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1. Đặt vấn đề	

Cây cao su H. brasiliensis là cây công nghiệp nhiệt đới lâu 
năm, được trồng rộng rãi ở Đông Nam Á và là nguồn tổng hợp cao 
su tự nhiên chính trên thế giới [1]. Cây cao su thường xuyên bị cạo 
vỏ trong quá trình thu hoạch mủ và hệ quả là cây có thể phải chịu 
thêm nhiều tác động stress ngoại sinh khác như sự tấn công của 
nấm, vi khuẩn… thông qua vết cạo ở thân. Thực vật nói chung và 
cây cao su nói riêng có thể đáp ứng với các tác nhân stress bằng 
cách điều hòa sự biểu hiện các gen liên quan đến các con đường 
phòng vệ, bao gồm cả các gen tham gia vào quá trình sinh tổng hợp 
một số hợp chất thứ cấp. 

Terpenoid là nhóm hợp chất thứ cấp đa dạng về mặt hóa học và 
đóng vai trò quan trọng trong các tương tác giữa thực vật với những 
tác động sinh học và phi sinh học của môi trường xung quanh 
chúng. Ở thực vật, terpenoid được hình thành từ những đơn vị 5 
nguyên tử carbon, isopentenyl diphosphate (IPP) và dimethylallyl 
diphosphate (DMAPP), thông qua con đường 2-C-methyl-D-
erythritol-4-phosphate (MEP) diễn ra ở lạp thể (plastid) hoặc con 
đường mevalonate (MEV) diễn ra ở tế bào chất (cytosol) [2, 3]. Sự 
kết hợp đầu-đuôi (head-to-tail) giữa IPP và DMAPP dưới sự xúc tác 
của các enzyme cis-prenyltransferase hoặc trans-prenyltransferase 
tạo ra các hợp chất trung gian cis- hoặc trans-prenyl diphosphate 
có số nguyên tử carbon là bội số của 5 như neryl diphosphate và 
geranyl diphosphate (NPP và GPP, C10), farnesyl diphosphate 
(FPP, C15), nerylneryl diphosphate và geranylgeranyl diphosphate 
(NNPP và GGPP, C20)… [4]. Các prenyl diphosphate này được 

chuyển hóa thành monoterpene, sesquiterpene và diterpene tương 
ứng bởi các enzyme thuộc họ (TPS).

TPS được phân thành hai loại chính: TPS loại I và TPS loại II, 
tùy theo trình tự motif bảo tồn hiện diện trong cấu trúc và cơ chế 
xúc tác của protein. TPS loại I chứa motif DDXXD trên miền α ở 
đầu C, trong khi TPS loại II chứa motif DXDD trên miền β ở đầu 
N của phân tử protein. Những TPS có cả 2 motif giàu aspartate 
này được xem là TPS có chức năng kép (bifunctional TPS) [5]. 
Quá trình sinh tổng hợp hemiterpene (C5), monoterpene (C10), 
sesquiterpene (C15) và sesterterpene (C25) thường chỉ bao gồm 
sự tham gia của TPS loại I với vai trò loại bỏ nhóm diphosphate 
để tạo ra chất trung gian mang điện tích dương (carbocation) [6]. 
Tương tự, một số diterpene (C20) được tổng hợp từ geranylgeranyl 
diphosphate (GGPP) hoặc nerylneryl diphosphate (NNPP) chỉ 
thông qua một chất trung gian dạng “carbocation” bởi các TPS 
loại I [7-9]. Ngược lại, một số diterpene khác được tổng hợp thông 
qua con đường phức tạp hơn, trong đó TPS loại II hoặc miền chứa 
motif DDXD của TPS chức năng kép xúc tác quá trình chuyển hóa 
(GGPP) thành chất trung gian prenyl diphosphate mang cấu trúc 
vòng đôi, sau đó TPS loại I hoặc miền chứa motif DDXXD của 
TPS chức năng kép loại bỏ nhóm diphosphate và hình thành chất 
trung gian “carbocation” [10, 11]. 

Phân tích cây tiến hóa dựa trên so sánh trình tự của các gen/
protein TPS từ thực vật đã chia họ enzyme này thành 7 phân 
họ, với những TPS thuộc cùng một phân họ thường có hoạt tính 
xúc tác tương tự nhau: TPS-a (sesquiterpene synthase), TPS-b 
(hemiterpene synthase và các monoterpene synthase tổng hợp 
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monoterpene vòng), TPS-c (copalyl diphosphate synthase và ent-
kaurene synthase), TPS-d (các terpene synthase đặc trưng cho 
thực vật hạt trần), TPS-e/f (ent-kaurene synthase và các diterpene 
synthase khác, cùng một số monoterpene synthase và sesquiterpene 
synthase), TPS-g (các monoterpene synthase tổng hợp monoterpene 
dạng mạch hở hoặc nhánh) và TPS-h (các terpene synthase đặc 
trưng cho nhóm cây không hạt Selaginella) [5].

