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TÓM TẮT  

Protein dimer có vai trò quan trọng trong hoạt động sống của tế bào như hoạt hóa enzyme, 
truyền tín hiệu qua các thụ thể và điều hòa biểu hiện gen. Các phương pháp dimer hóa protein bởi 
các phân tử trung gian ra đời nhằm giúp con người chủ động trong việc điều hòa các quá trình sinh 
học. G-quadruplex là một phân tử có tiềm năng dimer hóa protein thông qua liên kết đặc hiệu với 2 
phân tử RHAU (RNA helicase liên kết với vùng trình tự giàu adenine và uracil). Tuy nhiên đến nay, 
chức năng này của G-quadruplex vẫn chưa được nghiên cứu rộng rãi. Trong nghiên cứu dưới đây, 
chúng tôi đã dòng hóa vector pTD14 mang gen mã hóa YFP dung hợp với peptide RHAU và biểu 
hiện, tinh chế protein RHAU-YFP. Sự dimer hóa hai protein RHAU-YFP và RHAU-CFP thông qua 
G-quadruplex được kiểm tra bằng phản ứng FRET. Kết quả cho thấy, vector pTD14 đã được dòng 
hóa thành công có thể được biểu hiện tạo protein RHAU-YFP trong điều kiện nhiệt độ 16OC, nồng 
độ IPTG 0,05 mM trong 24 giờ. Protein RHAU-YFP được tinh chế một lần qua cột His-Trap. Phản 
ứng FRET cho thấy G-quadruplex có khả năng dimer hóa protein RHAU-YFP và RHAU-CFP trong 
điều kiện thí nghiệm và nồng độ G-quadruplex 500 µM cho khả năng dimer hóa cao nhất. Các kết 
quả trên là tiền đề cho việc ứng dụng G-quadruplex để điều hòa các quá trình sinh học trong nghiên 
cứu y dược, bảo vệ sức khỏe con người.  

Từ khóa: CFP; dimer hóa, FRET; G-quadruplex; RHAU; YFP 
 

1. Đặt vấn đề 
Sự dimer hóa protein là một quá trình sinh học rất quan trọng vì khi hình thành cấu 

