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TÓM TẮT 
Trong nghiên cứu này, chủng chủ Bacillus subtilis và gen chỉ thị celB được sử dụng để đánh 

giá ảnh hưởng của số lượng Histidine trong đuôi dung hợp ở đầu C lên sự biểu hiện tiết 
Endoglucanase B. Kết quả nghiên cứu cho thấy chủng B. subtilis 1012 phù hợp cho sự biểu hiện 
CelB hơn khi so với chủng B. subtilis WB800N. Đuôi 6His có ảnh hưởng làm giảm sự biểu hiện tiết 
CelB nhiều hơn hai đuôi 5His và 4His. Ngược lại, CelB-6His cho khả năng bám hạt Ni-NTA tốt 
hơn, ít thất thoát nhất (4,78%) trong khi CelB-4His lại có sự rò rỉ khi tinh chế bằng hạt Ni-NTA ở 
mức cao nhất (16,1%). 

Từ khóa: Bacillus subtilis, Histidine, Endoglucanse B, Pgrac212, đuôi dung hợp. 

 
1.  Giới thiệu 

Việc sử dụng các đuôi dung hợp đã trở nên khá phổ biến với nhiều ứng dụng phong 
phú trong công nghệ sản xuất protein tái tổ hợp (Terpe, 2003). Đuôi dung hợp giúp làm 
đơn giản hóa quy trình phát hiện và tinh sạch protein. Cùng với sự phát triển của công 
nghệ sinh học, giá trị sử dụng của các đuôi dung hợp ngày càng tăng bởi khả năng bảo vệ 
protein mục tiêu khỏi sự phân cắt của protease, giúp protein mục tiêu tan tốt hơn, tăng hiệu 
quả tổng hợp protein và hỗ trợ tốt quá trình gấp cuộn.  

Hiện nay, His-tag (polyhistidine) đang nổi lên là công cụ phổ biến nhất để thu nhận 
protein nhận. Đây là một công vụ có nhiều ưu điểm như: (i) kích thước đuôi dung hợp nhỏ 
(kích thước khoảng 0,84 kDa đối với 6His), hạn chế tính miễn dịch so với các đuôi tinh 
chế khác có kích thước lớn hơn và không cần được loại bỏ trong các quá trình sử dụng 
protein sau tinh sạch, (ii) một số lượng lớn vector thương mại được thiết kế cho sự biểu 

                                                 
Cite this article as: Le Duong Vuong, Dang Thi Kim Ngan, Truong Thong, Phan Thi Phuong Trang, & 
Nguyen Duc Hoang (2019). The impact of the amount of Histidine in C-terminal fusion-tag on the secretion 
of Endoglucanase B in Bacillus subtilis. Ho Chi Minh City University of Education Journal of Science, 16(9), 
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hiện protein có gắn His-tag đã được các nhà nghiên cứu sử dụng và (iii) tương tác của His-
tag không phụ thuộc vào cấu trúc của đuôi dung hợp, do đó protein tái tổ hợp có His-tag có 
thể được tinh chế dưới điều kiện biến tính (Goel et al., 2000), (Waugh, 2005). Cấu trúc của 
đuôi dung hợp polyhistidine (bao gồm vị trí, trình tự, độ dài) có thể ảnh hưởng đến việc 
biểu hiện protein ở nhiều mức độ khác nhau gồm: khả năng biểu hiện, khả năng tiết, khả 
năng bám vào ion kim loại được cố định, cấu trúc bậc ba của protein, cấu trúc tinh thể, khả 
năng tan và hoạt tính của protein (Block et al., 2009). Nếu số lượng Histidine trong đuôi 
dung hợp quá ít thì ái lực của protein mục tiêu với ion kim loại giảm đi làm mất khả năng 
gắn chọn lọc do chịu sự cạnh tranh của các protein tạp có chứa Histidine. Trong một số 
trường hợp, việc gia tăng số lượng Histidine trong đuôi dung hợp sẽ làm tăng độ tinh sạch 
của protein mục tiêu. Tuy nhiên, cũng được khuyến cáo sử dụng đuôi dung hợp 
polyhistidine với ít Histidine để làm giảm tối thiểu sự ảnh hưởng của đuôi dung hợp lên 
chức năng protein (Bornhorst, & Falke, 2000). Ngoài ra, trong biểu hiện tiết, điện tích 
dương của Histidine trong đuôi dung hợp cũng có thể gây trở ngại cho quá trình dung hợp 
protein qua màng. Trong nghiên cứu này, đuôi dung hợp polyhistidine được gắn vào đầu C 
của protein tiết để giảm sự can thiệp của đuôi dung hợp lên màng trong quá trình vận 
chuyển (Block et al., 2009).  