Khi nghiên cứu kỹ cấu trúc của TPS, các nhà khoa học đã xác 
định được một số motif quan trọng đối với hoạt động xúc tác của 
enzyme [7]. Trong trường hợp của các sesquiterpene synthase 
(STS), ngoài motif giàu aspartate DDXXD đặc trưng của TPS 
loại I, các STS còn có các motif bảo tồn khác tham gia vào phản 
ứng xúc tác như NSE/DTE và RXR [12-14]. Phần kỵ nước (chuỗi 
alkyl) của cơ chất FPP được hướng vào khoang tâm hoạt động. 
Phần ưa nước (nhóm diphosphate) của FPP được cố định giữa 
motif RXR và các ion kim loại hóa trị II Mg2+ hoặc Mn2+, những 
cofactor này được neo bởi hai motif DDXXD và NSE/DTE ở lối 
vào tâm hoạt động. Gốc Asp (D) thứ nhất cùng với Asp cuối cùng 
của motif DDXXD liên kết với 2 nguyên tử Mg2+, trong khi bộ ba 
Asn (N) - Ser (S) - Glu (E) hoặc Asp (D) - Thr (T) - Glu (E) của 
motif NSE/DTE liên kết với nguyên tử Mg2+ còn lại. 3 nguyên tử 
Mg2+ và 2 gốc Arg (R) bảo tồn của motif RXR cố định cơ chất 
FPP trong tâm hoạt động của STS [15]. Motif RXR được tìm thấy 
ở cách motif DDXXD khoảng 35 axit amin về phía đầu N. Nó định 
vị trên một vòng có cấu trúc linh hoạt nhưng cấu trúc vòng này trở 
nên trật tự và ổn định hơn khi enzyme gắn với cơ chất [14]. 2 gốc 
Arg (R) trong motif RXR được cho là tham gia tạo phức với nhóm 
diphosphate tách ra sau bước ion hóa cơ chất FPP và hướng nó 
ra khỏi túi kỵ nước - nơi “carbocation” tiếp tục trải qua quá trình 
đóng vòng hoặc sắp xếp lại cấu trúc để tạo thành các sản phẩm 
sesquiterpene [14].

Hiện nay, các dữ liệu trình tự bộ gen (genome) và hệ gen biểu 
hiện (transcriptome) của một số dòng cao su H. brasiliensis đã 
được công bố và ngày càng được hoàn thiện, mang lại nhiều thuận 
lợi cho việc phát hiện và nghiên cứu chức năng các gen liên quan 
đến quá trình chuyển hóa các hợp chất thứ cấp, trong đó có các gen 
TPS. Phân tích dữ liệu trình tự bộ gen và hệ gen biểu hiện của H. 
brasiliensis RRIM 600 (http://matsui-lab.riken.jp/rubber/search.
html) [16] cho thấy có nhiều gen TPS hiện diện ở vỏ thân cây cao 
su nhưng chức năng của các gen này vẫn chưa được nghiên cứu 
và công bố.

Trong nghiên cứu này, chúng tôi phân lập từ vỏ thân cây cao 
su H. brasiliensis RRIV 209 một biến thể bản sao của gen TPS (ký 
hiệu HbTPS6L-X1). HbTPS6L-X1 tương ứng với "hit" trình tự có 
mã số Hb_001271_040 trong cơ sở dữ liệu trình tự bộ gen và hệ gen 
biểu hiện của H. brasiliensis. Dựa trên trình tự HbTPS6L-X1 đã 
phân lập, nhóm nghiên cứu dự đoán một số đặc điểm chức năng của 
protein được mã hóa bởi gen này, bao gồm vị trí định vị trong tế bào 
và hoạt tính xúc tác, thông qua phân tích phân họ TPS, xác định sự 
hiện diện của các motif bảo tồn, dự đoán vùng trình tự peptide tín 
hiệu của protein và mức độ tương đồng trong cấu trúc không gian 
của nó so với các sesquiterpene synthase đã nghiên cứu.

2. Đối tượng và phương pháp nghiên cứu

2.1. Đối tượng

Cây cao su H. brasiliensis RRIV 209 được trồng tại Viện 
Nghiên cứu Cao su Việt Nam (huyện Bàu Bàng, tỉnh Bình Dương, 
Việt Nam). 
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Abstract:

Hevea brasiliensis is the only tree species grown to produce natural 
rubber. The method of harvesting latex by slicing a groove into 
the bark of the tree mimics a mechanical wounding. In addition, 
rubber trees could be frequently exposed to pest and pathogen 
attacks through the scraped bark region. Terpenoids are a 
group of specialised compounds that play an important role in 
plant-environment interactions, especially in plant response to 
stress factors. The diversity of terpenoids is mainly determined 
by enzymes of the terpene synthase (TPS) family. Screening the 
RNA-seq data of H. brasiliensis revealed the presence of many 
putative TPS genes expressed in the bark tissues of rubber trees; 
however, their function has not been studied. This paper presents 
the identification of a TPS gene transcript variant (designated as 
HbTPS6L-X1) from the bark tissues of H. brasiliensis RRIV 209. 
Through the analysis of the phylogenetic tree, the presence of 
conserved motifs, and the signal peptide sequence region of the 
protein, as well as structural homology to known sesquiterpene 
synthases from other plants, HbTPS6L-X1 was predicted to 
belong to the TPS-a subfamily, be localised in the cytoplasm 
and catalyse the conversion of farnesyl diphosphate (FPP) to 
sesquiterpenes. These in silico functional characteristics are the 
basis for designing experiments to confirm the in planta biological 
function of HbTPS6L-X1 protein.

Keywords: Hevea brasiliensis, terpene synthase, terpenoids, TPS-a 
subfamily.
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2.2. Phân lập trình tự biến thể bản sao HbTPS6L-X1 

Trình tự mã hóa protein HbTPS6L-X1 được phân lập bằng PCR 
với khuôn là cDNA chuẩn bị từ mô vỏ thân cây cao su H. brasiliensis 
và cặp mồi cho phép nhân bản đặc hiệu cả 2 trình tự bản sao dự 
đoán của gen. Mồi xuôi HbTPS6L-F và mồi ngược HbTPS6L-R 
lần lượt có trình tự là: 5’-ATGGAAGTGCAACCTCATTTAC-3’ 
và 5’- GGGAAAGACATATATACGAAACTCAT-3’. PCR được 
thực hiện dưới sự xúc tác của Phusion DNA Polymerase (Thermo 
Scientific) với chu trình nhiệt như sau: 98˚C/30 giây; 38 x (98oC/10 
giây, 58oC/30 giây, 72oC/90 giây); 72oC/10 phút; 4oC/∞. Sản phẩm 
của phản ứng PCR được điện di song song với thang chuẩn DNA 
trên gel agarose 1%, sau đó được tinh sạch từ gel bằng bộ kít EZ-10 
Spin column DNA gel Extraction (Thermo Scientific) theo hướng 
dẫn của nhà sản xuất. 

