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MỞ ĐẦU 

Rong biển từ lâu đã được con người khai thác như một nguồn nguyên 

liệu quan trọng phục vụ cho nhiều ngành công nghiệp như thực phẩm, dược 

phẩm, mỹ phẩm và dệt may. Hiện nay trên thế giới có khoảng 10.000 loài rong 

biển đã được xác định, chia thành ba nhóm chính dựa trên thành phần sắc tố 

quang hợp: rong lục (Chlorophyta), rong nâu (Phaeophyta) và rong đỏ 

(Rhodophyta). Với đường bờ biển dài hơn 3.200 km và điều kiện khí hậu nhiệt 

đới thuận lợi, sở hữu hệ sinh thái biển phong phú và đa dạng, Việt Nam đã ghi 

nhận hơn 878 loài thực vật biển, trong đó có khoảng 196 loài rong lục. Các loài 

này chủ yếu phân bố tại các vùng biển có hệ sinh thái phát triển mạnh như vịnh 

Bắc Bộ, vùng biển miền Trung và vùng Nam Trung Bộ. Đặc biệt, chi Ulva 

chiếm tỷ lệ lớn với khoảng 69 loài, trong đó Ulva lactuca và Ulva reticulata là 

hai loài phổ biến nhất [1]. 

Rong lục chứa nhiều hợp chất sinh học quan trọng đặc biệt là 

polysaccharide sulfate hóa như ulvan. Đây là hợp chất chủ yếu được chiết xuất 

từ các loài rong lục thuộc bộ Ulvales, đặc biệt là các chi Ulva và Enteromorpha. 

Với hàm lượng cao trong thành tế bào, ulvan được biết đến nhờ các hoạt tính 

sinh học phong phú như chống oxy hóa, chống viêm, kháng khuẩn, điều hòa 

miễn dịch và tiềm năng ứng dụng trong điều trị bệnh lý liên quan đến stress oxy 

hóa và rối loạn chuyển hóa lipid. 

Mặc dù ulvan có nhiều tiềm năng ứng dụng nhưng việc khai thác và ứng 

dụng hợp chất sinh học này còn nhiều thách thức do các đặc tính vật lý và hóa 

học như khả năng hòa tan kém và khối lượng phân tử lớn, làm hạn chế khả năng 

hấp thụ và tính ổn định trong các hệ thống sinh học. Để khắc phục những hạn 

chế này, việc chuyển hóa ulvan thành dạng oligosaccharide thông qua quá trình 

cắt mạch polysaccharide đã được nghiên cứu. Các oligosaccharide ulvan không 

chỉ có trọng lượng phân tử thấp hơn mà còn giữ được cấu trúc sinh học đặc 

trưng, làm tăng khả năng hòa tan và nâng cao hiệu quả sinh học. 

Trong số các phương pháp cắt mạch hiện nay, phương pháp sử dụng 

enzyme được đánh giá là ưu việt hơn so với các phương pháp hóa học và vật lý 

truyền thống. Đặc biệt, enzyme ulvan lyase có khả năng xúc tác phân giải chọn 

lọc các liên kết glycoside trong cấu trúc ulvan, giúp thu nhận các 

oligosaccharide có cấu trúc đặc hiệu và giữ nguyên các nhóm chức quan trọng. 
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Tuy nhiên, việc thu nhận ulvan lyase từ nguồn tự nhiên gặp nhiều khó khăn do 

sản lượng thấp và chi phí cao. Giải pháp hiệu quả được nhiều nghiên cứu áp 

dụng là sản xuất enzyme thông qua biểu hiện tái tổ hợp [2]. 

Hệ thống biểu hiện protein trên vi khuẩn Escherichia coli được sử dụng 

phổ biến trong sản xuất enzyme tái tổ hợp nhờ vào các ưu điểm như tốc độ sinh 

trưởng nhanh, dễ nuôi cấy, hệ thống di truyền đơn giản, và chi phí thấp. Ngoài 

ra, E. coli còn cho phép thu nhận enzyme với hiệu suất cao và tính ổn định tốt, 

tạo điều kiện thuận lợi cho các nghiên cứu chuyên sâu về đặc tính xúc tác, cấu 

trúc phân tử và ứng dụng thực tế trong công nghiệp. 

Xuất phát từ những cơ sở khoa học và thực tiễn nêu trên, đề tài "Xác 

định điều kiện biểu hiện và thu nhận ulvan lyase tái tổ hợp trên Escherichia 

coli" được thực hiện với mục tiêu là xác định các điều kiện thích hợp để biểu 

hiện và thu nhận enzyme ulvan lyase tái tổ hợp trên chủng Escherichia coli 

BL21(DE3).  

Để đạt được mục tiêu trên, đề tài tập trung vào ba nội dung nghiên cứu 

chính: 

1. Xác định điều kiện biểu hiện ulvan lyase tái tổ hợp trên Escherichia 

coli. 

2. Nghiên cứu thu nhận ulvan lyase tái tổ hợp. 

3. Đánh giá hoạt tính enzyme và khả năng bẻ ngắn mạch ulvan của ulvan 

lyase thu nhận được. 

Kết quả nghiên cứu cung cấp cơ sở khoa học cho việc sản xuất ulvan 

lyase tái tổ hợp quy mô phòng thí nghiệm, hướng đến ứng dụng trong sản xuất 

oligosaccharide ulvan có hoạt tính sinh học cao. Điều này góp phần phát triển 

các sản phẩm từ rong biển ở Việt Nam, đặc biệt trong lĩnh vực dược liệu biển, 

thực phẩm chức năng và sinh học phân tử.   
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1. CHƯƠNG 1. TỔNG QUAN TÀI LIỆU 

1.1. TỔNG QUAN VỀ RONG LỤC VÀ ULVAN TỪ RONG LỤC 

1.1.1. Giới thiệu chung về rong lục (Chlorophyta) 

Rong lục (Chlorophyta) là một nhóm tảo lục thuộc giới thực vật, có màu 

xanh đặc trưng do chứa diệp lục a và b, giúp thực hiện quá trình quang hợp để 

sinh dưỡng. Rong lục có mặt phổ biến trong các môi trường nước ngọt và nước 

mặn trên khắp thế giới, đa dạng về hình dạng, kích thước, từ các loại nhỏ bé 

đơn bào (Chlorella, Dunaliella) đến các tảo lớn dạng dây (Cladophora spp.) 

hoặc tấm như tảo biển (Ulva spp.). 

Về mặt cấu trúc, thành tế bào rong lục được cấu tạo bởi cellulose ở phía 

trong và pectin ở ngoài. Chất nguyên sinh tạo thành một lớp mỏng ở sát thành 

vỏ tế bào, ở giữa tế bào là một không bào lớn chứa đầy dịch bào. Thể sắc tố có 

dạng phiến, đai vành móng ngựa, hình sao nhiều canh, hình xoắn lò xo, mắt 

lưới, hạng hạt nhỏ, v.v. Sắc tố chủ yếu là chlorophyl a, chlorophyl b làm cho 

rong có màu xanh, β-caroten và 10 loại xanthophyll, trong thể sắc tố còn có các 

hạt tạo bột hình tròn nhỏ. Hạt tế bào thường nằm ở giữa khoang túi dịch bào, 

hay sát bên thành lớp nguyên sinh (Hình 1.1). Rong lục có ba kiểu sinh sản là: 

sinh sản dinh dưỡng, sinh sản vô tính và sinh sản hữu tính [3,4]. 

 

Thể lipid 

Nhân 

Lục lạp hình cốc 

Màng tế bào 

Thành tế bào 

Thể pyrenoid bị cắt ngang 

bởi thylakoid hai lớp 

Hình 1.1 Cấu trúc tế bào rong lục Ulva spp. với các bào quan chính 

như nhân, lục lạp, thể pyrenoid, thể lipid, màng tế bào [3] 
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Rong lục có khả năng phân bố rộng rãi và xuất hiện ở nhiều môi trường 

khác nhau như nước ngọt, nước mặn, nước lợ, và cả trong các môi trường đất 

ẩm. Đặc biệt, ở vùng biển, rong lục thường phát triển mạnh ở khu vực ven bờ 

và các vùng cửa sông, nơi có điều kiện ánh sáng và nguồn dinh dưỡng dồi dào. 

Trong hệ sinh thái, rong lục đóng vai trò là nhà sản xuất sơ cấp quan trọng. 

Thông qua quá trình quang hợp, chúng tạo ra một lượng lớn oxy, đồng thời là 

nguồn dinh dưỡng quan trọng cho nhiều sinh vật khác, từ các động vật phù du 

đến cá và động vật thân mềm. Sự hiện diện của rong lục cũng góp phần cải 

thiện chất lượng nước bằng cách hấp thụ carbon dioxide và các hợp chất dinh 

dưỡng dư thừa, đồng thời giữ vai trò trong cân bằng sinh thái và bảo vệ môi 

trường sống tự nhiên [5]. 

Việt Nam có hệ sinh thái biển phong phú, là một trong những quốc gia 

có sự đa dạng sinh học biển cao nhất tại khu vực Biển Đông. Theo thống kê 

cập nhật, rong lục (Chlorophyta) chiếm 196 loài trong tổng số 878 loài thực vật 

biển được ghi nhận tại Việt Nam. Những loài này được tìm thấy phổ biến tại 

các hệ sinh thái ven biển như rạn san hô, đầm phá, và các bãi cát ngập nước [5]. 

Vùng ven biển miền Nam Trung Bộ được ghi nhận có sự đa dạng loài rong biển 

cao nhất, đặc biệt là tại các khu vực có mật độ rạn san hô lớn như vịnh Nha 

Trang, đảo Phú Quý và quần đảo Trường Sa. Đây là những khu vực có điều 

kiện môi trường thuận lợi như ánh sáng, nhiệt độ và nguồn dinh dưỡng phong 

phú, giúp các loài rong biển, đặc biệt là rong lục, phát triển mạnh. Trữ lượng 

rong lục tại Việt Nam được đánh giá là có tiềm năng khai thác lớn nhưng hiện 

nay vẫn chưa được khai thác một cách hiệu quả. 

Về mặt đa dạng loài, các chi rong lục phổ biến nhất tại Việt Nam bao 

gồm: 

• Chi Ulva (Ulva lactuca, Ulva pertusa, Ulva intestinalis, Ulva fasciata, 

Ulva vietnamensis – loài mới được phát hiện tại Việt Nam). 

• Chi Cladophora (Cladophora gracilis, Cladophora socialis, 

Cladophora vagabunda). 

• Chi Caulerpa (Caulerpa lentillifera – rong nho biển, Caulerpa 

sertularioides, Caulerpa racemosa). 

• Chi Codium (Codium fragile, Codium intricatum). 
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• Chi Chaetomorpha (Chaetomorpha linum). 

Đặc biệt, các loài thuộc chi Ulva không chỉ đóng vai trò quan trọng trong 

hệ sinh thái biển mà còn mang lại tiềm năng kinh tế lớn khi được khai thác 

trong các lĩnh vực như thực phẩm, dược phẩm và mỹ phẩm. Ulva thường được 

biết đến với tên gọi rau diếp biển, là một chi tảo lục ăn được, phân bố rộng rãi 

ở các vùng ven biển trên toàn thế giới. Trong số các loài phổ biến, U. lactuca 

được coi là đại diện tiêu biểu nhờ vào giá trị dinh dưỡng và khả năng sinh 

trưởng mạnh mẽ trong nhiều điều kiện môi trường khác nhau (Hình 1.2) 

(www.biolib.cz/en).  

Bên cạnh giá trị dinh dưỡng, một trong những đặc điểm đáng chú ý nhất 

của các loài thuộc chi Ulva là khả năng tổng hợp và tích lũy ulvan – một 

polysaccharide sulfate hóa chiếm tỷ lệ cao trong thành tế bào của rong lục. 

Ulvan không chỉ đóng vai trò quan trọng trong cấu trúc và chức năng sinh học 

của rong mà còn là hợp chất mang lại nhiều tiềm năng ứng dụng trong thực 

phẩm chức năng và dược phẩm nhờ các hoạt tính sinh học phong phú. Đây 

chính là cơ sở quan trọng để các nghiên cứu tập trung vào việc khai thác và 

chuyển hóa ulvan nhằm phát triển các sản phẩm có giá trị cao từ nguồn tài 

nguyên rong lục. 

Hình 1.2 Hình ảnh rong lục Ulva sp. 
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1.1.2. Ulvan – sulfate polysaccharide từ rong lục 

1.1.2.1. Thành phần hóa học và đặc điểm cấu trúc của ulvan  

Ulvan được tìm thấy ở thành tế bào rong lục, chiếm từ 9% đến 36% khối 

lượng khô của rong Ulva. Ulvan có cấu trúc phức tạp hơn các polysaccharide 

tảo khác do thành phần monosaccharide, liên kết glycosid và các cấu tử ở vị trí 

phân nhánh của chúng. Thành phần chủ yếu là các đường rhamnose, xylose, 

glucuronic axit, iduronic axit và một lượng nhỏ galactose. Thành phần và hàm 

lượng của các gốc đường này có sự thay đổi khác nhau giữa các loài rong [6]. 

Cấu trúc của ulvan bao gồm các liên kết lặp lại của các disaccharide như 

axit ulvanobiuronic và ulvanobiose. Các loài Ulva khác nhau cho ulvan với cấu 

trúc của dạng chuỗi disaccharide lặp lại là khác nhau [7]. Các disaccharide được 

phân thành 2 dạng chính là dạng A (A3s) với β-D-GlcA nối với L-Rha3S tạo 

thành dimer qua liên kết glycoside (1→4) (β-D-GlcA-(1→4)-L-Rha3S) và 

dạng B (B3s) với sự có mặt của α-L-IdoA nối với α-L-Rha3S cũng qua liên kết 

glycoside ở vị trí (1→4) (Hình 1.3). 

Lahaye và cộng sự [7] đã nghiên cứu cấu trúc hóa học của ulvan từ loài 

rong lục U. lactuca, kết quả chỉ ra rằng polysaccharide được tạo thành bởi phần 

lớn là chuỗi liên kết glycoside ở Rha dạng (1→4) và (1→2,4) và Rha bị sulfate 

hóa ở vị trí carbon C-3, liên kết glycoside ở GlcA là β-(1→4)-, liên kết 

glycoside ở Xyl là (1→4)- và (1→3)- và xylose bị sulfate hóa ở vị trí carbon 

C-2. Gần đây, những số liệu nghiên cứu khẳng định lại sự có mặt của 2-sulfate 

Xyl trong phân tử ulvan và chứng minh là hầu hết các nhóm sulfate trong phân 

tử ulvan từ rong lục Ulva đều ở vị trí carbon C-3 hoặc C-2 của Rha-(1→4)-. 

Hình 1.3 Cấu trúc hóa học của ulvan dạng A và dạng B [7] 
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1.1.2.2. Tính chất lý hóa của ulvan  

Ulvan là một polysaccharide sulfate hóa có khả năng hòa tan trong nước 

nóng ở nhiệt độ từ 80°C đến 90°C. Độ hòa tan của ulvan chịu ảnh hưởng bởi 

pH và hàm lượng ion, với khả năng hòa tan giảm trong môi trường axit hoặc 

khi có mặt các cation hóa trị II. Độ nhớt và độ bền của gel ulvan cũng phụ thuộc 

vào pH và loại cation trong dung dịch. Ở pH trung tính hoặc thấp, ulvan có xu 

hướng hình thành các cấu trúc hình cầu, làm giảm độ nhớt; trong khi đó, pH 

cao (~13) làm mở rộng cấu trúc, tăng cường tương tác giữa các phân tử [8]. 

Ulvan là polymer mang điện âm do chứa các nhóm carboxylic và sulfate, 

với tính chất phụ thuộc vào pH và nồng độ ion. Trong dung dịch, ulvan có khả 

năng tạo gel thông qua liên kết với ion Ca²⁺ và tạo thành cấu trúc borate ester, 

tương tự như cơ chế gel hóa của alginate [9]. 

1.1.2.3. Hoạt tính sinh học của ulvan  

Ulvan là một hợp chất tiềm năng với nhiều hoạt tính sinh học quan trọng 

như chống oxy hóa, chống viêm, chống ung thư, kháng khuẩn, kháng vi-rút, 

điều hòa miễn dịch, chống tăng lipid máu, chống đông máu và ứng dụng trong 

kỹ thuật mô. 

Hoạt tính chống oxy hóa: Ulvan có khả năng chống oxy hóa mạnh, liên 

quan đến hàm lượng sulfate và trọng lượng phân tử của nó. Nhiều loài rong như 

U. lactuca, U. australis, U. rigida, và U. ohnoi đã được báo cáo có hoạt tính 

chống oxy hóa đáng kể [10, 11, 12]. Các phương pháp đánh giá bao gồm khả 

năng bắt gốc tự do DPPH, hoạt tính khử sắt (FRAP), khả năng bắt gốc hydroxyl 

và ức chế quá trình peroxy hóa lipid [13]. Ulvan giúp giảm stress oxy hóa thông 

qua tăng cường hoạt động của enzyme chống oxy hóa như catalase (CAT), 

superoxide dismutase (SOD) và glutathione peroxidase (GPx) [14]. 

Hoạt tính chống viêm: Ulvan thể hiện khả năng chống viêm thông qua 

tác động đến hệ thống miễn dịch và ức chế cytokine tiền viêm như TNF-α, IL-

6, và IFN-γ. Trong các nghiên cứu in vivo, ulvan giúp giảm viêm gan và hoại 

tử tế bào gan ở chuột bị gây viêm bằng D-Gal (500 mg/kg). Ulvan còn có tác 

dụng làm giảm hiệu quả sản xuất cytokine tiền viêm trong các tế bào thần kinh 

đệm nguyên phát bị nhiễm nhiều chủng virus viêm não Nhật Bản (JEV) [15]. 
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Hoạt tính gây độc tế bào và chống ung thư: Ulvan từ U. lactuca, U. 

australis, U. rigida, và U. ohnoi đã được chứng minh có hoạt tính chống ung 

thư thông qua việc ức chế sự phát triển của các dòng tế bào ung thư như HepG2 

(ung thư gan), MCF7 (ung thư vú), Caco-2 (ung thư đại tràng) và HeLa (ung 

thư cổ tử cung) [16, 17]. Ulvan giúp kích hoạt quá trình apoptosis trong tế bào 

ung thư thông qua con đường caspase-8 và caspase-9 [18]. 

Hoạt tính kháng khuẩn: Ulvan có khả năng ức chế một số vi khuẩn gây 

bệnh như Staphylococcus sp., Streptococcus sp., Bordetella sp., nhưng có hiệu 

quả thấp hơn với Bacillus subtilis, Proteus sp., Salmonella sp., và Bacillus 

cereus [19, 20]. Các nghiên cứu cũng chỉ ra rằng sự khác biệt trong phương 

pháp chiết xuất, dung môi sử dụng và điều kiện sinh trưởng của rong có thể ảnh 

hưởng đến hiệu quả kháng khuẩn của ulvan [21].  

Hoạt tính kháng vi-rút: Ulvan có khả năng kháng vi-rút thông qua việc 

ngăn chặn sự hấp thụ và xâm nhập của vi-rút vào tế bào chủ. Nó đã được thử 

nghiệm với vi-rút cúm A/PR/8/34 (H1N1) và vi-rút viêm não Nhật Bản (JEV). 

Các polysaccharide sulfate hóa trong ulvan có thể ức chế sự nhân lên của vi-rút 

và giảm viêm thần kinh do JEV gây ra [15]. 

Hoạt tính chống đông máu: Ulvan từ U. fasciata và U. lactuca đã được 

chứng minh có hoạt tính chống đông máu thông qua việc kéo dài thời gian đông 

máu trong các xét nghiệm APTT, PT và TT [22]. Hoạt tính này phụ thuộc vào 

hàm lượng sulfate và nhóm carboxyl trong ulvan. 

Mặc dù ulvan có nhiều hoạt tính sinh học tiềm năng, việc ứng dụng nó 

vẫn gặp một số hạn chế. Một trong những thách thức chính là trọng lượng phân 

tử lớn của ulvan, làm giảm khả năng thâm nhập vào tế bào và ảnh hưởng đến 

tính khả dụng khi sử dụng trong các ứng dụng dược phẩm. Hơn nữa, khả năng 

hòa tan trong nước của ulvan thay đổi tùy thuộc vào phương pháp chiết xuất, 

ảnh hưởng đến hiệu quả sinh học của nó.  

Đã có nhiều nghiên cứu tập trung vào việc điều chế oligosaccharide có 

nguồn gốc từ ulvan nhằm cải thiện tính sinh khả dụng và hoạt tính sinh học. 

Hiện nay, các phương pháp thủy phân hóa học và phân giải enzyme đã được 

phát triển. Đặc biệt, phương pháp sử dụng enzyme ulvan lyase nổi bật với các 

ưu điểm như điều kiện phản ứng nhẹ nhàng, tính đặc hiệu cao và khả năng duy 
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trì cấu trúc nguyên bản của ulvan. Điều này góp phần tạo ra oligosaccharide 

ulvan có tiềm năng ứng dụng vượt trội [23]. 

1.2. TỔNG QUAN VỀ ULVAN LYASE 

1.2.1. Nguồn gốc và phân loại ulvan lyase 

1.2.1.1. Nguồn gốc của ulvan lyase 

Ulvan lyase là một enzyme thuộc nhóm polysaccharide lyase (PL), có 

khả năng xúc tác quá trình phân cắt ulvan – một polysaccharide cấu tạo chủ yếu 

từ rhamnose 3-sulfate (Rha3S), axit D-glucuronic (GlcA) hoặc axit L-iduronic 

(IduA). Ulvan lyase hoạt động theo cơ chế loại bỏ liên kết β (β-elimination), 

tạo ra các oligosaccharide với nhóm axit uronic không bão hòa ở đầu không 

khử.  

Ulvan lyase chủ yếu được phân lập và tinh sạch từ động vật biển và vi 

khuẩn biển. Một số nghiên cứu đã xác định vi khuẩn có khả năng phân giải 

ulvan từ hệ vi sinh vật đường ruột của động vật biển. Chẳng hạn, Olivier Coste 

và cộng sự [23] đã sàng lọc và xác định các vi khuẩn có hoạt tính ulvan lyase 

từ ruột của loài giáp xác biển Gammarus insensibilis. Trong khi đó, Chuan He 

và cộng sự [24] đã phân lập các chủng vi khuẩn có khả năng phân cắt ulvan 

thành oligosaccharide từ phân của động vật biển nhỏ. 