Trong nghiên cứu này, sự ảnh hưởng của số lượng Histidine trong đuôi dung hợp lên 
sự biểu hiện tiết và quá trình tinh chế được tiến hành trên B. subtilis bằng cách sử dụng gen 
chỉ thị celB. Gen chỉ thị celB mã hóa cho protein Endoglucanase B (CelB), một trong 
những thành phần chủ yếu của phức hệ Cellulosome có nguồn gốc từ C. thermocellum. 
Trong một nghiên cứu đã được công bố, CelB được sử dụng làm chỉ thị để khảo sát khả 
năng biểu hiện tiết của plasmid pHT43 mang promoter Pgrac212 trên B. subtilis (Phan, 
2007). Bên cạnh đó, chủng chủ B. subtilis được sử dụng là do đây là chủng vi sinh vật mô 
hình cho sự biểu hiện ngoại bào, được FDA công nhận là GRAS (Generally Regarded As 
Safe), không sinh nội độc tố và có khả năng biểu hiện tiết lên đếm 20-25 g/l dịch lên men 
(Schallmey, Singh, & Ward, 2004). 

2.  Vật liệu & Phương pháp 
2.1. Vật liệu 

Chủng E. coli OmniMAX (InvitrogenTM), Chủng B. subtilis 1012 tự nhiên, chủng B. 
subtilis WB800N (Bảng 1); các plasmid pHT1253, pHT1254, pHT1255, pHT43, pNDH37-
celB (Bảng 2), các mồi đặc hiệu (Bảng 3) được cung cấp bởi Trung tâm Khoa học và Công 
nghệ Sinh học. 
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Bảng 1. Các chủng chủ để tạo dòng và biểu hiện 

Chủng chủ Đặc điểm bộ gen Sử dụng 

E. coli OmniMAX 

(F′ {proAB+ lacIq lacZΔM15 Tn10(TetR) 
Δ(ccdAB)} mcrA Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC) 
φ80(lacZ)ΔM15 Δ(lacZYA-argF) U169 endA1 
recA1supE44 thi-1 gyrA96 relA1 tonA panD). 

Tạo dòng 

B. subtilis 1012 leuA8 metB5 trpC2 hsdRM1 Biểu hiện protein 

B. subtilis 
WB800N 

nprE aprE epr bpr mpr :: ble nprB :: bsr .vpr wprA 
::hyg cm :: neo; NeoR) đã bị đột biến mất 8 protease 
ngoại bào  

Biểu hiện protein 

 

Môi trường Luria Broth (LB) được sử dụng để nuôi cấy các chủng với kháng sinh 
thích hợp như Ampicillin (Amp) nồng độ cuối 100 µg/ml và Chloramphenicol (Cm) nồng 
độ cuối 10 µg/ml. 

Bảng 2. Các plasmid được dùng trong nghiên cứu 

Plasmid Cấu trúc Mục tiêu sử dụng 

pHT1283 Pgrac-ssAmyQ-celB-GSHGHHHHH Nghiên cứu này 

pHT1284 Pgrac-ssAmyQ-celB-GSHGHSHHH Nghiên cứu này 

pHT1285 Pgrac-ssAmyQ-celB-GSHGHSHGH Nghiên cứu này 

pHT43 Pgrac-ssAmyQ Chứng âm 

pNDH37-
celB 

 
Thu gen celB (T. T. P. Phan, 
Nguyen, & Schumann, 2006) 

