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Ph−¬ng ph¸p x¸c ®Þnh ho¹t tÝnh kh¸ng khuÈn 
cña peptit t¸i tæ hîp PEP-H 

lª quang huÊn 

ViÖn C«ng nghÖ sinh häc 

Trong nh÷ng n¨m gÇn ®©y, sù kh¸ng thuèc 
cña vi sinh vËt g©y bÖnh ngµy cµng gia t¨ng. 
NhiÒu lo¹i thuèc kh¸ng sinh míi ®* nhanh 
chãng mÊt hiÖu lùc, ®ång thêi xuÊt hiÖn c¸c 
bÖnh nhiÔm virut mang tÝnh toµn cÇu nh− HIV, 
viªm gan B, C, viªm mµng n*o... ®ang lµ mèi 
quan t©m ®Æc biÖt cña c¸c quèc gia còng nh− c¸c 
nhµ khoa häc trªn toµn thÕ giíi. V× vËy, c¸c nhµ 
khoa häc kh«ng ngõng t×m kiÕm c¸c lo¹i vacxin 
míi, c¸c lo¹i kh¸ng sinh míi víi nh÷ng c¬ chÕ 
t¸c ®éng kh¸c víi c¬ chÕ t¸c ®éng cña c¸c lo¹i 
kh¸ng sinh th«ng th−êng, ®ång thêi cã hiÖu lùc 
kh¸ng khuÈn m¹nh vµ ®Æc hiÖu. Mét trong 
nh÷ng h−íng nghiªn cøu t×m kiÕm ®ã lµ c¸c lo¹i 
thuèc kh¸ng sinh cã b¶n chÊt peptit. Ngoµi c¸c 
peptit tù nhiªn ®−îc t¸ch chiÕt tõ ®éng thùc vËt, 
cßn cã c¸c peptit t¸i tæ hîp còng ®ang ®−îc c¸c 
nhµ nghiªn cøu ®Æc biÖt quan t©m.  

§Ó gãp phÇn nghiªn cøu c¸c peptit cã ho¹t 
tÝnh kh¸ng khuÈn øng dông trong y häc, trong 

thêi gian qua, chóng tèi ®* tiÕn hµnh nghiªn cøu 
ho¹t tÝnh kh¸ng khuÈn cña peptit t¸i tæ hîp [2,3, 
4] dùa trªn t×nh tù nucleotit cña peptit kh¸ng 
khuÈn ®* ®−îc t×m thÊy trong sam biÓn 
Tachypleus tridentatus mµ c¸c t¸c gi¶ NhËt B¶n 
®* c«ng bè tr−íc ®©y [5].  

Trong bµi nµy, chóng t«i tr×nh bÇy ph−¬ng 
ph¸p x¸c ®Þnh ho¹t tÝnh kh¸ng khuÈn cña peptit 
t¸i tæ hîp PEP-H.  

I. ph−¬ng ph¸p nghiªn cøu 

1. Nguyªn liÖu 

Dùa trªn tr×nh tù peptit tachypleusin, mét 
peptit trong m¸u sam biÓn (horshoe crab: 
Tachypleus tridentatus) còng nh− tÝnh chÊt cña 
c¸c amino axÝt, chóng t«i thiÕt kÕ ®o¹n 
oligonucleotit cã tr×nh tù nh− sau: 

 
5’-AATTCATGAGAAGTGGTGTTATAGAAAGAAACCATATAGAAAATGTAGATGA-3’ 
3’-GTACTCTTCTACCACAATATCTTTCTTTGGTATATCTTTTACATCTACTTCGA-5’  
 

Tr×nh tù nucleotit cña ®o¹n gien nµy ®−îc 
h*ng GENSET Singapore Biotech. Pte Ltd. tæng 
hîp d−íi d¹ng c¸c sîi ®éc lËp theo ph−¬ng ph¸p 
hãa häc. Chñng vi sinh vËt Esherichia coli BL21; 

Vect¬ biÓu hiÖn pMAL-C2; C¸c hãa chÊt sö 
dông trong thÝ nghiÖm: IPTG (isopopyl β-D- 
thiogalactopyranosit) (Sigma), sephadex G-75, 
sephadex G-25 (Sigma), cét s¾c ký ¸i lùc 
amyloza resin cña h*ng New England Biolab, 
maltoza (Sigma), fact¬ Xa vµ c¸c hãa chÊt sö 
dông kh¸c ®Òu lµ nh÷ng hãa chÊt tinh khiÕt. M«i 
tr−êng nu«i cÊy vi sinh vËt: m«i tr−êng láng LB 
(2% trypton, 1% yeast extract, 1% NaCl); m«i 
tr−êng chän läc lµ m«i tr−êng LB bæ sung 
ampixillin nång ®é 100 µg/ml. 