Mặc dù một số ulvan lyase có nguồn gốc từ động vật biển, nhưng phần 

lớn enzyme này được phân lập từ vi khuẩn biển. Moran và William [25] đã thu 

được bốn enzyme có khả năng phân giải ulvan từ ba chủng vi khuẩn thuộc bộ 

Alteromonadales, bao gồm Alteromonas LOR, Alteromonas LTR và 

Pseudoalteromonas PLSV. Dựa trên nghiên cứu này, Elizabeth Foran và cộng 

sự [25] đã tiếp tục phân lập và tinh sạch một loại ulvan lyase mới từ 

Alteromonas LOR thông qua cơ chế Polysaccharide Utilization Loci (PUL). 

Các vi khuẩn sinh ulvan lyase đã được xác định bao gồm các chi chủ yếu 

như Alteromonas, Formosa agariphila, Glaciecola, Pseudoalteromonas, 

Catenovulum maritimum và Nonlabens ulvanivorans. Những vi khuẩn này 

đóng vai trò quan trọng trong quá trình phân hủy ulvan và là nguồn chính để 

sản xuất ulvan lyase phục vụ nghiên cứu và ứng dụng công nghiệp. 
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1.2.1.2. Phân loại ulvan lyase 

Dựa trên đặc tính xúc tác, ulvan lyase được chia thành hai nhóm chính: 

Glucuronic ulvan lyase (EC 4.2.2.-): Phân cắt liên kết giữa Rha3S và GlcA 

và Iduronic ulvan lyase (EC 4.2.2.-): Phân cắt liên kết giữa Rha3S và IduA. 

Các nghiên cứu hiện tại chưa ghi nhận sự tồn tại của ulvan lyase có khả năng 

phân cắt ulvanobiose loại U (U3s), chứa β-D-xylose-(1 → 4)-α-L-rhamnose-3-

sulfate, hoặc ulvanobiose loại U’ (U2′s3s), chứa β-D-xylose-2-sulfate-(1 → 4)-

α-L-rhamnose-3-sulfate. Điều này đặt ra những thách thức và cơ hội trong 

nghiên cứu nhằm tìm kiếm các enzyme mới có khả năng phân giải hoàn toàn 

ulvan [26]. Dựa trên phân tích trình tự axit amin, ulvan lyase được xếp vào năm 

họ enzyme trong cơ sở dữ liệu CAZy (Hình 1.4).  

PL24: Được tìm thấy ở các loài Alteromonas sp. (KUL17, KUL42, 

LOR_107, LOR_61), Glaciecola sp. (KUL10), Pseudoalteromonas sp. 

(PLSV_3875, PLSV_3925). 

PL25: Được phát hiện trong Alteromonas sp. (A321, LOR), Nonlabens 

ulvanivorans (NLR), Pseudoalteromonas sp. (PLSV). 

Hình 1.4 Cây phát sinh phân loài của ulvan lyase từ các họ polysaccharide 

lyase khác nhau [25] 
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PL28: Xuất hiện trong Formosa agariphila KMM 3901 và một số vi 

khuẩn biển khác. 

PL37 và PL40: Được tìm thấy trong Formosa agariphila KMM 3901, 

nhưng ít phổ biến hơn. 

1.2.2. Phương pháp thu nhận ulvan lyase 

Ulvan lyase là một enzyme quan trọng có khả năng phân cắt 

polysaccharide sulfate hóa ulvan thành các oligosaccharide có nhiều hoạt tính 

sinh học. Hiện nay, việc thu nhận ulvan lyase có thể được thực hiện theo hai 

phương pháp chính: (1): Phân lập và tinh sạch từ vi khuẩn phân giải ulvan tự 

nhiên, (2): Biểu hiện tái tổ hợp enzyme bằng công nghệ DNA tái tổ hợp. 

1.2.2.1. Phân lập và tinh sạch ulvan lyase từ vi khuẩn tự nhiên 

Vi khuẩn có khả năng sinh ulvan lyase chủ yếu thuộc các chi 

Alteromonas, Pseudoalteromonas, Catenovulum, Glaciecola, Formosa và 

Nonlabens. Các chủng này thường được tìm thấy trong môi trường biển, đặc 

biệt là trong hệ vi sinh vật đường ruột của động vật biển hoặc môi trường nước 

biển giàu tảo lục.  

Quy trình phân lập và tinh sạch ulvan lyase từ vi khuẩn tự nhiên bao gồm 

các bước chính sau:  

- Phân lập vi khuẩn: Mẫu nước biển, trầm tích hoặc ruột động vật biển 

được thu thập và nuôi cấy trên môi trường chọn lọc có chứa ulvan 

làm nguồn carbon duy nhất để sàng lọc vi khuẩn có khả năng phân 

giải ulvan. 

- Tuyển chọn chủng vi khuẩn sinh ulvan lyase: Các chủng có khả năng 

phân hủy ulvan được xác định dựa trên vùng phân giải trên môi 

trường nuôi cấy hoặc đo hoạt tính enzyme trong dịch nuôi cấy lỏng. 

- Tinh sạch enzyme: Ulvan lyase được thu nhận từ dịch nuôi cấy bằng 

các phương pháp tủa amoni sulfate, sắc ký trao đổi ion, sắc ký lọc gel 

hoặc sắc ký ái lực để đạt độ tinh sạch cao. 

- Xác định đặc tính enzyme: Enzyme sau khi tinh sạch được kiểm tra 

về hoạt tính, pH tối ưu, nhiệt độ tối ưu và độ bền nhiệt để đánh giá 

khả năng ứng dụng trong công nghiệp. 
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Mặc dù phương pháp này giúp thu nhận enzyme từ nguồn tự nhiên, 

nhưng nó gặp một số hạn chế như hiệu suất thấp, quy trình tinh sạch phức tạp, 

và khó duy trì nguồn enzyme ổn định. Do đó, phương pháp biểu hiện tái tổ hợp 

ngày càng được ứng dụng phổ biến hơn. 

1.2.2.2. Biểu hiện tái tổ hợp enzyme bằng công nghệ DNA tái tổ hợp 

Tất cả các ulvan lyase đã được đăng ký trên cơ sở dữ liệu CAZy 

(Carbohydrate-Active EnZymes; www.cazy.org) đều thuộc nhóm enzyme tái 

tổ hợp, nhấn mạnh vai trò quan trọng của công nghệ này trong nghiên cứu và 

ứng dụng enzyme phân giải polysaccharide. Để đảm bảo quá trình thu nhận 

ulvan lyase với hiệu suất cao, việc tối ưu hóa các điều kiện biểu hiện là cần 

thiết nhằm cải thiện mức độ tổng hợp protein, độ ổn định của enzyme và tinh 

sạch dễ dàng. 

Các yếu tố chính ảnh hưởng đến hiệu suất biểu hiện ulvan lyase bao gồm: 

- Môi trường nuôi cấy và nồng độ chất cảm ứng: Ảnh hưởng trực 

tiếp đến mức độ tổng hợp protein và khả năng hòa tan của enzyme. 

- Thời gian cảm ứng: Quyết định hiệu suất biểu hiện tối đa của enzyme 

mà không gây ảnh hưởng đến sinh trưởng của vi khuẩn chủ. 

- Nhiệt độ biểu hiện: Ảnh hưởng đến cấu trúc bậc ba của enzyme, độ 

hòa tan và khả năng hoạt động sinh học của ulvan lyase. 

Các yếu tố này được trình bày chi tiết trong Bảng 1.1, cung cấp cơ sở để 

tối ưu hóa điều kiện biểu hiện ulvan lyase tái tổ hợp nhằm phục vụ nghiên cứu 

và ứng dụng công nghiệp. 

Bảng 1.1 Một số yếu tố ảnh hưởng đến quá trình biểu hiện và thu nhận ulvan 

lyase tái tổ hợp 

GeneBank 

Chủng vi 

khuẩn mang 

gene ulvan 

lyase 

Chủng biến 

nạp 

Điều kiện 

biểu hiện/ 

cảm ứng 

Thu 

nhận 

protein 

TLTK 

PL24 

BAY00694.1 Alteromonas sp. 

KUL17 

E. coli 

BL21(DE3) 

1 mM 

IPTG, 20 

°C, 4 h 

Dịch 

nội bào 

[24] 

http://www.cazy.org/
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BAY00695.1 Alteromonas sp. 

KUL42 

E. coli 

BL21(DE3) 

1 mM 

IPTG, 20 

°C, 4 h 

Dịch 

nội bào 

[24] 

AMA19991.1 Alteromonas sp. 

LOR_107 

E. 

coli BL21 

(DE3) 

0.5 mM 

IPTG, 16 

°C, 18 h  

Dịch 

nội bào 

[25, 

27] 

WP_0320961

65.1 

Alteromonas sp. 

LOR_61 

E. 

coli BL21 

(DE3) 

0.5 mM 

IPTG, 16 

°C, 18 h  

Dịch 

nội bào 

[25] 

BAY00693.1 Glaciecola sp. 

KUL10 

E. coli BL2

1 (DE3) 

 
Dịch 

nội bào 

[25] 

AMA19992.1 Pseudoalteromo

nas 

sp.PLSV_3875 

E. 

coli BL21 

(DE3) 

0.2 mM 

IPTG, 16–

18 h, 16 °C 

Dịch 

nội bào 

[25, 

28] 

PL25 

QFR04505.1 Alteromonas sp. 

A321 

E. 

coli BL21 

(DE3)  

1 mM 

IPTG, 28 

°C, 18 h 

Dịch 

nội bào 

[29] 

WP_0331869

95.1 

Pseudoalteromo

nas sp. 

PLSV_3936 

E. coli 

BL21 

IPTG, 16–

18°C 

Dịch 

nội bào 

[30] 

WP_0520101

78.1 

Alteromonadale

s sp. LOR_29 

E. coli IPTG, 

16°C–25°C 

Dịch 

nội bào 

[30] 

WP_0365804

76.1 

Nonlabens 

ulvanivorans 

NLR_492 

E. coli IPTG, 

16°C–25°C 

Dịch 

nội bào 

[31] 

PL28 

CDF79931.1 Formosa 

agariphila 

KMM 3901 

E. coli 
 

Dịch 

nội bào 

[32] 

KEZ94336.1 Nonlabens 

ulvanivorans 

NLR48 

E. coli. 

BL21 

(DE3) 

0.5 mM 

IPTG, 16 

h, 18 °C 

Dịch 

nội bào 

[33] 
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WP_1396985

91 

Tamlana 

fucoidanivorans 

CW2-9 

E. coli 

BL21 

(DE3) 

IPTG Dịch 

nội bào 

[34] 

PL37 

CDF79930.1 Formosa 

agariphila 

KMM 3901 

E. coli BL2

1 (DE3) 

0.2 mM 

IPTG, 16 h, 

16 °C 

Dịch 

nội bào 

[35] 

PL40 

CDF79911.1 Formosa 

agariphila 

KMM 3901 

E. coli IPTG, 16-

20°C 

Dịch 

nội bào 

[36] 

Phương pháp biểu hiện tái tổ hợp mang lại nhiều ưu điểm như hiệu suất 

thu hồi cao, quy trình tinh sạch đơn giản, khả năng kiểm soát quá trình sản xuất, 

và tạo ra enzyme có độ bền cũng như hoạt tính ổn định. Trong đó, hệ thống E. 

coli là lựa chọn phổ biến nhất nhờ vào các đặc điểm như tốc độ sinh trưởng 

nhanh, dễ nuôi cấy, chi phí thấp và có sẵn nhiều vector biểu hiện thương mại, 

giúp tối ưu hóa quy trình sản xuất ulvan lyase ở quy mô công nghiệp. 

1.2.3. Đặc tính xúc tác của ulvan lyase 

Ulvan lyase là enzyme thuộc nhóm polysaccharide lyase, có khả năng 

phân cắt liên kết glycosid giữa rhamnose-3-sulfate (Rha3S) và axit glucuronic 

(GlcA) hoặc axit iduronic (IdoA) trong cấu trúc ulvan thông qua cơ chế loại bỏ 

β. Các đặc tính xúc tác của enzyme này chịu ảnh hưởng bởi nhiệt độ, pH, ion 

kim loại, và đặc điểm cấu trúc của trung tâm hoạt động. 

1.2.3.1. Ảnh hưởng của pH và nhiệt độ đến hoạt động của ulvan 

lyase 

Nhiệt độ và pH là hai yếu tố quan trọng quyết định hoạt tính và độ ổn 

định của ulvan lyase. Enzyme này thể hiện hoạt tính tối ưu trong khoảng pH 

7,5 – 9,0, phù hợp với điều kiện kiềm nhẹ của môi trường biển và hệ vi sinh 

đường ruột của sinh vật biển, nơi chứa nhiều vi khuẩn sinh enzyme này [37]. 

Đây là bằng chứng cho thấy quá trình tiến hóa đã giúp vi khuẩn biển thích nghi 

với điều kiện môi trường có độ pH cao hơn so với vi khuẩn từ các hệ sinh thái 

khác. 
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Nhiệt độ tối ưu của ulvan lyase dao động từ 30°C đến 50°C, phụ thuộc 

vào nguồn gốc enzyme. Một số nghiên cứu đã xác định nhiệt độ tối ưu của các 

enzyme này từ các họ polysaccharide lyase khác nhau. Cụ thể, enzyme 

Alteromonas sp. LOR_107 (họ PL24) có nhiệt độ tối ưu là 40°C [25], trong khi 

Pseudoalteromonas sp. PLSV_3875 hoạt động mạnh nhất ở 35°C [28]. Enzyme 

từ PLSV_3875 có độ ổn định cao hơn so với LOR_107, vì nó vẫn duy trì 100% 

hoạt động sau 24 giờ ở 30°C, trong khi LOR_107 chỉ còn 10% hoạt động trong 

cùng điều kiện. Trong nhóm PL25, enzyme từ Alteromonas sp. A321 có nhiệt 

độ tối ưu cao hơn, đạt 50°C [29], trong khi enzyme FaPL37 từ Formosa 

agariphila KMM 3901 thuộc họ PL37 hoạt động tối ưu ở 40°C [35]. Enzyme 

từ Alteromonadales sp. LOR_29 có hoạt tính cao nhất ở 45°C [38]. 

Một số enzyme ulvan lyase có thể chịu nhiệt cao hơn nhưng có độ ổn 

định nhiệt kém. Ví dụ, enzyme NLR42 từ Nonlabens ulvanivorans có nhiệt độ 

tối ưu là 50°C, nhưng mất hơn 75% hoạt tính trong vòng 5 phút, cho thấy khả 

năng chịu nhiệt thấp. Ngược lại, khi ủ ở 30°C trong 2 giờ, enzyme này không 

có sự suy giảm đáng kể về hoạt tính, cho thấy nó nhạy cảm với nhiệt độ cao 

nhưng ổn định hơn ở nhiệt độ trung bình [39]. 

1.2.3.2. Ảnh hưởng của ion kim loại và chất hoạt động bề mặt 

Sự có mặt của ion kim loại và chất hoạt động bề mặt có thể kích hoạt 

hoặc ức chế hoạt động của ulvan lyase, ảnh hưởng trực tiếp đến khả năng xúc 

tác của enzyme. Một số ion kim loại có tác dụng tăng cường hoạt tính enzyme, 

trong khi các ion kim loại khác có thể làm giảm hoặc bất hoạt hoàn toàn enzyme 

này. 

Một số ion kim loại có vai trò kích hoạt ulvan lyase, giúp gia tăng đáng 

kể hoạt tính enzyme. Chẳng hạn, enzyme PL24 từ Pseudoalteromonas sp. 

PLSV_3875 tăng hoạt tính lên 45% khi có Ca2+ và 60% khi có Co2+, cho thấy 

các ion này đóng vai trò quan trọng trong việc ổn định cấu trúc enzyme và tối 

ưu hóa hoạt động xúc tác [40]. Tương tự, enzyme ALT3695 từ Alteromonas sp. 

A321 cũng cho thấy sự gia tăng hoạt tính khi có mặt Ca2+, Mg2+ và Ba2+, chứng 

tỏ các ion này có thể tham gia vào cơ chế hoạt động hoặc cấu trúc của enzyme, 

cải thiện hiệu suất phân cắt ulvan. 
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Ngược lại, một số ion kim loại lại có tác động ức chế hoạt động của ulvan 

lyase. Enzyme PL24 từ Pseudoalteromonas sp. PLSV_3875 bị ức chế khi có 

Mn2+, Zn2+, đồng thời hoạt tính cũng giảm khi có mặt EDTA, cho thấy enzyme 

này có thể phụ thuộc vào các ion kim loại để duy trì cấu trúc và chức năng xúc 

tác [40]. Enzyme ALT3695 từ Alteromonas sp. A321 bị giảm hoạt tính đáng kể 

khi có mặt Fe2+, Cu2+, Co2+ ở nồng độ thấp và bị bất hoạt hoàn toàn khi tiếp xúc 

với Cd2+, Hg2+ và Fe3+, cho thấy sự nhạy cảm của enzyme đối với các ion kim 

loại nặng. Ngoài ra, enzyme FaPL28 từ Formosa agariphila KMM 3901 có 

hoạt tính tăng 70% khi có NaCl ở nồng độ 100–200 mM, nhưng lại giảm khi 

nồng độ NaCl quá cao, cho thấy nồng độ ion trong môi trường phản ứng cần 

được kiểm soát để tối ưu hóa hoạt tính enzyme. 

Những nghiên cứu này cho thấy ulvan lyase có sự khác biệt đáng kể về 

nhiệt độ hoạt động và độ ổn định nhiệt tùy theo nguồn gốc enzyme. Điều này 

đóng vai trò quan trọng trong việc lựa chọn enzyme phù hợp cho các ứng dụng 

công nghiệp, đặc biệt là khi cần tối ưu hóa điều kiện hoạt động trong các quy 

trình sản xuất oligosaccharide ulvan hoặc phân tích cấu trúc polysaccharide. 

Những kết quả này nhấn mạnh vai trò quan trọng của Ca2+ trong việc 

kích hoạt ulvan lyase, đồng thời chỉ ra rằng các ion nặng như Cd2+, Hg2+ và Fe3+ 

có thể bất hoạt enzyme hoàn toàn. Hiểu rõ ảnh hưởng của các ion kim loại đến 

ulvan lyase giúp tối ưu hóa điều kiện xúc tác và cải thiện hiệu suất enzyme 

trong các ứng dụng công nghiệp. 

1.3. TIỀM NĂNG ỨNG DỤNG CỦA ULVAN LYASE 

Ulvan lyase ngày càng thu hút sự quan tâm rộng rãi nhờ vào tiềm năng 

ứng dụng đa dạng trong nhiều lĩnh vực khác nhau. Enzyme này không chỉ đóng 

vai trò quan trọng trong quá trình sản xuất oligosaccharide ulvan, mà còn góp 

phần phân tích cấu trúc ulvan cũng như hỗ trợ chiết xuất các hợp chất có giá trị 

từ rong lục. 

1.3.1. Sản xuất oligosaccharide ulvan 

Một trong những ứng dụng quan trọng nhất của ulvan lyase là sản xuất 

oligosaccharide ulvan thông qua quá trình phân cắt ulvan thành các đoạn 

oligosaccharide có hoạt tính sinh học cao. Các nghiên cứu đã chỉ ra rằng 

oligosaccharide ulvan có thể mang lại nhiều lợi ích sinh học quan trọng: 
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Kháng virus: Chi và cộng sự phát hiện rằng oligosaccharide ulvan được 

phân giải bằng ulvan lyase thuộc họ PL25 có khả năng ức chế sự lây nhiễm và 

nhân lên của vi-rút viêm miệng mụn nước (vesicular stomatitis virus - VSV) ở 

nồng độ 100 μg/mL [41]. 

Chống viêm và kích thích tăng sinh tế bào: Kidgell và cộng sự cho thấy 

ulvan có khối lượng phân tử thấp có thể thúc đẩy sự tăng sinh tế bào và ức chế 

phản ứng viêm, tạo tiềm năng ứng dụng trong y dược [42]. 

Chống oxy hóa, chống ung thư và điều hòa miễn dịch: Oligosaccharide 

ulvan còn được ghi nhận có khả năng chống oxy hóa, ức chế sự phát triển của 

tế bào ung thư, và tăng cường điều hòa miễn dịch, mở ra cơ hội ứng dụng trong 

điều trị bệnh và sản xuất thực phẩm chức năng [43, 44].  

Hoạt tính sinh học của oligosaccharide ulvan phụ thuộc vào cấu trúc hóa 

học, trong đó khối lượng phân tử và mức độ sulfate hóa đóng vai trò quan trọng 

trong việc xác định các đặc tính sinh học của hợp chất này [45, 46]. 

So với phương pháp hóa học và vật lý, việc sản xuất oligosaccharide 

ulvan bằng enzym ulvan lyase có nhiều ưu điểm như điều kiện phản ứng nhẹ, 

hiệu suất cao, thu được sản phẩm đặc hiệu và không tạo sản phẩm phụ có hại. 

Do đó, phương pháp thủy phân enzym sẽ là xu hướng tiềm năng trong sản xuất 

oligosaccharide ulvan phục vụ cho y dược, thực phẩm chức năng và mỹ phẩm 

trong tương lai. 

1.3.2. Ứng dụng trong phân tích cấu trúc ulvan 

Bên cạnh vai trò trong sản xuất oligosaccharide, ulvan lyase còn được sử 

dụng để phân tích cấu trúc ulvan, giúp làm sáng tỏ mối quan hệ giữa thành phần 

hóa học và hoạt tính sinh học của polysaccharide này. 

Chi và cộng sự [47] đã sử dụng ulvan lyase thuộc họ PL25 để khám phá 

cấu trúc tinh vi của ulvan, cung cấp thông tin quan trọng về sự phân bố 

monosaccharide và liên kết hóa học trong phân tử. Ulvan lyase cũng có thể hỗ 

trợ quá trình chiết xuất protein từ rong lục, giúp gia tăng hiệu suất thu nhận 

protein có giá trị từ U. lactuca [48]. 

Ngoài ra, oligosaccharide ulvan sau khi được phân cắt bởi ulvan lyase có 

thể tiếp tục được thủy phân thành monosaccharide bởi các enzyme thuộc họ 



18 

GH105, tạo điều kiện thuận lợi cho việc nghiên cứu sâu hơn về sản phẩm phân 

giải của ulvan [49]. 

1.3.3. Tiềm năng ứng dụng trong công nghiệp thực phẩm, dược 

phẩm và mỹ phẩm 

Nhờ vào khả năng tạo ra oligosaccharide ulvan có tính sinh học cao, 

ulvan lyase mở ra nhiều cơ hội ứng dụng trong công nghiệp thực phẩm, dược 

phẩm và mỹ phẩm. Oligosaccharide ulvan sau khi được phân giải có kích thước 

nhỏ hơn, dễ hấp thu hơn và mang lại nhiều lợi ích sinh lý quan trọng như: 

Ứng dụng trong thực phẩm: Oligosaccharide ulvan có thể được bổ sung 

vào thực phẩm chức năng để hỗ trợ sức khỏe tiêu hóa, tăng cường miễn dịch và 

cải thiện chuyển hóa lipid. 

