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TÓM TẮT 

Caspase-9 đóng vai trò quan trọng trong quá trình chết của tế bào. Trong tế bào, caspase-9 
tồn tại ở trạng thái đơn phân không hoạt tính, và trở nên có hoạt tính khi ở trạng thái dimer. Do đó, 
kiểm soát sự dimer của caspase-9 giúp cho kiểm soát được hoạt tính của caspase-9. Trong nghiên 
cứu này, hoạt tính của caspase-9 được hoạt hóa bởi trình tự DNA chứa hai cấu trúc G-quadruplex 
(DNA2G4). Caspase-9 được dung hợp với peptide RHAU23 bằng kĩ thuật sinh học phân tử tạo nên 
protein tái tổ hợp RHAU23-caspase-9. RHAU23-caspase-9 được biểu hiện trong vi khuẩn E.coli 
dưới sự cảm ứng của IPTG và được tinh chế bằng sắc kí ái lực với cột His. Kết quả cho thấy DNA2G4 
khả năng cảm ứng sự dimer của RHAU23-caspase-9 thông qua tương tác đặc hiệu giữa RHAU và 
G4, dẫn đến kích thích hoạt tính của enzyme. Sự hoạt hóa RHAU23-caspase-9 bởi DNA2G4 giúp 
hoạt tính enzyme tăng hoạt tính lên khoảng 2,0 lần so với hoạt tính của RHAU23-caspase-9. Kiểm 
soát hoạt tính của caspase-9 có tiềm năng trong việc ức chế sự phát triển của các tế bào ung thư. 

Từ khóa: hoạt hóa; dimer; DNA2G4; Enzyme; RHAU23-caspase-9 
 
1. Giới thiệu 

Caspase-9 là một enzyme quan trọng trong quá trình gây chết của tế bào, thuộc nhóm 
caspase chịu trách nhiệm phân cắt protein tại vị trí aspartate (Kuida, 2000; Marsden et al., 
2002; Pan, O'Rourke, & Dixit, 1998; Yin et al., 2006). Trong tế bào, caspase-9 tồn tại chủ 
yếu ở dạng đơn phân không hoạt động, caspase-9 hoạt động khi được kích hoạt bởi các yếu 
tố phụ trợ khác (Gyrd-Hansen et al., 2006; Pop, Timmer, Sperandio, & Salvesen, 2006; 
Rosier et al., 2020; Wu et al., 2016). Ví dụ: apoptosome, bao gồm yếu tố kích hoạt protease 
apoptotic 1 (Apaf-1) và cytochrom c (từ ti thể) chịu trách nhiệm thu nhận các caspase-9 đơn 
phân lại với nhau để tăng số lượng protein theo hướng hoạt hóa dimer. Sau khi được kích 
hoạt, casp-9 bắt đầu cắt và hoạt hóa procaspase-3 gây ra quá trình chết của tế bào (Pop et al., 
2006; Wu et al., 2016). 
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Caspase-9 tồn tại chủ yếu ở trạng thái đơn phân không hoạt động trong dung dịch, do 
đó để hoạt hóa hoạt tính của enzyme này cần có phương pháp tạo nên sự dimer của chúng. 
Nhiều phương pháp hoạt hóa caspase-9 đã được nghiên cứu. Sử dụng phương pháp đột biến 
bề mặt tạo vùng kị nước có thểgiúp hoạt hóa caspase-9 (Chao et al., 2005). Thay vùng 5 
amino acids Gly402-Cys-Phe-Asn-Phe406 của caspase-9 bằng 5 amino acid Cys264-Ile-Val-
Ser-Met268đã tạo nên vùng kị nước trên bề mặt, điều này giúp cho caspase-9 có thể chuyển 
từ đơn phân thành dimer giúp cho caspase-9 có hoạt tính. Ngoài ra, sử dụng phân tử dạng 
vòng có thể cảm ứng sự dimer và hoạt hóa caspase-9 (Dang, Nguyen, Merkx, & Brunsveld, 
2013). Dung hợp caspase-9 với peptide phenylalanine-glycine-glycine (FGG) tại đầu N tạo 
nên protein tái tổ hợp FGG-caspase-9. Phân tử dạng vòng cucurtbit[8]uril có khả năng cảm 
ứng sự dimer hóa của FGG-caspase-9, giúp enzyme này chuyển từ trạng thái đơn phân bất 
hoạt sang trang thái dimer hoạt tính. Do đó, khám phá ra phân tử có khả năng kiểm soát hoạt 
tính của caspase-9 là điều cần thiết. Trong nghiên cứu này, phân tử DNA chứa 2 cấu trúc G-
quadruplex được sử dụng để hoạt hóa hoạt tính enzyme của caspase-9. 

