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MỞ ĐẦU 

 

Biển Đông, đặc biệt là vùng biển Khánh Hòa của Việt Nam chứa đựng 

nguồn tài nguyên phong phú các hợp chất tự nhiên, trong đó nhiều hợp chất 

đã được phát hiện trong hơn nửa thế kỷ qua. Nổi bật là polysaccharide từ các 

loài rong đã mang lại nhiều thành quả trong nghiên cứu về quá trình chiết 

xuất, đặc điểm cấu trúc và hoạt tính sinh học. Tuy nhiên, sulfated 

polysaccharide (PS) từ động vật biển đặc biệt là từ các loài hải sâm tuy có cấu 

trúc đặc biệt và hoạt tính sinh học tiềm năng, chỉ mới được nghiên cứu 

khoảng 10 năm gần đây và chưa được khai thác đầy đủ. Vì vậy, việc mở rộng 

nghiên cứu về cấu trúc và hoạt tính sinh học của PS từ nghành Da gai biển 

Việt Nam là cần thiết, có ý nghĩa khoa học quan trọng và triển vọng ứng dụng 

cao trong lĩnh vực y dược [1,2,3].  

PS từ hải sâm thể hiện sự đa dạng cấu trúc không chỉ giữa các loài mà 

còn trong cùng một loài do ảnh hưởng từ môi trường sống, dinh dưỡng và 

mức độ tiến hóa, điều này ảnh hưởng đến các hoạt tính sinh học của chúng. 

Tại Việt Nam, các nghiên cứu về PS từ hải sâm còn khá khiêm tốn. Hiện nay, 

quy trình chiết xuất PS từ hải sâm và cầu gai đã được thiết lập với một số loài 

hải sâm từ vùng biển Nha Trang. Kết quả cho thấy các PS chủ yếu gồm 

Fucosylated chondroitin sulfated (FCS) và Sulfated fucan (FS). Các PS này có 

sự khác biệt về thành phần monosaccharide, hàm lượng sulfate và vị trí nhóm 

sulfate so với các loài hải sâm khác trên thế giới [2,4,5]. Dù đã được công bố 

hoạt tính chống đông tụ và kháng u, mối quan hệ giữa cấu trúc và hoạt tính 

của PS vẫn được sáng tỏ. Thách thức lớn đặt ra trong nghiên cứu cấu trúc và 

phát triển ứng dụng của PS từ hải sâm chính là do cấu trúc phức tạp, khối 

lượng phân tử lớn, độ nhớt cao gây khó khăn trong hòa tan, hấp thụ và kiểm 

soát liều lượng [6,7]. Chính vì vậy, vấn đề được đặt ra là cần tập trung nghiên 

cứu điều chế các oligosaccharide có khối lượng phân tử thấp nhưng vẫn bảo 

toàn các nhóm chức năng có liên quan đến hoạt tính sinh học của hợp chất. 

Có nhiều phương pháp để điều chế oligosaccharide. Các nghiên cứu 

trước đây đã báo cáo về sự phân cắt polysaccharide thông qua các biện pháp 

xử lý vật lý, hóa học và enzyme, chẳng hạn như chiếu xạ 60Co, thủy phân 

bằng axit và phân cắt bằng enzyme [8,9,10]. Ngày nay với hoạt động nghiên 
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cứu khoa học ngày một phát triển, việc ứng dụng công nghệ enzyme là 

phương án an toàn và hiệu quả mà giới khoa học đang tập trung sự quan tâm. 

PS từ hải sâm gồm hai nhóm chính là FCS và FS do đó enzyme bẻ mạch PS 

hải sâm là những enzyme bẻ mạch FCS và FS. Các enzyme bẻ mạch FS có 

thể là các fucoidanase, bẻ mạch FCS có thể là chondroitinase hoặc 

hyaluronidase [11,12]. 

Fucoidanase là nhóm enzyme có khả năng thủy phân các liên kết 

glycosidic giữa các gốc sulfated-fucose trong PS. Với tính đặc hiệu cơ chất 

cao, fucoidanase được nghiên cứu như một công cụ hiệu quả trong sản xuất 

các oligosaccharide trọng lượng phân tử thấp, mang lại các hoạt tính sinh học 

cao hơn PS gốc nhờ duy trì cấu trúc lõi và các nhóm chức năng [13,14]. Quá 

trình này giúp tăng tính hòa tan và giảm độ nhớt của PS, đồng thời duy trì 

hoặc tối ưu hóa các hoạt tính sinh học, làm cho các phân đoạn PS dễ hấp thụ 

hơn, nâng cao hiệu quả điều trị trong ứng dụng dược phẩm. Tuy nhiên, ứng 

dụng fucoidanase còn gặp khó khăn do enzyme tự nhiên thường không ổn 

định, có hiệu suất tinh sạch và thu hồi thấp, trong khi fucoidanase tái tổ hợp 

có đặc tính xúc tác vượt trội, dễ dàng hơn trong quá trình tinh sạch và thu hồi, 

từ đó gia tăng khả năng ứng dụng thực nghiệm. 

Tìm kiếm và phân lập fucoidanase là bước quan trọng trong nghiên cứu 

enzyme này. Ngoài các phương pháp truyền thống như phân lập và giải trình 

tự bộ gene vi khuẩn, khai thác dữ liệu từ ngân hàng gene thế giới (NCBI) kết 

hợp công cụ tin sinh học hiện đại đã mở ra hướng nghiên cứu mới, giúp phát 

hiện nhanh các gene mã hóa fucoidanase tiềm năng, đồng thời thúc đẩy sản 

xuất fucoidanase tái tổ hợp hiệu suất cao. Các kỹ thuật như tạo dòng biểu hiện 

gene, tinh sạch và xác định cấu trúc góp phần nâng cao chất lượng nghiên cứu 

và đáp ứng xu hướng quốc tế. Fucoidanase tái tổ hợp đã được chứng minh là 

phương pháp hiệu quả để khám phá enzyme với đặc tính mới, tạo ra 

oligosaccharide có hoạt tính sinh học phong phú, mở rộng tiềm năng ứng 

dụng trong chăm sóc sức khỏe. Từ đó, một vấn đề quan trọng nảy sinh là khả 

năng thủy phân của các enzyme endo-α(1→3)-fucoidanase và endo-α(1→4)-

fucoidanase tái tổ hợp đối với cơ chất PS từ hải sâm. 

Chính vì vậy, việc thực hiện nghiên cứu "Thu nhận và thử nghiệm hoạt 

tính thủy phân sulfated polysaccharide từ hải sâm của một số fucoidanase 
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tái tổ hợp" là có ý nghĩa khoa học và thực tiễn nhằm tìm kiếm các công cụ 

sinh học có khả năng thủy phân sulfate polysaccharide từ hải sâm thành các 

oligosaccharide có hoạt tính sinh học ứng dụng trong lĩnh vực y dược. Mục 

tiêu của đề tài là: Nghiên cứu biểu hiện, thu nhận và tinh sạch fucoidanase tái 

tổ hợp và xác định đặc tính xúc tác thủy phân sulfate polysaccharide từ hải 

sâm của fucoidanase tái tổ hợp thu nhận được.  
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Chương 1. TỔNG QUAN NGHIÊN CỨU 

 

1.1. TỔNG QUAN VỀ SULFATED POLYSACCHARIDE CHIẾT 

XUẤT  TỪ HẢI SÂM 

1.1.1.  Sulfated polysaccharide từ hải sâm và đặc điểm cấu trúc 

Việt Nam sở hữu nguồn tài nguyên sinh vật biển phong phú, đặc biệt là 

động vật thuộc ngành Da gai với 05 (năm) lớp chính: Cầu gai (Echinoidea), 

Sao biển (Asteroidea), Hải sâm (Holothuroidea), Huệ biển (Crinoidea) và 

Đuôi rắn (Ophiuroidea). Ngành động vật Da gai chiếm tỷ lệ rất cao, chiếm 

khoảng 29% tổng lượng sinh vật đáy ở vịnh Bắc Bộ, 39% ở vùng biển Thuận 

Hải -Minh Hải và 51% ở vịnh Vân Phong - Nha Trang. Mặc dù vậy, ngành 

động vật Da gai vẫn chưa được nghiên cứu sâu rộng về các hợp chất có hoạt 

tính sinh học. Các nghiên cứu hiện có đã làm rõ cấu trúc và hoạt tính sinh học 

của các hợp chất như saponin, holothurin, asterosaponin và steroid trong các 

loài Hải sâm (Holothuria scabra, H. vagabunda, H. martensii, H. atra, 

Stichopus chloronotus), Sao biển (Astropecten polyacanthus, A. monacanthus, 

Protoeraster nodosus, Asterina batheri) và Cầu gai (Diadema setosum, D. 

savignyi, Tripneustes gratilla) [15,16].  

Cấu trúc của PS từ hải sâm gồm hai nhóm chính là FCS và FS. Hai loại 

PS giàu fucose được biết đến như là thành phần của động vật không xương 

sống ở biển thuộc lớp Holothuroidea (Hải sâm). FCS được tìm thấy trong 

thành cơ thể của hải sâm. Các phân tử của các polyme sinh học này đã được 

chứng minh là có polymer mạch thẳng có chứa lõi chondroitin sulfated [→3)-

β-D-GalNAc-(1→4)-β-D-GlcA-(1→]n giống với khung cấu tạo của 

chondroitin sulfated từ động vật có xương sống (Hình 1.1) [17,18]. Trong cấu 

trúc của FCS, lõi chondroitin này thường chứa các nhánh α-L-fucosyl gắn với 

GlcA tại vị trí O-3. Tùy thuộc vào loài hải sâm, FCS có thể chứa bốn loại đơn 

vị GalNAc (không sulfate và sulfate tại vị trí O-4, vị trí O-6 hoặc cả hai vị trí  

O-4 và O-6) [19], tương tự như GlcA, không chỉ bị fucosyl hóa tại vị trí O-3, 

mà còn có thể được sulfate hóa tại O-3 hoặc đồng thời tại cả hai vị trí O-2 và 

O-3 [20,21].  



5 

 

 

Hình 1.1. Cấu trúc của một dạng FCS tách được từ hải sâm [17,18] 

Ngoài ra, các nhánh disaccharide gắn với GlcA tại vị trí O-3 đã được tìm 

thấy cùng với các nhánh monofucosyl bên cạnh trong một số FCS. Ví dụ, 

FCS từ Holothuria (Lud-wigothuria) grisea được chứng minh là có chứa 

nhánh α-L-Fuc-(1→2)-α-L-Fuc3S-(1→ [22]. Các nhánh difucose tương tự 

cũng đã được xác định trong một số FCS khác, ví dụ như nhánh α-L-Fuc-

(1→2)-α-L-Fuc3S4S-(1→ trong FCS từ Eupentacta fraudatrix [21], α-L-

Fuc2S4S-(1→3)-α-L-Fuc4S-(1→ trong FCS từ Stichopus japonicas [19] và 

α-L-Fuc-(1→3)-α-L-Fuc4S-(1→ trong  FCS từ Holothuria lentiginosa [23]. 

Gần đây, các mạch nhánh có cấu trúc phức tạp hơn có chứa các gốc galactose 

hoặc  galactosamine cũng được phát hiện trong một số FCS, ví dụ như mạch 

nhánh α-D-Gal4S(6S)-(1→2)-α-L-Fuc3S-(1→ trong FCS từ Thelenota 

ananas [24], α-D-GalNAc-(1→2)-α-L-Fuc3S4S-(1→ trong FCS từ Acaudina 

molpadioides [25] và α-D-GalNAcS-(1→2)-α-L-Fuc3S-(1→ trong FCS từ 

Holothuria nobilis [26]. Có một số bằng chứng cho thấy các nhánh có thể 

không chỉ được gắn tại vị trí O-3 của GlcA, mà còn có thể gắn vào các vị trí 

như O-4 hoặc O-6 của của gốc GalNAc còn lại của khung cấu trúc chính [27]. 

Những ví dụ này cho thấy sự đa dạng cấu trúc của FCS. Nghiên cứu về FCS 

được thúc đẩy bởi các hoạt tính sinh học đầy tiềm năng của chúng, do các 

hoạt tính này phụ thuộc vào cấu trúc tinh vi của FCS. Cụ thể, những yếu tố 

như mức độ sulfate hóa, vị trí của nhóm sulfate, tính chất và vị trí của các 

nhánh, cũng như sự phân bố khối lượng phân tử đều ảnh hưởng đến hoạt tính 

sinh học của chúng. 

Ngoài FCS, một loại PS khác thường gặp ở hải sâm có thành phần chủ 

yếu là các gốc đường fucose và các nhóm sulfate, được xếp vào nhóm FS. FS 

từ mỗi loài hải sâm có sự khác biệt chủ yếu về mật độ và vị trí của các nhóm 
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sulfate trong gốc đường fucose (Hình 1.2). Chúng hầu như tương tự với FS 

của cầu gai, nhưng khác biệt đáng kể so với fucoidan phức tạp chiết từ rong 

nâu [28]. 

 

 

Hình 1.2. Cấu trúc của một dạng FS tách được từ hải sâm [29] 

Các cấu trúc đơn giản nhất là các polyme của gốc α-L-fucose 

monosulfated được liên kết với nhau thông qua liên kết 1→3 hoặc 1→4, ví dụ 

như các polysaccharide có độ lặp lại cao là [-3)-α-L-Fuc2S-(1-]n từ Stichopus 

horrens [29]. Các FS có liên kết 1→ 3 tương tự, nhưng sự phân bố không đều 

của các nhóm sulfate, được phân lập từ Acaudina leicoprocta, trong khi các 

FS liên kết 1→4, cụ thể là [-4)-α-L-Fuc3S- (1-]n và [-4)-α-L-Fuc2S-(1-]n, lần 

lượt được tìm thấy ở Holothuria fuscopunctata và Thelenota ananas tương 

ứng [29]. Cấu trúc mạch thẳng của FS thường được biểu diễn dưới dạng các 

phân tử có sự lặp lại của các đơn vị tetrasaccharide được sulfate hóa. Các 

polysaccharide như vậy, chứa  liên kết 1→3 trong mạch chính, được phân lập 

từ Isostichopus badionotus [30], Acaudina molpadioides [31], Thelenota 

ananas [32]. Cấu trúc của FS từ Holothuria albiventer đã được chứng minh là 

có các đơn vị lặp lại là hexasaccharide sulfated [33], chúng có kiểu sulfate 

hóa khác với kiểu sulfate hóa của FS từ Holothuria floridana [34]. Các FS 

phức tạp hơn có chứa các chuỗi carbohydrate phân nhánh. Chẳng hạn như các 

polysaccharide từ Holothuria edulis và Ludwigothurea grisea có chứa khung 

là các gốc 1→3 tetrafucoside được nối với nhau bằng các liên kết 1→2, trong 

đó tại các liên kết 1→2 này, các gốc trên được fucosyl hóa thêm (một phần 
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như ở Ludwigothurea grisea hoặc hoàn toàn như ở Holothuria edulis) ở vị trí 

4 [35].  Phân nhánh của FS chiết từ Apostichopus japonicus chứa khung cấu 

trúc là gốc α-L-Fuc2S được liên kết với nhau qua liên kết 1→3, trong đó mỗi 

trisaccharide mang một nhánh 1→3difucose không sulfate tại vị trí O-4 [36]. 

Gần đây, một số bằng chứng cho thấy có thể có một số FS có cấu trúc khác 

nhau trong cùng một loài Holothuria. Ví dụ như FS từ Hothuria 

fuscopunctata không chỉ có polyme có chứa các gốc (1→4) α-L-fucose 3-

sulfated, mà còn chứa một FS khác với các đơn vị lặp lại là tetrasaccharit 

→3)-α-L-Fuc2S4S-(1→4)-α-L-Fuc-(1→3)-α-L-Fuc2S-(1→4)-α-L-Fuc-(1→ 

với các liên kết interfucoside 1→3 và 1→4 xen kẽ [37]. 

Như vậy, PS ở hải sâm thường tồn tại ở hai dạng chính là FCS và FS với 

cấu trúc phức tạp và đa dạng. Cấu trúc PS từ hải sâm phụ thuộc vào đối tượng 

tách chiết, phương pháp tách chiết và phần lớn PS từ các đối tượng hải sâm 

khác nhau vẫn còn chưa được sáng tỏ. Vì vậy, việc nghiên cứu làm sáng tỏ 

cấu trúc của nhóm PS này là yêu cầu cấp thiết đối với khoa học, đối với thực 

tiễn nhằm mục đích phát triển khả năng ứng dụng chúng trong các lĩnh vực và 

cuộc sống. 

1.1.2. Hoạt tính sinh học của sulfated polysaccharide từ hải sâm 

Sự đa dạng về cấu trúc của PS liên quan đến các hoạt tính tính sinh học 

đầy tiềm năng của chúng. Các hoạt tính sinh học khác nhau của FCS  phụ 

thuộc vào các đặc điểm cấu trúc tinh vi của chúng, chẳng hạn như mức độ 

sulfate hóa, vị trí của nhóm sulfate, bản chất và vị trí của nhánh [18,38,39]. 