Ứng dụng trong dược phẩm: Oligosaccharide ulvan có tiềm năng hỗ trợ 

điều trị các bệnh liên quan đến stress oxy hóa, rối loạn miễn dịch và viêm 

nhiễm, đặc biệt là trong lĩnh vực điều trị bệnh tim mạch và ung thư. 

Ứng dụng trong mỹ phẩm: Nhờ vào đặc tính giữ ẩm, chống oxy hóa và 

bảo vệ tế bào, oligosaccharide ulvan có thể được sử dụng trong các sản phẩm 

chăm sóc da và chống lão hóa. 

Mặc dù ulvan lyase có nhiều tiềm năng ứng dụng, nhưng hầu hết các 

enzyme hiện nay vẫn chưa đáp ứng được yêu cầu của sản xuất công nghiệp do 

thiếu thông tin về trình tự gen, độ ổn định và hoạt tính enzyme còn thấp. Do 

đó, trong tương lai, việc tối ưu hóa đặc tính enzyme, hoàn thiện dữ liệu trình tự 

gen và cải tiến công nghệ sản xuất ulvan lyase tái tổ hợp sẽ là những hướng 

nghiên cứu quan trọng nhằm nâng cao ứng dụng của enzyme này trong nhiều 

lĩnh vực. 
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2. CHƯƠNG 2. ĐỐI TƯỢNG VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1. ĐỐI TƯỢNG NGHIÊN CỨU 

2.1.1. Đối tượng nghiên cứu 

 Chủng vi khuẩn E. coli BL21 (DE3) tái tổ hợp có Plasmid pET-28a (+) 

mang gene P30_PL28 mã hoá ulvan lyase mã số (WP_038530530) và có nguồn 

gốc từ vi khuẩn biển Formosa agariphila KMM 3901T. 

 Chủng E. coli BL21 (DE3)/pET-28a(+)-faly được đặt tên dựa trên ba 

thành phần chính: E. coli BL21 (DE3) là chủng vi khuẩn biểu hiện; pET-28a(+) 

là vector biểu hiện chứa promoter T7; faly là tên mã gene. Chủng vi khuẩn này 

đã được tạo dòng thành công trong khuôn khổ thực hiện của đề tài mã số 

VAST06.01/23-24. Chủng này được đặt tên là E. coli BL21(DE3)/pET-28a(+)-

faly và ulvan lyase biểu hiện bởi chủng vi khuẩn này được đặt tên là Faly. 

2.1.2. Vật liệu nghiên cứu 

 Ulvan từ 02 loài rong lục U. lactuca và U. papenfussii đã được điều chế 

và tinh sạch, do nhóm nghiên cứu của phòng Hóa phân tích và Phát triển công 

nghệ, Viện Hải dương học cung cấp. 

 Môi trường vi sinh, hóa chất được cung cấp bởi hãng Merk, Sigma (Phụ 

lục 1). 

 Môi trường nuôi cấy: LB (Lysogeny Broth), AT (Autoinduction 

Medium) (Phụ lục 2). 

 Dụng cụ phân tích và thiết bị: Máy ly tâm lạnh, thiết bị điện di SDS-

PAGE, Western blot, máy đo UV-VIS, hệ thống sắc ký HisTrap HP Ni²⁺. 

2.2. PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

Đề tài được thực hiện theo sơ đồ nghiên cứu tổng quát như sau: 
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2.2.1. Phương pháp kiểm tra sự hiện diện và khả năng biểu hiện của 

gene mã hóa ulvan lyase trong chủng vi khuẩn tái tổ hợp 

2.2.1.1. Kiểm tra sự hiện diện của gene P30_PL28 trong chủng vi 

khuẩn tái tổ hợp 

Trong nghiên cứu này, chúng tôi sử dụng chủng E. coli BL21(DE3) tái 

tổ hợp mang plasmid pET-28a (+) chứa gene P30_PL28 (Faly), mã hóa enzyme 

ulvan lyase. Gene P30_PL28 có chiều dài 1.324 bp, được thiết kế để biểu hiện 

trong hệ thống vi khuẩn E. coli với sự điều hòa bởi promoter T7. 

Trước khi tiến hành các thí nghiệm biểu hiện protein, chúng tôi kiểm tra 

sự hiện diện của gene P30_PL28 trong plasmid tái tổ hợp của chủng E. coli 

Chuẩn bị chủng tái tổ hợp  

E. coli BL21(DE3)/pET-28a(+) - 

faly 

1. Kiểm tra sự hiện diện của gene 

2. Nghiên cứu điều kiện biểu hiện 

ulvan lyase tái tổ hợp Faly 

3. Nghiên cứu thu nhận ulvan lyase 

Faly 

4. Thử nghiệm hoạt tính enzyme 

PCR – Giải trình tự gene 

Môi trường và thời gian 

lên men (AT và LB) 

Nhiệt độ biểu hiện 

Nồng độ chất cảm ứng 

IPTG 

- Ly giải tế bào để thu 

nhận dịch nội bào 

- Tinh sạch qua cột Ni2+ 

(nồng độ imodazole để 

rửa giải) 

- Loại imidazole bằng 

PD10 

C-PAGE 

Đánh 

giá 

bằng 

SDS-

PAGE 

và 

Western 

Blot 

Hình 2.1 Sơ đồ nghiên cứu tổng quát của đề tài 
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BL21(DE3) nhằm xác nhận thành công của quá trình tạo dòng. Vi khuẩn Faly 

được nuôi cấy trên môi trường thạch LB bổ sung kanamycin (100 μg/mL) để 

chọn lọc các dòng mang plasmid. Các khuẩn lạc phát triển riêng rẽ trên đĩa 

thạch được lựa chọn để thực hiện PCR khuếch đại gene P30_PL28. Phản ứng 

PCR được thực hiện với cặp mồi đặc hiệu như sau: 

• Mồi xuôi (Forward primer): 5′-

AATAGCGCCGTCGACCATCATCATCATCATCAT-3′ 

• Mồi ngược (Reverse primer): 5′-

CATGGTTAATTCCTCCTGTTAGCCCAAAAA-3′ 

 Sản phẩm PCR được phân tích bằng điện di trên gel agarose 1% để kiểm 

tra kích thước (~1.324 bp), sau đó được tinh sạch và gửi giải trình tự để xác 

nhận chính xác sự hiện diện và toàn vẹn của gene P30_PL28 so với trình tự 

tham chiếu trên cơ sở dữ liệu GenBank.  

2.2.1.2. Phương pháp biểu hiện enzyme tái tổ hợp  

 Sau khi xác nhận gen mục tiêu đã được tạo dòng thành công, quá trình 

biểu hiện protein được tiến hành theo các bước sau: 

Chủng E. coli BL21 (DE3)/pET-28a(+)-faly được nuôi cấy trong 5 ml 

môi trường LB lỏng có bổ sung 100 μg/mL kanamycin và 0,05% (w/v) 

arabinose ở 37ºC, với tốc độ lắc 180 vòng/phút trong điều kiện ủ qua đêm. Sau 

đó, dịch nuôi cấy được chuyển sang môi trường LB mới theo tỷ lệ 1:20 (v/v) 

và tiếp tục nuôi lắc ở 37ºC với cùng tốc độ cho đến khi OD600 đạt từ 0,6 đến 

0,8. Khi mật độ tế bào đạt ngưỡng mong muốn, quá trình cảm ứng được thực 

hiện bằng cách bổ sung 2 mM IPTG (Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside). 

Hỗn hợp tiếp tục được nuôi lắc ở 20ºC với tốc độ 180 vòng/phút trong 1 giờ. 

Sau thời gian cảm ứng, sinh khối vi khuẩn được thu nhận bằng cách ly tâm ở 

7.000 vòng/phút trong 15 phút ở 4ºC. Sự biểu hiện của ulvan lyase được đánh 

giá bằng điện di hỗn hợp sinh khối tế bào theo SDS-PAGE và Western Blot 

[50]. 

Kết thúc quá trình biểu hiện, tiến hành ly tâm dịch lên men (7.000 

vòng/phút, 15 phút, 4ºC) để thu nhận sinh khối tế bào. Huyền phù sinh khối tế 

bào trong dịch đệm 20 mM Tris-HCl, 250 mM NaCl, 20 mM imidazole, pH 

7,4, sau đó bổ sung thêm lyzozyme 0,2 mg/ml để hỗ trợ quá trình phá vỡ tế bào. 
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Các tế bào được phá vỡ bằng sóng siêu âm (UP400S Hielscher, Teltow, 

Germany) chu kỳ 0,5 và cường độ 100% trong 2 phút, sau đó để ở nhiệt độ 

phòng 15 phút. Dịch nội bào được thu nhận bằng cách ly tâm thu dịch nổi 

(19.000 vòng/phút, 4ºC, 20 phút), dịch nổi được lọc qua màng lọc 0,22 μm để 

loại xác tế bào. Phần dịch nội bào thu nhận được tiến hành đo hàm lượng protein 

theo phương pháp Bradford với chất chuẩn là albumin huyết thanh bò [50].  

Phần dịch lên men (canh trường), dịch ngoại bào (phần dịch bên ngoài 

tế bào) và dịch nội bào (phần dịch bên trong tế bào) đều được thu nhận xác định 

vị trí thu nhận enzyme bằng SDS-PAGE và Western Blot. 

2.2.2. Phương pháp nghiên cứu một số yếu tố ảnh hưởng đến điều 

kiện biểu hiện ulvan lyase tái tổ hợp 

Hai môi trường khác nhau gồm LB (yeast extract 0,5%, peptone 1,0%, 

NaCL 1,0%, pH 7,5) và môi trường tự cảm ứng AT (0,6% w/w Na2HPO4; 0,3% 

w/w KH2PO4; 2,0% w/w tryptone; 0,5% w/w yeast extract; 0,5% w/w NaCl; 

0,06% v/v glycerol; 0,05% w/v glucose và 0,04% w/v α-lactose, pH 7,5) được 

khảo sát cho sự biểu hiện gene mã hóa ulvan lyase. Đối với môi trường LB 

được thực hiện theo các thông số của điều kiện chuẩn nêu trên; đối với môi 

trường AT, quá trình cấy chuyển từ ống 5 ml sang môi trường biểu hiện AT 

được thực hiện ở 20oC, 180 vòng/phút. Song song với quá trình khảo sát điều 

kiện môi trường biểu hiện, tiến hành kiểm tra sự biểu hiện ulvan lyase theo thời 

gian với các mốc thời gian là 5 giờ, 10 giờ, 15 giờ và 20 giờ. Môi trường và 

thời gian biểu hiện sự phù hợp được lựa chọn cho các thí nghiệm tiếp theo. Sự 

biểu hiện của ulvan lyase bằng điện di hỗn hợp sinh khối tế bào theo SDS-

PAGE và Western Blot. 

Đối với môi trường biểu hiện được lựa chọn, nồng độ chất cảm ứng được 

khảo sát là IPTG từ 0,5 - 3,0 mM, nhiệt độ biểu hiện được đánh giá tại các điểm 

14oC; 16oC; 18oC; 20oC; 25oC và 30oC. Sự biểu hiện của ulvan lyase được đánh 

giá thông qua kết quả điện di hỗ hợp sinh khối tế bào theo phương pháp SDS-

PAGE và Western Blot.  

2.2.3. Tinh sạch protein ulvan lyase bằng phương pháp sắc ký ái lực 

Enzyme được tinh sạch bằng hệ thống cột Ni2+ Sepharose HisTrap HP 

(GE Healthcare, Uppsala, Thụy Điển), với chất rửa giải là imidazole nồng độ 
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20 - 500 mM (không liên tục) trong dịch đệm 20 mM Tris-HCl, NaCl 250 mM, 

pH 7,4. Phân đoạn có hàm lượng protein cao được thu nhận và kiểm tra độ sạch 

thông qua kỹ thuật SDS-PAGE. 

Sau khi qua cột, phân đoạn chứa enzyme mục tiêu được loại imidazole 

bằng cột PD10 (GE Healthcare, USA) trong đệm UB4 20mM, pH 8.0 và 250 

mM NaCl, dựa trên quy trình của nhà sản xuất. Enzyme tinh sạch được xác 

định nồng độ protein, chia nhỏ vào các ống eppendorf và giữ ở -80°C cho thí 

nghiệm tiếp theo. 

2.2.4. Phương pháp thử nghiệm hoạt tính ulvan lyase tái tổ hợp 

2.2.4.1. Thử nghiệm hoạt tính enzyme bằng phương pháp điện di 

C-PAGE (Carbohydrate-Polyacrylamide Gel Electrophoresis) 

Hỗn hợp phản ứng chứa dung dịch enzyme có nồng độ 0,05 g/l trong môi 

trường đệm UB4 20 mM, pH 8,0, 250 mM NaCl và 10 mM CaCl2 (đệm A), và 

1% w/v ulvan (cơ chất ulvan chiết xuất từ hai loại rong là U. lactuca và U. 

papenfussii) trong đệm A. Các mẫu được ủ ở 35ºC trong vòng 24 giờ. Hỗn hợp 

phản ứng (5 µl) được pha trộn với 5 µl đệm tải (20 % glycerol và 0,02% phenol 

đỏ). Sau đó, sử dụng 5 µl mẫu để thực hiện điện di trên gel polyacrylamide 20% 

(w/v) dày 1 mm với đệm chạy là Tris-borate 100 mM, pH 8,3 trong 1 giờ. Quá 

trình nhuộm gel được thực hiện qua hai bước: đầu tiên là với dung dịch chứa 

0,05 % alcian blue 8GX (Panreac, Barcelona, Tây Ban Nha) trong 2% axit 

acetic trong 45 phút, sau đó là với dung dịch 0,01% O-toluidine blue (Sigma-

Aldrich, Steinheim, Đức) trong 50% ethanol và 1% axit acetic. Mẫu chuẩn (đối 

chứng dương) là sản phẩm phản ứng của FFA2 trên ulvan từ rong nâu Fucus 

evanescens do Khoa Công nghệ kỹ thuật Sinh học và Y sinh học, Trường Đại 

học Khoa học Kỹ thuật Đan Mạch cung cấp. 

2.2.4.2. Xác định hoạt tính enzyme bằng phương pháp UV-VIS 

Hoạt tính ulvan lyase được xác định bằng sự gia tăng các sản phẩm không 

bão hòa (liên kết đôi trong hỗn hợp phản ứng), khi đo độ hấp thụ ở bước sóng 

235 nm [51] trong điều kiện xác định. Các thí nghiệm được thực hiện trong hỗn 

hợp phản ứng 200 μl, chứa 0,025 mg/ml enzyme và 2 mg/ml ulvan trong dung 

dịch đệm UB4 20 mM, pH 8,0 và 250 mM NaCl, phản ứng được thực hiện ở 

30 ºC trong 30 phút, vận tốc ban đầu (phạm vi tuyến tính trong thời gian chạy) 
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được quy đổi thành mM/s bằng cách sử dụng hệ số extinction 6150 M−1 cm-1 

[52]. 

Một đơn vị (U) hoạt tính của ulvan lyase được định nghĩa là lượng protein 

cần thiết để tạo ra 1 μmol glucuronyl (hệ số hấp thụ, 4800 M⁻¹·cm⁻¹) mỗi phút 

[32]. 

2.2.5. Các kỹ thuật dùng chung 

2.2.5.1. Phương pháp điện di protein SDS-PAGE 

Điện di được thực hiện trên gel acrylamide 12% với đệm tải Laemmli 

(4x), điện di được thực hiện với 40 µg protein thô và 5 µg protein tinh sạch 

cùng với 5 mM DTT. Điện di tổng protein nội bào bằng cách sử dụng sinh khối 

tế bào của 300 µl dịch nuôi cấy, sau đó thêm 100 µl đệm tải 4×Laemmli, sử 

dụng 10 µl mẫu để điện di trên gel acrylamide 12%. Thang protein chuẩn sử 

dụng có khối lượng phân tử 10-250 kDa (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, 

USA). 

2.2.5.2. Phương pháp chuyển màng lai kháng thể miễn dịch 

Western Blot 

Tổng lượng protein được điện di trên gel acrylamide 12%. Sau quá trình 

điện di, bản gel chứa protein đã phân chia được chuyển sang màng lai PVDF 

(GE Healthcare No. 1060022) và quá trình chuyển màng được thực hiện trong 

dung dịch chạy là Tris-glycine pH 8,3 ở điện áp 100V trong 45 phút. Đầu tiên, 

màng lai được chặn bằng skim milk 2% trong dung dịch TBS (Tris-based 

sodium chloride pH 7,6) có chứa 0,1% Tween-20 (dung dịch TBS_T) trong 60 

phút. Sau đó, màng lai được ủ trong dung dịch TBS_T với kháng thể đơn dòng 

được kết hợp với peroxidase anti-polyhistidine (Sigma-Aldrich, Steinheim, 

Đức) với tỷ lệ pha loãng 1:10.000 trong tổng thể tích 30 ml trong 1 giờ. Màng 

lai được rửa trong dung dịch TBS_T 3 lần trong 10 phút và TBS với 0,1% 

Tween-20 trong 20 phút. Các kháng thể liên kết được phát hiện bằng nhuộm 

màu sử dụng AEC Kit (Sigma-Aldrich, Steinheim, Đức) theo hướng dẫn của 

nhà sản xuất. 
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3. CHƯƠNG 3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

3.1. KẾT QUẢ KIỂM TRA SỰ HIỆN DIỆN CỦA GENE MÃ HÓA 

ULVAN LYASE TRONG CHỦNG VI KHUẨN TÁI TỔ HỢP 

Kết quả điện di sản phẩm PCR trên gel agarose 1% cho thấy băng DNA 

có kích thước khoảng 1.324 bp, tương ứng với kích thước dự kiến của gene 

P30_PL28 mã hóa enzyme ulvan lyase được thiết kế trong vector tái tổ hợp 

(Hình 3.1). Điều này xác nhận gene mục tiêu đã được khuếch đại thành công 

từ vi khuẩn tái tổ hợp. 

Để kiểm tra độ chính xác của quá trình tạo dòng, sản phẩm PCR được 

tinh sạch và tiến hành giải trình tự bằng phương pháp Sanger. Kết quả giải trình 

tự được đối chiếu với trình tự gene tham chiếu trên cơ sở dữ liệu GenBank bằng 

công cụ BLASTn. Phân tích chuỗi nucleotide cho thấy mức độ tương đồng đạt 

trên 99,9%, không phát hiện đột biến nào ảnh hưởng khung mã hóa (open 

reading frame - ORF) hoặc cấu trúc gene. Kết quả này khẳng định gene 

P30_PL28 đã được nhân bản chính xác và đã tích hợp thành công vào vector 

biểu hiện của chủng vi khuẩn E. coli BL21(DE3). 

Hình 3.1 Hình ảnh điện di agarose 1% sản phẩm PCR khuếch đại gene mã 

hóa ulvan lyase từ chủng vi khuẩn E. coli tái tổ hợp 

5000 bp 

1500 bp 

500 bp 

Chú thích: 

1. Thang chuẩn kích thước 

DNA (GeneRulerTM 1 kb 

DNA Ladder, Thermo 

Sientific, Mỹ).  

2. Sản phẩm PCR của đoạn 

gene ulvan lyase của vi 

khuẩn Faly. 
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Từ đó, có thể kết luận rằng chủng E. coli tái tổ hợp mang gene mã hóa 

ulvan lyase P30_PL28 có hệ biểu hiện ổn định và sẵn sàng cho các bước khảo 

sát điều kiện biểu hiện trong các thí nghiệm tiếp theo. Việc tối ưu hóa các yếu 

tố như môi trường nuôi cấy, nồng độ IPTG và nhiệt độ cảm ứng sẽ được thực 

hiện nhằm đạt hiệu suất biểu hiện enzyme cao nhất. Lưu ý rằng bước xác nhận 

tạo dòng chỉ mới đảm bảo sự hiện diện của gene, chưa chứng minh được sự 

biểu hiện thành công của enzyme. Do đó, các bước đánh giá tiếp theo là cần 

thiết để khẳng định sự biểu hiện và hoạt tính enzyme [29]. 

Việc xác nhận vị trí thu nhận ulvan lyase tái tổ hợp không chỉ giúp đảm 

bảo quá trình biểu hiện enzyme thành công mà còn hỗ trợ trong việc tinh sạch, 

và định hướng ứng dụng thực tiễn của enzyme này. Do đó, sau khi kết thúc quá 

trình biểu hiện theo như mô tả ở phần phương pháp nghiên cứu mục 2.2.1.2, 

các nghiệm thức bao gồm: sinh khối tế bào (whole cell), dịch nội bào và dịch 

ngoại bào được thu nhận để tiến hành thí nghiệm. Kết quả khảo sát vị trí thu 

nhận ulvan lyase  sau quá trình biểu hiện được thể hiện ở Hình 3.2.  

Từ kết quả điện di trên SDS-PAGE và Western blot cho thấy, dịch 

enzyme thô được biển hiện và thu nhận là phần dịch nội bào của các tế bào vi 

khuẩn E. coli BL21 (DE3) mang gen ulvan lyase tái tổ hợp. Kết quả cho thấy 

xuất hiện vạch tín hiệu màu đỏ tại vị trí tương ứng với protein có khối lượng 

Hình 3.2 Phân tích biểu hiện ulvan lyase tái tổ 

hợp bằng SDS-PAGE (A) và Western blot (B).  

Chú thích: 

1. Sinh khối E.coli. 

2. Dịch nội bào. 

3. Dịch ngoại bào.  
48 kDa 
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phân tử 48 kDa, phù hợp với kích thước khoảng 1.324 bp của quá trình kiểm 

tra DNA tạo dòng. Phần dịch ngoại bào là phần dịch nổi sau khi ly tâm thu sinh 

khối tế bào từ canh trường lên men không thể hiện kết quả biểu hiện trên các 

bản gel SDS-PAGE và Western blot. Cho đến nay, hầu như các ulvan lyase tái 

tổ hợp đều được thu nhận từ dịch nội bào [29]. Như vậy, kết quả trong nghiên 

cứu này đều tương đồng với các công bố trước đó, cũng như phù hợp với quá 

trình tổng hợp trong hệ thống biểu hiện E. coli BL21(DE3). 

Kết quả điện di SDS-PAGE và Western blot cho thấy enzyme ulvan lyase 

tái tổ hợp Faly được biểu hiện chủ yếu trong dịch nội bào của E. coli 

BL21(DE3) sau khi cảm ứng bởi IPTG. Việc phá vỡ tế bào bằng sóng siêu âm 

và ly tâm thu nhận dịch nội bào cho thấy lượng protein mục tiêu đáng kể, trong 

khi dịch ngoại bào và dịch lên men không phát hiện tín hiệu rõ ràng. Điều này 

xác nhận rằng enzyme Faly được sản xuất với hiệu suất cao và chủ yếu được 

thu nhận từ pha nội bào, phản ánh khả năng biểu hiện hiệu quả của hệ thống tái 

tổ hợp. 