DNA G-quadruplex (G4) là cấu trúc bậc 2 được hình thành từ vùng trình tự giàu G 
tương tác với nhau tạo nên bề mặt G-tetrad, những bề mặt G-tetrad xếp chồng lên nhau tạo 
nên cấu trúc G4 (Gellert, Lipsett, & Davies, 1962; Sen & Gilbert, 1988). Cấu trúc G4 có tính 
đa hình cao được phân loại song song (4 sợi chạy cùng chiều) và không song song (2 sợi 
chạy cùng chiều và 2 sợi chạy ngược chiều hoặc 3 sợi chạy cùng chiều và 1 sợi chạy ngược 
chiều)(Burge, Parkinson, Hazel, Todd, & Neidle, 2006; Patel, Phan, & Kuryavyi, 2007). 
Phân tích sự hình thành cấu trúc G4 bằng phần mềm máy tính cho thấy bộ gen người có thể 
chứa hơn 700 ngàn trình tự giàu G có khả năng hình thành cấu trúc G4 (Chambers et al., 
2015; Hansel-Hertsch, Spiegel, Marsico, Tannahill, & Balasubramanian, 2018). G4 tập trung 
chủ yếu ở vùng telomere (Bao, Liu, & Xu, 2019). Ngoài ra, G4 có thể được tìm thấy tại các 
vùng promoter(Balasubramanian, Hurley, & Neidle, 2011; Lago et al., 2021) và vùng không 
dịch mã của RNA(Jodoin, Carrier, Rivard, Bisaillon, & Perreault, 2019; Kumari, Bugaut, 
Huppert, & Balasubramanian, 2007; Ma et al., 2023; Sahakyan, Murat, Mayer, & 
Balasubramanian, 2017). Ngoài gen người, G4 còn hiện diện ở bộ gen vi khuẩn, virus và 
nấm men. Sự hình thành G4 có khả năng ức chế các quá trình sinh học như sao chép, phiên 
mã, dịch mã và duy trì telomer. Do đó, G4 được xem là mục tiêu cho việc thiết kế các phân 
tử đặc hiệu có khả năng bám đặc hiệu vào cấu trúc này (Duchler, 2012; Ou et al., 2008). 

Gần đây, phân tử RHAU peptide đã được chứng minh có khả năng bám đặc hiệu vào 
cấu trúc G4 (Dang, Nguyen, Truong, Nguyen, & Phan, 2021; Dang & Phan, 2016; Heddi, 
Cheong, Martadinata, & Phan, 2015; Nguyen & Dang, 2023). RHAU protein thuộc nhóm 
helicase có khả năng nhận diện và tháo xoán cấu trúc G4. RHAU gồm 1008 amino acids 
chứa các vùng nhận diện và tháo xoắn. Trong đó, vùng nhận diện chứa vùng bám đặc hiệu 
vào cấu trúc G4 song song. Sử dụng phương pháp cộng hưởng từ hạt nhân (NMR) để nghiên 
cứu khả năng tương tác giữa 18 amino acid của peptide RHAU và G4 cho thấy peptide 
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RHAU bám kẹp vào bề mặt G-tetrad của G4 thông qua tương tác điện tích giữa 3 amino 
acids mang điện tích dương của peptide và nhóm photphat mang điện tích âm của G4 (Heddi 
et al., 2015). Dung hợp peptide RHAU với các protein chức năng cho phép nhận diện và 
bám đặc hiệu vào G4 đồng thời thực hiện các chức năng của protein. Ví dụ, dung hợp RHAU 
với protein huỳnh quang tạo nên phân tử dò huỳnh quang có khả năng phân nhận diện và 
phân biệt giữa cấu trúc G4 song song và không song song. Dung hợp RHAU vào nuclease 
Fok1 hay RNase HI cho phep nuclease có khả năng nhận diện cấu trúc G4 và thực hiện chức 
năng cắt DNA hay RNA tại các vị trí đặc hiệu (Dang et al., 2021; Dang & Phan, 2019). 
Trong nghiên cứu này, RHAU được dung hợp vào enzyme caspase-9 tạo nên protein tái tổ 
hợp RHAU23-caspase-9. Sự dimer của RHAU23-caspase-9 bởi DNA chứa 2 cấu trúc G-
quadruplex (DNA2G4) dấn đến hoạt hóa hoạt tính của enzyem (Hình 1). Sự tương tác đặc 
hiệu giữa RHAU và DNA2G4 có khả năng cảm ứng sự dimer và hoạt hóa những protein 
chức năng khác. 

