu lựa chọn gen, biểu hiện và xác định đặc điểm endo-xylanase mã hóa 

bởi gene trong dữ liệu DNA metagenome của vi khuẩn trong dạ cỏ dê. 

 Ý nghĩa khoa học thực tiễn của Luận án: 

* Ý nghĩa khoa học: 

- Bộ dữ liệu giải mã sâu DNA metagenome của vi khuẩn trong dạ cỏ dê 

là bộ dữ liệu rất lớn, với sự đa dạng của vi khuẩn và gene mã hóa các loại 

enzyme tham gia vào nhiều con đường chuyển hóa khác nhau. Bộ dữ liệu là 

nguồn gene giá trị cho việc khai thác tìm kiếm các enzyme/protein mới có thể 

ứng dụng trong công nghiệp, nông nghiệp và y dược. 

- Đã làm chủ phương pháp xây dựng mô hình Markov ẩn (HMM), thiết 

lập thành công quy trình khai thác, chú giải gene dựa trên các công cụ tin sinh để 

khai thác nhanh và chính xác các enzyme/protein mới từ dữ liệu DNA đa hệ gen. 

- Xác định được vai trò quan trọng của chi vi khuẩn Prevotella sinh 

enzyme/protein phân giải lignocellulose giúp tăng cường chuyển hóa thức ăn của 

dê dựa trên kết quả khai thác gene từ dữ liệu DNA đa hệ gen. 

* Ý nghĩa thực tiễn: 

- Đã biểu hiện được enzyme endo-xylanase có hoạt tính cao, có thể sử 

dụng để phối trộn với các enzyme khác để làm tăng chuyển hóa lignocellulose 

thành đường, phục vụ cho thử nghiệm sản xuất ethanol. 

 Những đóng góp mới của Luận án: 

1. Đã xây dựng được bộ dữ liệu DNA metagenome vi khuẩn dạ cỏ dê với dung 

lượng 48,66 Gb và lần đầu tiên vai trò của Prevotella trong việc tăng cường tiêu 

hóa thức ăn trong dạ cỏ dê đã được phân tích sâu và gợi ý làm rõ.  

2. Lần đầu tiên, luận án đã xây dựng được công cụ mô hình Markov ẩn (HMM) cho 

chú giải chức năng của nhóm gene mã hóa vùng liên kết carbohydrate (CBM) và 

một số enzyme tham gia tiền xử lý lignocellulose, cellulase, hemicellulase.   

3. Endo-xylanase EXL mã hóa từ gene của vi khuẩn Prevotella trong dạ cỏ dê đã 

được biểu hiện, tinh sạch thành công với hoạt tính cao.  
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CHƯƠNG 1. TỔNG QUAN 

1.1. Kỹ thuật Metagenomics nhằm khai thác hiệu quả gene tiềm năng 

1.1.1. Sơ lược chung về kỹ thuật Metagenomics 

Thuật ngữ ”Metagenomics” được sử dụng lần đầu vào năm 1998 để chỉ các 

nghiên cứu về toàn bộ hệ gene của tất cả các vi sinh vật trong một khu hệ môi 

trường, ngược với hướng tiếp cận chỉ phân lập và nuôi cấy một loài vi sinh vật duy 

nhất in vitro [7]. Kỹ thuật Metagenomics khắc phục được nhược điểm của những 

phương pháp nghiên cứu truyền thống về phân lập, với thực tế là hiện nay, vẫn chưa 

có phương pháp thích hợp để nuôi cấy và phân lập thành công hơn 99% số vi sinh 

vật trong sinh quyển [5]. Về nguyên tắc, bất kỳ nghiên cứu nào hướng đến đối 

tượng là tất cả các cá thể trong một quần xã vi sinh vật như là một nguồn DNA duy 

nhất đều được coi là nghiên cứu metagenomics [8]. Hiện nay kỹ thuật 

Metagenomics đã và đang được sử dụng ngày càng nhiều để nghiên cứu đa dạng vi 

sinh vật của nhiều khu hệ sinh thái như môi trường suối nước nóng [9], môi trường 

biển [10], môi trường đất [11], môi trường bên trong cơ thể người và động vật - hệ 

vi sinh vật khu trú trong hệ tiêu hóa của người [12] hay các động vật nhai lại [13]. 

Mối tương tác giữa các loài sinh vật cộng sinh trong đường tiêu hóa của động vật 

nhai lại được thể hiện mạnh mẽ trong quá trình phân giải các hợp chất 

lignocellulose, vì vậy đây là đối tượng tiềm năng cho việc nghiên cứu khai thác các 

gene mới mã hóa cho các enzyme tham gia chuyển hóa sinh khối thực vật [14].  

Phương pháp nghiên cứu metagenomics gồm hai hướng tiếp cận chính, bao 

gồm hướng tiếp cận theo chức năng và hướng tiếp cận theo trình tự. Hướng tiếp cận 

theo chức năng dựa vào việc xây dựng một thư viện vật lý các đoạn trình tự DNA từ 

mẫu DNA metagenome sau khi đã được tách chiết, trong đó các đoạn trình tự này 

được tách dòng trong các vector có thể chèn những đoạn kích thước lớn (vector 

cosmid hoặc fosmid) [15], biểu hiện trong hệ vật chủ phổ biến sau đó tiến hành 

sàng lọc để tìm những dòng thể hiện hoạt tính sinh học mong muốn. Hạn chế lớn 

của phương pháp này là hầu hết các gene không được biểu hiện, tạo sản phẩm 

protein hoàn chỉnh trong những chủng vi khuẩn xác định chuyên dùng để tách dòng, 

ví dụ như E. coli, mặc dù có rất nhiều gene từ các nguồn vi sinh vật khác nhau đã 

được biểu hiện thành công trong đối tượng này [16]. Đây vẫn là rào cản cực lớn 

khiến cho việc thu nhận thông tin nghiên cứu metagenome bằng phương pháp này 

bị hạn chế. Một hạn chế nữa của phương pháp này là tần số dòng có hoạt tính mong 
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muốn từ thư viện DNA metagenome là rất thấp. Ví dụ, nghiên cứu của Henne và 

các cộng sự chỉ thu được 1 dòng trong 730.000 dòng trong thư viện DNA 

metagenome của vi sinh vật trong đất thể hiện hoạt tính lipolytic [17].  

Một hướng tiếp cận khác trong nghiên cứu Metagenomics đó là giải trình tự 

toàn bộ DNA metagenome và phân tích dữ liệu. Trong những năm gần đây, với sự 

phát triển vượt bậc của khoa học công nghệ, việc giải trình tự toàn bộ hệ gene đã trở 

nên đơn giản, tiết kiệm thời gian và kinh phí, cung cấp một lượng lớn thông tin vật 

chất di truyền của các loài vi sinh vật trong môi trường, đó là nguồn nguyên liệu để 

khai thác các gene mới phục vụ cho mục đích của con người. Kỹ thuật giải trình tự 

thông lượng cao (High Throughput Sequencing - HTS) phân biệt đặc thù với kỹ 

thuật giải trình tự truyền thống (giải trình tự Sanger) về mặt dung lượng giải trình tự 

với mỗi lần tiến hành. Cụ thể, với mẫu giải trình tự Sanger thường tạo ra được 102 

trình tự (với độ dài 600-900 bp) thì HTS có thể giải được 106 – 109 trình tự (với độ 

dài 100-700 bp) cho mỗi lần thực hiện [18]. Với ưu điểm giải trình tự nhanh và 

chính xác, các hệ thống máy giải trình tự thế hệ mới - Next Generation Sequencing 

(NGS) được sử dụng phổ biến như máy giải trình tự của Roche 454 của 454 Life 

Sciences, HiSeq 2000 của Illumina và AB SoLid của Life Technologie [19].  

Kết quả giải trình tự DNA đa hệ gene là tập hợp các đoạn trình tự riêng rẽ. Sau 

đó, những đoạn DNA đã được giải trình tự sẽ được tập hợp và lắp ghép lại thành 

những đoạn trình tự dài bằng cách sử dụng một trong hai cách sau, lắp ghép dựa 

trên trình tự tham chiếu được so sánh hoặc lắp ghép de novo. Thông tin trình tự 

được phân tích xử lý bằng phần mềm để phân chia các đoạn trình tự DNA vào các 

nhóm phân loại có thể đại diện cho một loài hoặc một nhóm loài. Dựa trên những 

cơ sở dữ liệu tham khảo có sẵn như KEGG là cơ sở dữ liệu trực tuyến liên quan đến 

hệ gen, các con đường enzyme và các sản phẩm sinh học [20], eggNOG là cơ sở dữ 

liệu chứa các trình tự từ nhũng nguồn khác biệt nhưng có chung nguồn gốc tổ tiên 

được xếp chung vào một nhóm [21], COG là cơ sở dữ liệu protein của sinh vật nhân 

sơ, nhân chuẩn đơn bào [22], PFAM/TIGRFAM -protein families là cơ sở dữ liệu 

các họ protein [23, 24], với một mức độ tương đồng nhất định khi so sánh trình tự 

cần chú giải với trình tự tham chiếu, những trình tự này có thể được dự đoán chức 

năng. Tuy nhiên, chú giải chức năng của dữ liệu metagenome luôn là một thách 

thức lớn, vẫn chưa có công cụ nào có thể chú giải hoàn toàn tất cả các trình tự một 

cách chính xác tuyệt đối. Những trình tự không thể chú giải có thể là kết quả của 

quá trình giải trình tự đưa đến kết quả lỗi, hoặc có thể là gene thật nhưng mã hóa 

cho những chức năng sinh học chưa xác định, hoặc là gene mới không có tính tương 

đồng với những gene đã biết, đã công bố. Vì vậy, nhu cầu xác định được những 
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phương pháp mới và hiệu quả để chú giải và khai thác gene tiềm năng theo nhu cầu 

thực tế luôn được đề cao. 

1.1.2. Tình hình nghiên cứu ứng dụng kỹ thuật Metagenomics trong khai thác 

gene 

1.1.2.1. Nghiên cứu ứng dụng Metagenomics trên thế giới 

Hướng nghiên cứu đa hệ gene theo chức năng đã được sử dụng để phát hiện 

nhiều gene chức năng mới như gene mã hóa polyketide synthase, gene kháng kháng 

sinh như aminoglycoside và tetracyline, gene mã hóa các enzyme như oxido-

reductase, esterase và glycosidase hay các gene mã hóa chất xúc tác sinh học khác 

[25]. Tuy nhiên có khá nhiều thách thức trong nghiên cứu Metagenomics theo 

hướng chức năng. Trước hết, điều kiện sống của các quần xã vi sinh vật trong môi 

trường cực kỳ phức tạp, DNA của những loài vi sinh vật có mật độ thấp có nguy cơ 

không được tách chiết và phân lập. Thứ hai, có khả năng các đoạn DNA nhỏ bị mất 

trong quá trình tách dòng gen. Thứ ba, khả năng biểu hiện của các gene ngoại lai 

trong các chủng tách dòng là khá thấp. Thứ tư, những phương pháp sàng lọc hiện 

nay vẫn còn hạn chế, không thể đáp ứng toàn bộ yêu cầu sàng lọc enzyme. Thứ 

năm, quá trình sàng lọc có hiệu suất thấp, ước tính từ hàng chục ngàn dòng phân 

lập, chỉ có một vài dòng là có hoạt tính và được lựa chọn. Thứ sáu, với những hạn 

chế về nhiệt độ, pH và những yếu tố khác, chỉ có một phần rất nhỏ enzyme trong số 

các enzyme được biểu hiện có hoạt tính có thể được ứng dụng vào thực tiễn. Ngoài 

ra, nghiên cứu giải trình tự metagenome nói chung và nghiên cứu theo hướng chức 

năng nói riêng chỉ được tập trung ở những nước phát triển, nguồn vật chất di truyền 

cực lớn ở các nước đang phát triển vẫn còn bị bỏ ngỏ. 

Giải trình tự metagenome đã được áp dụng với mẫu vi khuẩn, nấm, virus và 

các loài khác. Những phương pháp phân tích tin sinh học được sử dụng để xác định 

trình tự genome của vi sinh vật dựa trên hệ gene tham chiếu. Trong trường hợp 

không có sẵn những thông tin cơ bản về trình tự gene tham chiếu, kết quả giải trình 

tự được lắp ráp de novo. Bằng phương pháp này, thông tin di truyền của virus mới 

như COVID-19 đã được công bố [26]. Nghiên cứu Metagenomics đã được ứng 

dụng trong nghiên cứu vi sinh vật từ rất nhiều vùng sinh thái đa dạng về điều kiện 

môi trường sống, và được áp dụng trong việc nhận dạng các vi sinh vật gây bệnh 

trong đường tiêu hóa, hệ miễn dịch. Aron-Wisnewsky và cộng sự đã sử dụng dữ 

liệu giải trình tự metagenome đường tiêu hóa của người để phát hiện hệ vi sinh liên 

quan đến bệnh viêm gan của nhóm người không nghiện rượu [27]. Tương tự, hệ vi 

sinh vật liên quan đến bệnh tự miễn [28] và bệnh ung thư [29] cũng đã được phát 
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hiện. Giải trình tự metagenome góp phần phát hiện nhiều vi khuẩn kháng kháng 

sinh [30] và gene kháng kháng sinh mới [31]. Năm 2021, Chi nhánh Phòng thí 

nghiệm Y dược của Hội Y học Trung Quốc công bố một báo cáo chuyên gia, 

khuyên dùng phương pháp giải trình tự thế hệ mới để áp dụng trên đối tượng mẫu 

nghi nhiễm bệnh nhưng không được phát hiện bằng phương pháp thường quy như 

phân tích hóa sinh, nuôi cấy vi sinh vật và việc sử dụng các liệu trình chống nhiễm 

khuẩn thông thường không có tác dụng. Hiện nay, giải trình tự metagenome đã 

được ứng dụng rộng rãi trong việc phát hiện các tác nhân gây bệnh, ví dụ như năm 

loài sinh vật (Neisseria meningitidis, Streptococcus agalactiae, Candida albicans, 

Mycobacterium fortuitum, Mycobacterium abscessus) đã được phát hiện bằng giải 

trình tự metagenome mẫu dịch não tủy [32] gây bệnh viêm màng não mô cầu và 

bệnh viêm não Nhật Bản. Nghiên cứu metagenome cũng đã được ứng dụng trong 

việc sản xuất rượu, cụ thể đa dạng các thành phần quần xã vi sinh vật và đặc tính 

của quần xã trong hầm rượu ảnh hưởng rất lớn đến khả năng cải thiện chất lượng và 

hương vị của rượu [33]. Nghiên cứu metagenome cũng cho thấy giá trị dược liệu 

của các loại thuốc Trung Quốc từ các vùng dược liệu khác nhau có sự khác biệt 

đáng kể, liên quan đến thành phần vi sinh vật của môi trường dưới điều kiện khí hậu 

và thổ nhưỡng đặc trưng, và sự gia tăng của sản lượng dược liệu liên quan mật thiết 

đến quần xã vi sinh vật trong đất và rễ cây [34]. 

Hệ vi sinh vật nói chung và hệ vi khuẩn nói riêng trong đường tiêu hóa của 

động vật nhai lại đóng vai trò cực kỳ quan trọng như là một nguồn xử lý và cung 

cấp năng lượng cho vật chủ. Vì vậy, nghiên cứu đa dạng hệ gene trong vi hệ sinh 

thái này để đánh giá và dự đoán những thay đổi có thể gây nên những rối loạn 

chuyển hóa của vật chủ đóng vai trò quan trọng. Việc nghiên cứu đa hệ gene của 

toàn bộ hệ sinh vật đường ruột được tiến hành bởi công nghệ giải trình tự và những 

hướng tiếp cận “omic”, bao gồm Metabolomic, Metaproteomic, 

Metatranscriptomic, Metagenomic [25].  Công nghệ giải trình tự đưa ra những kết 

quả về định danh của hệ vi sinh vật, còn những hướng nghiên cứu “omic” làm rõ 

chức năng của những vi sinh vật có trong dạ cỏ và khẳng định vai trò tương hỗ của 

các vi sinh vật trong đường tiêu hóa đối với vật chủ. Cụ thể, nhiều nghiên cứu cho 

thấy vi khuẩn ngành Bacteroidetes chiếm tỷ lệ lớn hơn đáng kể trong đường tiêu 

hóa so với ngành Firmicutes. Các vi khuẩn nội sinh trong dạ cỏ có thể chuyển hóa 

các thành phần carbohydrate trong thức ăn thành các VFA (volatile fatty acid - axit 

béo bay hơi), cung cấp đến 80% năng lượng của vật chủ động vật nhai lại. Protein 

của bản thân vi khuẩn MCP (microbial crude protein – protein thô của vi khuẩn) bị 

vật chủ tiêu hóa và hấp thụ ở ruột non, chiếm 50-90 lượng protein đi vào tá tràng và 
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cung cấp hầu hết các amino acid cần thiết cho sự sinh trưởng và tạo sữa, vì vậy đây 

cũng là một nguồn dinh dưỡng quan trọng [35]. Hơn nữa, một số loài vi khuẩn dạ 

cỏ có thể tổng hợp nhiều loại vitamin, như vitamin nhóm B và vitamin K, bổ sung 

vào thành phần dinh dưỡng của vật chủ [36]. Vai trò lớn nhất của vi sinh vật dạ cỏ 

nói chung là khả năng phân giải các polysaccharide và đạm vô cơ trong thức ăn, 

chuyển hóa thành những thành phần có thể được hấp thụ bởi vật chủ. Hệ vi sinh vật 

dạ cỏ đóng vai trò thiết yếu trong quá trình sử dụng hiệu quả thức ăn, quá trình tiết 

sữa và chất lượng sữa [36]. Để tiêu hóa hiệu quả chất dinh dưỡng trong thức ăn, sự 

cân bằng giữa quá trình chuyển hóa carbohydrate và nitrogen là cực kỳ quan trọng. 

Dư thừa nitrogen trong ruột non gây áp lực lên sự sinh trưởng của vi sinh vật 

chuyển hóa carbohydrate, thay đổi cấu trúc hệ vi sinh vật và ảnh hưởng đến mối 

tương tác chung giữa vật chủ và hệ vi sinh [37]. Nghiên cứu của Wang và các cộng 

sự cho thấy Fibrobacter succinogenes, Butyrivibrio fibrisolvens và 

Ruminococcus_sp._HUN007 là những loài vi khuẩn dạ cỏ tối thiết trong quá trình 

chuyển hóa nitrogen cung cấp cho vật chủ [38]. Vi khuẩn thuộc ngành 

Proteobacteria, Tenericutes, các chi Anaeroplasma, Campylobacter, Clostridium có 

liên quan chặt chẽ đến quá trình phân giải chất xơ trong đường tiêu hóa của lợn 

[39]. Kỹ thuật Metagenomics đã góp phần làm rõ quá trình chuyển hóa chất dinh 

dưỡng trong dạ cỏ, mở rộng cơ sở dữ liệu về hệ vi sinh vật, giải thích mối quan hệ 

tương hỗ giữa vật chủ và hệ vi sinh vật đường ruột. 

1.1.2.2. Nghiên cứu ứng dụng kỹ thuật Metagenomics ở Việt Nam 

Hướng nghiên cứu sử dụng kỹ thuật Metagenomic đã được một số nhóm 

nghiên cứu áp dụng ở Việt Nam trong giai đoạn gần đây. Nhóm nghiên cứu của 

PGS. TS. Trần Đình Mấn đã giải trình tự DNA metagenome vi sinh vật suối nước 

nóng Bình Châu, tỉnh Bà Rịa – Vũng Tàu, và xây dựng được bộ dữ liệu DNA 

metagenome dung lượng 9,4 Gb với 106.903 gene được chú giải trên tổng số 

156.093 gene dự đoán. Qua phân tích nhóm tác giả đã xác định được đa dạng vi 

sinh vật gồm 41 ngành, 57 lớp, 128 bộ, 245 họ, 825 chi và 2.250 loài khác nhau, với 

ngành đa dạng nhất là ngành Proteobacteria, tiếp đến là Firmicutes, đều thuộc nhóm 

vi khuẩn ưa nhiệt [40].  Nhóm nghiên cứu của TS. Kim Thị Phương Oanh từ Viện 

Nghiên cứu hệ gene đã phân tích dữ liệu metagenome từ tu hài (Lutraria 

rhynchaena) bị nhiễm bệnh sưng vòi ở vùng nuôi tu hài Cát Bà, Hải Phòng và Vân 

Đồn, Quảng Ninh. Metagenome của tu hài nhiễm bệnh sưng vòi đã được giải mã 

bằng hệ thống NGS của Illumina và máy MinION của Oxford Nanopore. Kết quả 

hệ gene của vật chủ tu hài đã được lắp ráp và chú giải thành công. Bên cạnh đó, dữ 

liệu metagenome của các loài vi sinh vật trong dịch lọc vòi tu hài nhiễm bệnh đã 
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được xác định [41], và phát hiện một hệ gene virus mới [42]. PGS. TS. Hồ Huỳnh 

Thùy Dương và cộng sự đã sử dụng công nghệ giải trình tự Oxford Nanopore với 

mẫu vi sinh vật từ nước đầm nuôi tôm ở Ninh Thuận và xác định thành phần quần 

xã vi sinh vật và khả năng kháng kháng sinh, từ đó định hướng ứng dụng trong việc 

kiểm soát sức khỏe tôm nuôi trong ngành công nghiệp thủy sản [43]. TS. Trần Bình 

Minh và cộng sự đã xây dựng cơ sở dữ liệu quần xã vi sinh vật trong mẫu nước mặt 

thu thập từ sông Serepok của vườn Quốc gia Yok Don, Tây Nguyên. Cơ sở dữ liệu 

cung cấp thông tin về đa dạng quần xã vi sinh vật và chức năng, có thể được sử 

dụng để tăng cường công tác bảo tồn cũng như tăng khả năng sản xuất nguyên liệu 

tái tạo [44].  Nhóm nghiên cứu của TS. Nguyễn Trung Nam đã thu thập và giải trình 

tự DNA ribosome 16S của mẫu vi khuẩn trong đường tiêu hóa của bệnh nhân đái 

tháo đường type 2 của Việt Nam bằng công nghệ giải trình tự của Illumina và so 

sánh với đối chứng không bị bệnh. Kết quả cho thấy có sự khác biệt rõ ràng về tỷ lệ 

ngành Firmicutes và lớp Clostridia giữa bệnh nhân và đối chứng, gợi ý rằng sự suy 

giảm tỷ lệ của ngành và lớp trên có liên quan đến chứng béo phì và bệnh tiểu đường 

type 2 [45]. Nhóm nghiên cứu của GS. TS. Chu Hoàng Hà đã nghiên cứu giải trình 

tự metagenome của vi sinh vật trong các đầm nuôi tôm ở Việt Nam trên hệ thống 

Illumina. Kết quả giải trình tự cho thấy định đa dạng vi khuẩn khu trú trong hệ tiêu 

hóa của tôm nuôi và môi trường xung quanh [46] cũng như vai trò của chi vi khuẩn 

Pseudomonas trong việc chuyển hóa nitrogen của quần xã vi khuẩn trong mẫu nước 

từ ba đầm nuôi tôm ở Sóc Trăng. Kết quả này hứa hẹn khả năng sử dụng chi 

Pseudomonas trong việc xử lý nước đầm nuôi tôm [47]. 

Nghiên cứu metagenomic cũng được ứng dụng để khai thác các cấu trúc gene 

mới, đánh giá đa dạng cấu trúc gene mới mà các hướng tiếp cận khác khó thực hiện 

được. Điển hình, từ năm 2014 đến năm 2017, bằng nguồn kinh phí của Đề tài độc 

lập cấp Nhà nước (Mã số: ĐTĐLCN.15/14) do PGS. TS Đỗ Thị Huyền làm chủ 

nhiệm, DNA đa hệ gene của vi khuẩn trong dạ cỏ dê đã được giải mã, khai thác các 

nguồn gene khác nhau tham gia thủy phân lignocellulose và đào tạo hai nghiên cứu 

sinh. Trong đó NCS Nguyễn Khánh Hoàng Việt đã thực hiện và bảo vệ thành công 

đề tài luận án “Nghiên cứu đánh giá sự đa dạng và vai trò của một số module trong 

cấu trúc enzyme thủy phân cellulose từ khu hệ vi sinh vật trong trong dạ cỏ của dê” 

năm 2022. Luận án đã tập trung khai thác các gene mã hóa nhóm cellulase từ bộ dữ 

liệu DNA đa hệ gene 8,4 kb và đã khai thác được 816 trình tự mã hóa cho cellulase 

trong đó phát hiện cấu trúc đặc thù của beta-glucosidase trong dạ cỏ dê có mang chủ 

yếu vùng FN3 nằm phía sau vùng xúc tác. Trong khi đó, các endo-glucanase chủ 

yếu có mang vùng Ig và nằm ở phía trước của vùng xúc tác. Duy nhất, một trình tự 
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mã hóa cho endo-glucanase nhưng có mang vùng FN3 và nằm ở phía trước vùng 

xúc tác. Các vùng module này đã được tách dòng, tái tổ hợp và nghiên cứu phát 

hiện được vai trò của vùng FN3 trong việc làm ổn định cấu trúc phân tử của 

enzyme, làm tăng ái lực của enzyme với cơ chất, giúp ổn định vùng xúc tác cho sự 

hoạt động chuyển hóa của enzyme [48]. Luận án chưa nghiên cứu tạo bộ dữ liệu 

DNA metagenome. Đồng thời, luận án cũng chưa đánh giá cấu trúc, đa dạng vi 

khuẩn trong toàn bộ dữ liệu, chưa nghiên cứu vai trò của vi khuẩn trong thủy phân 

lignocellulose nói chung, vai trò của Prevotella nói riêng.  Bộ dữ liệu 8,46 Gb được 

xác định là có chỉ số độ bao phủ (mapping rate) chỉ đạt khoảng 27%, vì vậy cần giải 

trình tự với dung lượng cao hơn với hy vọng bao phủ hoàn toàn, từ đó phân tích sâu 

để so sánh trên khía cạnh đa dạng vi khuẩn, độ đa dạng, phong phú của các gene 

liên quan đến chuyển hóa lignocellulose ở hai bộ dữ liệu, vai trò của vi khuẩn 

Prevotella trong thủy phân lignocellulose và tìm kiếm các gene mã hóa endo-

xylanase mới để sản xuất ở dạng tái tổ hợp. Do vậy, luận án này được tiến hành 

song song đề giải quyết các vấn đề được nêu ở trên. 

1.1.3. Chú giải gene trong tin sinh học 

1.1.3.1. Một số công cụ chú giải gene thông dụng 

Chú thích chức năng của trình tự protein với độ chính xác cao (AC) đã trở 

thành một trong những vấn đề quan trọng nhất trong việc tìm hiểu cơ chế phân tử 

của sự sống và có ảnh hưởng lớn trong nghiên cứu sinh học cơ bản, bệnh lý và dược 

phẩm. Với sự tích lũy nhanh chóng của số lượng trình tự protein được giải trình tự 

và công bố, việc chú thích chức năng của protein ngày càng trở nên khó khăn và cấp 

thiết. Những phương pháp chú giải gene hiện tại có thể chia thành ba loại, dựa trên 

tương đồng trình tự, dựa trên tương đồng cấu trúc chức năng và dựa trên bối cảnh 

gene (gene context).  

Các công cụ chú giải dựa trên sự tương đồng trình tự bằng cách so sánh trình 

tự của các gene cần xác định với trình tự của cơ sở dữ liệu biết trước, từ đó kết luận 

chức năng của gene nếu độ tương đồng lớn hơn ngưỡng giới hạn với độ tin cậy cho 

phép. Phương pháp chú giải này là phương pháp thông dụng nhất nhờ khả năng tiếp 

cận dễ dàng các thư viện trình tự số lượng lớn cũng như khả năng dự đoán chức 

năng của những protein cùng nguồn gốc. Công cụ chú giải dựa trên sự tương đồng 

trình tự phổ biến nhất là BLAST (Basic Local Alignment Search Tool). Tuy nhiên 

công cụ này mất khá nhiều thời gian để dự đoán chức năng nếu số lượng 

gen/protein cần chú giải khá lớn. Một số công cụ chú giải hiện đại dựa trên sự tương 

đồng trình tự sử dụng phương pháp so sánh tối ưu có thể rút ngắn thời gian phân 
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tích và chú giải gen. Công cụ eggNOG-mapper chú giải chức năng bằng cách so 

sánh trình tự với những cụm trình tự tương đồng có chung nguồn gốc tổ tiên 

(ortholog), dựa trên cơ sở dữ liệu eggNOG về các nhóm ortholog, có thể đưa ra kết 

quả nhanh và chính xác hơn so với so sánh từng cặp [49]. Công cụ PANNZER là 

một công cụ chú giải tương tác trực tuyến có khả năng xử lý phân tích đến 100000 

trình tự đầu vào cùng lúc và đưa ra thông tin chú giải về gene ontology (GO – bản 

thể gen) [50]. BlastKOALA và GhostKOALA là những công cụ chú giải trình tự hệ 

gene và đa hệ gene dựa trên cơ sở dữ liệu KEGG về các gene chức năng và con 

đường trao đổi chất [51].  

   Các công cụ chú giải dựa trên sự tương đồng cấu trúc chức năng có ưu điểm 

cao về độ chính xác, tuy nhiên phương pháp này có những giới hạn do bị phụ thuộc 

chặt chẽ vào thông tin của những protein đã được nghiên cứu sâu về cấu trúc tinh 

thể và cấu trúc không gian, trong một số trường hợp mối quan hệ giữa sự tương 

đồng về cấu trúc không gian và tương đồng về chức năng vẫn chưa được làm sáng 

tỏ hoàn toàn. FunctionAnnotator là một công cụ chú giải trực tuyến một cách hiệu 

quả, có thể chú giải chi tiết về nhiều khía cạnh, bao gồm chú giải chức năng của 

enzyme, phân loại GO, nhận dạng vùng hoạt tính domain/motif và dự đoán vị trí nội 

bào [52]. Server dbCAN3 là một công cụ trực tuyến có khả năng chú giải tự động 

protein, với đối tượng tập trung là các enzyme hoạt động trên carbohydrate, đây là 

phiên bản nâng cấp của công cụ dbCAN và dbCAN2 với khả năng phân tích sâu và 

chính xác hơn [53]. Phyre2 là một bộ công cụ có sẵn trên web để dự đoán và phân 

tích cấu trúc, chức năng và các đột biến của protein, cung cấp cho các nhà sinh học 

một giao diện đơn giản và trực quan cho các công cụ tin sinh học protein hiện đại. 

Phyre2 sử dụng các phương pháp phát hiện tương đồng tiên tiến để xây dựng mô 

hình 3D, dự đoán các vị trí liên kết phối tử và phân tích tác động của các biến thể 

đơn amino acid đối với trình tự protein [54]. Cơ sở dữ liệu InterPro 

(https://www.ebi.ac.uk/interpro/) cung cấp thông tin phân loại các trình tự protein 

tích hợp thành các họ và xác định các vùng chức năng quan trọng cũng như các 

vùng bảo thủ trong trình tự. InterPro (phiên bản 90.0) có những cập nhật và phát 

triển mở rộng cơ sở dữ liệu, đồng thời cung cấp quyền truy cập dữ liệu thân thiện 

hơn với người dùng. Các tính năng của công cụ Pfam bao gồm thông tin chung về 

các họ protein, trình tự và mô hình đại diện chung của họ cũng được cập nhật vào 

phiên bản mới của InterPro [55].  

Phương pháp chú giải dựa trên bối cảnh gene xem xét đến vị trí, tương tác của 

gene cần chú giải với các gene khác, vì vậy có thể hỗ trợ bổ sung cho những trường 

hợp các gene mới không tương đồng với gene đã biết, không thể chú giải bằng 
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những cách tiếp cận trên. Phương pháp này đặc biệt phù hợp trong việc chú giải 

chức năng của những protein tương tác với những protein khác, những protein được 

đồng biểu hiện trong tế bào, tuy nhiên bị hạn chế bởi những thông tin gây nhiễu 

trong dữ liệu tương tác protein [56]. Công cụ FunGeCo là một công cụ phân tích 

trực tuyến cho phép chú giải chức năng metagenome vi khuẩn dựa trên bối cảnh 

gen. Cụ thể, các đơn vị chức năng GCM (Gene Context-based Module) được xác 

định từ các hệ gene cụ thể, xây dựng một hệ thống bản đồ chi tiết thông tin bối cảnh 

gen, ghi nhớ vị trí trên genome [57]. Công cụ GeConT cho phép người sử dụng mô 

hình hóa bối cảnh của một gene hoặc một nhóm gene trong genome và mối quan hệ 

tương đồng nguồn gốc với những trình tự đã được báo cáo. Công cụ này kết hợp 

thông tin từ cơ sở dữ liệu COG, Pfam và KEGG, cho phép người dùng có biểu diễn 

đồ họa tích hợp về chức năng của gene ở nhiều cấp độ, cây phát sinh chủng loại và 

bối cảnh gene của chúng [58]. 

1.1.3.2 Mô hình đại diện HMM: công cụ mới khai thác hiệu quả dữ liệu 

metagenome 

Số lượng các protein đã được xác định cấu trúc không gian và hoạt tính luôn 

nhỏ hơn rất nhiều so với số lượng protein đã biết trình tự cấu trúc bậc 1. Để dự đoán 

cấu trúc không gian, phương pháp phân tích sử dụng mô hình đại diện dựa trên so 

sánh trình tự khá phổ biến. Cụ thể, nếu một trình tự mới được phát hiện có độ tương 

đồng nhất định với trình tự của một protein đã biết, chúng ta có thể dự đoán rằng 

hai protein có cấu trúc không gian và hoạt tính tương đồng [59]. Phương pháp phân 

tích sử dụng mô hình đại diện là phương pháp nhận biết những trình tự ít tương 

đồng bằng cách so sánh trình tự bậc 1. Nhóm trình tự tương đồng nằm trong cùng 

một họ sẽ được so sánh tương đồng để tạo ra kết quả so sánh đa trình tự. Thuật toán 

so sánh tương đồng sắp xếp các trình tự sao cho kết quả so sánh có số lượng vị trí 

tương đồng là tối đa và số lượng khoảng trống (gap) là tối thiểu. Mỗi vị trí tương 

đồng được đánh giá bằng điểm số, độ tương đồng càng lớn thì điểm số càng cao, 

nếu là khoảng trống thì mang giá trị âm. Kết quả so sánh đa trình tự cuối cùng là kết 

quả mà tổng giá trị điểm tương đồng là cao nhất. Thông tin từ kết quả so sánh đa 

trình tự được lượng hóa bằng một ma trận giá trị tương ứng với từng vị trí trên trình 

tự, được gọi là mô hình đại diện (profile) [60]. Sử dụng mô hình đại diện để tìm 

kiếm trong cơ sở dữ liệu là phương pháp mang độ nhạy và độ đặc hiệu cao hơn so 

với phương pháp so sánh cặp đôi sử dụng hệ thống tính điểm độc lập cho từng vị trí.  

Mô hình đại diện dựa trên mô hình Markov ẩn (Hidden Markov Model - 

HMM) là một trong những phương pháp có độ nhạy và độ chính xác cao nhất đại 
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diện cho các trình tự tương đồng trong họ trình tự [61]. Ưu thế của mô hình đại diện 

HMM so với các mô hình đại diện khác được thể hiện ở việc giá trị điểm đại diện 

cho khả năng mất hoặc chèn trình tự được xây dựng trên cơ sở lý thuyết thống kê, 

trái với các mô hình đại diện khác chỉ bằng kết quả suy diễn thực nghiệm. Cụ thể, 

mô hình HMM áp dụng nguyên lý xác suất thống kê để ước tính tần số thật mà một 

vị trí trình tự có thể nhận từ kết quả so sánh thực nghiệm trong khi các mô hình 

thông thường sử dụng chính giá trị thực nghiệm [62].  

 

Hình 1. 1. Một phần mô hình đại diện HMM của họ GH10 [23] 

Mô hình đại diện HMM đã và đang được sử dụng ngày càng phổ biến để phân 

tích và nghiên cứu các họ protein. Hiện nay, nhiều cơ sở dữ liệu protein đã ứng 

dụng mô hình đại diện HMM bao gồm Pfam [23], TIGRFAM [24], 

SUPERFAMILY [63], CATH/Gene3D [64]. Khi số lượng dữ liệu giải trình tự chi 

tiết của các loài sinh vật càng ngày càng nhiều, thông tin trình tự trong các cơ sở dữ 

liệu trên cũng tăng lên nhanh chóng và ngày càng đồ sộ. Cụ thể, khi mới được thiết 

lập vào năm 1996, cơ sở dữ liệu Pfam chỉ có 100 họ protein xây dựng từ 10.431 

trình tự, phiên bản Pfam 35.0 được công bố năm 2021 đã chứa đến 19.632 họ 

protein.  