2.3. Tạo dòng HbTPS6L-X1 vào vector pJET1.2/blunt

Sản phẩm PCR đặc hiệu (HbTPS6L-X1) được chèn vào vector 
pJET1.2/blunt thông qua phản ứng nối. Sản phẩm nối được biến 
nạp vào tế bào E. coli TOP10 khả nạp. Sau đó, sản phẩm biến nạp 
được trải trên đĩa LB có chứa kháng sinh ampicillin 100 µg/ml 
và ủ ở 37oC trong 14-16 giờ. Các thể biến nạp mọc trên đĩa môi 
trường LB bổ sung ampicillin được sàng lọc bằng PCR khuẩn lạc 
với mồi HbTPS6L-R bắt cặp đặc hiệu với gen và mồi pJET1.2-F 
(5’-CGACTCACTATAGGGAGAGCGGC-3’) bắt cặp đặc hiệu với 
vector. Khuẩn lạc đơn của dòng tế bào E. coli TOP10 cho kết quả 
sàng lọc dương tính được nuôi nhân sinh khối để tách chiết plasmid. 
Trình tự phân lập đã đồng hóa được giải mã và được so sánh với trình 
tự dự đoán ban đầu bằng các phần mềm tin-sinh học chuyên dụng 
như: ClustalW, Blast...

2.4. Phân tích trình tự của HbTPS6L-X1 

2.4.1. Dự đoán phân họ của HbTPS6L-X1

Để xác định phân họ của protein HbTPS6L-X1, trình tự axit amin 
của HbTPS6L-X1 được so sánh với các trình tự protein TPS đại diện 
cho 5 phân họ TPS khác nhau của cà chua Solanum lycopersicum - 
loài thực vật duy nhất có toàn bộ hệ gen TPS đã được phân lập và 
khảo sát chức năng [8, 17, 18]. Cụ thể, các trình tự TPS tham chiếu 
được sử dụng cho phân tích phân họ bao gồm SlTPS12 và SlTPS31 
(TPS-a), SlTPS3 và SlTPS27 (TPS-b), SlTPS40 và SlTPS41 
(TPS-c), SlTPS37 và SlTPS39 (TPS-g), SlTPS20 và SlTPS24 (TPS-
e/f). Cây phả hệ được thiết lập thông qua bộ công cụ phân tích ETE3 
v3.1.2 (http//www.genome.jp/tools/ete/) [19], trong đó các trình tự 
được gióng cột bởi phần mềm MUSCLE v3.8.31 [20] và cây phả hệ 
được dựng bởi phần mềm IQ-TREE 1.5.5 [21].  

2.4.2. Dự đoán vùng trình tự peptide tín hiệu (transit peptide)

Vùng trình tự “transit peptide” của HbTPS6L-X1 được dự đoán 
bằng 2 phương pháp khác nhau. Phương pháp thứ nhất dựa trên phân 
tích kết quả sắp gióng cột trình tự protein này với những TPS thuộc 
cùng phân họ và có vùng “transit peptide” đã được xác định. Phương 
pháp thứ hai dựa trên kết quả dự đoán trình tự peptide vận chuyển 
đầu N của protein bởi chương trình TargetP 2.0 [22].

2.4.3. Mô hình hóa tương đồng cấu trúc protein	

Mô hình cấu trúc của HbTPS6L-X1 được dự đoán bởi AlphaFold 
2 [23, 24]. Interpro được sử dụng để dự đoán các miền bảo tồn có 
thể có trong cấu trúc của protein [25]. Sự chồng lấp cấu trúc dự đoán 
của HbTPS6L-X1 với cấu trúc mẫu 5-epi-aristolochene synthase 
(NtEAS4) (PDB id: 5EAT) được thực hiện thông qua chương trình 
ChimeraX [26]. Cấu trúc mẫu (template) được chọn từ thư viện cấu 
trúc PDB dựa trên kết quả đánh giá bởi chương trình phân tích xâu 
chuỗi (threading) LOMETS [27]. Giá trị căn bậc hai của độ lệch bình 
phương trung bình (Root Mean Square Deviation, RMSD) giữa cấu 
trúc nghiên cứu (HbTPS6L-X1) và cấu trúc mẫu (NtEAS4) được tính 
theo tọa độ của nguyên tử Cα bởi ChimeraX.

3. Kết quả và bàn luận

3.1. Phân tích in silico sự hiện diện của trình tự mã hóa terpene 
synthase 6 (HbTPS6L CDS) ở cây cao su H. brasiliensis

“Hb_001271_040” là một trong những “hit” trình tự mã hóa terpene 
synthase giả định được ghi nhận từ kết quả tra cứu thông tin bộ gen 
cao su H. brasiliensis RRIM 600 (http://matsui-lab.riken.jp/rubber/
search.html) với từ khóa “terpene synthase” và “terpene cyclase”. Kết 
quả BLAST cơ sở dữ liệu “nucleotide collection” của NCBI với trình 
tự truy vấn “Hb_001271_040” cho thấy xuất hiện đầu tiên trong danh 
sách các “hit” có mức độ tương đồng cao với “Hb_001271_040” là 2 
biến thể bản sao của gen với chú giải chức năng dự đoán là “Hevea 
brasiliensis probable terpene synthase 6” (E-value = 0). Hai biến thể 
này có mã số truy cập lần lượt là XM_021794026.1 (HbTPS6L-X1_
insilico) và XM_021794027.1 (HbTPS6L-X2_insilico).

Để phân lập CDS HbTPS6 dựa trên trình tự nucleotide của 2 biến 
thể dự đoán, mồi xuôi HbTPS6L-F được thiết kế bắt cặp bổ sung với 
vùng trình tự có chứa codon mở đầu của gen HbTPS6L và mồi ngược 
HbTPS6L-R bắt cặp bổ sung với vùng 3’UTR của gen (hình 1). Kết 
quả kiểm tra tính đặc hiệu của mồi bằng chương trình Primer-BLAST 
cho thấy, cặp mồi đã chọn bắt cặp bổ sung với cả 2 trình tự biến thể 
HbTPS6L-X1_insilico và HbTPS6L-X2_insilico. Sản phẩm nhân bản 
được dự đoán có kích thước lần lượt là 1707 (HbTPS6L-X1_insilico) 
và 1458 bp (HbTPS6L-X2_insilico).