Phân tích kết quả Western blot sử dụng kháng thể kháng polyhistidine 

(His-tag) cho thấy một băng tín hiệu rõ nét xuất hiện tại vị trí khoảng 43 kDa, 

phù hợp với khối lượng phân tử dự kiến của enzyme ulvan lyase tái tổ hợp Faly. 

Băng tương ứng được phát hiện rõ rệt trong dịch nội bào, trong khi không quan 

sát được tín hiệu đặc hiệu ở mẫu dịch ngoại bào và dịch lên men. Điều này cho 

thấy enzyme Faly được biểu hiện hiệu quả nhưng không bài tiết ra môi trường 

nuôi cấy, mà chủ yếu được giữ lại trong tế bào chất. 

Sự tương quan giữa kết quả SDS-PAGE và Western blot càng khẳng 

định tính đặc hiệu của tín hiệu phát hiện được là do protein Faly gắn His-tag. 

Ngoài ra, kết quả này cũng gợi ý rằng quá trình biểu hiện không bị ảnh hưởng 

đến cấu trúc gắn thẻ His, giúp thuận lợi cho quá trình tinh sạch bằng sắc ký ái 

lực sau này. 
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3.2. NGHIÊN CỨU KHẢO SÁT MỘT SỐ YẾU TỐ ẢNH 

HƯỞNG ĐẾN SỰ BIỂU HIỆN CỦA ULVAN LYASE TÁI TỔ HỢP 

FALY 

3.2.1. Kết quả nghiên cứu ảnh hưởng của môi trường lên men và 

thời gian lên men đến sự biểu hiện của ulvan lyase tái tổ hợp Faly 

Việc so sánh giữa hai loại môi trường – tự cảm ứng và LB cảm ứng bằng 

IPTG – là bước quan trọng nhằm tối ưu hóa điều kiện biểu hiện enzyme ulvan 

lyase tái tổ hợp. Môi trường tự cảm ứng có ưu điểm nổi bật là giảm chi phí vận 

hành và loại bỏ nhu cầu bổ sung chất cảm ứng bên ngoài, giúp đơn giản hóa 

quy trình sản xuất và giảm sai số thao tác. Ngược lại, môi trường LB kết hợp 

IPTG cho phép điều khiển chính xác thời điểm và mức độ biểu hiện gene mục 

tiêu, nhờ đó dễ dàng đánh giá ảnh hưởng của từng yếu tố đến sinh trưởng vi 

khuẩn và hiệu suất tổng hợp enzyme. Kết quả khảo sát hai môi trường cho phép 

đánh giá hiệu suất biểu hiện enzyme, ảnh hưởng đến tốc độ sinh trưởng của 

chủng vi khuẩn E. coli tái tổ hợp, cũng như khả năng ứng dụng trên quy mô 

lớn. Từ các phân tích này, điều kiện biểu hiện phù hợp nhất có thể được lựa 

chọn nhằm đảm bảo hiệu suất sản xuất enzyme cao, ổn định và có tính khả thi 

về mặt kinh tế. 

Kết quả khảo sát hai loại môi trường nuôi cấy, bao gồm môi trường tự cảm 

ứng) và môi trường cảm ứng LB cảm ứng bởi IPTG, cùng với sự thay đổi thời 

gian lên men, cho thấy sự khác biệt rõ rệt trong mức độ biểu hiện của ulvan 

lyase tái tổ hợp. Trong môi trường tự cảm ứng AT, với hàm lượng nitơ và 

carbon (glucose/glycerol) cao, lượng ulvan lyase Faly thu được trong 300 µL 

sinh khối lên men thấp hơn so với môi trường LB có bổ sung IPTG (Hình 3.3).  
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Sự khác biệt này có thể bắt nguồn từ đặc điểm điều hòa biểu hiện trong 

hệ thống pET-28a(+) sử dụng promoter T7, vốn phụ thuộc vào sự hoạt hóa bởi 

IPTG thông qua cơ chế giải phóng chất ức chế Lacl. Khi IPTG được bổ sung, 

nó gắn vào Lacl, làm mất khả năng ức chế promoter lac, từ đó kích hoạt hoạt 

động của RNA polymerase T7 và dẫn đến quá trình phiên mã mạnh mẽ của 

gene mục tiêu. Trong khi đó, môi trường tự cảm ứng kích hoạt biểu hiện thông 

qua cơ chế cảm ứng chậm bởi lactose, nên tốc độ tổng hợp protein có thể chậm 

hơn và không kiểm soát được như IPTG. Những kết quả thu được phù hợp với 

các nghiên cứu trước đây về biểu hiện ulvan lyase tái tổ hợp trên hệ thống E. 

coli BL21(DE3) [26]. Do đó, để đạt hiệu suất biểu hiện ulvan lyase Faly cao 

nhất, môi trường LB cảm ứng bằng IPTG phù hợp hơn so với môi trường tự 

cảm ứng AT. 

Trong các thí nghiệm tiếp theo, môi trường LB được lựa chọn để biểu 

hiện protein Faly ulvan lyase tái tổ hợp do khả năng tổng hợp protein cao và ổn 

định nhất. Môi trường LB là môi trường nuôi cấy phổ biến, dễ chuẩn bị, cung 

cấp đầy đủ các peptide, axit amin thiết yếu và muối khoáng natri cần thiết cho 

sự phát triển của E. coli, từ đó tạo điều kiện thuận lợi cho quá trình biểu hiện 

protein tái tổ hợp. Điều này góp phần nâng cao khả năng ứng dụng của ulvan 

lyase Faly trong công nghệ sinh học và sản xuất enzyme. 

Hình 3.3 Ảnh hưởng của môi trường lên men 

và thời gian lên men đến sự biểu hiện ulvan 

lyase tái tổ hợp Faly 

Chú thích: 

St - Thang protein chuẩn, 

AT - Môi trường tự cảm 

ứng; 10 h,15 h, 20 h - thời 

gian lên men, 

LB - Môi trường lên men E. 

coli được cảm ứng bởi 

IPTG; 5 h,10 h,15 h, 20 h - 

thời gian lên men, 

C – Không cảm ứng biểu 

hiện (ITPG 0mM). 
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Quá trình khảo sát thời gian biểu hiện cho thấy enzyme ulvan lyase Faly 

bắt đầu được tổng hợp sau khoảng 5 giờ nuôi cấy và tiếp tục tăng dần theo thời 

gian. Sau 10-15 giờ cảm ứng, lượng protein đạt mức cao nhất, biểu hiện mạnh 

và không thay đổi đáng kể khi kéo dài thời gian lên đến 20 giờ. Do đó, thời 

điểm tối ưu để thu nhận enzyme là sau 15 giờ cảm ứng, giúp đảm bảo hiệu suất 

biểu hiện cao và ổn định, đồng thời tối ưu hóa quy trình sản xuất. 

Faly có thời gian biểu hiện nhanh hơn một số enzyme, đặc biệt so với 

các ulvan lyase cần 16–18 giờ để đạt mức biểu hiện tối đa. Thời gian biểu hiện 

của Faly (10–15 giờ) nằm trong khoảng trung bình khi so sánh với các ulvan 

lyase thuộc họ PL24, và PL25 [29]; tuy nhiên, lại nhanh hơn từ 1–4 giờ khi so 

sánh trong cùng họ ulvan lyase PL28 [33]. Đây là cơ sở khoa học cho việc định 

hướng ứng dụng Faly trong các lĩnh vực công nghiệp sản xuất oligosaccharide 

ulvan có giá trị sinh học cao, hoặc các ứng dụng khác trong thực phẩm, y dược 

và môi trường. 

Kết quả nghiên cứu cho thấy môi trường nuôi cấy và thời gian lên men 

có ảnh hưởng đáng kể đến mức độ biểu hiện ulvan lyase tái tổ hợp Faly. Môi 

trường LB và môi trường tự cảm ứng AT đều hỗ trợ biểu hiện enzyme, nhưng 

LB kết hợp với cảm ứng IPTG cho hiệu suất cao hơn. Thời gian lên men tối ưu 

được xác định là 15 giờ, đảm bảo lượng enzyme biểu hiện đạt mức tối đa mà 

không gây suy giảm chất lượng protein. 

Dựa trên kết quả này, nghiên cứu tiếp theo sẽ tập trung vào khảo sát ảnh 

hưởng của nồng độ IPTG nhằm xác định điều kiện cảm ứng tối ưu cho quá trình 

biểu hiện ulvan lyase Faly. 

3.2.2. Kết quả nghiên cứu ảnh hưởng của nồng độ IPTG đến sự 

biểu hiện của ulvan lyase tái tổ hợp Faly 

Quá trình tổng hợp protein tái tổ hợp được điều khiển bởi promoter T7 

trên vector pET-28a (+), trong đó sự biểu hiện của gene mục tiêu được kích 

hoạt bởi IPTG. Nồng độ IPTG đóng vai trò quan trọng trong việc điều chỉnh 

mức độ biểu hiện protein, vì nếu nồng độ quá cao, nó có thể gây ức chế sinh 

trưởng tế bào, trong khi nếu quá thấp, lượng protein tổng hợp sẽ không đạt mức 

tối ưu. Để xác định nồng độ IPTG thích hợp nhất, chúng tôi đã tiến hành thử 
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nghiệm với các mức nồng độ khác nhau: 0,5 mM, 1 mM, 1,5 mM, 2 mM, 2,5 

mM và 3 mM, kết quả được thể hiện trong Hình 3.4. 

Kết quả cho thấy, tại nồng độ 2 mM IPTG, mức biểu hiện của enzyme 

Faly cao nhất. Khi tiếp tục tăng nồng độ IPTG lên 2,5mM và 3 mM, mức độ 

biểu hiện không có sự cải thiện đáng kể, cho thấy hệ thống đã đạt đến ngưỡng 

bão hòa. Ngược lại, ở nồng độ thấp hơn (0,5–1,5 mM), băng protein ~48 kDa 

xuất hiện ở mức độ yếu hơn rõ rệt. 

Sự bão hòa trong biểu hiện protein tại nồng độ 2 mM IPTG có thể được 

giải thích bởi giới hạn năng lực phiên mã của RNA polymerase T7 hoặc khả 

năng gấp cuộn và ổn định của protein trong tế bào chủ. Việc sử dụng IPTG 

vượt quá ngưỡng tối ưu không những không mang lại lợi ích về hiệu suất biểu 

hiện mà còn làm tăng chi phí sản xuất và nguy cơ gây stress tế bào. 

Do đó, nồng độ IPTG 2 mM được lựa chọn là điều kiện tối ưu cho các 

thí nghiệm tiếp theo, đảm bảo cân bằng giữa hiệu suất tổng hợp enzyme và khả 

năng sinh trưởng ổn định của E. coli tái tổ hợp. 

3.2.3. Kết quả nghiên cứu ảnh hưởng của nhiệt độ đến sự biểu hiện 

của ulvan lyase tái tổ hợp Faly 

Nhiệt độ là một yếu tố quan trọng ảnh hưởng đến hiệu suất và trạng thái 

hòa tan của protein tái tổ hợp trong hệ thống E. coli. Một phần do nhiệt độ tác 

Hình 3.4 Kết quả khảo sát ảnh hưởng của nồng độ 

IPTG đến sự biểu hiện của ulvan lyase tái tổ hợp Faly 
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động đến tốc độ phiên mã, dịch mã và khả năng gấp cuộn chính xác của chuỗi 

polypeptide, đồng thời cũng ảnh hưởng đến tính ổn định của plasmid trong tế 

bào chủ. Ở nhiệt độ cao, nguy cơ mất plasmid tăng do áp lực sinh lý lên tế bào, 

dẫn đến giảm hiệu suất biểu hiện. Ngoài ra, nhiệt độ cũng ảnh hưởng đến sự ổn 

định của mRNA, từ đó tác động đến quá trình dịch mã và tổng hợp protein. 

 Để tối ưu hóa điều kiện thu nhận enzyme Faly với sản lượng cao và tỷ 

lệ hòa tan tốt, đồng thời hạn chế protein nội sinh, chúng tôi đã khảo sát hiệu 

suất biểu hiện enzyme ở các mức nhiệt độ khác nhau: 14°C, 16°C, 18°C, 20°C, 

25°C và 30°C. Mức độ biểu hiện được đánh giá qua SDS-PAGE và hoạt tính 

enzyme được xác định từ các mẫu tương ứng. Kết quả thu được được trình bày 

trong Hình 3.5.  

Kết quả thí nghiệm cho thấy, khi nhiệt độ tăng, mức độ biểu hiện của cả 

protein tái tổ hợp và các protein nội sinh của E. coli đều tăng theo. Tuy nhiên, 

hoạt tính của enzyme ulvan lyase bị ảnh hưởng đáng kể bởi nhiệt độ biểu hiện. 

Khi kiểm tra hoạt tính enzyme từ các điều kiện nuôi cấy khác nhau, chúng tôi 

nhận thấy enzyme có hoạt tính cao nhất khi được biểu hiện ở 20°C. 

Kết quả nghiên cứu cho thấy nhiệt độ có tác động quan trọng đến sự biểu 

hiện của ulvan lyase tái tổ hợp Faly. Ở nhiệt độ cao (30°C), mức độ biểu hiện 

enzyme giảm đáng kể, trong khi ở nhiệt độ thấp hơn (16–20°C), enzyme được 

biểu hiện mạnh mẽ hơn và chủ yếu ở dạng hòa tan. Nhiệt độ tối ưu được xác 

Hình 3.5 Ảnh hưởng của nhiệt độ đến sự biểu hiện (A) và hoạt tính của 

enzyme Faly tái tổ hợp (B) 

48 kDa 
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định là 20°C, đảm bảo sự biểu hiện ổn định và hạn chế sự kết tụ protein không 

mong muốn. 

3.2.4. Biểu hiện ulvan lyase tái tổ hợp Faly ở điều kiện tối ưu 

Sau khi khảo sát các yếu tố ảnh hưởng đến quá trình biểu hiện ulvan 

lyase tái tổ hợp Faly, bao gồm môi trường nuôi cấy, nồng độ IPTG và nhiệt độ, 

điều kiện tối ưu đã được xác định. Ở điều kiện này, enzyme được biểu hiện với 

eêju suất cao nhất và chủ yếu ở dạng hòa tan, giúp thuận lợi cho quá trình thu 

nhận và tinh sạch. 

Trong phần này, quá trình biểu hiện ulvan lyase Faly sẽ được tiến hành 

theo điều kiện tối ưu đã xác định, đồng thời đánh giá mức độ biểu hiện thông 

qua SDS-PAGE và Western blot, nhằm xác nhận sự thành công của quá trình 

sản xuất enzyme tái tổ hợp (Hình 3.6). 

Kết quả phân tích bằng phương pháp điện di SDS-PAGE (Hình 3.6A) 

cho thấy protein Faly ulvan lyase được biểu hiện có khối lượng phân tử khoảng 

48 kDa, phù hợp với giá trị dự kiến dựa trên kích thước của đoạn gene mục tiêu 

(~1.324 bp) theo kết quả tạo dòng đã nêu trên. Để xác nhận sự có mặt của 

protein tái tổ hợp, phản ứng Western blot đã được thực hiện (Hình 3.6B).  

Hình 3.6 Phân tích ulvan lyase tái tổ hợp Faly 

sau biểu hiện ở điều kiện tối ưu bằng SDS-

PAGE (A) và Western blot (B). 

Chú thích: 

(A): Điện di SDS-PAGE;  

(B): Western blot. 

1. Thang chuẩn. 

2. Mẫu sinh khối sau biểu hiện. 
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Kết quả cho thấy xuất hiện vạch tín hiệu màu đỏ tại vị trí tương ứng với 

protein có khối lượng phân tử 48 kDa. Điều này chứng tỏ protein Faly ulvan 

lyase đã được biểu hiện thành công trong hệ thống E. coli BL21(DE3)/pET-28a 

(+)-faly. Sự xuất hiện của vạch màu đỏ trong phản ứng Western blot là kết quả 

của tương tác đặc hiệu giữa protein tái tổ hợp mang đuôi His-tag và kháng thể 

đơn dòng anti-polyHistidine peroxidase-conjugated antibody. Phản ứng lai 

miễn dịch này giúp khẳng định chính xác rằng protein thu nhận được chính là 

ulvan lyase tái tổ hợp mong muốn. Bên cạnh đó, khi tiến hành thí nghiệm tương 

tự với chủng vi khuẩn không được biểu hiện cảm ứng (được xem là mẫu đối 

chứng âm), kết quả cho thấy không xuất hiện vạch protein mục tiêu tại vị trí 48 

kDa ở trên gel điện di protein SDS-PAGE và phản ứng lai miễn dịch Western 

blot cũng không xuất hiện bất cứ phản ứng biểu hiện màu nào. 

Khi so sánh khối lượng phân tử của protein ulvan lyase Faly với các 

enzyme ulvan lyase tái tổ hợp đã được công bố trước đây, có thể thấy rằng giá 

trị này nằm trong khoảng phổ biến từ 30 đến 60 kDa. Cụ thể, một số nghiên 

cứu đã báo cáo về các ulvan lyase có kích thước phân tử tương tự, chẳng hạn 

như PLSV_3875 từ Pseudoalteromonas sp. (59 kDa) [25, 53], NLR48 từ 

Nonlabens ulvanivorans NLR48 (30 kDa) [33], LOR_29 từ Alteromonadales 

sp. (52 kDa) [38] và NLR42 từ Nonlabens ulvanivorans (46 kDa) [39]. 

Kết quả thực nghiệm thu nhận được cho thấy rằng protein mục tiêu của 

chủng vi khuẩn Faly thu nhận được có kích thước phân tử gần tương đương với 

các ulvan lyase trước đó, việc này chứng tỏ rằng các trình tự axit amin của Faly 

gần như là các vùng domain nhằm duy trì đặc tính và hoạt tính của enzyme này. 

Bên cạnh đó, kích thước phân tử của Faly (48 kDa) từ Formosa agariphila 

KMM 3901T hầu như tương đồng với NLR42 từ Nonlabens ulvanivorns (46 

kDa) và cả hai ulvan lyase tái tổ hợp này đều thuộc họ PL28 ulvan lyase; điều 

này cho thấy một số vùng trình tự axit amin từ hai enzyme này là bảo thủ cho 

đặc tính và hoạt tính của ulvan lyase thuộc họ PL28 [39]. Như vậy, kích thước 

của protein Faly phù hợp với đặc điểm chung của các ulvan lyase đã biết. Điều 

này giúp củng cố nhận định rằng ulvan lyase Faly có thể có cơ chế hoạt động 

tương tự với các enzyme cùng họ đã được nghiên cứu trước đây. 

Một trong các công bố về ulvan lyae KUL17 đã chỉ ra rằng: việc loại bỏ 

một phần trình tự axit amin của KUL17 đã được thực hiện, kết quả là thu được 
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ulvan lyase có hoạt tính cao nhất [24]. Với kết quả này sẽ gợi ý cho chúng ta 

việc phân tích sâu hơn các vùng axit amin có trong Faly để tiến hành cắt ngắn 

có chủ đích nhằm xác định chức năng của các vùng trình tự cũng như so sánh 

các đặc tính và hoạt tính của ulvan lyase tái tổ hợp này. 

3.3. KẾT QUẢ TINH SẠCH ULVAN LYASE TÁI TỔ HỢP FALY 

Quá trình tinh sạch được thực hiện nhằm loại bỏ các tạp chất và thu được 

ulvan lyase Faly có độ tinh khiết cao, phục vụ cho các nghiên cứu tiếp theo. 

Phương pháp sắc ký ái lực sử dụng cột Ni2+ Sepharose được áp dụng để tinh 

sạch enzyme nhờ vào thẻ His-tag gắn trên protein tái tổ hợp. 

Trong phần này, hiệu quả tinh sạch enzyme sẽ được đánh giá thông qua 

phân tích SDS-PAGE và xác định hàm lượng protein thu được, từ đó tối ưu hóa 

quá trình tinh sạch nhằm đảm bảo sản phẩm enzyme có chất lượng tốt nhất để 

thử nghiệm hoạt tính. Hình ảnh SDS-PAGE cho thấy kết quả tinh sạch protein 

Faly bằng hệ thống cột Ni2+ Sepharose HisTrap HP với chất rửa giải là 

imidazole ở các nồng độ khác nhau (20 - 500 mM) (Hình 3.7).  

Điều này khẳng định rằng phương pháp sắc ký ái lực với Ni2+ là phù hợp 

và có độ chọn lọc tốt cho quá trình tinh sạch Faly. Việc tối ưu nồng độ imidazole 

giúp đạt hiệu suất thu hồi cao, đồng thời giảm thiểu sự rửa giải các protein 

không đặc hiệu. 

Hình 3.7 Phân tích SDS-PAGE các phân đoạn chứa enzyme Faly thu được từ 

sắc ký ái lực trên cột Ni²⁺ Sepharose HisTrap HP với các nồng độ khác nhau 
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Kết quả cho thấy protein mục tiêu bắt đầu rửa giải rõ ràng từ nồng độ 50 

mM và đạt cường độ mạnh nhất trong khoảng 150 - 250 mM imidazole. Khi 

nồng độ imidazole tăng lên từ 300 mM trở đi, cường độ dải protein dần giảm, 

cho thấy hầu hết protein Faly đã được thu nhận ở nồng độ thấp hơn. Ở mức 20 

mM, xuất hiện một số dải protein mờ, có thể do còn lẫn nhiều tạp chất, trong 

khi ở nồng độ từ 150 mM trở lên, protein mục tiêu thể hiện rõ ràng với ít tạp 

chất đi kèm, chứng tỏ phương pháp tinh sạch có độ chọn lọc tốt. Thang chuẩn 

protein (marker) cho thấy protein thu nhận có kích thước phù hợp với dự đoán, 

và không xuất hiện nhiều dải protein không đặc hiệu ở nồng độ imidazole cao 

hơn (≥250 mM). Như vậy, nồng độ imidazole tối ưu để rửa giải protein Faly 

khỏi cột sắc ký nằm trong khoảng 150-250 mM, đảm bảo hiệu quả tinh sạch 

cao và loại bỏ đáng kể tạp chất. 