Ưu thế của việc sử dụng mô hình đại diện HMM so với so sánh đơn lẻ từng 

đôi trình tự là tiền đề để nhiều kết quả nghiên cứu phát triển các thuật toán giải 

quyết các vấn đề giữa so sánh trình tự với mô hình đại diện và giữa các mô hình đại 

diện với nhau, trong đó có các thuật toán như SAM, Prof_Sim, COMPASS, 

HHsearch, PRC, AlignHUSH và HMMER. Tính chính xác của các thuật toán được 

tăng cường bằng cách kết hợp với phân tích so sánh thông tin về cấu trúc, đặc tính 

lý hóa, nguồn gốc tiến hóa với mục tiêu cuối cùng là để các trình tự được so sánh 

một cách chính xác nhất [65].   

1.2. Tổng quan về lignocellulose 

1.2.1. Vai trò của lignocellulose trong nền kinh tế sinh học 

1.2.1.1. Lignocellulose là nguồn năng lượng tái tạo phong phú 
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Nhu cầu năng lượng là nhu cầu bức thiết của nhân loại, nhu cầu này không 

ngừng tăng lên theo sự tăng trưởng dân số thế giới. Để thỏa mãn những tiện nghi 

trong đời sống, nhu cầu năng lượng của con người càng trở nên cao gấp nhiều lần 

so với nhu cầu tối thiểu [66]. Sử dụng các nguồn năng lượng truyền thống để đáp 

ứng nhu cầu năng lượng đi kèm với những thách thức về môi trường. Nguồn năng 

lượng từ nhiên liệu hóa thạch (than đá, dầu mỏ, khí đốt) có những hạn chế lớn: (i) 

sự phát thải khí CO2 cực lớn từ quá trình sử dụng nhiên liệu vào môi trường, dẫn 

đến biến đổi khí hậu; (ii) một lượng lớn các loại khí độc hại, chất độc, các tác nhân 

gây ung thư cũng được giải phóng vào khí quyển, gây ô nhiêm môi trường; (iii) 

nguồn nhiên liệu hóa thạch là tài nguyên giới hạn, không thể tái tạo [67]. Sử dụng 

năng lượng của nước để làm thủy điện có thể có tác động xấu đến môi trường trong 

trường hợp các hồ thủy điện gặp trục trặc, cần phải xả tràn dẫn đến ngập lụt ở khu 

vực hạ du và ảnh hưởng đến toàn bộ quần xã sinh vật. Tương tự, sử dụng năng 

lượng hạt nhân cũng có nguy cơ dẫn đến thảm họa sinh thái trong trường hợp lò 

phản ứng của nhà máy điện hạt nhân có sự cố. 

Khai thác năng lượng từ sinh khối là một trong những nguồn năng lượng mới, 

thay thế, bên cạnh khai thác năng lượng gió, năng lượng mặt trời, năng lượng địa 

nhiệt. Nguồn năng lượng từ sinh khối khắc phục những nhược điểm của nguồn năng 

lượng hóa thạch vì đây là nguồn năng lượng có khả năng tái tạo thường xuyên, 

trong quá trình sử dụng ít phát thải các loại hợp chất độc hại cho môi trường, đồng 

thời lượng khí cacbonic thải ra được tái hấp thụ bởi sinh vật sản xuất [1].  

Ba nhóm sinh khối chính có thể được dùng để làm nguồn nguyên liệu chuyển 

hóa thành nhiên liệu xanh là: (i) dầu thực vật, mỡ động vật; (ii) tinh bột và (iii) 

lignocellulose. Dựa trên cách sử dụng nguồn sinh khối, nhiên liệu sinh học có thể 

được chia thành nhiên liệu sơ cấp và nhiên liệu thứ cấp [68]. Nhiên liệu sơ cấp là 

sinh khối được sử dụng trực tiếp mà không qua bất kỳ quá trình xử lý bổ sung nào, 

ví dụ như gỗ, chất béo động thực vật, phế phụ phẩm nông lâm nghiệp được đốt trực 

tiếp nhằm cung cấp nhiệt. Cách sử dụng này rất phổ biến ở các nước đang phát 

triển. Nhiên liệu sơ cấp được sử dụng đơn giản, không yêu cầu những quy trình 

công nghệ phức tạp, tuy nhiên tính ứng dụng rất hạn chế. Để khắc phục nhược điểm 

trên, nhiên liệu thứ cấp được sản xuất từ sinh khối bằng cách chiết xuất những hợp 

chất giàu năng lượng bằng quá trình xử lý công nghệ cao.  

Dựa trên nguồn sinh khối, phương pháp xử lý và sản xuất, nhiên liệu thứ cấp 

hiện tại được chia thành 3 thế hệ. Nhiên liệu sinh học thế hệ thứ nhất sử dụng nguồn 

sinh khối là từ dầu mỡ động thực vật và tinh bột, đường (mía đường, củ cải đường) 

để sản xuất cồn và dầu diesel sinh học. Quá trình sản xuất loại nhiên liệu này có ưu 
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điểm là khá đơn giản và chi phí tương đối thấp nhờ sử dụng phương pháp lên men 

vi sinh vật, tuy nhiên cũng đi kèm với những hạn chế lớn. Cụ thể là, năng suất tạo ra 

nhiên liệu này khá thấp vì chỉ có một phần rất nhỏ của sinh khối có thể được sử 

dụng để sản xuất nhiên liệu, đồng thời lại gây ra sự cạnh tranh với công nghiệp chế 

biến thực phẩm, hoặc thậm chí làm mất cân bằng cung-cầu lương thực [69]. 

Để giải quyết những vấn đề tồn tại trong thế hệ đầu tiên của nhiên liệu sinh 

học, các nhà khoa học đã chuyển hướng sử dụng nguồn sinh khối lignocellulose, là 

nguồn sinh khối có trữ lượng dồi dào hơn hẳn. Một số loài thực vật có khả năng 

sinh trưởng rất nhanh, thu hoạch hàng năm, đồng thời các loài cây này có thể được 

trồng ở các khu đất ngoại vi nên không ảnh hưởng đến diện tích đất sản xuất nông 

nghiệp, đảm bảo an ninh lương thực, đồng thời đất trồng cần rất ít phân bón nên hạn 

chế khả năng làm đất trở nên hoang hóa. Ví dụ, cây bạch đàn có thể trồng ở trên đất 

nhiễm mặn đến mức không thể trồng các loại cây lương thực hay hoa màu, thậm chí 

còn giúp phục hồi trạng thái của đất để sản xuất trong tương lai [70]. Một nguồn 

lignocellulose lớn khác mà có thể được khai thác là từ chất thải trong quá trình sản 

xuất và sinh hoạt, đặc biệt là chất thải trong quá trình chế biến gỗ (mạt gỗ, mùn cưa) 

và rác thải hữu cơ trong sinh hoạt. Dựa trên một báo cáo của Cơ quan Năng lượng 

Quốc tế (IEA) năm 2007, chúng ta có thể khai thác đến 1020 Jun đơn vị năng lượng 

từ nguồn chất thải này, chiếm đến 20% tổng nhu cầu năng lượng thế giới. Tuy 

nhiên, để khai thác hiệu quả nguồn sinh khối lignocellulose, cần có nhưng phương 

pháp xử lý khá phức tạp [71]. 

1.2.1.2. Lignocellulose là nguồn tiềm năng sản xuất vật liệu, hóa chất mới 

Chuyển hóa lignocellulose có thể tạo ra các hợp chất trung gian quan trọng 

như các monosaccharide (glucose, xylose), polyol (glycerol, arabitol, sorbitol), 

furan (furfural, 5-hydroxymethylfurfural) và axit hữu cơ (2,5-furandicarboxylic 

acid, levulinic acid, và lactic acid), trong đó furfural và 5-hydroxymethylfurfural có 

vai trò nổi bật là cầu nối giữa nguồn nguyên liệu sinh khối thô và ngành công 

nghiệp tinh lọc sinh học (biorefinery) [2].  

Furfural có thể được chuyển hóa thành furfuryl acohol, tetrahydrofurfuryl 

alcohol, 2-methylfuran, 2-methyltetrahydrofuran, tetrahydrofuran, 1,2-pentanediol, 

1,5-pentanediol, cyclopentanone, furfuryl acetate, furanic ester, 1-octanol, dioctyl 

ether, và nhiên liệu lỏng. Furfuryl alcohol có vai trò quan trọng nhất là nguyên liệu 

sản xuất nhựa dẻo poly(furfuryl alcohol) từ đó sản xuất plastic, xi-măng, chất đệm, 

chất kết dính [72]. Nhựa poly(furfuryl alcohol) có ưu điểm là trơ với hóa chất và 

khó cháy. Tetrahydrofurfuryl alcohol được sử dụng như chất tẩy rửa, tẩy màu sơn, 
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dung môi thay thế cho các dung môi gốc chlorine, trong dung dịch sơn tan trong 

nước, để sản xuất dược phẩm và chất dẻo [72]. 2-Methylfuran được sử dụng làm 

chất tạo hương vị hoặc tá dược trong dược phẩm [72]. 2-Methyltetrahydrofuran là 

thành phần phản ứng sản xuất nhiều hóa chất, là dung môi hòa tan nhiều hợp chất 

hữu cơ chứa kim loại, và làm dung dịch điện giải trong pin lithium [72]. 

Tetrahydrofuran cũng là dung môi của nhiều loại polymer và chất dẻo bao gồm 

nhiều loại mực, sơn, chất kết dính, là hóa chất sử dụng trong ngành dệt may [72]. 

1,2-Pentanediol là hóa chất trong ngành hóa mỹ phẩm, được sử dụng trong các sản 

phẩm tẩy rửa, làm sạch, bao gồm xử lý ô nhiễm không khí, cũng như sản phẩm mực 

và nước tẩy trang trong ngành trang điểm [72].  1,5-Pentanediol là chất hóa dẻo và 

phụ gia giảm tốc; trong y học, chất này đã được xác định là có hoạt tính kháng 

khuẩn và kháng nấm [73]. Cyclopentanone là chất trung gian sản xuất sinh dược 

phẩm, thuốc trừ sâu và cao su [72]. Furfuryl acetate đã được Cục quản lý Thực 

phẩm và Dược phẩm Hoa Kỳ phê chuẩn là một chất phụ gia tạo vị [72]. 1-Octanol 

được sử dụng trong sản xuất nước hoa, mỹ phẩm, dầu gội, chất nhũ hóa, chất tẩy 

rửa, chất điều vị, chất chống tạo bọt [72]. Dioctyl ether cũng là một loại dung môi 

sử dụng trong sản xuất mỹ phẩm, bao gồm tẩy trang và dưỡng ẩm [72]. 

5-Hydroxymethylfurfural có thể được chuyển hóa thành 2,5-

bis(hydroxymethyl)furan, 2,5-bis(hydroxymethyl)-tetrahydrofuran, 2,5-

dimethylfuran, furfuryl alcohol, 1,6-hexanediol, 3-hydroymethylcyclopentanone, 1-

hydroxyhexane-2,5-dione, 1,2,6-hexanetriol, 3-(hydroxymethyl)cyclopentanol, 

furfuryl ether. 2,5-Bis(hydroxymethyl)furan có hoạt tính kháng nấm, có thể được sử 

dụng trong y dược. 2,5-Dimethylfuran được Cục quản lý Thực phẩm và Dược phẩm 

Hoa Kỳ phê chuẩn là một loại tá dược và chất tạo vị. 1,6-Hexanediol được sử dụng 

như dung môi trung gian sản xuất nylon và polyester, chất phủ, chất hóa dẻo, chất 

kết dính và trong công nghiệp dệt may [72]. 

1.2.2. Enzyme phân giải lignocellulose nói chung 

Với cấu trúc phức tạp của thành tế bào thực vật, để phân giải hoàn toàn cấu 

trúc này cần phải trải qua 3 giai đoạn chính: (i) phân giải các hợp chất gốc pectin 

nằm trong phiến giữa đóng vai trò kết dính giữa các tế bào với nhau; (ii) tiền xử lý 

bằng tác nhân hóa, lý hoặc sinh học nhằm giải phóng hai thành phần chính là 

cellulose và hemicellulose ra khỏi lignin - chất kết dính làm cấu trúc lignocellulose 

bền vững; (iii) phân giải cellulose, hemicellulose và lignin thành các đơn phân cấu 

trúc.  

1.2.2.1. Enzyme thủy phân pectin, lignin và các enzyme hỗ trợ khác 
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Trong tự nhiên, pectin bị phân hủy bởi một hỗn hợp các enzyme pectinase, 

trong đó bao gồm các pectate lyase [74] (họ PL1, PL2, PL3, PL9 theo CAZy), 

polygalacturonase [75], rhamnogalacturonase (họ glycoside hydrolase 28) [76], 

pectin methylesterase (họ carbohydrate esterase 8) [77] và pectin acetylesterase (họ 

carbohydrate esterase 12) [78]. Cụ thể, pectin methylesterase và pectin 

acetylesterase phân hủy liên kết este trong cấu trúc pectin, giúp cho enzyme 

polygalacturonase và pectate lyase có thể tiếp cận cơ chất để phân giải cấu trúc 

pectin thành các đơn phân [79]. Các enzyme phân hủy pectin được tiết bởi một loạt 

tác nhân gây bệnh thực vật, bao gồm cả vi khuẩn và nấm, đóng vai trò quan trọng 

gây nên độc lực của các tác nhân này.  

Để giúp cho khối lignocellulose được phân giải một cách hiệu quả hơn, có một 

nhóm protein đóng vai trò hỗ trợ trong việc làm nới lỏng cấu trúc tinh thể, từ đó các 

enzyme phân hủy cellulose, hemicellulose và lignin có thể tiếp cận với cơ chất và 

xúc tác phản ứng phân hủy. Các protein này bao gồm expansin, swollenin, loosinin 

[80].  Expansin làm giảm độ bền vững của thành tế bào thông qua một cơ chế phụ 

thuộc pH, tuy nhiên bản thân protein không có hoạt tính thủy phân cấu trúc 

lignocellulose [81]. Loosening là một protein tương tự expansin, có hoạt tính nới 

lỏng vi sợi cellulose, dẫn đến xáo trộn cấu trúc tinh thể cellulose [82], được tìm thấy 

ở nấm mục trắng Phanerochaete carnosa [83]. Swollenin được tìm thấy ở chi nấm 

Trichoderma giúp tăng cường khả năng tiếp cận của các enzyme phân hủy cellulose 

với sợi cellulose bằng cách phá vỡ cấu trúc tương tự như expansin, nhưng đồng thời 

cũng có thể có hoạt tính endoglucanase, cellobiohydrolase, hoặc xylanase [84]. 

Cấu trúc phức tạp của lignin, cùng với khối lượng phân tử khá lớn và tính chất 

không tan khiến cho việc phân hủy lignin rất khó khăn. Những enzyme oxy hóa 

ngoại bào ít đặc hiệu có khả năng giải phóng những sản phẩm kém bền và dễ dàng 

tham gia các quá trình oxy hóa khác nhau, là những enzyme khởi đầu của quá trình 

thủy phân lignin. Hai họ enzyme chính liên quan đến quá trình thủy phân lignin là 

peroxidase và laccase [85]. Lignin peroxidase (LiP) và peroxidase phụ thuộc 

mangan (manganese-dependent peroxidase, MnP) là hai nhóm peroxidase đã được 

nghiên cứu khá kỹ. Enzyme peroxidase lý tưởng là enzyme có cả hai hoạt tính của 

LiP và MnP (versatile peroxidase, VP). Laccase là phenoloxidase xúc tác phản ứng 

oxy hóa các hợp chất phenolic và non-phenolic dưới sự có mặt của chất trung gian 

[86]. Nấm mục thủy phân gỗ là nguồn chính tạo ra laccase, tuy nhiên enzyme này 

cũng đã được phân lập từ nhiều loài nấm khác bao gồm Aspergillus, Myceliophora 

thermophila và Chaemotium thermophilum. Có những nghiên cứu gần đây cho thấy 

có những loài vi khuẩn cũng có khả năng tiết laccase [87].  
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1.2.2.2. Cellulase và hemicellulase 

* Cellulase 

Vi sinh vật thủy phân cellulose tạo ra một hỗn hợp các enzyme với đặc tính và 

cơ chất khác nhau, phối hợp với nhau để thủy phân hoàn toàn cấu trúc này. Về cơ 

bản, enzyme cellulase thủy phân liên kết β-1,4-glycoside trong cấu trúc phân tử 

cellulose. Enzyme cellulase được chia thành 2 loại là endoglucanase và 

cellobiohydrolase. Endoglucanase (endo-1,4-β-glucanase, EC 3.2.1.4) thủy phân 

liên kết nội phân tử (đặc biệt là trong vùng vô định hình) để tạo ra các đầu khử và 

không khử mới. Cellobiohydrolase (exo-1,4-β-glucanase, EC 3.2.1.91) hoạt động 

trên các đầu tận cùng của phân tử cơ chất cellulose. Cả hai loại enzyme này hoạt 

động tốt nhất với phân tử cellulose không nằm trong cấu trúc tinh thể, giải phóng 

sản phẩm là cellobiose.  

Việc thủy phân hoàn toàn và hiệu quả cellulose còn cần thêm một loại enzyme 

nữa là β-glucosidase (EC 3.2.1.21), với khả năng phân cắt liên kết đôi trong phân tử 

cellobiose để tạo ra hai gốc glucose [88]. Để hoạt động bình thường, endoglucanase, 

exoglucanase và β-glucosidase cần phải giữ được cấu trúc ổn định trong môi trường 

ngoại bào và hình thành phức hệ cấu trúc không gian chính xác với cơ chất. 

 

Hình 1. 2. Hệ enzyme phân hủy cellulose [89] 

EG: endo-glucanase; CBH: cellobiose hydrolase; BGL: β-glucosidase; SWO: swollenin; 

CBM: carbohydrate-binding module  

* Hemicellulase 



19 

 

Như đã đề cập ở phần trên, cấu trúc của hemicellulose rất phức tạp và không 

đồng nhất, vì vậy để thủy phân hoàn toàn hemicellulose, cần sự phối hợp của rất 

nhiều loại enzyme [90].  

Riêng để thủy phân xylan, cần sự có mặt của endo-1,4-β-xylanse (EC 3.2.1.8) 

phân cắt mạch dài của xylan tạo ra các oligosaccharide và xylan-1,4-β-xylosidase 

(EC 3.2.1.37) thủy phân xylan oligosaccharide tạo ra xylose. Tương tự với trường 

hợp mạch khung của phân tử hemicellulose không phải là xylan thì cần các enzyme 

tương ứng khác để phân hủy. Cụ thể, cần có sự có mặt của β-glucosidase và β-

mannosidase (EC 3.2.1.25) để phân cắt mạch glucomannan, α-galactosidase (EC 

3.2.1.22), β-glucosidase và β-mannosidase với mạch galactoglucomannan, α-

arabinanase (EC 3.2.1.99) với mạch arabinan, α-arabinanase và α-galactosidase đối 

với mạch arabinogalactan. 
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Hình 1. 3. Hệ enzyme phân hủy hemicellulose [91] 

A: enzyme phân hủy xylan; B: enzyme phân hủy mannan 
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Ngoài ra, quá trình phân hủy hemicellulose có thể cần các enzyme khác như 

acetyl xylan esterase (EC 3.1.1.72), acetyl mannan esterase (EC 3.1.1.6) phân giải 

liên kết este của các gốc acetyl với mạch xylan hay mannan, α-glucuronidase (EC 

3.2.1.139) thủy phân liên kết với gốc α-D-glucuroside, ferulic acid esterase (EC 

3.1.1.73) và ρ-coumaric acid esterase (EC 3.1.1.B10) thủy phân liên kết este giải 

phóng gốc acid tương ứng, α-L-arabinofuranosidase (EC 3.2.1.55) thủy phân các 

liên kết với gốc α-L-arabinofuranoside ở đầu không khử của chuỗi polysaccharide, 

tương tác bổ sung lẫn nhau để thủy phân hiệu quả [91]. 

Động vật sử dụng lignocellulose trong chế độ ăn tự nhiên thường luôn phụ 

thuộc vào khả năng tiết enzyme phân giải cellulose, hemicellulose do bản thân vật 

chủ thiếu hệ enzyme tương ứng để chuyển hóa những cấu trúc này. Vì vậy vật chủ 

và vi sinh vật đã hình thành mối quan hệ cộng sinh trong đó vi sinh vật khu trú 

trong đường tiêu hóa của vật chủ sẽ phân giải thức ăn cung cấp năng lượng cho toàn 

bộ vật chủ và bản thân vi sinh vật [92]. Hệ tiêu hóa của động vật nhai lại (trâu, bò, 

dê…) là nơi khu trú lý tưởng của vô số dạng sống bao gồm nấm, động vật nguyên 

sinh, vi khuẩn cổ và vi khuẩn trong một phức hệ có mối tương tác chặt chẽ lẫn nhau.  

1.2.2.3. Vi khuẩn tham gia chuyển hóa lignocellulose trong dạ cỏ 

Thành phần vi khuẩn khu trú trong dạ cỏ cực kỳ đa dạng, trong đó hầu hết các 

loài đều trực tiếp tham gia vào quá trình thủy phân sinh khối thực vật nói chung và 

thành tế bào thực vật nói riêng. Cụ thể, số lượng vi khuẩn trực tiếp liên quan đến 

quá trình thủy phân lignocellulose chiếm đến 50-75% tổng số quần thể vi khuẩn 

[93]. Dựa theo chức năng và đối tượng cơ chất chuyển hóa, vi khuẩn được chia 

thành vi khuẩn phân giải các cấu trúc sợi (cellulose, hemicellulose, pectin), lactic 

acid, tinh bột,  chất béo, tannin, protein…. Trong dạ cỏ có những loài vi khuẩn thể 

hiện khả năng phân giải cellulose chủ yếu như Fibrobacter succinogenes, 

Butyrivibrio fibrisolvens, Ruminococcus flavefaciens, Ruminococcus albus, 

Clostridium cellobioparum, vi khuẩn có hoạt tính phân giải tinh bột như 

Bacteriodes ruminicola, Ruminobacter amylophilus, Selenomonas ruminantium, 

Succinomonas amylolitica, Streptococcus bovis, vi khuẩn phân giải lipid là 

Anaerovibrio lipolytica, vi khuẩn phân giải lactate như Selenomonas lactilytica, 

Megashaera elsdenii; bên cạnh đó loài  Lachnospira multiparus là loài vi khuẩn 

được xác định có hoạt tính thủy phân pectin mạnh [94].  

Chi vi khuẩn Prevotella thường được báo cáo là chi chiếm ưu thế của hệ vi 

sinh vật dạ cỏ [95]. Cụ thể, trong nghiên cứu toàn diện của Henderson và các cộng 

sự từ hơn 700 cá thể thuộc 32 loài động vật nhai lại từ 35 quốc gia khác nhau, các 



21 

 

đơn vị phân loại được xác định nhiều nhất tương ứng với các thành viên của các chi 

Prevotella, Ruminococcus và Butyrivibrio, cũng như các thành viên chưa được phân 

loại của các bộ Clostridiales và Bacteroidales và của các họ Ruminococcaceae và 

Lachnospiraceae [96]. Trong một nghiên cứu khác với 695 mẫu từ 8 vị trí trong 4 

ngăn của dạ dày trâu cũng cho thấy rằng Prevotella nằm trong số các chi phổ biến 

nhất [97]. Prevotella cũng được chứng minh là một trong những chi phổ biến nhất 

trong một nghiên cứu tập hợp dữ liệu của 10.000 mẫu metagenome dạ cỏ [4]. Hơn 

nửa thế kỷ trước, Robert Hungate và các cộng sự đã đưa ra quan điểm rằng hệ vi 

sinh vật dạ cỏ bị ảnh hưởng nhiều bởi nguồn thức ăn hấp thụ, một quá trình chọn 

lọc được thúc đẩy bởi hiệu quả quá trình trao đổi chất của vi sinh vật, các vi sinh vật 

có khả năng cạnh tranh cao sẽ thay thế những vi sinh vật kém cạnh tranh hơn. Do 

đó, sự phong phú của chi Prevotella trong các nghiên cứu metagenomic trên một số 

loài động vật nhai lại có lẽ phản ánh hiệu quả chuyển hóa của chúng và sự thích 

nghi của chúng với môi trường dạ cỏ.  

Prevotella đóng vai trò quan trọng trong quá trình chuyển hóa carbohydrate và 

nitrogen [98]. Tương tự như một số chi khác trong ngành vi khuẩn Bacteroidetes và 

nói chung là ở vi khuẩn phân hủy lignocellulose, hệ gene của Prevotella có các 

vùng PUL là các cụm gene mã hóa các protein chuyên phân giải carbohydrate phức 

tạp [99]. Prevotella có thể phân hủy nhiều loại polysaccharide và có khả năng tổng 

hợp propionate, là tiền chất quan trọng nhất cho quá trình tổng hợp phân tử đường 

glucose trong gan của động vật nhai lại [100]. Chi Prevotella thể hiện vai trò thiết 

yếu trong duy trì cân bằng hệ vi sinh đường ruột, giúp duy trì sức khỏe và hạn chế 

bệnh đối với hệ tiêu hóa của người [101]. Prevotella cũng có vai trò trong quá trình 

chuyển hóa hydro, giảm phát sinh methane trong quá trình tiêu hóa thức ăn 

lignocellulose của dạ cỏ động vật nhai lại [102]. 

1.2.3. Xylanase 

1.2.3.1. Vai trò của xylanase 

Do cấu trúc hóa học phức tạp và không đồng nhất của xylan tự nhiên, để thủy 

phân hoàn toàn xylan cần có sự phối hợp của một hỗn hợp các enzyme tương hỗ lẫn 

nhau. Hệ enzyme phân giải xylan bao gồm β-1,4-endoxylanase, β-xylosidase, α-L-

arabinofuranosidase, α-glucuronidase, acetyl xylan esterase, phenolic acid (ferulic 

và p-coumaric acid) esterase. Thông thường, hệ enzyme phân giải xylan được tiết ra 

đồng thời bởi những chủng có khả năng phân hủy xylan, bao gồm vi khuẩn [103], 

nấm [104], xạ khuẩn [105]. “Xylanosome” là một cấu trúc tập hợp đa enzyme có 

nhiều chức năng, được tìm thấy trên bề mặt của một số vi sinh vật ví dụ như phức 
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hệ xylanosome tìm thấy ở Cellulosimicrobium funkei và Cellulosimicrobium 

terreum phân giải hemicellulose một cách hiệu quả [106]. Phức hệ xylanosome từ 

Clostridium papyrosolvens C7 có khối lượng trong khoảng 500-660 kDa với 7 tiểu 

phần protein [107]. 

Trong số những enzyme thủy phân xylan, xylanase (β-1,4-endo-xylanase) 

đóng vai trò quan trọng bậc nhất vì enzyme giữ chức năng xúc tác phân cắt mạch 

chính của phân tử xylan, tạo thành các xylooligosaccharide kích thước ngắn [108], 

từ đó tạo điều kiện để các enzyme khác tiếp tục thủy phân để giải phóng các đơn 

phân. Các xylanase trong phức hệ xylanosome thường có tính đặc hiệu cơ chất khác 

nhau nhưng trùng lấp lên nhau, tương tác, hỗ trợ nhau giúp vi sinh vật có thể phân 

hủy xylan một cách hiệu quả nhất. Trong quá trình thủy phân, tương tác giữa các 

enzyme trong phức hệ sẽ giải phóng acetic acid nhờ hoạt động của acetyl xylan 

esterase giúp làm tăng hoạt tính của endo-xylanase, đồng thời hoạt động của endo-

xylanase tạo ra nhiều đoạn nhỏ oligosaccharide chứa gốc acetyl, giúp hoạt động của 

enzyme esterase hiệu quả hơn nữa. β-xylosidase tăng cường hoạt động của endo-

xylanase bằng cách giải phóng ức chế ở các đầu tận cùng mạch xylan, tương tự, 

hoạt động của α-arabinofuranosidase giúp tăng cường hoạt động của endo-xylanase 

trong phân cắt mạch arabinoxylan [91]. 

1.2.3.2. Phân loại xylanase 

Dựa trên khối lượng phân tử và điểm đẳng điện, xylanase được chia thành hai 

nhóm đó là nhóm cao phân tử (khối lượng lớn hơn 30 kDa) nhưng có điểm đẳng 

điện thấp (pI acid) và nhóm có khối lượng phân tử thấp (nhỏ hơn 30 kDa) nhưng có 

điểm đẳng điện cao (pI kiềm). Tuy nhiên có một số trường hợp enzyme có hoạt tính 

xylanase không phù hợp với cách phân loại này [109], vì vậy, một cách phân loại 

chi tiết và chính xác hơn dựa trên cả yếu tố cấu trúc tinh thể và vùng trung tâm xúc 

tác cùng với các đặc tính động học xúc tác, đặc hiệu cơ chất và sản phẩm đã được 

đề xuất [110]. Cách phân loại mới này phân chia enzyme xylanase về các họ 

glycoside hydrolase (GH) theo cơ sở dữ liệu CAZy. 

Những họ GH có thể hiện hoạt tính xylanase là các họ GH 5, 7, 8, 9, 10, 11, 

12, 16, 26, 30, 43, 44, 51, 62. Các enzyme thuộc họ GH 9, 12, 26, 30, 44 chỉ thể 

hiện hoạt tính xylanase như là hoạt tính thứ cấp. Dựa trên phân tích cấu trúc và trình 

tự của vùng trung tâm hoạt động, xylanase thuộc hai họ GH10 và GH11 đã được 

phân tích chi tiết, trong khi thông tin liên quan đến xylanase thuộc các họ còn lại 

vẫn còn khá hạn chế [108]. Theo cơ sở dữ liệu CAZy, những họ GH quan trọng 

nhất có hoạt tính xylanase là GH 5, 7, 8, 10, 11 và 43 [111].  
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Cách thức thủy phân xylan của xylanase với các họ GH được thực hiện theo 

hai cơ chế: cơ chế giữ nguyên hoặc cơ chế đảo ngược. Với cơ chế giữ nguyên, gốc 

amino acid glutamate của enzyme thủy phân đóng vai trò rất quan trọng. Cơ chất 

của phản ứng ở dạng β-glycoside sẽ hình thành sản phẩm trung gian dạng α với 

enzyme xúc tác trước khi được giải phóng ở dạng β ở sản phẩm cuối cùng [112]. 

Các họ GH 5, 7, 10 và 11 hầu hết đều thủy phân theo cơ chế này. Ngược lại, với cơ 

chế đảo ngược, sản phẩm thủy phân cuối cùng có sự thay đổi về cấu trúc không gian 

so với cơ chất ban đầu, từ dạng β thành dạng α và ngược lại; các amino acid có 

vòng thơm như glutamate và acid aspartic đóng vai trò là các gốc xúc tác trọng yếu 

[113]. Enzyme thuộc họ GH 8 và 43 thủy phân theo cơ chế này.  

Enzyme xylanase thuộc họ GH 10 thường là các protein có khối lượng phân tử 

lớn với điểm đẳng điện acid và có cấu trúc không gian dạng hộp hình thành từ 8 

phiến α/β [114]. Các xylanase trong họ GH10 có tính đặc hiệu cơ chất tương đối 

thấp, có thể xúc tác thủy phân một phổ cơ chất rộng hơn so với xylanase của họ 

GH11 [115]. Xylanase GH10 thủy phân những liên kết gắn với các gốc xylose gần 

với mạch bên của phân tử xylan [116]. Mức độ biến đổi của mạch bên phân tử 

xylan ảnh hưởng đến sự tương tác cấu trúc của enzyme với cơ chất, dẫn đến thay 

đổi khả năng phân giải xylan của các loại xylanase.  

1.2.3.3. Xylanase trong tự nhiên 

Xylanase rất phổ biến trong tự nhiên, sự có mặt của enzyme này đã được phát 

hiện ở rất nhiều loài sinh vật, bao gồm các vi khuẩn khu trú trong đại dương, trong 

đất và trong dạ cỏ của động vật [117], nấm ưa nhiệt độ cao [118] và trung bình 

[119], thực vật bậc cao [120], động vật nguyên sinh [121], động vật ngành Thân 

mềm như sên có vỏ [122], côn trùng [123], tảo [124]. Xylanase từ vi khuẩn và nấm 

đã và đang được nghiên cứu và ứng dụng rộng rãi trong nhiều ngành công nghiệp. 

Trong các loài vi khuẩn, chi Bacillus đã được xác định là nguồn sinh enzyme 

phân giải xylan quan trọng nhất, cụ thể là Bacillus sp., B. halodurans [125], B. 

pumilus [126], B. subtilis [127], B. amyloliquefaciens , B. circulans, B. 

stearothermophilus [117]. Xylanase với khả năng chịu nhiệt cao (60-70°C) đã được 

phân lập từ chủng B. pumilus, B. halodurans TSEV1 [128], Clostridum 

thermocellum [129], Rhodothermus marinus [130], Streptomyces sp. [131], 

Stenotrophomonas maltophila [132], Thermotoga thermarum [133]. Ngược lại, 

xylanase có thể chịu lạnh tuy không quá phổ biến nhưng đã được phân lập từ một số 

chủng vi khuẩn như Clostridium sp. PXLY1 [134], Flavobacterium sp. MSY-2 

[135], Pseudoalteromonas haloplanktis [136], Flavobacterium frigidarium [137]. 
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Một vài xylanase chịu kiềm đã được phân lập từ vi khuẩn thuộc ngành Firmicutes 

như B. pumilus, B. halodurans TSEV1, Geobacillus thermoleovorans [138], hoặc 

xạ khuẩn như Actinomadura sp. Cpt20 , Streptomyces althioticus LMZM [139].  

1.2.3.4. Ứng dụng của xylanase 

Các enzyme phân hủy xylan nói chung và xylanase nói riêng có tiềm năng rất 

lớn để ứng dụng trong rất nhiều ngành công nghiệp, ví dụ như công nghiệp thực 

phẩm, thức ăn chăn nuôi, sản xuất gỗ và giấy. Ngay từ khoảng những năm 1980, 

xylanase đã bắt đầu được ứng dụng trong ngành sản xuất thức ăn chăn nuôi. 

Xylanase được sử dụng trong quá trình xử lý nguyên liệu lignocellulose để làm tăng 

khả năng tiêu hóa thức ăn [140]. Xylanase được bổ sung vào bã rượu để giúp phân 

giải những thành phần chất xơ phức tạp, giúp làm tăng giá trị dinh dưỡng của thành 

phần này khi sử dụng làm thức ăn chăn nuôi [141]. Xylanase tăng tỷ lệ chuyển hóa 

thức ăn của vật nuôi, giúp làm tăng khả năng tăng trọng, đặc biệt đối với động vật 

có dạ dày đơn [142].  

Trong công nghiệp thực phẩm, xylanase được sử dụng trong quá trình lên men 

bánh mì. Cụ thể, xylanase phân hủy arabinoxylan trong khối bột, giúp phân bố đều 

nước trong quá trình nhào bột [143], cải thiện sự hình thành mạng gluten, dẫn đến 

tăng độ mềm xốp, độ dẻo, độ đàn hồi, thể tích khối bột, độ cứng và giòn của sản 

phẩm [144]. Sản phẩm thủy phân của arabinoxylan, cụ thể là các arabino-

xylooligosaccharide trong khối bánh mì có nhiều lợi ích với sức khỏe [145]. Ngoài 

ra, xylanase cũng được sử dụng trong quá trình xử lý sản phẩm nước ép hoa quả, 

giúp làm giảm độ nhớt của dịch ép, hạn chế hình thành vón cục, tăng độ trong suốt, 

mùi thơm và màu sắc của sản phẩm [146]. Xylanase từ Streptomyces sp. được sử 

dụng trong dịch ép nước cam, chanh ngọt, dứa [147]. Xylanase từ B. pumilus VLK-

1 được sử dụng trong nước ép cam và nho [148]. Xylanase từ Pediococcus 

acidilactici GC25 có tác dụng làm tăng lượng đường cũng như làm giảm độ đục của 

dịch chiết các loại quả [149]. 

 Trong công nghiệp sản xuất giấy, xylanase được sử dụng để làm trắng bột 

giấy. Cụ thể, xylanase được sử dụng trong quá trình tiền xử lý để làm tăng hiệu quả 

của hóa chất, bản thân xylanase không trực tiếp tác động thủy phân các gốc cấu 

thành lignin mà xylanase thủy phân mạng xylan mà lignin bao quanh. Việc thủy 

phân ở mức độ nhất định mạng xylan giúp tăng hiệu quả tiếp xúc và tác động của 

các tác nhân hóa học trong các loại hóa chất tẩy trắng. Trong nghiên cứu của Nagar 

và cộng sự năm 2021, xylanase bền nhiệt và chịu kiềm có nguồn gốc từ B. pumilus 

SV-205 được biểu hiện lượng lớn và sử dụng trong quá trình tẩy trắng bột giấy, với 
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kết quả thu được làm tăng độ sáng 1,08 lần so với đối chứng, giảm 19,01% lượng 

chlorine được sử dụng để thu được bột giấy có độ sáng tương đương [150]. Quá 

trình làm giấy và xử lý bột giấy diễn ra ở điều kiện phổ pH và nhiệt độ rất rộng, vì 

vậy những enzyme xylanase có khả năng chịu kiềm và chịu nhiệt đóng vai trò rất 

quan trọng trong quá trình sản xuất. Chủng Bacillus chịu kiềm có khả năng tiết 

enzyme xylanase hoạt động ở nhiệt độ cao (60°C) và pH cao (6-10) đã được ứng 

dụng trong quá trình tẩy trắng bột gỗ kraft để làm bìa [151]. Xylanase từ 

Scytalidium thermophilum hoạt động ở nhiệt độ 50-70°C được sử dụng để tẩy trắng 

bột bã mía [152]. Mặt khác, quá trình tẩy mực từ các sản phẩm giấy đã qua sử dụng 

là bước rất quan trọng trong quá trình tái sử dụng và tái chế. Những cách xử lý bằng 

hóa học như sử dụng các chất tẩy rửa gốc ClO-, NaOH, NaCO3, H2O2, Na2SiO2 

thường gây tác động lớn đến môi trường [153] nên những biện pháp xử lý bằng 

enzyme với ưu điểm thân thiện với môi trường hơn đang được nghiên cứu thay thế 

[154].  