Bên cạnh đó tùy thuộc vào trọng lượng phân tử, thành phần monosaccharide 

mà hoạt tính sinh học của PS của các loài hải sâm cũng khác nhau. Một số 

hoạt tính sinh học của FCS đã được nghiên cứu và công bố gồm hoạt tính 

chống viêm, chống ung thư, trong đó hoạt tính chống đông máu được công bố 

nhiều nhất [40,41]. Vasconcelos và cộng sự vào năm 2018 đã công bố rằng 

ngay cả những thay đổi nhỏ trong cấu trúc của nhóm sulfate cũng có thể làm 

thay đổi hoạt tính sinh học của hợp chất. Ví dụ như 2-sulfated fucan chiết 

xuất từ Strongylocentrotus franciscanu thể hiện hoạt tính chống đông máu 

yếu hơn 4-sulfated fucan chiết xuất từ Lytechinus variegatus [42]. Các PS 

giàu fucose tự nhiên có tác dụng chống huyết khối, chống virus và chống ung 

thư tuyệt vời cùng với nhiều hoạt động sinh học khác [18,43]. Ví dụ, một loại 
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FS có hoạt tính chống ung thư đã được phân lập từ hải sâm Việt Nam 

Stichopus variegatus. FCS được phân lập từ H. spinifera có cấu trúc tương tự 

đến FCS tương ứng của B. argus. Cả hai polysaccharides này đều chứng minh 

hoạt tính chống đông máu trong ống nghiệm. Tuy nhiên FS được phân lập từ 

H. spinifera thực tế lại không hoạt động trong các thử nghiệm này, mặc dù 

có hàm lượng sunfat khá cao [2]. 

Với sự đa dạng trong cấu trúc có ảnh hưởng đến hoạt tính sinh học, cần 

có các nghiên cứu về đặc tính của FCS và FS của hải sâm với mục đích tìm ra 

các chất sinh học mới có tầm quan trọng thực tế và thiết lập các mối tương 

quan giữa cấu trúc và hoạt tính sinh học riêng biệt độc đáo này. Các nhà khoa 

học đang tập trung vào mối quan hệ giữa cấu trúc và hoạt tính sinh học nhằm 

làm rõ cơ chế hoạt động của hợp chất, mở ra tiềm năng ứng dụng trong nhiều 

lĩnh vực. Tuy nhiên, cấu trúc phức tạp và không đồng nhất của PS gây khó 

khăn cho việc phân tích chi tiết, dẫn đến sự chưa rõ ràng trong mối tương 

quan giữa cấu trúc hóa học và hoạt động sinh học của chúng. Để giải quyết 

vấn đề này, việc sử dụng các enzyme có tính đặc hiệu cao như fucoidanase là 

cần thiết để thủy phân các phân tử PS phức tạp. Phân tích các mảnh PS nhỏ sẽ 

giúp xác định cấu trúc hóa học của PS, từ đó làm rõ mối liên hệ giữa các 

thành phần cấu trúc và hoạt động sinh học của chúng. Đặc biệt, sự phát triển 

của công nghệ dược phẩm sinh học và kỹ thuật di truyền đã tạo tiền đề cho 

việc nâng cao ứng dụng của PS có nguồn gốc từ biển. Fucoidanase với khả 

năng sản xuất các oligosaccharide sulfated chứa đựng nhiều tiềm năng ứng 

dụng trong lĩnh vực này [14]. 

1.1.3. Tình hình nghiên cứu sulfated polysaccharide chiết xuất từ các 

loài hải sâm ở vùng biển Việt Nam 

Hải sâm là một trong những loài sinh vật biển giàu nguồn chất hoạt tính 

sinh học đặc biệt là các PS, được biết đến với nhiều tác dụng sinh học như 

chống oxy hóa, chống đông máu, chống ung thư và chống tiểu đường [44]. 

Việt Nam có khoảng 70 loài hải sâm phân bố chủ yếu ở vùng ven biển, 

đặc biệt tại các khu vực như Nha Trang, Phú Quốc và Côn Đảo. Đây là nguồn 

tài nguyên sinh học phong phú và là đối tượng nghiên cứu tiềm năng để khai 

thác các hợp chất có giá trị cao, trong đó có PS. Một số nghiên cứu đã được 

tiến hành nhằm xác định cấu trúc và tính chất sinh học của PS từ các loài hải 
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sâm như Bohadschia argus, Stichopus variegatus, Holothuria spinifera và 

Bohadschia ocellata [44,45,46,47]. Các polysaccharide này thường chứa các 

thành phần như fucose, glucuronic acid và sulfate tạo nên các đặc tính sinh 

học đa dạng. PS từ hải sâm Việt Nam đã được chứng minh có nhiều hoạt tính 

sinh học quan trọng. Đặc biệt, các nghiên cứu gần đây tập trung vào tác dụng 

chống ung thư và chống tiểu đường của FCS. Các hoạt chất này còn có tiềm 

năng trở thành các liệu pháp mới trong điều trị các bệnh mãn tính, thông qua 

việc ức chế các enzyme và tín hiệu liên quan đến phát triển bệnh [48]. 

Mặc dù đã đạt được những kết quả nhất định, nhưng số lượng nghiên 

cứu về PS từ hải sâm ở Việt Nam vẫn còn hạn chế so với tiềm năng của 

nguồn tài nguyên này. Nhiều loài hải sâm có mặt ở Việt Nam nhưng chưa 

được nghiên cứu đầy đủ về thành phần và hoạt tính sinh học. Bên cạnh đó, 

các nghiên cứu chủ yếu mới dừng lại ở kết quả nghiên cứu cấu trúc và hoạt 

tính sinh học của một số PS từ hải sâm mà chưa phát triển khả năng ứng dụng 

chúng vào thực tiễn. 

Với sự gia tăng nhu cầu về các sản phẩm sinh học có nguồn gốc từ biển 

trong y học, thực phẩm chức năng và mỹ phẩm, PS từ hải sâm Việt Nam hứa 

hẹn sẽ mở ra cơ hội cho các ứng dụng mới. Đặc biệt, việc đầu tư vào công 

nghệ chiết xuất, tinh chế và sản xuất quy mô pilot có thể giúp đưa các sản 

phẩm từ PS ra thị trường quốc tế. 

1.2. TỔNG QUAN VỀ FUCOIDANASE 

1.2.1  Khái niệm, nguồn gốc và cơ chế xúc tác 

Fucoidanase là một nhóm enzyme xúc tác quá trình phân cắt liên kết 

glycoside giữa các gốc fucose sulfate hóa trong phân tử PS. Dựa vào vị trí cắt 

liên kết, nhóm enzyme này được chia thành hai loại chính: endo-fucoidanase 

[49] và exo-fucoidanase, còn được gọi là α-L-fucosidase [50]. 

Endo-fucoidanase có khả năng phân cắt các liên kết glycoside ở bên 

trong phân tử fucoidan, dẫn đến sự hình thành các oligosaccharide với các 

mức độ polyme hóa khác nhau. Các enzyme này được xếp vào nhóm EC 

3.2.1.121 và EC 3.2.1.122. Ngược lại, α-L-fucosidase là nhóm enzyme có khả 

năng xúc tác quá trình cắt các đơn vị α-L-fucose ở đầu mút của phân tử 
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fucoidan. Các enzyme thuộc nhóm này được xếp vào các nhóm EC 3.2.1.51, 

EC 3.2.1.111, EC 3.2.1.63 và EC 3.2.1.127. 

Tùy thuộc vào cấu trúc phân tử, liên kết xúc tác đặc hiệu hay cơ chế hoạt 

động mà fucoidanase có thể được phân loại thành các nhóm khác nhau. Dựa 

vào sự tương đồng của trình tự amino acid và trung tâm hoạt động của các 

enzyme, fucoidanases được xếp vào 4 họ của nhóm enzyme thủy phân liên 

kết đường (Glycoside hydrolase – GH) là GH107, GH168, GH29 và GH95 

[51,52] theo hệ thống phân loại Carbohydrate-Active enzymes (CAZy 

database). Trong khi đó, dựa vào loại (dạng) liên kết được phân cắt giữa các 

gốc fucose hoặc sulfated fucose trong mạch chính của phân tử cơ chất mà 

fucoidanase được phân thành 2 nhóm chính là α(1→4) fucoidanase và 

α(1→3) fucoidanase [53,54]. 

1.2.2. Kỹ thuật biểu hiện tái tổ hợp fucoidanase trong các hệ thống vi 

sinh vật 

Phần lớn fucoidanase thường được chiết xuất từ các sinh vật biển, ví dụ 

động thân mềm biển [55,56], vi nấm biển, vi khuẩn biển [57,58,59]. Tuy 

nhiên tính ổn định của fucoidanase tự nhiên không cao khiến việc phát triển 

enzyme tái tổ hợp trở nên cần thiết. Gần đây, các nghiên cứu tập trung vào 

khai thác trình tự gen từ ngân hàng NCBI và hệ thống phân loại CAZy. Đặc 

biệt sau khi cấu trúc tinh thể đầu tiên của fucoidanase được xác định vào năm 

2018, vùng trung tâm hoạt động của endo-(1→4) fucoidanase được phát hiện 

thì đến nay đã có thêm nhiều fucoidanase đã được tìm thấy và xác định đặc 

tính bằng hướng đi này [60].  

Biểu hiện tái tổ hợp fucoidanase thường được thực hiện trong các hệ 

thống vi sinh vật như Escherichia coli (E. coli), Pichia pastoris, Bacillus 

subtilis và nấm men. Các vi sinh vật này được sử dụng như "nhà máy sinh 

học" để tạo ra lượng lớn enzyme fucoidanase thông qua việc chuyển gene mã 

hóa fucoidanase từ sinh vật nguồn sang hệ thống biểu hiện. Một số yếu tố cần 

xem xét khi lựa chọn hệ thống vi sinh vật là khả năng biểu hiện protein ngoại 

lai, mức độ glycosyl hóa (liên quan đến việc thêm đường vào protein), khả 

năng tiết enzyme ra ngoài môi trường và sự dễ dàng trong việc thu hồi sản 

phẩm. Trong hệ thống biểu hiện phổ biến như E. coli, việc biểu hiện 

fucoidanase có lợi nhờ tốc độ sinh trưởng nhanh, chi phí nuôi cấy thấp và khả 
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năng điều chỉnh biểu hiện dễ dàng. Nhờ vào kỹ thuật biểu hiện tái tổ hợp 

trong vi sinh vật, nghiên cứu và ứng dụng fucoidanase đã có bước tiến đáng 

kể, mở rộng khả năng sử dụng enzyme này trong nhiều lĩnh vực khác nhau, từ 

dược phẩm, thực phẩm chức năng đến ngành công nghiệp hóa mỹ phẩm. 

1.2.3. Thu nhận và tinh sạch fucoidanase tái tổ hợp  

Để thu nhận và tinh sạch enzyme fucoidanase từ các nguồn khác nhau, 

các nhà nghiên cứu đã phát triển nhiều phương pháp như kết tủa bằng 

ammonium sulfate, sắc ký trao đổi ion và sắc ký lọc gel cho nguồn enzyme 

thu nhận trực tiếp từ vi sinh vật [61,62] hay phương pháp sắc ký ái lực cho 

nguồn enzyme tái tổ hợp [63,64]. 

Kỹ thuật tái tổ hợp DNA đã mở ra một hướng mới trong việc sản xuất 

enzyme fucoidanase với số lượng lớn và độ tinh khiết cao. Bằng cách sử dụng 

các hệ thống biểu hiện như E. coli, nấm men, hoặc các hệ thống tế bào động 

vật, gene mã hóa fucoidanase có thể được chèn vào và biểu hiện dưới dạng 

enzyme tái tổ hợp. Các phương pháp này không chỉ giúp tăng năng suất sản 

xuất mà còn cho phép tinh chỉnh các đặc tính của enzyme thông qua các kỹ 

thuật đột biến định hướng. 

1.2.4. Đặc điểm xúc tác của một số fucoidanase tái tổ hợp 

Mỗi fucoidanase có đặc điểm xúc tác riêng, bao gồm khả năng phân cắt 

các loại liên kết glycoside khác nhau, chẳng hạn như liên kết α(1→3) hoặc 

α(1→4), cũng như yêu cầu về điều kiện xúc tác tối ưu. Khi hoạt động trên các 

cơ chất khác nhau, các điều kiện xúc tác (như nhiệt độ, pH, và sự hiện diện 

của ion kim loại) cũng có thể thay đổi để phù hợp với đặc điểm cấu trúc của 

polysaccharide, nhằm tối đa hóa hiệu quả phản ứng. Việc nghiên cứu và tối 

ưu hóa điều kiện xúc tác cho từng loại fucoidanase không chỉ giúp tăng hiệu 

quả thủy phân mà còn mở rộng khả năng ứng dụng của chúng trong sản xuất 

các sản phẩm oligosaccharide chức năng. Trong nghiên cứu này, đặc điểm 

xúc tác của một số fucoidanase tái tổ hợp tiêu biểu như Mef1, Mef2, Fda1, 

Fda2 và Fhf2 được chọn để mô tả chi tiết vì đây là các enzyme đã được chứng 

minh có hoạt tính phân giải tốt trên các cơ chất polysaccharide cụ thể. 
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1.2.4.1. Fucoidanase Mef1 

Enzyme Mef1, một endo-α(1→4)-fucoidanase có nguồn gốc từ vi khuẩn 

biển Muricauda eckloniae, có cấu trúc tương đồng với các enzyme thuộc họ 

GH107. Qua phân tích bằng phương pháp điện di trên gel carbohydrate 

polyacrylamide, Mef1 cho thấy khả năng xúc tác phân cắt các liên kết 

α(1→4) giữa các gốc sulfated fucose tại vị trí C2 trong cấu trúc [-3)-α-L-

Fucp2S-(1→4)-α-L-Fucp2S-(1-]n từ polysaccharide của Fucus evanescens. 

Phân tích động học của Mef1 được thực hiện bằng quang phổ hồng ngoại biến 

đổi Fourier (FTIR), cho thấy hoạt tính của Mef1 fucoidanase (Uf) trên 

fucoidan của Fucus evanescens là 0,1 × 10−3 Uf µM−1. Cấu trúc tinh thể của 

Mef1, được xác định ở độ phân giải 1,8 Å, cho thấy các axit amin His270 và 

Asp187 tham gia vào vị trí hoạt động của enzyme, cung cấp các nhóm 

axit/bazơ và nucleophile cần thiết cho quá trình thủy phân các liên kết 

glycosid trong phân tử polysaccharide. Mật độ điện tích của enzyme đã chỉ ra 

sự hiện diện của hai ion Ca2+, một ion tiếp xúc một phần với rãnh hoạt động, 

trong khi ion còn lại được phối hợp chặt chẽ. Một chuỗi nước được phát hiện 

nối từ bên ngoài enzyme vào vị trí hoạt động, đi qua vị trí phối hợp chặt chẽ 

của ion Ca2+ [65]. 

1.2.4.2. Fucoidanase Mef2  

Enzyme Mef2, thuộc loại enzyme endo-α(1→3)-fucoidanase, là 

fucoidanase thứ hai được phân lập từ chủng vi khuẩn biển Mauricauda 

eckloniae. Mef2 đã được phân lập và giải trình tự. Dựa trên phân tích trình tự 

chính, Mef2 được phân loại thuộc họ GH107 theo hệ thống phân loại CAZy. 

Enzyme Mef2 hoạt động tối ưu ở pH 8 và nhiệt độ 35°C, mặc dù nó có khả 

năng chịu nhiệt lên tới 50°C. Sự hiện diện của ion Ca2+ làm tăng nhiệt độ 

nóng chảy của enzyme từ 38°C lên 44°C và ion này là cần thiết để đạt hiệu 

quả hoạt động tối ưu của Mef2. Fucoidanase Mef2 hoạt động hiệu quả trong 

đệm UB4 với pH từ 6,0 đến 8,0, đạt tối ưu ở pH 7,0 đến 8,0. Tuy nhiên, hoạt 

tính enzyme giảm đáng kể khi sử dụng đệm Borate trong cùng khoảng pH 

[66]. 

Đặc tính cơ chất của Mef2 được nghiên cứu bằng phương pháp quang 

phổ hồng ngoại biến đổi Fourier (FTIR), cho thấy hoạt tính của enzyme (đơn 

vị trên mỗi µM enzyme: Uf/µM) là 1,2 × 10−3 Uf/µM trên polysaccharide từ 
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Fucus evanescens và 3,6 × 10−3 Uf/µM trên polysaccharide từ Saccharina 

latissima. Đặc biệt, Mef2 là fucoidanase đầu tiên được ghi nhận có hoạt tính 

trên polysaccharide từ S. latissima. 

1.2.4.3. Fucoidanase Fda1, Fda2 

Enzyme Fda1 và Fda2 là hai endo-fucoidanase thuộc họ GH107 (EC 

3.2.1.-) được nghiên cứu. Cả hai enzyme này đều có khả năng xúc tác quá 

trình thủy phân PS chứa liên kết l-fucosyl α(1→3), được chiết  xuất từ các 

loại rong nâu S. Cichorioides, U. pinnatifida. Ở cấu trúc phân tử ban đầu, hoạt 

tính thủy phân của cả hai enzyme Fda1 và Fda2 rất nhạy cảm và dễ bị biến 

đổi. Vì vậy, việc tối ưu hóa cấu trúc phân tử bằng cách loại bỏ khoảng 40% 

trình tự protein từ đầu carboxyl, giúp nâng cao khả năng hoạt động và bền 

vững của enzyme là cách để hạn chế vấn đề trên [67]. Nghiên cứu này cung 

cấp thông tin quan trọng về hoạt tính và cấu trúc của Fda1 và Fda2, đồng thời 

mở rộng hiểu biết về cơ chế phân hủy polysaccharide của các enzyme này. 

Những phát hiện này có thể góp phần vào việc phát triển quy trình sản xuất 

oligosaccharide từ polysaccharide, với ứng dụng tiềm năng trong các lĩnh vực 

nghiên cứu và công nghiệp. 

1.2.4.4. Fucoidanase Fhf2 

Enzyme Fhf2, một fucoidanase được xác định trong bộ gene của vi 

khuẩn biển hiếu khí Gram âm Formosa haliotis, cho thấy sự tương đồng về 

trình tự với các endo-α(1→4)-fucoidanase (EC 3.2.1.212) thuộc họ GH107. 