Sau khi tinh sạch ulvan lyase tái tổ hợp Faly bằng sắc ký ái lực Ni2+ 

Sepharose, enzyme thu nhận được vẫn còn chứa một lượng đáng kể imidazole 

từ dung dịch rửa giải. Imidazole có thể ảnh hưởng đến hoạt tính enzyme, gây 

cản trở các thí nghiệm đánh giá hoạt tính thủy phân ulvan. Vì vậy, để loại bỏ 

imidazole và đảm bảo enzyme thu được ở dạng hoạt động ổn định, bước lọc 

qua cột PD10 được thực hiện. Cột PD10 hoạt động theo nguyên lý lọc gel, giúp 

tách imidazole ra khỏi dung dịch protein mà không làm mất đi enzyme. Kết quả 

thu được là ulvan lyase Faly có độ tinh sạch cao, thích hợp cho các thí nghiệm 

đánh giá hoạt tính enzyme và nghiên cứu ứng dụng tiếp theo. Kết quả tinh sạch 

Faly qua cột PD10 được trình bày trong bảng số liệu 3.1.   

Bảng 3.1 Hoạt tính của Faly thô và sau khi tinh sạch qua cột PD10 

Bước tinh sạch 

Tổng 

protein 

(mg) 

Tổng hoạt 

tính (U) 

Hoạt tính 

riêng (U/mg) 

Độ tinh 

sạch (lần) 

Hiệu 

suất (%) 

Enzyme thô 32,92 30,61 0,93 1.00 100,00 

Ni2+ Sepharose 

HisTrap/ PD10  
8,07 12,38 1,53 1,65 40,44 

Kết quả cho thấy hiệu quả làm giàu enzyme nhưng đi kèm với sự suy 

giảm tổng hoạt tính. Cụ thể, tổng lượng protein giảm mạnh từ 32,92 mg xuống 

còn 8,07 mg sau quá trình tinh sạch, chứng tỏ cột Ni2+ Sepharose HisTrap đã 
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loại bỏ đáng kể các tạp chất không mong muốn. Tuy nhiên, tổng hoạt tính 

enzyme cũng giảm từ 30,61 U xuống 12,38 U, dẫn đến hiệu suất thu hồi enzyme 

chỉ đạt 40,44%. Mặc dù vậy, hoạt tính riêng tăng từ 0,93 U/mg lên 1,53 U/mg, 

cho thấy enzyme đã được làm giàu đáng kể. Độ tinh sạch đạt 1,65 lần so với 

enzyme thô, phản ánh mức độ tinh khiết cao hơn của sản phẩm thu được. Tuy 

nhiên, mức thu hồi tương đối thấp gợi ý rằng phương pháp tinh sạch này có thể 

cần được tối ưu hóa thêm để giảm tổn thất enzyme và cải thiện hiệu suất thu 

hồi. 

Như vậy, ulvan lyase tái tổ hợp Faly đã được tinh sạch thành công, và 

kết quả SDS-PAGE cho thấy chỉ có một dải protein duy nhất, chứng tỏ độ tinh 

khiết cao (Hình 3.7). Kết quả phân tích khối lượng phân tử xác định Faly có 

kích thước khoảng 48 kDa, tương đồng với các ulvan lyase thuộc họ PL28 đã 

được báo cáo trước đó, như NLR42 (46 kDa) [39]. Hoạt tính đặc hiệu của Faly 

đạt 1,53 U/mg protein với hiệu suất thu hồi 40,44% (Bảng 3.1). Trong khi đó 

ALT 3695 ulvan lyase tái tổ hợp đã được tinh sạch tương tự bằng cách sử dụng 

cột BeaverBeads™ IDA-Nickel, tuy nhiên enzyme này không sử dụng cột 

PD10 để loại imidazole, do đó mà hiệu suất thu hồi đạt 52% [29]. Để có thể so 

sánh hoạt tính giữa các ulvan lyase tái tổ hợp với nhau cần nghiên cứu về động 

học phản ứng của enzyme, tuy nhiên hiện nay trên thị trường chưa có ulvan 

thương mại, vì vậy các nhà khoa học ngày nay vẫn đang tìm kiếm một định 

hướng cho vấn đề này. 

3.4. KẾT QUẢ THỬ NGHIỆM HOẠT TÍNH THỦY PHÂN 

ULVAN CỦA ULVAN LYASE TÁI TỔ HỢP FALY 

3.4.1. Kết quả thử nghiệm khả năng thủy phân ulvan của Faly thu nhận 

được 

Ulvan lyase Faly dạng chiết xuất thô đã được sử dụng để đánh giá khả 

năng cắt mạch ulvan được tách chiết từ loài rong lục U. lactuca. Kết quả phân 

tích (Hình 3.8) cho thấy sự khác biệt rõ rệt giữa mẫu ulvan chưa thủy phân 

(Ulac) và mẫu đã thủy phân (R).  

 

 

 



38 

Chú thích: 

(A) Kết quả điện di (C-PAGE) cho thấy hoạt động thủy phân ulvan của enzyme 

Faly.  

(B) Thời gian phản ứng của Faly 

Ulac – ulvan được điều chế từ rong lục U. lactuca. 

St - đối chứng dương của điện di C-PAGE (phản ứng giữa fucoidan từ rong 

Fucus evannescen với enzyme FFA2). 

R - Sản phẩm của phản ứng thủy phân ulvan bởi Faly ulvan lyase. 

C – đối chứng âm: phản ứng giữa dịch chiết thô của vi khuẩn E. coli BL21 

(DE3) không được biểu hiện và cơ chất ulvan. 

Đặc biệt, mẫu đối chứng âm (C) hoàn toàn không xuất hiện phản ứng, 

khẳng định rằng hoạt tính cắt mạch chỉ xuất phát từ ulvan lyase tái tổ hợp Faly, 

thay vì từ bất kỳ protein nội sinh nào khác có trong E. coli tái tổ hợp. Kết quả 

điện di minh chứng rằng ulvan lyase Faly đã thủy phân ulvan thành các 

oligomer sulfate hóa với kích thước khác nhau. Điều này không chỉ chứng tỏ 

hiệu quả của enzyme trong việc xử lý ulvan mà còn mở ra tiềm năng ứng dụng 

trong quá trình chế tạo oligosaccharide ulvan từ rong lục Việt Nam.Bên cạnh 

đó, quá trình thủy phân trong nghiên cứu này còn được đánh giá thông qua 

phương pháp quang phổ. Cụ thể, hoạt tính của ulvan lyase được xác định dựa 

trên sự gia tăng của các sản phẩm không bão hòa có liên kết đôi trong hỗn hợp 

Hình 3.8 Khả năng thủy phân ulvan của ulvan lyase Faly trên các cơ 

chất ulvan chiết từ rong U. lactuca và thời gian phản ứng của enzyme 
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phản ứng theo thời gian, được đo bằng độ hấp thụ quang. Kết quả cho thấy 

ulvan lyase Faly thu nhận đã thể hiện hoạt tính thủy phân đối với ulvan chiết 

xuất từ U. lactuca qua ba lần lặp lại thí nghiệm, khẳng định tính ổn định và 

tiềm năng ứng dụng của enzyme này trong nghiên cứu và sản xuất 

oligosaccharide dạng ulvan (Hình 3.8B). 

3.4.2. Kết quả thử nghiệm hoạt tính thủy phân ulvan từ hai loại 

rong lục khác nhau của ulvan lyase tái tổ hợp Faly 

Ulvan lyase Faly dạng tinh sạch đã được sử dụng để thử nghiệm khả 

năng cắt mạch ulvan được tách chiết từ hai loài rong lục U. lactuca và U. 

papenfussii có cấu trúc vừa có phần tương đồng vừa có phần khác biệt này, 

ngoài mục đích thu nhận oligosaccharide dạng ulvan còn hướng tới xác định 

một phần các đặc điểm cấu trúc đặc hiệu. Kết quả của thí nghiệm này được thể 

hiện trong Hình 3.9 đã cho thấy đã có sự khác biệt giữa các sản phẩm thủy 

phân bởi cùng một enzyme trên hai cơ chất có cấu trúc khác nhau. 

Chú thích: 

Ulac – ulvan được điều chế từ rong lục U. lactuca. 

St - đối chứng dương của điện di C-PAGE. 

Hình 3.9 Phân tích sản phẩm thủy phân ulvan bởi 

enzyme ulvan lyase Faly bằng điện di C-PAGE 
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R1 - Sản phẩm của phản ứng thủy phân ulvan từ rong lục U. lactuca bởi Faly 

ulvan lyase. 

Upa – ulvan được điều chế từ rong lục U. papenfussii. 

R2 - Sản phẩm của phản ứng thủy phân ulvan từ rong lục U. papenfussii bởi 

Faly ulvan lyase. 

Các cấu trúc khác nhau của ulvan thường có bộ khung cơ bản thuộc các 

dạng A3s, B3s hoặc U2,3s, với sự khác biệt chủ yếu đến từ các nhánh phân tử 

như Xylp và GlcAp gắn tại vị trí C2 hoặc C4 của D-glucuronosyl và L-

rhamnopyranosyl, cũng như các nhóm sulfate liên kết với đơn vị đường hoặc 

nhóm acid tại vị trí O-2 và O-3 [54]. Nhìn chung, cấu trúc ulvan rất phức tạp 

và đa dạng, bị ảnh hưởng bởi tỷ lệ monosaccharide, cấu hình, mức độ phân 

nhánh cũng như kiểu sulfate hóa. Những yếu tố này phụ thuộc vào loài tảo 

nguồn và phương pháp chiết xuất, dẫn đến sự khác biệt trong đặc điểm cấu trúc 

của ulvan.  

Ulvan chiết xuất từ U. lactuca sử dụng trong nghiên cứu này chủ yếu 

chứa khung cấu trúc ulvanobiuronic acid A3s với disaccharide [→4)-β-D-

GlcA-(1 → 4)-α-L-Rha3S-(1→] (Hình 3.10), trong đó các nhánh phân tử được 

gắn tại vị trí C-2 của rhamnose [16]. Ngoài ra, ulvan này còn chứa một lượng 

nhỏ disaccharide β-GlcAp-(1→2)-α-Xylp. Các nghiên cứu trước đây đã chỉ ra 

rằng cấu trúc polysaccharide của U. lactuca rất phức tạp và có sự biến đổi đáng 

kể [55, 56]. 

  

Hình 3.10 Đặc điểm cấu trúc của ulvan chiết xuất từ rong lục U. lactuca và 

U. papenfussii [16, 54] 
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Trong khi đó, ulvan tách chiết từ U. papenfussii sử dụng trong nghiên 

này được xác định là một hỗn hợp gồm hai dạng cấu trúc chính: (A3s) với đơn 

vị disaccharide lặp lại [→4)-β-D-GlcAp-(1 → 4)-α-L-Rhap 3S-(1→]n và (B3s) 

với đơn vị disaccharide lặp lại [→4)-α-L-IdoAp-(1 → 4)-α-L-Rhap 3S-(1→]n 

Kết quả này lần đầu tiên được ghi nhận nên chưa có tham khảo với các công bố 

trước đó.  

Faly thuộc họ PL28 nên có khả năng cắt đứt liên kết glycoside giữa 

GlcA-Rha3S và IdoA-Rha3S. Ulvan lyase chủ yếu phân hủy polysaccharide ở 

các đơn vị disaccharide ở đầu không khử để hình thành nối đôi, trong đó sản 

phẩm chính thu được sau quá trình cắt mạch là disaccharide. Tuy nhiên, hiện 

tại, enzyme này chưa có khả năng phân cắt liên kết glycoside giữa Xyl và 

Rha3S, dẫn đến sự xuất hiện của các tetrasaccharide chứa Xyl trong sản phẩm 

thủy phân bằng enzyme [32]. Do đó, có thể một phần đặc điểm cấu trúc của 

phần sản phẩm tạo thành sau thủy phân này sẽ chỉ thuộc về R2. Ngoài ra, vị trí 

Xyl từ lượng nhỏ disaccharide β-GlcAp-(1→2)-α-Xylp chỉ có trong ulvan từ 

rong lục U. lactuca, cũng rất có thể đã tạo ra các band điện di có kích thước 

khác biệt của R1 (khi so với R2). Bên cạnh đó, sản phẩm sau thủy phân R1 và 

R2 cũng thể hiện sự tương đồng ở một số vị trí band; kết quả này có thể có 

được từ sự tương đồng của cấu trúc A3s trong cả hai cơ chất ulvan từ các rong 

lục được nghiên cứu. 

Những phân tích này cung cấp hiểu biết sâu hơn về khả năng cắt mạch 

của Faly cũng như sự khác biệt về sản phẩm sau thủy phân, góp phần định 

hướng cho các nghiên cứu tiếp theo. 
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4. CHƯƠNG 4. KẾT LUẬN VÀ KIẾN NGHỊ 

4.1. KẾT LUẬN 

Môi trường LB bổ sung IPTG là điều kiện tối ưu để biểu hiện enzyme 

ulvan lyase với hiệu suất cao. Việc sử dụng nồng độ IPTG 2 mM kết hợp với 

nhiệt độ 20°C giúp duy trì sự ổn định của quá trình biểu hiện protein và hoạt 

tính enzyme là cao nhất. Hơn nữa, thời gian cảm ứng 15 giờ được xác định là 

khoảng thời gian thích hợp để đạt được hiệu suất tối ưu, đảm bảo sản phẩm 

enzyme được thu nhận với chất lượng tốt nhất. Các điều kiện trên có thể được 

ứng dụng trong sản xuất và nghiên cứu ulvan lyase nhằm tối ưu hóa quy trình 

thu nhận enzyme một cách hiệu quả. 

Kết quả thu nhận enzyme thô từ dịch nội bào của E. coli BL21 (DE3) 

mang gen ulvan lyase cho thấy phương pháp biểu hiện và tinh sạch enzyme đạt 

hiệu quả cao. Việc sử dụng sắc ký ái lực với cột Ni2+Sepharose HisTrap HP 

giúp thu nhận protein mục tiêu với độ tinh khiết tốt. Đặc biệt, khi áp dụng nồng 

độ imidazole rửa giải từ 150-250 mM, hiệu suất thu hồi enzyme được cải thiện 

đáng kể, đảm bảo lượng sản phẩm thu nhận đủ cho các ứng dụng nghiên cứu 

và sản xuất tiếp theo. Những điều kiện trên đóng vai trò quan trọng trong việc 

tối ưu hóa quy trình tinh sạch enzyme, góp phần nâng cao hiệu quả ứng dụng 

của ulvan lyase trong công nghệ sinh học. 

Kết quả nghiên cứu cho thấy enzyme ulvan lyase Faly thô có khả năng 

thủy phân ulvan từ U. lactuca, tạo ra các oligomer sulfate với kích thước đa 

dạng. Khi sử dụng enzyme dạng tinh sạch, quá trình cắt mạch ulvan từ U. 

lactuca và U. papenfussii diễn ra hiệu quả hơn, giúp xác định một số đặc điểm 

cấu trúc đặc hiệu của hai loại ulvan này. 

4.2. KIẾN NGHỊ 

Trong điều kiện cho phép, nghiên cứu nên tiếp tục khảo sát các yếu tố 

ảnh hưởng đến hoạt tính xúc tác của enzyme ulvan lyase Faly, bao gồm nhiệt 

độ, pH và thời gian phản ứng, nhằm xác định sơ bộ dải điều kiện phản ứng tối 

ưu. Việc làm rõ các thông số này sẽ góp phần hoàn thiện đặc trưng hoạt tính 

của enzyme và tạo cơ sở cho việc lựa chọn điều kiện phản ứng phù hợp trong 
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các ứng dụng thủy phân ulvan. Bên cạnh đó, cần tiến hành phân tích sơ bộ sản 

phẩm thủy phân bằng các phương pháp định tính đơn giản như sắc ký lớp mỏng 

(TLC) hoặc điện di polyacrylamide không biến tính để kiểm tra khả năng tạo 

oligosaccharide – nhóm hợp chất có tiềm năng ứng dụng trong lĩnh vực dược 

sinh học và công nghệ sinh học biển.  
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PHỤ LỤC 1. VẬT TƯ HÓA CHẤT CHÍNH 

SỬ DỤNG TRONG NGHIÊN CỨU 

STT Tên vật tư Xuất xứ hóa chất 

1 Tris-HCL Sigma, Mỹ 

2 Tris-borate Sigma-Aldrich, Đức 

3 Bisacrylamide Sigma, Mỹ 

4 Acrylamide Sigma, Mỹ 

5 Red phenol Sigma, Mỹ 

6 Lyzozyme Sigma, Mỹ 

7 
N,N,N,N′-Tetramethylethylenediamine 

(TEMED) 
Sigma, Mỹ 

8 Glycerol Sigma, Mỹ 

9 Alcian Blue 8GX  Panreac, Tây Ban Nha 

10 O-Toludine Blue Sigma-Aldrich, Đức 

11 Kanamycin Mỹ 

12 Arabinose Mỹ 

13 
Chất cảm ứng IPTG (Isopropyl b-D 

thiogalactoside) 
Mỹ 

14 Imidazole Mỹ 

15 
Màng lai Polyvinylidene difluoride 

(PVDF) 
Mỹ 

16 Peroxidase anti-polyHistidine  Sigma-Aldrich, Đức 

17 Kit thuốc nhuộm AEC Kit  Sigma-Aldrich, Đức 
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PHỤ LỤC 2. THÀNH PHẦN MÔI TRƯỜNG 

P2.1.  Môi trường LB (Lysogeny Broth) 

Công thức pha 1 lít dung dịch 

Thành phần Hàm lượng 

Peptone 10 g 

Yeast extract 5 g 

NaCl 10 g 

Nước cất 1000 mL 

pH Điều chỉnh về 7.0 bằng NaOH 1 N 

Ghi chú: Có thể bổ sung kháng sinh kanamycin 100 µg/mL và IPTG (nếu 

cần cảm ứng). 

P2.2. Môi trường tự cảm ứng AT (Autoinduction Medium) 

Công thức pha 1 lít dung dịch, theo công thức Studier, 2005 

Thành phần Hàm lượng 

Na₂HPO₄ 6.0 g 

KH₂PO₄ 3.0 g 

NaCl 5.0 g 

Tryptone 20.0 g 

Yeast extract 5.0 g 

Glycerol 5.0 mL (0.5% v/v) 

Glucose 0.5 g (0.05% w/v) 
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α-Lactose monohydrate 2.0 g (0.2% w/v) 

Nước cất 1000 mL 

pH Điều chỉnh về 7.5 bằng NaOH 1 N 

Ghi chú: Sau khi tiệt trùng, nên lọc bổ sung glucose và lactose qua màng 

0,22 µm để tránh phân hủy nhiệt. 
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NGHIÊN CỨU ĐIỀU KIỆN BIỂU HIỆN ULVAN LYASE TÁI TỔ HỢP  
TỪ VI KHUẨN BIỂN Formosa agariphila VỚI HOẠT TÍNH PHÂN CẮT ULVAN 
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TÓM TẮT  

Ulvan lyase là enzyme xúc tác thủy phân ulvan thông qua cắt các liên kết glycoside trong mạch chính của phân 
tử ulvan, polysaccharide sulfate hóa được chiết xuất từ rong lục. Hiện nay, ulvan có khối lượng phân tử thấp thu 
hút sự quan tâm chú ý đặc biệt của các nhà khoa học do chúng thể hiện nhiều hoạt tính sinh học quý như chống 
oxy hóa, virus, ung thư, chống tăng lipid máu; kháng viêm, tăng hoạt tính điều hòa miễn dịch… Vì thế, hướng 
tìm kiếm các công cụ hiện đại để bẻ ngắn mạch ulvan là một trong những hướng nghiên cứu có giá trị khoa học 
và mang tính thực tiễn cao. Trong nghiên cứu này, gene mã hóa ulvan lyase FA28 có nguồn gốc từ vi khuẩn biển 
Formosa agariphila được tuyển chọn trên dữ liệu online, được thiết kế tái tổ hợp vào E. coli BL21 (DE3), được 
nghiên cứu điều kiện biểu hiện gồm môi trường biểu hiện, nồng độ IPTG và nhiệt độ. Kết quả cho thấy E. coli 
BL21(DE3)-FA28-pET-28a(+) biểu hiện tốt trong môi trường LB, 15 h, 20 °C, nồng độ IPTG cảm ứng 2 mM. 
Ulvan lyase tái tổ hợp thu được có kích thước 48 kDa và có hoạt tính trên cơ chất ulvan chiết từ rong lục (Ulva 
lactuca). Đối chứng âm được sử dụng trong nghiên cứu này là chủng vi khuẩn E. coli BL21(DE3) mang plasmid 
FA28-pET-28a(+) không được cảm ứng biểu hiện, đã không biểu hiện protein mục tiêu và không có hoạt tính 
thủy phân cơ chất ulvan trong tất cả các thí nghiệm. Kết quả này cung cấp thêm một công cụ tiềm năng để điều 
chế ulvan khối lượng phân tử thấp định hướng ứng dụng trong lĩnh vực y dược. 

Từ khóa: ulvan lyase, Escherichia coli BL21 (DE3)-FA28-pET-28a(+); biểu hiện gene; tái tổ hợp. 

MỞ ĐẦU 

Ulvan là sulfate polysaccharide có trong rong lục chi Ulva và Enteromorpha. Cũng giống như các sulfate 
polysaccharide từ rong biển khác, ulvan có cấu trúc rất phức tạp, nó được cấu tạo bởi các thành phần chủ yếu là 
các đường rhamnose, xylose, các acid glucuronic, acid iduronic và nhóm sulfate. Trong những năm gần đây một 
số công bố khoa học đã cho thấy cấu trúc và thành phần của ulvan đóng vai trò quan trọng trong chức năng sinh 
học của chúng. Các nghiên cứu này chỉ ra ulvan có trọng lượng phân tử thấp thể hiện hoạt tính sinh học cao 
hơn, ví dụ như có hoạt tính chống oxy hóa mạnh hơn (Qi et al., 2005), hoạt động điều hòa miễn dịch tốt hơn 
(Peasure et al., 2016; Tabarse et al., 2018), và tác dụng chống tăng lipid máu cao hơn (Pengzhan et al., 2003).  

Để điều chế oligosaccharide dạng ulvan, các phương pháp xử lý truyền thống như hóa học và vật lý đã được sử 
dụng (Zhu et al., 2021). So với các phương pháp bẻ ngắn mạch polysaccharide truyền thống thì phương pháp 
cắt mạch bằng enzyme có các điều kiện phản ứng nhẹ hơn (axit thấp đến trung tính) và giúp giảm thiểu tác hại 
không tốt cho môi trường. Cùng với đó, enzyme có tính đặc hiệu phản ứng cao nên các oligosaccharide tạo 
thành vẫn giữ được cấu trúc toàn vẹn ban đầu (Zhu et al., 2021; Wijesinghe et al., 2012). Do đó hướng nghiên 
cứu sử dụng enzyme như là một công cụ tiềm năng để chuyển hóa các polysaccharide thành các 
oligosaccharide với các hoạt tính sinh học ưu việt hơn là một trong những hướng nghiên cứu có giá trị khoa học 
và mang tính thực tiễn cao. 