Xylanase cũng được sử dụng trong xử lý sản phẩm sợi bông, làm tăng độ bền 

chắc của sản phẩm [155] và làm trắng vải thay vì sử dụng biện pháp hóa học ảnh 

hưởng đến môi trường [156]. Các chủng B. stearothermophilus SDX, B. pumilus 

ASH [157], Trichoderma longibrachiatum KT693225 [158] là những chủng sản 

sinh xylanase được sử dụng trong quá trình xử lý vải. 

Sản phẩm phân giải xylan của xylanase, các xylo-oligosaccharide có nhiều 

ứng dụng trong công nghệ dược phẩm. Các xylo-oligosaccharide không được hấp 

thụ và chuyển hóa bởi hệ tiêu hóa của động vật, vì vậy chúng đóng vai trò quan 

trọng như là nguồn prebiotic – nguồn dinh dưỡng của probiotic, những vi sinh vật 

có lợi cho tiêu hóa của động vật và người [159]. Xylo-oligosaccharide còn có tiềm 

năng ứng dụng trong việc điều hòa hệ miễn dịch [160], kháng ung thư [161], kháng 

khuẩn, chống oxy hóa [162], chống dị ứng, chống viêm [163]. 

1.2.3.5. Tình hình biểu hiện xylanase trong nước và trên thế giới 

Xylanase là một trong những enzyme phân giải lignocellulose được nghiên 

cứu và biểu hiện nhiều trong các nghiên cứu của các nhà khoa học ở khắp nơi trên 

thế giới. Xylanase được khai thác từ nhiều nguồn khác nhau bao gồm có nấm mốc 

Aspergillus niger [164], A. oryzae [165], nấm sợi Cryptovalsa mangrovei [166], 

Myceliophthora thermophila [167], côn trùng như loài bọ thuộc họ Xén tóc Apriona 

japonica [168], mọt đục quả cà phê Hypothenemus hampei [169], động vật không 

xương sống như ốc sên Ampullaria crossean [170], thực vật bậc cao như hạt đại 

mạch Hordeum vulgare nảy mầm [171], động vật nguyên sinh Polyplastron 



26 

 

multivesiculatum [172]. Xylanase được khai thác từ rất nhiều loài vi khuẩn thuộc 

các chi Acidobacterium, Bacillus, Bacteroides, Caldicellulosiruptor, Cellulomonas, 

Cellulosimicrobium, Clostridium, Demequina, Dictyoglomus, Fibrobacter, 

Geobacillus, Kocuria, Lechevalieria, Paenibacillus, Paraglaciecola, Planococcus, 

Ruminiclostridium, Sorangium, Sphingobacterium, Streptomyces, Thermobacillus, 

Thermotoga, trong đó các chi Bacillus, Geobacillus, Paenibacillus, Streptomyces là 

các chi được nghiên cứu và khai thác nhiều. Xylanase đã được biểu hiện trực tiếp từ 

chủng tự nhiên hoặc biểu hiện tái tổ hợp trong một số vật chủ phổ biến như vi 

khuẩn Escherichia coli, nấm men Pichia pastoris, nấm mốc Aspergillus oryzae. 

Xylanase thương mại đã được sản xuất và phân phối bởi hãng Sigma-

Aldrich/Merck, trong đó xylanase có nguồn gốc từ Thermomyces lanuginosus được 

biểu hiện tái tổ hợp trong Aspergillus oryzae, sản phẩm xylanase tinh sạch tồn tại ở 

dạng bột với hoạt tính ít nhất là 2500 U/g. Sản phẩm được bán với giá 234 SGD/10 

g hoặc 561 SGD/ 50 g (thông tin truy cập trên trang chủ của hãng Merck vào ngày 

22 tháng 5 năm 2023). 

Tại Việt Nam, một số nghiên cứu liên quan đến biểu hiện xylanase đã được 

tiến hành tuy nhiên vẫn còn hạn chế về số lượng. Xylanase tái tổ hợp nguồn gốc từ 

chủng Aspergillus oryzae VTCC-F187 trong A. niger VTCC-F017 đã được biểu 

hiện bởi nhóm nghiên cứu của PGS. TS. Đỗ Thị Tuyên nhằm tạo ra xylanase có 

hoạt tính cao [165]. Xylanase tái tổ hợp có khối lượng 21 kDa với hoạt tính riêng là 

1025 IU/mg đối với cơ chất xylan có nồng độ 0,5% (khối lượng/thể tích). Trong 

một nghiên cứu khác từ nhóm nghiên cứu của PGS.TS. Vũ Nguyên Thành, gene 

xylanase có nguồn gốc từ chủng nấm Bispora sp. MEY-1 được biểu hiện tái tổ hợp 

trong nấm men P. pastoris với hoạt tính 96 IU/ml dịch nuôi cấy [173].  Nghiên cứu 

của Trần Liên Hà và cộng sự đã tách dòng gene xylanase từ Aspergillus niger C1 và 

biểu hiện tái tổ hợp trong E. coli BL21, thu được dịch enzyme thô có hoạt tính 381 

U/ml [174].  
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CHƯƠNG 2. ĐỐI TƯỢNG VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1. Đối tượng, vật liệu hóa chất và thiết bị máy móc 

2.1.1. Đối tượng và vật liệu nghiên cứu 

Nghiên cứu này được thực hiện ở phòng thí nghiệm của Viện Công nghệ sinh 

học – Viện Hàn lâm Khoa học và Công nghệ Việt Nam, với các hóa chất và thiết bị 

uy tín. 

 Đối tượng nghiên cứu: Mẫu dạ cỏ của 3 dê Cỏ và 2 dê Bách Thảo thu 

thập tại tỉnh Ninh Bình (tọa độ GPS 20.269002 105.893267), 2 dê Cỏ, và 3 Bách 

Thảo thu tại Thanh Hóa (tọa độ GPS 19.897450 105.795899). Dê được lựa chọn là 

dê ăn cỏ, lá cây và cành cây trên núi vào ban ngày, ban đêm cho ăn thêm phế phụ 

phẩm nông nghiệp khác nhau, không cho ăn cám. 

 Các chủng vi sinh vật: Chủng vi khuẩn E. coli DH10B (F– mcrA 

Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC) Φ80lacZΔM15 ΔlacX74 recA1 endA1 araD139 

Δ(ara leu) 7697 galU galK rpsL nupG λ–) của hãng Invitrogen (Mỹ) được sử 

dụng làm thể nhận trong thí nghiệm tách dòng gene; chủng E. coli 

BL21(DE3) (F-ompT hsdSB(rB
–mB

–) gal dcm (DE3)), Rosetta1 (F– ompT gal 

dcm lon hsdSB(rB
–mB

–) λ(DE3 [lacI lacUV5-T7p07 ind1 sam7 nin5]) [malB+]K-

12(λ
S)), JM109 (endA1 glnV44 thi-1 relA1 gyrA96 recA1 mcrB+ Δ(lac-proAB) 

e14- [F' traD36 proAB+ lacIq lacZΔM15] hsdR17(rK
-mK

+)), SoluBL21 (BL21 

Soluble), Origami (F– ompT gal dcm lon hsdSB(rB
–mB

–) trxB gor λ(DE3 

[lacI lacUV5-T7p07 ind1 sam7 nin5]) [malB+]K-12(λ
S)  được sử dụng làm thể 

nhận để biểu hiện gene. 

 Plasmid: pET22b(+) được sử dụng làm vector biểu hiện gene (Thermo 

Scientific, Mỹ). 

2.1.2. Một số dung dịch hóa chất chính:  

* Các dung dịch sử dụng trong tách chiết DNA plasmid từ E. coli: 

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

Dung dịch II (0,2 N sodium hydroxide, 1% SDS); Dung dịch III (3 M potassium 

acetate, 11,5% acetic acid); Dung dịch phenol: chloroform: isoamylalcohol tỷ lệ 

theo thể tích tương ứng là 25: 24: 1.  

* Dung dịch sử dụng trong điện di DNA:  
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Dung dịch TAE 50X (Tris-base 2 M; acetic acid 1 M; EDTA 0,05 M, pH 

8,0); Dung dịch nhuộm gel: ethidium bromide 0,5 µg/ml.  

* Dung dịch sử dụng trong điện di protein: 

Đệm xử lý mẫu protein 6X (Tris-HCl 0,64 M, pH 6,8; glycerol 20%; SDS 

10%; 2-mercaptoethanol 6%; bromophenol 0,12%); Đệm chạy điện di (Tris-HCl 50 

mM pH 8,4; glycine 192 mM; SDS 0,1%); Dung dịch nhuộm gel polyacrylamide 

(coomassie brilliant blue 0,1%; methanol 30%; acetic acid 10%); Dung dịch tẩy 

nhuộm coomassie (methanol 40%; acetic acid 10%).   

* Dung dịch sử dụng để tinh chế protein:  

Dung dịch cân bằng giá thể (Tris-HCl 20 mM, NaCl 100 mM, imidazole 10 

mM); Dung dịch rửa mẫu (Tris-HCl 20 mM, NaCl 100 mM, 50-100 mM 

imidazole); Dung dịch thu mẫu (Tris-HCl 20 mM, NaCl 100 mM, 250 mM 

imidazole).  

* Dung dịch đo hàm lượng protein: Dung dịch Bradford reagent (Sigma), 

BSA chuẩn (Sigma). 

* Dung dịch thử hoạt tính enzyme: Dung dịch PBS 10X (NaCl 1,37 M, KCl 

27 mM, Na2HPO4 100 mM, K2HPO4 20 mM); Dung dịch Tris-HCl 1 M; Dung dịch 

đệm citrate 1 M; Dung dịch xylan 1% (khối lượng/thể tích); Dung dịch 

pNPG/pNPX (Sigma) 100 mM; Dung dịch CMC (Trung Quốc) 1%; Dung dịch 

Congo red 0,1% (khối lượng/thể tích); Dung dịch màu DNS (DNS 1%; NaOH 1%; 

K-Na-tartrate 18,2%) và một số dung môi hữu cơ khác. 

* Một số bộ kit được sử dụng: DNeasy Blood & Tissue và QIAquick Spin; 

QIAquik gel (Qiagene); cột PD-10 loại muối (Amersharm Biosciences, Mỹ), 

PSP®Spin Stool DNA (Invitek GmbH); QIAamp® DNA Stool Mini Kit (Qiagen) 

dùng cho tách chiết, tinh chế DNA metagenome. 

* Môi trường nuôi cấy: 

Môi trường LB lỏng (bacto-trypton 1%; cao nấm men 0,5%; NaCl 1%) được 

pha trong nước lọc RO; Môi trường LB đặc: Môi trường LB lỏng có bổ sung thêm 

1,6% agar; Môi trường PE: Bao gồm 2% bacto-peptone, 1% cao nấm men pha trong 

nước lọc RO; Môi trường TB: 1,2% bacto tryptone, 0,5% cao nấm men, 0,4% 

glycerol, 72 mM K2HPO4, 17 mM KH2PO4, pH 7 - 7,2; Môi trường SB: 2% 

BactoTM yeast extract, 3% BactoTM tryptone, 1% MOPS; Môi trường YT:  1% 

BactoTM yeast extract, 1,6% BactoTM tryptone, 0,5% NaCl; Môi trường SOB:  0,5% 

BactoTM yeast extract, 2% BactoTM tryptone, 10 mM NaCl, 2,5 mM KCl, 20 mM 

MgSO4. 

Các môi trường sau khi pha được khử trùng ở 121oC trong 30 phút, để nguội 
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và bổ sung ampicillin đến nồng độ cuối cùng là 100 μg/ml. 

2.1.3. Máy móc và thiết bị 

  Một số máy móc và thiết bị chính sử dụng như máy quang phổ UV 1650C 

(Shimadzu, Nhật Bản), máy giải trình tự thế hệ mới Hiseq 2000 (Illumina, Mỹ), 

máy PCR (Applied Biosystems, Mỹ), máy điện di (Bio-Rad, Mỹ), cân phân tích 

(Precisa, Thụy Sĩ), cân điện tử (Precisa, Thụy Sĩ), máy đo nồng độ quang học 

nanophotometer (Implen, Đức), máy đo pH (Metler, Thụy Sĩ), tủ nuôi cấy tế bào 

(Multitron, Đức), máy sắc kí FPLC (Amersham Pharmacia, Mỹ), máy UV (Bio-

Rad, Mỹ), máy ly tâm lạnh (Sorvall RC5B, Mỹ và Sorvall RC5B, Mỹ),, máy lắc ổn 

nhiệt (New Jersey, Mỹ), máy hút chân không – speed Vac Sc 110ª (Savant, Mỹ), cột 

sắc kí ái lực Hitrap (GE, Healthcare, Thụy Điển), tủ lạnh sâu -80oC (Panasonic, 

Nhật), máy đọc ELISA ELx800 (BioTek, Mỹ). 

2.2. Phương pháp nghiên cứu 

2.2.1. Các phương pháp sinh học phân tử, vi sinh vật 

2.2.1.1. Tách chiết, tinh chế DNA metagenome 

Dịch dạ cỏ dê mỗi con dê được lọc qua 4 lớp vải màn. Phần cặn không qua lớp 

vải được hòa vào 2 lit dung dịch PBS (137 mM NaCl, 2,0 mM KH2PO4, 10 mM 

Na2HPO4 và 2,7 mM KCl, pH 7,4) sau đó lọc lại bằng 4 lớp vải. Dịch lỏng thu được 

được dồn lại và ly tâm ở tốc độ 700 vòng / phút (v/p) (khoảng 150-200 xg) trong 10 

phút để tách riêng protozoa và xác, bã thực vật còn sót lại. Bước này được lặp lại 

hai lần. Các vi khuẩn trong dịch nổi được thu lại bằng ly tâm 4500 xg trong 5 phút, 

rửa hai lần với dung dịch PBS, và huyền phù vào 500 ml dung dịch PBS pH 7,4 có 

chứa 20% glycerol và giữ trong -80oC. Quy trình tách chiết DNA metagenome được 

dựa trên phương pháp của Sambrook và cộng sự [175]. DNA metagenome của vi 

khuẩn được tách chiết bằng phương pháp tách chiết DNA vi khuẩn (để loại trừ 

DNA của nấm và eukaryot khác) cải biến theo phương pháp của Sambrook và cộng 

sự (2001) sau đó được tinh chế bằng bộ sinh phẩm PSP Spin stool DNA kit (Stratec, 

Đức) theo hướng dẫn của nhà sản xuất.  

Hệ vi khuẩn trong dạ cỏ dê có tính đặc thù theo hệ gene, theo cá thể, theo vị trí 

địa lý. Vì vậy, với mục đích khai thác gene mã hóa enzyme thủy phân 

lignocellulose và tìm hiểu vai trò của vi khuẩn tham gia chuyển hóa lignocellulose 

trong dạ cỏ dê, yếu tố dinh dưỡng là yếu tố đóng vai trò quan trọng nhất. Cùng với 

giá thành giải trình tự, thời gian cũng như nguồn lực cho phân tích bộ dữ liệu lớn, 

việc giải trình tự DNA metagenome của từng cá thể dê hoặc từng nhóm dê ở thời 
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điểm thực hiện luận án gặp nhiều khó khăn. Vì vậy mẫu DNA metagenome đã tinh 

sạch có hàm lượng như nhau từ 10 con dê được trộn chung thành một mẫu DNA 

metagenome của vi khuẩn dạ cỏ dê Việt Nam. Mẫu này được gửi sang công ty BGI 

Hồng Kông để giải mã tạo hai bộ dữ liệu là bộ dữ liệu có dung lượng khoảng 8-10 

Gb (bộ dữ liệu thông thường - conventional metagenomic data) và bộ dữ liệu có 

dung lượng 40-50 Gb (bộ dữ liệu giải mã sâu - deep metagenomic sequencing data). 

Bộ dữ liệu thông thường được giải mã trước và nhận thấy độ bao phủ gene trong dữ 

liệu này chỉ đạt 27%. Vì vậy chúng tôi đã tiến hành giải mã sâu để hy vọng có được 

bộ dữ liệu tốt cho phân tích đa dạng cũng như khai thác gen. 

2.2.1.2. Phương pháp giải trình tự đa hệ gene 

Mẫu DNA metagenome sau khi tách chiết được kiểm tra để đảm bảo đạt yêu 

cầu về độ sạch, nồng độ DNA và không có mặt của chất ức chế phản ứng PCR. 

Mẫu đạt yêu cầu được gửi sang công ty BGI (Hồng Kông, Trung Quốc) để giải 

trình tự đa hệ gene trên hệ thống Illumina [176]. Về cơ bản, nguyên lý của phương 

pháp giải trình tự này tương tự như giải trình tự DNA theo phương pháp Sanger, 

trong đó DNA polymerase tổng hợp chuỗi DNA hình thành bằng cách sử dụng 

dNTP gắn vào đầu 3’ của chuỗi DNA đang tổng hợp theo nguyên tắc bổ sung. Tuy 

nhiên, đối với giải trình tự thế hệ mới, thay vì giải trình tự một đoạn đơn lẻ, kỹ thuật 

này cho phép giải trình tự với một lượng lớn các đoạn DNA khác nhau song song 

tại cùng một thời điểm, từ đó tiết kiểm thời gian và cho lượng dữ liệu đầu ra vô 

cùng lớn so với phương pháp Sanger cũ.   

2.2.1.3. Tổng hợp gene, thiết kế vector biểu hiện mang gene exl 

Sau khi được phân tích lựa chọn bằng các phần mềm tin sinh học, gene mã 

hóa endo-xylanase được nghiên cứu tối ưu mã bộ ba để biểu hiện trong vi khuẩn E. 

coli, và loại bỏ trình tự tín hiệu tiết tự thân của gene. Sau đó, gene được tổng hợp 

nhân tạo tại công ty Genscript (Mỹ). Gene phân lập và tổng hợp được đưa vào 

vector pET22b(+) dựa trên điểm cắt của cặp enzyme giới hạn NcoI và XhoI. Các 

phương pháp cắt, nối gene được thực hiện theo phương pháp của Sambrook và đồng 

tác giả [177]. 

2.2.1.4. Biến nạp DNA plasmid vào vi khuẩn E. coli  

 Tế bào E. coli khả biến được chuẩn bị và biến nạp theo phương pháp sốc 

nhiệt của Froger và Hall [178]. DNA plasmid (1 µl) được trộn đều với 50 µl tế bào 

khả biến (sử dụng cho sốc nhiệt) đã được lấy từ tủ bảo quản -80°C, để sẵn trên đá 

vụn trong 30 phút. Sau đó mẫu được ủ ở 42°C trong 90 giây, tiếp theo để trên đá 
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trong 2 phút trước khi bổ sung 500 µl môi trường LB, nuôi lắc 180 vòng/phút (v/p) 

ở 37°C trong 45 phút. Dịch tế bào được cấy trải trên đĩa môi trường LB có bổ sung 

100 g/ml (môi trường LBA) đặc, ủ ở 37°C trong 16 giờ. Khuẩn lạc mọc trên đĩa là 

chủng mang plasmid.  

2.2.1.5. Tách chiết DNA plasmid từ tế bào vi khuẩn E. coli  

DNA plasmid trong tế bào E. coli được tách chiết theo phương pháp của 

Sambrook và cộng sự [179]. Mẫu DNA plasmid sau khi tách chiết được kiểm tra 

bằng điện di trên gel agarose 0,8%. 

2.2.1.6. Điện di trên gel agarose 

Kích thước đoạn DNA và plasmid được kiểm tra bằng phương pháp điện di 

trên gel agarose theo Sambrook và cộng sự [180]. Gel agarose nồng độ thích hợp 

được chuẩn bị trong khuôn chuyên dụng. Sau khi gel thành hình, các mẫu DNA 

được trộn với đệm xử lý mẫu và được nhỏ vào các giếng. Toàn bộ bản gel ngâm 

trong đệm điện di được đặt trong điện trường của dòng điện một chiều 100 V trong 

thời gian thích hợp để phân tách các đoạn DNA. Kết thúc điện di, dung dịch 

ethidium bromide nồng độ 0,5 µg/ml được sử dụng để nhuộm toàn bộ bản gel trong 

khoảng 10 phút. Băng DNA trên gel được quan sát khi được kích thích bằng tia tử 

ngoại ở bước sóng 302 mm. 

2.2.1.7. Tinh chế DNA từ gel agarose 

Sản phẩm cắt DNA từ gel agarose hoặc sản phẩm PCR được tinh chế theo các 

bước chỉ dẫn của bộ sinh phẩm tinh sạch DNA QIAgene - QIAquick Gel Extraction 

Kit. 

2.2.2. Các phương pháp hóa sinh protein 

2.2.2.1. Biểu hiện protein tái tổ hợp trong E. coli 

Quy trình biểu hiện protein tái tổ hợp được thực hiện dựa trên quy trình của 

Sambrook và cộng sự [181] có điều chỉnh. Sau khi tạo được các chủng E. coli chứa 

vector biểu hiện mang gene cần nghiên cứu, dòng khuẩn lạc mang các gene được 

lựa chọn cấy chuyển vào 5 ml môi trường LBA và nuôi lắc 200 vòng/phút ở 37oC 

qua đêm. Dịch tế bào nuôi cấy qua đêm được chuyển sang môi trường mới sao cho 

OD600 đạt khoảng 0,1 (hoặc tỷ lệ 1/100). Dịch nuôi cấy tiếp tục được lắc 200 

vòng/phút ở 37oC cho đến khi OD600 đạt khoảng từ 0,4 đến 0,6 (khoảng 1,5-2 giờ) 

thì được cảm ứng sinh tổng hợp protein tái tổ hợp bằng cách bổ sung IPTG đến 

nồng độ cuối cùng 0,1 mM và tiếp tục nuôi trong thời gian 5 giờ ở nhiệt độ 25oC. 
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Các điều kiện ảnh hưởng đến sinh tổng hợp protein tái tổ hợp như nồng độ IPTG, 

nhiệt độ, môi trường nuôi cấy cũng sẽ được khảo sát. Sau thời gian cảm ứng biểu 

hiện, các tế bào được thu lại bằng cách ly tâm 6000 vòng/phút, trong 10 phút và đưa 

về cùng giá trị OD600 bằng 10 với đệm thích hợp. Protein được phân tích bằng 

phương pháp điện di biến tính trên gel polyacrylamide. 

Để đánh giá khả năng tan của protein tái tổ hợp, tế bào biểu hiện được phá vỡ 

bằng siêu âm với chu kỳ 10 giây siêu âm và 20 giây nghỉ trong tổng khoảng 30 đến 

40 xung ở tần số 20 kHz. Sau đó, dịch siêu âm được ly tâm 13.000 vòng/phút trong 

10 phút để tách protein pha tan và pha không tan. Pha tan là phần dịch nổi được thu 

lại, còn phần cặn là pha không tan được hòa trở lại trong nước cất vô trùng và điện 

di trên gel polyacrylamide 12,6% để kiểm tra so sánh với mẫu protein tổng số, xác 

định khả năng tan, tủa của enzyme. 

2.2.2.2. Điện di protein trên gel polyacrylamide 

Quy trình điện di protein trên gel polyacrylamide được dựa trên quy trình 

chuẩn Laemmli và đồng tác giả [182]. 

* Chuẩn bị gel: Tùy theo mục đích kiểm tra mà 2 loại gel polyacrylamide biến 

tính và không biến tính (không có SDS) được sử dụng. Gel được chuẩn bị với thành 

phần và nồng độ như mô tả trong Bảng 2.1. Các thành phần được bổ sung theo thứ 

tự và trộn đều trước khi cho vào giá đổ bản gel. Gel tách được chuẩn bị trước và tra 

vào khuôn cho đến khi đông hoàn toàn (khoảng 30 phút) mới chuẩn bị tiếp gel cô. 

Bản gel ổn định sau khi gel cô được đưa vào bản gel sau khoảng 30 phút có thể 

được sử dụng để điện di kiểm tra protein. 

Bảng 2. 1. Thành phần gel polyacrylamide biến tính 

Thành phần 
Gel biến tính 

Gel tách 12,6% (µl) Gel cô 5% (µl) 

Tris-HCl 0,5 M pH 6,8 - 200 

Tris-HCl 1,5 M pH 8,8 1125 - 

Glycerol 50% 900 - 

Bis-Acrylamide 30% 1890 140 

SDS 10% 45 4 

APS 10% 30 8 

TEMED 3 1 

dH2O 550 450 

Tổng 4543 803 
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* Quy trình điện di trên gel polyacrylamide-SDS: Hỗn hợp protein cần điện di 

được bổ sung đệm xử lý mẫu (sample buffer 6X) với tỷ lệ một phần năm thể tích 

mẫu ban đầu, trộn đều trước khi được xử lý ở nhiệt độ cao (100oC) trong 10 phút. 

Sau đó, mẫu được lấy ra, đặt lên đá và tra vào giếng điện di. Khi mẫu điện di (có 

mang chất chỉ thị màu) vẫn đang ở trong phần gel có nồng độ acrylamide thấp, toàn 

bộ bản gel và đệm điện di được đặt dưới cường độ dòng điện 10 mA. Khi vạch màu 

chỉ thị mẫu đã tiến đến phần gel có nồng độ cao, mỗi bản gel được điện di với 

cường độ dòng điện lớn hơn (20 mA) đến khi vạch chỉ thị đã đi hết chiều dài bản 

gel. Tiếp đó, bản gel được gỡ ra khỏi khung kính và được ngâm trong dung dịch 

thuốc nhuộm khoảng 60 phút, trước khi loại bỏ thuốc nhuộm bám không đặc hiệu 

trên bản gel bằng dung dịch tẩy nhuộm. Mẫu protein đã được phân tách và gắn 

thuốc nhuộm có thể quan sát bằng mắt thường. 

2.2.2.3. Tách chiết protein tái tổ hợp và tinh chế bằng sắc kí ái lực His-tag  

Theo như chiến lược đưa gene exl vào vector biểu biện pET22b(+) và biểu 

hiện trong vật chủ E. coli, gene exl không chứa mã kết thúc đã được nối trực tiếp 

với một đoạn DNA ngắn mã hóa 6 gốc Histidine ở tận cùng đầu 3’. Do đó, enzyme 

tái tổ hợp endo-xylanase được biểu hiện trong hệ vector này theo lý thuyết sẽ được 

biểu hiện và đưa ra khoang chu chất của tế bào E. coli, đồng thời protein đều có 

chứa đoạn trình tự 6His (His-tag) ở đầu C. Các gốc His này sẽ liên kết với Ni2+ trên 

cột Hitrap giúp cho quá trình tinh sạch protein thuận tiện. Để tách chiết protein tái 

tổ hợp, màng tế bào vật chủ được phá vỡ bằng sóng siêu âm cường độ cao để giái 

phóng vật chất nội bào, sau đó dịch phá tế bào được tinh chế bằng sắc ký.  

Quá trình tách chiết và tinh chế protein tái tổ hợp được thực hiện theo các 

bước như sau: Chuyển 15 ml dịch tế bào có OD600 = 10 vào ống falcon loại 25 ml. 

Tiến hành phá tế bào bằng sóng siêu âm với chu trình phóng 10 giây, nghỉ 5 giây, 

tổng thời gian trong 9 phút trên đá. Ly tâm dịch phá tế bào ở tốc độ 8000 vòng/phút 

trong 10 phút, thu pha tan chứa protein tái tổ hợp. Dịch sau khi thu được bơm toàn 

bộ (15 ml) lên cột HisTrap 5 ml trước đó đã cân bằng với đệm Tris-HCl 20 mM (pH 

7), 10 mM imidazole. Dịch chảy qua cột (F) được thu hồi để kiểm tra mức độ bám 

của protein tái tổ hợp. Sau đó, protein tạp được rửa lần lượt bằng 50 ml đệm Tris-

HCl 20 mM, NaCl 100 mM chứa imidazole có nồng độ 50 mM, 100 mM, 150 mM 

imidazole. Thu các dịch rửa để kiểm tra protein đi ra khỏi cột. Tiếp theo, protein tái 

tổ hợp được đẩy ra khỏi cột bằng 25 ml đệm chứa 250 mM imidazole. Dịch chứa 

protein được thu vào các ống Eppendorf (2 ml/ống). Các phân đoạn chứa protein 

tinh sạch được gộp lại và loại muối bằng cột PD-10 (Amersharm Biosciences, Mỹ) 
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theo hướng dẫn của nhà sản xuất. 

2.2.2.4. Xác định độ sạch của enzyme tái tổ hợp bằng phần mềm Quantity One 

Phầm mềm Quantity One (http://www.biorad.com/en-us/product/quantity-one-

1-danalysis-software) là phần mềm online của Bio-Rad cho phép đánh giá độ tinh 

sạch của một mẫu protein được nhuộm màu. Các bước thực hiện chính bao gồm 

điện di trên gel polyacrylamide các mẫu protein cần kiểm tra cùng với thang chuẩn 

protein. Sau đó, gel được nhuộm bằng thuốc nhuộm comassie, rửa sạch và đưa lên 

máy scan để quét. Chế độ quét được cài đặt sao cho chất lượng ảnh đạt được tốt 

nhất. Sau đó, ảnh quét được đưa về chế độ đen trắng và chuyển vào phần mềm 

Quantity One version 4.6. Lượng protein có trên giếng chạy sẽ được phần mềm 

nhận biết và quét để định lượng tương đối. Độ sạch của protein tái tổ hợp chính là 

tỷ lệ của khối lượng xác định được của băng protein tái tổ hợp so với tổng khối 

lượng của protein trên mỗi đường chạy ở bản gel. 

2.2.2.5. Định lượng protein bằng phương pháp Bradford  

Hàm lượng protein trong mẫu được xác định bằng phương pháp Bradford 

[183] có cải biến phù hợp với dung dịch Bradford thương mại 5X (Sigma). BSA 

chuẩn (Sigma) được hòa trong nước cất thành 11 nồng độ cách đều nhau lần lượt từ 

từ 0 đến 2 μg/μl. Mỗi phản ứng có tổng thể tích là 250 μl gồm 200 μl mẫu dịch BSA 

chuẩn và 50 μl Bradford reagent. Mẫu được đo OD595 bằng máy đọc ELISA. Kết 

quả đo độ hấp thụ ở bước sóng 595 nm của các mẫu BSA với nồng độ chính xác 

như trên được sử dụng để thiết lập đường chuẩn biểu thị mối quan hệ giữa độ hấp 

thụ quang học ở bước sóng này và nồng độ protein trong mẫu đã bổ sung dung dịch 

Bradford (Hình 2.1).  

Để đo nồng độ protein của mẫu cần quan tâm, mẫu được pha loãng sao cho 

mật độ quang học đo được nằm trong khoảng đường chuẩn. Sau khi xác định được 

giá trị OD595 của mẫu cần đo (y), lượng protein tương ứng (x) được xác định dựa 

vào phương trình tuyến tính đã được thiết lập. Hàm lượng protein trong mẫu được 

xác định là tích của lượng protein (x) và hệ số pha loãng mẫu với nước cất trong 

quá trình chuẩn bị mẫu đo. 
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Hình 2. 1. Đường chuẩn biểu thị sự liên hệ giữa OD595 và hàm lượng BSA 

2.2.2.6. Xác định hoạt tính enzyme 

(i) Xác định hoạt tính xylanase 

  - Nguyên lý: Lượng đường khử có mặt trong dung dịch được xác định dựa 

vào phương pháp DNS của Miller [184] có điều chỉnh để phù hợp với mẫu thực 

nghiệm. DNS là chất phản ứng chứa dinitrosalicylic acid (DNS). Cấu trúc hóa học 

của DNS có hai nhóm nitro và khi có mặt đường khử thì một nhóm nitro bị khử 

thành amino dẫn đến DNS vốn có màu vàng trở thành 3-amino-5-nitrosalicylic có 

màu nâu đỏ. Màu nâu đỏ của 3-amino-5-nitrosalicylic hấp thụ cao nhất ở bước sóng 

540 nm.  

- Thiết lập đường chuẩn: Đồ thị chuẩn được thiết lập với thang chuẩn 6 nồng 

độ đường D-xylose từ 0 đến 5 mM. Mỗi ống phản ứng có thể tích 75 μl D-xylose 

được pha loãng và 75 μl chất phản ứng DNS (DNS 1%, NaOH 0,25 M, Na-K 

tartrate 0,645 M). Tất cả các hỗn hợp được ủ ở 100°C trong 15 phút. Sau đó bổ sung 

25 μl K-Na-tartrate 40% và để mẫu nguội ở nhiệt độ phòng. Mẫu được đo OD ở 

bước sóng 540 nm bằng máy đọc ELISA. Kết quả đo OD540 được sử dụng để thiết 

lập đường chuẩn biểu thị mỗi quan hệ giữa OD540 và nồng độ đường khử. 
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Hình 2. 2. Đường chuẩn xylose 

- Xác định hoạt tính xylanase trên cơ chất tan xylan: Hỗn hợp được chuẩn bị 

gồm có 100 µl enzyme thô dịch pha tan, hoặc 100 µl enzyme sau tinh chế loại muối 

(tương đương 5 µg enzyme), 100 µl đệm PBS 5x pH 6,8 (hoặc ở giá trị pH tối ưu), 

100 µl xylan 1% pha trong đệm PBS 1x và nước với tổng thể tích là 500 µl. Hỗn 

hợp sau đó được ủ ở 37oC (hoặc nhiệt độ tối ưu) trong 30 phút. Sau thời gian ủ, hỗn 

hợp được bổ sung 500 µl chất phản ứng DNS và đun sôi hỗn hợp 15 phút. Sau đó, 

bổ sung tiếp 125 µl K-Na-tartrate 40%. Mẫu được đo OD ở bước sóng 540 nm. 

Lượng đường khử tạo ra được tính dựa vào đường chuẩn về mỗi quan hệ giữa 

OD540 và nồng độ xylose đã được thiết lập. Mỗi phép thử được lặp lại 3 lần. Hoạt 

tính xylanase (tính theo đơn vị IU) là số μmol xylose được giải phóng ra trong mỗi 

phút ở điều kiện đo như nhiệt độ và pH [185]. Mẫu đối chứng có thành phần giống 

hệt như mẫu phản ứng nhưng enzyme chỉ được bổ sung sau khi đã kết thúc quá 

trình ủ. 

(ii) Xác định hoạt tính cellulase 

- Thiết lập đường chuẩn glucose 

 Lượng đường khử glucose có mặt trong dung dịch sẽ được xác định dựa vào 

phương pháp DNS của Miller có thay đổi phù hợp với mẫu thực nghiệm. Đồ thị 

chuẩn được thiết lập với thang chuẩn 6 nồng độ đường D-glucose từ 0 mM đến 10 

mM (Hình 2.3). Mỗi ống phản ứng có thể tích 75 μl D-glucose được pha loãng và 

75 μl chất phản ứng DNS (DNS 1%, NaOH 0,25 M, Na-K tartrate 0,645M). Tất cả 

các hỗn hợp được đun sôi 15 phút. Bổ sung 25 μl K-Na-Tartrate 40% và để mẫu 

nguội ở nhiệt độ phòng. Tương tự như đường chuẩn xylose, mối quan hệ giữa nồng 

độ đường glucose trong phản ứng và độ hấp thụ quang học ở bước sóng 540 nm 
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được thiết lập, từ đó là cơ sở tính toán lượng glucose trong mẫu phản ứng enzyme.  

  

Hình 2. 3. Đường chuẩn glucose. 

* Xác định hoạt tính cellulase thủy phân cơ chất CMC: Dịch pha tan của 

enzyme thô hoặc enzyme tinh sạch được sử dụng để xác định hoạt độ với cơ chất là 

CMC. Tổng thể tích phản ứng là 0,5 ml gồm có 0,25 ml CMC 1%, 0,05 ml đệm 

PBS 10X, pH 6,8 (hoặc pH tối ưu) và 5 µg enzyme tinh sạch. Đối chứng âm có 

enzyme và cơ chất được ủ riêng rẽ, trộn trước khi bổ sung DNS. Phản ứng được tiến 

hành ở 40oC (hoặc nhiệt độ thích hợp) trong 30 phút. Sau đó, hỗn hợp phản ứng 

được bổ sung thêm 0,5 ml dung dịch DNS và được đun sôi trong 15 phút. Hỗn hợp 

dung dịch phản ứng được bổ sung 125 µl Na-K tartrate 40%, để nguội ở nhiệt độ 

phòng và đo độ hấp phụ tại bước sóng 540 nm. Một đơn vị hoạt độ (IU) cellulase 

được định nghĩa là lượng enzyme cần thiết để phân giải cơ chất CMC thành đường 

khử tương đương với 1 mol glucose trong 1 phút ở điều kiện thí nghiệm. 