trúc dimer hoặc oligomer, protein sẽ được hoạt hóa và có chức năng (Marianayagam, Sunde, 
& Matthews, 2004) như hoạt hóa enzyme (Renatus, Stennicke, Scott, Liddington, & 
Salvesen, 2001), truyền tín hiệu qua các thụ thể (Gomes et al., 2001) và điều hòa biểu hiện 
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gen (Matthews, & Visvader, 2003). Việc kiểm soát sự dimer hóa protein được ứng dụng 
trong điều hòa các quá trình sinh học và đáng chú ý là sử dụng trong liệu pháp tế bào (Hill, 
Martinko, Nguyen, & Wells, 2018). Vì thế, nhiều phân tử nhỏ cảm ứng sự dimer hóa protein 
đã được các nhà khoa học nghiên cứu như rapamycin (Spencer, Wandless, Schreiber, & 
Crabtree, 1993), TMP-Htag (Ballister, Aonbangkhen, Mayo, Lampson, & Chenoweth, 
2014), ABT-737 (Hill et al., 2018) và cucurbit[8]uril (Dang, Nguyen, Merkx, & Brunsveld, 
2013). Tuy nhiên, các phân tử này còn nhiều nhược điểm như rapamycin gây độc cho tế bào 
người (Inobe, & Nukina, 2016) hay cucurbit[8]uril sử dụng protein domain là những peptide 
khó đưa vào trong tế bào. Trong khi đó, G-quadruplex (những trình tự DNA hoặc RNA giàu 
guanine gấp cuộn tạo thành cấu trúc 4 sợi bao gồm các G-tetrad xếp chồng lên nhau trong 
môi trường hiện diện K+ hay Na+ (Gellert, Lipsett, & Davies, 1962)) (Hình 1) nổi lên như 
một phân tử tiềm năng trong dimer hóa protein do có nhiều thế mạnh như dễ đưa vào trong 
tế bào, là cấu trúc tự nhiên trong các tế bào eukaryote, dễ dàng được tổng hợp và thu nhận 
nhờ các kĩ thuật sinh học phân tử. Bên cạnh đó, G-quadruplex đã được chứng minh có thể 
liên kết đặc hiệu với protein RHAU (RNA Helicase associated with AU-rich element) tại 13 
amino acid bảo tồn gọi là RSM (RHAU specific motif) (Lattmann, Giri, Vaughn, Akman, & 
Nagamine, 2010). Như vậy, có thể ứng dụng sự tương tác đặc hiệu giữa G-quadruplex và 
RHAU để hình thành sự dimer hóa của các protein bằng cách dung hợp RHAU với các 
protein quan tâm, sau đó sẽ tiến hành sự dimer hóa các protein dung hợp bằng G-quadruplex. 
Để phát hiện có sự dimer hóa protein của hệ thống G-quadruplex – RHAU thì phương pháp 
FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer-Truyền năng lượng cộng hưởng huỳnh 
quang) có thể được sử dụng với cặp protein phát huỳnh quang CFP (Cyan Fluorescent 
Protein – phát màu xanh) và YFP (Yellow Fluorescent Protein – phát màu vàng). Đây là hai 
protein dễ biểu hiện, bền và quan trọng là có sự chồng lấp giữa quang phổ phát ra của CFP 
với quang phổ hấp thụ của YFP nên phù hợp với phương pháp FRET (Bajar, Wang, Zhang, 
Lin, & Chu, 2016). Cụ thể, khi kích thích CFP ở bước sóng 420 nm, nếu không có sự dimer 
(khoảng cách giữa CFP và YFP lớn hơn 10 nm) thì CFP sẽ không truyền năng lượng cho 
YFP mà dùng năng lượng đó để phát quang với peak 475 nm. Ngược lại, nếu sự dimer xảy 
ra (khoảng cách giữa CFP và YFP từ 1 tới 10 nm), CFP sẽ truyền bớt năng lượng cho YFP, 
kết quả là làm giảm cường độ phát quang của CFP ở peak 475 nm và làm YFP phát quang 
với peak 525 nm. Trên thực tế, sử dụng phương pháp trên, nhóm tác giả đã chứng minh hiệu 
quả của sự dimer hóa protein liên kết peptide RHAU cấu thành từ 30 amino acid thông qua 
G-quadruplex TERRA (Truong, 2020). Trong nghiên cứu này, chúng tôi nghiên cứu khả 
năng dimer hóa protein liên kết với peptide RHAU có kích thước lớn hơn (53 amino acid) 
của cấu trúc G-quadruplex T95-2T nhằm đa dạng hóa các lựa chọn phục vụ cho các nghiên 
cứu trên tế bào trong tương lai.  
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Hình 1. Cấu trúc G-quadruplex (Sun, Wang, Cheng, Su, & Ou, 2019) 

2. Vật liệu và phương pháp 
2.1. Dòng hóa tạo vector pTD14 mang gen YFP 

Thu nhận gen yfp mã hóa cho protein YFP bằng phản ứng PCR với cặp mồi đặc hiệu 
OND26 và OND27 trên khuôn plasmid pD36 (Trung tâm Khoa học và Công nghệ sinh 
học). Plasmid khung pTD1 (Trung tâm Khoa học và Công nghệ sinh học) và sản phẩm 
PCR thu gen yfp được xử lí bằng enzyme cắt giới hạn BglIIvà XhoI (New England Biolab). 
Sản phẩm cắt được nối với nhau bằng enzyme T4 DNA ligase (Thermo Scientific) tạo ra 
plasmid tái tổ hợp pTD14. 

Plasmid khung pTD1 có các đặc điểm: mang gen RHAU mã hóa cho peptide RHAU 
(53 amino acid) (Hình 2); có promoter T7 biểu hiện mạnh; chứa đuôi 6x histidine giúp cho 
việc tinh chế protein và gen kháng kháng sinh ampicillin hỗ trợ cho việc sàng lọc. 