Đột biến xóa đầu C của Fhf2, được gọi là Fhf2∆484, thiếu 484 axit amin ở 

đầu C-terminus và có trọng lượng phân tử khoảng 46 kDa, đã được chế tạo và 

cho thấy tính ổn định cao hơn so với protein Fhf2 đầy đủ [68]. Fhf2∆484 có 

khả năng xúc tác quá trình thủy phân PS từ nhiều loài rong biển, bao gồm 

Fucus evanescens, Fucus vesiculosus, Sargassum mcclurei và Sargassum 

polycystum, với hoạt tính cao nhất quan sát được trên PS từ Fucus 

evanescens. Enzyme này hoạt động hiệu quả trong khoảng nhiệt độ từ 20°C 

đến 45°C và ở pH từ 6 đến 9, với điều kiện tối ưu tại 37°C và pH 8. Fhf2∆484 

cũng được xác định là phụ thuộc vào canxi [68]. 

Phân tích NMR cho thấy Fhf2∆484 xúc tác quá trình thủy phân các liên 

kết α(1→4) giữa các gốc L-fucosyl sulfated gắn tại vị trí C2, tương tự như 
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enzyme Fhf1 từ Formosa haliotis. Đặc biệt, Fhf2∆484 còn giải phóng 

oligosaccharide chứa một lượng đáng kể dư lượng fucose đã được disulf hóa 

tại vị trí 2,4. Những dữ liệu này cho thấy enzyme Fhf2∆484 có tiềm năng lớn 

trong việc sản xuất các oligosaccharide có hàm lượng sulfate cao, và có thể là 

ứng cử viên giá trị cho nghiên cứu hoạt tính sinh học của fucoidan [68]. 

1.2.5. Các phương pháp xác định hoạt tính thủy phân của enzyme 

Sau khi thu nhận được enzyme, việc đánh giá hoạt tính của fucoidanase 

là bước quan trọng để xác định khả năng thủy phân fucoidan của enzyme 

cũng như các đặc tính sinh học của sản phẩm phân giải. Hoạt tính của enzyme 

fucoidanase thường được đo bằng cách xác định lượng sản phẩm phân giải 

fucoidan sinh ra trong một khoảng thời gian nhất định. Một trong những 

phương pháp phổ biến là sử dụng sắc ký lỏng hiệu năng cao (HPLC) để phân 

tích các monosaccharide hoặc oligosaccharide được tạo ra từ quá trình thủy 

phân. Phương pháp này cho phép xác định chính xác cấu trúc và lượng các 

phân đoạn fucoidan có trọng lượng phân tử thấp, qua đó đánh giá hoạt tính 

của enzyme [69]. Phương pháp đo quang phổ (spectrophotometry) cũng được 

sử dụng rộng rãi, trong đó sự biến đổi màu sắc của mẫu phản ánh sự phân giải 

của fucoidan. Phương pháp này, mặc dù đơn giản, nhưng mang lại thông tin 

quý giá về hoạt động của enzyme trong các điều kiện khác nhau [70]. 

Bên cạnh đó, phương pháp C-PAGE (Clear-native PAGE) là một kỹ 

thuật phổ biến để xác định hoạt tính thủy phân của enzyme thông qua khả 

năng phân giải các polysaccharide trên gel điện di. Điểm đặc biệt của phương 

pháp này là cho phép trực tiếp quan sát hoạt tính enzyme mà không cần 

nhuộm gel, nhờ sự tạo ra các vùng sáng trên nền gel khi polysaccharide bị 

thủy phân. C-PAGE thường được sử dụng để đánh giá hoạt tính của các 

enzyme thủy phân polysaccharide, chẳng hạn như fucoidanase, agarase, hoặc 

cellulase, trong các nghiên cứu liên quan đến biển hoặc ứng dụng công nghiệp 

[71]. 

1.3.  MỘT SỐ ỨNG DỤNG CỦA FUCOIDANASE 

1.3.1. Công cụ trong nghiên cứu cấu trúc của fucoidan, sulfated 

polysaccharide 

Enzyme fucoidanase đóng vai trò quan trọng trong việc nghiên cứu cấu 
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trúc của fucoidan, một loại PS với nhiều chức năng sinh học đa dạng. 

Fucoidanase được sản xuất bởi các sinh vật biển như vi khuẩn, nấm, và động 

vật biển, hỗ trợ quá trình thủy phân các liên kết glycosidic cụ thể trong cấu 

trúc của fucoidan. Hoạt động này rất cần thiết để làm sáng tỏ sự phức tạp 

trong cấu trúc của fucoidan, bao gồm các mô hình phân nhánh và mức độ 

sulfate hóa, vốn có liên quan mật thiết đến các hoạt tính sinh học của nó [14]. 

Ví dụ, các enzyme được phân lập từ Mariniflexile fucanivorans và 

Pseudoalteromonas citrea đã được sử dụng để nghiên cứu cấu trúc fucoidan 

từ tảo nâu. Những enzyme này giúp các nhà nghiên cứu xác định các tính chất 

chức năng của các mảnh fucoidan, chẳng hạn như khả năng chống ung thư 

hoặc điều hòa miễn dịch, thường phụ thuộc vào mô hình sulfate hóa cụ thể 

[62]. 

Những tiến bộ trong nghiên cứu fucoidanase đã mở rộng khả năng ứng 

dụng chúng trong công nghệ sinh học,  cải thiện hiểu biết về cơ chế xúc tác và 

tiềm năng ứng dụng ở quy mô công nghiệp. Mặc dù vậy, những hiểu biết về 

các enzyme này vẫn còn nhiều hạn chế. Nghiên cứu trong tương lai có thể tập 

trung vào việc thiết kế các fucoidanase với độ bền và hoạt tính cao hơn trong 

các điều kiện khác nhau, mở rộng tiềm năng ứng dụng của chúng trong cả 

nghiên cứu cấu trúc và phát triển liệu pháp. 

1.3.2. Điều chế sulfated polysaccharide trọng lượng phân tử thấp, 

các oligosaccharide 

Ứng dụng của fucoidanase trong điều chế oligosaccharide đặc biệt hấp 

dẫn do khả năng tạo ra hàng loạt các oligosaccharide có cấu trúc khác nhau, 

vốn có tác dụng sinh học mạnh mẽ trong y học, bao gồm khả năng chống 

viêm, chống đông máu, kháng virus, và tiềm năng chống ung thư [14]. Các 

oligosaccharide này không chỉ có hoạt tính sinh học mạnh mà còn không độc 

hại, giúp chúng trở thành ứng viên lý tưởng cho các sản phẩm chăm sóc sức 

khỏe và thực phẩm chức năng. 

Quá trình thủy phân fucoidan bằng fucoidanase có nhiều ưu điểm so với 

phương pháp hóa học thông thường, đặc biệt là khả năng duy trì các nhóm 

sulfate trong sản phẩm cuối, yếu tố quan trọng để đảm bảo hoạt tính sinh học 

của oligosaccharide [72]. Việc bảo tồn cấu trúc sulfate giúp các 
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oligosaccharide duy trì đặc tính sinh học mạnh mẽ, đồng thời enzyme này có 

thể hoạt động ở nhiệt độ và pH ổn định, giúp giảm nguy cơ biến đổi không 

mong muốn trong sản phẩm [14]. 

Nhiều nghiên cứu đã ghi nhận rằng fucoidanase có nguồn gốc từ các vi 

sinh vật biển như vi khuẩn và nấm có hiệu quả cao trong việc thủy phân PS 

thành các phân đoạn có trọng lượng phân tử thấp [61]. Chẳng hạn, enzyme 

fucoidanase từ vi khuẩn Mariniflexile fucanivorans được phát hiện có khả 

năng thủy phân PS một cách hiệu quả, tạo ra các sản phẩm có trọng lượng 

phân tử từ 10 đến 30 kDa, những phân đoạn này cho thấy khả năng kháng 

viêm và chống oxy hóa mạnh mẽ hơn so với PS trước khi thủy phân [62]. 

Tiềm năng của fucoidanase trong việc điều chế các polysaccharide trọng 

lượng phân tử thấp không chỉ giới hạn ở việc cải thiện các đặc tính sinh học 

của PS mà còn mở rộng ứng dụng của các PS này trong y học và công nghiệp 

thực phẩm. Các sản phẩm fucoidan có trọng lượng phân tử thấp được tạo ra 

bởi fucoidanase đã được chứng minh là có khả năng ức chế sự phát triển của 

tế bào ung thư phổi và đại trực tràng trong các thử nghiệm tiền lâm sàng, cho 

thấy tiềm năng to lớn trong việc phát triển các phương pháp điều trị ung thư 

mới [64]. 

Hiện nay, enzyme fucoidanase đã và đang chứng minh được tiềm năng 

to lớn trong việc điều chế các PS có trọng lượng phân tử thấp. Những nghiên 

cứu hiện nay không chỉ giúp mở rộng hiểu biết về fucoidan và các enzyme 

liên quan, mà còn mở ra những cơ hội mới cho việc phát triển các sản phẩm 

chăm sóc sức khỏe và y học mới. Với sự tiến bộ của công nghệ enzyme học 

và sinh học phân tử, tiềm năng ứng dụng của fucoidanase chắc chắn sẽ còn 

tiếp tục được khai thác và phát triển trong tương lai [73,74].  
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Chương 2. ĐỐI TƯỢNG VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

 

2.1. ĐỐI TƯỢNG VÀ VẬT LIỆU NGHIÊN CỨU 

2.1.1. Đối tượng nghiên cứu 

05 (năm) chủng vi khuẩn E.coli BL21 chứa plasmid tái tổ hợp mang 

gene mã hóa fucoidanase thuộc bộ sưu tập Vi sinh vật của Viện Nghiên cứu 

và Ứng dụng công nghệ Nha Trang, được liệt kê ở Bảng 2.1. 

Bảng 2.1. Thông tin chủng vi khuẩn mang vector tái tổ hợp sử dụng trong 

nghiên cứu 

STT 
Fucoidanase 

tái tổ hợp 

Dạng 

enzyme 

Chủng vi 

khuẩn 

Ký hiệu 

fucoidanase 

Trọng lượng 

fucoidanase 

(kDa) 

1 Fhf2 
Endo 1-4 

fucoidanase 

E. coli 

BL21/ 

pET-18b-

fhf2 

F1 46 

2 Mef1 
Endo 1-4 

fucoidanase 

E. coli 

BL21/ 

pET-18b-

mef1 

F2 45 

3 Mef2 
Endo 1-3 

fucoidanase 

E. coli 

BL21/ 

pET-18b-

mef2 

F3 105 

4 Fda1 
Endo 1-3 

fucoidanase 

E. coli 

BL21/ 

pET-18b-

Fda1 

F4 43 

5 Fda2 
Endo 1-3 

fucoidanase 

E. coli 

BL21/ 

pET-18b-

Fda2 

F5 53 
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2.1.2. Vật liệu nghiên cứu 

03 (ba) cơ chất PS (Ba, He và Hs) tách chiết lần lượt từ các loài hải sâm 

Bohadschia argus, Holothuria edulis và Holothuria spinifera. PS từ các loài 

hải sâm nêu trên hiện nay vẫn chưa hoàn toàn xác định được cấu trúc, việc 

xác định đặc tính thủy phân của các fucoidanase tái tổ hợp trên các cơ chất 

này sẽ góp phần làm tường minh cấu trúc của các cơ chất PS từ hải sâm. 

02 (hai) cơ chất fucoidan chiết từ các loài rong nâu Fucus evanescens, 

Sargassum mcclurei được cung cấp bởi phòng Hóa phân tích và triển khai 

công nghệ, Viện Nghiên cứu và Ứng dụng công nghệ Nha Trang. Đây là các 

PS đã xác định được cấu trúc, đóng vai trò là PS đối chứng trong nghiên cứu. 

2.2. THIẾT BỊ, DỤNG CỤ VÀ HÓA CHẤT 

2.2.1. Thiết bị, dụng cụ 

Một số thiết bị chính bao gồm: Tủ ủ lắc, điều chỉnh nhiệt độ (Shaking 

incubator NB -250V); Bộ điện di đứng (Cleaver scientific); Bộ chuyển màng 

lai (Bio-Rad); Cân phân tích (KD-TBED-600); Máy đo quang phổ (DLAB 

SP-UV1100); Máy đo pH (Hanna HI98107); Máy khuấy từ gia nhiệt (Velp 

scientifica);  Máy Vortex (IKA); Máy li tâm  (Hermle Z 446 K); Nồi hấp tiệt 

trùng (Tomy ES-315); Tủ ủ vi sinh 37°C (Memmert); Tủ cấy vô trùng 

(Telstar AV-100)); Tủ mát 4°C (Sanyo); Tủ lạnh -20°C (Sanaky); Tủ lạnh âm 

sâu -80°C (Sanaky); Tủ sấy (France etuves). 

Và một số dụng cụ cơ bản của phòng thí nghiệm vi sinh-sinh học phân tử 

gồm: micropipette, đầu típ, ống nghiệm các thể tích, que cấy, đèn cồn, đĩa 

petri, becher, erlen, bình tia, ống falcon 15ml, 50ml… 

  



19 

 

2.2.2. Hóa chất 

Bảng 2.2. Vật tư hóa chất chính sử dụng trong nghiên cứu 

STT Tên vật tư Xuất xứ hóa chất 

1 Tris base Sigma, Mỹ 

2 Boric-acid Sigma, Mỹ 

3 Bisacrylamide Sigma, Mỹ 

4 Acrylamide Sigma, Mỹ 

5 Phenol red Sigma, Mỹ 

6 Ammonium persulfated (APS) Sigma, Mỹ 

7 
N,N,N,N′-Tetramethylethylenediamine 

(TEMED) 
Sigma, Mỹ 

8 Alcian Blue 8GX  Sigma, Mỹ 

9 Toludine Blue O  Sigma, Mỹ 

10 Kanamycin Mỹ 

11 Arabinose Mỹ 

12 
Chất cảm ứng IPTG (Isopropyl b-D 

thiogalactoside) 
Mỹ 

13 Imidazole Mỹ 

14 Màng lai Polyvinylidene difluoride (PVDF) Mỹ 

15 
Monoclonal antipolyHistidine peroxidase-

conjugated antibody  

Sigma-Aldrich, 

Steinheim, Germany 

16 Kit thuốc nhuộm AEC Kit  
Sigma-Aldrich, 

Steinheim, Germany 
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2.3. THỜI GIAN VÀ ĐỊA ĐIỂM NGHIÊN CỨU 

Thời gian nghiên cứu: từ tháng 02 năm 2024 đến tháng 11 năm 2024 

Địa điểm nghiên cứu: tại phòng thí nghiệm Vi sinh vật biển, Trung tâm 

Nghiên cứu tiên tiến và sáng tạo Hòn Chồng, Viện Nghiên cứu và Ứng dụng 

công nghệ Nha Trang – Viện Hàn lâm Khoa học và Công nghệ Việt Nam. 

2.4. PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.4.1. Sơ đồ nghiên cứu chung 

 

Hình 2.1. Sơ đồ các nội dung nghiên cứu chính của đề tài 

 

- Biểu hiện enzyme 
- Thu nhận enzyme t 
- Tinh sạch enzyme 
- Tinh sạch enzyme 

Thử nghiệm, xác định hoạt tính thủy phân PS từ 
hải sâm bằng enzyme tái tổ hợp thu nhận được. 

Khảo sát ảnh hưởng của thời gian, nồng độ canxi 
(Ca2+), nhiệt độ, pH đến hoạt tính của fucoidanase 

05 (năm) chủng vi khuẩn: E. coli BL21/pET-18b-fhf2; E. 
coli BL21/pET-18b-mef1; E. coli BL21/pET-18b-mef2; E. 
coli BL21/ pET-18b-Fda1; E. coli BL21/ pET-18b-Fda2 
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Hình 2.2. Sơ đồ các bước thu nhận fucoidanase tái tổ hợp 

2.4.2. Phương pháp biểu hiện, thu nhận và tinh sạch fucoidanase tái 

tổ hợp 

2.4.2.1. Biểu hiện và thu nhận fucoidanase tái tổ hợp 

Fucoidanase tái tổ hợp được biểu hiện và thu nhận theo các bước cơ bản 

của kỹ thuật biểu hiện gene:  

- Từ các ống giống gốc, các chủng vi khuẩn được hoạt hóa trong môi trường 

LB chứa các loại kháng sinh với nồng độ tương ứng, ở điều kiện 37°C, 18 

giờ, tốc độ lắc 180 vòng/phút. 

- Sau đó cấy chuyền với tỷ lệ 1/100 (v/v) và nuôi cấy ở điều kiện 37°C, 18 

giờ, tốc độ lắc 180 vòng/phút cho đến khi OD600 nm đạt giá trị trong khoảng 

0,6 đến 0,8 thì tiến hành cảm ứng. 

- Cảm ứng biểu hiện bằng chất cảm ứng Isopropyl β-D-1-

thiogalactopyranoside (IPTG), nồng độ cuối đạt 1mM, tiếp tục nuôi cấy lắc 

180 vòng/phút, ở nhiệt độ 37°C, 18 giờ. 

- Sinh khối tế bào được thu nhận bằng cách ly tâm dịch nuôi cấy với tốc độ 

8000 vòng/phút, ở 4°C trong 15 phút. Sinh khối sẽ được cân khối lượng và 

bảo quản ở -20°C, cho các bước nghiên cứu tiếp theo. 

Các chủng vi khuẩn E.coli mang vector tái tổ hợp pET-18b-fhf2, pET-18b-

mef1, pET-18b-mef2, pET-18b-fda1 và pET-18b-fda2 tổng hợp các fucoidanase 

tương ứng Fhf2 (F1), Mef1 (F2), Mef2 (F3), Fda1 (F4) và Fda2 (F5) được hoạt 

hóa và biểu hiện theo điều kiện đã được công bố [67,10,66,65], liệt kê chi tiết ở 

Bảng 2.3. 