Ulvan lyase, một loại enzyme có khả năng phân hủy ulvan. Ulvan lyase thuộc họ polysaccharide lyase, có khả 
năng cắt các liên kết glycosid trong polysaccharide theo cơ chế loại bỏ liên kết β. Ulvan lyase phá vỡ liên kết 
giữa rhamnose 3-sulfat và acid uronic trong ulvan, tạo ra oligosaccharide với axit uronic không bão hòa ở đầu 
không khử. 

Theo hiểu biết của chúng tôi, tất cả các ulvan lyase đã xác định đặc tính xúc tác đều được phân lập và tinh chế 
từ vi khuẩn biển và là enzyme tái tổ hợp (Qin et al., 2018; Gao et al., 2019; Rodrigues et al., 2024). Đó là do, 
ulvan lyase là một loại enzyme khó thu nhận và tinh sạch từ các nguồn tự nhiên do dễ bị mất hoạt tính trong quá 
trình tinh sạch. Trong phương pháp sản xuất enzyme tái tổ hợp, hệ biểu hiện E. coli là phổ biến nhất để tổng hợp 
protein tái tổ hợp do nhiều lợi ích, bao gồm dễ nuôi cấy, tốc độ sinh trưởng nhanh, đặc điểm di truyền được 
nghiên cứu kỹ lưỡng, sự tồn tại của nhiều vector tách dòng và chủng đột biến thương mại cho hệ thống này, 
cũng như việc thu nhận protein mục tiêu dễ dàng. Để thuận tiện cho quá trình tinh sạch, ulvan lyase cần được 
tổng hợp một cách hiệu quả và ổn định, cùng với cải tiến quá trình sinh khối tế bào. Biểu hiện protein ngoại lai 
trong chủng chủ bị ảnh hưởng bởi nhiều yếu tố, trong đó, điều kiện lên men có tác động lớn, dẫn đến hiệu suất 
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tổng hợp protein không hiệu quả, sai lệch cấu trúc protein và mất chức năng sinh học. Việc này có thể được khắc 
phục bằng cách kiểm soát chặt chẽ các thông số trong quá trình lên men.  

Vì vậy, trong nghiên cứu này, chúng tôi tập trung khảo sát các yếu tố (môi trường lên men, nồng độ chất cảm 
ứng, nhiệt độ biểu hiện, pH môi trường và thời gian lên men) ảnh hưởng đến khả năng biểu hiện của gene ulvan 
lyase FA28, được tìm kiếm trên ngân hàng dữ liệu online từ Formosa agariphila KMM 3901

T
, một vi khuẩn biển 

thuộc nhóm Favobacterium, được phân lập từ một loài rong lục ở biển Nhật Bản (Glasson et al., 2017). 

NGUYÊN LIỆU VÀ PHƢƠNG PHÁP  

Nguyên liệu 

Chủng E. Coli DH 5alpha được sử dụng làm chủng nhân bản vector tái tổ hợp. Chủng E. Coli BL21 được sử 
dụng làm chủng biểu hiện ulvan lyase tái tổ hợp. Khuôn gene được tổng hợp nhân tạo từ trình tự tối ưu hoá cho 
việc biểu hiện trong hệ chủng E. coli BL21 (DE3). Plasmid pET-28a(+)được sử dụng để dòng hoá mang gene 
FA28 mã hóa ulvan lyase có trình tự protein được lấy từ ngân hàng dữ liệu mã số (WP_038530530), và sự biểu 
hiện gene được kiểm soát bởi promotor T7 thông qua chất cảm ứng IPGT. Gene này đã được thiết kế mã hóa 
protein không có tín hiệu peptide ở đầu N-teminal nhưng bổ sung thêm 10x histidine để thuận lợi cho quá trình 
tinh sạch enzyme tái tổ hợp. Tất cả các chủng vi sinh vật và plasmid được cung cấp bởi Khoa Công nghệ kỹ 
thuật Sinh học và Y sinh học, Trường Đại học Khoa học Kỹ thuật Đan Mạch, Đan Mạch. 

Phƣơng pháp  

Tạo dòng chủng E. coli BL21 (DE3) mang vector tái tổ hợp FA28-pET-28a(+) 

Trình tự gen thiết kế được tổng hợp bởi hãng Genscript (Piscataway, NJ, USA) và khuếch đại bằng phản ứng 
PCR với cặp mồi đặc hiệu mang trình tự nhận biết của hai enzyme cắt giới hạn Xhoi và Ndel. Sản phẩm PCR 
được kiểm tra trên gel agarose 1%, nhuộm màu bằng ethidium bromide và phân tích hình ảnh điện di bằng hệ 
thống Dual Intensity UV Transillumninator. Sau đó, sản phẩm PCR được tách và gửi đi giải trình tự để kiểm tra lại 
độ chính xác của gene mục tiêu (Macrogen Europe B.V., Hà Lan). Sản phẩm plasmid tái tổ hợp được biến nạp 
vào tế bào E. coli DH5alpha bằng phương pháp sốc nhiệt. Sau đó được trải trên môi trường Luria Bertani Broth 
(LB) có chứa 100 μg/mL kháng sinh kanamycin, nuôi ủ 37 ºC trong 24 giờ. Các khuẩn lạc chèn thành công 
plasmid có chứa gen mã hóa được nuôi tăng sinh, thu sinh khối tế bào và tách chiết plasmid tổ hợp bằng bộ kits 
Mix & Go Kit (Zymo Research).  

Vector tái tổ hợp pET28a(+) cùng được cắt bởi cặp enzyme giới hạn Xhoi và Ndel để tạo đầu dính tương hợp với 
gen ulvan lyase. Sau đó, sản phẩm PCR được xử lý bởi cặp enzyme cắt giới hạn Xhoi và Ndel để tạo đầu dính 
và thực hiện phản ứng nối nhờ vào enzyme T4 DNA ligase, nối với pET-28a(+) đã được cắt mở vòng bởi hai 
enzyme tương ứng. 

Plasmid FA28-pET-28a(+) được biến nạp vào chủng E. coli BL21 (DE3) bằng Mix & Go Kit (Zymo Research). Sau 
khi biến nạp, chủng E. coli BL21 (DE3) mang vector tái tổ hợp FA28-pET-28a(+), được gọi là chủng E. coli BL21 
(DE3) / FA28-pET-28a(+) được nuôi cấy trên môi trường thạch LB có kháng sinh kanamycin nồng độ cuối 100 
μg/mL để tách dòng và chọn lọc dòng vi khuẩn mang gene mục tiêu. Các chủng vi khuẩn mọc được trên môi trường 
LB có chứa 100 μg/mL kháng sinh kanamycin được lựa chọn để kiểm tra kết quả tạo dòng thông qua kỹ thuật PCR, 
sản phẩm PCR được gửi đi giải trình tự để kiểm tra lại độ chính xác của gene FA28 ulvan lyase (Macrogen Europe 
B.V., Hà Lan) (Tran et al., 2022). 

Biểu hiện FA28 ulvan lyase tái tổ hợp 

Sau khi kiểm tra đúng gene mục tiêu đã được tạo dòng thành công, quá trình biểu hiện được thực hiện như sau: 
Khuẩn lạc E. coli BL21 (DE3)/ FA28-pET-28a(+) được chọn lọc và nuôi tăng sinh trong 5 mL môi trường LB lỏng 
có bổ sung 50 μg/mL kanamycin, 34 μg/mL chloramphenicol và 0,05% (w/v) arabinose ở nhiệt độ 37 ºC, lắc 180 
rpm qua đêm. Sau đó, dịch nuôi cấy vi khuẩn được cấy chuyển sang môi trường LB lỏng 500 mL với tỉ lệ 1:20 
(v/v) và tiếp tục nuôi cấy lắc ở 37ºC, 180 rpm cho đến khi OD600 đạt giá trị 0,8-1,0 thì bổ sung chất cảm ứng IPTG 
(Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside) ở các nồng độ khác nhau ở 20

o
C, tốc độ lắc 180 rpm. Sau 15 h cảm 

ứng, sinh khối vi khuẩn được thu nhận bằng ly tâm với tốc độ 7.000 vòng/phút trong 15 phút ở 4ºC. Đánh giá khả 
năng biểu hiện của ulvan lyase bằng điện di hỗn hợp sinh khối tế bào (whole cells) theo SDS-PAGE và nhận diện 
protein tái tổ hợp bằng phản ứng Western blot.  

Đối chứng âm được sử dụng trong nghiên cứu này là chủng vi khuẩn E. coli BL21 (DE3) mang plasmid FA28-
pET-28a(+) không được cảm ứng biểu hiện. 

Ảnh hưởng điều kiện biểu hiện gene FA28 ulvan lyase tái tổ hợp 

Hai môi trường khác nhau gồm LB (yeast extract 0,5%, peptone 1,0%, NaCl 1,0%, pH 7,5) và môi trường tự cảm 
ứng AT (0,6% w/w Na2HPO4; 0,3% w/w KH2PO4; 2,0% w/w tryptone; 0,5% w/w yeast extract; 0,5% w/w NaCl; 
0,06% v/v glycerol; 0,05% w/v glucose và 0,04% w/v α-lactose, pH 7,5) được khảo sát cho sự biểu hiện gene 
FA28 mã hóa ulvan lyase. Đối với môi trường LB được thực hiện theo các thông số của điều kiện chuẩn nêu trên; 
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đối với môi trường AT, quá trình cấy chuyển từ ống 5 mL sang môi trường biểu hiện AT được thực hiện ở 20 ºC, 
180 rpm trong 20 h. Song song với quá trình khảo sát điều kiện môi trường biểu hiện, tiến hành kiểm tra sự biểu 
hiện ulvan lyase  theo thời gian với các mốc thời gian là 5 h, 10 h,15 h và 20 h. Môi trường và thời gian biểu hiện 
phù hợp được lựa chọn cho các thí nghiệm tiếp theo. Sự biểu hiện của ulvan lyase  bằng điện di hỗn hợp sinh khối 
tế bào (whole cells) theo SDS-PAGE và Western blot. 

Đối với môi trường biểu hiện LB, nồng độ chất cảm ứng được khảo sát là IPTG 0-2 mM, nhiệt độ biểu hiện được 
đánh giá tại các điểm 14

o
C; 16

o
C; 18

o
C; 20

o
C; 25

o
C; và 30

o
C. Sự biểu hiện của ulvan lyase  được đánh giá bằng 

điện di enzyme thô thu nhận được theo SDS-PAGE và Western blot và hoạt tính enzyme theo phương pháp C-
PAGE trên cơ chất fucoidan chiết xuất từ rong S. mcclurei. 

Chiết xuất enzyme thô 

Kết thúc quá trình biểu hiện, tiến hành ly tâm dịch lên men (7.000 rpm, 15 phút, 4ºC) để thu nhận sinh khối tế 
bào. Huyền phù sinh khối tế bào trong dịch đệm 20 mM Tris-HCl, 250 mM NaCl, 20 mM imidazole, pH 7,4, sau đó 
bổ sung thêm lyzozyme 0,2 mg/mL để hỗ trợ quá trình phá vỡ tế bào. Các tế bào được phá vỡ bằng sóng siêu 
âm (UP400S Hielscher, Teltow, Germany) chu kỳ 0,5 và cường độ 100% trong 2 phút, sau đó để ở nhiệt độ 
phòng 15 phút. Dịch enzyme thô được thu nhận bằng cách ly tâm thu dịch nổi (19.000 rpm, 4ºC, 20 phút), dịch 
nổi được lọc qua màng lọc 0,22 μm để loại xác tế bào. Enzyme thô thu nhận được tiến hành đo hàm lượng 
protein theo Bradford với chất chuẩn là albumin huyết thanh bò (Bradford, 1976), sau đó thực hiện SDS-PAGE và 
Western blot. 

Thử nghiệm hoạt tính enzyme bằng C-PAGE (Carbohydrate-Polyacrylamide Gel Electrophoresis) 

Hỗn hợp phản ứng chứa dung dịch enzyme có nồng độ 0,5 g/L trong môi trường đệm Tris-HCl 20 mM, pH 7,4, 
250 mM NaCl và 10 mM CaCl2 (đệm A), và 1% w/v fucoidan trong đệm A. Các mẫu được ủ ở 35ºC trong vòng 24 
h. Hỗn hợp phản ứng (5 µL) được pha trộn với 5 µL đệm tải (20% glycerol và 0,02% phenol đỏ). Sau đó, sử dụng 
5 µL mẫu để thực hiện điện di trên gel polyacrylamide 20% (w/v) dày 1 mm với đệm chạy là Tris-borate 100 mM, 
pH 8,3 trong 1 h. Quá trình nhuộm gel được thực hiện qua hai bước: đầu tiên là với dung dịch chứa 0,05% alcian 
blue 8GX (Panreac, Barcelona, Tây Ban Nha) trong 2% axit acetic trong 45 phút, sau đó là với dung dịch 0,01% 
O-toluidine blue (Sigma-Aldrich, Steinheim, Đức) trong 50% ethanol và 1% axit acetic. Mẫu chuẩn (đối chứng 
dương) là sản phẩm phản ứng của FFA2 trên fucoidan từ rong nâu Fucus evanescens do Khoa Công nghệ kỹ 

thuật Sinh học và Y sinh học, Trường Đại học Khoa học Kỹ thuật Đan Mạch, Đan Mạch cung cấp. 

KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

Tạo dòng và biểu hiện FA28 ulvan lyase tái tổ hợp 

Plasmid FA28-pET-28a(+) được biến nạp vào chủng E. coli BL21 (DE3), khuẩn lạc mọc trên môi trường thạch LB 
chọn lọc có chứa 100 μg/mL kanamycin được lựa chọn để tiến hành PCR khuếch đại đoạn gene FA28 nhằm kiểm 
tra lại sự thành công của quá trình tạo dòng. Kết quả điện di DNA cho thấy sản phẩm PCR của gene FA28 ulvan 
lyase có kích thước khoảng 1324 bp, tương đồng với kích thước của DNA được thiết kế (Hình 1). Đồng thời sản 
phẩm PCR cũng được gửi đi giải trình tự và sau đó so sánh trình tự với trình tự gene ban đầu để kiểm tra độ 
chính xác của gene đã được biểu hiện, sự tương đồng cao giữa gene trước và sau khi biểu hiện. Như vậy, rõ 
ràng FA28 ulvan lyase đã được tạo dòng thành công, khuẩn lạc đều đã mang vector tái tổ hợp. 

Kết quả biểu hiện protein FA28 ulvan lyase ở điều kiện tiêu chuẩn được thể hiện ở Hình 2. Từ kết quả điện di 
trên SDS-PAGE (Hình 2A) cho thấy, protein FA28 ulvan lyase biểu hiện có khối lượng phân tử khoảng 48 kDa. 
Đây cũng chính là khối lượng phân tử tương đương với khối lượng phân tử protein mục tiêu FA28. Để xác định 
chính xác sự có mặt của protein tái tổ hợp mong muốn, chúng tôi tiến hành phản ứng lai miễn dịch Western blot 
(Hình 2B), kết quả cho thấy, xuất hiện vạch màu đỏ tương ứng với protein kích thước 48 kDa ngay tại vị trí biểu 
hiện của protein mục tiêu. Vệt màu đỏ trong phản ứng lai Western blot là kết quả cho thấy sự biểu hiện thành 
công protein tái tổ hợp mục tiêu FA28 ulvan lyase, do chủng vi khuẩn E. coli BL21 (DE3)-FA28-pET-28a(+) sản 
xuất. Phản ứng màu sẽ xuất hiện khi có sự liên kết giữa protein tái tổ hợp mang đuôi His-tag và kháng thể 
monoclonal anti-polyHistidine peroxidase-conjugated antibody. Ngoài ra, khi tiến hành thí nghiệm tương tự với 
chủng vi khuẩn E. coli BL21 (DE3) mang plasmid FA28-pET-28a(+) không được cảm ứng biểu hiện, chúng tôi 

nhận thấy không có xuất hiện vạch protein mục tiêu (vị trí 48 kDa) ở trên gel điện di SDS-PAGE và phản ứng lai 
miễn dịch Western blot cũng không xuất hiện bất cứ vệt có màu đỏ nào (số liệu không nêu lên ở bài báo này). 
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Hình 1. Điện di sản phẩm PCR gene FA28 ulvan lyase 
Thang chuẩn kích thước DNA (GeneRulerTM 1 kb DNA 

Ladder, Thermo Sientific, Mỹ). 

Hình 2. Kết quả kiểm tra khả năng biểu hiện của ulvan lyase 
tái tổ hợp FA28 

(A) - Điện di SDS-PAGE; (B) - Western blot. Trong đó: 1. Thang 
chuẩn; 2. Mẫu sinh khối sau biểu hiện. 

Ảnh hƣởng của điều kiện biểu hiện gene FA28 ulvan lyase tái tổ hợp 

Kết quả khảo sát 02 công thức môi trường AT và LB thể hiện như Hình 3 cho thấy, ở các môi trường khác nhau 
thì sự biểu hiện FA28 ulvan lyase tái tổ hợp là khác nhau. Môi trường AT, là môi trường tự cảm ứng, bao gồm 
nguồn nitơ cao, nguồn carbon glucose/glycerol nhưng lượng ulvan lyase thu được trong 300 µL môi trường lên 
men thấp hơn so với môi trường LB (Hình 3). Do đó, môi trường LB được lựa chọn cho sự biểu hiện FA28 ulvan 
lyase tái tổ hợp do lượng protein được tổng hợp là nhiều nhất và ổn định nhất. LB là một môi trường cơ bản cho 
sự biểu hiện của protein tái tổ hợp, dễ chuẩn bị, thành phần môi trường cung cấp đầy đủ các peptide, axit amin 
thiết yếu và muối khoáng natri cho sự sinh trưởng của vi khuẩn E. coli. Kết quả khảo sát thời gian biểu hiện FA28 
ulvan lyase cho thấy, sau 5 h lên men, enzyme đã biểu hiện và lượng protein tăng dần theo thời gian, sau 10-15 
h cảm ứng protein FA28 ulvan lyase tái tổ hợp được tổng hợp nhiều và biểu hiện mạnh và không thay đổi nhiều 
khi tăng thời gian biểu hiện lên 20 h. Do đó trong khoảng thời gian 15 h sau khi cảm ứng được lựa chọn là thời 
gian tối ưu cho sự biểu hiện FA28 ulvan lyase tái tổ hợp. 

Đối chứng âm được sử dụng trong nghiên cứu này là chủng vi khuẩn E. coli BL21 (DE3) mang plasmid FA28-
pET-28a(+) không được cảm ứng biểu hiện. Kết quả thể hiện trên Hình 3, ở vị trí đối chứng âm – được kí hiệu là 
C cho thấy, hoàn toàn không có xuất hiện vạch protein mục tiêu (vị trí 48 kDa) ở trên gel điện di SDS-PAGE, 
trong khi các protein khác của chủng vi khuẩn E. coli đều được thể hiện. Điều này chứng tỏ, vạch protein kích 
thước 48 kDa chính là protein mục tiêu. 

Protein tái tổ hợp được điều khiển tổng hợp bởi promoter T7 trên vector pET-28a(+). Promoter này được cảm 
ứng bởi sự có mặt của IPTG trong môi trường nuôi cấy. Nồng độ chất này ảnh hưởng đến mức độ biểu hiện 
protein tái tổ hợp mục tiêu. Ở nồng độ quá cao nó gây độc cho tế bào, trong khi ở nồng độ quá thấp protein 
thường được tổng hợp kém. Do đó, chúng tôi đã tiến hành bổ sung IPTG với các nồng độ khác nhau là 0,5 mM; 
1 mM; 1,5 mM: 2 mM; 2,5 mM và 3 mM, kết quả thể hiện ở Hình 4A. Kết quả cho thấy với nồng độ 2 mM, IPTG 
FA28 ulvan lyase được tổng hợp mạnh nhất. Khi tăng IPTG lên đến 3 mM quá trình biểu hiện hầu như không đổi. 
Do đó, chúng tôi chọn nồng độ cảm ứng IPTG 2 mM cho những nghiên cứu tiếp theo.  

  

Hình 3. Ảnh hƣởng của môi trƣờng lên men đến sự biểu hiện 
FA28 ulvan lyase tái tổ hợp 

St - Thang protein chuẩn, AT - môi trường tự cảm ứng, LB - môi 
trường lên men E. coli được cảm ứng bởi IPTG; 5 h,10 h,15 h, 20 h 

- thời gian lên men, C – Không cảm ứng biểu hiện (ITPG 0mM). 

Hình 4. Ảnh hƣởng của điều kiện lên men đến sự  
biểu hiện và hoạt tính của FA28 ulvan lyase tái tổ hợp 

(A) Nồng độ IPTG, (B) Nhiệt độ. 

Nhiệt độ là yếu tố quan trọng ảnh hưởng đến hiệu suất và chất lượng protein tái tổ hợp. Một trong những nguyên 
nhân là do nhiệt độ làm ảnh hưởng đến tính ổn định của plasmid trong tế bào. Nhiệt độ càng cao thì khả năng 

61 



CÔNG NGHỆ GEN 

 

đào thải plasmid của chủng chủ càng lớn. Đồng thời nhiệt độ còn làm cho mRNA dễ bị phá hủy. Để thu protein 
FA28 ulvan lyase tái tổ hợp có lượng lớn mà không lẫn quá nhiều protein của E. coli, nhằm làm tăng hiệu quả 
hoặc giảm lược cho quá trình tinh sạch này, chúng tôi tiến hành khảo sát khả năng tổng hợp protein FA28 ulvan 
lyase ở các điều kiện nhiệt độ khác nhau tại 14

o
C, 16

o
C, 18

o
C, 20

o
C, 25

o
C và 30

o
C. Kết quả của thí nghiệm này 

được thể hiện như trên Hình 4B. Từ kết quả trên cho thấy rằng, nhiệt độ nuôi cấy càng tăng thì mức độ biểu hiện 
của protein tái tổ hợp và các protein khác của E. coli càng tăng. Tuy nhiên, hoạt tính của ulvan lyase bị ảnh 
hưởng rất lớn bởi nhiệt độ, khi sử dụng enzyme trong khảo nghiệm này để thử hoạt tính, chúng tôi nhận thấy 
enzyme thể hiện hoạt tính tốt nhất khi biểu hiện ở 20

o
C (số liệu không nêu lên ở bài báo này). Do đó, với mục 

đích thu nhận protein FA28 ulvan lyase tái tổ hợp thể hiện hoạt tính tốt chúng tôi chọn nhiệt độ cho quá trình biểu 
hiện là 20

o
C. 

Kết quả hoạt tính thủy phân ulvan của FA28 ulvan lyase tái tổ hợp 

 

Hình 5. Hoạt tính của của FA28 ulvan lyase 
Ulac – ulvan được điều chế từ rong lục Ulva lactuca; St - đối chứng dương của điện di C-PAGE;  

R - Sản phẩm của phản ứng thủy phân ulvan bởi FA28 ulvan lyase;  
C – đối chứng âm: phản ứng giữa dịch chiết thô của vi khuẩn E. coli BL21 (DE3) không được biểu hiện và cơ chất ulvan. 