 
Hình 1. Mô hình cảm ứng sự dimer của RHAU23-caspase-9 bởi phân tử DNA2G4 

2. Vật liệu và phương pháp nghiên cứu 
Dòng hóa plasmid chứa gen mã hóa protein RHAU23-caspase-9 

 DNA mã hóa protein RHAU23-caspase-9 được tạo ra bằng phương pháp dung hợp 
peptide RHAU23 vào enzyme caspase-9. DNA mã hóa cho caspase-9 được nhân lên bằng 
PCR với khung caspase-9 và cặp mồi ON1: 5'- 
tggcagatctaggcggcggcagcggtggcggtgctcttgagagtttg-3' ON2: 5'- 
ccagactcgagttattcgagtgcggccgctgatgttttaaag-3'. Sản phẩm PCR được xử lí với 2 enzyme cắt 
giới hạnBglII/XhoI và được nối vào vector (được mở vòng cùng 2 loại enzyme cắt giới hạn) 
bằng enzyme nối T4 ligase, tạo nên plasmide chứa gen mã hóa protein RHAU23-caspase-9. 
Sản phẩm nối sau đó được biến nạp vào chủng E. coli DH5α khả nạp và kiểm tra bằng 
phương pháp PCR khuẩn lạc.Sau đó, trình tự DNA mã hóa protein mục tiêu được giải bởi 
công ty Macrogen (Hàn Quốc). 

Biểu hiện và tinh chế protein RHAU23-caspase-9 
Plasmid chứa gen mã hóa protein RHAU23-caspase-9sau khi đã giải trình tự được biến 

nạp vào chủng vi khuẩn E. coli BL21 (DE3, New England BioLabs). Vi khuẩn E.coli được 
nuôi trong môi trường LB chứa 100 µg / ml kháng sinh ampicillin và tế bào được nuôi cấy 
ở 37 oC, lắc 200 vòng/ phút đến OD600 đạt 0,6. Sau đó IPTG được thêm vào môi trường nuôi 
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cấy với nồng độ cuối cùng là 0,3 mM. Các tế bào được nuôi cấy qua đêm ở 16oC, lắc 190 
vòng/ phút trước khi thu hoạch tế bào. Dung dịch chiết xuất protein bugBuster (Merck, 
Germany) cộng với benzonase nuclease được cho vào sinh khối tế bào và ủ trong vòng 20 
phút để phá vách tế bào. Sau đó, phần không hòa tan được loại bỏ bằng cách li tâm ở 20.000 
vòng/ phút trong 1 giờ 30 phút ở 4 oC. Phần hòa tan được cho qua cột chứa hạt Nikel thông 
qua dòng chảy trọng lực. Sau đó, cột được rửa bằng 20 thể tích cột với 20 mM Tris-HCl, 50 
mM NaCl và 10 mM imidazole đệm, pH 7. Các protein được li giải bằng dung dịch đệm 
20mM Tris-HCl, 50 mM NaCl và 200mM imidazol. Imidazole trong dung dịch protein được 
loại bỏ bằng cách li tâm bằng bộ lọc li tâm Amicon Ultra-15 (EMD Milipore). Protein tinh 
khiết được thu nhận và phân tích độ tinh sạch bằng SDS-PAGE. 

Khảo sát hoạt tính của RHAU23-caspase-9 trên cơ chất tự nhiên (caspase-3) 
Các thí nghiệm được tiến hành với hỗn hợp gồm 0,4 µM RHAU23-caspase-9 và 4 µM 