 
Hình 2. Trình tự nucleotide của gen RHAU 

Sản phẩm nối được hóa biến nạp vào E. coli OmniMAXTM (Invitrogen), sàng lọc thể 
biến nạp có mang plasmid bằng môi trường chọn lọc Luria-Bertani có chứa kháng sinh 
ampicillin với nồng độ cuối 100 μg/ml (LB-Amp). Các thể biến nạp mọc trên môi trường 
chọn lọc kháng sinh được kiểm tra lại bằng phương pháp PCR khuẩn lạc với 2 mồi 
T7promoter và OND27. Sơ đồ vị trí bắt cặp của mồi trong phản ứng trên được thể hiện trong 
Hình 3. Các khuẩn lạc cho kết quả PCR khuẩn lạc dương tính được tiến hành tách chiết 
plasmid và kiểm tra trình tự bằng cách giải trình tự tại Công ti Macrogen Inc bằng mồi 
T7promoter (Bảng 1).  
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Hình 3. Sơ đồ vị trí bắt cặp mồi cho phản ứng PCR khuẩn lạc 

Bảng 1. Trình tự các đoạn oligonucleotide  
(thiết kế bằng phần mềm CloneManager 9 và tổng hợp bởi Macrogen Inc) 

Tên primer Trình tự (5’ – 3’) Mục đích 

RNA T95-2T GGGUGGGUGGGUGGG 
Tạo ra cấu trúc  
G-quadruplex 

OND26 TGCGAGATCTGGCGGCGGCAGCATGGTGAG Thu gen yfp  

OND27 CAGACTCGAGTTACTTGTACAGCTCGTCCATG 
Thu gen yfp và PCR 
khuẩn lạc 

2.2. Biểu hiện protein RHAU-YFP trong E. coli BL21(DE3) 
Plasmid pTD14 được hóa biến nạp vào E. coli BL21(DE3) (Invitrogen). Nhằm tối ưu 

hóa nồng độ IPTG đạt mức biểu hiện cao nhất và thu được protein mục tiêu gấp cuộn đúng, 
tiến hành nuôi cấy hoạt hóa các khuẩn lạc trong môi trường lỏng ở 37oC qua đêm, tiến hành 
nuôi cấy cảm ứng để kiểm tra biểu hiện của protein mục tiêu ở các nồng độ IPTG khác nhau 
(0; 0,05; 0,1; 0,3; 0,5; 0.75; 1 mM) khi OD600 đạt 0,8 ở nhiệt độ 16OC trong 24 giờ. Đánh 
giá mức độ biểu hiện protein mục tiêu bằng phương pháp SDS-PAGE.  
2.3. Tinh chế protein RHAU-YFP 

Chủng E. coli BL21(DE3) mang plasmid pTD14 được nuôi cấy, cảm ứng biểu hiện trong 
1,4 lít môi trường LB-Amp với điều kiện nhiệt độ và nồng độ IPTG đã khảo sát trên. Thu nhận 
sinh khối tế bào bằng cách li tâm 6000 rcf/phút trong 10 phút ở 4°C, huyền phù sinh khối trong 
dung dịch đệm chứa 30 mM Tris-HCl pH 8,0; 500 mM NaCl; 5% glycerol, DNase I 20 µg/ml, 
và PMSF 1 mM. Phá tế bào bằng sóng siêu âm (biên độ 70 amplitude trong 10 giây, nghỉ 30 
giây), li tâm 19.000 rcf/phút trong 30 phút ở 4°C, thu nhận dịch nổi có chứa protein. Tinh chế 
protein bằng phương pháp sắc kí ái lực với cột HisTrap HP (GE Healthcare) theo nguyên tắc 
các protein mục tiêu có chứa đuôi histidine sẽ bám vào cột nhờ liên kết giữa histidine và Ni2+ 
trong cột. Imidazole là chất có ái lực cao với Ni2+ được sử dụng làm chất cạnh tranh giúp dung 
li protein mục tiêu ra khỏi cột HisTrap. Nồng độ imidazole sử dụng tăng dần 10 mM, 20 mM, 
40 mM, 60 mM, 80 mM, 100 mM, 120 mM, 160 mM. 
2.4. Kiểm tra sự dimer của protein RHAU-CFP và RHAU-YFP bởi G-quadruplex 