Ulvan lyase FA28 chiết xuất thô được sử dụng để thử nghiệm khả năng bẻ mạch ulvan chiết xuất từ loài rong U. 
lactuca thu nhận tại vùng biển Nha Trang-Khánh Hoà, kết quả thể hiện ở Hình 5. Kết quả cho thấy sự khác biệt 
của mẫu ulvan chưa thủy phân (Ulac) và mẫu thủy phân (R). Bên cạnh đó, mẫu đối chứng âm (C) hoàn toàn 
không xảy ra phản ứng, do đó chứng tỏ rằng chỉ có ulvan lyase tái tổ hợp thể hiện hoạt tính chứ không phải 
thành phần protein nào khác trong E. Coli tái tổ hợp. Hình ảnh C-PAGE ở Hình 5 cho thấy, ulvan lyase FA28 đã 
bẻ mạch ulvan thành những oligomer sulfate hóa có kích thước khác nhau trên C-PAGE. Điều này cho thấy tiềm 
năng ứng dụng của ulvan lyase FA28 để điều chế ulvan chiết xuất từ rong lục Việt Nam. Quá trình phân cắt để 
tạo oligosaccharide dạng ulvan này còn được đánh giá thông qua phương pháp quang phổ. Hoạt tính ulvan lyase 
được xác định bằng sự gia tăng các sản phẩm không bão hòa (liên kết đôi trong hỗn hợp phản ứng), khi đo độ 
hấp thụ ở bước sóng 235 nm (Manns et al., 2013). Kết quả ở Hình 5 cho thấy, ulvan lyase FA28 chiết thô từ dịch 
nội bào đã thể hiện rõ hoạt tính thuỷ phân ulvan từ rong lục U. lactuca trong thí nghiệm lặp lại 3 lần. 

KẾT LUẬN 

Trong nghiên cứu này, chúng tôi đã thành công trong nghiên cứu tạo dòng và biểu hiện ulvan lyase FA28 bằng 
môi trường LB và thời gian để enzyme biểu hiện tốt là 15 h sau khi cảm ứng bằng IPTG ở nồng độ 2 mM ở nhiệt 
độ 20 °C. Enzyme có kích thước là 48 kDa, đồng thời enzyme này đã bẻ mạch ulvan thành các oligomer sulfate 
hóa có kích thước khác nhau. Điều này chứng tỏ tiềm năng ứng dụng của ulvan lyase FA28 trong việc điều chế 
ulvan từ rong lục Việt Nam. Cần tiến hành thêm các nghiên cứu xác định đặc điểm xúc tác của enzyme và tối ưu 
hóa quá trình tạo oligosaccharide để có thể thu nhận được sản phẩm hiệu quả cao nhất. Nghiên cứu này cung 
cấp những thông tin quan trọng về biểu hiện và hoạt tính của ulvan lyase FA28, đồng thời hướng tới cho các 
nghiên cứu tiếp theo về ứng dụng của enzyme này trong lĩnh vực công nghệ sinh học và y học. 

Lời cảm ơn: Kết quả bài báo được hỗ trợ thực hiện bằng nguồn kinh phí từ Đề tài thuộc các hướng KHCN ưu tiên cấp Viện 
Hàn lâm Khoa học và Công nghệ Việt Nam, mã số VAST06.01/23-24. 
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STUDY ON EXPRESSION CONDITIONS OF RECOMBINANT ULVAN  
LYASE FROM MARINE BACTERIA Formosa agariphila WITH ULVAN 
DEGRADING ACTIVITY 

Tran Nguyen Ha Vy
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Nguyen Thi Thuan
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, Pham Duc Thinh
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SUMMARY 

Ulvan lyase is an enzyme that catalyzes the hydrolysis of ulvan by cleaving glycosidic linkages within the main chain of the 
ulvan molecule, a sulfated polysaccharide extracted from green seaweed. Nowadays, low molecular weight ulvan attracts 
special attention from modern scientists because it has many valuable biological activities such as: anti oxidation, anti virus, 
anti cancer, anti inflammatory, anti increased blood lipids, anti inflammation, increased immune regulatory activity... 
Therefore, the study on modern tools to degrade ulvan into ulvan oligosaccharides is one of the research directions with high 
scientific value and practicality. In this study, the gene encoding the ulvan lyase FA28, sourced from the marine bacterium 
Formosa agariphila, was selected based on online data and recombined into E. coli BL21 (DE3). The expression conditions, 
including the expression medium, IPTG concentration, and temperature were investigated. The results showed that E. coli 
BL21 (DE3)/ FA28 pET 28a(+) expressed well in LB medium, for 15 hours at 20 °C, 2 mM IPTG. The reassembled ulvan 
lyase obtained had a size of 48 kDa and exhibited activity on ulvan substrates extracted from green seaweed Ulva lactuca. 
The negative control used in this study was the E. coli strain BL21 (DE3) carrying the uninduced expression plasmid FA28 
pET-28a(+), which did not express the target protein in all experiments. Besides, the negative control sample had absolutely 
no enzyme-substrate reaction, thus proving that only recombinant ulvan lyase showed activity and not any other protein 
components in E. coli recombinant. These findings provide an additional potential tool for the production of low molecular 
weight ulvan, with potential applications in the field of medicine. 

Keywords: Ulvan lyase, E. coli BL21 (DE3)-FA28-pET-28a(+), gene expression, recombinant. 
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S�: 351/QÐ-HVKHCN
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HàN�i, ngày 09 tháng 05 n�m 2025

QUY�T ��NH
V� vi�c thành l�p H�i ��ng �ánh giálu�n v�n th�c s�

GIÁM �ÓC

H�C VI�N KHOA H�C VÀ CÔNG NGH�
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c�a H�c vi�n Khoa h�c vàCông ngh�;
C�n c� Thông t� s� 15/2014/TT-BGDÐT ngày 15/5/2014 c�a B� Giáo d�c và

�ào t�o ban hành Quy ché�ào t�o trình �� th�c s�;

C�n c� Quy�t ��nh s� 775/OÐ-HVKHCN ngày 21/11/2016c�a Giám ��c H�c

vi�n Khoa h�c và Công ngh� ban hành Quy chê�ào t�o trình �� th�c s�;

C�n c� Qyet ��nh s� 850/0�-HVKHCN ngày 31/05/2021 c�a Giám ��c H�c vi�n

Khoa h�c vàCông ngh�v� vi�c côngnh�n h�c viên cao h�c ��t l n�m 2021;

C�n c� Qy�t ��nh s� 66Q�-HVKHCN ngày 26/02/2024 c�a Giám ��c H�c vi�n

Khoa h�c vàCông ngh�v� vi�c công nh�n �� tài và c� ng��i hu�ng dân lu�n v�n th�c s�;

C�n c� Ouy�t ��nh s� 1288/OÐ-HVKHCN ngày 21/11/2024c�a Giám ��c H�c

vi�n Khoa h�c vàCông ngh� v� vi�c gia h�n th�i gianh�c t�p l�n 3cho h�c viên Tr�n

Hoàng H�i;
Xét�� ngh� c�a Tr��ng khoaSinh h�c, Tr��ng phòng �ào t�o.

QUYÉT ��NH:

�i�u 1. Thành l�p H�i ��ng �ánh giá lu�n v�n th�c s� cho h�c viênTr�n Hoàng

H�i v�i �� tài: “Xác ��nh �i�u ki�n bi�u hi�n và thu nh�n ulvan lyase tái t� h�p trên

Escherichia coli"

Ngành: Sinh h�c th�c nghi�m Mãs�:84201 14

Danh sách thành viên H�i ��ng �ánh giá lu�n v�n kèm theo Quy�t ��nh này.

�i�u 2.H�i �ông cótrách nhi�m �ánh giá lu�n v�n th�c s� theo �úng quy ch�

hi�n hành c�a B� Giáo d�c và �ào t�o, H�c vi�n Khoa h�c và Công ngh�. Quy�t ��nh

có hi�u l�c k� t� ngày ký ��n tr��c ngày 31/05/2025.

H�i ��ng t� gi�i th� sau khi hoàn thành nhi�m v�.

�i�u 3. Tr��ng phòng T� ch�c - Hành chính, Tr��ng phòng �ào t�o, Tr��ng

phòng K� toán, Tr��ng Khoa Sinh h�c, các thành viên có tên trong danh sách H�

��ng và h�c viên cao h�c có tên t�i �iêu lch�u trách nhi�m thi hành Quy�t ��nh này./.u
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H�C VÀ
DANH SÁCHH�I �ÒNG �ÁNH GIÁLU�N V�N TH�C S�

Ke theo Quy�t ��nh s� 351/�Ð-HVKHCN ngày 09/ 5/2025
H�C VIEN c�a Giám ��c H�c vi�n Khoa h�c và Công ngh�)
KHOA HOC VA

�coNeCHb5van cia hoc vien: Trán Hoàng Hái

Tênde tài: Xác ��nh �i�u ki�n bi�u hi�n vàthu nh�n ulvanlyase tái t� h�p trên

Escherichia coli

Ngành: Sinhh�c th�c nghi�m

Mãs�:842 01 14

Ng��i h��ng d�n: 1. TS. Cao Th� Thúy H�ng

-Vi�n H�i d��ng h�c, Vi�n Hàn lâmKHCNVN
2.TS.Huynh Hoàng Nh� Khánh

- Vi�n H�i d��ng h�c, Vi�n Hàn lâm KHCNVN

H� và tên, h�c hàm, Chuyên Trách nhi�m
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C� quan công tác trong H�
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PGS.TS. �ào Vi�t Hóa sinh Vi�n H�i d��ng h�c,
Ch� t�chHà h�c Vi�n Hàn lâm KHCNVN

Ký sinh

TS. Lê�ình H�i
trùng và vi PhânVi�n ThúYMi�n Trung,

Ph�n bi�n 1
sinh v�t h�c B� Nông nghi�p và Môi tr��ng

thú y

TS.Nguy�n Xuân Vy Sinhh�c
Vi�n H�i d��ng h�c,

Ph�n bi�n 2
Vi�n Hàn lâm KHCNVN

TS. Phan Th� Hoài Công ngh� Vi�n H�i d��ng h�c, �y viên -

Trinh sinh h�c Vi�n Hàn lâm KHCNVN Th� ký

TS. Phan Qu�c V�t li�u Y Tr��ng E��i h�c Khánh Hòa,
�y viênThông sinh �y ban Nhân dân t�nh Khánh Hòa
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VI�N HÀN LÂM
KHOA H�C VÀCÔNG NGH� VN

H�C VI�N KHOA H�C VÀCÔNG NGH�

C�NG HÒA XÃ H�I CH� NGH�A VI�T NAM
��c l�p -Ty do - H�nh phúc

Nha Trang, ngày 22 tháng 05n�m 2025

BIÊN B�N H�P H�I �ÔNG �ÁNH GIÁ LU�N V�N TH�C s�

Th�c hi�n Quy�t ��nh s�. 351/QÐ-HVKHCNngày 09/05/2025 c�a Giám

�ôc H�c vi�n Khoa h�c vàCông ngh� v� vi�c thành l�p H�i ��ng �ánh giá lu�n

v�n th�c s� c�a h�c viên Tr�n Hoàng H�i

Tên �� tài: Xác ��nh �i�u ki�n bi�u hi�n vàthunh�n ulvan lyase tái tô h�p
trên Escherichiacoli.

Ngành: Sinh h�c th�c nghi�m

Mãs�: 8 42 01 14

Hôm nay, ngày 22/05/2025 H�i ��ng �ã h�p t�i Phòng h�p t�ng 1, Vi�n

H�i d��ng h�c (c� s� s� 02 Hùng V��ng) vào lúc 14h00, H�i ��ng g�m 05
thành viên:

1.PGS.TS. �ào Vi�t Hà

2.TS. Phan Th� Hoài Trinh

3.TS. Lê�ình H�i

4.TS. Nguy�n Xuân Vy
5.TS. Phan Qu�c Thông

Ch� t�ch h�i ��ng

Thu ký h�i ��ng

Ph�n bi�n 1

Ph�n bi�n 2

�y viên h�i ��ng

Thành viên v�ng m�t: 0/5 (Ph�n bi�n ho�c �y viên, �ã có b�n nh�n xét

��ng ý cho phép h�c viên ���c b�o v� tr��c H�i �ông �ánh giálu�n v�n th�c
s�).

N�I DUNG LÀM VI�c

1.��i di�n c� s� �ào t�o ��c quy�t ��nh thành l�p H�i ��ng ��nh giálu�n v�n

2.Ch� t�ch H�i ��ng, di�u khi�n phiên h�p

3.Th� ký HÐ, ��c lí l�ch khoa h�c và b�ng �iêm c�a h�c vi�n

4. H�c viên trình bày lu�n v�n tr��c H�i �ông

5.Ph�n bi�n 1:TS. Lê �ình H�i thông qua b�n nh�n xét c�a v� lu�n v�n vàcó
nh�ng ý chính nh� sau:

- �� tàinghiên c�u v�enzyme ulvan lyase táit� h�p trênE. coli có ho�t tínhb� ng�n m�ch ulvan có ýngh�a khoa h�c vàth�c ti�n, là c� s� khoa h�c ��
nghiên c�u t�o ra các s�n phâm sinh h�c có ho�t tính úng d�ng trongy h�c.
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-K�t qu� lu�n v�n ���c trình bày rõràng,trung th�c vàchính xác.

- N�i dung nghiên c�u phù h�p v�i chuyên ngành và mã s� �ào t�o.

-Ni dung nghién ciru trinh bày ró ràng,day di, khoa hoe,phü hop vói n�i

dung nghiên c�u, ph��ng pháp, v�t li�u nghiên c�u �ugc trình bày ch� ti�t, �ây

�� c� s� khoa h�c và phù h�p v�i các n�i dung, m�c riêu nghiên c�u. Nghiên

c�u mang tính khoa h�c vàcó �� tin c�y cao. Tài li�u tham kh�o ���c trích d�n

�ây �� và ���c c�p nh�t ��n n�m 2024.

-K�t qu� nghiên c�u:

-Xác ��nh ���c �i�u ki�n bi�u hi�n c�a ulvanlyase tái t� h�p trên E. coli.

- Xác ��nh ���c di�u ki�n thu nh�n và tinh s�ch ulvan lyase tái t�h�p.
- �ánh giá ho�t tính enzymeulvan lyase và kh� n�ng b� ng�n m�ch ulvan.

-Nh�ng �iêm c�n chinh s�a trong lu�n v�n:

+Trong ph�n ��t v�n ��, h�c viên c�n b� sung trích d�n t�i li�u tham kh�o,

làm rõ ý ngh�a khoa h�c vàth�c ti�n c�a v�n �� nghiên cu.

+C�n tách riêng m�c �ôi t��ng vàv�t li�u nghiên c�u.

+Ph��ng pháp nghiên c�u cân trình bày g�n li�n v�i n�i dung và k�t qu�
nghiên c�u.

+Ph�n k�t qu�c�n trình bày và b� c�c l�i cho logic h�n.

+ Ràsoáttài li�u tham kh�o, trình bày �úng theo quy ��nh c�a H�c vi�n.

*K�t lu�n chung:

Lu�n v�n �áp �ng ��y dù yêuc�u c�a m�t lu�n v�n th�c s�.

6. Ph�n bi�n 2: TS. Nguy�n Xuân Vy �ã thông qua b�n nh�n xét c�a v� lu�n'

v�n vàcó các ýki�n:

-Ph�n bi�n 2 ��ng ý v�i các nh�n xét, góp ý c�a Ph�n bi�n 1.

-Nh�ng �iêm c�n chinh s�a trong lu�n v�n:

+Ph�n m� ��u c�n trình bày ng�n g�n l�i. Ulvales là b�, c�n chinh s�a l�i.

+Phân t�ng quan c�n xem xét chinh s�a thông t�n gi�i thi�u vêrong L�c.

+Phân ph��ng pháp nghiên c�u c�n làm rõ m�u thu nh�n là n��c ót � ru�ng
mu�i.

+Ph�n k�t qu� nghiên c�u: Chinh s�a tên m�c 3.2 thành “�nh h��ng c�a m�t
s� y�u t�" thaycho c�m t� “Nghiên c�u kh�o sát".

+Trinh bày l�i k�t lu�n và ki�n ngh�.

+��nh d�ng tài li�u tham kh�o theo �úng quy ��nh.

*K�t lu�n chung:

Lu�n v�n �áp �ng ��y �� yêu c�u c�a m�t lu�n v�n th�c s�.

2



7. Ýki�n c�a các thành viên H�i �ông
*TS. Phan Qu�c Thông thông qua b�n nh�n xét lu�n v�n và có cácý ki�n:

- ��ng ý v�i ý ki�n nh�n xét c�a 2ph�n bi�n.

Làm rõc� s� �� xác ��nh s� khác bi�t v� câu trúc c�a các s�n phâm th�y

phân b�i cùng m�t enzyme trên hai có c� ch�t c�u trúc khác nhau.

Trinh bày ph�n k�t qu� và th�o lu�n.

* TS.Phan Th� HoàiTrinh cócác ý ki�n:

- B� sung tài li�u tham khão cho các ph��ng pháp nghiên c�u.

- B� sung môitr��ng LB vàAT vàoph� l�c hóa ch�t.

- Nêu rõ ti l�enzyme :c� ch�t � ph�n ph��ng pháp xác ��nh ho�t tính ulvanlyase

(Trang24).

- B� sung tài li�u tham kh�o cho ý *ulvanlyase tái t� h�p ��u ���c thu nh�n t� d�ch

n�i bào" (Trang38).

-Thông nh�t ��nh d�ng tài li�u tham kh�o.

- C� s� �� l�a ch�n �i�u ki�n nu�i c�y l�c � 20°C sau khi b� sung ch�t c�m úng
IPTG?

- Ph�n k�t lu�n và ki�n ngh� c�n trình bày ng�n g�n vàsúc tích.

VÀC�,

VIÊN

HOC V

NGHE

*PGS.TS �ào Vi�t Hà có các ý ki�n:

- B� sung th�o lu�n v�các k�t qu� nghiên c�u.
- B� c�c l�i các n�i dung trong phân ph��ng pháp và k�t qu� nghiên c�u cho

logic h�n.

-Ki�m tra và l�i các tên hình 3.5 và3.9.
- Ràsoátcác l�i chính t�,ki�m tra l�i �� chu�n xác khoa h�c c�a m�t s� c�u

v�n trong ph�n th�o lu�n. B� sung n�i dung phân th�o lu�n.

-Vi�t l�i k�t lu�n vàki�n ngh�.

8.H�c viên tr� lò�i:

Câu h�i 1: C� s� �� l�a ch�n �i�u ki�n nuôi c�y l�c � 20°C sau khi b� sung ch�t

c�m úng IPTG?

Trå l�i 1: �i�u ki�n nuôic�y l�c � 20°C sau khi b� sung IPTG ���c l�a ch�n

nh�m gi�m t�c �� sinh tr��ng c�a vi khu�n, giúp protein tái t� h�p cóth�i giang�p

cu�n �úng c�u trúc không gian, h�n ch� t�o th� vùi. Nhi�t �� th�p sau c�m úng th��ng

���c áp d�ng �� t�ng kh� n�ng bi�u hi�n protein tan, ��c bi�t v�i các protein cóc�u
trúc ph�c t�p.

Câu h�i 2: Nguyên t�c c�a s�c ký ái l�c là gì? Trong nghiên c�u này t�i sao l�i

dùng s�c ký ái l�c �� tinh s�ch enzyme tái t� h�p.
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Tr� l�i: Nguyên t�c c�a s�c ký ái l�c là d�a trên s� t��ng tác ��c hi�u gi�a phân t�

m�c tiêu (nh� enzyme) v�i m�t ligand c� ��nh trên pha r�n c�a c�t s�c ký. Trong

nghiên c�u này, enzyme tái t� h�p mang �u�i His-tag nên có kh� n�ng b�t d�c hi�u

v�i ligand là ion kim lo�i (nh� Ni)g�n trên c�t s�c ký ái l�c. Ph��ng pháp này ���c

s� d�ng vì cho phép tinh s�ch enzyme tái t� h�p m�t cách hi�u qu�, ch�n l�c cao và

gi� ���c ho�t tính sinh h�c c�a enzyme.

9.Nh�n xét c�a th�y h��ng d�n v� h�c viên

TS. Hu�nh Hoàng Nhu Khánh ��i di�n t�p th� h��ng d�n �ã ��c b�n nh�n

xét c�a giáo viên h��ng d�n và cónh�ng �ánh giá cao vê quátrình làm vi�c

nghiêm túc c�a h�c viên.

10. H�i ��ng h�p kín vàcho�i�m

-H�i ��ng b�u ban ki�m phi�u g�m 3 thành viên:

Tr��ng ban:TS. Lê �ình H�i

Úy viên: TS. Phan Qu�c Thông

Üy viên: TS. Phan Th� Hoài Trinh

-K�t qu� ki�m phi�u nh� sau:

S� phi�u phát ra: 05

S� phi�u thu v�: 05

T�ng s� �i�m: 37,9

�i�m trung bình:7,58

�i�m th��ng công trình công b�: 0,8

T�ng �i�m �ánh giá lu�n v�n và th��ng công trình công b�: 8,38

- K�t lu�n c�a H�i ��ng:

+Lu�n v�n ��t yêu c�u c�a lu�n v�n th�c s�.

+ N�i dung và tên �� tàilu�n v�n không trùng l�p v�i các công trình �ã công
b�.

+H�c viên c�n chinh s�a lu�n v�n theo nh�n xét c�a 02 ph�n bi�n và các góp
ý c�a H�i ��ng.

+Trình bày ng�n g�n, súc tích các ph�n m� ��u, k�t lu�n và ki�n ngh�.

+ Ràsoát chinh s�a các thu�t ng� trong lu�n v�n.

+Th�ng nh�t cách trích d�n và ��nh d�ng tài li�u tham kh�o theo quy ��nh,.

c�a H�c viên Khoa h�c và Công ngh�.
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11.Chù t�ch H�i ��ng, công b� k�t qu�, yêu c�u h�c viên chinh s�a lu�n
v�n v�i các n�i dung sau:

Lu�n v�n có n�i dung nghiên c�u �áp úng ���c yêu c�u c�a m�t lu�n v�n

th�c s�, h�c viên chinh s�a theo góp ý c�a h�i ��ng và hoàn thi�n h� s� g�i c�
s� �ào t�o �úng h�n.

Bu�i h�p �ã k�t thúcvào 16gi� 45 phút ngày 22/5/2025.