2. Ph−¬ng ph¸p 
a) Nu«i cÊy vi khuÈn 

Chñng vi khuÈn biÓu hiÖn peptit t¸i tæ hîp lµ 
E. coli BL21 mang gien t¸i tæ hîp ®−îc nu«i trªn 
m«i tr−êng LB cho ®Õn khi ®¹t OD600 = 0,5, bæ 
sung chÊt c¶m øng IPTG víi nång ®é 0,3 mM, 
vµ tiÕp tôc nu«i l¾c (200 vßng/phót) ë 37oC, thêi 
gian 180 phót.  

b) T¸ch chiÕt protein liªn kÕt 

Tõ 300 ml dÞch nu«i cÊy tÕ bµo, sau khi c¶m 
øng 3 giê, ®−îc ly t©m víi vËn tèc 5000 
vßng/phót ë 4oC trong 20 phót, phÇn tÕ bµo kÕt 
l¾ng ®−îc hßa l¹i trong 15 ml dung dÞch ®Öm 
(10 mM Tris-HCl, pH = 8,0; 1 mM EDTA). Sau 
®ã, sù thñy gi¶i tÕ bµo ®−îc thùc hiÖn b»ng siªu
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©m hoÆc enzym lysozym (100 µg/ml). 

LÊy 1 ml dÞch thñy gi¶i tÕ bµo ®−a lªn cét ¸i 
lùc amyloza resin. Sau khi röa cét víi 15 ml 
dung dÞch ®Öm (20 mM Tris-HCl, pH = 8,0, 1 
mM EDTA, 200 mM NaCl), protein liªn kÕt 
®−îc gi¶i hÊp víi dung dÞch ®Öm trªn cã bæ 
sung maltoza (20 mM Tris-HCl, pH = 8,0, 1 
mM EDTA, 200 mM NaCl, 10 mM maltoza). 
Thu 10 ph©n ®o¹n ngay sau khi cho dung dÞch 
gi¶i hÊp, mçi ph©n ®o¹n 1 ml. X¸c ®Þnh c¸c 
ph©n ®o¹n chøa protein liªn kÕt, xö lý víi fact¬ 
Xa ®Ó t¸ch protein MalE vµ peptit t¸i tæ hîp 
Protein liªn kÕt ®−îc c¾t b»ng fact¬ Xa trong 
®Öm TE cã bæ sung 20 mM CaCl2 ë nhiÖt ®é 
23oC, trong thêi gian 16 giê. Sau ®ã dÞch protein 
®* c¾t b»ng fact¬ Xa ®−îc s¸c ký ¸i lùc qua cét 
amyloza resin (cét s¾c ký 1 × 1 cm). Thu c¸c 
ph©n ®o¹n (10 ph©n ®o¹n, 300 µl/ph©n ®o¹n) 
ngay sau khi cho dung dÞch protein. Ho¹t tÝnh 
kh¸ng khuÈn cña peptit ë c¸c ph©n ®o¹n ®−îc 
kiÓm tra theo ph−¬ng ph¸p vßng kh¸ng khuÈn. 

c) X¸c ®Þnh ho¹t tÝnh kh¸ng khuÈn cña peptit 

C¸c chñng vi khuÈn sö dông trong phÐp thö: 
E. coli DH-5α vµ Pseudomonas aeruginosa 

M«i tr−êng vµ hãa chÊt: 

- Trypticaza soy broth (TBS, Difco, 
Detroit, MI): hßa 30 g TBS trong 1 lit n−íc 
cÊt khö ion (dH2O), khö trïng 20 phót ë 
nhiÖt dé 121oC, b¶o qu¶n ë nhiÖt ®é phßng. 

- §Öm phètph¸t: dung dÞch stock (100 mM), 
hßa riªng biÖt 15,6 g NaH2PO4.2.H2O; 26,8 g 
Na2HPO4.7.H2O trong 1 lit dH2O. Pha dung dÞch 
®Öm phètph¸t (100 mM) cã pH lµ 7,4 hoÆc 6,5 
b»ng c¸ch trén hai dung dÞch theo tû lÖ nhÊt 
®Þnh cho ®Õn khi ®¹t pH mong muèn. Khö trïng 
hoÆc läc qua mµng läc (0,45µm), b¶o qu¶n ë 
nhiÖt ®é phßng. 