Hình 1. Vị trí bắt cặp bổ sung của mồi xuôi HbTPS6L-F và mồi ngược HbTPS6L-R  
trên trình tự bản sao dự đoán HbTPS6L-X1_insilico và HbTPS6L-X2_insilico.
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Phần được in đậm tương ứng vị trí codon mở đầu và codon 
kết thúc. Mũi tên chỉ vị trí bắt cặp của mồi xuôi (HbTPS6L-F) 
và mồi ngược (HbTPS6L-R). Đoạn phía trước codon mở đầu và 
phía sau codon kết thúc lần lượt tương ứng với vùng 5’ UTR và 
3’UTR. Đoạn được gạch dưới tương ứng với vùng trình tự chỉ có 
ở HbTPS6L-X1_insilico nhưng không có ở HbTPS6L-X2_insilico.

3.2. Kết quả phân lập trình tự mã hóa HbTPS6L (CDS 
HbTPS6L)

PCR nhân bản vùng trình tự mã hóa của gen HbTPS6L được 
thực hiện với khuôn là cDNA chuẩn bị từ mô vỏ của cây cao su H. 
brasiliensis và cặp mồi HbTPS6L-F và HbTPS6L-R. Kết quả điện 
di sản phẩm PCR (hình 2) cho thấy, ở giếng 3 xuất hiện một vạch 
băng có kích thước ở khoảng giữa vạch 1500 và 2000 bp so với 
thang chuẩn DNA 1 kb, phù hợp với kích thước dự đoán của phân 
đoạn HbTPS6L-X1_insilico (1707 bp), còn đối chứng âm không 
xuất hiện vạch băng tương tự (hình 2, giếng 1). 

Hình 2. Kết quả điện di sản phẩm của PCR với cặp mồi HbTPS6L-F và 
HbTPS6L-R. 1: đối chứng âm không bổ sung khuôn cDNA; 2: thang DNA 
chuẩn 1 kb; 3: sản phẩm của phản ứng PCR với khuôn cDNA từ mô vỏ thân 
cây cao su H. brasiliensis.       

 

Hình 3. Kết quả sàng lọc dòng tế bào E. coli TOP10/pJET1.2/blunt-
HbTPS6L bằng PCR khuẩn lạc. 1: thang chuẩn DNA 1kb; 2: sản phẩm PCR 
khuẩn lạc của dòng tế bào E. coli TOP10/ pJET1.2/blunt-HbTPS6L; 3: đối 
chứng âm.

Sản phẩm PCR đặc hiệu (dự đoán là phân đoạn HbTPS6L-X1) 
được tinh sạch và chèn vào vector pJET1.2/blunt. Kết quả sàng lọc 
bằng PCR khuẩn lạc dòng tế bào E. coli TOP10 nghi ngờ mang 
plasmid pJET1.2/blunt-HbTPS6L-X1 được mô tả ở hình 3. Giếng 
2 xuất hiện một vạch băng tương ứng với sản phẩm nhân bản 1769 
bp trong trường hợp plasmid có mang đoạn chèn HbTPS6L-X1. 
Ở giếng 3, đối chứng âm không xuất hiện vạch băng tương tự. 
Kết quả này cho thấy, khuẩn lạc đơn được sử dụng trong PCR 
có thể là của dòng tế bào E. coli TOP10 chứa plasmid pJET1.2/
blunt-HbTPS6L-X1. Vì vậy, khuẩn lạc này được nuôi nhân sinh 
khối để tách chiết plasmid. Plasmid được gửi giải trình tự với cặp 
mồi pJET1.2-F và pJET1.2-R nhằm xác định trình tự của đoạn gen 
được chèn. 

Khi BLAST cơ sở dữ liệu “nucleotide collection” của NCBI 
với trình tự HbTPS6L-X1 được phân lập, chúng tôi ghi nhận trình 
tự có mã số truy cập P(HbTPS6L-X1_insilico) xuất hiện đầu tiên 
trong danh sách các trình tự tương đồng với trình tự truy vấn, với 
tỷ lệ phần trăm trình tự giống nhau là 98,63% (phụ lục 1). Trình 
tự HbTPS6L-X1 phân lập từ H. brasiliensis RRIV 209 sai khác 23 
nucleotide so với trình tư biến thể dự đoán XM_021794026.1 từ 
H. brasiliensis Reyan7-33-97. Sự sai khác này có thể đã phản ánh 
biến dị di truyền giữa 2 dòng cao su. Bên cạnh đó, khả năng có lỗi 
phát sinh liên quan đến quá trình giải và lắp ráp trình tự bộ gen cây 
cao su cũng không được loại trừ.

3.3. HbTPS6L-X1 thuộc phân họ TPS-a và được dự đoán 
định vị trong tế bào chất

Một số đặc điểm chức năng của protein TPS có thể được dự 
đoán thông qua phân tích trình tự của chúng. Kết quả phân tích cây 
tiến hóa dựa trên so sánh trình tự axit amin của protein mã hóa bởi 
HbTPS6L-X1 với các trình tự TPS thuộc 5 phân họ TPS khác nhau 
ở thực vật hạt kín (với cà chua Solanum lycopersicum là đại diện 
có toàn bộ hệ gen TPS đã được nghiên cứu chức năng) cho thấy, 
HbTPS6L-X1 có mức độ bảo thủ trình tự cao nhất với các terpene 
synthase thuộc phân họ TPS-a: SlTPS12 (39.22%), SlTPS28 
(42,67%), SlTPS31 (43,47%) và SlTPS36 (43.92%) (hình 4). Các 
TPS trong phân họ TPS-a thường có hoạt tính xúc tác chính là 
sesquiterpene synthase [5]. 