TH� KÝH�I ��NG

Nha Trang, ngày 22 tháng 5 n�m 2025

CH�T�CH H�I �ÒNG

Phan Th� Hoài Trinh �ào Vi�t Hà

XÁCNH�N C�A C� S� �Ào T�O
KT.GIÁM ��C

HOA
HOC RHÓGIÁM ��C

Co.

H�C VI�N

KHOKH0cVÀn
CÒNG NGHÈ

Nguy�n Th� Trung



C�NG HÒA XÃ H�I CH� NGH�A VI�T NAM
��c l�p -T� do –H�nh phúc

B�N NH�N XÉT PH�N BI�N LU�N V�N TH�C S�

H� và tên ng��i nh�n xét: Lê �ình H�i H�c hàm, h�c v�:Ti�n s�

Ch�c danh trong H�i ��ng: Ph�n bi�n 1

C� quan công tác: Phân vi�n th� y mi�n Trung

H� vàtên h�c viên: Tr�n Hoàng H�i

Tên �� tài: “Xác ��nh �i�u ki�n bi�u hi�n vàthu nh�n ulvan lyase tái tô h�p

trên Escherichia coli."

Chuyên ngành:Sinhh�c th�c nghi�m Mãs�:8420114

N�I DUNG NH�N XÉT
1.Tính c�p thi�t, tính th�is�, ýngh�a khoa h�c vàth�c ti�n c�a �� tài lu�n v�n:

Ulvan là m�t h�p ch�t ti�m n�ng v�i nhi�u ho�t tính sinh h�c quan tr�ng nh� ch�ng

oxy hóa,ch�ng viêm, ch�ng ung thu, kháng khu�n, kháng vi-rút, �i�u hòa mi�n d�ch,

ch�ng t�ng lipid máu, chông �ông máu và úng d�ng trong k� thu�t mô. Tuy nhiên, vi�c

ing d�ng nó v�n g�p m�t s� h�n ch� �ó là tr�ng l��ng phân t� l�n c�a ulvan, làm gi�m
kh� n�ng thâm nh�p vàot� bào và�nh h��ng ��n tính sinh h�c c�a chúng. �� t�o ���c
ho�t tính c�a ulvan các nhà khoa h�c �ã nghiên c�u s� d�ng các enzym �ê t�o ra ulvan

có kh�i l��ng phân t� th�p. Trong �ó, vi�c s� d�ng ulvan lyase làm�t enzym có th�c�t
ulvan thành m�ch ng�n.

M�t dùulvan lyase có th� �i�u ch� t� ngu�n t� nhiên, nh�ng quá trình này g�p
nhi�u khó kh�n nh�: d� l�n t�p ch�t, hi�u su�t thu nh�n th�p vàho�t tính enzym d� b�

ành hu�ng trong quátrình thu nh�n và tinh s�ch. Do �ó, vi�c nghiên c�u bi�u hi�n và

tinh s�ch ulvanlyase tái t� h�p là c�n thi�t.

�� tài có ý ngh�a khoa h�c và th�c tin �ó là c� s� khoa h�c �� nghiên c�u phát

tri�n các lo�i tái t� h�p khác.Sån ph�m c�a �� tài là ulvan lyase có b� ng�n m�ch ulvan

�� t� �ócó th� t�o ra các s�n ph�m sinh h�c có ho�t tính sinh h�c cao �ng d�ng vào
trong y h�c, ��ng th�i cóth� nghiên c�u phát triên ngu�n d��c li�u bi�n phong ph� và
ti�m n�ng t� rong bi�n Vi�t Nam.

2. Sy không trùng l�p c�a �� tài nghiên c�u so v�i các công trình khoa h�c, lu�n

v�n �ã công b� � trong và ngoàin��c; tính trung th�c, rõ ràng và �ây �� trong

trích d�n tài li�u tham kh�o:

Xét v� ��i t��ng, ph�m vi nghiênc�u, k�t qu� thu d��c thì �� tài nghiênc�u chra

th�y có s� trùng l�p v�i các k�t qu� nghiên c�u trong n��c và th� gi�i.

Lu�n v�n là m�t ph�n c�a �ê tài c�p Vi�n Hàn Lâm Khoa h�c và Công ngh� Vi�t

Nam mãs� VASTO6.01/23-24; các k�t qu� ���c trình bày rõ ràng, có nhi�u hình �nh

minh h�a; ���c th�c hi�n t�i phòng thí nghi�m c�a Vi�n Nghiên c�u và Ung d�ng Công
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ngh� Nha Trang (naylà Vi�n H�i D��ng H�c) nên ��m b�o ���c tính trung th�c và��

chính xác cao. Các trích d�n tài li�u ���c th� hi�n khá�ây ��, và c�p nh�t.

3.S� phù h�p gi�a tên �� tàiv�i n�i dung nghiên c�u c�ng nh� v�i chuyên ngành

và mãs� �ào t�o:

Tên �� tài phù h�p v�i n�i dung nghiên c�u, chuyên ngành và mãs� �ào t�o.

4. �� tin c�y vàtính hi�n ��i c�a ph��ng pháp nghiên c�u �ã s� d�ng �� hoàn

thành lu�n v�n:

�ê hoàn thành ���c lu�n án, tác gi� �ã s� d�ng nhiêu ph��ng pháp khác nhau

gôm:xác ��nh l�i gen mã hóa enzym ulvan lyase trong ch�ng vikhu�n BL21 tái tô h�p,

trong h� thông bi�u hi�n vector pET28 b�ng ph��ng pháp PCR, tác gi� �ã s� d�ng

ph��ng pháp SDS- PAGE, Westernblot �� �ánh giákh� n�ng vàcác �i�u ki�n t�i �u

biêu hi�n enzym mong mu�n c�a ch�ng vi khu�n tái t� h�p. Nh� v�y các ph��ng pháp

là hi�n ��i và phù h�p v�i n�i dung và k�t qu� nghiên c�u.

5.K�t qu�nghiên c�u c�a lu�n v�n:

K�t qu�c�a lu�n v�n bao g�m:

- �ã xác ��nh ���c �i�u ki�n bi�u hi�n c�a ulvan lyase táitô h�p trên E. coli.

- �ã xác��nh ���c quy trình thu nh�n vàtinh s�ch ulvan lyase tái tô h�p Faly.

- �ánh giáho�t tính enzyme vàkh� n�ng b� ng�n m�ch ulvan c�a ulvan lyase tái

t�h�p.
6. Nh�ng h�n ch�, thi�u sót c�a lu�n v�n v� n�i dung, hình th�c và câu h�i:

-Trong ph�n ��t v�n ��, tác gi� c�n b� sung trích d�n các tài li�u tham khào.Tác

gi�c�ng nên b� sungm�c tiêu nghiên c�u, ýngh�a khoa h�c và th�c ti�n.

Trongphân �ôi t��ng nghiên c�u tác gi�cân tách ph�n nguyên v�t li�u ra,

không �� chung.

-Trong ph�n ph��ng pháp: tác gi� nên mô t� ph��ng pháp g�n li�n v�i n�i dung

và k�t qu� �� cho ng��i ��c d� theo dõi.

Tác gi� nên ra soát l�i gitaph�ong pháp và k�t qu�, m�t s� ph��ng pháp c� nêu

trong ph�n phu�ng pháp,nh�ng ph�n k�t quà không trinh bày. M�t s� k�t qu� có trình

bày, nh�ng không cótrong ph��ng pháp.

- ��i v�i ph�n k�t qu�: tác gi� �ã trình bày d��c nh�ng k�t qu� nghiênc�u có ch�t

l��ng, Tuy nhiên vi�c trình bày còn ch�a th�c sy ���c logic. Tác già dã ��u t� tham

kh�o r�t nhi�u tài li�u �� bi�n lu�n, tuy nhiên có m�t sô bi�n lu�n m�c dù cóliên quan

��n k�t qu� nh�ng �ã vu�t quá k�t qu� mà tác gi� thu ���c. M�t s� bi�n lu�n n�ng v�

lý thuy�t chung.

Trong ph�n k�t qu� theo tôi tác gi� nên d�a kêt qu� thu nh�n ulvan lyase tái t� h�p

Faly (enzyme thô) (m�c 3.3.1) lên ph�n ��u �� xác nh�n r�ng protein mà mình nghiên

c�u là � n�i bào hay ngo�i bào. �� t�� �ó m�i nghiên c�u các �i�u khi�n bi�u hi�n khác.

C�ng trong ph�n k�t qu� tác gi� nên bi�n lu�n vì sao ch�n 1S gi� là t�i ru, b�i vì

theo hinh di�n di (hình 3.2) thi sau 5 gi� l��ng protein mong mu�n c�ng t��ng t� nh�

sau 15 gi�.
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Trong k�t qu� nghiên c�u tác giå cho r�ng n�ng �� IPTG phù h�p �� c�m bi�n 2

mM, nhung � trang 37tác gi� l�i k�t lu�n là 0,5 mM.

Ph�n tài li�u tham kh�o: tác gi� c�n ra soát l�i cách trình bày cho �úng v�i quy

��nh c�a c� s� �ào t�o.

7. N�u tác gi�chra vi�t bài báo khoa h�c thì n�i dung c�a lu�n v�n cóth� ���c

vi�t thành các bài báo �� g�ri ��ng trên t�p chí khoa h�c, sách chuyên ngành ho�c

tuy�n t�p công trình h�i ngh� khoa h�c c�p qu�c gia, qu�c t� hay không?

Các k�t qu� nghiênc�u �ã ���c tác gi� có 1 báo cáo khoa h�c trình bày � H�i ngh�

Khoa h�c toàn qu�c v� Công ngh� Sinh h�c n�m 2024.

8.K�t lu�n chung (kh�ng ��nh m�c �� �áp úng các yêu c�u ��i v�i m�t lu�n v�n

Th�c s�; lu�n v�n có th���a ra b�o v� �� nh�n h�c v�Th�c s� ���c hay không?):

Lu�n v�n là m�t công trìnhnghiên c�u nghiêm túc, ���c th�c hi�n t�i nh��ng phòng

thí nghi�m cóuy tín nên k�t qu� ��t ���c �áng tin c�y. Lu�n v�n có ý ngh�a khoa h�c,

th�c tiên cao trong tình hình hi�n nay vàcó �óng góp m�i.

Lu�n v�n ���c trình bày �úng v�i quy ��nh c�a c� s� �ào t�o. N�i dung và hàm

l��ng khoa h�c nh� v�y làphù h�p v�i m�t lu�n án th�c s�. Vì v�y, có th� ��a ra b�o

v� �� nh�n h�c v� Th�c s�.

Na.g..ngày.22.tháng 5.n�n 2025

Ng��i nh�n xét

Lê�ình H�i
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C�NG HÒAXÃ H�I CH� NGH�A VI�T NAM
��c l�p– T� do–H�nh phúc

B�N NH�N XÉT PH�N BI�N LU�N V�N TH�C S�

Ho và tén ngu�i nhan xét: Nguyen Xuán V.Hoc ham.hoc vi: TS

Ch�c danh trong H�i ��ng: Ph�n bi�n 2
C� quan công tác:Vi�n H�i d��ng h�c

H� vàtên h�c viên: Tr�n Hoàng H�i

Tên �� tài: Xác ��nh �i�u ki�n bi�u hi�n và thu nh�n ulvan lyase tái tô h�p trên

Escherichia coli

Ngành: Sinhh�c th�c nghi�m. Mãs�: 842 01 14

N�I DUNG NH�N XÉT

1. Tinh c�p thi�t, tính th�i s�, ýngh�a khoa h�c và th�c ti�n c�a �� tài lu�n v�n:

�� tài này có tính m�i vàcó ý ngh�a khoa h�c và th�c ti�n khi thu nh�n enzyme ulvan

lyase thông qua tái tôh�p. Tác gi��ã s� d�ng enzyme này �� b� ng�n m�ch ulvan t�o

thành oligosaccharide, �ây là nguyên li�u quan tr�ng trong quátrình ch� biên thu�c,

th�c ph�m ch�c n�ng có giá tr� cao.

2.S� không trùng l�p c�a �� tà�i nghiênc�u sov�i các công trìnhkhoa h�c, lu�n v�n �ã

công bô � trong và ngoài n��c; tính trung th�c, rõ ràng và �ây �� trong trích d�n tài li�u

tham kh�o:

Vi�c xác ��nh �i�u ki�n bi�u hi�n, c�m úng c�a ulvan lyase h� PL28 có ngu�n g�c t�

Formosa agariphila thông qua ch�ng bi�n n�p E. coli là m�i, m�c dù có các nghiên c�u

tu�ng t� v� ngu�n g�c gen là t� vi khuân Alterpmonas.

Các nghiên c�u tr��c �ã ���c trích d�n m�t cách c�p nh�t vàd�y ��.

3.S� phù h�p gi�a tên ��è tài v�i n�i dung nghiên cu c�ng nh� v�i chuy�n ngành và
mãs� �ào t�o:

Tên �� tài, n�i dung nghiên nghiên c�u phù h�p v�i chuyên ngành �ào t�o.

4. �� tin c�y và tính hi�n ��i c�a ph��ng pháp nghiên c�u �ã s� d�ng �� hoàn thành

lu�n v�n:

- Vi�c th�m d�nh l�i gen P30-PL28 trong plasmid thông qua PCR và gi�i trình t� có ��

chinh xác cao và hi�n ��i.

- Phu�ng pháp xác ��nh hàm l��ng IPTG,nhi�t d� và th�i gian là các phu�ng pháp

th��ng quy �ã ���c th�c hi�n trên các nghiên c�u tr��c.

- Quy trình thu nh�n và tinh s�ch ulvan lyase d�a trên ph��ng ph�p s�c k� ái l�e, r�a

gi�i c�ng ���c th�c hi�n b�ng các ph��ng pháp hi�n ��i, t��ng � các nghi�n c�u tr��c

�ây.

- v� ph��ng pháp �ánh giá ho�t túnh và kh� n�ng b� ng�n m�ch thông qua di�n diSDS
PASE, laiphân t�, tinh s�ch b�ng c�t là các ph��ng pháp hi�n �ang s� d�ng phô bi�n.



5.K�t qu�nghiên c�u c�a lu�n v�n:

Nghiên c�u này �ã th�c hi�n thành công ba n�i dung:

a. Xác ��nh �i�u ki�n bi�u hi�n c�a ulvan lyase: M�i tr��ng LB ch�a IPTG có hàm
l��ng 2mM, th�i gian 15h và nhi�t �� là 20°C.

b.
imidazole r�a gi�i là150-200mM.
�ê tài �ã xáx ��nh ���c quy trình thu nh�n và tinh s�ch enzyme, n�ng ��

c. Ulvan lyase thô�ã ���c th� nghi�m c�t ulvan t� rong Uva lactuca thành công:

enzyme sau khi tinh s�ch c�ng �ã th� nghi�m c�t ulvan c�a hai lo�i rong l�c

thành công.

6.Nh�ng h�n ch�, thi�u sótc�a lu�n v�n v� n�i dung,hình th�c vàcâu h�i:

Nhìn chung �� tài ���c vi�t khá t�t, it sai sót, n�i dung nghiênc�u �a d�ng, logic v�i

nhau.Tuy nhiênc�n chinh s�a l�i chút ít chorõ ràng h�n:

Ph�n m� ��u: T��ng ��i dài,nên h�n ch� các thông tin vìtrong ph�n t�ng quan

�ã th� hi�n. Chú � Ulvales là b� ch� không ph�i h�.

Phân t�ng quan: Nên chinh câud�u tiên khi gi�i thi�u v� rong L�c. Khi trích d�n,

sôth� t� nên �� ngay sau tên tác gi�. N�u có trích d�n 2 tài li�u tr� lên thì s� nh�
tr��c và s� l�n sau.

Ph�n ph�o�ng pháp:Vì trong ph�n K�t qu�có k�t qu� c�a 3.1: Ki�m tra quátrình

t�o dòng,nên chuy�n m�t s� �o�n trong 3.1 ph�n k�t qu� qua ph�n ph��ng pháp

cho phùh�p.
Ph�n K�t qu�: � m�c 3.2 nên chinh thành “�nh h��ng c�a m�t s� y�u t�" thay

vì"Nghiên c�u kh�o sát" vì �ây là ph�n k�t qu�.

Ph�n k�t lu�n nên chuy�n thành �o�n v�n thì vì th� hi�n theo cách tóm t�t k�t

qu�.

Ph�n tàili�u tham kh�o c�n hoàn thi�n thêm: víd� TLTK s� 1thi�u thông tin tên

tác gi�m và ngu�n, S� 5, H�c vi�n KHCN,Hà N�i thay vì Nha Trang; in nghiêng
tên la tinh

7.N�u tác gi� ch�a vi�t bài báo khoa h�c thì n�i dung c�a lu�n v�n có thê d��c vi�t

thành các bài báo �� g�i ��ng trên trên t�p chí khoa h�c, sách chuyênngành ho�c tuy�n

t�p công trình h�i ngh� khoa h�c c�p qu�c gia, qu��c t� hay không?

H�c viên là ��ng tác gi� trong công trình v� H�i ngh�j Khoa h�c toàn qu�c t�i Hu�

8.Két lu�n chung (kh�ng ��nh m�c �� �áp �ng c�c yêu c�u ��i v�i m�t lu�n vàn Th�c
s�; lu�n v�n có th� ��a ra b�o v� �� nh�n h�c v� Th�c s� ��qc hay không?):

Lu�n v�n có th� ��a ra b�o v� d� nh�n h�c v� Th�c s� ���c

Nha.lang. ngày 22tháng 5. n�m 2025

Ng��i nh�n xét

(Ký,ghi rð h� tên)



VI�N HÀN LÂM
KHOA H�C VÀ CÔNG NGH� VN

H�C VI�N KHOA H�C VÀ CÔNG NGH�

C�NG HÒA XÃH�I CH�NGH�A VI�T NAM
��c l�p - T� do - H�nh phúc

B�N GI�I TRÌNH CH�NH S�A LU�N V�N

THEO KÉTLU�N C�A H�I �ÔNG �ÁNH GIÁ LU�N V�N TH�C S�

H� tên h�c viên: TRÂN HOÀNG H�I L�p: BIO21A

Tên �� tài lu�n v�n: Xác ��nh �i�u ki�n bi�u hi�n vàthu nh�n ulvan lyase tái t� h�p

trên Escherichia Coli.

Chuyên ngành: Sinh h�c th�c nghi�m

Mãs�: 8420114

Ng��i h��ng d�n khoa h�c: H��ng d�n 1: TS. Cao Th� Thúy H�ng

Hu�ng d�n 2: TS. Hu�nh Hoàng Nh� Khánh

Ngày b�o v� lu�n v�n: 22/O5/2025

C�n c� biên b�n h�p h�i ��ng �ánh giá lu�n v�n th�c s�, h�c viên �ã chinh s�a

luânv�n nh� sau:

STT

2

3

4

N�i dung �� ngh� b� sung, chinh s�a N�i dung �ã b� sung, chinh s�a

Ph�n m� ��u t��ng ��i dài, c�n h�n ch�
�ã vi�t súc tích, ng�n g�n l�i theo

thông tin vìtrong ph�n t�ng quan �ã th�
góp ý

hi�n

Ph�n tông quan, �i�u chinh thông tin vê �ã �iêu chinh thông tìn vê rong l�c

rong l�c theo gópý

B� sungtrích d�n tài li�u tham kh�o trong
�ã b� sung trích �n tài li�u tham

ph�n ��t v�n ��. B� sung m�c tiêu nghiên
kh�o trong ph�n ��t v�n ��. B�

c�u, ýngh�a th�c ti�n
sung m�c tiêu nghiên c�u, ý ngh�a

th�c ti�n

Trong ph�n ��i t��ng nghiên c�u, cân �ã chinh s�a m�c 2.1 ��i t��ng

tách ph�n Nguyên v�t li�u nghiên c�u
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7

10

11

12

13

14

15

16

17

Môt� ph�n ph��ng pháp g�n li�n v�i n�i �ã chinh s�a các ph�n theo góp ý
dung và k�t qu�

M�c 3.2 nên chinh thành “�nh h��ng c�a

m�t s� y�u t� ��n s� bi�u hi�n c�a ulvan �ã chinh s�a theogópý

lyase tái t� h�p faly"

�ua m�c 3.3.1 lên ��u ph�n ph��ng pháp
�ã ��a m�c 3.3.1 lên ��u phân

ph��ng pháp

Bô sung tài li�u tham kh�o cho các �ã b� sung tài li�u tham kh�o cho

ph��ng pháp nghiên c�u các ph��ng pháp nghiên c�u

Còn ít các th�o lu�n v� k�t qu�
�� trình bày phân tích l�i kêt qu�

nghiên c�u

Ph�n k�t qu� trình bày ch�a logic, m�t s�
�ã chinh s�a phân k�t qu�theo góp

bi�n lu�n v��t quá kêt qu� thu ���c
ý, bi�n lu�n bám sát k�t qu� thu

���c

Ph�n k�t lu�n nên chuy�n thành �o�n v�n
�ã vi�t l�i ph�n k�t lu�n thành �o�n

v�n

Bôsung tài li�u tham kh�o cho ý ulvan
�ã bôsung tài li�u tham kh�o theo

lyase tái t� h�p ��u ���c thu nh�n t� d�ch
góp ý

n�i bào"

��nh d�ng tài li�u tham kh�o theo �úng �ã ch�nh s�a tài li�u tham kh�o theo

quy ��nh c�a c� S� �ào tao �úng quy ��nh c�a c� s� �ào t�o

Khitrích d�n tài li�u tham kh�o, s� th� t�

�ã rà soát, chinh s�a toàn b� lu�n

nên �ê sau tên tác gi�, n�u có 2 trích d�n
v�n theo góp ý

thì s� nh� tr��c, s� l�n sau

Chinh s�a l�i các l�i trình bày � các m�c
�ã chinh s�a l�i các l�i trình bày �

vàti�u m�c theo �úng ��nh d�ng
các m�c vàti�u m�c theo �úng ��nh

d�ng

Thi�u tính logic trong cách vi�t, b� c�c
�ã ràsoát, chinh s�a lu�n v�n

các phân c�a lu�n v�n

Tên c�a các hình ch�a phù h�p, ch�a
�â �i�u chinh l�i �úng tên các hình

chính xác
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Bôsung m�i tr��ng LB và AT vào ph�

l�c hóa ch�t

�ã bô sung m�i tr��ng LB vàAT

vào ph� l�c hóa ch�t

CH� T�CH H�I ��NG

HàN�i, ngày 12 tháng 06 n�m 2025

T�P THÉ H��NG D�N H�C VIÊN
H��ng d�n 1 H��ng d�n 2

�ào Vi�t Hà Cao Th�Thúy H�ng Hu�nh Hoàng Nh� Khánh Tr�n Hoàng H�i