cơ chất tự nhiên caspase-3 trong trường hợp không có hoặc có bổ sung 4 µM DNA2G4 được 
pha loãng trong dung dịch đệm xét nghiệm có 25 mM HEPES, 100 mM NaCl, 4 mM MgCl2, 
2 mM TCEP (pH 6,5). Các phản ứng được ủ ở 37 oC. Các mẫu được thunhận trong các 
khoảng thời gian 0, 0.5, 1, 2 và 4giờ và các phản ứng được dừng lại bằng cách bổ sung dung 
dịch nạp mẫu SDS. Tất cả các mẫu được phân tách trên gel SDS 8 đến 18% và các protein 
được phát hiện bằng thuốc nhuộm xanh coomassie. Việc xác định hiệu quả xúc tác của casp-
9 dựa trên nồng độ enzyme cần thiết để cắt một nửa cơ chất trong một thời gian nhất định 
theo phương trình: Kcat/KM = ln2/[E]1/2.t. Trong đó kcat/KM: hiệu suất xúc tác, [E]1/2: 
nồng độ enzyme cắt một nửa cơ chất và t: thời gian ủ. 
3. Kết quả và thảo luận 

Dòng hóa plasmid chứa gen mã hóa protein RHAU23-caspase-9 
Đoạn gen Caspase-9 được khuếch đại bằng PCR với cặp mồi ON1 và ON2 lần lượt 

chứa các vị trí cắt enzyme BglIIvà XhoI. Phân tích sản phẩm PCR bằng điện di trên gel  
agarose (2%) cho thấy một vạch sáng nằm giữa 2 vạch 800 bp và 1000 bp của thang DNA 
(Hình 2A), tương ứng với kích thước lí thuyết của đoạn gen caspase-9 là 867 bp. Kết quả 
này cho thấy đã thành công thu nhận đoạn gen caspase-9 mục tiêu. Sản phẩm PCR được nối 
vào plasmid pRHAU23-CFP tại vị trí BglII và XhoI và biến nạp vào chủngE. coli DH5α. 
Chủng E. coli mang plasmid tái tổ hợp mọc trên môi trường kháng sinh Ampicillin được 
kiểm tra bằng PCR khuẩn lạc. Phân tích kết quả điện di cho thấy có vạchsáng xuất hiện ở 
giữathang 1000 bp và 1500 bp, tương ứng với kích thước thiết kế là 1075 bp (Hình 3B). 
Plasmid sau đó được kiểm tra bằng giải trình tự bởi Công ti Macrogen (Hàn Quốc). Kết quả 
giải trình tự tương đồng 100% với trình tự lí thuyết (dữ liệu không được hiển thị) cho thấy 
đã thành công tạo ra vector tái tổ hợp mang gen mã hóa cho protein mục tiêu RHAU23-
caspase-9. 
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Hình 2. Điện di agarose. A) Sản phẩm PCR của caspase-9 (867 bps). B) Sản phẩm PCR khuẩn 
lạc 1, 2, 3, 4 trong đó khuẩn lạc số 1 và 3cho kích thước tương ứng với lí thuyết 1075 bps 

Biểu hiện và tinh chế protein RHAU23-caspase-9  
Protein RHAU23-caspase-9 được biểu hiện trong E. coli BL21 (DE3) dưới sự cảm 

ứng của chất cảm ứng IPTG. Protein được tinh chế bằng sắc kí ái lực sử dụng cột His. Độ 
tinh sạch của protein được phân tích bằng phương pháp điện di SDS-PAGE. Kết quả điện di 
cho thấy xuất hiện 2 vạch: vạch lớn có kích thước nằm giữa 20 kDa và 25 kDa của thang, 
vạch nhỏ nằm trên kích thước 10 kDa của thang, tương ứng với kích thước lí thuyết của 
caspase-9 lần lượt là 23,2 kDa và 13,3 kDa (Hình 3). Từ đây có thể cho thấy đã thành công 
trong việc thu nhận protein RHAU23-caspase-9. Phân tích độ tinh sạch bằng phần mềm 
AlphaEaseFC cho thấy protein có độ tinh sạch khoảng 90%, protein được bảo quản ở nhiệt 
độ -80°C và được sử dụng để khảo sát hoạt tính. 