Xác định hoạt tính của enzyme thông qua đo OD ở bước sóng 540 nm dựa trên 

lượng đường khử được giải phóng so sánh với đường chuẩn glucose [185]. 

* Xác định hoạt tính cellulase thủy phân cơ chất giấy lọc: Dịch pha tan của 

enzyme thô hoặc enzyme tinh sạch được sử dụng để kiểm tra hoạt tính với cơ chất 

là giấy lọc. Giấy lọc (Whatman No. 1) được cắt bằng kéo thành các miếng rất nhỏ 

và đều nhau theo phương pháp của Camassola và cộng sự [186]. Tổng thể tích phản 

ứng là 0,5 ml gồm có 10 mg giấy lọc, 0,05 ml đệm PBS 10X, pH 6,8 (hoặc pH tối 

ưu) và 5 µg enzyme tinh sạch. Đối chứng âm có enzyme và cơ chất được ủ riêng rẽ, 

trộn trước khi bổ sung DNS. Phản ứng được tiến hành ở 40oC (hoặc nhiệt độ thích 

hợp) trong 30 phút. Sau đó, hỗn hợp phản ứng được bổ sung thêm 0,5 ml dung dịch 

DNS và được đun sôi trong 15 phút. Hỗn hợp dung dịch phản ứng được bổ sung 

125 µl Na-K tartrate 40% để nguội ở nhiệt độ phòng và đo độ hấp phụ tại bước sóng 
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540 nm. Một đơn vị hoạt độ được định nghĩa là lượng enzyme cần thiết để phân giải 

cơ chất giấy lọc thành đường khử tương đương với 1 mol glucose trong 1 phút ở 

điều kiện thí nghiệm. 

(iii) Xác định hoạt tính beta-glucosidase và beta-xylosidase 

 - Thiết lập đường chuẩn p-nitrophenol (pNP) 

 Tương tự với việc xây dựng đường chuẩn ở trên, chất chuẩn pNP được pha 

bằng đệm phosphate 20 mM với 10 nồng độ chất chuẩn từ 0 mM đến 10 mM. Kết 

quả đo độ hấp thụ ở 405 nm được sử dụng để thiết lập đường chuẩn biểu thị mỗi 

quan hệ giữa OD405 và nồng độ pNP (Hình 2.4). 

 

Hình 2. 4. Đường chuẩn pNP 

 * Xác định hoạt tính beta-glucosidase và beta-xylosidase: Dịch enzyme tinh 

sạch được sử dụng để kiểm tra hoạt tính beta-glucosidase và beta-xylosidase với cơ 

chất tương ứng là pNPG và pNPX. Enzyme có hoạt tính beta-glucosidase và beta-

xylosidase sẽ xúc tác phản ứng phân cắt hai cơ chất trên và tạo ra pNP, lượng pNP 

tỷ lệ thuận với hoạt tính của enzyme. Mỗi phản ứng chứa 100 µl dịch enzyme sau 

khi tinh sạch (tương đương 5 µg enzyme), 100 µl cơ chất 10 mM được pha trong 

đệm PBS 5X, pH 6,0 và 300 µl nước deion. Phản ứng được thực hiện ở nhiệt độ 

37°C trong 30 phút. Phản ứng được kết thúc bằng cách bổ sung 500 µl Na2CO3 1 

M, trộn đều. Mẫu được đo OD405. Lượng pNP tạo ra do xúc tác của enzyme được 

tính dựa vào đường chuẩn. Các thí nghiệm đều được lặp lại 3 lần và có bố trí đối 

chứng âm để tính toán hiệu quả thủy phân. Một đơn vị hoạt độ beta-glucosidase/ 

beta-xylosidase được định nghĩa là lượng enzyme cần thiết để phân giải cơ chất 

tương ứng pNPG/ pNPX thành 1 mol pNP trong 1 phút ở điều kiện thí nghiệm. 

2.2.2.7. Xác định ảnh hưởng của nhiệt độ, pH, các ion kim loại và một số hóa chất 

lên hoạt tính enzyme 
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* Xác định ảnh hưởng của nhiệt độ và pH: Để xác định ảnh hưởng của nhiệt 

độ đối với hoạt tính enzyme, phản ứng thủy phân xylan của enzyme được tiến hành 

ở dải nhiệt độ: 40oC, 50oC và 60oC. Ảnh hưởng của pH đối với hoạt tính enzyme 

được xác định khi thay đổi pH của đệm PBS 10X (hoặc thay bằng đệm citrate, đệm 

Tris) ở các pH khác nhau là pH 4,0; pH 4,5; pH 5,0; pH 5,5; pH 6,0; pH 6,5, pH 

7,0; pH 7,5; pH 8,0; pH 8,5; pH 9,0; pH 10,0; pH 11,0. Xác định lượng đường khử 

được giải phóng sau phản ứng để đánh giá hiệu quả thủy phân cơ chất ở các điều 

kiện nhiệt độ và pH khác nhau, từ đó xác định được ảnh hưởng của nhiệt độ và pH 

đến enzyme. Các thí nghiệm đều được lặp lại 3 lần và có bố trí đối chứng âm để 

tính toán hiệu quả thủy phân. 

 * Xác định ảnh hưởng của ion kim loại và hóa chất: Xác định ảnh hưởng của 

các ion kim loại, hóa chất đến hoạt tính của enzyme được thực hiện theo phương 

pháp đánh giá hoạt tính của endoglucanase với cơ chất CMC được miêu tả ở phần 

trên nhưng trong dung dịch có bổ sung các ion kim loại và hóa chất với nồng độ 

khác nhau. Các ion kim loại phổ biến được sử dụng với nồng độ 10 mM là Mn
2+

, 

Fe
3+

, Ca
2+

, Mg
2+

, Cu
2+

, Ni
2+

, Zn
2+

, K
+
, Na

+
, Co

2+
. Các hóa chất được sử dụng với 

nồng độ khác nhau là 1 µM urea, 1 µM EDTA, 1 µM 2-mercaptoethanol, 1 µM 

triton X-100, 1% SDS và 1 mM tween 80. Các thí nghiệm đều được lặp lại 3 lần, 

cùng với đối chứng âm là các thành phần đệm, enzyme, cơ chất được xử lý độc lập 

nhau nhưng ở cùng điều kiện như mẫu cần đo, sau khi kết thúc thời gian ủ phản ứng 

thì được phối trộn và bổ sung dung dịch DNS. 

2.2.2.8. Xác định độ bền nhiệt của enzyme 

 Enzyme được ủ ở các nhiệt độ khác nhau từ 40oC, 50oC đến 60oC trong các 

khoảng thời gian khác nhau (1 giờ; 2 giờ, 4 giờ, 6 giờ và 24 giờ) trong đệm PBS, 

pH 5,5. Sau khi kết thúc thời gian ủ, hỗn hợp enzyme được bổ sung thêm cơ chất 

xylan 1% để thực hiện phản ứng với cơ chất. Thành phần, quy trình phản ứng được 

thực hiện như đã miêu tả ở trên. Hoạt tính của enzyme sau khi xử lý nhiệt được xác 

định và so sánh với hoạt tính của enzyme được thực hiện cùng thời điểm nhưng 

không trải qua quá trình ủ nhiệt độ. 

2.2.2.9. Xác định thông số động học của enzyme 

 Giá trị Km, Vmax, được tính toán dựa trên phương trình tương quan giữa tốc 

độ phản ứng và nồng độ cơ chất được thiết lập theo phương pháp của Linewever-

Burk, trong đó V được coi là số micromole glucose được giải phóng ra trong 1 phút, 

1/[S] được tính là 1/[nồng độ cơ chất], ở đó nồng độ cơ chất được tính là mg/ml 
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(Hình 2.5). Hoạt tính xylanase được xác định ở dải nồng độ xylan khác nhau để xây 

dựng lên đường chuẩn làm cơ sở để tính toán giá trị Km, Vmax. Thí nghiệm xác định 

thông số động học của enzyme sau tinh chế thông qua phản ứng thủy phân cơ chất 

xylan ở dải nồng độ khác nhau. Kết quả thu được có thể được biểu diễn trên đồ thị 

có phương trình dạng y = ax/(b+x), trong đó a là giá trị Vmax, b là giá trị Km; kết quả 

được xử lý và đồ thị đường cong được xây dựng qua phần mềm trên web theo 

đường dẫn. 

 

Hình 2. 5. Sự phụ thuộc của tốc độ phản ứng và nồng độ cơ chất theo Lineweaver-Burk 

[187]  

2.2.3. Các phương pháp tin sinh học  

2.2.3.1. Lắp ráp DNA đa hệ gene, chú giải các gene chức năng 

Kết quả giải trình tự DNA đa hệ gene được phân tích, kiểm tra chất lượng, lắp 

ghép thành các contig, sau đó được dự đoán trình tự gene, từ đó là cơ sở để đánh giá 

phân loại về đa dạng cũng như chú giải chức năng gene. Cụ thể, dữ liệu DNA thô 

gồm hàng triệu đoạn trình tự ngắn (gọi là các read) được kiểm tra chất lượng bằng 

phần mềm, từ đó loại bỏ những trình tự có chất lượng thấp, gồm các trình tự có 

chứa số base không xác định (ký hiệu N) lớn hơn hoặc bằng 5%, các trình tự chứa 

tối thiểu 50% số base có chất lượng Q nhỏ hơn 20 và các trình tự adapter. Dữ liệu 

thô sau khi được xử lý trở thành bộ dữ liệu tinh, được đưa vào phần mềm chuyên 

dụng như IDBA-UD, megahit để lắp ráp thành các contig, là các đoạn trình tự dài 

chứa các trình tự read có những vùng chồng lấp, gối nhau. Phần mềm Bowtie2 được 

sử dụng để kiểm tra lại các contig với các thành phần read tạo thành và chỉnh sửa 

các contig, đồng thời đánh giá sự bao phủ của các read. Phần mềm MetaGene 

Mark2.0 được sử dụng để dự đoán các gene từ các contig đã tinh chỉnh. 

1/V 

1/Vmax 

-1/Km 1/[S] 
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Hình 2. 6. Quá trình phân tích và khai thác gene từ dữ liệu DNA đa hệ gene 

Các gene trên được đưa vào các phần mềm tương ứng để dự đoán về phân loại 

đa dạng học và chú giải chức năng. Phần mềm MEGAN (MEtaGenomic ANalyser) 

phiên bản 4.6 được sử dụng để dự đoán các mức độ phân loại. Các trình tự gene 

được so sánh với trình tự của cơ sở dữ liệu NR (trình tự không trùng lặp non-

redundant từ ngân hàng gene NCBI cùng với các trình tự từ các dữ liệu ngân hàng 

khác như Refseq, PDB, SwissProt, PIR and PRF). Thuật toán cơ sở LCA (Least 

Common Ancestors) của phần mềm MEGAN được dùng để xác định cấp độ phân 

loại của từng gene. Trình tự được xếp vào nhóm phân loại sao cho cấp độ phân loại 

của nhóm đó phản ánh được mức độ bảo thủ của trình tự gene. Việc phân loại, đánh 

giá đa dạng vi khuẩn ở các cấp độ được mô hình hóa bằng công cụ Krona tích hợp 

Excel (http://krona.source). 

2.2.3.2. Phương pháp nghiên cứu Pfam của các trình tự 

Pfam là cơ sở dữ liệu các họ protein được chú giải vùng chức năng dựa trên so 

sánh gióng hàng trình tự có sử dụng mô hình Markov ẩn. Dựa trên kết quả ước đoán 

chức năng gene bằng các CSDL CAZy, KEGG, eggNOG, chúng tôi lọc riêng các 

trình tự mã hóa cho enzyme có hoạt tính cellulase, hemicellulase từ dữ liệu DNA 

metagenome của vi sinh vật trong dạ cỏ dê. Các trình tự gene được dịch mã sang 

trình tự amino acid và giữ nguyên mã trình tự. Tập hợp các trình tự amino acid 

được format dưới dạng FASTA và chuyển vào tìm kiếm Pfam từ CSDL PFAM theo 

đường dẫn trên web http://pfam.janelia.org/search. Kết quả phân tích cung cấp 

http://krona.source/
http://pfam.janelia.org/search
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thông tin dự đoán về các vùng bảo thủ, các vùng chức năng của gene dựa theo cơ sở 

dữ liệu. 

2.2.3.3. Nghiên cứu vùng bảo thủ và dự đoán cấu trúc bậc ba của các trình tự 

Để ước đoán vùng bảo thủ của trình tự, chúng tôi đã sử dụng phần mềm 

BLASTP để so sánh trình tự amino acid suy diễn từ các ORF được lựa chọn với dữ 

liệu sẵn có trên NCBI theo đường dẫn http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi. Bên 

cạnh đó để dự đoán cấu trúc bậc ba của enzyme, chúng tôi sử dụng hai phần mềm 

khác nhau bao gồm Phyre2 và Swiss model để phân tích và so sánh kết quả. So với 

phần mềm Phyre2 ước đoán cấu trúc không gian của protein dựa trên việc so sánh 

các vị trí amino acid bảo tồn, thì Swiss-Prot cho phép ước đoán chi tiết được cấu 

trúc không gian của hầu hết các trình tự protein, dựa trên toàn bộ trình tự. Trình tự 

amino acid của các ORF được xử lý trực tuyến bằng chương trình trực tuyến Phyre2 

theo đường dẫn được thiết kế trên web có địa chỉ 

http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index. Phần mềm sẽ so sánh 

mức độ tương đồng của các trình tự amino acid cần nghiên cứu với các trình tự có 

sẵn trên CSDL và đưa ra được cấu trúc 3D thích hợp nhất. Phyre2 là phần mềm dựa 

trên các nguyên tắc tương đồng ở các vùng bảo tồn cao của protein, cho phép dự 

đoán cấu trúc, chức năng, phân loại, tiến hóa,… các cấu trúc tinh thể protein. Để 

phân tích, các trình tự được so sánh tương đồng cấu trúc với cơ sở dữ liệu có sẵn 

của Phyre2. Kết quả so sánh trình tự bao gồm khả năng ước đoán mức độ tin cậy, 

mô hình 3D được dự đoán dựa trên những mô hình đã được công bố, thông tin thu 

được từ một trong hai cấu trúc theo cơ sở dữ liệu Protein (Scop) hoặc Ngân hàng dữ 

liệu Protein (PDB) tùy thuộc vào nguồn gốc của các mẫu phát hiện [54]. Cấu trúc 

bậc ba của các trình tự có độ tương đồng thấp có thể được ước đoán bằng Swiss-

Prot trên web theo đường dẫn https://swissmodel.expasy.org/interactive. 

2.2.3.4. Dự đoán khả năng chịu kiềm/acid  

Để dự đoán khả năng chịu kiềm hoặc acid của các enzyme dựa trên trình tự, 

chúng tôi đã sử dụng phần mềm để dự đoán là AcalPred [188]. Đây là công cụ mở 

được phát triển bởi một nhóm nhà khoa học Trung Quốc. Công cụ này được xây 

dựng nhằm phân biệt các enzyme chịu kiềm và chịu acid chỉ dựa vào trình tự. Phần 

mềm này dựa trên các thông tin theo thứ tự tổ hợp nhiều chỉ số khác nhau của các 

protein đã nghiên cứu thực nghiệm bao gồm: thành phần các amino acid, chỉ số GO, 

nhóm các amino acid được bảo tồn, giá trị của điện tích,…. Trang web trực tuyến 

miễn phí AcalPred được xây dựng dựa trên phần mềm để cung cấp một công cụ dự 

đoán tính chất của trình tự protein cho các nhà khoa học.  

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index
https://swissmodel.expasy.org/interactive
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2.2.3.5. Dự đoán khả năng chịu nhiệt của enzyme  

Dựa trên thành phần và trình tự của các amino acid, liên kết hydro, liên kết 

Van der Waals, tương tác kỵ nước và đặc điểm của các enzyme từ các sinh vật sống 

trong điều kiện môi trường có nhiệt độ cao [189], phần mềm của TBI được xây 

dựng trên số liệu của 150.000 protein chịu nhiệt độ khác nhau trong ngân hàng 

NCBI đã được sử dụng để dự đoán khả năng chịu nhiệt, dựa trên nguyên tắc tương 

đồng. Phần mềm dự đoán khả năng chịu nhiệt sẽ dự đoán kết quả Tm thể hiện ở ba 

mức độ: khả năng chịu nhiệt độ trên 65oC, dưới 55oC và trong khoảng nhiệt độ 

55oC-65oC tương ứng với chỉ số tính toán từ phần mềm là lớn hơn 1, nhỏ hơn 0 hay 

trong khoảng từ 0 đến 1. Phần mềm này cho phép dự đoán khả năng chịu nhiệt của 

một lượng lớn trình tự amino acid trong cùng một lần thực hiện. 

2.2.3.6. Định loại loài các trình tự ORF 

Các ORF được định loại bằng phần mềm MEGAN (version 4.6) sử dụng thuật 

toán tìm tổ tiên chung gần nhất (LCA – lowest common ancestor) [190]. Thuật toán 

này định loại gene về các bậc phân loại mà thể hiện được mức độ bảo thủ của gene. 

Điều này có nghĩa là các trình tự được phân loại ở các mức độ cao hơn trong cây 

phân loại trình tự có độ bảo thủ cao hơn so với các trình tự gene nằm ở các nhánh 

lớn hơn.  

Phần mềm MEGAN sẽ phân loại các trình tự ORF về các bậc phân loại từ 

giới, ngành, lớp, bộ, họ, chi, loài. Sau đó, số lượng và sự đa dạng của mỗi bậc phân 

loại được tập hợp.   

2.2.3.7. Tối ưu mã và tổng hợp gene mã hóa enzyme thủy phân xylan được khai thác 

từ dữ liệu giải trình tự DNA metagenome vi khuẩn dạ cỏ dê 

Mức độ biểu hiện của gene phụ thuộc vào nhiều yếu tố trong đó sự phù hợp 

mã bộ ba của gene ngoại lai và chủng chủ nhận gene đóng vai trò rất quan trọng. Vì 

vậy, gene mã hóa enzyme tham gia thủy phân cellulose được khai thác từ dữ liệu 

giải trình tự DNA metagenome của vi sinh vật dạ cỏ dê được kiểm tra sự phù hợp 

mã bộ ba bằng phần mềm trực tuyến (Rare Codon Analysis Tool) của hãng 

Genscript để đảm bảo các gene được biểu hiện phù hợp nhất với hệ biểu hiện E. coli 

(https://www.genscript.com/tools/rare-codon-analysis). Một số thông số quyết định 

sự phù hợp là chỉ số phù hợp mã bộ ba CAI, tỷ lệ nucleotide guanine và cytosine 

cũng như sự phân bố của các nucleotide loại này trên gene, và sự phân bố các mã bộ 

ba cùng với tỷ lệ của chúng trên toàn bộ gene. Sau đó, bằng phần mềm tối ưu mã bộ 

ba của Genscript, các gene này đã được tối ưu mã để tăng chỉ số CAI lên gần 1 
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nhưng không làm thay đổi trình tự amino acid. Gene exl sau khi tổng hợp tại công 

ty Genscript (Mỹ) được đưa vào vector biểu hiện tại vị trí NcoI+XhoI trên vector 

pET22b(+). 

2.2.3.8. Phương pháp xử lý số liệu 

Các số liệu thực nghiệm trong Báo cáo tổng hợp được xử lý bằng phần mềm 

Microsoft Excel. Kết quả là trung bình cộng của 3 lần thí nghiệm được trình bày 

dưới dạng ±SE (Standard Error). Các số liệu lắp ráp, chú giải gene được xử lý theo 

giá trị E10-5.  
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CHƯƠNG 3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

3.1. Nghiên cứu giải mã xây dựng bộ dữ liệu và đánh giá đa dạng vi khuẩn 

trong dạ cỏ dê 

3.1.1. Tách chiết DNA đa hệ gene của vi khuẩn  

Đối tượng khai thác gene của đề tài là vi khuẩn trong dạ cỏ, vì vậy trước khi 

tách chiết DNA, hệ vi khuẩn trong dạ cỏ dê được phân tách riêng rẽ khỏi các thành 

phần khác nhờ ly tâm phân đoạn. Sau đó, DNA vi khuẩn trong dạ cỏ dê đã được 

tách chiết theo phương pháp của Sambrook và cộng và được tinh chế bằng PSP 

Spin stool DNA kit. Dựa trên kết quả tách chiết được thể hiện bằng hình ảnh điện di 

DNA tổng số (Hình 3.1A), cả 10 mẫu vi khuẩn từ dạ cỏ dê đã được tách chiết, tinh 

chế thành công với DNA có kích thước lớn, đáp ứng được yêu cầu nghiên cứu.  
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 Hình 3. 1. Điện di đồ phân tích DNA đa hệ gene vi khuẩn được tách chiết từ 10 mẫu dạ 

cỏ dê (A) và sản phẩm khuếch đại gene 16S rDNA của vi khuẩn từ các mẫu DNA được 

tách chiết (B); DNA metagenome được gửi giải trình tự (C). 

M1: DNA chuẩn 1 kb (Fermentas); M2: DNA chuẩn D2000 (Tiangen), mDNA: DNA metagenome 

của vi khuẩn dạ cỏ dê sau khi gộp để giải trình tự (2 l); M3: DNA lambda cắt bằng HindIII 
(Takara); 1-10: Mẫu có nguồn gốc từ 10 mẫu dạ cỏ dê;  

   

Để đáp ứng yêu cầu cho giải trình tự DNA metagenome, nồng độ DNA trong 

mẫu cần phải đạt 50 ng/l và chỉ số A260/280  1,8. Kết quả kiểm tra chất lượng 

DNA và hàm lượng DNA bằng máy nanodrop cho thấy, nồng độ DNA đạt từ 53,5 

đến 137 ng/L và chỉ số A260/280 đạt từ 1,921 đến 2,028. Như vậy, nồng độ và 

chất lượng mẫu sau tách chiết và tinh chế đáp ứng yêu cầu cho giải trình tự. 

Để đảm bảo cho việc giải trình tự dựa trên nguyên lý tổng hợp gene nên các 

mẫu sau tách chiết đã được kiểm tra khả năng ức chế DNA polymerase của mẫu. Do 
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vậy, cả 10 mẫu DNA metagenome từ vi khuẩn dạ cỏ dê được sử dụng làm khuôn 

cho khuếch đại đoạn gene mã hóa ribosome 16S (16S rRNA) của vi khuẩn. Kết quả 

(Hình 3.1B) cho thấy, các gene 16S rRNA có kích thước ~1,5 Kb đã được khuếch 

đại đặc hiệu. Điều này chứng tỏ trong mẫu không chứa chất ức chế DNA 

polymerase để có thể phát hiện được. 

Các mẫu DNA đa hệ gene tách chiết từ dạ cỏ dê được gộp lại thành một mẫu, 

sao cho lượng DNA từ 10 mẫu là như nhau. Hình 3.1C cho thấy lượng DNA từ 2 l 

mẫu trên giếng được thể hệ là băng rất sắc nét. Sử dụng máy Qubit fluorometer, 

nồng độ DNA đo được là 48,4 ng/l. Với nồng độ DNA này, 45 g DNA 

metagenome từ vi khuẩn dạ cỏ dê đã được gửi sang Công ty BGI để giải trình tự. 

3.1.2. Giải trình tự, đánh giá chất lượng bộ dữ liệu và chú giải gene 
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Hình 3. 2. Biểu đồ đánh giá chất lượng giải trình tự đa hệ gene của vi khuẩn bằng 

FastQC trên bộ dữ liệu giải mã sâu 

A: Bộ dữ liệu giải bằng mồi xuôi; B: Bộ dữ liệu giải bằng mồi ngược 

Dữ liệu trình tự nucleotide DNA metagenome ban đầu ở dạng thô đã được 

đánh giá điểm chất lượng Phred (ký hiệu là Q) với mức điểm từ 0 đến 39. Nếu giá 

trị Phred của một base là Q=30 sẽ tương ứng với khả năng sai hỏng cho base được 

gọi là 1/1000 hay độ chính xác của base đó là 99,9%. Tương tự với giá trị Q=20 và 

Q=10, độ chính xác của các base lần lượt là 99% và 95%. Kết quả cho thấy bộ dữ 

liệu DNA metagenome có kích thước nhỏ (metagenomic conventional sequencing - 

MCS) có Q30 đạt 90,01%, bộ dữ liệu DNA metagenome giải mã sâu (Metagenomic 

deep sequencing - MDS) có Q30 đạt 94.59%. Như vậy, cả hai bộ dữ liệu đều có 

chất lượng tốt. Tổng dung lượng dữ liệu giải trình tự metagenome của vi khuẩn 

trong dạ cỏ dê lần lượt là 89,96 triệu read và 392,63 triệu read. Sau khi lọc bỏ các 

trình tự lỗi và trình tự adapter, số lượng read thu được là 84,62 triệu read từ dữ liệu 

MCS và 324 triệu read từ dữ liệu MDS, dữ liệu tinh tương đương 8,6 Gb và 48,66 

Gb (Bảng 3.1). 
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Sau khi lắp ghép thành contig, số lượng các contig của bộ dữ liệu là khá lớn. 

Bộ dữ liệu DNA metagenome MDS của vi khuẩn trong dạ cỏ dê được lắp ghép 

thành 3.411.867 contig với tổng độ dài là 3.164 Mb. Trong đó, 50% trình tự có kích 

thước lớn hơn 1.162 bp, độ dài trung bình của các contig là 927 bp và contig có kích 

thước lớn nhất là 295.214 bp. Các contig bao phủ khoảng 64,22% read. 

Bảng 3. 1. Các thông tin về bộ dữ liệu DNA metagenome của vi khuẩn trong dạ cỏ dê sau 

khi giải trình tự và lắp ráp 
 

Thông tin bộ dữ liệu  
Dữ liệu 8,6 GB 

(MCS) 
Dữ liệu giải trình tự 

sâu (MDS) 

Số lượng read thô (M) 87127 39263  

Số lượng base tinh (Gb) 8,46 48,66  

Chất lượng read dùng để phân tích Q20 (%) 96,25 98,18  

Chất lượng read dùng để phân tích Q30 (%) 90,01 94,59  

Số lượng read tinh dùng lắp ghép contig 84.625.346 324.080.208 

Số lượng contig  172.918 3.411.867 

Contig có kích thước lớn nhất (bp)  124.798 295.214  

Kích thước trung bình của contig (bp)  1.032 927   

Độ dài contig N50 (bp)  1.879 1.162  

Mức độ bao phủ của contig lên các read (%) 27,3 64,22  

Số lượng gene thu được (gene) 164.644 5.367.270  

Tổng độ dài của các gene (bp) - 2.828.583.591  

Độ dài của gene N50 (bp) - 645  

Độ dài trung bình của gene (bp) - 527  

Số gene được chú giải dựa trên Nr 122.304 (74,28%) 4.360.747 (81,25%) 

Số gene được chú giải dựa trên SwissProt 33.471 (20,33%) 2.169.982 (40,43%) 

Số gene được chú giải dựa trên KEGG 56.571 (34,36%) 2.700.371 (50,31%) 

Số gene được chú giải dựa trên eggNOG 134.843 (81,9%) 3.414.550 (63,62%) 
 

 - : kết quả không được thống kê 

So với bộ dữ liệu MCS, mẫu DNA metagenome vi khuẩn dạ cỏ dê từ bộ dữ 

liệu MDS có dung lượng gấp 5,4 lần. Bộ dữ liệu MCS dữ liệu tinh của vi khuẩn 

trong dạ cỏ dê có kích thước 8,46 Gb và các contig chỉ bao phủ được 27,3% các 

read, trong khi đó giải trình tự sâu MDS, dung lượng giải trình tự của hệ vi khuẩn 

trong dạ cỏ dê tăng lên 48,66 Gb và mức độ bảo phủ của các contig lên các read đạt 

64,22%. Với mức độ bao phủ dưới 65% thì tỷ lệ trình tự gene không hoàn thiện dự 

đoán vẫn sẽ còn tương đối cao, vì vậy, để có được bộ dữ liệu vi khuẩn đầy đủ hơn 

thì cần phải giải trình tự DNA của mẫu này đạt mức ít nhất 90-95 Gb.  

 Dựa trên các contig thu được, phần mềm MetaGeneMark đã ước đoán được 

hơn 164644 gene khác nhau từ dữ liệu NCS và khoảng 5 triệu ORF từ bộ dữ liệu 

MDS của vi khuẩn trong dạ cỏ dê. Số liệu gene được chú giải cụ thể dựa trên các bộ 

dữ liệu khác nhau là khác nhau (Bảng 3.2), trong đó số lượng gene được chú giải 

chức năng ở bộ dữ liệu MDS bởi ít nhất một cơ sở dữ liệu là 4.385.296 gene (chiếm 

81,7%). 
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Bảng 3. 2. Kết quả chú giải gene chức năng từ dữ liệu giải trình tự DNA metagenome vi 

khuẩn trong dạ cỏ dê dựa trên các cơ sở dữ liệu khác nhau 

 Tổng gene Nr Swissprot KEGG eggNOG Tổng quát 

Dữ liệu giải trình tự có dung lượng 8,6 Gb 

Số lượng 
(gene) 

164.644 122.304 33.471 56.751 134.843 - 

Tỉ lệ % 100% 74,28% 20,33% 34,47% 81,90% - 

Dữ liệu giải trình tự có dung lượng 48,7 Gb 

Số lượng 
(gene) 

5.367.270 4.360.747 2.169,982 2.700.371 3.414.550 4.385.296 

Tỉ lệ % 100% 81,25% 40,43% 50,31% 63,62% 81,70  

 

3.1.3. Đánh giá đa dạng vi khuẩn trong mẫu DNA metagenome 

3.1.3.1. Đa dạng vi khuẩn trong dạ cỏ dê được đánh giá dựa trên bộ dữ liệu 8,6 Gb 

Từ dữ liệu giải trình tự 8,6 Gb, 164.644 gene đã được xác định, trong đó 

99,8% số gene có nguồn gốc từ vi khuẩn, còn lại chỉ 0,02% có nguồn gốc từ sinh 

vật nhân thật, 0,005% từ virus và 0,17% gene từ vi khuẩn cổ. Trong số đó, 39.579 

ORF đã được xác định và định loại, trong đó 99,8% thuộc về vi khuẩn, cụ thể, 

39501 ORF vi khuẩn được xác định thuộc về 28 loài, 41 lớp, 95 bộ, 181 họ, 571 chi 

và 1634 loài. Ngành vi khuẩn chiếm số lượng đông nhất là ngành Bacteroidetes 

(63,5%), tiếp đó là ngành Firmicutes (22,6%), Proteobacteria (7,5%), Synergistetes 

(3,1%). Tỷ lệ điển hình của Firmicutes so với Bacteroidetes trong hệ vi khuẩn là 

0,36: 1. Phân tích sâu hơn cho thấy rằng, trong ngành Bacteroidetes, bộ đông nhất là 

Bacteroidales (60,8%). Bộ đông nhất của ngành Firmicutes là Clostridiales (16,4%), 

tiếp theo là Selenomonadales (2,8%). Bộ Synergistales thuộc ngành Synergistetes 

chiếm khoảng 3,1% ORF và Aeromonadales – một bộ của ngành Proteobacteria, 

cũng chiếm tỷ lệ nhất định trong dữ liệu. Ở cấp độ chi, Prevotella (35,3%) và 

Bacteroides (16%) thuộc về bộ Bacteroidales là phổ biến nhất. Phân tích 13 loài 

phong phú nhất cho kết quả là tám loài thuộc chi Prevotella, một loài thuộc chi 

Bacteroides, hai loài thuộc bộ Clostridiales và chỉ một loài thuộc bộ Synergistales. 
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Hình 3. 3. Biểu đồ phân bố đa dạng phân loại học ở mức độ ngành và mức độ chi của vi 

khuẩn trong dạ cỏ dê khai thác được từ dữ liệu 8,6 Gb. 

Nhìn chung, cấu trúc vi khuẩn về mặt phân loại tương tự với kết quả được mô 

tả trong các nghiên cứu đã được công bố về dạ cỏ động vật, đặc biệt là tỷ lệ giữa 

Firmicutes và Bacteroidetes. Tỷ lệ Firmicutes/ Bacteroidetes là 0,36:1, tương đương 

với tỷ lệ loài tương ứng trong dạ cỏ của tuần lộc Svalbard [191], cừu [192], bò 

Jinnan [193] và khá phù hợp với tỷ lệ 0,3:1 ở dê dạ cỏ lúc 110 ngày tuổi thích nghi 

với nguyên liệu thực vật [194]. Như vậy trong nghiên cứu này, tỷ lệ 

Firmicutes/Bacteroidetes thấp (0,36:1) cho thấy cấu trúc vi khuẩn trong dạ cỏ dê 

Việt Nam thích nghi tốt với chế độ ăn là các phế phụ phẩm nông nghiệp.  

3.1.3.2. Đa dạng vi khuẩn trong dạ cỏ dê được đánh giá dựa trên bộ dữ liệu giải mã 

sâu 

Kết quả giải trình tự sâu DNA metagenome vi khuẩn dạ cỏ dê thu được 48,66 

Gb dữ liệu, được sắp xếp thành 3.411.867 contig với tỷ lệ bao phủ là 64,22%. Từ 

đó, 5.367.270 gene với tổng độ dài là 2.828.583.591 bp đã được xác định. Sử dụng 

phần mềm MEGAN, 4.311.093 gene (80,32% trong tổng số 5.367.270 gene) được 

phân vào các bậc phân loại, trong đó chỉ có một tỷ lệ nhỏ số gene thuộc về bậc phân 

loại không xác định (1,35%), vi khuẩn cổ (0,45%) và sinh vật nhân thật (0,14%) 

(Hình 3.1). So sánh với dữ liệu giải trình tự 8,6 Gb, kết quả định loại là khá tương 

đồng khi tỷ lệ gene được xác định có nguồn gốc vi khuẩn là 99,8%.  
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 Đa dạng ngành vi khuẩn Đa dạng chi vi khuẩn
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Dethiosulfovibrio
Schwartzia

Anaerovibrio
Alloprevotella

Pseudobutyrivibrio
Faecalibacterium
Parabacteroides

Oscillibacter
Ruminobacter
Mitsuokella

Blautia
Desulfovibrio

Sarcina
Jonquetella
Succinivibrio

Paraprevotella
Cloacibacillus
Others (<0.1%)T

ỷ
lệ

tư
ơ

n
g

đ
ố

i
(%

)

Bacteroidetes

Firmicutes

Unclassified
Synergistetes

Proteobacteria

Spirochaetes

Fibrobacteres

Euryarchaeota
Actinobacteria

Lentisphaerae

Candidatus_Melainabacteria

Verrucomicrobia
Others (<0.1%)

Unclassified
Prevotella

Selenomonas
Fretibacterium

Bacteroides
Butyrivibrio
Ruminococcus

Treponema
Clostridium
Succiniclasticum

Aminobacterium
Alistipes

Fibrobacter
Eubacterium
Oribacterium

Succinimonas
Pyramidobacter
Methanobrevibacter

Lachnoclostridium

 

Hình 3. 4. Biểu đồ phân bố đa dạng phân loại học ở mức độ ngành và mức độ chi của vi 

khuẩn trong dạ cỏ dê khai thác được từ dữ liệu giải mã sâu 

Ngành Bacteroidetes là ngành chiếm tỷ lệ lớn nhất với 45,29% tổng số gene, 

tiếp theo là ngành Firmicutes với 30,38%. Ngoài ra, ngành Synergistetes và 

Probacteria cũng là những ngành lớn với tỷ lệ lần lượt là 6,52% và 3,13% số gene 

được định loại có nguồn gốc vi khuẩn. Ở mức độ chi, 49,93% số gene vẫn chưa 

được phân loại. Chi phong phú nhất là Prevotella, chiếm 25,79% tổng số gene. Nếu 

tính riêng số lượng gene đã được phân loại đến cấp ngành thì chi Prevotella chiếm 

đến 32,74% số gene, tiếp theo là chi Selenomonas (2,62%), Fretibacterium 

(2,46%), Bacteroides (1,86%), Butyrivibrio (1,8%). Chi Butyrivibrio là chi vi khuẩn 

đóng vai trò rất quan trọng trong quá trình hydro hóa sinh học các acid béo không 

no C18. Các loài vi khuẩn khu trú trong dạ cỏ dê thuộc chi này có độ da dạng rất 

cao, trong đó có một số lượng lớn là loài chưa được xác định. So sánh về cấu trúc vi 

khuẩn trong hai bộ dữ liệu MCS và MDS có thể thấy, nhờ việc tăng dung lượng và 

độ bao phủ của bộ dữ liệu MDS so với MCS nên tỷ lệ vi khuẩn chưa được phân loại 

ở bộ dữ liệu MDS thấp hơn nhiều so với bộ dữ liệu MCS. Ngược lại, có sự tương 

đồng về thành phần ngành vi khuẩn đa dạng nhất của cả hai bộ dữ liệu, cụ thể hai 

ngành Bacteroidetes và Firmicutes lần lượt là hai ngành chiếm tỷ lệ lớn nhất. Chi 

Prevotella đều là chi vi khuẩn được xác định chiếm tỷ lệ lớn nhất, gợi ý vai trò quan 

trong của chi này trong quá trình chuyển hóa lignocellulose trong dạ cỏ.    