- Agaroza (sigma): sö dông agaroza ®Ó h¹n 
chÕ tíi møc tèi thiÓu sù t−¬ng t¸c cña c¸c peptit 
mang ®iÖn tÝch d−¬ng víi agar lµ ®iÒu cÇn thiÕt 
khi x¸c ®Þnh ho¹t tÝnh kh¸ng khuÈn cña peptit .  

- Líp gel d−íi: trén 50 ml ®Öm phètph¸t 100 
mM víi 5 ml TSB, thªm 5 g agaroza, thªm 
dH2O ®ñ 500 ml, chØnh pH = 7,4 hoÆc 6,5 b»ng 
1N NaOH hoÆc HCl. Khö trïng. B¶o qu¶n ë 
nhiÖt ®é phßng. Tr−íc khi sö dông, cã thÓ lµm 
nãng ch¶y b»ng lß vi sãng hoÆc trong bÓ n−íc 
nãng 42oC. 

- Líp gel trªn: hßa tan 60 g trypticaza soy 
broth (sigma) vµ 10 g agaroza trong 1 lit dH2O. 
Khö trïng vµ b¶o qu¶n ë nhiÖt ®é phßng. Tr−íc 
khi sö dông, cã thÓ lµm nãng ch¶y b»ng lß vi 
sãng hoÆc trong bÓ n−íc nãng 420C. 

- Dung dÞch 10 mM phètph¸t, pH = 7,4 ®−îc 
chuÈn bÞ tõ dung dÞch 100 mM, khö trïng vµ 
b¶o qu¶n ë nhiÖt ®é phßng. Dung dÞch ®Öm nµy 
®−îc lµm l¹nh tr−íc khi röa tÕ bµo.  

Quy tr×nh thö nghiÖm: 

1. CÊy chuyÓn mét khuÈn l¹c vµo 50 ml TSB, 
nu«i l¾c (200 vßng/phót), 37oC, 18-24 giê. 

2. CÊy chuyÓn 50 µl (®èi víi tÕ bµo lµ E.coli) 
vµo 50 ml m«i tr−êng TSB míi vµ nu«i tiÕp 
2,30 giê ë 37oC trong m¸y l¾c. 

3. Ly t©m thu tÕ bµo: 400 vßng/phót, 10 phót ë 
4oC. 

4. Röa tÕ bµo víi 10 ml dung dÞch ®Öm 
phètph¸t (pH = 7,4) ®* lµm l¹nh, ly t©m thu 
tÕ bµo nh− b−íc 3. Sau ®ã hßa l¹i tÕ bµo 
trong 5 ml dung dÞch ®Öm phètph¸t (pH = 
7,4) ®* lµm l¹nh. 

5. LÊy 1 ml dÞch tÕ bµo võa thu ®−îc ®o phæ 
hÊp thô. KÕt qu¶ x¸c ®Þnh OD620 sÏ cho phÐp 
tÝnh to¸n vµ pha phÇn dÞch tÕ bµo cßn l¹i (4 
ml) tíi nång ®é 4.106 CFU (c«ng thøc tÝnh 
nh− sau: CFU/ml= OD620 ×××× 2,5.108). 

6. LÊy 10 ml dung dÞch gel d−íi cho vµo èng 
ly t©m dung tÝch 15 ml vµ bæ sung 4.106 
CFU, vortex 15 gi©y, ®æ lªn ®Üa petri, ®Ó gel 
®«ng chÆt kho¶ng 2 phót. 

7. §Æt ®Üa lªn trªn tê giÊy kÎ «ly vµ ®ôc giÕng 
theo sè l−îng: 4 × 4 hoÆc 5 × 5. 

8. Cho 5 µl c¸c mÉu peptit cÇn thö nghiÖm vµo 
c¸c giÕng ®* ®ôc (peptit ®−îc pha trong 
0,01% axÝt axetic). §Ëy ®Üa petri vµ nu«i 
trong 3 giê ë 37oC. 

9. Bæ sung thªm 10 ml líp gel trªn giÇu dinh 
d−ìng vµo c¸c ®Üa; sau khi gel ®«ng chÆt 
®Ëy ®Üa petri vµ nu«i tiÕp qua ®ªm ë 37oC. 

10. S¸ng h«m sau, bæ sung 10 ml dung dÞch tÈy 
lªn bÒ mÆt ®Üa (dung dÞch tÈy: 5% axit 
axetic trong 25% metanol); sau 20 phót, x¸c 
®Þnh b¸n kÝnh vßng kh¸ng khuÈn. 