 
Hình 3. Điện di SDS protein RHAU23-caspase-9, M: thang protein, RHAU23-caspase-9: 

tiểu phần lớn (23.2 kDa) và tiểu phần nhỏ (13.3 kDa) 
Hoạt hóa RHAU23-caspase-9 bởi DNA2G4 
Hiệu quả xúc tác của RHAU23-caspase-9 được xác định trên cơ chất tự nhiên (caspase-

3). RHAU23-caspase-9 (0.4 µM) cắt cơ chất caspase-3 (4 µM) tại vị trí đặc hiệu tạo ra sản 
phẩm gồm 1 tiểu phần lớn và 1 tiểu phần nhỏ. Sản phẩm cắt được phân tích trên điện di SDS 
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với thuốc nhuộm xanh coomassie. Thời gian enzyme cắt 50% cơ chất được xác định bằng 
phần mềm AlphaEaseFC. Kết quả cho thấy RHAU23-caspase-9 mất khoảng 1,55 giờ để cắt 
được 50% lượng cơ chất, tương ứng với hiệu quả xúc tác (Kcat/KM) khoảng 1,1 µM-1h-1 
(Hình 4A, C). Hiệu quả xúc tác của RHAU23-caspase-9 tương đương với hiệu quả cắt của 
caspase-9 đã được báo cáo trước đây, điều này cho thấy vùng RHAU23 không ảnh hưởng 
đến khả năng xúc tác của caspase-9. Khi bổ sung DNA2G4 (0.4 µM) vào cùng điều kiện 
phản ứng, RHAU23-caspase-9 chỉ mất khoảng 0.8 giờ để có thể cắt 50% lượng cơ chất, 
tương đương hiệu quả xúc tác khoảng 2.2 µM-1h-1 (Hình 4B, C). Sự hiện diện DNA2G4 
trong RHAU23-caspase-9 giúp cho hoạt tính tăng lên gấp 2 lần so với hoạt tính chỉ có 
RHAU23-caspase-9. DNA2G4 có thể đã cảm ứng sự dimer của RHAU23-caspase-9 thông 
qua tương tác giữa RHAU23-G4 dẫn đến tăng hoạt tính của enzyme. Phương pháp kiểm soát 
sự dimer cũng như hoạt tính caspase-9 bằng DNA chứa 2 cấu trúc G4 là phương pháp mới. 
Phương pháp này có thể ứng dụng để kiểm soát sự dimer và hoạt tính của những protein 
chức năng quan trọng khác trong những ứng dụng sinh hóa.  

 
Hình 4. Phân tích hoạt tính của enzyme. A) Hoạt tính cắt caspase-9 (0.4 µM) trên cơ chất 
tự nhiên caspase-3 (4 µM)theo thời gian. B) Hoạt tính cắt caspase-9 (0.4 µM) +DNA2G4 
(0.4 µM) trên cơ chất tự nhiên caspase-3(4 µM) theo thời gian. C) Phần trăm sản phẩm 

cắt được tạo ra (%) từ caspase-9 (tròn đen) và caspase-9 + DNA2G4 (vuông đỏ) được tạo 
ra được phân tích bằng phẩn mềm AlphaEaseFC 
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4. Kết luận 
Kiểm soát hoạt tính của caspase-9 đóng vai trò quan trọng trong quá trình giết tế bào, 

tiềm năng ứng dụng trong điều trị ung thư. Dung hợp caspase-9 vào peptide RHAU tạo nên 
protein dung hợp RHAU23-caspase-9. DNA2G4 có khả năng cảm ứng sự dimer RHAU23-
caspase-9, dẫn đến tăng hoạt tính của enzyme. Đây cũng là phương pháp mới có thể ứng 
dụng để kiểm soát sự dimer và hoạt hóa các protein chức năng của tế bào như các protein 
màng hay các enzyme. 

 

 Tuyên bố về quyền lợi: Tác giả xác nhận hoàn toàn không có xung đột về quyền lợi. 
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ABSTRACT 
 Caspase-9 plays an important role in the apoptosis pathway. In cells, caspase-9 exists in the 
inactive monomeric state and becomes active in the dimer state. Therefore, controlling the 
dimerization of caspase-9 can control the caspase-9 activity. In this study, caspase-9 was activated 
by a DNA sequence containing two G-quadruplex structures (DNA2G4). Caspase-9 was fused with 
the RHAU peptide by molecular biology techniques to form the recombinant protein RHAU23-
caspase-9. RHAU23-caspase-9 was expressed in E.coli under IPTG induction and purified by affinity 
chromatography with His column. DNA2G4 was able to induce dimerization of RHAU23-caspase-9 
through a specific interaction between RHAU and G4, leading to stimulation of enzyme activity. 
Activation of RHAU23-caspase-9 by DNA2G4 increased enzyme activity about 2.0 times that of 
RHAU23-caspase-9. Controlled caspase-9 activity has the potential to inhibit the growth of  
cancer cells. 
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