Protein RHAU-YFP sau khi được tinh chế, tiến hành kiểm tra sự dimer hóa của protein 
này với protein RHAU-CFP (33,2 kDa, nhận tại Trung tâm Khoa học và Công nghệ Sinh 
học, Trường Đại học Khoa học Tự nhiên, Đại học Quốc gia Thành phố Hồ Chí Minh) dưới 
sự hiện diện của cấu trúc RNA G-quadruplex (Bảng 1) thông qua các mẫu thí nghiệm có 
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thành phần như trong Bảng 2. Nồng độ các protein được sử dụng trong phản ứng dimer là 2 
µM, G-quadruplex (nếu có) là 1 µM và tổng thể tích mỗi phản ứng là 50 µl. Dung dịch phản 
ứng FRET chứa 20 mM potassium phosphate pH 6,5. Tính hiệu FRET thể hiện sự dimer hóa 
được đọc bởi máy đọc đĩa CLARIOstar (BMG LabTech) dựa trên nguyên tắc kích thích CFP 
ở bước sóng 420 nm và đo cường độ của các bước sóng phát ra từ 430 nm tới 600 nm. Đồ 
thị quang phổ ở mỗi protein sẽ được vẽ ra, tính tỉ lệ FRET (525 nm/475 nm) để đánh giá sự 
dimer và so sánh khả năng dimer giữa các cấu trúc G-quadruplex khác nhau. 

Bảng 2. Các bố trí thí nghiệm trong kiểm tra FRET 

2.5. Khảo sát ảnh hưởng của nồng độ G-quadruplex lên sự dimer hóa của protein 
RHAU dung hợp 

Để kiểm tra ảnh hưởng của nồng độ G-quadruplex đến việc dimer hóa protein và tìm 
ra nồng độ dimer hóa tốt nhất, tiến hành khảo sát các nồng độ G-quadruplex tăng dần: 0; 10; 
100; 250; 500; 1000; 3000 µM trong phản ứng FRET với các các thông số khác như đã mô 
tả mục 2.4. So sánh tỉ lệ cường độ bước sóng (525 nm/475 nm).  
3. Kết quả và thảo luận 
3.1. Tạo plasmid pTD14 chứa gen YFP 

Gen yfp được thu nhận từ phản ứng PCR với cặp mồi OND26 và OND27 thu được gen 
mục tiêu có kích thước 768 bp, kết quả điện di kiểm tra sản phẩm PCR thu gen yfp được thể 
hiện ở Hình 4. Kết quả điện di cho thấy có sự xuất hiện một vạch duy nhất tương ứng với 
kích thước lí thuyết khi so với thang chuẩn, chứng tỏ gen yfp được thu nhận thành công. Sản 
phẩm nối giữa gen mục tiêu và plasmid pTD1 đã được xử lí với 2 enzyme cắt giới hạn là 
BglII và XhoI được biến nạp vào chủng E. coli OmniMAX, chọn 5 khuẩn lạc mọc được trên 
môi trường chứa kháng sinh ampicillin tiến hành kiểm tra sự tái tổ hợp gen mục tiêu bằng 
PCR khuẩn lạc với cặp mồi đặc hiệu T7promoter và OND27. Kết quả PCR khuẩn lạc cho 
thấy có 2 trong 5 khuẩn lạc xuất hiện vạch sáng tương ứng với kích thước lí thuyết của vùng 
gen khuếch đại là 937 bp (Hình 5). Khuẩn lạc số 2 được nuôi cấy, tách chiết plasmid và giải 
trình tự. Kết quả giải trình tự từ Công ti Macrogen (Hàn Quốc) sau khi so sánh với trình tự 
lí thuyết cho thấy có sự tương đồng 100%. Như vậy, plasmid tái tổ hợp pTD14 đã được dòng 
hóa thành công (Hình 6). 