II. KÕt qu¶ vµ th¶o luËn 

1. ThiÕt kÕ vect¬ mang gien peptit t¸i tæ hîp 
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Gien tæng hîp sau khi ®−îc g¾n vµo vect¬ 
pMAL-C2 nhê c¸c enzym giíi h¹n E.CoR1 vµ 
HindIII, ®−îc biÕn n¹p vµo chñng vi khuÈn E. 
coli DH5α vµ chän läc trªn m«i tr−êng LB chøa 
ampixillin (100 µg/ml).  

§Ó kiÓm tra kÕt qu¶ biÕn n¹p, chóng t«i ®* 
tiÕn hµnh t¸ch chiÕt ADN cña plasmit pMAL-

C2 mang gien peptit t¸i tæ hîp vµ c¾t ADN 
plasmit b»ng c¸c enzym giíi h¹n E.CoR1 vµ 
Hind III, sau ®ã kiÓm tra b»ng ®iÖn di trªn gel 
polyacrylamit. KÕt qu¶ trªn ®iÖn di ®å thu ®−îc 
2 b¨ng ADN, mét b¨ng t−¬ng øng víi ADN cã 
träng l−îng ph©n tö lín vµ mét b¨ng cã träng 
l−îng ph©n tö t−¬ng øng víi träng l−îng ph©n tö 
cña ®o¹n oligonucleotit tæng hîp (h×nh 1). 

 
      

     
 
H×nh 1. KÕt qu¶ ®iÖn di ADN plasmit sau khi c¾t b»ng c¸c enzym E.CoR I vµ Hind III  

C¸c giÕng 1, 2, 3: ADN plasmit c¸c khuÈn l¹c sau khi xö lý víi E.CoR I vµ Hind III 
C¸c giÕng 4, 5: §o¹n oligonucleotit tæng hîp 

Tõ c¸c kÕt qu¶ trªn ®©y, cã thÓ kh¼ng ®Þnh 
r»ng ®o¹n oligonucleotit do chóng t«i tæng hîp 
®* ®−îc g¾n vµo vect¬ pMAL-C2 vµ thay thÕ 
cho ®o¹n polylinker cña pMAL-C2. VÞ trÝ cña 
®o¹n oligonucleotit n»m gi÷a vÞ trÝ nhËn biÕt cña 
c¸c enzym giíi h¹n E.CoR1 vµ HindIII. 

2. BiÓu hiÖn gien t¸i tæ hîp  
Sau khi biÕn n¹p vect¬ pMAL-C2 mang gien 

peptit t¸i tæ hîp vµo chñng vi khuÈn E. coli BL-
21, c¸c tÕ bµo vi khuÈn ®* biÕn n¹p ®−îc nu«i

cÊy trªn m«i tr−êng LB chøa kh¸ng sinh 
ampixillin (100 µg/ml) cho tíi khi ®¹t nång ®é 
OD600 = 0,5, bæ sung chÊt c¶m øng IPTG tíi 
nång ®é cuèi cïng lµ 0,3 mM. Nu«i tiÕp trong 3 
giê ë 37oC, sau ®ã thu nhËn tÕ bµo vµ t¸ch chiÕt 
protein vi khuÈn.  

KÕt qu¶ kiÓm tra sù biÓu hiÖn cña gien sau 
khi c¶m øng b»ng IPTG b»ng ®iÖn di trªn gel 
polyacrylamit SDS-PAGE ®−îc tr×nh bÇy trªn 
h×nh 2.  

                                      1     2   3   4  5     6   7    8    9  
 
 

 

 

 

 
 

H×nh 2. §iÖn di ®å cña protein tÕ bµo vi khuÈn tr−íc vµ sau khi c¶m øng b»ng IPTG 
GiÕng 5: Marker protein; C¸c giÕng 1, 3, 6, 8 lµ protein tr−íc khi c¶m øng b»ng IPTG 
C¸c giÕng 2, 4, 7, 9 lµ protein sau khi c¶m øng b»ng IPTG. 

§o¹n ADN sau 
khi c¾t b»ng 2 
enzym §o¹n oligonucleotit tæng hîp 
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Trªn h×nh 2, sau khi c¶m øng b»ng IPTG, ta 
thÊy l−îng protein cã träng l−îng ph©n tö 
kho¶ng 43 kDa xuÊt hiÖn rÊt râ so víi tr−íc khi 
g©y c¶m øng. §iÒu nµy cã nghÜa lµ gien t¸i tæ 
hîp trong vect¬ ®* ho¹t ®éng m¹nh (tæng hîp 
mét l−îng lín protein t¸i tæ hîp) sau khi bæ 
sung IPTG vµo m«i tr−êng nu«i cÊy. 