3.2. Khai thác gene và thiết lập công cụ HMM cho chú giải gene, khai thác 

gene mã hóa protein/enzyme tham gia thủy phân lignocellulose trong dạ cỏ dê 

3.2.1. Khai thác gene mã hóa enzyme thủy phân ligncoellulose dựa trên cơ sử dữ 
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liệu KEGG 

3.2.1.1. Khai thác gene từ dữ liệu giải trình tự 8,6 Gb 

Dữ liệu giải trình tự kích thước 8,6 Gb đã được phân tích, so sánh chú giải và 

khai thác gene dựa trên cơ sở dữ liệu KEGG (Kyoto Encyclopedia of genes and 

genomes - Cơ sở dữ liệu về bộ gen, con đường sinh học, bệnh tật và các chất hóa 

học). Kết quả khai thác gene tiền xử lý lignocellulose được thể hiện ở Bảng 3.3. 

 Bảng 3. 3. Kết quả khai thác gene mã hóa enzyme tiền xử lý lignocellulose từ dữ liệu giải 

trình tự 8,6 Gb dựa trên dữ liệu KEGG 

 

 

Từ dữ liệu giải trình tự DNA, 821 ORF chứa domain carbohydrate esterase 

(CE) và polysaccharide lyase (PL) tham gia vào quá trình tiền xử lý trong chuyển 

hóa lignocellulose cụ thể là lignin, 816 ORF mã hóa 11 họ glycoside hydrolase 

(GH) có hoạt tính cellulase, 2252 ORF mang 22 họ GH có hoạt tính hemicellulase 

đã được khai thác. Hầu hết các CE đều có hoạt tính pectin esterase, riêng CE6 ước 

đoán có hoạt tính khử của reductase và carboxylesterase có khả năng tham gia trong 

khử các hợp chất của lignin. Trong số này, 61 ORF được chú giải có hai chức năng 

Họ enzyme 

(ORFs) 

COG 

(số ORF) 
COG/KEGG/GO (số ORF) EC 

CE1 (161) COG3693 (1) Beta-1,4-xylanase/enterochelin esterase (1) -- 

  Enterochelin esterase và enzyme liên quan(122) -- 

CE1-GH10 (60)  Enterochelin esterase  

CE12 (104) COG2755 

(22) 

Lysophospholipase L1 và esterases liên quan (22) -- 

 COG4677 (4) Pectin methylesterase/pectinesterase (4) 3.1.1.11 

  Pectinesterase (24) 3.1.1.11 

CE4 (66) COG0726 (7) Xylanase/chitin deacetylase (7) -- 

 COG0726 (1) Xylanase/chitin deacetylase (1) 3.5.1.- 

 COG0726 (3) Xylanase/chitin deacetylase (3) 3.5.1.41 

  Polysaccharide deacetylase (12) -- 

CE6 (103) COG0656 (2) Aldo/keto reductases, tương tự diketogulonate reductase (2) -- 

 COG2272 (5) Carboxylesterase type B (28) 3.1.1.1 

  enterochelin esterase và enzyme liên quan (27) -- 

CE8 (75) COG4677 

(11) 

Pectin methylesterase/pectinesterase (11) 3.1.1.11 

  Pectinesterase (37) 3.1.1.11 

PL1 (108) COG3866 (6) Pectate lyase (6) 4.2.2.2 

 COG3866 Pectate lyase (4)  

  Pectate lyase (32) 4.2.2.2 

  Pectinesterase (1) 3.1.1.11 

PL10 (36)  Pectate lyase (2) 4.2.2.2 

  Pectate lyase (3)  

  Pectinesterase (9) 3.1.1.11 

PL9 (8) 

 

Pectate lyase (4) 4.2.2.2 

CE1-CBM4 (7), CE13 (3), CE2 (33), CE3-GH11-CBM22 (1), CE6-GH43 (1), CE6-GH95 (1), CE7-GH26 

(18), CE7 (29), PL9 (1) 

Pectate lyase (6) 

Tổng số 821 ORF 
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là hemicellulase- (GH10) và esterase (CE1). Thêm vào đó, có 18 ORF mã hóa cho 

enzyme có hai vùng chức năng hemicellulase GH26 và esterase CE7, 1 ORF có 

chứa hai vùng chức năng của hemicellulase GH43 và esterase CE6. Hầu hết các 

enzyme thuộc họ PL trong dữ liệu này đều có hoạt tính thủy phân pectin. 

Các ORF được chú giải mã hóa enzyme tham gia phân giải hemicellulose bao 

gồm 2252 ORF. Các ORF ước đoán mã hóa cho 22 hemicellulase bao gồm endo-

1,4-beta-xylanase (67 ORF), beta-xylosidase (27 ORF) và nhóm enzyme phân cắt 

nhánh bao gồm: alpha-galactosidase (62 ORF), alpha-galactosidases/6-phospho-

beta-glucosidase (1 ORF), alpha-glucosidase (74 ORF), alpha-glucuronidase (37 

ORF), alpha-L-arabinofuranosidase (93 ORF), alpha-mannosidase (1 ORF), alpha-

N-acetylgalactosaminidase (1 ORF), alpha-N-arabinofuranosidase (57 ORF), 

arabinan endo-1,5-alpha-L-arabinosidase (36 ORF), arabinogalactan beta-

galactosidase (1  ORF), arabinogalactan endo-1,4-beta-galactosidase (78 ORF), 

beta-galactosidase (216 ORF), beta-glucuronidase (30 ORF), beta-xylosidase/alpha-

N-arabinofuranosidase (5 ORF), beta-xylosidase/arabinan endo-1,5-alpha-L-

arabinosidase (5 ORF), carboxylesterase type B (1 ORF), endopolygalacturonase 

(35 ORF), galacturan 1,4-alpha-galacturonidase (3 ORF), mannan endo-1,4-beta-

mannosidase (63 ORF), unsaturated glucuronyl hydrolase (2 ORF).  

Thêm vào đó, một số ORF không được nhận biết tham gia thủy phân 

lignocellulose bằng CAZy nhưng lại được các cơ sở dữ liệu khác 

(COG/KEGG/GO) ước đoán là tham gia thủy phân lignocellulose bao gồm endo-

beta-xylanase (2 ORF), endo-beta-xylanase cellulase (3 ORF), endo-beta-xylanase 

xyn5a (2 ORF), maltodextrin glucosidase (1 ORF), mannan endo-beta-mannosidase 

(2 ORF), xylan beta-xylosidase (1 ORF).  

Bảng 3. 4. Danh sách enzyme thủy phân hemicellulose mã hóa từ gene trong dữ liệu giải 

trình tự 8,6 Gb dựa trên dữ liệu KEGG 

GHs (số ORF) COG (số ORF) COG/KEGG/GO (số ORF) 

CE1 (1) COG3693 (1) Endo-1,4-beta-xylanase (1) 

GH10 (54), GH10-CE1 (25) COG3693 (23) Endo-1,4-beta-xylanase (52) 

GH10-CBM6 (16), GH10-CBM0 (9),  GH10-

CBM22 (1), GH10-CBM9 (1) 

Endo-1,4-beta-xylanase (12) 

GH11 (1)  Endo-1,4-beta-xylanase (1) 

GH2 (358)  COG3250 (12) Beta-galactosidase (179) 

 COG3250 (1) Beta-glucuronidase (30) 

GH2-CBM32 (4)  Beta-galactosidase (1) 

GH26 (48), GH26-CBM35 (17), GH26-CE7 (42) Mannan endo-1,4-beta-mannosidase (63) 

GH27 (11), GH27-CBM35 (8)  Alpha-galactosidase (10) 

  Alpha-N-acetylgalactosaminidase (1) 

GH28 (194) COG4225 (2) Unsaturated glucuronyl hydrolase (2) 

 COG5434 (35) Endopolygalacturonase (35) 

  Endo-1,4-beta-xylanase (1) 

  Galacturan 1,4-alpha-galacturonidase (3) 
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GH30 (16)  Glucosylceramidase (7) 

GH35 (64), GH35-CBM32 

(11) 

COG1874 (11) Beta-galactosidase (31) 

GH36 (52) COG3345 (2) Alpha-galactosidase (52) 

GH38-CBM32 (1)  Alpha-mannosidase (1) 

GH4 (2) COG1486 (1) 6-phospho-alpha-glucosidase (1) 

 COG1486 (1) Alpha-galactosidases/6-phospho-beta-glucosidase (1) 

GH42 (1)  Beta-galactosidase (1) 

GH43 (492) COG3507 (4) Beta-xylosidase (10) 

 COG3940 (2) Beta-xylosidase/alpha-N-arabinofuranosidase (2) 

 COG3507 (5) Beta-xylosidase/arabinan endo-1,5-alpha-L-

arabinosidase (5) 

 COG3507 (3) Beta-xylosidase/alpha-N-arabinofuranosidase (3) 

 COG3507 (17) Beta-xylosidase (17) 

 COG2017 (35) Galactose mutarotase/aldose 1-epimerase (35) 

  Arabinan endo-1,5-alpha-L-arabinosidase (32) 

  Alpha-N-arabinofuranosidase (56) 

GH43-CBM13 (29)  Arabinan endo-1,5-alpha-L-arabinosidase (4) 

GH51 (138) COG3534 (62) Alpha-L-arabinofuranosidase (93) 

GH53 (76) COG3867 (7) Arabinogalactan endo-1,4-beta-galactosidase (75) 

GH53-CBM61 (3) COG3867 (3) Arabinogalactan endo-1,4-beta-galactosidase (3) 

GH67 (58) COG3661 (34) Alpha-glucuronidase (37) 

GH97 (178)  Alpha-glucosidase (74) 

 COG2731 (1) Beta galactosidase (4) 

  Carboxylesterase type B (1) 

Arabinogalactan beta-galactosidase (1), endo-beta-xylanase (2), alpha-n-arabinofuranosidase (1), endo-

beta-xylanase cellulase (3), endo-beta-xylanase xyn5a (2), maltodextrin glucosidase (1), mannan endo-

beta-mannosidase (2),  xylan beta-xylosidase (1) 

GH10-CBM48-CE1 (1), GH113 (1), GH115 (121), GH120 (4), GH125 (4), GH127 (62), GH2-CBM57 (9), 

GH26-CBM13 (2), GH43-CBM0 (1), GH43-CBM32 (17),GH43-CBM6 (100), GH43-CBM61 (1), GH64-

CBM6 (1) 

Tổng số: 2252 ORF 
 

Tất cả endo-1,4-beta-xylanase đều thuộc họ GH10, trong đó 30,6% trình tự có 

chứa vùng bám carbohydrate CBM (CBM0, CBM6, CBM9, CBM22, CBM48). 

Tổng số 763 ORF mã hóa cho các CBM tham gia liên kết cellulose, hemicellulose 

và polysaccharide được xác định. Trong số các CBM này có một trình tự mã hóa 

CBM63 được nghiên cứu là trình tự có chức năng của expansin làm nới lỏng cấu 

trúc cellulose, bám cellulose giúp endoglucanase thủy phân tốt cellulose. 

Từ kết quả khai thác gene từ dữ liệu giải trình tự 8,6 Gb, trình tự 

[denovogenes]_47103 mã hóa endoglucanase, trình tự [denovogenes]_57823 mã 

hóa expansin, trình tự [denovogenes]_7603 mã hóa alpha-D-glucuronidase, trình tự 

[denovogenes]_44301 mã hóa pectinesterase, trình tự [denovogenes]_3070 mã hóa 

cellobiose-phosphorylase đã được lựa chọn để thiết kế vector biểu hiện trong chủng 

E. coli. Kết quả biểu hiện, tinh chế và thử hoạt tính của trình tự 

[denovogenes]_57823 mã hóa expansin đã được công bố trong một bài báo nằm 

trong tuyển tập Báo cáo khoa học Hội nghị Công nghệ sinh học toàn quốc năm 

2018 và một bằng độc quyền giải pháp hữu ích (các công bố khoa học liên quan đến 

luận án).     
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3.2.1.2. Khai thác gene từ dữ liệu giải trình tự sâu 48,6 Gb 

Để khai thác gene từ dữ liệu giải trình tự sâu 48,6 Gb, các trình tự ORF được 

dự đoán từ kết quả giải trình tự đã được phân tích so sánh với các cơ sở dữ liệu Nr, 

Swissprot, KEGG, eggNOG. Kết quả tổng hợp khai thác gene mã hóa enzyme phân 

giải lignocellulose được thể hiện ở Bảng 3.5. 

Bảng 3. 5. Bảng tổng hợp các enzyme lignocellulase khai thác từ hai bộ dữ liệu giải trình 

tự 

Enzyme Mã EC  
Tên viết 

tắt 

Bộ dữ 

liệu 

8,6 Gb 

Bộ dữ liệu 48,7 Gb 

Tổng số  
Thiếu 

đầu 3’ 

Thiếu 

đầu 5’ 

Thiếu 

hai 

đầu 

Hoàn 

chỉnh 

% 

Gene 

hoàn 

chỉnh 

Cellulases 

  

448 21029 5786 3816 9091 2336 11.1 

Licheninase 3.2.1.73 LCN 1 281 49 62 68 102 36.3 

Endoglucanase 3.2.1.4 EG 66 7368 1871 1406 3081 1010 13.7 

Cellobiose 

phosphorylase 2.4.1.20 CPB 27 1439 424 268 649 98 6.8 

Beta glucosidase 3.2.1.21 BGL 341 10444 3001 1780 4702 961 9.2 

6-Phospho-beta-

glucosidase 3.2.1.86 PBGL 13 1281 393 274 501 113 8.8 

Cellobiose 

dehydrogenase  1.1.99.18 

 

0 0 

     Cellobiohydrolase 3.2.1.91 CPH 0 216 48 26 90 52 24.1 

Hemicellulases 

  

815 41756 12007 6658 17199 5892 14.1 

Acetyl mannan 

esterase  

3.1.1.6 AcME 0 0      

Acetylxylan esterase 3.1.1.72 AcXE 0 4 0 0 4 0 0.0 

Alpha-D-xyloside 

xylohydrolase 

3.2.1.177 AXXH 0 2833 840 460 1277 256 9.0 

Alpha-

glucuronidase 

3.2.1.139 AGLC 37 561 155 109 224 73 13.0 

Beta-D-

glucuronidase 

3.2.1.31 BGLC 30 888 292 127 343 126 14.2 

Beta-

fructofuranosidase 

3.2.1.26 BFF 0 1106 368 197 427 114 10.3 

Beta-mannosidase 3.2.1.25 BMAS 62 659 189 90 329 51 7.7 

Endo-

transglycosylase/ 

hydrolase 

2.4.1.207 XET/H 0 2 0 1 1 0 0.0 

Endo-β-1,4 xylanase 3.2.1.8 XLA 67 3400 938 634 1121 707 20.8 

Oligosaccharide 

reducing-end 

xylanase 

3.2.1.156 OREX 0 1213 422 191 363 237 19.5 

Xylan 1,4-beta-

xylosidase 

3.2.1.37 XBX 10 1018 262 197 337 222 21.8 

Xyloglucan-active 

β-D-galactosidase  

3.2.1.23 BGAL 290 11690 3326 1705 5490 1169 10.0 

Alpha-galactosidase  3.2.1.22 AGAL 63 4020 1174 693 1638 515 12.8 

Alpha-L-

arabinofuranosidase 

3.2.1.55 ARA 138 6229 1882 891 2282 1174 18.8 

Alpha -L-fucosidase  3.2.1.51 FUC 55 6896 1890 1136 2663 1207 17.5 

Beta-mannanase  3.2.1.78 BMAN 63 1237 269 227 700 41 3.3 

Tiền xử lý   167 4769 1382 782 1845 760 15.9 

Expansin   1 33 5 13 9 6 18.2 

Feruloyl esterase 3.1.1.73 FAE 0 92 35 9 17 31 33.7 

Laccases  1.10.3.2  0 9 2 2 4 1 11.1 

Lignin peroxidase  1.11.1.14 LiP 0 0      



55 

 

Lytic 

polysaccharide 

monooxygenase 

1.14.99.56 LPMO 0 11 3 0 7 1 9.1 

manganese 

peroxidase  

1.11.1.13 MnP 0 0      

Pectinesterase 3.1.1.11 PE 86 2525 704 483 919 419 16.6 

Exopolygalacturona

se  

3.2.1.67 EPG 38 635 216 66 223 130 20.5 

Exopolygalacturona

se lyase  

4.2.2.9 EPGL 0 59 8 8 37 6 10.2 

Endopolygalacturon

ase  

3.2.1.15 ENPG 0 27 4 7 14 2 7.4 

Endopolygalacturon

ase lyase  

4.2.2.2 ENPGL 42 1378 405 194 615 164 11.9 

Từ kết quả giải trình tự sâu DNA metagenome vi khuẩn dạ cỏ dê thu được 

48,66 Gb dữ liệu, 5.367.270 gene với tổng độ dài là 2.828.583.591 bp đã được xác 

định. Trong số các gene trên, có 4.385.296 gene đã được ước đoán chức năng dựa 

trên việc so sánh trình tự protein tương ứng với các cơ sở dữ liệu Nr, Swissprot, 

KEGG, eggNOG. Cụ thể, với cơ sở dữ liệu KEGG, 2.809.791 gene đã được ước 

đoán chức năng trong đó 317.154 gene (11,3%) được xác định là liên quan đến quá 

trình chuyển hóa carbohydrate. 

Theo lý thuyết, năm loại enzyme cellulase khác nhau đóng vai trò quan trọng 

trong quá trình phân giải cellulose trong hai giai đoạn: giai đoạn thứ nhất, 

licheninase (EC 3.2.1.73) và endo-glucanase (EC 3.2.1.4) phân cắt ngẫu nhiên mạch 

dài cellulose thành các đoạn ngắn oligosacchride và cellobiose, tiếp theo các 

enzyme cellobiose phosphorylase (EC 2.4.1.20), 6-phospho-beta glucosidase (EC 

3.2.1.86) và beta-glucosidase (EC 3.2.1.21) sẽ phân giải các sản phẩm trên thành 

đường đơn D-glucose. Trong kết quả khai thác được, tất cả các enzyme licheninase 

đều thuộc về họ glycosyl hydrolase 16 (GH16), hầu hết các cellobiose 

phosphorylase đều thuộc họ GH94, trong khi beta-glucosidase thuộc về các họ 

GH3, GH16, GH1, GH4, trong đó beta-glucosidase GH3 chiếm đa số với tỷ lệ đến 

88%. Enzyme endo-glucanase khai thác được rất đa dạng, thuộc về 11 họ GH, tuy 

nhiên họ GH5 chiếm tỷ lệ lớn nhất (70%), tiếp đó là GH9 (23%).   

Quá trình chuyển hóa hemicellulose thành đường đơn trong dạ cỏ dê được xúc 

tác bởi ít nhất 13 loại enzyme khác nhau, trong đó alpha-D-xyloside xylohydrolase 

(EC 3.2.1.177), alpha-glucuronidase (EC 3.2.1.139), endo-xylanase (EC 3.2.1.8), 

oligosaccharide reducing-end xylanase (EC 3.2.1.156), xylan 1,4-beta xylosidase 

(EC 3.2.1.72), beta-D-glucuronidase (EC 3.2.1.31), alpha-L fucosidase (EC 

3.2.1.51) xúc tác chuyển hóa hemicellulose và xylo-oligosaccharide thành các đơn 

phân xylose, fucose và glucuronic acid. Các endo-xylanase được xác định thuộc về 

các họ GH10, GH11 và GH115 trong đó endo-xylanase GH10 chiếm đa số với tỷ lệ 
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96%. Điều này khẳng định enzyme thuộc họ glycosyl hydrolase 10 đóng vai trò rất 

quan trọng trong việc phân giải hemicellulose thành các sản phẩm oligosaccharide 

trong dạ cỏ dê. Các alpha-D-xyloside xylohydrolase chỉ thuộc họ GH31 còn alpha-

glucuronidase chỉ thuộc họ GH67. Oligosaccharide reducing-end xylanase được xác 

định thuộc họ GH8 và GH43, trong đó enzyme thuộc họ GH43 chiếm 77%; tương 

tự beta-D-glucuronidase thuộc hai họ GH2 và GH141 trong đó họ GH141 chiếm 

phần lớn với 85% số enzyme. Các xylan 1,4-beta-xylosidase phân bố tương đối đều 

thuộc về hai họ GH43 (51%) và GH39 (49%). Các alpha-L-fucosidase được chú 

giải thuộc 12 họ GH khác nhau, trong đó chiếm tỷ lệ lớn nhất là họ GH95 (48%) và 

GH29 (46%).  

Mặt khác, các enzyme beta-fructofuranosidase (EC 3.2.1.26), beta-

mannosidase (EC 3.2.1.25), xyloglucan-active beta-D-galactosidase (EC 3.2.1.23), 

alpha-galactosidase (EC 3.2.1.22), alpha-L-arabinofuranosidase (EC 3.2.1.55), beta-

mannanase (EC 3.2.1.78) xúc tác chuyển hóa hemicellulose và xylo-oligosaccharide 

thành các đơn phân mannose, galactose và arabinose. Các enzyme beta-

fructofuranosidase đều thuộc họ GH32 trong khi các enzyme beta-mannosidase chỉ 

thuộc họ GH2. Các enzyme beta-mannanase thuộc hai họ GH là GH26 và GH5, 

trong đó beta-mannanase GH26 chiếm 92%. Ngược lại, các enzyme xyloglucan-

active beta-D-galactosidase, alpha-galactosidase, alpha-L-arabinofuranosidase đều 

thuộc rất nhiều họ GH khác nhau, trong đó beta-galactosidase GH2, alpha-

galactosidase GH36 và alpha-L-arabinofuranosidase GH43 là những nhóm chiếm 

ưu thế của từng loại enzyme.  

Bên cạnh cellulose và hemicellulose, lignin và pectin trong cấu trúc 

lignocellulose được thủy phân bởi 5 loại enzyme chính bao gồm endo-

polygalacturonase (EC 3.2.1.15) với 2 trình tự thuộc họ GH28, endo 

polygalacturonate lyase (EC 4.2.2.2) với 86 trình tự thuộc 2 họ polysaccharide lyase 

(PL) 1 và 9, exo-polygalacturonase với 125 trình tự thuộc họ GH28, exo-

polygalacturonate lyase (EC 4.2.2.9) với 6 trình tự thuộc họ PL9, và 282 trình tự 

pectin esterase thuộc 3 họ carbohydrate esterase (CE8, CE10, CE12), một họ PL10 

và một họ GH105.  
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fucosidase

Cellobiose phosphoryl-

ase (GH94(83)), 

Cellobiosehydrolase

(216) 
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Hình 3. 5. Bức tranh tổng quan về các họ GH/CE/PL liên quan đến quá trình phân giải 

lignocellulose của vi khuẩn trong dạ cỏ dê 

 (chú thích: họ GH (số lượng gene)) 

Lignocellulose trong chế độ ăn của dê bao gồm ba thành phần chính: cellulose, 

hemicellulose và lignin/pectin. Trong dạ cỏ dê, cellulose được tiêu hoá chủ yếu 

bằng 6 loại enzyme để giải phóng glucose. Hemicellulose bị phân hủy bởi ít nhất 13 

enzyme để tạo ra xylose, fucose, glucuronic acid, mannose, galactose, arabinose. 

Lignin/pectin bị thủy phân bởi 5 loại enzyme chiếm ưu thế để tạo ra các 

polysaccaride acid keo. Trong cơ sở dữ liệu, chúng tôi tìm thấy 225 gene mã hóa 

alpha-D-xyloside xylohydrolase GH31 nên được ký hiệu là alpha-D-xyloside 

xylohydrolase (GH31(225)). Một số enzyme có GH rất đa dạng ví dụ endo-

glucanase.  

3.2.2. Phân tích đa dạng vi khuẩn mang gene thủy phân lignocellulose 

3.2.2.1. Đa dạng vi khuẩn mang gene phân giải lignocellulose khai thác được từ dữ 

liệu 8,6 Gb 

 Trong số 816 ORF mã hóa gene cellulase, 2252 ORF mã hóa gene 

hemicelulase và 821 ORF mã hóa gene tiền xử lý đã được xác định, chỉ có 221 gene 

cellulase, 544 gene hemicellulase và 226 gene tiền xử lý là có thể được định dạng 

phân loại, chiếm khoảng 24-27%, phần còn lại không được phân loại là rất lớn. 
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Nhìn chung, phần lớn các gene trên thuộc ngành Bacteroidetes, cụ thể là 854 ORF 

trên tổng số 991 ORF, chiếm tỷ lệ 86,2%. Ngành chiếm tỷ lệ lớn thứ hai là ngành 

Firmicutes với 94 ORFs (9,5%). Tỷ lệ ORF theo ngành Firmicutes/Bacteroidetes là 

0,11:1 và thấp hơn tỷ lệ chung của toàn bộ quần xã vi khuẩn. Ở mức phân loại bộ, 

bộ Bacteroidales có số lượng ORF lớn nhất, tiếp đó là Clostridiales. Ở cấp độ chi, 

có 398 ORF thuộc chi Prevotella, 300 ORF thuộc về chi Bacteroides, 39 ORF được 

dự đoán có nguồn gốc từ Paraprevotella, 39 ORF có nguồn gốc từ Ruminococcus. 

Đặc biệt chi Aerophaga được dự đoán chỉ chứa các ORF cho hemicellulase (7 

ORF), trong khi chi Algoriphagus được dự đoán chỉ mang ORF cho CE và PL. 

Khi xem xét chi tiết hơn, có sự khác biệt về nhóm phân loại trong đa dạng 

nguồn gốc vi sinh vật của từng nhóm enzyme phân hủy lignocellulose. Với nhóm 

enzyme tiền xử lý (họ CE và PL), ngành Bacteroidetes chiếm tỷ lệ lớn nhất với 201 

ORF (88,9%), tiếp đó là ngành Firmicutes với 14 ORF (6,2%), dẫn đến tỷ lệ ORF 

theo ngành Firmicutes/Bacteroidetes giảm rất thấp, 0,07:1. Với những ORF mã hóa 

enzyme esterase, tỷ lệ này có sự khác biệt đáng kể. Cụ thể, 56 ORF mã hóa CE1 có 

nguồn gốc từ nhiều ngành vi khuẩn như Bacteroidetes, Firmicutes, Planctomycetes, 

Spirochaetes, trong khi 10 ORF mã hóa CE1 có liên kết các vùng CBM 

(Carbohydrate-binding domain), cụ thể là CBM48 thì chỉ thuộc về ngành 

Bacteroidetes. Điều này cũng tương tự với CE6 và PL1, 21 ORF mã hóa CE6 có 

nguồn gốc từ Bacteroidetes và Verrucomicrobia, trong khi 45 ORF mã hóa PL1 có 

nguồn gốc từ Bacteroidetes và Firmicutes. Tuy nhiên, enzyme mang đa vùng hoạt 

tính CE6-GH95 và PL1 mang CBM6 hoặc vùng tương tự fibronectin-3 (FN3) chỉ 

có nguồn gốc từ Becteroidetes. Ngoài ra, các enzyme mang vùng hoạt tính CE12, 

CE7, CE7-GH26, CE8, CE8-Ig (vùng tương tự immunoglobulin), PL9, PL10 được 

xác định chỉ từ Bacteroidetes, trong khi CE13 chỉ từ Firmicutes. Ở cấp độ loài, 

Prevotella buccae là loài có nhiều gene lignocellulase nhất. 

Nhóm hemicellulase là đa dạng nhất so với cellulase và gene tiền xử lý 

lignocellulose, với 20 nhóm GHs khác nhau. Trong nhóm này, ngành phong phú 

nhất tiếp tục là Bacteroidetes với 500 ORF (chiếm 91,9%), tiếp theo là Firmicutes 

(27 ORF), và sau đó là Proteobacteia (7 ORF). Do đó, tỷ lệ Firmicutes so với 

Bacteroidetes lại thấp là 0,05: 1. Ở đây, GH2 được ước đoán có nguồn gốc từ các 

ngành đa dạng nhất như Actinobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes, Proteobacteia, 

Thermotogae. Nhóm chiếm tỷ lệ lớn tiếp theo là GH10, GH15, GH53. Firmicutes 

và Bacteroidetes cũng mang các gene thuộc sáu họ GH gồm GH2, GH28, GH36, 

GH6, GH51, GH53. Tuy nhiên, nhiều GH khác bao gồm các enzyme đa chức năng 

cũng chứa vùng hoạt tính CE hoặc CBM, và được dự đoán là chỉ thuộc 
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Bacteroidetes, trong khi GH113, GH26-CBM35 chỉ thuộc Firmicutes. Ở cấp loài, 

Prevotella bergensis, P. bryantii, P. copri, Paraprevotella clara, B. graminisolvens, 

P. albensis, P. paludivivens, B. cellulosilyticus. P. buccae, B. eggerthii, P. 

ruminicola là những loài mang gene hemicellulase phong phú nhất. Để phân hủy 

hemicellulose hiệu quả, các gene của B. graminisolvens có thể mang chín loại vùng 

hoạt tính khác nhau, con số này với P. copri và P. paludivivens là tám. Trong nhóm 

vi khuẩn tiền xử lý lignocellulose, Prevotella sp. MSX73 được dự đoán là phân hủy 

tiềm năng nhất với sáu vùng xúc tác khác nhau. Điều thú vị là có rất nhiều loài chứa 

gene cho rất nhiều chức năng phân hủy lignocelluose. Ví dụ, Prevottella albensis 

được dự đoán là mang cả hai loại cellulase và hemicellulases khi vi khuẩn này sở 

hữu cả hai vùng hoạt tính cellulase GH3-FN3, GH9-Ig và hemicellulase GH10, 

GH2, GH30, GH43-CBM13, GH43-CBM6, GH97. Bảy loài chứa cả GHs cho 

hemicellulases và CE và PLs để tiền xử lý lignocellulose. Cụ thể hơn, B. 

cellulosilyticus và P. bryantii có 10 gene cho các vùng xúc tác khác nhau. 

3.2.2.2. Đa dạng vi khuẩn mang gene phân giải lignocellulose khai thác từ kết quả 

giải trình tự sâu  

Dựa trên kết quả chú giải chức năng theo cơ sở dữ liệu KEGG, có tổng cộng 

65554 gene mã hóa cho 30 loại enzyme/protein liên quan đến phân giải 

lignocellulose đã được xác định. So sánh với kết quả giải trình tự 8,6 Gb, với dữ 

liệu giải trình tự sâu có khối lượng dữ liệu lớn gấp 5,7 lần, tương ứng với tỷ lệ lắp 

ráp của các contigs so với các reads tăng 2,35 lần từ 27,3% lên 64,22%, số lượng 

gene liên quan đến phân giải lignocellulose khai thác được tăng 47 lần. Trong số 

65.554 gene, 8988 gene được xác định là gene hoàn thiện, các gene này được so 

sánh với cơ sở dữ liệu CAZy để xác định các vùng chức năng protein.  

Tất cả 65.554 gene mã hóa cho 30 enzyme/protein liên quan đến quá trình 

phân hủy lignocellulose trong dạ cỏ của dê đều được đưa vào phần mềm MEGAN. 

Kết quả cho thấy có 65.443 gene được xếp vào các đơn vị phân loại (99,85%). 

Trong đơn vị phân loại chi, chi lớn nhất là chi Prevotella đóng góp 27% gene liên 

quan đến quá trình phân giải lignocellulose, tiếp theo là Ruminococcus (5%) và 

Bacteroides (4%). Đáng chú ý, Prevotella đóng góp rất nhiều cho quá trình phân 

giải hemicellulose và tiền xử lý lignocellulose, với việc chi này đóng góp tới 30% 

số gene chuyển hóa hemicellulose và 36% gene tiền xử lý lignocellulose (Hình 3.6). 
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65443 genes

40935 genes
4619 genes

19889 genes

 

Hình 3. 6. Đa dạng phân loại vi khuẩn mang gene lignocellulase trong dạ cỏ dê Việt Nam 

đã được KEGG chú thích và phân loại bởi MEGAN 

Lignocellulase: toàn bộ gene mã hóa enzyme phân giải lignocellulose; Cel: gene mã hóa 

cho cellulase; Hem: gene mã hóa cho hemicellulase; Pre: các gene mã hóa 

protein/enzyme liên quan đến tiền xử lý lignocellulose 

 

3.2.2.3. Vai trò của chi Prevotella trong phân giải lignocellulose 

Phân tích sâu hơn cho thấy rằng trong nghiên cứu này Prevotella không phát 

hiện có gene mã hóa laccase, lytic polysacarit monooxygenase, expansin hoặc 

cellobiohydrolase, endo-transglycosylase/hydrolase, phospho beta glucosidase, 

nhưng đóng góp rất nhiều cho quá trình phân giải hemicellulose với nhiều enzyme 

phân nhánh đặc biệt là acetyl xylan esterase, feruloyl esterase, alpha-D-xyloside 

xylohydrolase (Bảng 3.6). 
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Bảng 3. 6. Các gene của Prevotella mã hóa enzyme tham gia thủy phân lignocellulose 

Enzyme Ký hiệu 

Prevotella 

Nguồn 

gốc khác 

Tổng số 

chung 

Tỷ lệ % 

gene từ 

Prevotella 

Gene chú 

giải theo 

KEGG  

Gene chú 

giải theo 

CAZy-

HMMER  

Tổng số 

Acetylxylan esterase AcXE 0 327 327 4 331 98,8% 

Feruloyl esterase FAE 0 38 38 15 53 71,7% 

Alpha-D-xyloside 

xylohydrolase AXXH 1508 

 

1508 1191 2699 55,9% 

Endopolygalacturonase lyase  ENPGL 608 

 

608 745 1353 44,9% 

Exopolygalacturonase  EPG 271 

 

271 364 635 42,7% 

Alpha-glucuronidase AGLC 227 

 

227 317 544 41,7% 

Oligosaccharide reducing-

end xylanase OREX 453 

 

453 744 1197 37,8% 

Endopolygalacturonase  ENPG 9 

 

9 15 24 37,5% 

Alpha-L-arabinofuranosidase ARA 2258 

 

2258 3888 6146 36,7% 

Beta-D-glucuronidase BGLC 309 

 

309 577 886 34,9% 

Licheninase LCN 92 

 

92 188 280 32,9% 

Xyloglucan-active β-D-

galactosidase  BGAL 3741 

 

3741 7848 11589 32,3% 

Pectinesterase PE 774 

 

774 1719 2493 31% 

Cellobiose phosphorylase CPB 416 

 

416 1014 1430 29,1% 

Alpha -L-fucosidase  FUC 1953 

 

1953 4803 6756 28,9% 

Beta glucosidase BGL 2221 

 

2221 7713 9934 22,4% 

Beta-mannanase  BMAN 227 

 

227 945 1172 19,4% 

Endo-β-1,4 xylanase XLA 583 

 

583 2610 3193 18,3% 

Endoglucanase EG 948 258 1206 5592 6798 17,7% 

Exopolygalacturonase lyase  EPGL 10 

 

10 48 58 17,2% 

Alpha-galactosidase  AGAL 620 

 

620 3364 3984 15,6% 

Xylan 1,4-beta-xylosidase XBX 132 

 

132 883 1015 13% 

Beta-fructofuranosidase BFF 97 

 

97 1007 1104 8,8% 

Beta-mannosidase BMAS 37 

 

37 607 644 5,7% 

6-Phospho-beta-glucosidase PBGL 1 

 

1 1278 1279 0.1% 

Laccase Laccase 0 

 

0 5 5 0% 

Endo-

transglycosylase/hydrolase XET/H 0 

 

0 2 2 0% 

Cellobiohydrolase CPH 0 

 

0 168 168 0% 

Lytic polysaccharide 

monooxygenase LPMO 0 

 

0 5 5 0% 

Expansin Expansin 0 

 

0 31 31 0% 

Tổng 

 

17495 623 18118 47690 65808 27,5% 

Tổng số gene bao gồm 17495 gene được chú thích chức năng bởi KEGG và 327 gene 
AcXE, 38 gene FAE, 258 gene EG được chú thích bởi CAZy và HMMER. EG: Endoglucanase; 
CPB: Cellobiose phosphorylase; BGL: Beta glucosidase; PBGL: 6-phospho-beta-glucosidase; 
CPH: Cellobiohydrolase; AcXE: Acetylxylan esterase; AXXH: Alpha-D-xyloside xylohydrolase; 
AGLC: Alpha-glucuronidase; BGLC: Beta-D-glucuronidase; BFF: Beta-fructofuranosidase; BMAS: 
Beta-mannosidase; XET/H: Endo-transglycosylase/hydrolase; XLA: Endo-beta-1,4 xylanase; 
OREX: Oligosaccharide reducing-end xylanase; XBX: Xylan 1,4-beta-xylosidase; BGAL: 
Xyloglucan-active beta-D-galactosidase; AGAL: Alpha-galactosidase; ARA: Alpha-L-
arabinofuranosidase; FUC: Alpha-L-fucosidase; BMAN: Beta-mannanase: FAE: Feruloyl esterase; 
PE: Pectinesterase; EPG: Exopolygalacturonase; EPGL: Exopolygalacturonate lyase; ENPG: 
Endopolygalacturonase; ENPGL: Endopolygalacturonate lyase. 