Sinh khối tế 
bào  

Thu dịch nổi Enzyme thô 

Phá vỡ tế bào bằng 
sóng siêu âm 

Ly tâm 
lạnh 

Lọc qua màng với 
kích thước lỗ 0,22 

µm 



22 

 

Bảng 2.3. Điều kiện biểu hiện của các chủng vi khuẩn tái tổ hợp 

Fucoidanase 

Điều kiện biểu hiện 

Môi 

trường 

Nồng độ 

kháng sinh 

OD600 

nm 

Nồng độ 

cảm ứng 

(IPTG) 

Điều kiện 

nuôi cấy 

F1  

LB 

50 µg/mL 

kanamycin, 34 

µg/mL 

chloramphenicol 

và arabinose 

0,05% (w/v) 

0,6 - 

0,8 
1 mM 

Nuôi cấy 

lắc180 

vòng/phút;18 

giờ, 20oC 

F2 

F3 100 µg/mL 

ampicillin, 34 

µg/mL 

chloramphenicol F4 

F5 

100 µg/mL 

ampicillin, 34 

µg/mL 

chloramphenicol 

và arabinose 

0,05% (w/v) 

Kiểm tra khả năng biểu hiện bằng các phân tích mẫu sinh khối thông qua 

kỹ thuật điện di trên gel polyacrylamide (SDS-PAGE) và lai Western blot. 

2.4.2.2. Tinh sạch fucoidanase tái tổ hợp 

Sinh khối vi khuẩn sau biểu hiện sẽ được hòa tan lại trong dung dịch 

đệm chiết 20 mM Tris-HCl, 250 mM NaCl, 20 mM Imidazole, pH 7,4, 

lysozyme 0,2 mg/mL. Tiến hành phá vỡ tế bào bằng sóng siêu âm (dòng máy 

UP400S Hielscher, Teltow, Đức) với cường độ 100%, chu kỳ siêu âm 30 

giây, nghỉ 20 giây, ở 4°C, tổng thời gian siêu âm là 2 phút. Sau đó, ly tâm hỗn 

hợp dịch tế bào với tốc độ 20000 vòng/phút, trong 30 phút, ở 4°C, thu dịch 
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nổi và lọc qua màng có kích thước lỗ 0,22 μm để loại bỏ xác tế bào. Phần dịch 

qua màng thu được là enzyme thô, được sử dụng làm nguồn nguyên liệu để 

tiến hành tinh sạch.  

Enzyme fucoidanase được tinh sạch bằng cột Sepharose Histrap HP (GE 

Healthcare, Uppsala, Thụy Điển), chứa Nikel (Ni2+) làm chất mang. Dung 

dịch rửa giải 20 mM Tris-HCl, 250 mM NaCl, pH 7,4, với nồng độ Imidazole 

tăng dần từ 20 đến 500 mM. Dịch enzyme sau khi qua cột Nikel, sẽ được thu 

nhận thành các phân đoạn. Kiểm tra độ tinh sạch của các phân đoạn bằng kỹ 

thuật SDS-PAGE và lai Western blot. 

Các phân đoạn enzyme tiếp tục được loại muối và Imidazole bằng cột 

PD10 (GE Healthcare, Uppsala, Thụy Điển), được tiến hành theo hướng dẫn 

của nhà sản xuất. 

Các bước tinh sạch enzyme fucoidanase đều phải được thực hiện ở 4°C 

để không gây ảnh hưởng đến cấu trúc và hoạt tính của chúng [75,10,54]. 

Enzyme fucoidanase sau tinh sạch, được tiến hành xác định hàm lượng 

protein theo phương pháp Lowry, sau đó chia nhỏ thể tích vào các ống 

eppendoft và bảo quản ở -80°C để thực hiện các nghiên cứu tiếp theo. 

2.4.3. Phương pháp thử hoạt tính của fucoidanase tái tổ hợp 

2.4.3.1. Thử nghiệm hoạt tính của fucoidanase tái tổ hợp trên cơ chất 

đặc hiệu 

Hoạt tính của các fucoidanase tái tổ hợp thu nhận được xác định trên các 

cơ chất fucoidan chiết từ các loài rong nâu F. evanescens và S. mcclurei là các 

fucoidan đã được xác định cấu trúc và có chứa liên kết (1→3) và (1→4) giữa 

các phân tử fucose trong mạch chính. Hoạt tính enzyme được xác định bằng 

phương pháp C-PAGE (chi tiết trong mục 2.4.5.). 

2.4.3.2. Thử nghiệm hoạt tính của fucoidanase tái tổ hợp trên cơ chất 

sulfated polysaccharide từ hải sâm 

Cơ chất PS sử dụng trong nghiên cứu này là Ba, He và Hs tách chiết lần 

lượt từ 3 loài hải sâm B. argus, H. edulis và H. Spinifera sống ở vùng biển 

Việt Nam và là các PS chưa tường minh trong cấu trúc. Hỗn hợp phản ứng 

giữa fucoidanase và cơ chất được ủ theo điều cơ bản, gồm: 1 mg/mL cơ chất 

PS và 0,1 mg/mL enzyme fucoidanase trong đệm cơ bản (10 mM Tris-HCl 
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pH 7,5; 50 mM NaCl; 10 mM CaCl₂) ở 30°C trong 24 giờ. Phản ứng dừng lại 

bằng cách gia nhiệt ở 85°C trong 10 phút. Khả năng bẻ ngắn mạch PS được 

xác định bằng phương pháp C-PAGE (chi tiết nêu ở mục 2.4.5.). 

2.4.4. Phương pháp nghiên cứu một số yếu tố ảnh hưởng đến hoạt 

tính fucoidanase tái tổ hợp 

Xác định ảnh hưởng thời gian đến hoạt tính của fucoidanase 

Ảnh hưởng của thời gian phản ứng đến hoạt tính của fucoidanase: sau 

khi xác định được cơ chất PS mà enzyme fucoidanase tái tổ hợp có thể xúc 

tác, phản ứng thủy phân sẽ được thực hiện ở điều kiện phản ứng cơ bản ở các 

khoảng thời gian khác nhau: 0, 5, 10, 15, 30, 60, 120 phút. 

Xác định ảnh hưởng nồng độ canxi (Ca2+)  đến hoạt tính của 

fucoidanase 

Ảnh hưởng của nồng độ canxi (Ca2+) đến hoạt tính của fucoidanase: sau 

khi xác định được cơ chất PS, thời gian phản ứng thích hợp, phản ứng thủy 

phân sẽ được thực hiện ở điều kiện phản ứng cơ bản ở các nồng độ Canxi 

(Ca2+) khác nhau: 0, 2, 5 mM. 

Xác định ảnh hưởng nhiệt độ đến hoạt tính của fucoidanase 

Ảnh hưởng của nhiệt độ đến hoạt tính của fucoidanase: sau khi xác định 

được cơ chất PS, thời gian phản ứng và nồng độ Canxi (Ca2+) thích hợp, phản 

ứng thủy phân sẽ được thực hiện ở điều kiện phản ứng cơ bản ở các điểm 

nhiệt độ khác nhau: 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45°C. 

Xác định ảnh hưởng pH đến hoạt tính của fucoidanase 

Ảnh hưởng của nhiệt độ đến hoạt tính của fucoidanase: sau khi xác định 

được cơ chất PS, thời gian phản ứng, nồng độ Canxi (Ca2+) và nhiệt độ phản 

ứng thích hợp, phản ứng thủy phân sẽ được thực hiện ở điều kiện phản ứng cơ 

bản ở các điểm pH khác nhau: Từ pH 2 đến pH 10. 

2.4.5. Các kỹ thuật sử dụng 

2.4.5.1. Xác định nồng độ protein bằng phương pháp Lowry 

Nguyên tắc: Phương pháp này dựa trên cơ sở phức chất đồng protein khử 

hỗn hợp photphomolipden–photphovonphramat (thuốc thử Folin–ciocalteu) 
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tạo phức chất màu xanh da trời có độ hấp thụ cực đại ở bước sóng 660nm. 

Cường độ màu của hỗn hợp phản ứng tỉ lệ thuận với nồng độ protein trong 

một phạm vi nhất định. Dựa vào mức độ hấp thụ quang học của protein 

chuẩn, có thể xác định được hàm lượng protein trong mẫu nghiên cứu [76]. 

Chất chuẩn là Albumin huyết thanh bò (BSA-Bovine Serium Albumin) 

có nồng độ gốc là 1 mg/mL. 

2.4.5.2. Xác định trọng lượng phân tử và độ tinh sạch của fucoidanase 

tái tổ hợp bằng phương pháp điện đi SDS-PAGE và Western blot 

Điện di protein trên gel polyacrylamide có chứa SDS được tiến hành 

theo phương pháp của Laemmli và cộng sự [77]. Sử dụng hỗn hợp protein 

Precision Plus Protein™ Unstained Protein Standard (Bio-Rad, Hercules, CA, 

USA) làm thang chuẩn protein. 

Enzyme tái tổ hợp được phân tách bằng điện di SDS-PAGE theo phương 

pháp nêu trên, được phát hiện bằng phương pháp Western blot. Sử dụng màng 

Polyvinylidene difluoride (PVDF) và kháng thể monoclonal anti-

polyHistidine peroxidase-conjugated antibody làm yếu tố chỉ thị. Fucoidanase 

tái tổ hợp gắn kết với kháng thể đặc hiệu được phát hiện bằng Kit AEC 

(Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany), sử dụng theo hướng dẫn của nhà sản 

xuất. 

2.4.5.3. Hoạt tính thủy phân PS của enzyme fucoidanase được xác 

định dựa trên phương pháp điện di carbohydrate trên gel polyacrylamide 

(C-PAGE) [49]. 

Đánh giá khả năng thủy phân và đặc tính xúc tác của fucoidanase tái tổ 

hợp bằng cách so sánh phổ sản phẩm xuất hiện trên gel C-PAGE so với mẫu 

chuẩn. Mẫu chuẩn là sản phẩm sau thủy phân của enzyme fucoidanase FFA2 

trên cơ chất fucoidan từ rong F. evanescens, đã được xác định cấu trúc và 

kích thước phân tử. 

Quy trình thực hiện bao gồm: Dịch thủy phân được pha với dung dịch 

đệm tải (20% glycerol và 0,025 phenol đỏ)theo tỷ lệ 1:1 và chuẩn bị cho chạy 

C-PAGE bằng cách nạp 6 μL mẫu lên gel polyacrylamide 20% (độ dày gel 1 

mm), đệm chạy điện di là Tris-borate 100mM, pH 8,3, thời gian điện di là 1 

giờ. Sau khi chạy điện di, gel được nhuộm lần đầu với dung dịch chứa 0,055 
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alcian blue 8 GX trong 2% axit acetic trong 45 phút, sau đó là với dung dịch 

0,01% O-toludine blue trong 50% ethanol và 1% axit acetic trong 1 giờ. Bảng 

gel sau đó được giải nhuộm bằng nước cất đến khi thấy rõ các vạch 

oligosaccharide.  
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Chương 3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

 

3.1. KẾT QUẢ BIỂU HIỆN, THU NHẬN VÀ TINH SẠCH 

FUCOIDANASE TÁI TỔ HỢP 

3.1.1. Kết quả biểu hiện fucoidanase tái tổ hợp 

Fucoidanase tái tổ hợp F1, F2, F3, F4 và F5 được cảm ứng biểu hiện lần 

lượt từ các chủng E. coli BL21/pET-18b-fhf2, E. coli BL21/pET-18b-Mef1, E. 

coli BL21/pET-18b-Mef2, E. coli BL21/pET-18b-Fda1, E. coli BL21/pET-

18b-Fda2 như mô tả ở Bảng 2.3 trong phần phương pháp Mục 2.4.2. Các 

mẫu sinh khối sau biểu hiện được thu nhận và phân tích sự biểu hiện bằng 

phương pháp SDS-PAGE và lai Western blot. Kết quả kiểm tra khả năng biểu 

hiện các fucoidanase tái tổ hợp F1, F2, F3, F4 và F5 của các chủng tương ứng 

thể hiện ở Hình 3.1. 

Trên bản điện di SDS-PAGE, các vệt protein màu xanh ở các vị trí khác 

nhau đại diện cho sinh khối protein từ các chủng E. coli biểu hiện fucoidanase 

F1, F2, F3, F4 và F5. Các vệt này phù hợp với kích thước dự đoán của từng 

enzyme: F1 (46 kDa), F2 (45 kDa), F3 (105 kDa), F4 (43 kDa) và F5 (53 

kDa) (Hình 3.1). Việc xác định được kích thước của từng băng protein này 

cho thấy các chủng E. coli BL21 mang vector pET-18b có khả năng đã biểu 

hiện thành công các fucoidanase mong muốn khi được cảm ứng bằng IPTG. 

Kết quả ban đầu cho thấy mỗi loại fucoidanase có khả năng đã được biểu hiện 

thành công trong sinh khối tế bào. Sự xuất hiện của các băng protein ở các 

kích thước khác nhau cũng cho thấy rằng các điều kiện biểu hiện và cảm ứng 

đã đáp ứng tốt yêu cầu về sự ổn định của protein trong hệ thống vi khuẩn.  

Kết quả Western blot là bằng chứng về sự biểu hiện của các fucoidanase 

tái tổ hợp nhờ vào sự hiện diện của các băng protein chứa đuôi His-tag tại các 

vị trí có khối lượng phân tử tương ứng với từng enzyme mục tiêu. Khi sử 

dụng kháng thể đặc hiệu nhận diện đuôi His-tag, các băng protein đặc trưng 

xuất hiện ở vị trí của fucoidanase F1 (46 kDa), F2 (45 kDa), F3 (105 kDa), F4 

(43 kDa) và F5 (53 kDa) (Hình 3.1), cho thấy các enzyme tái tổ hợp không 

chỉ được biểu hiện hiệu quả mà còn giữ nguyên đuôi His-tag cần thiết cho các 

bước tinh sạch tiếp theo bằng sắc ký ái lực trên cột niken (Ni²⁺). 
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Dựa vào kết quả phân tích điện di SDS-PAGE và lai Western blot chứng 

tỏ việc thực hiện quá trình nuôi cấy và biểu hiện theo các điều kiện đã được 

nêu ở phần phương pháp, cả 05 chủng vi khuẩn E. coli BL21 mang vector tái 

tổ hợp pET-18b-fhf2, pET-18b-Mef1, pET-18b-Mef2, pET-18b-Fda1, pET-

18b-Fda2 đều đã sản sinh được các protein mục tiêu, đó là các fucoidanase tái 

tổ hợp F1, F2, F3, F4 và F5 với kích thước tương ứng, lần lượt là 46, 45, 105, 

43 và 53 kDa. Kết quả này là tương đồng và phù hợp với khối lượng phân tử 

với các enzyme fucoidanase fhf2 [68], Mef1 [65], Mef2 [66], Fda1 và Fda2 

[67] đã được công bố trước đó. Vì vậy, các mẫu sinh khối này đã được thu 

nhận và bảo quản ở -20°C để thực hiện các nghiên cứu tiếp theo. 

Như vậy, kết quả biểu hiện và phân tích trên SDS-PAGE và Western 

blot không chỉ cho thấy thành công trong biểu hiện các fucoidanase tái tổ hợp 

mà còn cung cấp cơ sở quan trọng cho bước thu nhận và tinh sạch enzyme. 

Các enzyme được biểu hiện đúng kích thước và có khả năng phản ứng đặc 

hiệu với kháng thể, cho thấy hệ thống biểu hiện đang hoạt động ổn định, đáng 

tin cậy cho các thí nghiệm tiếp theo. Việc này cũng giúp tối ưu hóa quy trình 

sản xuất fucoidanase tái tổ hợp, tiết kiệm thời gian và tăng hiệu suất cho các 

nghiên cứu sau này. 
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Hình 3.1. Kiểm tra biểu hiện các fucoidanase tái tổ hợp bằng phương pháp 
SDS-PAGE và lai Western blot 

Trong đó: Kết quả SDS-PAGE (A1, B1, C1, D1, E1) lần lượt của 

Fucoidanase (F1, F2, F3, F4, F5); Kết quả Western blot (A2, B2, C2, D2, E2) 

với kích thước tương ứng 46, 45, 105, 43 và 53 kDa lần lượt của Fucoidanase 

(F1, F2, F3, F4, F5); (M): Thang chuẩn protein. 
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3.1.2. Kết quả thu nhận và tinh sạch fucoidanase tái tổ hợp  

Quy trình thu nhận và tinh sạch fucoidanase tái tổ hợp được thực hiện 

qua nhiều bước nhằm đảm bảo độ tinh sạch cao và bảo toàn hoạt tính enzyme. 

Sau khi biểu hiện enzyme thành công trong E. coli, quá trình phá vỡ tế bào 

bằng sóng siêu âm và ly tâm lạnh được tiến hành để tách enzyme khỏi tế bào 

chủ, phù hợp với các enzyme nội bào (intra cellular, soluble enzyme) nhạy 

cảm. Dịch enzyme thô được lọc qua màng 0,22 μm để loại bỏ tạp chất bằng 

phương pháp cụ thể đã được nêu ở Mục 2.4. Kết quả thu nhận enzyme thô của 

năm loại fucoidanase tái tổ hợp (F1, F2, F3, F4, F5) được trình bày chi tiết 

trong Bảng 3.1.  