Hình 4. Cây tiến hóa được thiết lập dựa trên so sánh các trình tự axit amin 
của HbTPS6L-X1 với các trình tự TPS đại diện cho các phân họ TPS khác 
nhau ở thực vật hạt kín. Phân tích tiến hóa được thực hiện theo phương 
pháp Maximum Likelihood dựa trên 14 trình tự SlTPS của cà chua Solanum 
lycopersicum và trình tự HbTPS6L-X1 được phân lập từ vỏ thân cây cao su H. 
brasiliensis. Các số ở các nhánh cây thể hiện chỉ số bootstrap được phân tích 
từ 1000 lần lặp lại. Mã số truy cập của các trình tự SlTPS như sau: SlTPS3 
(G1JUH1), SlTPS5 (Q1XBU5), SlTPS12 (D5KXD2), SlTPS20 (C1K5M3), 
SlTPS24 (NP_001307929.1), SlTPS25 (G5CV49), SlTPS27 (G5CV48), 
SlTPS28 (G5CV47), SlTPS31 (G5CV46), SlTPS36 (G5CV42), SlTPS37 
(G5CV41), SlTPS39 (NP_001306121.1), SlTPS40 (G5CV38), SlTPS41 
(XP_010324500.1).

Kết quả sắp gióng cột trình tự protein HbTPS6L-X1 với các 
trình tự TPS thuộc phân họ TPS-a ở những loài thực vật khác cho 
thấy, HbTPS6L-X1 có đủ 3 motif chức năng DDXXD, NSE/DTE 
và RXR của TPS loại I  (hình 5) [5]. Các motif DDXXD và NSE/
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DTE thường định bị trên 2 xoắn α đối diện nhau ở lối vào tâm hoạt 
động của TPS loại I và liên kết với các đồng yếu tố (Mg2+ hoặc Mn2+) 
để hỗ trợ ion hóa cơ chất prenyl diphosphate thành “carbocation” 
- chất trung gian mang điện tích dương trong phản ứng tổng hợp 
terpene [12, 13, 28]. Motif NSE/DTE thường ít được bảo tồn hơn 
với trình tự “consensus” là (L,V)(V,L,A)(N,D)D(L,I,V)X(S,T)
XXXE [29] và motif này hiện diện trong HbTPS6L-X1 với trình 
tự là LEN450DIVS454HQAE458. Ngoài ra, motif giàu arginine 
RXR nằm cách motif DDXXD 33 axit amin về phía đầu N cũng 
có mặt trong trình tự protein HbTPS6L-X1 (hình 5). Đáng lưu ý, 
HbTPS6L-X1 không chứa R(R)X8W - motif tham gia trong quá 
trình đồng phân hóa tạo các sản phẩm terpene mạch vòng [30]. Vì 
vậy, HbTPS6L-X1 được dự đoán là một sesquiterpene synthase 
với khả năng xúc tác tạo sản phẩm sesquiterpene mạch hở. 

Hình 5. Kết quả sắp gióng cột trình tự protein HbTPS6L-X1 và các trình tự 
TPS thuộc phân họ TPS-a.

Hầu hết các TPS thuộc phân họ TPS-a không chứa đoạn 
peptide tín hiệu ở đầu N và chúng thường định vị ở tế bào chất, 
trừ một số ít trường hợp ngoại lệ như SlTPS36 [18]. Những TPS-a 
không có peptide tín hiệu ở đầu N thường chỉ chứa một Met cách 
motif bảo tồn R(R)X8W không quá 18 axit amin về phía đầu N, còn 
các TPS-a có peptide tín hiệu sẽ chứa thêm vùng trình tự bắt đầu 
với Met ở trước Met vừa nêu [17]. 

Kết quả sắp gióng cột trình tự ở hình 5 cho thấy, HbTPS6L-X1 
chỉ có một Met mở đầu cách chuỗi trình tự căn chỉnh (align) 
với motif R(R)X8W 14 axit amin về phía đầu N. Bên cạnh đó, 
trình tự protein HbTPS6L-X1 có chiều dài tương đương với các 
protein TPS-a không có vùng peptide tín hiệu ở đầu N (AtTPS12 

[31], AtTPS13 [31], GhDCS1 [32], SlTPS12 [17], SlTPS28 
[18], SlTPS31 [17], VvValCS [33], ZmTPS8 [34] và ZSS1 [35]). 
Chương trình TargetP 2.0 [22] cũng cho ra kết quả dự đoán tương 
tự. Tổng hợp các kết quả phân tích trình tự, HbTPS6L-X1 được 
dự đoán không chứa peptide tín hiệu ở đầu N và định vị ở tế bào 
chất - nơi quá trình sinh tổng hợp farnesyl diphosphate (FPP) xảy 
ra. Dự đoán này cũng phù hợp với nhận định rằng HbTPS6L-X1, 
một thành viên của phân họ TPS-a, có thể hoạt động như một 
sesquiterpene synthase, giúp chuyển hóa FPP hiện diện trong tế 
bào chất thành các sesquiterpene mạch hở. 

3.4. HbTPS6L-X1 có mô hình cấu trúc dự đoán tương đồng 
chặt chẽ với các STS đã xác định 

Do cấu trúc protein thường được bảo tồn hơn so với trình tự 
của nó, sự chồng lấp cấu trúc protein (superimposition) cho phép 
đánh giá mức độ tương đồng về cấu trúc và chức năng giữa protein 
nghiên cứu với protein có cấu trúc và chức năng đã được xác định 
bằng thực nghiệm. Dựa trên dữ liệu đầu vào là trình tự cấu trúc 
bậc một của HbTPS6L-X1 và các phân tử protein tương đồng đã 
được giải mã cấu trúc, phần mềm AlphaFold 2 dự đoán mô hình 
cấu trúc của HbTPS6L-X1 và hiển thị cấu trúc này theo độ tin cậy 
pLDDT cho từng axit amin trong chuỗi (hình 6). Kết quả cho thấy, 
ngoại trừ đoạn có cấu trúc xoắn ngẫu nhiên chứa 20 axit amin đầu 
tiên ở đầu N và đoạn chứa 6 axit amin cuối cùng ở đầu C có giá 
trị pLDDT<50, các axit amin ở phần còn lại của cấu trúc đều có 
pLDDL >70, vị trí của các axit amin đó trong cấu trúc dự đoán có 
độ tin cậy cao.