Đây là những enzyme rất quan trọng để tăng cường chuyển đổi lignocellulose. 

Xét tổng số gene, có 18.118 gene mã hóa cho các loại enzyme phân giải 

lignocellulose là có nguồn gốc từ Prevotella trong tổng số 65.808 gene, chiếm tỷ lệ 

27,5%. Đáng chú ý, 98,8% gene mã hóa acetyl xylan esterase là có nguồn gốc từ 

Prevotella. Điều đó cho thấy tầm quan trọng của vi khuẩn này trong chuyển hóa 

chuỗi bên xylan, phân giải xylan thành đường đơn. 
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Vi khuẩn mang gene lignocellulase trong quần xã có thể được chia thành vi 

khuẩn có tiềm năng phân giải lignocellulose và vi khuẩn cơ hội. Các vi khuẩn cơ 

hội thường chỉ sản xuất beta glucosidase để chuyển hóa các đoạn oligosaccharide 

ngắn thành glucose nhằm cung cấp năng lượng cho bản thân chứ không phải cho 

vật chủ. Ngược lại, vi khuẩn tiềm năng được đặc trưng bởi khả năng sản xuất nhiều 

hơn một loại enzyme để phân hủy lignocellulose. Ở vi khuẩn có khả năng phân giải 

lignocellulose, các gene mã hóa cho các enzyme phân hủy lignocellulose thường 

nằm ở những vùng nhất định trong bộ gene.  

3.2.2.4. Vai trò của chi Prevotella trong hỗ trợ tiêu hóa các nguồn thức ăn khác 

trong dạ cỏ dê 

 

Hình 3. 7. Các gene nguồn gốc từ Prevotella tham gia tiêu hóa trong dạ cỏ dê 

Để hiểu rõ vai trò của Prevotella trong quá trình tiêu hóa các chất dinh dưỡng 

khác trong dạ cỏ của dê, 17.495 gene có nguồn gốc từ Prevotella mã hóa cho các 

enzyme/protein liên quan đến sự phân hủy lignocellulose được KEGG chú thích về 

mặt chức năng trong số tất cả các gene (547.751 gene) đã được tách riêng để phân 

tích. Các gene còn lại bao gồm các gene chưa biết chức năng đã được phân tích 

bằng phần mềm HMMER và so sánh với cơ sở dữ liệu CAZy, từ đó có tất cả 18.118 

gene có nguồn gốc từ Prevotella đã được chú thích chức năng. 510.840 gene không 

khớp với cơ sở dữ liệu của HMMER và CAZy, nghĩa là những gene này không liên 

quan đến enzyme. 

HMMER và CAZy phân loại các gene thành họ GH, nhưng KEGG chú thích 

vào số định danh enzyme (số EC). Vì vậy, chỉ một số họ GH có thể được làm rõ 

thành số EC. Bằng cách này, trong số các gene được chú giải chức năng, có 327 

gene mã hóa cho acetylxylan esterase, 38 gene mã hóa cho feruloyl esterase, 258 

gene mã hóa endoglucanase GH5 có nguồn gốc từ Prevotella đã được xác định để 
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thêm vào các gene lignocellulase được chú thích bằng KEGG. 

Bảng 3. 7. Các gene từ Prevotella mã hóa các enzyme tham gia phân giải các chất dinh 

dưỡng khác được phân tích từ dữ liệu giải trình tự sâu metagenomic của vi khuẩn trong 

dạ cỏ dê Việt Nam 

Enzyme 

Số 

lượng 

gene 

Enzyme 

Số 

lượng 

gene 

Enzyme 

Số 

lượng 

gene 

1. Esterases 3725 4. Lipase 537 -Hemicellulases 

CE 1621 GDSLlike Lipase 537 GH2 153 

Calcineurin-like phosphoesterase 1155 5. Phân giải tinh 

bột 1117 GH98 131 

Thioesterase 332 Alpha amylase 926 GH2-SBD 108 

Type I phosphodiesterase 251 GH57 124 GH67 41 

AcylACP thioesterase 176 GH66 33 GH115-GH67 35 

Esterase-like activity of phytase 96 Core2/I Branching 

enzyme 

28 

CE2 32 

Glycerophosphoryl diester 

phosphodiesterase 

33 GH63 2 

GH38 30 

Esterase PHB depolymerase 32 Alpha amylaseCE 1 GH35 16 

Phospholipase/Carboxylesterase 14 GH119 1 GH43-CE 10 

protein thioesterase 9 GH126 1 GH10CECE1 9 

LigT like Phosphoesterase 5 GH63PE 1 GH2-SBDCE 8 

CE-Ig 1 6. 

Lignocellulases 6199 GH10CE 7 

2. Glycosyl transferases 7153 GH116 1 GH36 7 

GT2 3562 GH118 1 GH28-CE 4 

GT1 1925 GH122 1 GH39 3 

GT4 429 GH18 47 GH53CE 3 

Transglycosylase 396 - Cellulase 699 GH115-GH20 2 

Lipid A disaccharide synthetase 179 GH30 165 GH115-CE1 1 

GT11 129 GH124 1 GH115-CE12 1 

GT9 (heptosyltransferase) 114 GH128 1 GH115-GH28 1 

GT 113 GH16 20 GH115-GH33 1 

GT28 82 GH26 164 GH115-GH43 1 

GT8 67 GH26AcXE 4 GH117 1 

GT90 37 GH3 252 GH120 1 

GT25 (LPS biosynthesis 

protein) 

28 

GH3-CE 1 GH121 1 

GT-CBM 27 GH8 24 GH123 1 

GT26 24 GH9 67 GH125 1 

GT10 (fucosyltransferase) 15 -Hemicellulases 5344 GH127 1 

GT6 13 GH43 769 GH129 1 

GT36 10 GH92 647 GH130 1 

GT21 2 GH88 576 GH2-CE 1 

Mannosyltransferase 1 GH28 476 GH28-PE 1 

3. Polysaccharide degradation 87 GH10 448 GH43-Lipase 1 

Carbohydrate phosphorylase 46 GH115 432 GH43-GT1 1 

GH76 34 GH53 387 GH59 1 

GH65 4 GH25 301 -Tiền xử lý 156 

GH85 2 GH20 274 PE 156 

GH70 1 GH32 244 Khác 6 

  

GH31 173 GH56-alpha L 

fucosyl transferase 6 

 

 Các gene còn lại chủ yếu mã hóa cho glycosyl transferase (7.153 gene), 

protein/enzyme liên quan đến phân giải lignocellulose (6.199 gene), esterase (3.725 
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gene), enzyme thủy phân tinh bột (1.089 gene), lipase (537 gene), enzyme phân giải 

polysaccharide (87 gene) và các enzyme khác (116 gene) (Bảng 3.7). Trong nhóm 

glycosyl transferase, GT2 chiếm ưu thế nhất với 3.562 gene, sau đó là GT1 (1925 

gene). Enzyme của Prevotella tham gia chuyển hóa tinh bột chủ yếu là alpha 

amylase (927 gene), sau đó là GH57, GH119, GH126, GH63, GH66 và 

Core2/enzyme phân nhánh. Đa dạng nhất được tìm thấy trong các enzyme 

lignocellulase với 39 họ GH, esterase CE2 và pectin esterase (Bảng 3.7). 

Prevotella là một trong gần 40 chi quan trọng và phổ biến trong dạ cỏ dê có 

chức năng hỗ trợ phân giải lignocellulose cũng như chuyển hóa carbohydrate [195]. 

Sự cố định của vi khuẩn Prevotella trong dạ cỏ dê diễn ra dần dần từ ngày thứ 14 

cho đến khi trở thành vi khuẩn chiếm ưu thế trong dạ cỏ dê khi khẩu phần ăn trở 

nên giàu chất xơ thực vật [194, 195]. Đến 110 ngày, gene nguồn gốc Prevotella có 

thể chiếm 22,37% số gene của vi khuẩn trong dạ cỏ dê. Bằng phân tích 

metagenomic 16S rRNA, ở những con dê được cho ăn chế độ ăn từ sữa, Prevotella 

chiếm 8,91% quần xã vi khuẩn, nhưng với những con dê sử dụng thức ăn thực vật 

dạng rắn, vi khuẩn trong chi này đã tăng lên 56,02% [196]. Bekele và cộng sự đã sử 

dụng phương pháp điều tra sự đa dạng của vi khuẩn và chỉ ra rằng Prevotella chiếm 

hơn 50% vi khuẩn trong dạ cỏ dê [197]. Thông thường trong dạ cỏ nói chung, 

Prevotella chiếm khoảng 42 - 60% [198]. Những kết quả này phù hợp với phát hiện 

của chúng tôi trong dạ cỏ của dê, trong đó chế độ ăn của dê bao gồm cỏ khô và 

nhiều loại cỏ và lá cây trên núi cũng như tàn dư thực vật. Trong dữ liệu giải trình tự 

metagenome thấp, Prevotella đã được tìm thấy là chi phong phú nhất, chiếm 35,3% 

số gene phân loại. Bằng giải trình tự sâu DNA metagenome của vi khuẩn trong dạ 

cỏ dê Việt Nam, Prevotella xuất hiện nhiều nhất chiếm 32,74% gene được phân loại 

trong các đơn vị phân loại ngành. 

Liên quan đến quá trình phân giải lignocellulose trong dạ cỏ dê, mặc dù kích 

thước của dữ liệu giải trình tự sâu chỉ tăng 5,7 lần so với kích thước của dữ liệu giải 

trình tự của đề tài giai đoạn trước, nhưng số lượng gene mã hóa protein/enzyme liên 

quan đến quá trình phân hủy lignocellulose khai thác được cao hơn đáng kể, lên đến 

47,24 lần, với 30 loại enzyme/protein, trong đó 8988 gene được dự đoán là hoàn 

chỉnh. Các enzyme thủy phân lignocellulose rất đa dạng, GH phong phú và nhiều 

loại enzyme có cấu trúc module chứa cả vùng xúc tác và vùng phụ trợ như vùng 

tương tự globulin miễn dịch (Ig), vùng giống fibronectin (FN3) hoặc vùng liên kết 

carbohydrate (CBM) , ... Một số GH đã được quan sát thấy trong nghiên cứu trước 

đây của Lim và cộng sự, phần lớn các enzyme lần đầu tiên được nhìn thấy trong dạ 

cỏ dê như alpha-D-xylosidexylohydrolase, acetylxylan esterase, beta-
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fructofuranosidase, endo-transglycosylase/hydrolase, oligosaccharide-reducing-end 

xylanase, feruloyl esterase, laccase, lytic polysaccharide monooxygenase, 

exopolygalacturonase lyase, endopolygalacturonase. Đáng chú ý, Prevotella chiếm 

27% số gene phân loại theo NCBI mã hóa cho các protein/enzyme liên quan đến sự 

phân hủy lignocellulose. Với mỗi nhóm, Prevotella đóng góp 19% gene mã hóa cho 

cellulase, 30% gene mã hóa cho hemicellulase và 38% gene mã hóa cho 

enzyme/protein liên quan đến quá trình tiền xử lý lignocellulose, đặc biệt là 

pectinesterase. Trong nghiên cứu trước đây, với kết quả giải trình tự 8,6 Gb, chúng 

tôi thấy rằng Prevotella cung cấp tới 40% gene cho quá trình phân hủy 

lignocellulose. Đồng ý với kết quả này, bằng cách phân tích metagenomic của vi 

khuẩn mang gene mã hóa cho cellulase trong dạ cỏ dê Hàn Quốc, Lim và cộng sự 

cũng chỉ ra rằng các loài Prevotella đóng vai trò quan trọng đối với sự phân hủy 

cellulose [199]. Các enzyme được phát hiện có nhiều vùng chức năng khác nhau 

ngoài vùng xúc tác, là cơ sở để khai thác các enzyme mới có nhiều chức năng. Ví 

dụ, trong dữ liệu giải trình tự 8,6 Gb, chúng tôi đã tìm thấy một gene mã hóa cho 

endoglucanase có cấu trúc module bao gồm vùng X ở đầu N, tiếp theo là vùng FN3 

rồi đến vùng hoạt tính GH5. Trong một nghiên cứu khác, FN3 đã được chứng minh 

là đóng vai trò tăng cường khả năng hòa tan của enzyme và giúp hình thành cấu trúc 

phù hợp [48]. Kết quả phân tích khẳng định rằng dữ liệu lớn về các gene mã hóa 

protein/enzyme tham gia vào quá trình phân hủy lignocellulose rất có giá trị để tìm 

kiếm các enzyme mới cho quá trình phân hủy lignocellulose hiệu quả, hỗ trợ cho sự 

phát triển kinh tế sinh học. 

Kết quả thu được từ các phân tích sâu hơn cho thấy chi Prevotella có thể sản 

xuất nhiều loại enzyme khác nhau, chủ yếu để phân giải hemicellulose hơn là phân 

giải cellulose. Phát hiện này phù hợp với quan sát trong nghiên cứu khác về P. 

bryantii B14 [200]. Đáng chú ý, nhiều enzyme từ Prevotella là enzyme then chốt để 

nâng cao tốc độ phân giải lignocellulose như acetylxylan esterase [201] và feruloyl 

esterase [202]. Trong tổng số 331 gene mã hóa acetylxylan esterase thì có 327 gene 

thuộc Prevotella. Kết quả thu được khẳng định vai trò then chốt của Prevotella 

trong quá trình phân giải hemicellulose trong dạ cỏ dê. 

Với mục đích tìm ra các dòng vi khuẩn tiềm năng, tất cả các contig mang gene 

hoàn chỉnh (8.900 gene) mã hóa protein/enzyme liên quan đến quá trình phân giải 

lignocellulose đã được tách riêng để phân tích. Theo kết quả thống kê, 8.900 gene 

nằm trong 8.364 contig, trong đó 7848 contig chỉ mang một gene trên mỗi contig. 

Các contig có khả năng phân hủy lignocellulose bao gồm: 4 contig chứa 6 

gene/contig, 2 contig chứa 5 gene/contig, 16 contig mang 4 gene/contig, 54 contig 
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chứa 3 gene/contig và 440 contig mang 2 gene/contig. Đối chiếu với kết quả phân 

loại học, chúng tôi nhận thấy trong số 22 contig mang ít nhất 4 gene/contig thì có 18 

contig thuộc chi Prevotella, 2 contig thuộc chi Bacteroides, 1 contig thuộc chi 

Clostridium và 1 contig thuộc chi Butyrivibrio. Cụm gene liên quan đến quá trình 

phân giải lignocellulose trong mỗi nhóm tiềm năng đã được xác định và vẽ bằng 

công cụ SnapGene DNA.  

69804 bps1

56628 bps

47534 bps

39818 bps

26753 bps

59066 bps

78295 bps

40047 bps

44662 bps

67959 bps

73702 bps

Contig-80 Butyrivibrio

Contig-374 Prevotella

Contig-527 Prevotella

Contig-829 Prevotella

Contig-193 Prevotella

Contig-2083 Bacteroides

Contig-148 PrevotellaContig-148 Prevotella

Contig-289 Prevotella

Contig-464 Prevotella

Contig-616 Prevotella

Contig-813 Prevotella

 

Hình 3. 8. Các locus gene phân giải celluloses/hemicelluloses trong những contig tiềm 

năng xây dựng từ dữ liệu giải trình tự sâu DNA metagenome vi khuẩn dạ cỏ dê. 

CE: esterase; GH: glycosylase; PL: Polysaccharide lyase; EG: Endoglucanase; CBM: carbohydrate 

binding model; BGL: Beta glucosidase; XLA: Endo-β-1,4 xylanase; OREX: Oligosaccharide 

reducing-end xylanase; XBX: Xylan 1,4-beta-xylosidase; BGAL: Xyloglucan-active β-D-

galactosidase; AGAL: Alpha-galactosidase; ARA: Alpha-L-arabinofuranosidase; AFUC, FUC: Alpha 

-L-fucosidase; BMAN: Beta-mannanase: AGL: Anpha glucosidase; AMY: amylase 

Từ kết quả phân tích (Hình 3.8), có thể thấy quá trình phân hủy hemicellulose 

được xúc tác vởi những cụm gene trên hầu hết đều tương tác đặc hiệu với một số cơ 

chất nhất định. Ví dụ, trong contig-80, vùng hoạt tính đặc trưng của họ CE1, PL1 đã 

được nhìn thấy ở phần đầu của contig, tiếp đó là nhiều gene chức năng chưa biết, 

sau đó là vùng PL1, vùng gene BGAL (Xyloglucan-active beta-D-galactosidase) 

bao gồm vùng hoạt tính của họ GH43-GH143-GH142, vùng gene FUC (Alpha-L-

fucosidase) liền kề GH95, kế đó là bốn gene BGALGH2 và nhiều GH khác, tất cả 

đều tập trung phân giải xyloglucan trong cấu trúc hemicellulose. Kết quả tương tự 

cũng được quan sát thấy ở contig 374 với 6 gene BGAL nằm gần nhau. Các cụm 

gene phân giải xyloarabinofuranose được thấy ở các contig 527, 829, 193, 148, 616, 
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813 với sự tham gia của arabinofuranosidase, oligosaccharide reducing-end 

xylanase, endoxylanase, esterase, alpha-galactosidase và đôi khi với beta-

glucosidase. Một cụm gene phân giải cellulose được tìm thấy ở contig 289, trong 

đó, các gene mã hóa cho cellulase như endo glucanase, beta-glucosidase, cellobiose 

phosphorylase đã được quan sát. 

Nhấn mạnh vai trò của Prevotella trong quá trình phân giải lignocellulose đặc 

biệt là hemicellulose, 22 contig chứa gene có khả năng phân hủy lignocellulose với 

ít nhất 4 gene/contig có 18 contig thuộc về Prevotella. Vùng chứa một cụm gene 

tham gia vào quá trình phân hủy polysaccharide được gọi chung là PUL 

(polysaccharide utilization loci). PULs thường có ở vi khuẩn đường tiêu hóa, tiêu 

biểu là Ruminococcus ở ruột người [203], Bacteroides ở dạ cỏ động vật [204, 205]. 

Tuy nhiên, PUL ở Bacteroides cũng phức tạp tương tự như ở Prevotella, do sự khả 

năng phân giải cơ chất cực đa dạng. Phân tích các cụm gene trong 11 contig, chúng 

tôi đã tìm thấy 9 contig liên quan đến sự phân hủy hemicellulose và tất cả đều thuộc 

về Prevotella, hai contig góp phần vào sự phân hủy cellulose thuộc về Bacteroides 

và Prevotella. Ngoài ra, tất cả các gene trong một cụm được sắp xếp theo cùng một 

hướng. Bên cạnh các enzyme chính có hoạt tính hemicellulase, nhiều gene mã hóa 

cho các enzyme thuộc các GH khác nhau, có thể hỗ trợ cho chức năng chính của 

locus và một số gene chưa rõ chức năng cũng đã được xác định. Bốn PUL phân giải 

arabinan được tìm thấy trong contig 527, 829, 813, 193, và ba PUL phân giải 

galactan nằm trong contig 80, 374, 464. Một số PUL liên quan đến quá trình phân 

giải arabinan, xylan, galactan nằm ở contig 148 và 616. Các PUL phân giải arabinan 

đã được tìm thấy trong Prevotella copri trong ruột người [206] nhưng các PUL 

phân hủy polysaccharide khác bao gồm galactan, xylan, arabinan trong Prevotella 

lần đầu tiên được phát hiện. 

Nghiên cứu vai trò của Prevotella trong dạ cỏ dê, chúng tôi nhận thấy 

Prevotella sở hữu nhiều gene mã hóa cho các enzyme phân giải tinh bột và 

polysaccharide, trong đó enzyme quan trọng nhất để phân giải tinh bột là amylase 

có nhiều nhất (Bảng 3.7). Một nghiên cứu trước đây cũng phát hiện ra rằng chủng 

25A của Prevotella bryantiican lên men nhanh chóng tinh bột và giảm 90% sự tích 

tụ lactate, đồng thời tăng lượng succinate và propionate [207]. Bằng cách này, 

Prevotella hỗ trợ cung cấp một lượng lớn năng lượng cho cơ thể vật chủ dê. Việc 

nghiên cứu các enzyme phân giải tinh bột và polysaccharide do Prevotella trong dạ 

cỏ còn hạn chế. Trong nghiên cứu này, chúng tôi cũng tìm thấy một số lipase từ 

Prevotella. Tuy nhiên, Prevotella được biết là không phải là đối tượng phân giải 

lipid trong dạ cỏ dê. Prevotella giảm khi cho dê ăn khẩu phần giàu lipid. 
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Tóm lại, Prevotella là một chi cực kỳ linh hoạt, đóng vai trò then chốt trong 

quá trình phân giải hemicellulose và tham gia vào quá trình phân giải tinh bột, 

cellulose, hemicellulose và pectin trong dạ cỏ dê. 

3.2.3. Xây dựng công cụ mới khai thác hiệu quả protein/enzyme tham gia chuyển 

hóa và tiền xử lý lignocelullose 

3.2.3.1. Xây dựng mô hình HMM đại diện cho các enzyme/protein cần khai thác 

Theo như phần phương pháp đã trình bày, các trình tự enzyme/protein hoàn 

thiện đã được khẳng định về chức năng đã được thu thập từ các bộ dữ liệu và tìm ra 

vùng bảo thủ đặc hiệu cho từng nhóm enzyme/protein. Các trình tự bảo thủ sau đó 

được sử dụng để xây dựng mô hình HMM đại diện cho từng loại enzyme/protein. 

Mô hình HMM của một số nhóm enzyme/protein đã được xây dựng và công bố 

trong cơ sở dữ liệu Pfam và được trích xuất để làm tập hợp mô hình HMM cơ sở sử 

dụng trong việc khai thác gene phân giải lignocellulose (Bảng 3.8). Tuy nhiên vẫn 

còn khá nhiều enzyme chưa có trong cơ sở dữ liệu này hoặc đã có nhưng dữ liệu 

còn hạn chế, đặc biệt là nhóm carbohydrate-binding module (CBM). Với nhóm 

CBM, cơ sở dữ liệu Pfam mới công bố mô hình HMM của 23 họ, dữ liệu trình tự 

của 69 họ CBM đã được tổng hợp, so sánh và xây dựng mô hình HMM.  

Bảng 3. 8. Thống kê các mô hình HMM được sử dụng cho khai thác nhóm 

protein/enzyme mới trong đề tài 

STT Tên enzyme 
Nguồn 

gốc 
STT Tên enzyme 

Nguồn 

gốc 

1 Lignin peroxidase (LiP) Pfam 17 Feruloyl esterase Pfam 

2 Hydrogen peroxide oxidoreductase Pfam 18 Xyloglucanse Pfam 

3 Manganese peroxidase (MnP) Pfam 19 Mannanase Pfam 

4 Versatile peroxidase (VP) Pfam 20 Beta-mannosidase Pfam 

5 Laccase Pfam 21 Arabinase Pfam 

6 Expansin Pfam 22 Galactanase Pfam 

7 
Lytic polysaccharide 

monooxygenase 
Pfam 23 Polygalacturonase Pfam 

8 Cellobiohydrolase Pfam 24 Beta-glucuronidase Pfam 

9 Endo-1,4-glucanase Pfam 25 Glucuronyl esterase Pfam 

10 Beta-glucosidase Pfam 26 

CBM  

(1,2,3,6,9,10,11,14,15,19,

20,21,25,27,32,35,39,46,

48,49,53,60,65,77) 

Pfam 

11 Endo-xylanase Pfam 27 

CBM (4,5,8,12,13,16-

19,22-24,26,28-31,34,36-

38,40-45,47,50-52,54-

59,61-64,66-76,78-84) 

Tự xây 

dựng 

12 Beta-xylosidase Pfam 28 Fibronectin 3-like domain Pfam 

13 Alpha-L-arabinofuranosidase Pfam 29 Dockerin Pfam 

14 Alpha-glucuronidase Pfam 30 
Immunoglobulin-like 

domain 
Pfam 

15 Licheninase Pfam 31 Acetyl xylan esterase Pfam 

16 Acetyl xylan esterase Pfam    
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Dựa trên các dữ liệu khác nhau, các trình tự cho các nhóm CBM đã được lấy 

để tạo bộ dữ liệu cơ sở. Tổng số 391.140 trình tự đã được lấy để phân tích cho toàn 

bộ dữ liệu gồm 84 loại CBM. Các trình tự trên được phân tích so sánh tương đồng 

bằng phần mềm Usearch, sau đó kết quả so sánh được xây dựng mô hình mạng lưới 

bằng công cụ Cytoscape 3.7.1 với giới hạn cut-off của độ tương đồng các trình tự 

0,55, kết quả mô hình xây dựng được cho thấy các trình tự bảo thủ của các nhóm 

CBM là khá tách biệt nhau (Hình 3.9). Điều này chứng tỏ các vùng trình tự bảo thủ 

này đảm bảo khả năng xây dựng mô hình HMM đặc hiệu cho mỗi nhóm, từ đó là 

công cụ tốt cho việc khai thác gen.  

 

Hình 3. 9. Kết quả phân tích trình tự vùng CBM có cấu trúc beta-sandwich bằng 

Cytoscape với giới hạn cut-off của độ tương đồng trình tự là 0,55 

Dựa trên kết quả phân tích, mô hình đại diện HMM của các họ CBM được xây 

dựng bằng phần mềm HMMER3, kết quả được tóm tắt trong Bảng 3.9. 
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Bảng 3. 9. Thống kê độ dài các vùng bảo thủ dùng để thiết lập mô hình HMM cho khai 

thác gene họ CBM 

TT Họ CBM  Độ dài 

(aa) 

TT Họ CBM  Độ dài 

(aa) 

TT Họ CBM  Độ dài 

(aa) 

1 CBM4  153  21 CBM38  207  41 CBM64  86  

2 CBM5  52  22 CBM40  196  42 CBM66  161  

3 CBM8  162  23 CBM41  107  43 CBM67  186  

4 CBM12  57  24 CBM42  138  44 CBM68  187  

5 CBM13  158  25 CBM43  111  45 CBM69  146  

6 CBM16  145  26 CBM44  194  46 CBM70  169  

7 CBM17  179  27 CBM45  148  47 CBM71  188  

8 CBM18  42  28 CBM47  149  48 CBM72  199  

9 CBM19  69  29 CBM50  47  49 CBM73  70  

10 CBM22  153  30 CBM51  166  50 CBM74  323  

11 CBM23  149  31 CBM52  66  51 CBM75  298  

12 CBM24  193  32 CBM54  153  52 CBM76  257  

13 CBM26  89  33 CBM55  169  53 CBM78  151  

14 CBM28  217  34 CBM56  85  54 CBM79  129  

15 CBM29  142  35 CBM57  157  55 CBM80  94  

16 CBM30  173  36 CBM58  109  56 CBM81  97  

17 CBM31  107  37 CBM59  175  57 CBM82  234  

18 CBM34  123  38 CBM61  159  58 CBM83  282  

19 CBM36  119  39 CBM62  110  59 CBM84  165  

20 CBM37  316  40 CBM63  96     

 

3.2.3.2. Khai thác các enzyme tham gia thủy phân lignocellulose từ dữ liệu DNA đa 

hệ gene vi khuẩn trong dạ cỏ dê 

 Dựa vào mô hình HMM đã được xây dựng để khai thác cho 29 enzyme/vùng 

phụ trợ (accessory domain) khác nhau có liên quan đến chuyển hóa lignocellulose, 

công cụ đã hỗ trợ khai thác với các nhóm gene được khai thác hiệu quả trong bộ dữ 

liệu là galactanase, glucuronyl esterase, hydrogen peroxide oxidoreductase 

(HPOXRE catalase), xyloglucanase, laccase, CBM (1-84), cellobiohydrolase, beta-

glucuronidase, beta-xylosidase, beta-mannosidase GH2, lichenase, alpha-

glucuronidase (GH76N) và xylanase GH44 (Bảng 3.10). Ngoài ra, các nhóm 

enzyme khác cũng được khai thác hiệu quả bằng công cụ mới nhưng các gene trùng 

với gene được phát hiện dựa trên cơ sở dữ liệu KEGG nên không được thống kê lại 

ở đây. 
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Bảng 3. 10. Khai thác một số enzyme hiệu quả từ dữ liệu DNA metagenome vi khuẩn 

trong dạ cỏ dê bằng mô hình HMM đã được xây dựng 

Số thứ tự Tên enzyme 
Số lượng gene 

dựa trên HMM 

Số lượng  gene 

dựa trên KEGG 

1 Galactanase  305 -  

2 Glucuronyl esterase  165 -  

3 HPOXRE catalase 1 -  

4 Xyloglucanase  14 -  

5 Laccase  350 9 

6 CBM(1-84) 6875 270 

7 Cellobiohydrolase  1645 216 

9 Beta-glucuronidase  4171 888 

10 Beta-xylosidase  3276 1018 

11 Beta-mannosidase GH2  1890 659 

12 Lichenase  350 281 

13 Anpha-glucuronindase GH76N  615 561 

14 Xylanase GH44 3534 3400 

15 Axetyl xylan esterase (AXE1)  219 331 

16 Anpha-L-arabinofuranosidase  2646 6896 

17 Polygalacturonase  211 635 

18 Arabinanase (GH43)  1894 6229 

19 Endo-glucanase  2009 7368 

20 Mannanase  263 1237 

21 Beta-glucosidase  1582 10444 

22 LPMO 1 11 

23 Feruloylesterase  7 92 

3.3. Nghiên cứu lựa chọn, biểu hiện và xác định đặc điểm của endo-xylanase 

Vi khuẩn trong dạ cỏ, đặc biệt là trong dạ cỏ dê rất quan tâm đến việc khai 

thác các enzyme mới liên quan đến sự phân hủy lignocellulose trong kỷ nguyên dữ 

liệu lớn. Endoxylanase là một trong những enzyme quan trọng nhất trong nhiều 

ngành công nghiệp như sản xuất cồn sinh học, giấy, hóa chất tốt… Endoxylanase 

không chỉ phân giải xylan trong cấu trúc hemicellulose để các enzyme khác chuyển 

hóa các sản phẩm xylanase thành xylose mà còn giúp tách cellulose để cellulase gắn 

vào và chuyển hóa. thành glucose để lên men thành sản phẩm cuối cùng. Các 

endoxylanase chủ yếu được phân loại vào các họ GH10 và GH11, một số trong họ 

GH115.  

3.3.1. Nghiên cứu lựa chọn gene mã hóa endo-xylanase cho biểu hiện  

3.3.1.1. Nghiên cứu đa dạng vi khuẩn mang enzyme endo-xylanase 

Từ kết quả giải trình tự sâu 48,6 Gb, dựa theo kết quả chú giải chức năng gene 

với các cơ sở dữ liệu, có 3400 gene được xác định là endo-1,4-beta-xylanase. Toàn 

bộ số gene này được tích hợp với kết quả định danh nguồn gốc phân loại dựa vào 

phần mềm MEGAN 
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Bảng 3. 11. Đa dạng vi khuẩn mang gene mã hóa endo-xylanase 

Ngành 

Số 

ORF 

Tỷ 

lệ Lớp 

Số 

ORF Tỷ lệ Bộ Số ORF Tỷ lệ 

Firmicutes 1435 49% Clostridia 1189 44% Clostridiales 1166 44% 

Bacteroidetes 1110 38% Bacteroidia 1065 40% Bacteroidales 1056 40% 

Spirochaetes 114 4% Spirochaetia 114 4% Spirochaetales 110 4% 

Fibrobacteres 77 3% Bacilli 84 3% Fibrobacterales 76 3% 

Lentisphaerae 77 3% Fibrobacteria 76 3% Bacillales 49 2% 

Khác 117 4% Khác 163 6% Khác 211 8% 

Tổng 2930 

 

Tổng 2691 

 

Tổng 2668 

 

Họ 

Số 

ORF 

Tỷ 

lệ Chi 

Số 

ORF Tỷ lệ Loài Số ORF 

 

Prevotellaceae 800 33% Prevotella 577 30% 

Butyrivibrio 

proteoclasticus 
3 

 

Lachnospiraceae 460 19% 

Ruminococcu

s 375 19% 

Desulfotomaculu

m hydrothermale 
5 

 Ruminococcacea

e 441 18% Butyrivibrio 233 12% 

Melioribacter 

roseus 
2 

 Spirochaetaceae 110 5% Treponema 108 6% Petrotoga olearia 5 

 

Bacteroidaceae 95 4% Bacteroides 81 4% 

Ruminococcus 

albus 
4 

 

Fibrobacteraceae 76 3% Fibrobacter 67 3% 

Ruminococcus 

champanellensis 
1 

 

Clostridiaceae 66 3% Clostridium 53 3% 

Treponema 

vincentii 
1 

 Khác  345 14% Khác 459 24% 

   Tổng 2393 

 

Tổng 1953 

 

Tổng 21 

 
Kết quả phân tích cho thấy, có 3213 gene được phân loại đến các đơn vị phân 

loại thuộc 3 giới, 19 ngành, 33 lớp, 48 bộ, 67 họ, 120 chi và 9 loài, chỉ có 187 gene 

không xác định được đơn vị phân loại. Cụ thể, trong 3213 gene được phân loại, có 

3193 gene được xác định thuộc giới vi khuẩn, chiếm 99,4%, còn lại chỉ 0,56% 

thuộc giới sinh vật nhân chuẩn và 0,06% thuộc giới vi khuẩn cổ. Chỉ xét riêng các 

gene có nguồn gốc từ vi khuẩn, 3193 gene được xác định thuộc 15 ngành, 27 lớp, 

43 bộ, 62 họ, 113 chi và 7 loài (Bảng 3.11).    

Ở mức độ phân loại đến chi, 30% số gene endo-xylanase có nguồn gốc từ 

Prevotella, tiếp theo là chi Ruminococcus (19%) và Butyrivibrio (12%). Kết quả 

này đồng nhất với kết quả chung về các gene tham gia phân giải hemicellulose và 

tiền xử lý sinh khối, cụ thể 30% số gene hemicellulase và 36% số gene tiền xử lý 

sinh khối trong dữ liệu giải trình tự là có nguồn gốc từ chi Prevotella. 

3.3.1.2. Nghiên cứu đa dạng cấu trúc endo-xylanase  

Endo-xylanase có nguồn gốc từ Prevotella được nhiều nhà nghiên cứu quan 

tâm do có hoạt tính cao và ổn định trong môi trường của một số chất tẩy rửa như 

tween, SDS,... Từ dữ liệu giải trình tự metagenomic thông thường 8,6 Gb và giải 
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trình tự sâu 48,6 Gb của vi khuẩn trong dạ cỏ dê, 739 gene hoàn chỉnh mã hóa cho 

endo-xylanase được chú giải bởi KEGG đã được tách riêng và phân tích cấu trúc 

vùng chức năng.  

 

Hình 3. 10. Tóm lược các cấu trúc domain của enzyme nhóm endo-xylanase có mang 

vùng hoạt tính GH, được vẽ bằng ngôn ngữ R trền phần mềm drawProteins 

Gen đánh dấu * là gene được lựa chọn cho nghiên cứu biểu hiện 

Theo phân loại của cơ sở dữ liệu CAZy, vùng hoạt tính của enzyme endo-

xylanase có thể thuộc về các họ GH5, 6, 8, 10, 11, 26, 30, 43, 98, trong đó phần lớn 

là họ GH10 và GH11. Kết quả chú giải 739 trình tự amino acid suy diễn từ các gene 

hoàn chỉnh bằng phần mềm Pfamscan cho thấy có 574 gene có thể xác định được 

các vùng chức năng, các cấu trúc vùng chức năng của nhóm này rất đa dạng tuy 

nhiên chỉ có 185 trình tự là mang các vùng hoạt tính glycosyl hydrolase.  
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Các gene endo-xylanase được xác định thuộc về 3 họ GH là GH10, GH11 và 

GH115, trong đó ưu thế nhất thuộc về họ GH10 (96% trong tổng số trình tự được 

xác định có mang ít nhất một vùng hoạt tính GH). Một lượng lớn trình tự chỉ có duy 

nhất vùng hoạt tính GH10. Khoảng một phần tư số trình tự endo-xylanase có mang 

ít nhất một vùng hoạt tính GH là các enzyme mang từ hai vùng chức năng trở lên, 

bên cạnh vùng hoạt tính là những vùng hỗ trợ như vùng tăng cường khả năng bám 

cơ chất như vùng tương tự immunoglobulin, CBM2, CBM4_9, CBM6, 

RicinB_lectin_2, dockerin hoặc hoạt tính phụ như vùng esterase. 