Bảng 3.1. Kết quả thu nhận dịch enzyme thô của 5 loại fucoidanase tái tổ hợp 

Fucoidanase Thể tích 

lên men 

(Lít) 

Sinh khối 

tế bào 

(gram) 

Dịch 

enzyme 

thô (mL) 

Hàm lượng 

protein 

(mg/mL) 

Protein 

tổng số 

(mg) 

F1 3 95 40 1,56 62,4 

F2 3 120 52 1,89 98,28 

F3 3 77 37 1,43 52,91 

F4 3 104 45 1,67 75,15 

F5 3 98 40 1,75 70 

Kết quả từ Bảng 3.1 cho thấy, với cùng thể tích lên men (3 lít), lượng 

sinh khối tế bào thu được sau quá trình biểu hiện ở các chủng có sự khác 

nhau. Trong đó, sinh khối tế bào chủng vi khuẩn E. coli BL21/pET-18b-Mef1 

(F2) thu được là cao nhất đạt 120 gram, thấp nhất là sinh khối tế bào chủng  

E. coli BL21/pET-18b-Mef2 (F3) đạt 77 gram. Kết quả này cũng tương đồng 

với công bố của Maria và cộng sự [65] khi đã biểu hiện thành công 

fucoidanase Mef1 (F2), có trọng lượng phân tử 45 kDa và cấu trúc phân tử chỉ 

chứa trung tâm hoạt động D1 của fucoidanase, ở mức độ biểu hiện rất cao với 

cùng điều kiện nuôi cấy. Trong khi đó, nghiên cứu biểu hiện fucoidanase 

Mef2 (F4), có trọng lượng phân tử 105 kDa và cấu trúc phân tử không chỉ 
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chứa trung tâm hoạt động D1 của fucoidanase mà còn bao gồm các vùng chức 

năng khác như vùng Cadherin-like domain (IPR003343), galactose binding-

like domain (IPR000421) hay vùng Type IX secretion system (IPR026444) 

[66] cho thấy việc biểu hiện fucoidanase này ở mức độ không cao, cần được 

xem xét thiết kế lại cấu trúc phân tử protein trước khi tiến hành tái tổ hợp. 

Vì các fucoidanase tái tổ hợp trong nghiên cứu đều đã được thiết kế 

mang đuôi Histidin nên các enzyme fucoidanase thô sẽ tiếp tục được tinh sạch 

bằng phương pháp sắc ký ái lực trên cột Nikel (Ni2+). Điều này cho phép loại 

bỏ các protein tạp không bám hoặc bám yếu trên cột, giúp thu nhận enzyme 

mục tiêu với độ tinh sạch cao. Các protein mục tiêu bám dính trên cột, sẽ 

được thu nhận thành các phân đoạn tương ứng bằng cách sử dụng đệm rửa với 

nồng độ Imidazole tăng dần từ 50 đến 300 mM. Các phân đoạn protein thu 

nhận được sau khi qua cột Nikel sẽ được phân tích và đánh giá độ tinh sạch 

bằng phương pháp điện di SDS-PAGE và lai Western blot (Hình 3.2). 

Phân tích kết quả trên gel điện di SDS-PAGE và màng lai Western blot 

(Hình 3.2) cho thấy: dịch enzyme thô (1) và dịch rửa giải (2) là một hỗn hợp 

rất nhiều protein có kích thước khác nhau được biểu hiện bằng các vệt màu 

đậm trên gel SDS-PAGE; tuy nhiên trên màng lai Western blot vệt màu đỏ 

tương ứng với trọng lượng phân tử mục tiêu của fucoidanase tái tổ hợp chỉ 

xuất hiện ở mẫu dịch enzyme thô (1) mà không (hoặc rất khó) phát hiện ở 

dịch rửa giải (2). Điều này được giải thích là do các fucoidanase mục tiêu 

trong dịch enzyme thô có chứa đuôi His-tag nên đã liên kết với hạt nhựa 

Nikel của cột tinh sạch, bám dính trên cột và không bị rửa trôi khỏi cột ở 

nồng độ Imidazole 20 mM. 
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Hình 3.2. Kết quả tinh sạch 05 fucoidanase tái tổ hợp (F1, F2, F3, F4, F5) 
được xác định bằng phương pháp SDS-PAGE và lai Western blot 

Trong đó: (1) dịch enzyme thô; (2) dịch rửa qua cột; (3, 4, 5, 6, 7): các phân 

đoạn thu nhận ở nồng độ Imidazole 50, 100, 150, 200 và 300 mM. 

Trong khi phần lớn các protein tạp nhiễm đã được loại bỏ khỏi cột sau 

quá trình rửa giải. Đối với các mẫu phân đoạn thu nhận (3), (4), (5), (6), (7) ở 

F1: 46 kDa F2: 46 kDa 
SDS-PAGE Western blot SDS-PAGE Western blot 

F3: 105 kDa F4: 43 kDa 
SDS-PAGE Western blot SDS-PAGE Western blot 

F5: 53 kDa 
SDS-PAGE Western blot 
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nồng độ Imidazole tăng dần tương ứng 50, 100, 150, 200, 300 mM cho thấy, 

ở nồng độ Imidazole 50 mM cơ bản chưa thể phân tách fucoidanase tái tổ hợp 

ra khỏi cột, fucoidanase tái tổ hợp chỉ bắt đầu được phát hiện khi tăng nồng 

độ Imidazole cao hơn như 100, 150, 200 mM. Với nồng độ Imidazole cao 

nhất là 300 mM vẫn có khả năng tách rửa các fucoidanase tái tổ hợp, tuy 

nhiên kết quả Western blot gần như không phát hiện được vệt màu tại vị trí 

tương ứng với trọng lượng phân tử của các fucoidanase tái tổ hợp, điều này lý 

giải là vì các fucoidanase tái tổ hợp đã được rửa giải hoàn toàn ở nồng độ thấp 

hơn sử dụng trước đó (Hình 3.2). 

Bên cạnh kiểm tra độ tinh sạch bằng phương pháp điện di SDS-PAGE và 

lai Western blot, hàm lượng protein ở mỗi phân đoạn thu nhận được cũng 

được xác định bằng phương pháp Lowry. Kết quả được thể hiện ở Bảng 3.2. 

Bảng 3.2. Kết quả xác định hàm lượng protein ở các phân đoạn  thu nhận 

được của các fucoidanase tái tổ hợp 

Fucoidanase 

Hàm lượng protein (mg/mL) thu nhận sau khi qua cột 

tinh sạch tương ứng với nồng độ Imidazole 

50 mM 100 mM 150 mM 200 mM 300 mM 

F1 0,024 1,576 1,257 0,454 0,183 

F2 0,065 1,839 1,602 0,327 0,016 

F3 0,132 1,384 1,035 0,862 0,054 

F4 0,069 1,432 1,971 1,003 0,258 

F5 0,018 1,548 1,672 0,432 0,014 

Kết quả từ Bảng 3.2 cho thấy, hàm lượng protein ở tất cả các mẫu 

fucoidanase đều có cùng xu hướng, phân đoạn Imidazole 50 mM đã có thể 

tách rửa được protein ra khỏi cột tinh sạch nhưng rất ít, hàm lượng protein ở 

các mẫu chỉ từ 0,024 đến 0,132 mg/mL. Ở nồng độ Imidazole 100 và 150 

mM, quá trình tách rửa diễn ra nhanh hơn và mạnh hơn, nên hàm lượng 

protein thu được ở các phân đoạn này của các mẫu đều tăng và đạt cực đại từ 

1,035 đến 1,971 mg/mL. Hàm lượng protein sau đó giảm nhanh chóng ở các 
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phân đoạn có nồng độ Imidazole 200 và 300 mM, chỉ còn dao động trong 

khoảng từ 0,014 đến 1,003 mg/mL. 

Dựa trên phân tích kết quả điện di SDS-PAGE và lai Western blot (Hình 

3.2) và hàm lượng protein của các phân đoạn thu nhận được (Bảng 3.2), cùng 

với mục đích thu nhận được fucoidanase tái tổ hợp có độ tinh sạch cao, hàm 

lượng protein cao, chúng tôi đã chọn 2 phân đoạn có nồng độ Imidazole là 

100 mM và 150 mM ở mỗi mẫu fucoidanase để thu nhận mẫu fucoidanase 

tinh sạch, thực hiện các nghiên cứu tiếp theo.  

3.1.3. Kết quả đánh giá hoạt tính của fucoidanase tái tổ hợp trên cơ 

chất đặc hiệu 

Trong các kết quả nghiên cứu đã được công bố, các fucoidanase tái tổ 

hợp F1, F2, F3, F4 và F5 đã được xác định liên kết xúc tác và cơ chất đặc 

hiệu tương ứng (Bảng 3.3), vì vậy trong nghiên cứu này, để có thể đánh giá 

hoạt tính của các enzyme trên sau quá trình tinh sạch, chúng tôi đã tiến hành 

thiết lập lại các phản ứng thủy phân theo đúng cơ chất đặc hiệu và điều kiện 

xúc tác tương ứng cho từng fucoidanase, đã nêu ở Mục 2.4.4. Sau đó phân 

tích kết quả bằng phương pháp điện di C-PAGE (Hình 3.3). 

Bảng 3.3. Liên kết xúc tác và cơ chất đặc hiệu của các fucoidanase tái tổ hợp 

F1, F2, F3, F4 và F5 

Fucoidanase Liên kết xúc tác Cơ chất đặc hiệu TLTK 

F1 Endo (1→4) F. evanescens [5] 

F2 Endo (1→4) F. evanescens [1] 

F3 Endo (1→3) F. evanescens [2] 

F4 Endo (1→3) S. mcclurei [6] 

F5 Endo (1→3) S. mcclurei [6] 

Kết quả C-PAGE ở Hình 3.3 cho thấy, tất cả 5 fucoidanase tái tổ hợp 

sau quá trình tinh sạch đều thể hiện hoạt tính trên cơ chất đặc hiệu tương ứng 

(F1, F2 và F3 hoạt động trên cơ chất F. evanescens, F4, F5 hoạt động trên cơ 

chất S. mcclurei). Sản phẩm tạo thành là các oligo-fucoidan có trọng lượng 
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phân tử thấp hơn, di chuyển về phía dưới và phân bổ khắp bề mặt bảng gel 

điện di. 

 

Hình 3.3. Kết quả xác định hoạt tính các fucoidanase tái tổ hợp trên cơ chất 

đặc hiệu tương ứng 

Trong đó: (M): mẫu chuẩn oligo-fucoidan; (F1): dịch phản ứng của 

fucoidanase F1 trên cơ chất F. evanescens; (F2): dịch phản ứng của 

fucoidanase F2 trên cơ chất F. evanescens; (F3): dịch phản ứng của 

fucoidanase F3 trên cơ chất F. evanescens; (F4): dịch phản ứng của 

fucoidanase F4 trên cơ chất S. mcclurei; (F5): dịch phản ứng của fucoidanase 

F5 trên cơ chất S. mcclurei. 
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Fucoidanase F1, F2 và F3 mặc dù cùng hoạt động trên cơ chất đặc hiệu 

là F. evanescens, nhưng lại xúc tác thủy phân các liên kết khác nhau: F1 và 

F2 xúc tác thủy phân liên kết đường fucose (1→4), trong khi đó F3 xúc tác 

thủy phân liên kết đường fucose (1→3) trong mạch chính của cơ chất 

fucoidan, vì vậy mà sản phẩm tạo thành của F3 sẽ có sự khác biệt so với F1 

và F2. Điều này cũng đã được thể hiện qua kết quả điện di C-PAGE ở Hình 

3.3, khi phổ sản phẩm của F3 có khác biệt so với F1 và F2. 

Như vậy, dựa trên các kết quả và phân tích nêu trên, chúng tôi đã thu 

nhận được 5 fucoidanase tái tổ hợp F1, F2, F3, F4, F5 có hoạt tính mạnh và 

độ tinh sạch cao. Các enzyme này được chia nhỏ và bảo quản ở -20°C để thực 

hiện các nghiên cứu tiếp theo. 

3.2. KẾT QUẢ THỬ NGHIỆM HOẠT TÍNH THỦY PHÂN SULFATED 
POLYSACCHARIDE TỪ HẢI SÂM CỦA CÁC FUCOIDANASE TÁI 
TỔ HỢP 

Trong nghiên cứu này, hoạt tính thủy phân PS từ ba loài hải sâm B. 

argus, H. edulis và H. spinifera của các fucoidanase F1, F2, F3, F4 và F5 

được đánh giá để xác định khả năng phân cắt các liên kết đặc trưng của từng 

loại enzyme trên các cơ chất có cấu trúc khác nhau. Các phản ứng xúc tác 

được thực hiện ở 30°C trong 24 giờ, dừng phản ứng bằng cách gia nhiệt đến 

85°C trong vòng 10 phút. Kiểm tra khả năng phân cắt của các fucoidanase tái 

tổ hợp trên cơ chất PS từ hải sâm bằng phương pháp điện di trên gel 

polyacrylamide (C-PAGE). Kết quả được trình bày và phân tích ở Hình 3.4 

và Bảng 3.4. 

So sánh hoạt tính thủy phân của các fucoidanase F1, F2, F3, F4 và F5: 

Kết quả điện di C-PAGE cho thấy, đối với cơ chất PS từ B. argus và H. 

edulis, không có sự thay đổi nào giữa mẫu cơ chất và các mẫu dịch sau phản 

ứng với cả 5 fucoidanase (Hình 3.4A và 3.4B), điều này cho thấy F1, F2, F3, 

F4 và F5 đều không có khả năng xúc tác phân cắt mạch PS từ các loài hải sâm 

này. Đối với cơ chất còn lại là PS từ H. spinifera, kết quả nghiên cứu cho thấy 

cơ chất này bị phân cắt bởi ba fucoidanase là F3, F4 và F5, tạo ra các sản 

phẩm có trọng lượng phân tử thấp hơn và di chuyển xa hơn trên gel điện di 

(Hình 3.4C).  
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Sự khác biệt rõ ràng trong hoạt tính của F3, F4 và F5 so với F1 và F2 

trên cơ chất PS từ H. spinifera phản ánh tính đặc hiệu của các enzyme này với 

liên kết fucose trong cơ chất. 

 

Hình 3.4. Kết quả thử nghiệm hoạt tính thủy phân PS từ hải sâm của 

fucoidanase tái tổ hợp bằng phương pháp C-PAGE 

Trong đó: (A) (B) (C): kết quả phản ứng thủy phân trên cơ chất PS từ hải sâm 

B. argus (Ba), H. edulis (He) và H. spinifera (Hs); (CBa), (CHe), (CHs): cơ chất 

PS từ hải sâm B. argus, H. edulis và H. spinifera; M: thang chuẩn oligo-

fucoidan; F1, F2, F3, F4, F5: dịch phản ứng của các fucoidanase tái tổ hợp 

F1, F2, F3, F4, và F5 trên cơ chất tương ứng. 
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Sự đặc hiệu của enzyme với các liên kết fucose (1→3) và (1→4): 

Bên cạnh đó, trên cơ sở kết quả phân tích hoạt tính ở Bảng 3.4 còn cho 

thấy, cả 3 fucoidanase F3, F4 và F5 có khả năng thủy phân cơ chất PS Hs, đều 

là các endo-(1→3) fucoidanase. Trong khi các enzyme F1 và F2 không thể 

hiện hoạt tính trên cùng cơ chất Hs là các endo-(1→4) fucoidanase.  

Sự phân bố hoạt tính thủy phân của các fucoidanase cho thấy F3, F4 và 

F5 là các endo-(1→3) fucoidanase, phù hợp với liên kết fucose (1→3) có 

trong PS từ H. spinifera, trong khi F1 và F2 là các endo-(1→4) fucoidanase 

không thể xúc tác thủy phân trên cùng cơ chất này. Kết quả này cho thấy rằng 

PS từ H. spinifera có chứa các liên kết fucose (1→3) trong mạch chính, tạo 

điều kiện thuận lợi cho hoạt động của các enzyme F3, F4 và F5, nhưng có thể 

cũng chứa một số liên kết (1→4), tuy nhiên lại bị cản trở về mặt không gian 

xúc tác bởi các nhóm chức nên F1 và F2 không thể tiếp cận để xúc tác thủy 

phân liên kết này, do đó không xuất hiện hoạt tính trên gel C-PAGE. 

Bảng 3.4. Kết quả phân tích khả năng thủy phân PS từ hải sâm của 

fucoidanase tái tổ hợp 

 Cơ chất sulfated polysaccharide từ hải sâm 

Fucoidanase và  

liên kết xúc tác đặc 

hiệu 

Bohadschia 

argus 

(Ba) 

Holothuria 

edulis 

(He) 

Holothuria 

spinifera 

(Hs) 

F1 Endo-(1→4) - - - 

F2 Endo-(1→4) - - - 

F3 Endo-(1→3) - - + 

F4 Endo-(1→3) - - + 

F5 Endo-(1→3) - - + 

Trong đó: (-) không có hoạt tính thủy phân; (+) có hoạt tính thủy phân 
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Đặc điểm cấu trúc của cơ chất sulfated polysaccharide từ hải sâm và 

ảnh hưởng đến hoạt tính enzyme: 

Cấu trúc PS của ba loài hải sâm B. argus, H. edulis và H. spinifera có sự 

khác biệt rõ rệt về thành phần hóa học và kiểu liên kết fucose trong mạch 

chính, dẫn đến sự khác nhau trong khả năng tương tác với các fucoidanase tái 

tổ hợp. Đặc biệt, PS từ H. spinifera có cấu trúc mạch chính chứa liên kết 

fucose (1→3) và các nhóm sulfate gắn ở vị trí C2 và C4 của các gốc fucose, 

làm cho PS này phù hợp với hoạt tính của các enzyme endo-(1→3) như F3, 

F4 và F5. Trong khi đó, PS từ B. argus và H. edulis có thể chứa liên kết 

fucose (1→4) cùng với mức độ sulfate hóa khác nhau, hoặc cũng có thể chứa 

liên kết fucose (1→3) nhưng bị sulfate hóa ở vị trí khác với C2 và C4, hoặc 

nó chỉ chứa FCS mà không chứa FS khiến chúng không bị các fucoidanase 

này thủy phân. Nghiên cứu trước đây đã chỉ ra rằng PS từ hải sâm có hai 

dạng, dạng FS thường có cấu trúc đơn giản và đồng nhất hơn PS từ rong biển, 

với các mạch nhánh chứa chủ yếu là fucose cùng vị trí sulfate hóa đặc trưng 

[83,84], trong khí đó FCS thì có cấu trúc phức tạp hơn. Chính sự khác biệt 

cấu trúc này đã lý giải tại sao chỉ có PS từ H. spinifera có thể bị thủy phân bởi 

các fucoidanase F3, F4 và F5. 