Hình 6. Mô hình cấu trúc dự đoán bởi AlphaFold 2 của HbTPS6L-X1. (A) 
Cấu trúc dự đoán của HbTPS6L-X1 được hiển thị theo độ tin cậy pLDDT cho 
từng axit amin trong chuỗi. Dãy màu biến thiên từ xanh đến đỏ tương ứng với 
độ tin cậy rất cao (pLDDT>90), cao (90>pLDDT>70), thấp (70>pLDDT>50) và 
rất thấp (pLDDT<50); (B), Cấu trúc của HbTPS6L-X1 với các motif bảo tồn đặc 
trưng và các miền chức năng được dự đoán bởi Interpro: miền β đầu N (màu 
xanh khói), miền α đầu C (màu xanh lá) chứa các motif DDXXD (màu vàng), 
NSE/DTE (màu đỏ) và RXR (màu hồng).

Kết quả phân tích sự hiện diện các miền (domain) có thể có 
trong cấu trúc protein bằng Interpro [25] cho thấy, HbTPS6L-X1 
chứa một miền cấu trúc ở đầu N (axit amin 37-200) (Interpro: 
IPR001906) và một miền ở đầu C (axit amin 227-550) (Interpro: 
IPR034741) (hình 6). Dự đoán này phù hợp với đặc điểm chung 
của đa số các terpene synthase với cấu trúc bao gồm các xoắn α và 
được tổ chức thành 2 miền: miền α ở đầu C chứa tâm hoạt động 
và miền β ở đầu N. 

(A) (A)
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Theo chương trình phân tích xâu chuỗi (threading) LOMETS 
[27] 5-epi-aristolochene synthase từ cây thuốc lá (NtEAS4) có cấu 
trúc đứng đầu trong danh sách các mẫu cấu trúc được chọn làm khuôn 
(template) để mô hình hóa cấu trúc dự đoán của HbTPS6L-X1. Mẫu 
NtEAS4 được chọn (PDB id: 5EAT) có cấu hình tâm hoạt động 
đóng bao lấy Mg2+ (cofactor) và farnesyl hydroxyphosphonate - 
hợp chất tương đồng về cấu trúc với cơ chất FPP. NtEAS4 có trình 
tự tương đồng 64% với HbTPS6L-X1 (hình 5) và thuộc phân họ 
TPS-a với khả năng chuyển hóa FPP thành (+)-5-epi-aristolochene 
(sesquiterpene) [36].

Sự chồng lấp mô hình cấu trúc dự đoán bởi AlphaFold 2 của 
HbTPS6L-X1 với khuôn 5-epi-aristolochene synthase (NtEAS4) 
(PDB id: 5EAT) bằng ChimeraX cho giá trị căn bậc hai của độ lệch 
bình phương trung bình (Root Mean Square Deviation, RMSD) tính 
theo tọa độ của nguyên tử Cα là 1,388 Å. Giá trị RMSD này nhỏ hơn 
giá trị khuyến nghị [37] và phản ánh mức độ tương đồng cao giữa hai 
cấu trúc được chồng lấp (hình 7A). 

Hình 7. HbTPS6L-X1 có mô hình cấu trúc dự đoán tương đồng chặt chẽ 
với 5-epi-aristolochene synthase (PDB id: 5EAT). (A) Sự chồng lấp mô hình 
cấu trúc dự đoán bởi AlphaFold của HbTPS6L-X1 (màu xanh dương đậm) và 
cấu trúc của 5-epi-aristolochene synthase (màu nâu nhạt) khi gắn với farnesyl 
hydroxyphosphonate - hợp chất có cấu trúc tương đồng với cơ chất FPP (màu 
hồng) (PDB id: 5EAT) thông qua phần mềm ChimeraX. Giá trị RMSD tính theo 
tọa độ của nguyên tử Cα là 1,388 Å; (B) Hình phóng đại vùng tâm hoạt động để 
hiển thị rõ các axit amin thiết yếu thuộc motif DDXXD, NSE/DTE và RXR tham gia 
vào hoạt động xúc tác của hai enzyme. Hình tròn màu xanh lá cây và xanh dương 
nhạt lần lượt mô phỏng Mg2+ (cofactor) và H2O.

Khi quan sát kỹ vùng tâm hoạt động của hai protein trong mô 
hình chồng lấp (hình 7B), có thể thấy các axit amin trực tiếp tham gia 
vào hoạt động xúc tác thuộc 3 motif bảo tồn (DDXXD, NSE/DTE và 
RXR của HbTPS6L-X1) định vị chồng lấp hoặc sát với các axit amin 
đã được chứng minh có vai trò thiết yếu với hoạt tính xúc tác của 
STS nói chung và NtEAS4 nói riêng. Cụ thể, Asp306 và Asp310 trong 
motif D306DTYD310 của HbTPS6L-X1 có mặt ở cùng vị trí với Asp301 
và Asp305 trong motif (D301DTFD305) của NtEAS4, có vai trò liên kết 
với Mg2+. Tương tự, ở motif NSE/DTE, bộ ba Asn450 - Ser454 - Glu458 
(N450S454E458) của HbTPS6L-X1 gần như chồng lấp với bộ ba Asp444 - 
Thr448 - Glu452 (D444T448E452) của NtEAS4 - chúng tạo liên kết phối trí 
với ion Mg2+ còn lại (hình 7B). Ngoài ra, Arg269 (motif R269DR) của 
HbTPS6L-X1 cũng định vị chồng lấp hoàn toàn với Arg264 (motif 
R264DR) của protein mẫu, và cùng với các Mg2+ được neo giữ bởi 
hai motif DDXXD và NSE/DTE cố định cơ chất FPP trong tâm hoạt 
động của enzyme và tạo điều kiện cho hoạt động xúc tác diễn ra.