Kết quả phân tích so sánh 739 gene hoàn chỉnh với BLASTP cho thấy có 180 

trình tự amino acid được suy ra từ 180 gene tương đồng với endo-xylanase trong 

GenBank, trong đó có tất cả 108 trình tự có nguồn gốc từ Prevotella. Tất cả các 

gene mã hóa cho các trình tự tương đồng cao với Prevotella endo-xylanase đều có 

vùng hoạt tính xúc tác là GH10. Trong số này, 10 gene có trình tự cho vùng hoạt 

tính phụ CE1 (vùng esterase), 20 gene có trình tự thêm vùng CBM6. Các endo-

xylanase được mã hóa bởi 10 gene trên có Tm cao hơn 65oC và là các enzyme có 

tính acid.  

3.3.1.3. Nghiên cứu lựa chọn trình tự xylanase để biểu hiện 

Kết quả tìm kiếm tương đồng với trình tự denovogenes_5086 trên cơ sở dữ 

liệu NCBI bằng công cụ BLASTp dựa trên dữ liệu trình tự NR (non redundant 

protein sequences, https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE=Proteins) được 

thể hiện ở Bảng 3.12. 

Bảng 3. 12. Các trình tự tương đồng với trình tự denovogenes_5086 

Mô tả Điểm tối đa Tổng 

điểm 

Độ bao phủ Giá trị E Độ tương 

đồng 

Endo-1,4-beta-xylanase 

[Prevotella sp. E2-28] 
1264 1264 100% 0.0 82,3% 

Endo-1,4-beta-xylanase 

[unclassified Prevotella] 
1250 1250 100% 0.0 81,76% 

Glycosyl hydrolase family 10 

[Prevotella sp. MA2016] 
1213 1213 99% 0.0 80% 

Endo-1,4-beta- xylanase/feruloyl 

esterase [Prevotella sp. RM4] 
1212 1212 99% 0.0 80% 

Endo-1,4-beta- xylanase/feruloyl 

esterase [Prevotella ruminicola] 
1211 1211 99% 0.0 80% 

Endo-1,4-beta- xylanase/feruloyl 

esterase [Prevotella ruminicola] 
1210 1210 99% 0.0 80% 

Glycosyl hydrolase family 10 

[Candidatus Bacteroides 

timonensis] 

940 940 99% 0.0 63% 

Hypothetical protein [Bacteroides 

cellulosilyticus] 

939 939 100% 0.0 63% 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE=Proteins
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_655548058
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_655548058
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_697060772
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_697060772
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_697060772
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_697060772
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_502830645
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_502830645
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_502830645
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_502830645
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_655528742
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_655528742
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_655528742
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_655528742
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_763413210
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_763413210
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_763413210
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_494398149
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_494398149
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_494398149
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Kết quả tìm kiếm tương đồng cho thấy trình tự protein suy diễn từ gene 

denovogenes_5086 tương đồng cao nhất 96% với endo-1,4-beta-xylanase của 

Prevotella sp. (mã số MBR7030185.1) với độ bao phủ 99% (kết quả kiểm tra lại với 

cơ sở dữ liệu cập nhật ngày 31 tháng 3 năm 2023). Ngoài ra trình tự protein này 

cũng tương đồng 125 trình tự endo-1,4-beta-xylanase của Prevotella khác. Khi so 

sánh với các trình tự protein trong cơ sở dữ liệu của NCBI bằng BLASTP, trình tự 

suy từ gene denovogenes_5086 có độ tương đồng cao nhất với các enzyme thủy 

phân xylan thuộc họ GH10 thuộc chi Prevotella hoặc các enzyme endo-1,4-beta- 

xylanase/feruloyl esterase thuộc loài Prevotella ruminicola (truy cập ngày 5 tháng 

12 năm 2017). 

Bảng màu biểu thị độ tương đồng:

Trình tự denovogenes_5086 

 

 

Hình 3. 11. Kết quả minh họa trình tự tương đồng với trình tự denovogenes_5086 trên 

NCBI bằng BLASTP 

Kết quả từ cây phân loại chủng loài cũng hoàn toàn trùng khớp với kết quả tìm 

kiếm tương đồng, trình tự denovogenes_5086 mã hóa cho enzyme có nguồn gốc 

gần với các enzyme thủy phân GH10 và endo-1,4-beta-xylanase/feruloyl esterase 

thuộc chi Prevotella. 
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Exyl BCS84816 Prevotella herbatica

Exyl TKC66054 Bacteroidales bacterium

Exyl WP275550247 Bacteroide sovatus

Exyl UWP52333 Prevotella copri DSM18205

Exyl TFH78048 Prevotella hominis

Exyl MBQ0022762 Prevotellaceae

Exyl MCR5695475 Marinilabiliaceae

GH10 TGY04180 Muribaculum sp

Exyl MBR5018221 Bacteroidales

Exyl MBR5394233 Bacteroidaceae

ExylGH35 SEE25350 Prevotella sp

Exyl WP 036913981 unclassified Prevotella

GH10 MBE6265438 Prevotella ruminicola

Exyl MBO4721030 Prevotella sp

Exyl MBP5799235 Prevotella sp.

Denovogenes_5086

Exyl MBR7030185 Prevotella sp.
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Hình 3. 12. Cây phát sinh chủng loài trình tự amino acid gene denovogenes_5086 

Khi tìm kiếm các vùng bảo thủ trên trình tự gen, trình tự denovogenes_5086 

có chứa hai vùng bảo thủ: Glyco_hydro_10 (từ 34-371) và vùng E-set_Esterase 

(404-485), ngoài ra có một vùng Fes được xác định là enterochelin esterase và các 

enzyme liên quan (479-668). 

1         75       150      225        300     375       450       525      600       675     740        

GH10

GH10

XynA

Glycosyl hydrolase

Siêu họ XynA

EsteraseN

E-set-SF

Fes

Siêu họ Fes

AbhydrolaseSF

Esterase

 

 

Hình 3. 13. Dự đoán các vùng bảo thủ trên trình tự denovogenes_5086 

GH10: Glycosyl hydrolase family 10; XynA: Endo-1,4-beta-xylanase; E-set-SF: Siêu họ bao gồm 

vùng trước đầu N esterase, EsteraseN: Vùng trước của đầu N esterase; Fes: Enterochelin 

esterase và enzyme có liên quan; SF: siêu họ. 

Bằng phần mềm Phyre2, mô hình ba chiều của enzyme đã được xây dựng. Phù 

hợp với kết quả so sánh BLASTP về các vùng bảo thủ, cấu trúc enzyme chứa hai 

vùng riêng biệt. Vùng xúc tác GH10 nằm ở đầu N và CE1 nằm ở đầu C. Trình tự 

của GH10 tương đồng 46% với một trình tự xylanase mang Ig từ ruột mối, với độ 
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tin cậy 100% và 37% với endo-xylanase kiềm chịu nhiệt từ Bacillus [208] cũng với 

độ tin cậy là 100%. Vùng CE1 tương đồng 54% với ferulic acid esterase [209] với 

độ tin cậy của mô hình là 100%. 
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Hình 3. 14. Mô hình cấu trúc không gian của protein được dự đoán bằng Phyre2 

Mã gene [denovogenes]_5086 có điểm acid thấp nhất là 0,363 trên tổng điểm 

là 1. Điều đó có nghĩa là enzyme do gene này mã hóa được dự đoán là có thể hoạt 

động ở điều kiện kiềm nhẹ. Do đó, chúng tôi đã chọn gene này để sản xuất endo-

xylanase tái tổ hợp. 

3.3.2. Nghiên cứu biểu hiện endo-xylanase 

3.3.2.1. Phân tích tối ưu mã bộ ba của trình tự gene exl 

Mã gene [denovogenes]_5086 ký hiệu exl mã hóa cho endo-xylanase được lựa 

chọn để biểu hiện trong E. coli. Trình tự có 2223 nucleotide với 63 nucleotide ở đầu 

5' mã hóa cho vùng trình tự tín hiệu tiết được dự đoán bằng phần mềm SignalP. 

Trình tự tín hiệu tiết tự thân của protein thường được loại bỏ để tránh làm ảnh 

hưởng đến tính chất và khả năng biểu hiện cũng như hoạt tính của enzyme khi biểu 

hiện protein tái tổ hợp.  
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Hình 3. 15. Khả năng sử dụng các mã bộ ba trên gene (A) và mức độ phù hợp các mã bộ 

ba (B) của gene exl mã hóa được so sánh với trước và sau khi cải biến để biểu hiện trên 

chủng chủ E. coli 

Trình tự gene exl tối ưu mã bộ ba để phù hợp cho việc biểu hiện protein tái tổ 

hợp trong E. coli trước khi được tổng hợp nhân tạo và đưa vào vector pET22b(+) 

bằng cặp enzyme hạn chế NcoI/XhoI. Kết quả sau khi được cải biến, tỷ lệ các bộ ba 

có khả năng sử dụng trên gene là 97% so với 61% trước khi tối ưu (Hình 3.15). 

Trước khi tối ưu Sau khi tối ưu 

Trước khi tối ưu Sau khi tối ưu 

(A) Khả năng sử dụng các mã bộ ba trên 

gene  

(B) Mức độ phù hợp mã bộ ba trên gen 
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Gen Opt  ACC ATG GAC CAG TTC CGT CAA GTG GAC CCG CGT GAG AAC GTT GGT CTG AAG GAC GCG TAC AAA GGC TAT TTT ACC ATC GGT 80 

Gen gốc              ... ..T ... ..G ..T ..T ..C A.A ... ..T ..C ..C ... ... ..T ..C ... ... ..T ... ... ... ..T ... 

Amino acid    M   D   Q   F   R   Q   V   D   P   R   E   N   V   G   L   K   D   A   Y   K   G   Y   F   T   I   G 

Gen Opt  GTG GCG CTG AAC CAG CGT AAC GTT ACC GAC GAT GCG CAG AAG GCG CTG GTG ATT AAA CAA TTC AAC AGC GTT ACC GCG GAA 161 

Gen gốc  ..A ... ... ... ... ..C ..T ..A ..T ... ... ..C ... ... ..C ..C ..C ..C ..G ..G ... ... ..T ..G ..T ..C ..G 

          V   A   L   N   Q   R   N   V   T   D   D   A   Q   K  A   L   V   I   K   Q   F   N   S    V   T     A   E    

Gen Opt  AAC GAC TGG AAG CCG GGC GAG ATC CAC CCG AAA GAA GGC GTG TGG AAC TTC GAG AAG GCG GAC AAA ATT GCG GAT TTT TGC 242 

Gen gốc  ... ... ... ... ..C ..T ... ..T ..T ... ..G ... ... ... ... ..T ... ... ... ..T ..T ..G ... ..T ..C ..C ..T 

          N   D   W   K   P   G   E   I   H   P   K   E   G   V   W   N   F   E   K   A   D   K   I   A   D   F   C   

Gen Opt  CGT CAG AAC GGC ATC AAG ATG CGT GGT CAC TGC CTG TGC TGG CAC AGC CAA TTC GCG GAC TGG ATG TTT ACC GAT AAG AAC 323 

Gen gốc  ... ... ... ..T ... ... ... ... ... ..T ..T ... ... ... ... TCA ..G ..T ..C ... ... ... ... ... ..C ... ..T 

           R   Q   N   G   I   K   M   R   G   H   C   L   C   W   H   S   Q   F   A   D  W   M   F   T   D   K   N    

Gen Opt  GGT AAA CCG GTG AAG AAA GAA GTT TTC TAC CAG CGT CTG CGT GAG CAC ATT CAC ACC GTG GTT AAC CGT TAC AAA GAC GTG 404 

Gen gốc  ..C ..G ..C ..C ... ... ..G ..G ... ..T ... ... ... ..C ... ... ..C ..T ..G ... ..G ... ..C ..T ..G ..T ... 

          G   K   P   V   K   K   E   V   F   Y   Q   R   L   R   E   H   I   H   T   V   V   N   R   Y   K   D   V     

Gen Opt  GTT TAT GCG TGG GAT GTG GTT AAC GAA GCG ATG GCG GAC GAT AAC CAG TTT GGT CCG CGT TTC GGT TTT GGC CGT CCG GGT 485 

Gen gốc  ..C ... ..C ... ..C ... ..C ..T ..G ..T ... ..T ..T ..C ... ... ... ... ..C ..C ... ..A ..C ..A ... ... ... 

          V   Y   A   W   D   V   V   N   E   A   M   A   D   D   N   Q   F   G   P   R   F   G   F   G   R   P   G  

Gen Opt  CAA GAG CCG AGC CCG TAC CGT CAG AGC CGT CAC TTC CAA CTG TGC GGT GAC GAA TTT ATC GCG AAG GCG TTC CAA TTT GCG 566 

Gen gốc  ..G ... ... ..T ... ..T ... ... ... ... ... ... ..G ..T ... ..C ... ..G ..C ..T ..C ... ..T ... ..G ... ..C 

          Q   E   P   S   P   Y   R   Q   S   R   H   F   Q   L   C   G   D   E   F   I   A   K   A   F   Q   F   A    

Gen Opt  CGT GAG GCG GAC CCG AAC ACC CTG CTG TTC TAC AAC GAC TAT AGC TGC GTT GAT GAG GGC AAG CGT GAA CGT ATC TAC AAC 647 

Gen gốc  ... ... ..T ..T ..C ..T ..G T.. ... ... ... ... ... ..C ... ... ..A ..C ... ..A ... ... ..G ... ..T ..T ..T 

          R   E   A   D   P   N   T   L   L   F   Y   N   D   Y   S   C   V   D   E   G   K   R   E   R   I   Y   N 

Gen Opt  ATG GTG AAG AAA ATG AAG GAC GCG GGT GTT CCG ATC GAT GGT ATT GGC ATG CAG GGC CAC TAT AAC ATC TAT TTC CCG AGC 728 

Gen gốc  ... ... ... ..G ... ... ... ..T ... ... ..C ... ..C ... ... ..T ... ... ..T ... ..C ... ... ..C ... ..C ... 

          M   V   K   K   M    K   D   A   G   V   P   I   D   G   I   G   M   Q   G   H   Y   N   I   Y   F  P   S    

Gen Opt  GAG GAA CAA CTG GAA AAG GCG ATT GTG CGT TTT AAG GAG ATC GTT AAA CAC ATC AAC ATT ACC GAA CTG GAC CTG CGT ATG 809 

Gen gốc  ... ..G ..G ..T ..G ... ..C ... ..C ... ..C ... ... ..T ..G ..G ..T ... ..T ..C ... ..G ..C ... ... ... ... 

          E   E   Q   L   E   K   A   I   V   R   F   K   E   I   V   K   H   I    N   I   T   E   L   D   L   R   M    

Gen Opt  AAC AAC GAG AGC GGT GGC CAG CTG ATG TTC AGC CGT GGT GAA GCG AAA CCG ATG CCG GCG TAC ATG AGC ACC CTG CAG ACC 890 

Gen gốc  ... ..T ... ... ... ..T ... ... ... ... TCA ... ... ..G ..T ..G ..C ... ..C ..T ... ... TCA ... ... ... ... 

          N   N   E   S   G   G   Q   L   M   F   S   R   G   E   A   K   P   M   P   A   Y   M   S   T   L   Q   T  

Gen Opt  GAT CAA TAT GCG CGT CTG TTC AAG GTG TTT CGT AAA CAC GCG GAC GTG ATC GAT AAC GTT ACC TTC TGG AAC CTG GGT GAC 971 

Gen gốc  ..C ..G ..C ..T ... ... ... ... ... ..C ... ..G ... ..T ... ..C ... ..C ... ..G ..T ... ... ..T ... ..C ... 

          D   Q   Y   A    R   L   F   K   V   F   R   K   H   A   D   V   I   D   N   V   T   F   W   N   L   G   D     

Gen Opt  AAG GAT AGC TGG CTG GGC GTT AAC AAC CAC CCG CTG CCG TTT GAC GAG AAC TAC CGT CCG AAA GCG TGC TTC CGT GCG ATT 1052 

Gen gốc  ... ... TC. ... ..C ... ..G ... ... ... ... ... ..C ..C ... ... ..T ... ..C ... ..G ..T ... ... ... ..C ..C 

          K   D   S   W   L   G   V   N   N   H   P   L   P   F   D   E   N   Y   R   P   K   A   C   F   R   A   I  

Gen Opt  CGT GAC TTT GAT CCG GCG CTG GAC AAG CGT GTG CCG AAA GAA GAT TTC GTT ATC AAC GAG TGG AAC CAG CCG GGT CAA GAA 1133 

Gen gốc  ..C ... ..C ... ..C ..C ..C ... ... ..C ... ... ..G ..G ..C ... ..C ... ... ... ... ..T ... ..T ... ..G ..G 

          R   D   F   D   P   A   L   D   K   R    V   P   K   E   D   F   V   I   N   E   W   N   Q   P  G   Q   E    

Gen Opt  TGG CCG AAG GTG AAC AGC GAG GGC TAT GCG CGT TTT CAG ATT GAA GCG CCG GAC GCG AAA AGC GTG ATC GTT AGC CTG GGT 1214 

Gen gốc  ... ... ... ... ... ..T ... ..T ... ..C ... ..C ... ..C ..G ..T ..C ..T ..C ..G TCG ... ..T ..C ..T ..C ... 

          W   P   K   V   N   S   E   G   Y   A   R   F   Q   I   E   A   P   D   A   K   S   V   I   V   S   L   G    

Gen Opt  CTG GGT GGC CGT GGT GGC ACC GTT CTG AAG AAA GAC GAT AAC GGT ATT TGG ACC GGC ACC ACC GAG GGT CCG ATG GAC CCG 1295 

Gen gốc  ..C ... ..T ... ..C ..T ..G ..G ... ... ..G ..T ..C ... ..C ... ... ..A ..A ..T ... ... ... ... ... ..T ..C 

          L   G   G   R   G   G   T   V   L   K   K   D   D   N   G   I    W   T   G   T   T   E   G   P   M   D   P  

Gen Opt  GGT TTC CAC TAC TAT CAC CTG ACC ATC GAT GGT GCG ACC GTG AAC GAT CCG GGC ACC GGC AAC TAC TTT GGT AGC TGC CGT 1376 

Gen gốc  ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ..C ..A ..T ..C ... ... ..C ..T ..A ... ... ..T ..C ... TCG ... ... 

          G   F   H   Y   Y   H   L   T   I    D   G   A   T   V   N   D   P   G   T   G   N   Y   F   G   S   C   R  

Gen Opt  TGG GAG AGC GGC ATC GAA ATT CCG GCG CCG GAC CAG GAT TTC TAT GCG GAA CGT ACC GAC ATT CCG CAC GGT AGC ATG CAA 1457 

Gen gốc  ... ... ..T ..T ... ..G ... ..C ..A ..T ..T ... ..C ... ... ..T ..G ..C ... ..T ... ..T ..T ..C ... ... ..G 

          W   E    S   G   I   E   I   P   A   P   D   Q   D   F   Y   A   E   R   T   D   I   P  H   G   S   M   Q  

Gen Opt  ACC GTG AAG TTT TAC AGC CCG AGC CTG GGC AAA ATG CAG GAA GCG ACC GTT TAT CTG CCG TAC GGT TAC GGC CAA CTG GTG 1538 

Gen gốc  ..G ... ... ..C ..T TCA ..C ..T ..T ..T ..G ... ... ..G ..T ..G ... ... ... ..C ..T ..C ..T ..T ..G ..C ..C 

          T   V   K   F   Y   S   P   S   L   G   K   M   Q   E   A   T   V   Y   L   P   Y   G   Y   G   Q    L   V   

Gen Opt  GAT AAG AAA GGT AAC CTG GTT AAG GCG GGT GCG AAA GGC GTG CAG GAA CGT TAC CCG GTT CTG TAT CTG CAA CAC GGT TGG 1619 

Gen gốc  ... ... ..G ... ..T ..T ..G ... ..A ... ..C ..G ... ..T ... ..G ... ..T ..T ..G ..C ..C ... ..G ..T ..C ... 

          D   K   K   G   N   L   V   K    A   G   A   K   G   V   Q   E   R   Y   P   V   L   Y   L   Q   H   G   W   

Gen Opt  GGC GAG AAC GAA ACC AGC TGG CCG ATT CAG GGC AAG GCG GGC CTG ATC ATG GAC AAC CTG ATT GCG GAT GGC AAG ATC AAA 1700 

Gen gốc  ..T ... ... ..G ... ..T ... ..C ... ... ..T ... ..A ..T ... ... ... ... ..T ... ... ..C ..C ..T ... ... ... 

           G   E   N   E   T   S   W   P   I   Q   G   K   A   G   L   I   M   D   N   L   I   A   D   G   K   I   K   

Gen Opt  CCG TTC ATC ATT GTG ATG GCG TAC GGC CTG ACC AAC GAC TTC AAA TTT GGC ACC ATC GGC CAA TTC ACC GCG GAG GAA TTT 1781 

Gen gốc  ..C ... ... ..C ..T ... ..C ..T ..T ... ... ... ... ... ..G ..C ..A ..A ... ..T ..G ... ..A ..T ... ... ..C 

          P   F   I   I   V   M   A   Y   G   L   T   N   D   F   K   F   G   T   I   G   Q   F   T   A   E   E   F   

Gen Opt  GAA AAG GTG CTG GTT GAC GAG CTG ATC CCG TAT ATT GAT AAA AAC TTT CTG ACC AAG AGC GAT AAA TGG AAC CGT GCG ATG 1862 

Gen gốc  ..G ... ... ..C ..C ..T ... ..C ..T ... ... ..C ..C ..G ... ..C ... ... ... TC. ..C ..G ... ... ..C ..T ... 

            E   K   V   L   V   D   E  L   I   P   Y   I   D   K   N   F   L   T   K   S   D   K   W   N   R   A   M   

Gen Opt  GCG GGT CTG AGC ATG GGT GGC ATG ACC ACC AAG CTG ATC ACC CTG CGT CGT CCG GAA GTG TTC GGT TAC TGG GGC CTG CTG 1943 

Gen gốc  ..A ... ... TCG ... ... ..T ... ... ... ... ..C ... ... ... ..C ... ..T ..G ... ... ... ... ... ... T.. ..C 

           A   G   L   S   M   G   G   M   T   T   K   L   I   T   L   R   R   P   E   V  F   G   Y   W   G   L   L   

Gen Opt  AGC GGT GGC CAG TAT GCG CCG GAG GAA ATT AAG GAC CCG ACC GCG GTG AAA TAC ATC TTT GAA GGT TGC GGC AGC AAA GAG 2024 

Gen gốc  TCT ..C ..T ... ... ..A ..T ... ..G ..C ... ..T ..T ..G ..T ... ..G ..T ... ..C ..G ..C ... ... TCT ..G ... 

           S  G   G   Q   Y   A   P   E   E   I   K   D   P   T   A   V   K   Y   I   F   E   G   C   G   S   K   E     

Gen Opt  AAC CCG GAC GGC ATT AAC AAG AGC GTT GCG GAT CTG AAA GCG GCG GGC TTC AAC GCG GAG GGT CTG ATC AGC GAA GGC ACC 2105 

Gen gốc  ..T ..T ..T ... ..C ... ... ... ... ..C ..C ... ... ..T ..C ... ... ..T ..C ..A ... ... ... TCA ..G ..T ..A 

          N   P   D   G   I   N   K   S   V   A   D   L   K   A   A   G   F   N   A   E   G   L   I   S   E   G   T    

Gen Opt  GCG CAC GAG TTT CTG ACC TGG CGT CGT TGC CTG CGT CAA ATG GCG CTG AGC CTG TTC AAA CTC GAG 2171 

Gen gốc  ..C ... ... ..C ... ... ... ..C ..C ... ..C ... ..G ... ..C ... ... ... ... ..G TAA     

          A   H   E   F   L   T   W   R   R   C   L   R   Q   M   A   L   S   L   F   K   L   E 
 

Hình 3. 16. Trình tự gene [denovogenes]_5086 trước và sau khi tối ưu các mã bộ ba phù 

hợp cho việc biểu hiện trong E. coli.  

Gen gốc: trình tự gene được khai thác từ dữ liệu giải trình tự: gene opt: trình tự gene sau khi được 

cải biến tối ưu mã bộ ba để biểu hiện (chữ màu đỏ là trình tự được cải biến) 

Các mã bộ ba được cải biến có tới 83% trình tự có mức độ phù hợp từ 91-

100% so với trước cải biến là 63%. Tỷ lệ GC của gene sau khi được cải biến vẫn 

được giữ ở mức 54,67%, nằm trong khoảng tối ưu để biểu hiện protein (30-70%). 
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3.3.2.2. Thiết kế vector biểu hiện mang gene exl 

Gen exl sau khi tối ưu mã bộ ba được tổng hợp nhân tạo bởi công ty 

GenScript. gene exl được đưa vào vector pET22b(+) bằng cặp enzyme hạn chế 

NcoI/XhoI. Vector pET22_exl được biến nạp vào chủng tách dòng E. coli DH10B 

theo quy trình đã được mô tả. Khuẩn lạc mọc trên đĩa môi trường LB chứa chất 

kháng sinh ampicillin được nuôi cấy và tách plasmid. DNA plasmid được cắt kiểm 

tra bằng hai enzyme giới hạn NcoI và XhoI để kiểm tra sự có mặt của đoạn gene đã 

được chèn vào vector. 

Theo lý thuyết, khi sản phẩm cắt từ plasmid pET22 có mang đoạn gene exl 

bằng hai enzyme NcoI và XhoI được điện di và nhuộm với chất hiện màu là 

ethidium bromide, hai băng DNA có kích thước khoảng 5,5 kb tương ứng với 

vector pET22b(+) dạng thẳng và 2,2 kb tương ứng với gene exl sẽ xuất hiện trên 

điện di đồ. Kết quả điện di thực tế được thể hiện trên Hình 3.17. 

 

Hình 3. 17. Kết quả điện di kiểm tra vector pJET mang gene endo-xylanase 

M: Thang chuẩn DNA. 1: Plasmid gốc. 2: Sản phẩm cắt 

Kết quả điện di trên Hình 3.18 cho thấy, sản phẩm cắt có hai băng DNA với 

kích thước đúng với kích thước lý thuyết của gene endo-xylanase và vector 

pET22b(+) ở dạng thằng. Để khẳng định chắc chắn hơn sự có mặt chính xác của 

gene exl trong vector tái tổ hợp, vector này được giải trình tự bằng cặp mồi đặc hiệu 

của vector pET22. So sánh trình tự đọc được với trình tự gene endo-xylanase gửi 

đặt tổng hợp thấy chúng có độ tương đồng 100% với nhau, với tổng chiểu dài là 

2160 nucleotide. Như vậy, gene endo-xylanase đã được tổng hợp và ghép nối thành 

công vào vector biểu hiện pET22b(+). 
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3.3.2.3. Biểu hiện gene endo-xylanase [denovogenes]_5086 

(1) Lựa chọn chủng biểu hiện endo-xylanase 

Vector pET22b(+) hoạt động theo cơ chế của operon lac, cụ thể là chất cảm 

ứng IPTG (một chất đồng hình với lactose) sẽ liên kết với protein ức chế vốn luôn 

được biểu hiện trong tế bào, dẫn đến thay đổi cấu trúc không gian của chất ức chế, 

và làm mất khả năng bám của phân tử này vào trình tự operator, từ đó kích hoạt sự 

phiên mã và dịch mã của các gene nằm trong vùng điểu khiển của operon, tổng hợp 

nên các protein tương ứng. gene exl mã hóa cho enzyme endo xylanase đã được đưa 

vào 6 chủng biểu hiện khác nhau. Các mẫu biểu hiện của các chủng được đo độ hấp 

thụ quang học ở bước sóng 600 nm trước khi ly tâm và hòa lại trong đệm Tris-HCl 

20 mM sao cho OD đạt được là 10. Kết quả điện di protein tổng số các mẫu biểu 

hiện cùng một lượng dịch hòa tế bào như nhau được thể hiện ở trên Hình 3.18. 

Khi nuôi cấy ở cùng một điều kiện như nhau, các chủng nuôi cấy khác nhau có 

khả năng sinh trưởng và tổng hợp protein khác nhau, cụ thể là độ hấp thụ quang học 

ở bước sóng 600 nm của các mẫu BL21(DE3), BL21 Soluble, Rosetta1, Rosetta2, 

JM109, Origami lần lượt là 4,8 – 6,4 – 4,23 – 1,14 – 0,572 – 1,292. Kết quả điện di 

trên Hình 3.19 cho thấy, ngoại trừ mẫu BL21(DE3), trên đường chạy của các chủng 

BL21 Soluble, Rosetta1, Rosetta2, JM109, Origami đều xuất hiện một băng đậm rõ 

nét có kích thước khoảng 80 kDa bằng với kích thước lý thuyết dạng đơn của 

protein endo-xylanase, trong khi mẫu đối chứng chủng không mang gene thì không 

xuất hiện băng này. Điều này cho thấy protein endo-xylanase đã được biểu hiện 

thành công trong cả 5 chủng BL21 Soluble, Rosetta1, Rosetta2, JM109, Origami. 

Trong các nghiên cứu đã được công bố, gene xylanase đã được biểu hiện tái tổ hợp 

trong nhiều chủng khác nhau như chủng nấm men Komagataella phaffii T07 [210], 

chủng Pichia pastoris [211], chủng Aspergillus niger AG11 [212], nhưng phần lớn 

được biểu hiện trong chủng E. coli BL21.  

Endo-xylanase là một enzyme nên cần phải được biểu hiên ở dạng tan thì mới 

có khả năng thể hiện hoạt tính sinh học, vì vậy chúng tôi kiểm tra tính tan của 

protein biểu hiện bằng cách điện di riêng rẽ hai pha tan và không tan của dịch phá tế 

bào sau biểu hiện.  
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                     C 
Hình 3. 18. Điện di đồ protein tổng số (A), pha protein tủa, pha protein tan (B) và hoạt độ 

endo-xylanase tổng số (C) của protein được biểu hiện trong các chủng E. coli mang gene 

exl 

(-): chủng đối chứng mang vector pET22b(+) nhưng không có đoạn chèn gene endo-xylanase; (+): 

chủng mang vector pET22b(+) mang gene endo-xylanase; M: thang chuẩn protein (Thermo 

Scientific); mũi tên chỉ vị trí của endo-xylanase; T: Protein pha tan; KT: Protein pha không tan;  

Kết quả điện di trên Hình 3.18A cho thấy, protein được biểu hiện của chủng 

BL21 Soluble và Rosetta2 hầu như chỉ tồn tại ở dạng không tan, còn đối với các 

chủng Rosetta1, JM109 và Origami, protein tồn tại ở cả dạng tan và không tan. Tuy 

nhiên lượng protein tan của chủng Rosetta1 là lớn nhất so với hai chủng còn lại, 

đồng thời khả năng sinh trưởng của chủng Rosetta1 cũng lớn hơn so với hai chủng 

JM109 và Origami, thể hiện ở số liệu quang phổ hấp thụ của dịch tế bào khi thu 

mẫu lớn nhất, đồng thời hoạt tính của dịch nuôi cấy chủng Rosetta1 là lớn nhất tron 

tất cả các chủng (Hình 3.18) vì vậy chúng tôi lựa chọn chủng Rosetta1 để làm 

chủng biểu hiện gene endo-xylanase.  
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(2) Lựa chọn môi trường biểu hiện endo-xylanase 
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Hình 3. 19. Kết quả điện di protein tổng số (A), protein pha tan (B) và hoạt endo-xylanase 

(C) từ các chủng E. coli Rosetta1 mang gene mã hóa endo-xylanase được nuôi trong các 

môi trường dinh dưỡng khác nhau. 

LB, TB, TBCB, SOB, PE, YT, SB: các mẫu biểu hiện trong các môi trường LB, TB, TB cải 

biến, SOB, PE, YT, SB; M: thang chuẩn protein (Thermo Scientific) 

Chủng Rosetta1 mang vector biểu hiện pET22b(+) mang gene mã hóa endo-

xylanase tiếp tục được tối ưu biểu hiện bằng cách thử nuôi cấy trong các điều kiện 

môi trường khác nhau nhằm tăng tối đa lượng protein biểu hiện trong tế bào đồng 

thời nâng cao sinh khối trong cùng một thể tích môi trường nuôi cấy. Các môi 

trường nuôi cấy thử nghiệm là các môi trường giàu chất dinh dưỡng nhằm cung cấp 

lượng lớn nguồn nitrogen và carbon cho quá trình sinh trưởng và sinh tổng hợp 

protein tái tổ hợp. Mật độ tế bào vi khuẩn ở trong mẫu sau khi kết thúc quá trình 

nuôi cấy, thể hiện bằng chỉ số OD600, cùng với hoạt tính thô tính trên một đơn vị 

môi trường nuôi cấy cũng là một thông số quan trọng để đánh giá khả năng sinh 

trưởng và biểu hiện protein tái tổ hợp. Kết quả điện di protein tổng số của các mẫu 

biểu hiện trong các môi trường khác nhau được thể hiện trên Hình 3.19. 

Kết quả điện di thể hiện ở hình trên cho thấy, các đường chạy mẫu protein 
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tổng số biểu hiện trong các môi trường LB, TB cải biến, SOB, PE, YT, SB đều xuất 

hiện một băng đậm rõ nét có kích thước tương ứng với kích thước lý thuyết khoảng 

80 kDa của protein endo-xylanase, chỉ có ở môi trường TB là băng này không rõ. 

Điều này chứng tỏ ở các môi trường biểu hiện ngoại trừ môi trường TB, protein 

endo-xylanase đều được biểu hiện tương đối tốt. Các protein nói chung và protein 

tái tổ hợp nói riêng chỉ có thể thể hiện hoạt tính sinh học khi được biểu hiện đúng 

cấu trúc và ở dạng tan, vì vậy chúng tôi tiến hành tách riêng hai pha tan và không 

tan của mẫu protein tổng số và điện di kiểm tra. Kết quả điện di cho thấy, với cùng 

một lượng tế bào, protein endo-xylanase được biểu hiện ở dạng tan nhiều nhất trong 

môi trường PE, thể hiện ở việc băng protein tương ứng với kích thước lý thuyết của 

protein tái tổ hợp đậm nhất ở đường chạy mẫu biểu hiện trong môi trường này. 

Trong các nghiên cứu biểu hiện xylanase đã được công bố, protein tái tổ hợp biểu 

hiện trong chủng E. coli hầu như đều chỉ được biểu hiện trong môi trường LB bổ 

sung một số loại kháng sinh tương ứng với gene chọn lọc trên vector [213-215]. 

Hoạt tính của mẫu biểu hiện trong môi trường PE tính trên một đơn vị thể tích môi 

trường nuôi cấy cũng là lớn nhất so với các mẫu còn lại, vì vậy chúng tôi lựa chọn 

môi trường PE để biểu hiện endo-xylanase trong các thí nghiệm tiếp theo.    

(3) Lựa chọn nhiệt độ nuôi cấy 
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Hình 3. 20. Kết quả điện di protein (A) và hoạt độ endo-xylanase tổng hợp từ chủng E. 

coli Rosetta1 mang gene mã hóa endo-xylanase được nuôi cấy trong môi trường cảm 

ứng ở các nhiệt độ khác nhau (B) 

M: thang chuẩn protein (Thermo Scientific) 

Nhiệt độ nuôi cấy cũng là một trong những yếu tố tác động đến quá trình tổng 

hợp protein của chủng tái tổ hợp. Theo lý thuyết, nhiệt độ nuôi cấy thấp sẽ làm 

giảm tốc độ sinh trưởng của chủng, tuy nhiên lại tạo điều kiện để protein tái tổ hợp 

được biểu hiện ở dạng tan trong một số trường hợp. Chủng Rosetta1 mang gene mã 

hóa endo-xylanase được thử nghiệm biểu hiện ở các nhiệt độ 20ºC - 25ºC - 30ºC - 

37°C, mẫu sau khi biểu hiện được ly tâm loại bỏ môi trường, sinh khối tế bào được 
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hòa vào đệm Tris-HCl trước khi xử lý để điện di kiểm tra. Kết quả điện di protein 

của các mẫu biểu hiện trong các nhiệt độ cảm ứng khác nhau được thể hiện trên 

Hình 3.20. 