3. Tinh chÕ peptit 

Pha lo*ng dÞch ph¸ tÕ bµo b»ng ®Öm TE (TE: 
50mM Tris-HCl, pH = 7,4, 0,1% EDTA vµ 100 
mM NaCl). Sau ®ã, cho lªn cét s¾c ký ¸i lùc víi 
chÊt amyloza resin, gi¶i hÊp b»ng ®Öm TE cã bæ 
sung maltoza. C¸c ph©n ®o¹n chøa protein liªn 
kÕt ®−îc kiÓm tra b»ng ®iÖn di trªn SDS-PAGE. 
KÕt qu¶ thu ®−îc mét b¨ng protein cã träng 
l−îng ph©n tö kho¶ng 43 kDa (h×nh 3).  

 
 

H×nh 3. §iÖn di ®å c¸c ph©n ®o¹n thu ®−îc b»ng s¾c ký ¸i lùc trªn amyloza resin 
GiÕng 1: Marker protein 
C¸c giÕng 2, 3, 4, 5, 6: Protein cña c¸c ph©n ®o¹n thu ®−îc sau khi bæ sung maltoza. 

Protein liªn kÕt, sau khi tinh chÕ trªn cét s¾c 
ký ¸i lùc, ®−îc c¾t b»ng fact¬ Xa trong ®Öm TE 
cã bæ sung 20 mM CaCl2 ë nhiÖt ®é 23oC, thêi 
gian 16 giê. Sau ®ã dÞch protein ®* c¾t b»ng fact¬ 
Xa ®−îc s¾c ký ¸i lùc qua cét amyloza resin (cét 
s¾c ký 1 × 1 cm). Thu c¸c ph©n ®o¹n (10 ph©n 
®o¹n, 300 µl/ph©n ®o¹n) ngay sau khi cho dung 

dÞch protein. Ho¹t tÝnh kh¸ng khuÈn cña peptit ë 
c¸c ph©n ®o¹n ®−îc kiÓm tra theo ph−¬ng ph¸p 
vßng kh¸ng khuÈn. KÕt qu¶ cho thÊy, ë ph©n 
®o¹n thø 4, kh¶ n¨ng øc chÕ sù ph¸t triÓn cña vi 
khuÈn lµ rÊt râ. KÕt qu¶ x¸c ®Þnh ho¹t tÝnh kh¸ng 
khuÈn cña peptit theo ph−¬ng ph¸p vßng kh¸ng 
khuÈn ®−îc tr×nh bµy trªn h×nh 4. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

H×nh 4. Kh¶ n¨ng øc chÕ sù ph¸t triÓn cña vi khuÈn gram d−¬ng Bacillus subtilis 
GiÕng 4: ph©n ®o¹n 3 sau s¾c ký ¸i l−c cã sù øc chÕ ®èi víi Bacillus subtilis 
C¸c giÕng 1, 2, 3, 5: C¸c ph©n ®o¹n 1, 2, 4, 5 sau s¾c ký ¸i lùc kh«ng cã ho¹t tÝnh. 
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ký ¸i lùc 

43 kDa 



 

 

 

 

 

 

 

 34 

iii. KÕt luËn 

1. §o¹n oligonucleotit tæng hîp m* hãa cho 
mét peptit t¸i tæ hîp ®* ®−îc g¾n vµo vect¬ 
pMAL-C2 gi÷a ®iÓm nhËn biÕt cña c¸c enzym 
giíi h¹n ECoR1 vµ HindIII vµ biÓu hiÖn tèt 
trong tÕ bµo vi khuÈn E. coli BL21. 

2. Protein liªn kÕt ®−îc tÕ bµo vi khuÈn E.coli 
BL21tæng hîp víi mét l−îng lín sau khi c¶m 
øng b»ng IPTG vµ thu ®−îc protein s¹ch chØ cÇn 
mét b−íc tinh chÕ trªn cét ¸i lùc amyloza resin. 

3. §* x©y dùng ®−îc ph−¬ng ph¸p x¸c ®Þnh 
ho¹t tÝnh kh¸ng khuÈn thÝch hîp, cã ®é nh¹y cÇn 
thiÕt ®Ó x¸c ®Þnh ho¹t tÝnh cña peptit t¸i tæ hîp 

nãi riªng, c¸c peptit nãi chung.  
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method for detection of the antimicrobial activity 
of the recombinantial peptide PEP-H 

le quang huan 

summary 

The gene encoding the recombinant peptide has been synthesized by chemical method and it was 
sucessfully expressed in E. coli. The new method was developed for detection of the antimicrobial activities of 
the pure recombinant peptide which after has been purified on affinity chromatography and cleaved by the 
factor Xa. 

Ngµy nhËn bµi: 14-1-2002 
 