pHT1253 Pgrac-ssAmyQ-MCS-GSHGHHHHH Tạo pHT1283 

pHT1254 Pgrac-ssAmyQ-MCS-GSHGHSHHH Tạo pHT1284 

pHT1255 Pgrac-ssAmyQ-MCS-GSHGHSHGH Tạo pHT1285 

 
Bảng 3. Các Primer (trình tự mồi) được dùng trong nghiên cứu 

Tên 
Primer 

Cấu trúc Primer Mục tiêu sử dụng 

ON917 
AGCATCAGCAGGATCCGAAGGGTCA
TATGCTGATTTGG 

Thu gen celB 

ON918B 
TGTCCATGTGATCCGCTTTTATACGG
CAACTCACTTATGCTACGC 

Thu gen celB 
PCR kiểm tra cho pHT1283, 
pHT1284, pHT1285 

ON653 
ACCGGAATTAGCTTGGTACCAGCTAT
TG 

PCR kiểm tra cho pHT1283, 
pHT1284, pHT1285 

ON707 
AAAGGAGGAAGGATCAATGAGAGG
AAGCA 

Giải trình tự cho pHT1283, 
pHT1284, pHT1285 

ON314 TGTTTCAACCATTTGTTCCAGGT 
Giải trình tự cho pHT1283, 
pHT1284, pHT1285 
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2.2. Phương pháp 
2.2.1. Thiết kế các vector biểu hiện CelB với đuôi dung hợp His-tag 

Đầu tiên, gen celB được thu nhận bằng phản ứng PCR từ plasmid pNDH37-celB với 
cặp mồi ON917/ON918B (Bảng 3) và Pfu polymerase. Sản phẩm PCR này được cắt đồng 
thời với ba plasmid khuôn pHT1253, pHT1254, pHT1255 (có sẵn trình tự tín hiệu tiết 
sSamyQ nằm ở đầu N của vùng MCS và lần lượt chứa các trình tự mã hóa các đuôi dung 
hợp có từ 4 đến 6 Histidine) (Bảng 2) bởi enzyme cắt giới hạn BamHI/AatII. Các sản phẩm 
cắt của các plasmid khuôn này lần lượt được nối với gen celB bằng T4 DNA ligase để tạo 
plasmid mục tiêu pHT1283, pHT1284, pHT1285 (có cấu trúc như Bảng 2). 

Các sản phẩm nối này được biến nạp vào E. coli OmniMAX bằng phương pháp hóa 
biến nạp (Phan, Huynh, Truong, & Nguyen, 2017) và sàng lọc trên môi trường LB-Agar có 
Amp (100 µg/ml). Các dòng E. coli OmniMAX chứa các plasmid mục tiêu được kiểm tra 
bằng phương pháp PCR khuẩn lạc với cặp mồi ON653/ON918B (Bảng 3) và Taq 
polymerase. Các plasmid mục tiêu được thu nhận, tách chiết từ các dòng E. coli 
OmniMAX có kết quả PCR dương tính và gửi đi giải trình tự với cặp mồi ON707/ ON314 
(Bảng 3) tại Công ti Macrogen.Inc (Hàn Quốc). Các plasmid cho trình tự tương đồng  
với kết quả lí thuyết 100 % sẽ được biến nạp vào 2 chủng biểu hiện B. subtilis 1012  
và B. subtilis WB800N (Bảng 1) theo quy trình biến nạp tự nhiên trên B. subtilis  
(Phan et al., 2017). 

2.2.2. Kiểm tra sự biểu hiện tiết CelB trên môi trường rắn 
Các dòng B. subtilis 1012 và B. subtilis WB800N chứa các plasmid mục tiêu 

pHT1283, pHT1284, pHT1285 và chứng âm pHT43 được cấy sang các đĩa thạch LB-Cm-
Agar chứa CMC 0,5% và có các nồng độ cảm ứng IPTG khác nhau (0 mM; 0,001 mM; 
0,01 mM; 0,1 mM; 0,5 mM và 1 mM). Các đĩa khảo sát được ủ ở 30°C trong 36 giờ. Sau 
đó, sử dụng thuốc thử Congo Red 1% để kiểm tra hoạt tính endoglucanase B dựa trên vòng 
phân giải CMC do vùng đĩa thạch có cơ chất CMC đã bị phân hủy bởi CelB sẽ không bắt 
màu với dung dịch Congo Red 1%. 