Phân tích C-PAGE cho thấy, khi thủy phân PS từ H. spinifera, các 

fucoidanase F3, F4 và F5 tạo thành các oligo-fucoidan có trọng lượng phân tử 

thấp hơn, dễ dàng nhận biết qua các băng di chuyển xa hơn trên gel. Những 

oligo-fucoidan này có tiềm năng ứng dụng cao trong y sinh học nhờ các đặc 

tính sinh học như chống oxy hóa, chống viêm và ức chế sự phát triển của tế 

bào ung thư. Các nghiên cứu trước cũng ghi nhận khả năng chống đông máu 

của sản phẩm thủy phân từ PS chứa fucose, làm tăng tiềm năng ứng dụng của 

các oligo-fucoidan trong lĩnh vực y tế và dược phẩm. 

Dựa vào đặc tính sinh học của các oligo-fucoidan tạo thành, sản phẩm từ 

phản ứng thủy phân PS của H. spinifera bởi các enzyme F3, F4 và F5 có thể 

là nguồn nguyên liệu quan trọng cho các nghiên cứu y sinh. Sản phẩm này có 

thể phát huy hiệu quả trong hỗ trợ điều trị các bệnh lý liên quan đến viêm 

nhiễm, căng thẳng oxy hóa, và thậm chí là ung thư, mở ra hướng nghiên cứu 

tiềm năng trong phát triển dược liệu từ nguồn PS tự nhiên có trong hải sâm. 

Ngoài ra, Bảng 3.4 cũng chỉ rõ sự khác biệt trong hoạt tính thủy phân 
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của các fucoidanase. Cụ thể, F3, F4 và F5 đều là các endo-(1→3) 

fucoidanase, trong khi F1 và F2 thuộc loại endo-(1→4), nên chúng không thể 

hiện hoạt tính trên PS từ H. spinifera. Kết quả này cho phép dự đoán rằng cơ 

chất PS H. spinifera chứa chủ yếu các liên kết (1→3) fucose trong mạch 

chính hoặc nhánh, trong khi vẫn có thể tồn tại một số liên kết (1→4) mà F1 và 

F2 có thể tiếp cận. Tuy nhiên, các nhóm chức như sulfate, acetyl và mức độ 

sulfate hóa trong cấu trúc phân tử PS H. spinifera có thể ngăn cản sự tiếp cận 

của F1 và F2, dẫn đến việc hai enzyme này không thể xúc tác thủy phân. Điều 

này phù hợp với bản chất đặc hiệu cao của các fucoidanase, vốn không chỉ bị 

ảnh hưởng bởi kiểu liên kết giữa các gốc đường mà còn bởi vị trí và mức độ 

sulfate hóa của các nhóm chức xung quanh [53,49,78].  

So với PS chiết xuất từ rong biển, PS từ hải sâm được cho là đơn giản và 

đồng nhất hơn về cấu trúc, với mạch nhánh chỉ chứa các gốc đường fucose, 

thường được sulfate hóa tại các vị trí C2 và C4 [79,80]. PS từ H. spinifera đặc 

biệt thuộc nhóm FCS, với mạch chính chứa liên kết (1→3) giữa các gốc 

fucose, glucuronic acid (GlcA) và N-acetylgalactosamine (GalNAc) như 

Hình 3.5 và Hình 3.6. Các nhánh chứa fucose này có các nhóm sulfate ở vị 

trí C4 và C2, vốn được biết là các vị trí đóng vai trò quyết định trong hoạt tính 

sinh học như chống đông máu và chống oxy hóa [5,81]. Tuy nhiên, để tối ưu 

hóa các ứng dụng y sinh, việc tìm kiếm các enzyme có khả năng bẻ gãy mạch 

của các PS này nhằm tạo ra các sản phẩm có trọng lượng phân tử thấp vẫn 

luôn là mục tiêu nghiên cứu quan trọng. 

Hình 3.5. Cấu trúc của FCS từ Hs, đơn vị lặp lại của FCS từ Hs 

Trong đó: đơn vị A chứa Fuc2S4S (D), trong khi đơn vị A' chứa Fuc3S4S (E) 

hoặc Fuc4S (F) [5] 
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Hình 3.6. Các khối lặp của fucan FS-BA-AT và FS-HS-AT [5] 

Nhờ kết quả nghiên cứu này đã xác định được 3 loại fucoidanase tái tổ 

hợp (F3, F4 và F5) có thể thủy phân PS từ H. spinifera, đây là một kết quả 

đáng ghi nhận, mở ra các hướng nghiên cứu mới trong ứng dụng enzyme 

fucoidanase. Mặc dù cả ba fucoidanase (F3, F4, và F5) đều cho thấy hoạt tính, 

nhưng xét về tính ổn định và hiệu suất, nghiên cứu tiếp theo sẽ ưu tiên tập 

trung vào fucoidanase F3 và cơ chất PS từ H. spinifera để tối ưu hóa quy trình 

và khảo sát thêm các đặc tính sinh học của sản phẩm thủy phân. 

3.3. KẾT QUẢ XÁC ĐỊNH MỘT SỐ YẾU TỐ ẢNH HƯỞNG ĐẾN 
HOẠT TÍNH CỦA FUCOIDANASE TÁI TỔ HỢP TRÊN CƠ CHẤT 
SULFATED POLYSACCHARIDE TỪ HẢI SÂM 

3.3.1. Thời gian phản ứng thích hợp 

Việc xác định thời gian phản ứng thích hợp đóng vai trò then chốt trong 

quá trình thủy phân, vì nó không chỉ đảm bảo hiệu quả cao nhất của enzyme 

mà còn giúp tối ưu hóa quá trình tạo thành các sản phẩm có trọng lượng phân 

tử thấp, cần thiết cho mục tiêu nghiên cứu. Nếu thời gian phản ứng quá ngắn, 

enzyme có thể chưa kịp xúc tác đầy đủ, dẫn đến hiệu suất thủy phân thấp và 

không đạt được lượng sản phẩm mong muốn. Ngược lại, nếu thời gian phản 

ứng kéo dài quá mức, sản phẩm tạo thành có nguy cơ bị phân hủy hoặc thay 

đổi cấu trúc do enzyme tiếp tục tác động lên chúng. Điều này có thể gây ra sự 

suy giảm hoạt tính sinh học hoặc thậm chí phá vỡ cấu trúc đặc thù của các 

oligo-fucoidan, làm mất đi các đặc tính quan trọng như khả năng chống oxy 

hóa, chống viêm và các tác dụng sinh học khác. 

Do đó, việc tìm ra thời gian phản ứng tối ưu không chỉ giúp tiết kiệm chi 
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phí và tài nguyên trong quá trình sản xuất mà còn đảm bảo rằng sản phẩm 

cuối cùng có chất lượng cao, duy trì được các đặc tính sinh học cần thiết cho 

các ứng dụng y sinh và công nghiệp. Thời gian phản ứng phù hợp sẽ giúp quá 

trình thủy phân diễn ra hiệu quả, đạt mức độ phân cắt tối đa mà không gây ra 

các phản ứng phụ không mong muốn, từ đó ổn định chất lượng và giá trị của 

sản phẩm. 

Để xác định thời gian thích hợp cho quá trình xúc tác thủy phân cơ chất 

PS từ hải sâm H. spinifera của fucoidanase tái tổ hợp F3, tiến hành thực hiện 

phản ứng ở 30°C với các khoảng thời gian khác nhau 0, 5, 10, 15, 30, 60, 120 

phút. Dịch phản ứng của mỗi thí nghiệm được kiểm tra bằng phương pháp C-

PAGE. Kết quả được thể hiện ở Hình 3.7. 

 

Hình 3.7. Dịch thủy phân PS Hs của fucoidanase tái tổ hợp F3 theo thời gian 

Trong đó: (Hs): cơ chất PS từ hải sâm H. spinifera, (M): thang chuẩn oligo-

fucoidan; (0, 5, 10, 15, 30, 60, 120): thời gian phản ứng tính bằng phút. 

Kết quả từ Hình 3.7 chỉ ra rằng, sản phẩm thủy phân bắt đầu xuất hiện  

ngay sau khi diễn ra phản ứng và có thể nhìn thấy rõ sau 5 phút phản ứng, khi 
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các vệt mờ được phát hiện trên gel C-PAGE. Sự gia tăng nồng độ của các sản 

phẩm có trọng lượng phân tử thấp được ghi nhận sau 10 phút, với sự xuất 

hiện của các band rõ ràng và đậm hơn. Sau 15 phút phản ứng, sản phẩm thủy 

phân đạt mức cao nhất và duy trì ổn định khi thời gian phản ứng kéo dài đến 

30, 60 và 120 phút. Thời gian tối ưu cho hoạt động của fucoidanase F3 là 15 

phút, điều này cho thấy enzyme này có khả năng xúc tác nhanh và hiệu quả 

trên PS từ H. spinifera. Kết quả này phù hợp với các enzyme fucoidanase có 

nguồn gốc từ vi khuẩn biển đã được công bố, với thời gian phản ứng thường 

dao động trong khoảng từ vài phút đến vài giờ, tùy thuộc vào cấu trúc enzyme 

và cơ chất. Quá trình phản ứng nhanh của F3 có thể được lý giải bởi cấu trúc 

đặc hiệu của enzyme, giúp nó tiếp cận và phân cắt liên kết fucose (1→3) 

trong mạch chính của PS từ H. spinifera một cách hiệu quả, tạo thành các 

oligo-fucoidan có trọng lượng phân tử thấp ngay từ những phút đầu phản ứng. 

Thời gian phản ứng thích hợp của các fucoidanase đã được công bố 

trong nhiều nghiên cứu khác nhau [41,42,43] tùy thuộc vào loại enzyme, 

nguồn gốc fucoidan, và điều kiện phản ứng cụ thể. Một số enzyme 

fucoidanase có thể đạt hiệu suất tối đa trong khoảng 4 đến 8 giờ như 

fucoidanase Fhf2 [53] hay FWf1 và FWf2 [78], trong khi các enzyme khác có 

thể yêu cầu thời gian dài hơn để thủy phân fucoidan một cách hiệu quả như 

fucoidanase FcnA, Fda1 hay Fda2 [67]. Tuy nhiên, thời gian tối ưu thường 

được xác định thông qua thử nghiệm cụ thể, dựa trên sự gia tăng nồng độ của 

sản phẩm thủy phân fucoidan tại thành trong quá trình phản ứng. Trong phạm 

vi đề tài nghiên cứu này, ban đầu thiết kế thí nghiệm được thiết lập thời gian 

tối đa cho phản ứng thủy phân là 24 giờ, tuy nhiên với kết quả F3 đạt hiệu 

suất cao nhất từ rất sớm (sau 15 phút phản ứng) và duy trì qua các mốc thời 

gian đã tạo cơ sở cho việc rút ngắn thời gian phản ứng tối đa còn 120 phút. 

Việc xác định được thời gian phản ứng tối ưu là 15 phút cho fucoidanase 

F3 không chỉ giúp tối ưu hóa quy trình thủy phân PS từ H. spinifera mà còn 

mở ra tiềm năng trong các nghiên cứu tiếp theo. Sản phẩm thu được từ phản 

ứng trong thời gian ngắn có thể duy trì được các đặc tính sinh học quan trọng, 

tránh hiện tượng phân hủy hoặc biến tính không mong muốn do phản ứng kéo 

dài. Điều này đặc biệt hữu ích trong các ứng dụng y sinh, nơi các oligo-

fucoidan có trọng lượng phân tử thấp được cho là có hoạt tính sinh học cao, 
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giúp hỗ trợ điều trị các bệnh liên quan đến viêm nhiễm và ung thư. 

Từ kết quả này, có thể thấy rằng thời gian phản ứng tối ưu cho 

fucoidanase F3 là ngắn, điều này rất có lợi khi áp dụng trong sản xuất công 

nghiệp. Thời gian phản ứng ngắn sẽ giúp tăng hiệu suất sản xuất oligo-

fucoidan từ PS của H. spinifera, giảm chi phí năng lượng, đồng thời tránh 

được các hiện tượng phân hủy hoặc mất hoạt tính sinh học của sản phẩm do 

thời gian ủ kéo dài. Do đó, thời gian phản ứng 15 phút sẽ được lựa chọn cho 

các thử nghiệm tiếp theo để duy trì hiệu quả thủy phân và ổn định chất lượng 

sản phẩm. 

Trong nghiên cứu của chúng tôi, quá trình thủy phân PS bằng 

fucoidanase tái tổ hợp F3 đạt hiệu quả tối đa sau 15 phút. Vì vậy, thời gian 

phản ứng này được chọn cho các nghiên cứu tiếp theo. 

3.3.2. Nồng độ canxi (Ca2+) thích hợp trong phản ứng 

Cation kim loại đóng vai trò quan trọng trong việc ảnh hưởng đến hoạt 

tính enzyme, bởi chúng tham gia vào nhiều khía cạnh của chức năng enzyme. 

Đầu tiên, nhiều cation kim loại hoạt động như các cofactor cần thiết, hỗ trợ 

enzyme trong việc thực hiện các phản ứng hóa học. Các ion như Mg2+, Zn2+, 

Mn2+ và Ca2+ thường tham gia vào việc ổn định cấu trúc của enzyme hoặc 

trực tiếp tham gia vào cơ chế xúc tác, tạo điều kiện thuận lợi cho sự liên kết 

với cơ chất hoặc sự hình thành trạng thái chuyển tiếp trong phản ứng. Ngoài 

ra các cation này có thể tác động lên cấu trúc bậc ba và bậc bốn của enzyme, 

giúp định hình vùng trung tâm hoạt động hoặc điều chỉnh hoạt tính enzyme 

thông qua các thay đổi cấu trúc nhỏ [82]. 

Đối với enzyme fucoidanase, các nghiên cứu đã chỉ ra rằng sự hiện diện 

của một số cation kim loại cụ thể có thể tăng cường hoặc ức chế hoạt tính của 

enzyme này. Ví dụ, cation như Mg2+ hoặc Ca2+ thường liên quan đến việc ổn 

định cấu trúc enzyme, trong khi các cation khác, như Cu2+ có thể gây biến 

tính hoặc làm suy giảm hoạt tính enzyme do tương tác bất lợi với cấu trúc 

protein. Các ion kim loại cũng có thể điều chỉnh mức độ hoạt động của 

fucoidanase bằng cách ảnh hưởng đến sự liên kết với cơ chất hoặc sự phân cắt 

các liên kết glycosidic trong phân tử fucoidan [14]. 

Nhiều nghiên cứu cho thấy, hoạt tính phần lớn các fucoidanase phụ 
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thuộc vào sự có mặt của canxi nồng độ Ca²⁺ thích hợp thường nằm trong 

khoảng từ 1 mM đến 10 mM. Một số enzyme fucoidanase yêu cầu khoảng 5 

mM canxi để đạt hoạt tính tối ưu [49]. Điều thú vị là trong tất cả các ion kim 

loại được nghiên cứu, Ca2+ là ion duy nhất không gây bất hoạt cho tất cả các 

fucoidanase được khảo sát. Kết quả này có thể được lý giải bởi sau đó, vị trí 

liên kết với ion Ca2+ được tìm thấy trong hàng loạt trung tâm hoạt động của 

các fucoidanase như MfFcnA, P5AFcnA [60], FFA1 [83], FFA2 [84], FWf1-

4 [78] và Fhf2 [53]. 

Trong các thí nghiệm, phản ứng thủy phân của fucoidanase F3 trên cơ 

chất PS từ H. spinifera được thực hiện ở các nồng độ Ca²⁺ khác nhau (0, 2, và 

5 mM) nhằm xác định mức độ ảnh hưởng của ion này đến hiệu quả của 

enzyme. 

 

Hình 3.8. Dịch thủy phân PS Hs của fucoidanase tái tổ hợp F3 với các nồng 

độ canxi khác nhau 

Trong đó: (Hs): cơ chất PS từ hải sâm H. spinifera, (M): thang chuẩn oligo-

fucoidan; (0, 2, 5): nồng độ CaCl2 tính bằng mM. 

Kết quả từ Hình 3.8 cho thấy, không có sự khác nhau của sản phẩm tạo 
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thành trong dịch phản ứng ở các nồng độ CaCl2, kể cả trường hợp không bổ 

sung CaCl2. Như vậy có thể thấy hoạt tính của fucoidanase F3 không phụ 

thuộc vào sự có mặt của Ca²⁺ trong phản ứng. So với các fucoidanase đã được 

công bố, một số enzyme có yêu cầu Ca²⁺ để duy trì hoạt tính cao nhất, như các 

fucoidanase từ rong biển hoặc một số enzyme thủy phân polysaccharide khác, 

vốn cần từ 1 đến 10 mM Ca²⁺ để tối ưu hóa hiệu quả xúc tác. Khả năng hoạt 

động của fucoidanase F3 mà không cần Ca²⁺ mang lại một số lợi ích lớn cho 

các ứng dụng công nghiệp, vì điều này giúp đơn giản hóa điều kiện phản ứng, 

giảm chi phí cho việc điều chỉnh nồng độ ion kim loại, đồng thời giúp hạn chế 

ảnh hưởng của Ca²⁺ lên các tính chất khác của sản phẩm cuối cùng. 