Kết quả điện di cho thấy, các đường chạy tương ứng với mẫu protein tổng số 

của mẫu biểu hiện ở nhiệt độ 20ºC và 37ºC đều xuất hiện một băng đậm rõ nét có 

kích thước tương ứng với kích thước lý thuyết của protein endo-xylanase, còn ở 

đường chạy tương ứng với mẫu protein tổng số biểu hiện ở 25ºC và 30ºC, băng 

protein tương ứng rất nhỏ. Dịch protein tổng số của mẫu biểu hiện ở cả bốn điều 

kiện nhiệt độ đều thể hiện hoạt tính endo-xylanase với độ mạnh yếu khác nhau, điều 

này cho thấy protein tái tổ hợp đều được biểu hiện dù ở nhiệt độ nào. Tuy nhiên 

băng protein tương ứng với kích thước ký thuyết của xylanase rất đậm ở mẫu pha 

tan của mẫu biểu hiện ở 20ºC và pha không tan của mẫu biểu hiện ở 37ºC. Điều này 

chứng tỏ protein được biểu hiện ở nhiệt độ 20ºC tồn tại chủ yếu ở dạng tan, ngược 

lại protein tái tổ hợp biểu hiện ở nhiệt độ 37ºC tồn tại chủ yếu ở dạng không tan, 

còn ở hai nhiệt độ trung gian, mẫu biểu hiện kém. Kết hợp với hoạt độ của enzyme 

xylanase tính trên một đơn vị thể tích môi trường nuôi cấy của mẫu biểu hiện ở 

nhiệt độ 20ºC là lớn nhất vì vậy 20ºC được chọn là nhiệt độ biểu hiện endo-

xylanase. Trong các nghiên cứu liên quan đến biểu hiện xylanase đã được công bố, 

thông số hoạt tính của enzyme thô cũng như hoạt tính tính trên một đơn vị thể tích 

môi trường nuôi cấy không được nghiên cứu. Phần lớn xylanase được biểu hiện ở 

nhiệt độ 37°C [214, 215] nhưng cũng có nghiên cứu biểu hiện protein ở nhiệt độ 

thấp 16°C [213].  

(4) Lựa chọn nồng độ chất cảm ứng IPTG 

kDa

116 
66 

45 

35 

25 

18,4 

14,4 

M 0,05  0,1 0,25 0,5  1,0  1,5 0,05  0,1 0,25 0,5  1,0  1,5 mM IPTG  

Protein tổng số Protein pha tan

A                                                                                                   B           

0

0.5

1

1.5

2

2.5

0,05 mM 0,1 mM 0,2 mM 0,5 mM 1 mM 1,5 mM

H
o
ạ
t 
đ
ộ
 (
U
/m

l)

Nồng độ IPTG

Hoạt độ endo-xylanase thu được từ một đơn vị 
thể tích dịch nuôi cấy

 

Hình 3. 21. Kết quả điện di protein các mẫu biểu hiện endo-xylanase ở các nồng độ chất 

cảm ứng  

M: thang chuẩn protein (Thermo Scientific) 

Nồng độ chất cảm ứng IPTG là một trong những yếu tố lớn ảnh hưởng đến số 

lượng và tính chất của protein biểu hiện tái tổ hợp bằng mô hình operon lac. Để lựa 
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chọn nồng độ chất cảm ứng thích hợp cho biểu hiện endo-xylanase trong chủng E. 

coli Rosetta1, các mẫu biểu hiện sau khi được nuôi cấy đến OD thích hợp cho cảm 

ứng trước khi bổ sung chất cảm ứng vào các mẫu với nồng độ lần lượt là 0,05 mM, 

0,1 mM, 0,25 mM, 0,5 mM, 1 mM, 1,5 mM. Các mẫu sau khi biểu hiện được xử lý 

thu hồi và điện di SDS-PAGE trên gel 12,6%. 

Kết quả điện di cho thấy, protein endo-xylanase biểu hiện ngay từ khi mẫu 

nuôi cấy được cảm ứng ở nồng độ IPTG thấp là 0,05 mM, và lượng protein biểu 

hiện là gần như tương đương nhau ở các mẫu từ 0,1 mM đến 1,5 mM nhưng mẫu 

cảm ứng ở nồng độ 0,1 mM có băng endo-xylanase là tương đối đậm hơn các mẫu 

còn lại. Enzyme xylanase tái tổ hợp trong các nghiên cứu đã được công bố cũng 

được biểu hiện với nồng độ chất cảm ứng trong khoảng 0,05 mM đến 1 mM [213-

216]. Khi so sánh hoạt tính dịch nuôi cấy của mẫu biểu hiện với các nồng độ chất 

cảm ứng khác nhau có xu hướng giảm khi nồng độ chất cảm ứng tăng lên, vì vậy 

chúng tôi lựa chọn nồng độ chất cảm ứng là 0,1 mM để biểu hiện endo-xylanase. 

(5) Lựa chọn thời điểm thu mẫu biểu hiện endo-xylanase 

Theo lý thuyết, chủng vi khuẩn tái tổ hợp mang vector điều hòa bởi hệ thống 

operon lac sẽ bắt đầu biểu hiện protein tái tổ hợp khi trong môi trường xuất hiện 

chất cảm ứng. Thời điểm thu mẫu tế bào sau khi bổ sung chất cảm ứng sẽ ảnh 

hưởng đến số lượng và tính chất protein tái tổ hợp cần biểu hiện, tùy thuộc vào bản 

thân các chủng và các gene cần biểu hiện.  

Chủng Rosetta1 mang gene endo-xylanase được nghiên cứu so sánh thời điểm 

thu mẫu sau cảm ứng với các mốc là 1 giờ, 2 giờ, 3 giờ, 4 giờ, 5 giờ, 6 giờ và 16 giờ 

(qua đêm). Sản phẩm của quá trình biểu hiện trên được xử lý điện di và đo hoạt độ 

tính trên một đơn vị môi trường. Kết quả được trình bày ở Hình 3.22. 
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Hình 3. 22. Kết quả điện di protein pha tan và kiểm tra hoạt tính thô các mẫu biểu hiện 

endo-xylanase ở các thời điểm thu mẫu sau cảm ứng 

Kết quả điện di cho thấy, băng protein tương ứng với kích thước khoảng 80 
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kDa của protein endo-xylanase được biểu hiện ngay sau khi bắt đầu kích hoạt quá 

trình biểu hiện bằng cách thêm IPTG khoảng 1 giờ. Với cùng một lượng sinh khối 

tế bào, lượng protein tái tổ hợp được biểu hiện tăng dần đến khoảng 3 giờ sau cảm 

ứng, sau đó lượng protein được duy trì tương đối đều. Trong một số nghiên cứu 

biểu hiện xylanase tái tổ hợp đã được công bố, thời gian thu mẫu sau khi cảm ứng là 

từ 3-5 giờ sau khi cảm ứng đến 20 giờ sau khi cảm ứng. Cụ thể, Zhang và cộng sự 

biểu hiện xylanase trong 12 giờ sau khi cảm ứng [213], thông số này là 16 giờ ở 

nghiên cứu của Kiribayeva và cộng sự [215], và 5 giờ trong nghiên cứu của Al-

Darkazali [214].  

Hoạt tính thô tính trên một đơn vị thể tích môi trường nuôi cấy của chủng biểu 

hiện tăng dần sau khi cảm ứng, và đạt giá trị cao nhất ở mẫu biểu hiện sau 16 giờ so 

với các mẫu được thu hồi ở thời gian ngắn, tăng khoảng 3 lần so với thời điểm 6 giờ 

sau khi cảm ứng. Vì vậy, thời điểm được lựa chọn để thu mẫu tế bào biểu hiện 

endo-xylanase là 16 giờ sau khi cảm ứng. 

3.3.3. Tinh chế protein endo-xylanase tái tổ hợp 

3.3.3.1. Tinh chế endo-xylanase bằng sắc ký ái lực His-tag 

Theo nguyên lý của sắc ký, trình tự 6 His ở đầu C của protein xylanase tái tổ 

hợp sẽ liên kết mạnh với các ion kim loại hóa trị II đã được cố định trong giá thể 

của cột, còn các protein khác có các His nằm riêng rẽ và rải rác trong protein nên có 

ái lực kém với những ion trên và sẽ dễ dàng bị rửa trôi khỏi giá thể.  

 

Hình 3.23. Điện di đồ kiểm tra sản phẩm trong các phân đoạn tinh chế lần 1. 

S, P: protein pha tan và pha không tan của mẫu biểu hiện endo-xylanase; F: mẫu protein 

sau khi đưa qua giá thể; 1: dịch rửa bằng đệm chứa 50 mM imidazol; 2-3: dịch rửa bằng 

đệm chứa 100 mM imidazol; 4-10: các phân đoạn mẫu khi rửa bằng đệm chứa 250 mM 

imidazol; M: thang protein chuẩn (Thermo Scientific) 

Mẫu protein sau khi biểu hiện được hòa loãng trong đệm cân bằng với pH 
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thích hợp cho việc bám của protein lên giá thể. Kết quả điện di trên Hình 3.24 cho 

thấy protein tái tổ hợp đã bám hoàn toàn vào chất giá sau khi được đưa qua cột, thể 

hiện ở việc hầu như không xuất hiện băng protein tương ứng với xylanase ở trong 

mẫu sau khi đưa qua giá thể.  

 

Hình 3. 24. Điện di đồ kiểm tra sản phẩm trong các phân đoạn tinh chế lần 2 

S; protein tinh chế lần 1 đã được pha loãng; F: dịch sau khi đưa lên cột lần 2; 1: dịch rửa 

mẫu protein bằng đệm chứa 100 mM imidazol; 2-5: các phân đoạn thu hồi EXL bằng đệm 

chứa 250 mM imidazol; M: thang protein chuẩn (Thermo Scientific) 

Với nồng độ thích hợp của chất cạnh tranh imidazole, các protein nội bào bám 

không đặc hiệu với giá thể đã bị rủa trôi bằng đệm rửa, cho phép thu lại protein tái 

tổ hợp xylanase tương đối sạch trong các phân đoạn thu lại bằng đệm đẩy. Tuy 

nhiên, vẫn còn có thể quan sát được những protein tạp trong các phân đoạn trên. Vì 

vậy để thu được protein có độ tinh sạch cao, sản phẩm của lần tinh chế lần 1 được 

sử dụng để tinh chế lại lần 2 cũng bằng cột sắc ký ái lực His-tag. Mẫu protein sau 

khi tinh chế lần 1 được pha loãng bằng đệm cân bằng để giảm nồng độ Imidazole từ 

250 mM xuống còn 50 mM, là nồng độ thấp hơn nồng độ của Imidazole trong đệm 

rửa nhằm đảm bảo khả năng bám của protein tái tổ hợp vào giá thể trên cột sắc ký. 

Kết quả điện di cho thấy, đường chạy tương ứng với các phân đoạn của xylanase 

thu lại sau khi tinh chế lần 2 chỉ xuất hiện một băng duy nhất mà không quan sát 

thấy có băng nào khác, kích thước của băng protein này so với thang chuẩn protein 

là tương ứng với kích thước lý thuyết của protein xylanase dạng đơn. Để đảm bảo 

protein xylanase sau khi tinh chế đạt được độ sạch cần thiết, chúng tôi sử dụng phần 

mềm Quantity One để phân tích và đánh giá. 

* Kiểm tra độ sạch của sản phẩm sau khi tinh chế bằng phần mềm Quantity 

One 

Phần mềm Quantity One của BioRad là phần mềm thông dụng và được sử 

dụng nhiều trên thế giới để xác định độ đậm nhạt của các băng protein trên điện di 
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đồ. Chúng tôi sử dụng phần mềm này để xác định độ tinh khiết của protein sản 

phẩm được điện di trên gel acrylamide bằng kỹ thuật SDS-PAGE. 

 

Hình 3. 25. Xác định độ tinh khiết của protein bằng phần mềm Quantity One 

Kết quả phân tích bằng phần mềm dựa trên phương pháp so sánh tỷ lệ băng 

protein cần phân tích với toàn bộ đường chạy cho thấy, các mẫu protein sau khi tinh 

sạch chỉ có một băng đậm, các băng protein xylanase đều có độ sạch rất cao, lần 

lượt là 99,53% - 95,87% - 95,56%, đạt tiêu chuẩn của protein tinh sạch có độ tinh 

khiết trên 95%. 

3.3.3.2. Loại muối protein endo-xylanase sau khi tinh sạch 

 Mẫu sau khi tinh sạch cần phải được tủa lại bằng ammonium sulfate bão hòa 

và hòa lại với nước deion với thể tích tối thiểu. Để loại bỏ hoàn toàn muối và các 

hóa chất khác, mẫu sau khi tủa được tiến hành loại muối bằng cột loại muối PD-10. 

Kết quả loại muối được thể hiện ở hình sau. 

 

Hình 3. 26. Điện di đồ kiểm tra sản phẩm trong các phân đoạn loại muối. 

Đường chạy 1: protein tổng số trước khi loại muối; Đường chạy 2: dịch thu lại sau khi đưa 

mẫu protein qua cột; Đường chạy 3-9: các phân đoạn thu protein xylanase sau khi loại 

muối; Đường chạy M: thang protein chuẩn (Thermo Scientific) 

Mẫu protein sau khi tinh sạch bằng sắc ký thường có nồng độ tương đối thấp 



90 

 

và thể tích lớn, không thuận tiện cho việc thu hồi và bảo quản cũng như thử nghiệm 

các tính chất của protein. Đồng thời, imidazole và muối có trong mẫu sau khi tinh 

sạch thường gây tác động xấu, khiến cho enzyme hoạt động kém hiệu quả hoặc 

không thể hoạt động xúc tác. Kết quả điện di sản phẩm loại muối của protein sau 

khi tinh sạch thể hiện trên Hình 3.26 cho thấy lượng mẫu protein tái tổ hợp đưa lên 

cột là nằm trong giới hạn của cột, thể hiện ở việc hầu như không xuất hiện băng 

protein tương ứng với xylanase ở trong mẫu sau khi đưa qua giá thể. Đường chạy 

tương ứng với các phân đoạn của xylanase thu lại sau khi loại muối chỉ xuất hiện 

một băng duy nhất khoảng 80 kDa của protein xylanase dạng đơn mà không quan 

sát thấy có băng nào khác. Các protein sau khi loại muối tập trung vào khoảng 3 

phân đoạn, điều này giúp đảm bảo mẫu protein sau khi loại muối có nồng độ tương 

đối cao. Để kiểm tra độ tinh sạch của protein xylanase, chúng tôi sử dụng phần 

mềm Quantity One để phân tích và đánh giá. 

* Kiểm tra độ sạch và nồng độ của protein sau khi loại muối 

3 phân đoạn tương ứng với mẫu trên trên đường chạy 4,5,6 của Hình 3.26 

được kiểm tra độ sạch bằng phần mềm Quantity One. 

 

Hình 3. 27. Kết quả kiểm tra độ sạch của mẫu bằng phần mềm Quantity One 

Độ sạch của mẫu protein được tính bằng phần trăm tỷ lệ protein đã được tinh 

sạch trên tổng số protein có trong mẫu. Bằng phần mềm Quantity One, độ sạch của 

3 phân đoạn trên Hình 3.27 được tính toán đạt các giá trị lần lượt là 97% - 95% -

98%, hoàn toàn thỏa mãn yêu cầu mẫu protein sau khi tinh sạch có độ tinh sạch từ 

trên 95%. Bằng phương pháp Bradford, phân đoạn 3 của mẫu protein sau khi loại 

muối tương ứng với đường chạy số 5 trên Hình 3.26 có nồng độ protein đạt 300 
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µg/ml. Mẫu protein sau khi loại muối sẽ được kiểm tra hoạt tính sinh học bằng 

phương pháp DNS. 

* Các thông số của quá trình tinh sạch và đo hiệu suất thu hồi 

Bảng 3. 13. Các thông số các lần tinh chế enzyme endo-xylanase 

Các thông số tinh chế enzyme  Lần 1 Lần 2 Lần 3 

Hàm lượng protein tổng số (mg/ml) 8,35 8,2 8,5 

Hoạt tính enzyme tổng số (IU/ml) 3,344 3,319 3,39 

Lượng mẫu load lên cột tinh chế (ml)  20 20 20 

Hoạt tính tổng của mẫu load lên cột (IU) 66,89 66,39 67,81 

Thể tích mẫu thu từ mẻ tinh chế (ml) 5 5 5 

Nồng độ enzyme của mẫu tinh chế (mg/ml) 0,3 0,295 0,31 

Hoạt tính của mẫu tinh chế (IU/mg) 34,88 35,37 32,57 

Hiệu suất thu hồi theo đơn vị hoạt tính (IU) 25,02% 25,15% 23,82% 

Protein xylanase tái tổ hợp đã được tinh sạch và loại muối lặp lại 3 lần với độ 

lặp lại cao. Hoạt tính của protein sau khi tinh sạch được thu hồi với tỷ lệ khoảng 

25%, cho thấy để đảm bảo độ tinh sạch cao của protein sau khi tinh sạch, có một 

lượng tương đối lớn protein đã bị thất thoát.  

3.3.4. Nghiên cứu đặc tính enzyme xylanase và các thông số động học enzyme 

3.3.4.1. Nghiên cứu xác định nhiệt độ tối ưu cho enzyme hoạt động 
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Hình 3.28. Biểu đồ thể hiện sự ảnh hưởng của nhiệt độ đến hoạt tính xylanase 

Kết quả nghiên cứu cho thấy, enzyme xylanase thể hiện hoạt tính cao nhất khi 

được ủ ở nhiệt độ 40ºC, và thể hiện hoạt tính tương đối mạnh khi nhiệt độ phản ứng 

nằm trong khoảng 35ºC - 50ºC (đạt trên 90% hoạt tính tối đa so với nhiệt độ 40ºC). 
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Mặc dù protein xylanase được dự đoán là có chỉ số nóng chảy Tm trên 65°C nhưng 

xylanse xúc tác phản ứng phân giải xylan yếu hơn khi được ủ ở nhiệt độ 30ºC trở 

xuống và 55ºC trở lên, và hoạt tính giảm mạnh khi được ủ ở nhiệt độ trên 65ºC. 

Như vậy khoảng nhiệt độ thích hợp nhất cho hoạt động của enzyme là từ 40ºC đến 

45ºC. Theo kết quả nghiên cứu của Tabernero và cộng sự, xylanase có nguồn gốc từ 

Bacillus sp. được biểu hiện tái tổ hợp trong E. coli, enzyme tái tổ hợp có nhiệt độ 

hoạt động tối ưu là 40°C [217]. Đây cũng là nhiệt độ hoạt động tối ưu của xylanase 

có nguồn gốc từ Clostridium cellulovorans [218], Paenibacillus xylanilyticus [216], 

đây đều là những trực khuẩn Gram (+), bên cạnh xylanase có nguồn gốc từ  

Fibrobacter succinogenes [219], một vi khuẩn cellulolytic và thường xuyên được 

tìm thấy trong dạ cỏ của các loài gia súc, hay là xylanase phân lập từ DNA 

metagenome vi sinh vật của mẫu đất [220], trong mẫu phân của người [221]. Tuy 

nhiên, dựa trên nghiên cứu của Alvarez và cộng sự năm 2013, nhiệt độ này thấp hơn 

nhiệt độ tối ưu của endo-xylanase có nguồn gốc từ một loài vi khuẩn chưa được 

định danh trong mẫu DNA metagenome của đất [222]. Nhiệt độ tối ưu của một số 

xylanase đã được nghiên cứu được liệt kê ở bảng S1 của phụ lục. 

3.3.4.2. Nghiên cứu xác định pH tối ưu cho enzyme hoạt động 
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Hình 3. 29. Biểu đồ thể hiện sự ảnh hưởng của pH đến hoạt tính xylanase 

Về ảnh hưởng của giá trị pH, trong nghiên cứu này, enzyme xylanase được thử 

hoạt tính trong dải pH từ 4 đến 11 để tìm điều kiện tối ưu. Mặc dù được dự đoán là 

enzyme hoạt động ở môi trường kiềm nhẹ nhưng kết quả nghiên cứu cho thấy, 

protein xylanase thể hiện hoạt tính cao nhất khi được ủ ở pH 5,5 đạt 25,6 U/mg, và 

thể hiện hoạt tính tương đối mạnh khi pH phản ứng nằm trong khoảng 5-6 (đạt trên 

90% hoạt tính tối đa so với pH 5,5). Xylanse xúc tác phản ứng phân giải xylan yếu 
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hơn khi được ủ ở pH 6,5 trở lên, và gần như mất khả năng xúc tác khi được ủ ở pH 

dưới 4,5 hoặc trên 10. Kết luận được xylanase tái tổ hợp EXL là enzyme hoạt động 

ở môi trường pH trung tính và hơi acid. Theo các kết quả nghiên cứu của 

Mannarelli và cộng sự năm 1990, Meng và cộng sự năm 2009, Qiu và cộng sự năm 

2010, Kim và cộng sự năm 2014, xylanase có nguồn gốc từ Butyrivibrio 

fibrisolvens [223], Demequina sp. JK4 [224], Streptomyces megasporus DSM 

41476 [225], Streptomyces mexicanus HY-14 [226] cũng có pH hoạt động tối ưu ở 

5,5. Phần lớn các xylanase đã được biểu hiện và nghiên cứu sâu về tính chất cũng 

đều hoạt động tốt nhất ở khoảng pH trung tính và hơi acid. pH tối ưu của một số 

xylanase đã được nghiên cứu được liệt kê ở bảng S2 của phụ lục. 

3.3.4.3. Nghiên cứu tính bền nhiệt của enzyme 

Để kiểm tra độ bền nhiệt của enzyme, thành phần và điều kiện của phản ứng 

kiểm tra hoạt tính xylanase được giữ nguyên, tuy nhiên xylanase tái tổ hợp được xử 

lý ở 3 nhiệt độ 40°C, 50°C, 60°C trong các khoảng thời gian khác nhau 1, 2, 4, 6 và 

24 giờ trước khi được trộn với cơ chất. Các thành phần của đối chứng âm cũng 

được xử lý ở cùng điều kiện để đảm bảo loại bỏ yếu tố ảnh hưởng. Kết quả đo hoạt 

tính của xylanase sau khi xử lý nhiệt được thể hiện ở hình sau. 
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Hình 3. 30. Biểu đồ nghiên cứu sự bền nhiệt của xylanase 

Kết quả nghiên cứu cho thấy, enzyme xylanase bền tốt ở nhiệt độ tối ưu cho 

hoạt tính là 40ºC, thể hiện ở việc hoạt tính enzyme được giữ nguyên sau khi được ủ 

ở nhiệt độ này đến 24 giờ. Ở nhiệt độ 50°C, hoạt tính bắt đầu giảm chỉ sau 1 giờ xử 

lý (còn khoảng 66%) và giảm dần theo thời gian, chỉ còn khoảng 44% sau khi ủ 6 

giờ và hoàn toàn mất hoạt tính sau khi ủ trong 24 giờ. Ở nhiệt độ cao (60ºC), 

enzyme mất hoàn toàn hoạt tính chỉ sau 1 giờ ủ. So sánh với kết quả nghiên cứu của 
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Amaya-Delgado và cộng sự, enzyme endo-xylanase Xyn11A nguồn gốc từ 

Cellulomonas flavigena được biểu hiện tái tổ hợp trong E. coli có hoạt tính tối ưu ở 

nhiệt độ 55°C nhưng chỉ giữ được 50% hoạt tính tối đa sau khi ủ ở nhiệt độ tối ưu 

trong một giờ [227]. Tương tự, enzyme xylanase tái tổ hợp XylK1 nguồn gốc từ 

Cellulosimicrobium sp. HY-13 biểu hiện trong E. coli cũng có hoạt tính tổi ưu ở 

nhiệt độ 55°C, tuy nhiên enzyme mất 50% hoạt tính sau khi ủ 10 phút ở nhiệt độ tối 

ưu [228]. Một enzyme xylanase khác, xynAS9 có nguồn gốc từ Streptomyces sp. S9 

biểu hiện tái tổ hợp trong E. coli có hoạt tính tối ưu ở nhiệt độ 60°C và giữ được 

80% hoạt tính sau khi được xử lý ở nhiệt độ này trong một giờ [229]. Vì vậy có thể 

kết luận enzyme EXL từ luận án không phải là enzyme chịu nhiệt nhưng có khả 

năng bền ở nhiệt độ tối ưu tốt hơn một số enzyme xylanase tái tổ hợp đã được công 

bố.  

3.3.4.4. Nghiên cứu ảnh hưởng của một số ion kim loại và hóa chất lên hoạt tính 

xylanase 

Thông thường, các ion kim loại và các loại hóa chất có thể làm tăng cường 

hoặc hạn chế sự hoạt động xúc tác của enzyme đối với cơ chất, đặc biệt là với 

những enzyme có phối tử kim loại. Theo nghiên cứu của Bai và cộng sự năm 2012, 

xylanase có nguồn gốc từ Bacillus sp. SN5 được biểu hiện tái tổ hợp trong E. coli 

thể hiện hoạt tính cao nhất tăng 34% trong điều kiện môi trường đệm chứa ion Na+ 

0,5 M và vẫn giữ được 90% hoạt tính trong điều kiện môi trường chứa đến 2,5 M 

NaCl [230]. Xylanase có nguồn gốc từ Geobacillus sp. 71 và biểu hiện tái tổ hợp 

trong E. coli bị mất hoạt tính hoàn toàn khi bổ sung Hg2+ và bị giảm hoạt tính một 

phần khi có sự có mặt của Al3+ và Cu2+ [231]. Trong một nghiên cứu khác, xylanase 

tái tổ hợp nguồn gốc từ Geobacillus sp. MT-1 biểu hiện trong E. coli thể hiện hoạt 

tính ổn định trong 1 mM các chất ức chế (PMSF, EDTA, 2-ME hoặc DTT) và trong 

0,1% chất tẩy rửa (tween 20 hoặc triton X-100), trong khi đó, enzyme bị ức chế 

mạnh bởi 1 mM SDS, về mặt ion kim loại, enzyme bị ức chế mạnh bởi Ni2+, Mn2+, 

Co2+, Cu2+, Zn2+, Cd2+, Hg2+ và Al3+ nồng độ 1 hoặc 0,1 mM [232]. Tương tự, Cu2+, 

Zn2+, Pb2+ và Hg2+ cũng làm ức chế hoạt động của xylanase nguồn gốc từ Kocuria 

sp. Mn22 biểu hiện tái tổ hợp trong E. coli [233]. 

Xylanase tái tổ hợp EXL được đo hoạt tính trong điều kiện phản ứng bổ sung 

một số loại ion kim loại cũng như một số loại hóa chất ở nồng độ cao. Cụ thể khi so 

sánh hoạt độ enzyme khi thủy phân xylan bằng enzyme xylanase tái tổ hợp có bổ 

sung các loại hóa chất với khi thủy phân trong môi trường đệm không bổ sung thì 

kết quả thể hiện trên Hình 3.31. 
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Hình 3. 31. Biểu đồ ảnh hưởng của ion kim loại và hóa chất đến hoạt độ xylanase 

Kết quả thử hoạt tính xylanase chứng minh khi có sự có mặt của các ion kim 

loại nặng Fe3+, Cu2+, Co2+, Zn2+ và chất biến tính SDS thì hoạt tính của enzyme 

xylanase giảm mạnh, đặc biệt hai ion Fe3+, Co2+ gần như làm cho enzyme mất hoạt 

tính (hoạt tính chỉ đạt 7% so với mẫu đối chứng không bổ sung ion). Khi có sự có 

mặt của ion K+ và Mg2+ thì hoạt tính của enzyme giảm không đáng kể, còn các ion 

còn lại như Ni2+, Ca2+, Na+, Mn2+ đều làm giảm rõ rệt hoạt tính của enzyme với các 

mức độ khác nhau. Tuy nhiên đặc biệt là khi có sự có mặt của EDTA là một chất có 

ái lực cao với các ion kim loại tự do, enzyme vẫn giữ được 64% hoạt tính so với 

mẫu đối chứng, điều này chứng tỏ enzyme xylanase tái tổ hợp có khả năng hoạt 

động mà ít phụ thuộc sự có mặt của ion kim loại. Các hóa chất 2-mecaptoethanol, 

Tween-20 và Triton X100 cũng ức chế hoạt tính của endo-xylanase EXL, chỉ còn 

khoảng 40% so với mẫu không bổ sung các chất này, tuy nhiên imidazole nồng độ 

cao chỉ làm hoạt tính của EXL giảm tương đối nhỏ, điều này giúp hạn chế ảnh 

hưởng của quá trình tinh sạch enzyme đến quá trình xúc tác của enzyme.  

3.3.4.5. Nghiên cứu tính đặc hiệu cơ chất của enzyme 

Enzyme xylanase được xác định có hai vùng hoạt tính là vùng xúc tác 

glycosyl hydrolase 10 nằm ở đầu N và carbohydrate esterase 1 nằm ở đầu C. Theo 

phân loại của CAZy, enzyme thuộc họ GH10 có thể thể hiện hoạt tính endo-1,4-β-

xylanase (EC 3.2.1.8), endo-1,3-β-xylanase (EC 3.2.1.32) và cả endo-β-1,4-

glucanase (EC 3.2.1.4). Trên thực tế, có những enzyme đã được công bố là mang cả 

hai hoạt tính xylanase và glucanase. Năm 2011, Chang và cộng sự đã tách dòng 

gene RuCelA từ thư viện metagenomic khai thác từ hệ vi sinh vật dạ cỏ bò và biểu 
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hiện thành enzyme endo-glucanse RuCelA, enzyme này xác định có hoạt tính của 

xylanase [234]. Kết quả tương tự cũng được phát hiện trong nghiên cứu của Ghatge 

và cộng sự (2014) cho thấy endo-glucanase Cel5 từ chủng Hahella 

chejuensis KCTC 2396 là một enzyme đa chức năng có cả hoạt tính của endo-

glucanase và xylanase [235]. Để kiểm tra khả năng phân giải cơ chất của EXL tái tổ 

hợp, enzyme sau khi được tinh sạch được ủ với các loại cơ chất bao gồm xylan, 

pNPX, pNPG, CMC, giấy lọc.  
H
o
ạ
t
đ
ộ

(U
/m

l)

Cơ chất
 

Hình 3. 32. Biểu đồ thể hiện tính đặc hiệu cơ chất của xylanase 

Dựa trên biểu đồ cho thấy, xylanase thể hiện hoạt tính mạnh với cơ chất đặc 

hiệu là xylan, ngược lại gần như không thể hiện hoạt tính với các loại cơ chất khác 

là CMC, giấy lọc, pNPG và pNPX, cụ thể là hoạt tính xúc tác đối với các loại cơ 

chất này là không đáng kể. Vì vậy có thể kết luận enzyme xylanase có tính đặc hiệu 

với cơ chất xylan.  

3.3.4.6. Nghiên cứu thông số động học của enzyme endo xylanase tái tổ hợp 

 

Hình 3. 33. Đồ thị tương quan giữa nồng độ cơ chất và tốc độ phản ứng của enzyme 

endo xylanase tái tổ hợp. 
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Dựa trên kết quả thực nghiệm, đường chuẩn độ tương quan giữa nồng độ cơ 

chất và tốc độ phản ứng của enzyme endo-xylanase đã được xây dựng. Để thuận 

tiện cho việc xác định các thông số động học, đồ thị tương quan giữa nghịch đảo giá 

trị nồng độ cơ chất 1/[S] và tốc độ phản ứng 1/V được xây dựng (phụ lục hình S1) 

là y=16,978x + 1,1658 với hệ số tương quan R2 lên đến 0,9971 hay độ tin cậy lên 

đến hơn 99%. Từ phương trình trên dựa trên công thức của phương trình 

Lineweaver-Berk, các thông số động học là Km và Vmax của enzyme xylanase được 

xác định tương ứng là 14,56 mg/ml và 0,86 mol/phút với hoạt tính riêng đạt 

171,56 IU/mg đối với cơ chất xylan. 

Protein xylanase được khai thác từ cơ sở dữ liệu DNA metagenome vi sinh vật 

ruột dê bằng cách sử dụng trình tự tương đồng khi so sánh các trình tự xylanase 

thuộc họ GH10 trên ngân hàng gen, với điều kiện là các trình tự này đã được biểu 

hiện và nghiên cứu tính chất. Khi so sánh với các trình tự xylanase đã được nghiên 

cứu tính chất này, protein xylanase tái tổ hợp có giá trị Km cao nhất, cụ thể là gấp 

hơn hai lần so với các trình tự có nguồn gốc từ Paenibacillus sp. HPL-001 [236], 

Kocuria sp. [233] và gấp khoảng 10 lần so với các trình tự có nguồn gốc từ 

Bacteroides xylanisolvens [237] và Geobacillus sp. MT-1 [232] so với cùng cơ chất 

xylan. Tuy nhiên nếu so sánh với giá trị Km của các protein xylanase khác đã được 

nghiên cứu tính chất có nguồn gốc từ Nesterenkonia xinjiangensis [238] và 

Paenibacillus barcinonensis [239] lần lượt là 16,08 mg/ml và 12,98 mg/ml thì giá 

trị Km của xylanase tái tổ hợp EXL không chênh lệch quá lớn. Giá trị Km thể hiện 

tính ái lực của enzyme với cơ chất, nên giá trị này cho thấy enzyme xylanase tái tổ 

hợp có ái lực trung bình với cơ chất xylan. 

Mặt khác, giá trị Vmax thể hiện tốc độ phản ứng tối đa mà enzyme có thể đạt 

được, và giá trị này càng lớn thể hiện enzyme càng có hoạt tính mạnh. So sánh với 

các trình tự xylanase đã được nghiên cứu và công bố, hoạt tính riêng của enzyme 

xylanase tái tổ hợp lớn gấp khoảng 2-3 lần so với các xylanase có nguồn gốc từ 

Streptomyces sp. TN119 [240] và Paenibacillus barcinonensis [241]. Enzyme 

xylanase tái tổ hợp được biểu hiện vì vậy có tiềm năng cao trong ứng dụng xử lý 

phân hủy chất thải lignocellulose bảo vệ môi trường. 
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KẾT LUẬN VÀ KIẾN NGHỊ 

KẾT LUẬN 

1. DNA đa hệ gene của vi khuẩn trong dạ cỏ dê đã được giải mã với dung 

lượng thông thường là 8,6 Gb và dung lượng lớn (giải mã sâu) là 48,66 Gb. Từ bộ 

dữ liệu giải mã sâu, 3.411.867 contig đã được lắp ghép với tỷ lệ bao phủ là 64,22%, 

5.367.270 gene đã được chú giải trong đó 4.311.093 gene (80,32%) đã được phân 

loại. Cả hai bộ dữ liệu đều dự đoán các gene có nguồn gốc vi khuẩn chiếm 99,8%. 

Ngành Bacteroidetes là ngành chiếm tỷ lệ lớn nhất với 45,29% tổng số gen, tiếp 

theo là ngành Firmicutes với 30,38%. Ở mức độ chi, 49,93% số gene vẫn chưa được 

phân loại. Chi chiếm tỷ lệ lớn nhất là Prevotella, chiếm 25,79% tổng số gen. 

2. Từ bộ dữ liệu 48,66 Gb, 65.443 gene mã hóa cho 30 enzyme/protein liên 

quan đến quá trình phân hủy lignocellulose đã được xếp vào các đơn vị phân loại 

(chiếm 99,85% tổng số gene lignocellulase) trong đó có 21029 gene cellulase, 

41756 gene hemicellulase và 4769 gene tiền xử lý lignocellulose. Chi Prevotella có 

vai trò quan trọng, cung cấp tới 27% gene tham gia phân giải lignocellulose. Các 

gene này được xác định trên các cấu trúc PUL để tăng cường thủy phân 

lignocellulose. Công cụ mô hình đại diện HMM đã được thiết kế thành công cho 

khai thác hiệu quả các gene galactanase, glucuronyl esterase, hydrogen peroxide 

oxidoreductase, xyloglucanase, laccase, CBM (1-84), cellobiohydrolase, beta-

glucuronidase, beta-xylosidase, beta-mannosidase GH2, lichenase, alpha-

glucuronidase (GH76N) và xylanase GH44. 

3. Trong số 739 gene hoàn chỉnh mã hóa cho endo-xylanase có 108 trình tự 

được xác định có nguồn gốc từ Prevotella đều thuộc họ GH10 và 10 enzyme có 

thêm vùng phụ trợ CE1 có Tm cao hơn 65oC và là các enzyme có tính acid. Trình tự 

denovogenes_5086 mã hóa cho endo-xylanase GH10-CE1 đã được lựa chọn, tối ưu 

mã bộ ba và biểu hiện thành công trong E. coli. Enzyme được tinh chế bằng cột sắc 

ký ái lực His-tag với độ tinh sạch trên 95%, hiệu suất thu hồi 25%. Enzyme tinh 

sạch có hoạt tính tối ưu ở 40oC, pH 5,5. Enzyme ổn định và bền ở nhiệt độ tối ưu 

đến 24 giờ nhưng mất hoạt tính ngay khi ủ ở 60°C trong 1 giờ. Enzyme hoạt động 

trên cơ chất đặc hiệu là xylan. Hoạt độ của enzyme giảm khi bổ sung các ion Fe3+, 

Cu2+, Co2+, Zn2+, Ni2+, Ca2+, Na+, Mn2+ (1 mM) và các loại hóa chất thường dùng là 

SDS (1%), urea (1 µM), 2-mercaptoethanol (1 µM), EDTA (1 µM), tween 80 

(1mM), triton X-100 (1 µM). Các thông số động học là Km và Vmax của enzyme 

xylanase được xác định tương ứng là 14,56 mg/ml và 0,86 mol/phút với hoạt tính 
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riêng đạt 171,56 IU/mg. 

KIẾN NGHỊ 

Tiếp tục nghiên cứu phương pháp và điều kiện thích hợp để xác định hoạt tính 

esterase của enzyme EXL, tiến tới sản xuất hỗn hợp enzyme ứng dụng trong xử lý 

môi trường và sản xuất nguyên liệu - nhiên liệu sinh học. 
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