2.2.3. Kiểm tra sự biểu hiện tiết CelB trên môi trường lỏng 
Các chủng dùng trong khảo sát được tiến hành nuôi trong elern chứa 20 ml môi 

trường LB-Cm đến khi OD600 nm đạt giá trị từ 0,8-1 thì tiến hành cảm ứng biểu hiện protein 
bằng IPTG. Mẫu protein CelB được thu nhận trong dịch nổi sau khi li tâm 13000 xg trong 
10 phút. Các thông số tiến hành trong khảo sát này bao gồm: (i) nhiệt độ nuôi cấy 30oC & 
37oC; (ii) Nồng độ chất cảm ứng IPTG: 0; 0,01; 0,1;1 mM; (iii) Thời gian thu mẫu sau cảm 
ứng: 2, 4, 6, 8, 10 giờ. Sự biểu hiện tiểt CelB được đánh giá bằng phương pháp đo hoạt 
tính DNS (dinitrosalicylic acid assay). 

Phương pháp đo hoạt tính DNS  
Hoạt tính endoglucanase của CelB được đo theo quy trình biến đổi từ quy trình 

chuẩn của IUPAC dựa trên lượng đường khử được tạo ra khi so sánh với đường chuẩn 
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glucose (Mandels, Andreotti, & Roche, 1976). 250 µl cơ chất CMC pha trong đệm 
phosphate được ủ cùng với 250 µl dịch enzyme ở 55oC, 1 giờ trong eppendorf. Sau đó,  
500 µl DNS 1% được thêm vào eppendorf, tiếp tục ủ nhiệt ở 95oC trong 5 phút để ngừng 
phản ứng cắt của enzyme và xác định giá trị OD540 nm (giá trị thể hiện số gốc đường khử 
sau phản ứng thủy phân của CelB).  

Số gốc đường khử trước phản ứng thủy phân (trong môi trường nuôi cấy hay trong 
cơ chất CMC) được xác định bằng phương pháp tương tự khi sử dụng với mẫu Blank 
tương ứng (dịch enzyme đã được bất hoạt bằng cách ủ ở 950C trong 10 phút). Số lượng 
glucose tương ứng với số gốc đường khử tạo ra do phản ứng thủy phân của CelB với cơ 
chất CMC được xác định khi tính toán dựa trên hiệu của OD540 nm và giá trị ODBlank tương 

ứng và đường chuẩn đường khử được xây dựng dựa trên giá trị OD540 nm của các nồng độ 
glucose khác nhau theo phương pháp DNS. Lượng đường khử (mg/ml) thu nhận được quy 
đổi ra đơn vị hoạt tính enzyme (IU) theo định nghĩa: lượng enzyme cần thiết để tạo ra 0,18 
µg (ứng với 1 nmol) đường khử glucose tương đương trong 1 phút. 1 IU = 1 μmol 
glucose/min = 0,18 mg/min. Do tỉ lệ enzyme: CMC là 1: 1 nên áp dụng công thức ta có: 1 
mg glucose/ml = 0,0925 IU (do ủ 60 phút) = 92,5 mIU (Mandels et al., 1976), (Eveleigh, 
Mandels, Andreotti, & Roche, 2009). 
2.2.4. Tinh chế với hạt Ni-NTA 

Áp dụng kết quả khảo sát, các enzyme CelB dung hợp đuôi Histidine được biểu hiện 
với điều kiện tối ưu và tiến hành tinh chế với hạt Ni-NTA. để khẳng định khả năng tinh chế 
của các đuôi His dung hợp, đồng thời là để kiểm tra tính đúng của số lượng His trong các 
đuôi dung hợp ở từng plasmid. 

Protein CelB được gắn lên hạt Ni-NTA dựa trên ái lực của đuôi Histidine với Ni2+. 
Dịch protein (1 ml) được thêm vào eppendorf có chứa 200 µl hạt Ni-NTA và lắc ở tốc độ 
100 vòng/phút trong 30 phút. Sau đó, mẫu được li tâm 7000 xg trong 5 phút để loại dịch 
nổi. Các protein tạp không có đuôi Histidine (không có khả năng gắn vào hạt Ni-NTA) còn 
sót lại đươc loại bỏ bằng phương pháp rửa mẫu với 1 ml dung dịch EBW (30 mM Tris-HCl 
pH 8,0; 500 mM NaCl). Lắc nhẹ ở tốc độ 100 vòng/phút trong 30 phút. Li tâm 7000 xg 
trong 5 phút, loại dịch nổi. Công đoạn rửa này được thực hiện 2 lần. 