4. Kết luận

Biến thể bản sao HbTPS6L-X1 phân lập từ vỏ thân của cây 
cao su H. brasiliensis RRIV 209 có kích thước 1677 bp và mã hóa 
chuỗi polypeptide dài 558 axit amin. Protein HbTPS6L-X1 chứa 
đủ 3 motif chức năng của TPS loại I là DDXXD, NSE/DTE và 
RXR. Các phân tích in silico cho thấy, HbTPS6L-X1 thuộc phân 
họ TPS-a, không chứa trình tự mã hóa peptide tín hiệu ở đầu N và 
không chứa motif R(R)X8W tham gia trong quá trình đồng phân 
hóa tạo các sản phẩm terpene mạch vòng. Cấu trúc dự đoán bởi 
AlphaFold 2 của HbTPS6L-X1 chồng lấp với cấu trúc của 5-epi-
aristolochene synthase (PDB id: 5EAT) (là một STS) - với giá trị 
RMSD phản ánh mức độ tương đồng cao giữa 2 cấu trúc được chồng 
lấp (1,388 Å). Những dữ liệu phân tích in silico đều ủng hộ khả 
năng HbTPS6L-X1 là một sesquiterpene synthase định vị trong tế 
bào chất, xúc tác chuyển hóa FPP thành các sesquiterpene mạch hở. 
Những đặc điểm chức năng in silico vừa nêu là cơ sở để thiết kế 
các khảo sát thực nghiệm nhằm khẳng định chức năng in vitro và in 
planta của HbTPS6L-X1.