 Thành phần Mục đích 

Mẫu đối 
chứng 

CFP + RHAU-YFP +  
Có G-quadruplex 

Kiểm tra xem sự dimer có phải do tương tác giữa 
G-quadruplex và RHAU hay không 

CFP + RHAU-YFP +  
Không G-quadruplex 
RHAU-CFP + RHAU-YFP + 
Không G-quadruplex   

Mẫu thí 
nghiệm 

RHAU-CFP+ RHAU-YFP + 
Có G-quadruplex 

Kiểm tra sự dimer của RHAU-CFP và RHAU-
YFP thông qua G-quadruplex 
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Hình 4. Kết quả điện di sản phẩm PCR thu gen YFP 

M: Thang DNA; yfp: Sản phẩm PCR thu gen YFP 

 
Hình 5. Kết quả điện di sản phẩm PCR khuẩn lạc 

M: Thang DNA; 1-5: Sản phẩm PCR các khuẩn lạc 1 - 5 

 
Hình 6. Sơ đồ vector pTD14 

3.2. Khảo sát nồng độ IPTG thích hợp cho sự biểu hiện của protein RHAU-YFP 
Chủng E. coli BL21(DE3) mang plasmid pTD14 được nuôi cấy cảm ứng biểu hiện 

protein ở các nồng độ IPTG 0; 0,05; 0,1; 0,3; 0,5; 0,75; 1 mM, ở nhiệt độ 16°C và trong 24 
giờ. Mức độ biểu hiện protein mục tiêu được kiểm tra bằng điện di SDS-PAGE (Hình 7). So 
với giếng đối chứng (0 mM IPTG), các giếng có nồng độ IPTG từ 0,05 đến 1 mM đều xuất 
hiện các vạch protein có độ đậm tương đương nhau với kích thước tương ứng với lí thuyết 
của protein RHAU-YFP là 32,2 kDa. Do vậy, nồng độ IPTG 0,05 mM được chọn để cảm 
ứng biểu hiện protein với dung tích lớn phục vụ cho việc tinh chế protein.  
3.3. Tinh chế protein RHAU-YFP 

Chủng E. coli BL21(DE3) mang vector pTD14 sau khi khảo sát được nuôi cấy biểu 
hiện ở thể tích lớn. Protein mục tiêu được tinh chế bằng cột HisTrap HP (GE Healthcare) và 
dung ly bằng imidazole có nồng độ tăng dần. Kết quả SDS-PAGE tinh chế protein RHAU-
YFP được trình bày trong Hình 8 cho thấy mẫu sau cảm ứng IPTG xuất hiện vạch protein 
đậm tương ứng với kích thước lí thuyết của RHAU-YFP là 32,2 kDa chứng tỏ đã có sự biểu 
hiện protein mục tiêu. Ở các phân đoạn dung li từ 20 mM đến 100 mM imidazole, vạch 
protein mục tiêu đậm dần cho thấy protein được đẩy ra khỏi cột do Ni2+cạnh tranh với His-
tag của RHAU-YFP. Các phân đoạn dung li từ 20 mM đến 100 mM imidazole được thu 
nhận, loại bỏ các chất như imidazole và muối bằng phương pháp thẩm tích nhằm chuẩn bị 
cho các phản ứng dimer hóa. 
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Hình 7. Kết quả khảo sát nồng độ IPTG ảnh hưởng 
lên sự biểu hiện RHAU-YFP 
M: Thang protein; 0; 0,05; 0,1; 0,3; 0,5; 0,75; 1: 
Protein từ tế bào được nuôi cấy cảm ứng bởi 0; 
0,05; 0,1; 0,3; 0,5; 0,75; 1 mM IPTG tương ứng. 

Hình 8. Kết quả tinh chế protein RHAU-YFP 
M: Thang protein; 0: Mẫu đối chứng (-) không có IPTG; 
0,05: Protein tổng số trước khi nạp cột từ tế bào nuôi cấy 
cảm ứng 0,05 mM IPTG; 10, 20, 40, 60, 80, 100, 120, 160: 
dịch dung li protein ở các phân đoạn 10 mM, 20 mM, 40 
mM, 60 mM, 80 mM, 100 mM, 120 mM, 160 mM 
imidazone tương ứng 