Protein CelB có gắn đuôi Histidine đươc thu nhận bằng cách sử dụng buffer dung li 
là 500 µl dung dịch EBW có nồng độ imidazole lần lượt là 5 mM, 10 mM, 20 mM,  
40 mM, 80 mM và 250 mM. Lắc ở tốc độ 100 vòng/phút trong 30 phút. Li tâm 7000 xg 
trong 5 phút, thu dịch nổi. Phân tích các mẫu protein dung li ở từng phân đoạn bằng 
phương pháp đo hoạt tính DNS.  

2.2.5. Xử lí số liệu 
Các thí nghiệm đo hoạt tính được lặp lại 3 lần. Các kiểm định ANOVA một chiều 

được thực hiện bằng phần mềm Minitab17. 
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3. Kết quả và biện luận 
3.1. Tạo dòng các vector và chủng B. subtilis biểu hiện CelB có đuôi dung hợp 
Histidine 

Sau khi sàng lọc bằng môi trường LB có kháng sinh, các dòng tế bào E. coli 
OmniMax mang các plasmid pHT1283, pHT1284, pHT1285 được kiểm tra bằng phương 
pháp PCR khuẩn lạc với cặp mồi ON653 và ON918B. Kết quả điện di gel Agarose của các 
sản phẩm PCR (Hình 2) cho thấy ở các plasmid đều chọn được khuẩn lạc có vạch tương 
đồng với kích thước lí thuyết 1769 bp. 

 
Hình 2. Kết quả PCR sàng lọc các dòng E. coli OmniMAX mang pHT1283, pHT1284, 

pHT1285 bằng cặp mồi đặc hiệu ON653/ ON918B 
 

Các dòng E. coli OmniMAX có kết quả PCR dương tính này được nuôi tăng sinh để 
tách chiết plasmid và giải trình tự. Kết quả giải trình tự (dữ liệu không được trình bày) là 
tương đồng 100% với trình tự lí thuyết, chứng tỏ đã tạo dòng được 3 plasmid pHT1283, 
pHT1284, pHT1285 với vùng trình tự celB có gắn trình tự đuôi tinh chế Histidine. Các 
plasmid này lần lượt được biến nạp vào 2 chủng B. subtilis 1012 và WB800N để tiến hành 
các thí nghiệm tiếp theo. 
3.2. Kết quả kiểm tra sự biểu hiện tiết CelB trên môi trường rắn 

Phương pháp tạo vòng phân giải CMC với thuốc nhuộm Congo Red là phương pháp 
đơn giản để phát hiện khả năng tiết các protein thuộc nhóm cellulase của chủng vi sinh vật. 
Vòng phân giải càng lớn cho thấy chủng tiết protein có hoạt tính glucanse ra môi trường 
càng nhiều. Kết quả thí nghiệm cho thấy (Hình 3), so với chứng âm, trên cả hai chủng khảo 
sát với tất cả các plasmid tái tổ hợp đều cho vòng phân giải CMC lớn hơn. Vòng phân giải 
nhỏ xung quanh chứng âm có thể giải thích là do có sự tồn tại một lượng nhỏ của enzyme 
có hoạt tính glucanase trong hệ protein của chủng B. subtilis tự nhiên. 
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Hình 3. Kết quả khảo sát khả năng biểu hiện tiết CelB trên môi trường rắn 

 của hai chủng chủ B. subtilis 1012 và WB800N lần lượt chứa các plasmid pHT1283, 
pHT1284, pHT1285, pHT43 (chứng âm) 

 

Bên cạnh đó, đường kính vòng phân giải của các khuẩn lạc mang ba plasmid mục 
tiêu pHT1283, pHT1284, pHT1285 đạt tối đa ở nồng độ 0,001 mM và 0,01 mM. Ở các 
nồng độ còn lại, đường kính khuẩn lạc và vòng phân giải giảm dần, ngược chiều với sự gia 
tăng nồng độ IPTG. Đối với các chủng B. subtilis chứa các plasmid mục tiêu, ở nồng độ từ 
0,1 mM trở lên, hầu như chỉ quan sát được khuẩn lạc rất nhỏ hoặc không tồn tại khuẩn lạc. 
Điều này cho thấy, sự gia tăng tiết CelB khi tăng nồng độ IPTG đã ảnh hưởng mạnh đến sự 
phát triển của tế bào B. subtilis.  