Bên cạnh đó, fucoidanase F3 có thể đạt hoạt tính cao mà không cần đến 

Ca²⁺, điều này cho thấy cấu trúc enzyme của F3 có thể đã được tối ưu hóa tự 

nhiên để duy trì độ bền cấu trúc và hiệu quả xúc tác mà không cần cofactor. 

Điều này có thể do các liên kết nội phân tử mạnh mẽ hoặc cấu trúc vùng hoạt 

động được hình thành ổn định, không phụ thuộc vào sự liên kết với ion kim 

loại như Ca²⁺. Khả năng không phụ thuộc này giúp F3 thích nghi tốt trong các 

điều kiện phản ứng biến đổi, tăng khả năng ứng dụng của enzyme này trong 

sản xuất mà không cần đến các yêu cầu khắt khe về thành phần ion kim loại. 

Việc không phụ thuộc vào Ca²⁺ không chỉ giúp tiết kiệm chi phí mà còn 

giảm thiểu các ảnh hưởng không mong muốn của ion kim loại lên các đặc tính 

sinh học của sản phẩm cuối cùng, đặc biệt trong các ứng dụng y sinh đòi hỏi 

độ tinh sạch cao. Từ kết quả này, quy trình thủy phân PS từ H. spinifera bằng 

fucoidanase F3 có thể tối ưu mà không cần bổ sung Ca²⁺, giúp giảm thiểu 

bước xử lý ion kim loại trong các công đoạn sản xuất, phù hợp với tiêu chí 

thân thiện với môi trường và tiết kiệm chi phí. Ngoài ra, cơ chế không phụ 

thuộc vào Ca²⁺ của F3 cũng tạo điều kiện thuận lợi cho việc ứng dụng enzyme 

trong các hệ thống phản ứng khác, nơi sự có mặt của Ca²⁺ có thể gây ảnh 

hưởng không mong muốn đến các thành phần khác của hệ thống. 

Từ kết quả nghiên cứu, cho thấy đối với phản ứng xúc tác phản ứng thủy 

phân cơ chất PS từ hải sâm H. spinifera của fucoidanase tái tổ hợp F3 không 

cần sự có mặt của Ca²⁺, nên chúng tôi sẽ không bổ sung CaCl2 trong các phản 

ứng ở các thí nghiệm tiếp theo. 
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3.3.3. Nhiệt độ phản ứng thích hợp 

Nhiệt độ ảnh hưởng mạnh mẽ đến hoạt tính của fucoidanase, cũng như 

nhiều loại enzyme khác. Ở nhiệt độ thấp, hoạt tính fucoidanase thường bị hạn 

chế do sự suy giảm chuyển động phân tử, khiến cho các tương tác giữa 

enzyme và cơ chất ít hiệu quả hơn. Ngược lại, khi nhiệt độ tăng lên, tốc độ 

phản ứng tăng theo do các phân tử di chuyển nhanh hơn và tăng cường khả 

năng tiếp xúc giữa enzyme và cơ chất. Sự gia tăng nhiệt độ có thể thúc đẩy 

tốc độ phản ứng enzyme lên đến một mức nhiệt độ tối ưu, nhưng nếu vượt 

quá ngưỡng này, hoạt tính enzyme có thể giảm do mất ổn định cấu trúc 

protein và hiện tượng biến tính. Trong nghiên cứu này, để đánh giá tác động 

của nhiệt độ lên hoạt tính của enzyme và xác định nhiệt độ tối ưu cho 

fucoidanase F3, phản ứng enzyme và cơ chất từ hải sâm H. spinifera được ủ ở 

các nhiệt độ khác nhau (15, 20, 25, 30, 35, 40, 45°C). Kết quả phân tích sản 

phẩm thủy phân được trình bày trong Hình 3.9. 

 

Hình 3.9. Dịch thủy phân PS Hs của fucoidanase tái tổ hợp F3 với các nhiệt 

độ phản ứng khác nhau 

Trong đó: (Hs): cơ chất PS từ hải sâm H. spinifera, (M): thang chuẩn oligo-

fucoidan; (15, 20, 25, 30, 35, 40, 45): nhiệt độ phản ứng tính bằng °C. 
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Ở nhiệt độ phản ứng là 15°C fucoidanase F3 không cho thấy sự hoạt 

động hoặc hoạt động rất yếu nên không thể phát hiện sản phẩm tạo thành trên 

gel C-PAGE. Hoạt tính của fucoidanase F3 tăng dần trong khoảng nhiệt độ từ 

20°C và đạt mức cao nhất ở 35°C, khi các sản phẩm trọng lượng phân tử thấp 

xuất hiện rõ nét và tập trung. Hoạt tính F3 gần như mất hoàn toàn ở 40°C và 

45°C (Hình 3.9). 

Hoạt động của fucoidanase được biết là rất nhạy cảm với nhiệt độ, và cả 

nhiệt độ quá cao hoặc quá thấp đều ảnh hưởng đến khả năng xúc tác của 

enzyme [49]. Hầu hết các fucoidanase được nghiên cứu đến nay cho thấy hoạt 

động tối ưu trong khoảng từ 25 đến 30°C, như FFA1 [83], FFA2 [84], FWf1 

[78] và MEF2 [66]. Nhưng có một số enzyme vẫn giữ hoạt tính ở mức cao 

hơn, chẳng hạn như fucoidanase tái tổ hợp có nguồn gốc từ vi khuẩn biển 

Formosa haliotis (Fhf2), hoạt tính tối ưu ở 35°C và vẫn duy trì hoạt động ở 

nhiệt độ cao, lên đến 45°C. Điều này khiến Fhf2 trở thành một trong những 

fucoidanase có khả năng chịu nhiệt tốt nhất. Ngoài ra, enzyme này có độ bền 

nhiệt cao, giữ được hoạt tính sau khi ủ ở 37°C, 40°C, và 45°C trong các 

khoảng thời gian khác nhau, từ 4 giờ đến 5 phút [53]. 

Hoạt tính tối ưu của fucoidanase F3 tại 35°C có thể liên quan đến cấu 

trúc không gian của enzyme, trong đó các liên kết hydro và các tương tác ion 

trong cấu trúc bậc ba của enzyme được ổn định ở nhiệt độ này. Nhiệt độ tối 

ưu giúp enzyme duy trì cấu trúc hoạt động và đảm bảo các vùng hoạt động có 

khả năng tương tác hiệu quả với cơ chất. Ngoài ra, các enzyme fucoidanase từ 

vi khuẩn biển như F3 thường có cấu trúc bền hơn so với các enzyme từ các 

nguồn khác, cho phép chúng hoạt động ổn định trong môi trường có biến 

động nhiệt độ, điều này lý giải cho sự gia tăng hoạt tính của F3 khi nhiệt độ 

tăng lên đến ngưỡng 35°C. 

Khi nhiệt độ vượt quá 35°C, hoạt tính của fucoidanase F3 bắt đầu suy 

giảm rõ rệt, đặc biệt ở 40°C và 45°C, enzyme gần như mất hoàn toàn hoạt 

tính. Sự suy giảm này có thể được giải thích bởi hiện tượng biến tính nhiệt, 

trong đó các liên kết yếu trong cấu trúc không gian của enzyme (liên kết 

hydro, tương tác Van der Waals) bị phá vỡ khi nhiệt độ tăng cao. Quá trình 

này làm thay đổi cấu trúc bậc ba của enzyme, dẫn đến mất cấu trúc vùng hoạt 

động và không còn khả năng xúc tác. Sự nhạy cảm với nhiệt độ của F3 cho 
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thấy rằng enzyme này không bền vững ở nhiệt độ cao và 35°C là nhiệt độ tối 

ưu nhất để duy trì hoạt tính cũng như cấu trúc bền vững. 

Nhiệt độ phản ứng thích hợp ở 35°C của F3 không chỉ đảm bảo tối ưu 

hóa hoạt tính enzyme mà còn giúp bảo toàn các đặc tính sinh học của sản 

phẩm tạo thành. Ở nhiệt độ tối ưu này, quá trình thủy phân PS diễn ra hiệu 

quả và nhanh chóng, tạo ra các oligo-fucoidan với đặc tính sinh học mong 

muốn. Trong quy trình công nghiệp, việc xác định nhiệt độ tối ưu này giúp 

tiết kiệm năng lượng, vì không cần phải duy trì hệ thống ở nhiệt độ cao, đồng 

thời giảm thiểu nguy cơ enzyme mất hoạt tính do nhiệt. Điều này cũng góp 

phần bảo vệ cấu trúc sản phẩm cuối cùng, giúp duy trì hoạt tính sinh học của 

các oligo-fucoidan cho các ứng dụng trong y học và dược phẩm. 

Việc xác định nhiệt độ tối ưu cho F3 ở mức 35°C cho phép linh hoạt 

trong việc điều chỉnh nhiệt độ cho các ứng dụng cụ thể, chẳng hạn trong các 

phản ứng liên tục hoặc phản ứng được thiết kế cho môi trường không ổn định 

về nhiệt độ. Đặc biệt, trong các ứng dụng cần sản phẩm có độ tinh sạch cao 

hoặc yêu cầu bảo toàn đặc tính sinh học, nhiệt độ phản ứng tối ưu ở 35°C 

giúp giảm thiểu tối đa tác động của nhiệt đến sản phẩm, nâng cao hiệu quả 

thủy phân mà vẫn đảm bảo chất lượng của các oligo-fucoidan. 

Nhìn chung, các fucoidanase tái tổ hợp có xu hướng hoạt động tối ưu 

trong khoảng 30°C đến 40°C, mức nhiệt cao hơn so với các fucoidanase tự 

nhiên đã được nghiên cứu trước đây. Vì mức độ ổn định nhiệt của enzyme có 

thể được cải thiện thông qua kỹ thuật tái tổ hợp hoặc biến đổi gene để phù 

hợp với các ứng dụng cụ thể, chẳng hạn như trong các điều kiện môi trường 

hoặc quy trình công nghiệp đòi hỏi nhiệt độ cao hơn. 

3.3.4. pH phản ứng thích hợp 

pH là một yếu tố quan trọng ảnh hưởng đến hoạt tính của enzyme, mỗi 

enzyme có một khoảng pH tối ưu giúp cấu trúc giữ trạng thái ổn định nhất và 

tối đa hóa hoạt tính xúc tác. Nếu pH nằm ngoài khoảng tối ưu, enzyme có thể 

bị biến tính hoặc thay đổi hình dạng, làm suy giảm hoặc mất hoạt tính do sự 

phá vỡ các liên kết ion và hydro trong cấu trúc của nó. 

Đối với enzyme fucoidanase, pH cũng ảnh hưởng mạnh mẽ đến quá trình 

thủy phân fucoidan. Các nghiên cứu cho thấy fucoidanase thường có hoạt tính 
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cao nhất ở môi trường trung tính hoặc kiềm nhẹ (pH 6-8), tùy thuộc vào 

nguồn gốc của enzyme. Nếu pH giảm quá thấp hoặc tăng quá cao, 

fucoidanase dễ bị biến tính và không còn khả năng xúc tác hiệu quả.  

Trong nghiên cứu này, để đánh giá tác động của pH lên hoạt tính của 

enzyme và xác định pH tối ưu cho fucoidanase F3, phản ứng enzyme và cơ 

chất từ hải sâm Hs được thực hiện ở các pH khác nhau (từ 2 đến 10). Kết quả 

phân tích sản phẩm thủy phân được trình bày trong Hình 3.10. 

 

Hình 3.10. Dịch thủy phân PS Hs của fucoidanase tái tổ hợp F3 với các mức 

pH phản ứng khác nhau 

Trong đó: (Hs): cơ chất PS từ hải sâm H. spinifera, (M): thang chuẩn oligo-

fucoidan; (2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10): pH phản ứng. 

Fucoidanase F3 có khả năng hoạt động trong khoảng pH từ 6 đến 8, 

trong đó hoạt tính đạt tối ưu ở pH 6, giảm nhẹ ở pH 7 và pH 8, ở pH 9 khả 

năng thủy phân của F3 cho thấy sự giảm sút đáng kể và mất hoàn toàn hoạt 

tính ở pH 10, tương tự ở vùng kiềm mạnh (pH 2-5) F3 cũng không thể hiện 

hoạt tính (Hình 3.10). 
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Hoạt tính tối ưu của fucoidanase F3 ở pH 6 cho thấy cấu trúc không gian 

ba chiều của enzyme, đặc biệt là vùng hoạt động, được ổn định nhất trong môi 

trường axit yếu. Ở pH tối ưu này, các liên kết ion và hydro trong cấu trúc bậc 

ba và bậc bốn của enzyme được duy trì tốt nhất, đảm bảo các gốc axit amin 

tại vùng hoạt động có thể tương tác hiệu quả với cơ chất. Khi pH nằm ngoài 

khoảng tối ưu, các ion H⁺ hoặc OH⁻ có thể phá vỡ các liên kết yếu này, gây ra 

sự thay đổi trong cấu trúc enzyme và làm giảm khả năng xúc tác. 

Một số fucoidanase khác được công bố là có vùng pH tối ưu hẹp hơn chỉ 

trong khoảng pH 8-9 như các fucoidanase Fhf1, Fhf2 và MEF2 [46,20,47]; 

hay fucoidanase FWf2 hoạt động tốt ở môi trường axit nhẹ nhưng chỉ trong 

khoảng pH 6-6,8 [7]. Điều này có thể là do tính chất của cơ chất fucoidan, 

vốn ổn định hơn trong môi trường pH trung tính đến axit yếu. Mức pH axit 

yếu không chỉ giúp ổn định cấu trúc enzyme mà còn có thể làm tăng hiệu quả 

phân cắt liên kết fucose trong PS từ H. spinifera, tạo điều kiện thuận lợi để 

sản phẩm có hoạt tính sinh học cao. Khi pH phản ứng chuyển sang môi 

trường quá kiềm (pH 9-10) hoặc quá axit (pH 2-5), hoạt tính của fucoidanase 

F3 giảm mạnh và gần như không còn hoạt tính. Hiện tượng này có thể được 

giải thích do các thay đổi trong cân bằng ion, phá vỡ các liên kết nội phân tử 

và làm biến tính enzyme, khiến các nhóm chức năng trong vùng hoạt động 

không còn ở trạng thái tối ưu để xúc tác phản ứng. Cấu trúc enzyme có thể bị 

mất ổn định, dẫn đến sự suy giảm hoặc mất hoàn toàn hoạt tính xúc tác. 

Xác định pH tối ưu ở mức 6 cho fucoidanase F3 mang lại nhiều lợi ích 

trong sản xuất công nghiệp. Duy trì pH ở vùng axit yếu gần trung tính giúp 

kéo dài tuổi thọ enzyme, tăng hiệu suất và giảm chi phí điều chỉnh pH trong 

các phản ứng quy mô lớn. Môi trường này cũng ít ảnh hưởng tiêu cực đến sản 

phẩm, đặc biệt khi yêu cầu độ tinh khiết và hoạt tính sinh học ổn định. Với 

hoạt tính cao nhất ở pH 6 và khả năng duy trì ở pH 7 và 8, F3 có thể được ứng 

dụng hiệu quả trong các hệ thống có biến động nhẹ về pH, giúp giảm thiểu rủi 

ro giảm hoạt tính và tăng hiệu quả sản xuất oligo-fucoidan có đặc tính sinh 

học cao.  



52 

 

KẾT LUẬN VÀ KIẾN NGHỊ 

 

KẾT LUẬN 

Nghiên cứu đã biểu hiện, thu nhận và tinh sạch thành công 5 fucoidanase 

tái tổ hợp (F1, F2, F3, F4, F5) với độ tinh sạch cao và có hoạt tính thủy phân 

cơ chất đặc hiệu tương ứng 

Trong đó, 03 fucoidanase F3, F4, và F5 có hoạt tính thủy phân sulfated 

polysaccharide từ hải sâm H. spinifera, tạo oligosaccharide có trọng lượng 

phân tử thấp. 

Đã xác định được điều kiện phản ứng thích hợp cho hoạt động xúc tác 

của fucoidanase F3 khi thủy phân cơ chất sulfated polysaccharide từ hải sâm 

H. spinifera gồm:  thời gian phản ứng 15 phút, nhiệt độ phản ứng 35°C và pH 

6. 

 

KIẾN NGHỊ 

Xác định sự ảnh hưởng của các yếu tố như nồng độ muối, ion kim loại 

và loại đệm… đến hoạt tính xúc tác của fucoidanase F3 trên cơ chất PS từ H. 

spinifera nhằm thu nhận tối đa sản phẩm trọng lượng phân tử thấp. 

Tiếp tục thực hiện nghiên cứu đặc tính xúc tác của 02 fucoidanase F4 và 

F5, nhằm tìm kiếm các enzyme có khả năng thủy phân cơ chất PS hiệu quả và 

tạo ra sản phẩm đa dạng về cấu trúc cũng như hoạt tính sinh học. 

Nghiên cứu cũng đề xuất mở rộng phân tích cấu trúc hóa học và hoạt 

tính sinh học của sản phẩm, nhằm tăng cường ứng dụng hợp chất từ sinh vật 

biển trong y dược.   
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SUMMARY 

ANALYSIS OF POTENTAIL FUCOIDANASE SEQUENCES FROM THE 

MARINE BACTERIA Pseudomonas sp. S3178 WITH BIOINFORMATICS 

SOFTWARE 

Fucoidanase are enzymes that catalyze the conversion of fucoidan into short-chain oligosaccharides through 

hydrolysis of sugar bonds between fucose or sulfate fucose residues, helping to prepare fucoidan 

oligosaccharides with high biological activity and clear structure. The use of bioinformatics software to 

search and identify potential fucoidanase sequences is an important research step to help improve efficiency 

and save costs in recombinant fucoidanase research. In this paper, we analyze and compare the protein 

sequence (PF1) originating from the marine bacterium Pseudomonas sp. S3178 with fucoidanase sequences 

has been published on National Center for Biotechnology Information (NCBI) using bioinformatics 

software. Analysis results show that PF1 is a protein of 402 amino acids, containing a 22 amino acid signal 

peptide domain and a 380-amino-acid D1 functional domain typical of fucoidanase. In the D1 domain of 

PF1, two amino acid residues D203 and H278 have been identified that are responsible for catalysis and 

four amino acid residues Y142, N144, S231 and T327 belong to the active center of this enzyme. 