Phụ lục 

Kết quả sắp gióng cột trình tự HbTPS6L-X1 đã phân lập với 
trình tự HbTPS6L-X1_insilico (mã số truy cập XM_021794026.1).
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XM_021794026.1      ATGGAAGTGCAACCTCATTTACAGCCAAACACTGACCAAACCAAAATTCGCTCAGTGTTC 
HbTPS6L-X1          ATGGAAGTGCAACCTCATTTACACCCAAACACTGACCAAACCATAATTCACTCAGTGTTC 
                    *********************** ******************* ***** ********** 
XM_021794026.1      CCTCCTCCTGTGTGGGATTCTTACAGCTTTACTTCTTTTTCTTTGCTGGACTCAGAATAT 
HbTPS6L-X1          CCTCCTCCTGTGTGGGATTCTTGCAGCTTTACTTCTTTTTCTTTGCTGGACTCAGAATAT 
                    ********************** ************************************* 
XM_021794026.1      GAATCGTGGACTAGACGGGTGGAAACGCTCAAAGAAAAGGTCAAAGACATGTTAATGGCT 
HbTPS6L-X1          GAATCGTGGACTAGACGGGTGGAAACGCTCAAAGAAAAGGTCAAAGACATGTTAATGGCT 
                    ************************************************************ 
XM_021794026.1      GATGCAAGTAATCCGATCAAGAAAATTGAATTGATTAACTTATTATGCCGTCTTGGTTTA 
HbTPS6L-X1          GATGCAAGTAATCCGATCAAGAAAATTGAATTGATTAACTTATTATGCCGTCTTGGTTTA 
                    ************************************************************ 
XM_021794026.1      TCATATCATTTTGAGAGGGAAATTGAAGAACAATTAATTCATATTTTTAATTGGGTTCCT 
HbTPS6L-X1          TCATATCATTTTGAGAGGGAAATTGAAGAACAATTAATTCATATTTTTAACTGGGTTCCT 
                    ************************************************** ********* 
XM_021794026.1      CAACTCTTTGATGAAAATGATTATGATCTCTACACTACAGCTCTCCTTTTTCAAGTCTTG 
HbTPS6L-X1          CAACTCTTTGATGAAAATGATTATGATCTCTACACTACAGCTCTCCTTTTTCAAGTCTTG 
                    ************************************************************ 
XM_021794026.1      AGACAACACGGATTCAAAATGACTTGTGATGTGTTCAAGAAATTCAAGGACAGCAATGGA 
HbTPS6L-X1          AGACAACACGGATTCAAAATGACTTGTGACGTGTTCAAGAAATTCAAGGACAGCAATGGA 
                    ***************************** ****************************** 
XM_021794026.1      GAGTTCAAGAAGAGCATCATCAAAGATGTGAGAGGCATTCTCAGCTTGTATGAAGCAAGT 
HbTPS6L-X1          GAGTTCAAGAAGAGCATCATCAAAGATGTGAGAGGCATTCTCAGCTTGTATGAAGCAAGT 
                    ************************************************************ 
XM_021794026.1      TTTATGAGTGTGCATGGAGAAGATATTCTCGATGAAGCTCTTGAATTTACAAGGTCACAC 
HbTPS6L-X1          TTTATGAGTGTGGATGGAGAAGATATTCTCGATGAAGCTCTTGAATTTACAAGGTCACAC 
                    ************ *********************************************** 
XM_021794026.1      CTGGAGTCATTGGCTATGCAATCAAAACCCCATTATTCTGAACGTATAAAGAATGCTCTG 
HbTPS6L-X1          CTGGAGTCATTGGCTATGCAATCAAAACCCCATTATTCTGAACGTATAAAGAATGCTCTG 
                    ************************************************************ 
XM_021794026.1      ATCCTTCCGTTTCACAAGGGAGTACCCAGAGTAGAGGCTTGGCAATACATCTCTTTCTAT 
HbTPS6L-X1          ATCCTTCCGTTTCACAAGGGAGTACCCAGAGTAGAGGCTTGGCAATACATCTGTTTCTAT 
                    **************************************************** ******* 
XM_021794026.1      GAAAAAGAAGAATCTCCAAATGAATTCCTACTCGAATTTGCAAAATTAGATTTCAATCGA 
HbTPS6L-X1          GAAAAAGAAGAATCTCCAAATGAATTCCTACTCGAATTTGCAAAATTAGATTTCAATCGA 
                    ************************************************************ 
XM_021794026.1      GTGCAATTATTGCAGAGAGAGGAGCTCAAGGTGATGGCAAGGTGGTGGAAAGACTTAAAT 
HbTPS6L-X1          GTGCAATTATTGCAGAGAGAGGAGCTCAAGGTGATGGCAAGGTGGTGGAAAGACTTAAAT 
                    ************************************************************ 
XM_021794026.1      CTTGCAGAGAAACTTCCCTATGCAAGAGACAGACTTGTGGAAATCTATTTCTGGGCGTGT 
HbTPS6L-X1          CTTGCAGAGAAACTTCCCTATGCAAGAGACAGACTTGTGGAAATCTATTTCTGGGCGTGT 
                    ************************************************************ 
XM_021794026.1      TCCATTCAGTTTGAGCCTCAACTTGCTCTTTCAAGGATGATGATGGCCAAGTATTTGAAA 
HbTPS6L-X1          TCCATTCAGTTTGAGCCTCAACTTGCTCTTTCAAGGACGATGATGGCCAAGTATTTGAAA 
                    ************************************* ********************** 
XM_021794026.1      ATGATATCACTAGCTGATGACACATACGATGCATATGCTAAAATGAAGGAAGTCAATGCC 
HbTPS6L-X1          ATGATATCACTAGCTGATGACACATACGATGCATATGCTACAATGAAGGAAGTCAATGCC 
                    **************************************** ******************* 
XM_021794026.1      TTCACAGATGCTATCGAGAGGTGCACTATTGATGCTACTGACGAACTGCCAGATTACATG 
HbTPS6L-X1          TTCACAGAAGCTATCGAGAGGTGCAGTATTGATGCTACTGACGAACTGCCAGATTACATG 
                    ******** **************** ********************************** 
XM_021794026.1      AAAGTTTTCTACAAGGAATTACTGAATGTTTTTGAGGAAACAGAGAATATTGCGAGTAAG 
HbTPS6L-X1          AAAGTTTTCTACAAGGAATTACTGAATCTTTTTGAGGAAACAGAGAATATTGCGAGTAAG 
                    *************************** ******************************** 
XM_021794026.1      GAAGGAAGATCCTACTGTGCCTATTACGTAAAAGAAGAATTTAAAAACTTGTTGAGATCC 
HbTPS6L-X1          GAAGGAAGATCCTACTGTGCCTATTACGTAAAAGAAGAATTTAAAAACTTGTTGAGATCC 
                    ************************************************************ 
XM_021794026.1      TATCGCATGGAGGCACAGTGGTTTAATGAAGGGTATGTGCCAACATTTGATGTGTATTTG 
HbTPS6L-X1          TATCGCATGGAGGCACAGTGGTTTAATGAAGGGTATGTGCCAACATTTGATGTGTATTTG 
                    ************************************************************ 
XM_021794026.1      CAAAATGGTTCTGAGTCAAGCGGCTATAGCTTAGTTGTAGCAGCAGGCTTTATTGGAATG 
HbTPS6L-X1          CAAAATGGTTCTGAGTCAAGCACCTATGGCGTAGTTGTAGCAGCAGGCTTTATTGGAATG 
                    *********************  **** ** ***************************** 
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XM_021794026.1      GAAAAGATTGCAGGGATCAAAGAATATCAGTGGCTTCAAAGTAACCCAAAAATTGTCAAA 
HbTPS6L-X1          GAAAAGATTGCAGGGATCAAGGAATATCAGTGGCTTCAAAGTAACCCAAAAATTGTCAAA 
                    ******************** *************************************** 
XM_021794026.1      GCTCTCAAGGTACTTGGGCGTCTTGAGAACGACATAGTATCCCACCAGGCTGAGCAAAAG 
HbTPS6L-X1          GCTCTCAAGGTACTTGGGCGTCTTGAGAACGACATAGTATCCCACCAGGCTGAGCAAAAG 
                    ************************************************************ 
XM_021794026.1      AGAGGAGACTCTGCTTCATCGGTAGAGTGCTACATGAAAGAACATGATGTTTTAGAGAAG 
HbTPS6L-X1          AGAGGAGACTCTGCTTCATCGGTAGAGTGCTACATGAAAGAACATGATGTTTTAGAAAAG 
                    ******************************************************** *** 
XM_021794026.1      AAGGCTGTGGAAGAGATTCTTAAAATTTGTGCAAATGCATGGAAGGACATCAACGAAGAA 
HbTPS6L-X1          AAGGCTGTGGAAGAGATTCTTAAAATTTGCGCAAATGCATGGAAGGACATCAACGAAGAA 
                    ***************************** ****************************** 
XM_021794026.1      TGCATGAAGCCAACTGCTCTGCCAAGTCCTATTCTCCAATTGTTGGTTAACCTTGCTCGA 
HbTPS6L-X1          TGCATGAAGCCAACTGCTCTGCCAAGTCCTATTCTCCAATTGTTGGTTAACCTTGCTCGA 
                    ************************************************************ 
XM_021794026.1      ATAACAGAGGTTTTTTACAGATTTGACGACTCCTACACCAACCCATCAAGTCTGAAAGAT 
HbTPS6L-X1          ATAACAGAGGTTTCTTACAGATTTGACGACTCCTACACCAACTCATCAAGTCTGAAAGAT 
                    ************* **************************** ***************** 
XM_021794026.1      AAAATTACAGCATTGCTTCTGGAGCCACTTCCTTTGCAAGACCAAGTTAATATATAA 
HbTPS6L-X1          AAAATTACAGCATTGCTTCTGGAGCCACTTCCTTTGCAAGACCAAGTTAATGTATAA 
                    *************************************************** ***** 
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