3.3. Kết quả kiểm tra sự biểu hiện tiết CelB trên môi trường lỏng 
Các kết quả đo hoạt tính CelB được xác định bằng phương pháp DNS với tất cả các 

điều kiện nhiệt độ (30oC và 37oC), nồng độ IPTG cảm ứng (0; 0,01; 0,1; 1 mM), thời gian 
thu mẫu (2, 4, 6, 8, 10 giờ sau cảm ứng) (dữ liệu không được trình bày) và dùng để xác 
định điều kiện tối ưu để biểu hiện CelB của từng chủng B. subtilis 1012 và B. subtilis 
WB800N lần lượt mang ba plasmid mục tiêu: pHT1283, pHT1284, pHT1285. 

 
Hình 4. Hoạt tính cellulase từ dịch chiết môi trường nuôi cấy các chủng chủ B. subtilis 
1012 và WB800N lần lượt chứa các plasmid pHT1283, pHT1284, pHT1285, pHT43 (-) 
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Kết quả hoạt tính của các mẫu enzyme (Hình 4 và Bảng 4) ở mức chấp nhận được 
(hơn hẳn chứng âm chứa pHT43) và cho thấy có sự biểu hiện CelB ở B. subtilis 1012 khi 
so với ở B. subtilis WB800N. Sử dụng kiểm định ANOVA một chiều bằng chương trình 
Minitab17 với Ho: không có sự khác biệt giữa B. subtilis 1012 và B. subtilis WB800N 
(nghĩa là chủng chủ không ảnh hưởng đến khả năng biểu hiện tiết của CelB), H: sự biểu 
hiện CelB ở B. subtilis 1012 lớn hơn ở B. subtilis WB800N thì nhận được giá trị P= 0,000 
< 0,05 (tức là sai số 5%), tức là bác bỏ giả thuyết Ho. Điều này có nghĩa là về mặt thống kê 
ở độ tin cậy là 95% thì sự biểu hiện CelB ở B. subtilis 1012 có sự khác biệt và mạnh hơn B. 
subtilis WB800N.  

Bảng 4. Kết quả hoạt tính CelB khi tiến hành khảo sát trên môi trường lỏng 
 của hai chủng chủ B. subtilis 1012 và WB800N 

 lần lượt chứa các plasmid pHT1283, pHT1284, pHT1285, pHT43 (chứng âm) 
 

Chủng chủ Plasmid 
Nhiệt 

độ 
IPTG 
(mM) 

Thời gian 
cảm ứng 

(giờ) 

Hoạt tính 
(mIU) 

Mức xếp hạng 
Turkey ‘s * 

B. subtilis 
1012 

pHT1283 37oC 0,1 6 61,36 ± 1,17 B 

pHT1284 37oC 0,01 8 66,33 ± 0,33 A 

pHT1285 37oC 0,01 10 67,51 ± 2,17 A 

pHT43 37oC 0,1 8 14,12 ± 2,5 E 

B. subtilis 
WB800N 

pHT1283 37oC 0,1 6 47,57 ± 0,97 D 

pHT1284 37oC 0,01 8 54,3 ± 1,5 C 

pHT1285 37oC 0,1 10 58,06 ± 0,66 BC** 

pHT43 37oC 0,1 8 11,15 ± 0,28 E 

*: dựa trên phân tích ANOVA một chiều 
**BC: nghĩa là vừa thuộc mức B vừa thuộc mức C. 
 