3.4. Kiểm tra sự dimer của protein RHAU-CFP và RHAU-YFP bằng G-quadruplex 
RHAU-YFP tinh sạch được cho phản ứng dimer với protein RHAU-CFP được cung 

cấp bởi Trung tâm Khoa học và Công nghệ Sinh học dưới xúc tác của G-quadruplex. Sự 
dimer protein được kiểm tra bằng phương pháp FRET. Quang phổ phát quang ở mỗi mẫu 
sau khi bị kích thích ở bước sóng 420 nm được ghi nhận và thể hiện thành sơ đồ trên Hình 
9. Trong đó, kết quả Hình 9 (A) cho thấy cường độ huỳnh quang tại bước sóng 475 nm của 
CFP giảm và cường độ huỳnh quang của YFP tại bước sóng 525 nm tăng do hiện tượng 
FRET so với khi không có G-quadruplex. Do CFP và YFP nằm đủ gần nên năng lượng từ 
CFP truyền qua YFP làm giảm cường độ phát quang của CFP và tăng cường độ phát quang 
của YFP, chứng tỏ cấu trúc G-quadruplex đã dimer hóa thành công hai protein này. 

Ngoài ra, các kết quả trong Hình 9 (B) đã chứng minh sự dimer này là do tương tác 
giữa G-quadruplex với hai protein RHAU mà không phải do tương tác khác: quang phổ 
của hỗn hợp 2 protein CFP và RHAU-YFP khi có và không có G-quadruplex như nhau 
(không có hiện tượng FRET hay không có sự dimer).  

  
Hình 9. Kết quả quang phổ kiểm tra sự dimer bằng phương pháp FRET 

(A) Mẫu RHAU-CFP + RHAU-YFP khi có và không có G-quadruplex;  
(B) Mẫu CFP + RHAU-YFP khi có và không có G-quadruplex. 
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3.5. Khảo sát ảnh hưởng của nồng độ G-quadruplex đến sự dimer của protein RHAU53-
CFP và RHAU53-YFP 

Lượng protein dimer được tạo ra nhiều khi cường độ huỳnh quang tại bước sóng 475 
nm càng giảm và 525 nm càng tăng (tỉ lệ cường độ huỳnh quang 525 nm/475 nm càng lớn). 
Tỉ lệ cường độ huỳnh quang (525 nm/475 nm) ở các nồng độ G-quadruplex tăng dần được 
thể hiện thành biểu đồ Hình 10. 

 
Hình 10. Khảo sát ảnh hưởng của nồng độ G-quadruplex đến sự dimer protein 
Có thể thấy khi nồng độ G-quadruplex tăng từ 0 µM đến 500 µM, tỉ lệ cường độ huỳnh 

quang (525 nm/475 nm) cũng tăng và đạt cao nhất ở 500 µM. Khi nồng độ G-quadruplex 
tăng từ 500 µM đến 3000 µM thì lượng protein dimer giảm dần do lượng G-quadruplex dư 
cạnh tranh với protein dimer để liên kết với RHAU, làm giảm sự dimer hóa. Vì vậy, trong 
thí nghiệm này, nồng độ G-quadruplex 500 µM cho khả năng hình thành sự dimer hóa 2 
protein RHAU-CFP và RHAU-YFP cao nhất. Nồng độ G-quadruplex tăng hơn mức này có 
thể dẫn đến cạnh tranh làm giảm lượng protein dimer. 
3.6. Thảo luận  