Phylogenetic tree analysis showed that the PF1 sequence belongs to α(1→3) fucoidanase group. These 

results are the scientific basis and premise for further research to create high-performance, highly active 

recombinant fucoidanase. 

Keywords: fucoidanase, Pseudomonas sp. S3178, recombinant, bioinformatics tools 

 

1. GIỚI THIỆU 

Fucoidan là một trong những sulfate 

polysaccharide có hoạt tính sinh học đa 

dạng, đáng quý và có giá trị ứng dụng cao 

trong lĩnh vực y dược có nguồn gốc từ 

rong Nâu [1]. Tuy nhiên, vì cấu trúc hóa 

học phức tạp, trọng lượng phân tử lớn, và 

độ nhớt cao nên các sản phẩm fucoidan 

trên thị trường hiện nay, chủ yếu liên quan 

đến các sản phẩm dinh dưỡng, thực phẩm 

chức năng và mỹ phẩm. Chính vì vậy, các 

mailto:khanhhuynh@nitra.vast.vn
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enzyme chuyển hóa fucoidan trong đó có 

fucoidanase đang nhận được rất nhiều sự 

quan tâm nghiên cứu. Fucoidanase (EC 

3.2.1.-) là các enzyme xúc tác thủy phân 

liên kết đường giữa các gốc fucose hoặc 

sulfated fucose trong mạch chính của 

phân tử fucoidan. Dựa vào khả năng xúc 

tác thủy phân liên kết đường ở các vị trí 

carbon khác nhau giữa các gốc fucose 

hoặc sulfated fucose trong mạch chính 

của phân tử cơ chất fucoidan mà 

fucoidanase được phân thành 2 nhóm 

chính là α(1→4) fucoidanase và α(1→3) 

fucoidanase [2]. Fucoidanase tái tổ hợp 

được tạo ra bằng kĩ thuật sinh học phân tử 

giúp tạo ra các enzyme có hoạt tính mạnh 

và độ bền cao. Trong những năm gần đây, 

nhờ vào sự phát triển của các phần mềm 

phân tích tin sinh học mà thông tin của 

các vùng bảo thủ của phân tử protein 

fucoidanase cũng như cấu trúc của 

enzyme này đã được làm sáng tỏ, qua đó 

giúp nâng cao khả năng tìm kiếm các 

trình tự fucoidanase tiềm năng hướng đến 

nghiên cứu thành công fucoidanase tái tổ 

hợp [3-6]. Công bố của Vicker và cộng sự 

về cấu trúc tinh thể 3D của 02 phân tử 

fucoidanase P5AFcnA và MfFcnA từ vi 

khuẩn biển Psychromonas SW5A và 

Mariniflexile fucanivorans sp. nov. đã chỉ 

ra vùng bảo thủ chịu trách nhiệm hoạt tính 

của fucoidanase là vùng D1, đó là một 

đoạn polypeptide gồm khoảng 400 axit 

amin có cấu trúc dạng xoắn và tấm kết 

hợp (β/α)8 tính từ đầu tận cùng amino của 

chuỗi protein, mỗi vùng đều chứa 02 gốc 

axit amin là Aspartic (D) và Histidine (H) 

chịu trách nhiệm xúc tác của enzyme 

fucoidanase (tương ứng với vị trí D226 và 

H294 của trình tự MfFcnA, D201 và 

H276 của trình tự P5AFcnA), cùng với 

các vị trí liên kết khác trong đó có liên kết 

với ion Ca
2+

 [5]. 

Nhờ vào công bố về trung tâm hoạt động, 

vị trí xúc tác và cấu trúc 3D của 

fucoidanase từ nhóm nghiên cứu của 

Vicker và cộng sự, một loạt các 

fucoidanase khác cũng đã được xác định 

và tái tổ hợp thành công trong thời gian 

ngắn sau đó, như 04 fucoidanase từ vi 

khuẩn biển W. fucanilytica CZ1127T [6], 

fucoidanase P19DFcnA từ vi khuẩn 

Psychromonas sp. [5], fucoidanase Fhf1, 

Fhf2 từ F. haliotis [3,4]. Các fucoidanase 

này không phải được sàng lọc, phân lập, 

tách chiết trực tiếp từ tế bào sinh vật như 

các nghiên cứu trước đây, mà được tổng 

hợp bằng kỹ thuật sinh học phân tử nhờ 

vào việc dự đoán các trình tự protein tiềm 

năng sẵn có trên Ngân hàng gen thế giới 

(National Center for Biotechnology 

Information - NCBI). Trong các nghiên 

cứu này, bên cạnh vùng D1 và trung tâm 

hoạt động của fucoidanase, một số vùng 

bảo thủ khác như vùng peptide tín hiệu 

(signal peptide), vùng Cadherin-like 

domain (IgR) hay vùng Type IX secretion 

system (T9SS) cũng được xác định, mặc 

dù vậy cho đến nay vai trò của các vùng 

bảo thủ này (loại trừ vùng D1) đối với 

hoạt tính của fucoidanase vẫn chưa được 

làm rõ [4-7]. 

Trong nghiên cứu này, nhóm tác giả đã sử 

dụng các phần mềm tin sinh học hiện đại, 

kết hợp với các thông tin khoa học mới 

nhất về trình tự, cấu trúc của fucoidanase, 

để phân tích trình tự protein PF1 có nguồn 

gốc từ chủng vi khuẩn Pseudomonas sp. 

S3178 được khai thác từ Ngân hàng gen 

thế giới (NCBI).  

2. VẬT LIỆU VÀ PHƢƠNG PHÁP 

2.1 Vật liệu 

Đoạn trình tự protein (PF1) của chủng vi 

khuẩn Pseudomonas sp. S3178, có mã số 

Genbank: WP_138682449.1 và mã số 

Protein ID: TMP05905.1 trên Ngân hàng 

gen thế giới (NCBI). 

2.2 Phƣơng pháp 

Công cụ BLAST (Basic Local Alignment 

Search Tool): một tập hợp các công cụ tìm 
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kiếm, thống kê được thiết kế để phân tích 

mức độ tương đồng và độ bao phủ của 

trình tự sinh học trên ngân hàng dữ liệu 

gen NCBI. 

Công cụ InterProScan: cung cấp thông tin 

về chức năng của protein bằng cách phân 

loại chúng thành các họ và dự đoán các 

vùng bảo tồn của trình tự protein phân 

tích. 

Công cụ SignalP 5.0: dự đoán sự hiện 

diện của các vùng peptide tín hiệu (signal 

peptide) và các vị trí phân cắt của chúng 

trong trình tự protein. 

Phần mềm CLC Genomics workbench 

program 8.0: được sử dụng để xác định 

các vùng và gốc axit amin bảo tồn của các 

trình tự protein phân tích, dựng cây phát 

sinh loài. 

Hệ thống phân loại CAZy (Carbohydrate 

Active Enzymes): phân loại enzyme hoạt 

động trên cơ chất carbohydrate. 

Các trình tự fucoidanase đã được công bố 

được sử dụng làm trình tự tham chiếu 

được liệt kê ở Bảng 1. 

Bảng 1. Danh mục các GH107 fucoidanase được 

sử dụng làm tham chiếu 

Enzyme 
Nguồn vi 

khuẩn 

Phân 

loại 
Genbank 

MfFcnA 

[7] 

Mariniflexile 

fucanivorans 

SW5T 

Endo-α 

(1→4) 

CAI47003.1 

FFA1 [8] Formosa algae WP_057784217.1 

FFA2 [9] Formosa algae WP_057784219.1 

Fhf1 [4] Formosa haliotis WP_066217780.1 

Fhf2 [3] Formosa haliotis WP_066217784.1 

FWf1-4 

[6] 

Wenyingzhuangia 

fucanilytica 

CZ1127T 

AXE80_07305; 

AXE80_07310 

P5AfcnA 

[5] 
Psychromonas sp. 

Psychromonas 

Endo-α 

(1→3) 
AYF59291.1 

SW5A 

P9DfcnA 

[5] 

Psychromonas sp. 

SW19D 
AYF59292.1 

Fda1 [10-

12] 

Alteromonas sp. 

SN-1009 
AAO00508.1 

Fda2 

[10,11] 

Alteromonas sp. 

SN-1009 
AAO00509.1 

3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

3.1 Kết quả phân tích trình tự và vùng 

bảo thủ của PF1 

Theo kết quả phân tích bằng SignalIP 5.0 

(mã số tra cứu: 

6677967F0016A135EBF45AA6, ngày 

23/06/2024) và InterproScan (mã số tra 

cứu: iprscan5-R20240622-121812-0969-

222055-p1m, ngày 22/06/2024), PF1 là 

một protein gồm 402 axit amin, có chứa 

đoạn signal peptide gồm 22 axit amin (vị 

trí cắt- cleavage site nằm giữa axit amin 

22 và 23) và không chứa bất kỳ miền dự 

đoán chức năng nào (Hình 1 và Hình 2). 

 

Hình 1. Chiều dài và vị trí signal peptide của PF1 

được xác định bằng SignalIP 5.0 

Phân tích độ tương đồng của PF1 với các 

trình tự sẵn có trên cơ sở dữ liệu của 

Ngân hàng gen NCBI bằng công cụ 

BLAST (mã số tra cứu: 7F88UD9M016, 

ngày 23/06/2024) cho thấy, PF1 có độ 

tương đồng cao nhất với trình tự protein 

giả định (hypothetical protein) từ chủng vi 

khuẩn Pseudoalteromonas fuliginea 

(WP_14961387.1), với độ tương đồng 

(Identify percent) đạt 90% và độ bao phủ 

(Query percent) đạt 99%. Đối với các 

trình tự fucoidanase đã được công bố, PF1 

có độ tương đồng cao nhất với trình tự 
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P5AFcnA với 63% độ tương đồng và 90% 

độ bao phủ. P5AFcnA là fucoidanase đặc 

hiệu liên kết đường α(1→3) và cũng là 

fucoidanase đầu tiên được xác định cấu 

trúc tinh thể 3D [5]. 

 

Hình 2. Kết quả phân tích vùng chức năng của 

PF1 bằng InterproScan 

Kết quả phân tích vùng chức năng ở Hình 

2 cho thấy, trình tự PF1 chỉ chứa vùng 

signal peptide và vùng D1, vùng bảo thủ 

chịu trách nhiệm cho hoạt động xúc tác 

của fucoidanase, mà không bao gồm bất 

kỳ một vùng chức năng nào khác. Cấu 

trúc đơn giản của PF1 cũng tương đồng 

với một số fucoidanase đã được công bố 

như P5AFcnA và P9DFcnA [5]. Mặc dù 

vậy, bên cạnh vùng signal peptide và vùng 

D1, phần lớn các trình tự fucoidanase còn 

chứa thêm một số vùng chức năng khác 

như vùng Cadherin-like domain (IgR), 

hay vùng Type IX secretion system 

(T9SS)…các vùng này có thể xuất hiện 

một lần hoặc nhiều lần trong cấu trúc của 

các enzyme fucoidanase [3-5,7]. 

3.2 Kết quả phân tích axit amin bảo thủ 

thuộc vùng chức năng D1 của PF1 

Trong vùng D1, có hai gốc axit amin chịu 

trách nhiệm xúc tác của fucoidanase là 

Aspartic (D) hoạt động như tác nhân 

nucleophile và Histidine (H) hoạt động 

như chất xúc tác gốc axit. Trước 

đó,Vicker và cộng sự đã xác định ở các vị 

trí D226 và H294, D201 và H276, D198 

và H276 lần lượt của các trình tự 

fucoidanase MfFcnA, P5AFcnAvà 

P9DFcnA [5]. Trong nghiên cứu này, đã 

được xác định trên trình tự của PF1, ở các 

vị trí tương ứng D203) và H278. Thêm 

vào đó, kết quả phân tích của chúng tôi 

cũng chỉ ra rằng, 2 axit amin này xuất 

hiện ở tất cả các trình fucoidanase đã 

được công bố (Bảng 2). 

Bảng 2. Vị trí axit amin bảo thủ trong vùng bảo 

thủ D1 của PF1 và các fucoidanase 

Fucoidana

se 
Axit amin bảo thủ của vùng D1 

PF1 
142

Y 

144

N 

203

D 

231

S 

278

H 

327

W 

P5AFcnA 
143

Y 

145

N 

201

D 

229

N 

276

H 

325

W 

P19DFcnA 
140

Y 

142

N 

198

D 

229

N 

276

H 

327

W 

Fda1 
135

Y 

137

A 

226

D 

252

N 

273

H 

323

W 

Fda2 
198

Y 

200

A 

295

D 

221

N 

342

H 

392

W 

MfFcnA 
147

Y 

149

N 

226

D 

270

N 

294

H 

351

W 

Fhf1 
142

Y 

144

N 

223

D 

266

N 

290

H 

364

W 

Fhf2 
144

Y 

146

N 

227

D 

270

N 

297

H 

355

W 

FFA1 
144

Y 

146

N 

223

D 

267

N 

291

H 

348

W 

FFA2 
154

Y 

156

N 

237

D 

280

N 

307

H 

365

W 

FWf1 
129

Y 

131

N 

225

D 

267

Q 

293

H 

357

W 

FWf2 
365

Y 

367

N 

464

D 

506

N 

537

H 

611

W 

FWf3 
311

Y 

313

N 

401

D 

443

N 

469

H 

528

W 

FWf4 
150

Y 

152

N 

229

D 

273

N 

297

H 

354

W 

Trong đó: 02 axit amin chịu trách nhiệm 

xúc tác được in đậm: Aspartate (D) và 

Histidine (H); 04 axit amin thuộc trung 

tâm hoạt động: Tyrosine (Y), 2 gốc 

Asparagine (N), Tryptophan (W). Số 

trong bảng là vị trí axit amin tương ứng 

với từng trình tự fucoidanase phân tích. 

Bên cạnh đó, 03 trong 04 gốc axit amin 

thuộc trung tâm hoạt động của 

fucoidanase bao gồm Y147, N149 và 

T351 đã được công bố trên trình tự 

MfFcnA [5], cũng được xác định ở trình 

tự PF1, tương ứng với các gốc axit amin 

là Y142, N144 và T327. Trong khi đó, 
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gốc axit amin còn lại của MfFcnA là 

N270, được biến đổi thành S231 trong 

trình tự PF1 (Bảng 2). 

Đáng chú ý, có 02 gốc axit amin thuộc 

trung tâm hoạt động không bảo tồn hoàn 

toàn giữa tất cả các trình tự fucoidanase 

nghiên cứu. Gốc N149 của MfFcnA bị 

biến đổi thành Alanine (A) trong Fda1 và 

Fda2 [3,4]. Còn gốc N270 của MfFcnA bị 

biến đổi thành S231 trong PF1 và Q267 

trong FWf1 (Bảng 2). Mặc dù, cần phải 

phân tích sâu hơn về góc độ phân tử cũng 

như sinh hóa để thấy được các khác biệt 

này có ảnh hưởng như thế nào đến đặc 

tính xúc tác của mỗi fucoidanase khác 

nhau, nhưng cũng có thể lý giải cho tính 

đặc hiệu cao của enzyme fucoidanase, đó 

là, bên cạnh loại liên kết giữa các gốc 

đường fucose ở mạch chính của cơ chất 

fucoidan, đặc tính xúc tác của các 

fucoidanase cũng chịu ảnh hưởng của vị 

trí và số lượng các nhóm chức khác như 

gốc sulfate, gốc acetyl…; hay mật độ và 

độ phức tạp của cấu trúc các mạch nhánh 

[2,3,11]. 

3.3. Kết quả phân tích cây phát sinh 

loài của PF1 với các fucoidanase khác 

Cây phát sinh loài được thực hiện từ kết 

quả phân của vùng D1 giữa PF1 và 13 

fucoidanase khác bằng Phần mềm CLC 

Genomics workbench program 8.0 

(Hình 3). 

Cây phân loài được phân thành 2 nhánh 

chính, gồm Nhánh A và Nhánh B. Trong 

đó, tất cả các fucoidanase xúc tác đặc hiệu 

cho liên kết đường α(1→4) như MfFcnA 

[5,7], FFA1 [13], FFA2 [9], Fhf1 [4], Fhf2 

[3], FWf1,2,3,4 [6]  đều thuộc Nhánh B. 

Trong khi, PF1 thuộc cùng Nhánh A cùng 

với các fucoidanase xúc tác đặc hiệu với 

liên kết đường α(1→3) như Fda1 và Fda2 

[11,12] và P5AFcnA, P19DFcnA [5] 

(Hình 3). 

 

Hình 3. Cây phát sinh loài của PF1 và các 

fucoidanase 

4. KẾT LUẬN 

Bằng công cụ tin sinh học và nguồn dữ 

liệu trên Ngân hàng gen thế giới NCBI, đã 

xác định được 01 đoạn trình tự 

fucoidanase tiềm năng PF1. Kết quả 

nghiên cứu sẽ là luận chứng khoa học 

đáng tin cậy để tiến hành lựa chọn trình tự 

PF1 cho nghiên cứu tái tổ hợp 

fucoidanase.  

Lời cảm ơn: Kết quả bài báo được thực 

hiện từ nguồn kinh phí thuộc Đề tài Khoa 

học công nghệ thuộc các hướng KHCN 

ưu tiên (mã số VAST02.01/23-24) của 

Viện Hàn lâm Khoa học và Công nghệ 

Việt Nam. 
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