Bên cạnh đó, cũng dựa vào các kết quả thu được (Hình 4 và Bảng 4), ta có thể phân 
tích mức độ ảnh hưởng của số lượng Histidine trong đuôi dung hợp lên khả năng biểu hiện 
của CelB ở B. subtilis. Tiến hành phân tích ANOVA một chiều với kiểm định Turkey sai 
số được thiết lập là α = 5 %. Giả thiết được thiết lập với Ho: không có sự khác biệt về hoạt 
tính giữa các mẫu protein dung hợp, H1: có sự khác biệt về hoạt tính giữa các mẫu protein 
dung hợp, Ho sẽ bị bác bỏ khi giá trị P < α=0,05; * là giá trị trung bình nằm giữa khoảng 
biến thiên các giá trị hoạt tính đo được. Kết quả phân tích cho thấy P=0,000 nhỏ hơn 0,01 
chứng tỏ giả thuyết H1 được chấp nhận. Điều này có nghĩa là có sự khác biệt về hoạt tính 
giữa các mẫu protein dung hợp, chứng tỏ ảnh hưởng của số lượng Histidine (từ 4 đến 6) 
trong đuôi dung hợp lên sự tiết CelB là khác nhau. Theo kiểm định Tukey HSD, các biến 
lớn nhất được xếp là khoảng giá trị A, rồi nhỏ hơn với B, C, D… Kiểm định này được xây 
dựng bằng cách lần lượt so sánh giá trị trung bình của các biến với nhau. Hai biến nằm 
trong 2 khoảng giá trị khác nhau nếu trị tuyệt đối của hiệu giá trị trung bình của 2 biến lớn 
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hơn giá trị qcrit MSw/n với MSw là phương sai trung bình của các biến, n là số giá trị 

trong mỗi biến, qcrit được xác định bằng bảng phân phối Student. Giá trị qcrit phụ thuộc vào 
giá trị sai số α, số biến phân tích k, giá trị n (do bậc tự do của bảng phân phối Student df = 
n-k).  

Kết quả phân tích (Bảng 4) cho thấy, với sai số 5%, mẫu CelB-4His biểu hiện bởi 
pHT1285 và mẫu CelB-5His biểu hiện bởi pHT1284 cho sự biểu hiện vượt trội ở mức A (ở 
B. subtilis 1012) và mức C (ở B. subtilis WB800N). Còn đối với mẫu CelB-6His, kết quả hoạt 
tính thu được chỉ đạt mức thấp nhất trong ba loại mẫu chứa protein dung hợp (loại B với B. 
subtilis 1012 và loại D ở B. subtilis WB800N). Điều này chứng tỏ ảnh hưởng của số lượng 
Histidine (từ 4-5) lên sự biểu hiện tiết Endoglucanase B là tương đương nhau và đuôi 6His có 
tác động làm giảm sự tiết CelB nhiều nhất trong ba loại đuôi dung hợp. Trong khi đó, chủng 
chứng âm chứa pHT43 chỉ được xếp ở bậc nhỏ nhất là loại E ở cả 2 chủng chủ.  
3.4. Kết quả tinh chế với hạt Ni-NTA 

Quá trình tinh chế cho thấy các protein tái tổ hợp CelB có gắn đuôi Histidine có khả 
năng gắn hạt Ni-NTA, chứng tỏ có thể sử dụng liên kết Ni2+ và Histidine để thu được CelB 
tinh sạch. Các kết quả đo hoạt tính (tính theo % dịch ban đầu) của các phân đoạn trong quá 
trình tinh chế CelB bằng hạt Ni-NTA được biểu thị ở Hình 5. Trong phân đoạn gắn CelB-
His với hạt Ni-NTA, kết quả cho thấy hoạt tính endoglucanse trong dịch nổi (phân đoạn 
Flowrough) của mẫu protein có đuôi 4His (từ pHT1285) lớn hơn mẫu protein có đuôi 5His 
(pHT1284), mẫu có đuôi dung hợp 6His (pHT1283) cho hoạt tính thấp nhất chứng tỏ mẫu 
CelB-6His cho khả năng bám hạt Ni-NTA lớn hơn mẫu CelB-5His, thấp nhất là mẫu CelB-
4His. Kết quả này phù hợp với kết quả lí thuyết là nếu đuôi dung hợp có số lượng His càng 
ít thì khả năng bám hạt càng kém, hoạt tính enzyme trong dịch Flowthrough càng cao. Kết 
quả này cũng cho thấy sự thất thoát do khả năng bám kém của protein dung hợp đuôi 4His 
> 5His> 6His. Trong đó, mẫu CelB-6His cho sự thất thoát thấp hơn 5% trong khi các mẫu 
CelB-5His cho sự thất thoát lớn hơn 10% và lớn hơn 15% đối với mẫu CelB-4His, 