Có hơn 300.000 trình tự có khả năng hình thành G-quadruplex trong bộ gen người 
(Rhodes, & Lipps, 2015). Trong đó, G-quadruplex tồn tại nhiều nhất ở vùng ở telomere giàu 
guanine chứa trình tự lặp lại TTAGGG. Ngoài ra, G-quadruplex cũng được tìm thấy ở vùng 
promoter, vùng sao chép DNA, vùng 5’UTR của RNA. Các G-quadruplex này có liên quan 
đến nhiều quá trình sinh học như tăng sự ổn định cho telomere; điều hòa quá trình sao chép, 
phiên mã và dịch mã (Lipps, & Rhodes, 2009). Bên cạnh đó, G-quadruplex còn mang những 
ưu điểm đáng chú ý như có cấu trúc bền vững, kích thước nhỏ (có thể tạo G-quadruplex chỉ 
với 24 nucleotide) và dễ dàng tổng hợp hóa học (Hirashima, & Seimiya, 2015). Đặc biệt, cả 
G-quadruplex và RHAU đều là những sản phẩm tự nhiên trong tế bào người, do đó đặt ra 
triển vọng về sự an toàn cho tế bào khi nghiên cứu in vivo, triển vọng để phát triển thuốc và 
tiềm năng kích thích sự dimer ngay bên trong tế bào mà không cần đưa G-quadruplex từ 
ngoài vào trong tế bào.  
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FRET là sự truyền năng lượng từ một fluorophore thể cho ở trạng thái kích thích sang 
một fluorophore thể nhận (Hussain, 2009). Phản ứng FRET xảy ra sẽ làm giảm cường độ 
huỳnh quang của thể cho và tăng cường độ huỳnh quang của thể nhận. Protein CFP và YFP 
lần lượt là thể cho và thể nhận được sử dụng phổ biến trong phương pháp FRET (Bajar et 
al., 2016) do chúng dễ biểu hiện, bền, ánh sáng huỳnh quang dễ quan sát và quang phổ phát 
ra của CFP có phần trùng lắp với quang phổ hấp thụ của YFP. Việc kiểm tra hiện tượng 
FRET sẽ cho thấy sự tương tác hay truyền năng lượng giữa các phân tử nằm đủ gần (1 tới 
10 nm), từ đó phản ánh được sự dimer của các phân tử đó. Kĩ thuật này đã được ứng dụng 
để chứng minh trạng thái dimer của nhiều phân tử như c-kit receptor (Broudy, Lin, Bühring, 
Komatsu, & Kavanagh, 1998), UVR8 (Liao, Zhang, Blatt, & Jenkins, 2019)… và vẫn đang 
là kĩ thuật đáng tin cậy trong nghiên cứu sự dimer hóa của nhiều phân tử sinh học khác.  
4. Kết luận  

Protein RHAU-YFP đã được tạo dòng, biểu hiện thành công trong vi khuẩn E. coli với 
nồng độ chất cảm ứng là 0,05 mM IPTG ở 16оC và có thể được tinh chế thông qua cột 
HisTrap. Protein này có thể được dimer hóa với protein RHAU-CFP khi có sự hiện diện của 
phân tử G-quadruplex T95-2T và nồng độ G-quadruplex 500 µM cho khả năng dimer hóa 
protein cao nhất trong điều kiện thí nghiệm. Nghiên cứu này chính là tiền đề trong việc ứng 
dụng G-quadruplex vào điều hòa hoạt động tế bào trong tương lai.  

 

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

The dimerization of proteins plays an important role in cellular activities such as enzyme 
activation, signal transmission through receptors and regulation of gene expression. Methods that 
mediate protein dimerization are introduced and developed to help regulate biological processes. 
G-quadruplex is a potential molecule mediating the dimerization of proteins through specifically 
binding to two RHAU peptides. However, to date, this function of G-quadruplex has not been 
extensively studied. In this study, we cloned vector pTD14 carrying the yfp gene fusing with RHAU 
peptide. RHAU-YFP protein was then expressed and purified. Dimerization of this protein and 
RHAU-CFP protein was mediated by G-quadruplex and observed by FRET reaction. The results 
showed that RHAU-YFP protein could be expressed from the cloned vector pTD14 under the 
temperature of 16OC and the IPTG concentration of 0.05 mM in 24 hours. The highest amount of the 
target protein was yielded with imidazole concentrations between 20 mM and 100 mM when purified 
through His-tag column. The FRET reaction showed that G-quadruplex was capable of mediating 
the dimerization of proteins RHAU-YFP and RHAU-CFP under the experimental conditions and G-
quadruplex at concentration of 500 µM for the highest dimerization ability. The results can be used 
for further studies on the application of G-quadruplex to regulate biological processes in medical 
research.  

Keywords: CFP; dimerization; FRET; G-quadruplex; RHAU; YFP 
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