Trong các phân đoạn li giải với các nồng độ imidazole khác nhau thì mẫu CelB có 
đuôi dung hợp 4His (biểu hiện bới pHT1285) tập trung li giải ở 2 nồng độ 20 mM và 40 
mM. Mẫu CelB có đuôi dung hợp 5His (biểu hiện bởi pHT1284) dung li chủ yếu ở 2 nồng 
độ 40 và 60 mM. Protein CelB có đuôi dung hợp 6His (biểu hiện bới pHT1283) thì dung li 
chủ yếu ở 2 nồng độ 60 và 80 mM. Các kết quả này giúp khẳng định thêm tính liên kết 
tăng dần của mẫu protein với hạt Ni-NTA khi tăng số lượng Histidine (từ 4-6) trong đuôi 
dung hợp polyhistidine.   
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Hình 5. Kết quả hoạt tính CelB thu được của các phân đoạn 
 trong quá trình tinh chế các protein dung hợp bằng Ni-NTA 

 

5. Kết luận 
Kết quả nghiên cứu cho thấy: để biểu hiện CelB ngoại bào ở B. subtilis, chủng B. 

subtilis 1012 phù hợp hơn chủng WB800N. Đuôi dung hợp 4His có ảnh hưởng tốt (mức A) 
lên sự biểu hiện CelB khi so sánh với 2 đuôi dung hợp còn lại. Ngược lại, kết quả tinh chế 
CelB với hạt Ni-NTA cho thấy đuôi 6His cho sự liên kết tốt hơn đuôi 5His, đuôi 4His có 
sự liên kết kém nhất. Cho nên, có thể kết luận rằng tùy vào đặc điểm của protein mục tiêu 
ta có thể có lựa chọn khác nhau về đuôi dung hợp: đối với protein khó biểu hiện nên sử 
dụng đuôi 4His, 5His để có sự biểu hiện tiết cao; còn đối với các protein dễ biểu hiện, nên sử 
dụng đuôi 6His để có sự liên kết tốt với Ni-NTA, giảm rủi ro bị lẫn với các protein tạp chứa 
trình tự nhiều Histinde trong tế bào chủng chủ cũng như giảm sự thất thoát khi tinh chế. 

Nghiên cứu này cung cấp cách tiếp cận nền tảng cho việc nghiên cứu ảnh hưởng của 
số lượng Histidine lên sự biểu hiện protein tái tổ hợp. Trong tương lai, nhóm chúng tôi sẽ 
tiếp tục tiến hành khảo sát ảnh hưởng của số lượng Histidine trong đuôi dung hợp lên sự 
biểu hiện tiết các Cellulase khác như CelS, CelD… hay sự biểu hiện nội bào với các 
protein chỉ thị như GFP, BgaB…  

 
 

 Tuyên bố về quyền lợi: Các tác giả xác nhận hoàn toàn không có xung đột về quyền lợi. 

 Lời cảm ơn: Cảm ơn Trung tâm Khoa học và Công nghệ sinh học – Trường Đại học 
Khoa học Tự nhiên – ĐHQG TPHCM đã tạo điều kiện cho nhóm tác giả hoàn thành 
đề tài. 
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ABSTRACT 

In this research, the host cell Bacillus subtilis and the reporter gene celB were used for 
evaluating the impact of the amount of histidine in C-terminal fusion tag on the secretion of 

Endogucanase B. The results show that B. subtilis 1012 is more appropriate for secreting CelB 
than B. subtilis WB800N. Among three kinds of His tag (4His, 5His, 6His), 6His tag has the most 
impacts on decreasing the secretion of CelB. In contrast, the surveying of binding capacity of these 
proteins demonstrates that CelB-6His has the best binding capacity and the fewest leakage (4.78%) 
while CelB-4His has the most leakage (16.1%) in purifying process by Ni-NTA. 

Keywords: Bacillus subtilis, Histidine, Endoglucanse B, Pgrac212, fusion tag. 
 


