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TÓM TẮT: Bài báo giới thiệu các bước xây dựng và sử dụng probe để khai thác gen mã hóa 
pectinesterase từ dữ liệu giải trình tự DNA metagenome bằng công cụ giải trình tự gen thế hệ mới. 
Probe được sử dụng để khai thác, lựa chọn gen mã hóa cho pectinesterase từ dữ liệu giải trình tự 
DNA metagenome của vi khuẩn trong dạ cỏ của dê và từ đó chọn một trình tự để biểu hiện trong E. 
coli. Theo phân loại của CAZy, pectinesterase thuộc họ carbohydrate esterases CE8 là enzyme có 
nhiều ứng dụng trong công nghiệp chế biến thực phẩm, xử lý môi trường, chế biến thức ăn chăn 
nuôi và y dược học. Dựa trên 3 trình tự thuộc họ CE8 tìm kiếm được từ cơ sở dữ liệu, chúng tôi đã 
xây dựng được một probe có độ dài 367 amino acid, trong đó có 200 amino acid hoàn toàn giống 
nhau, 72 vị trí giống nhau ở đa số các trình tự và 47 vị trí giống nhau ở một số trình tự. Sử dụng 
probe được thiết kế, chúng tôi đã lọc được 4 trình tự mã hóa cho pectinesterase từ dữ liệu giải trình 
tự DNA metagenome của vi khuẩn trong dạ cỏ của dê. Kết quả ước đoán cấu trúc không gian bằng 
Phyre2 đã chọn được duy nhất một trình tự (mã số 46301) có độ tin cậy, độ bao phủ lần lượt là 
100% và 90% với pectinesterase. Gen đã được đặt tổng hợp và đưa vào vector pET22b(+) tại vị trí 
NcoI, XhoI để đồng biểu hiện với chaperone từ vector pG-KJE8 trong E. coli. Pectinesterase được 
biểu hiện ở dạng tan và có hoạt tính sinh học thủy phân cơ chất pectin. Kết quả này đã chứng minh 
việc sử dụng probe trong khai thác gen là khả thi. 
Từ khóa: E. coli, chaperone pG-KJE8, gpecs1, pectinesterase, probe. 

 
MỞ ĐẦU 

Pectinesterase (EC 3.1.1.11) thuộc nhóm 
enzyme thủy phân pectinase, xúc tác khử ester 
hóa nhóm methoxyl của pectin tạo thành axit 
pectic và methanol. Enzyme này hoạt động đặc 
hiệu với nhóm methyleste của axit galacturonic 
nằm bên cạnh axit galacturonic không bị este 
hóa (Pooja et al., 2015). Pectinesterase được sử 
dụng phổ biến trong ngành công nghiệp sản 
xuất thực phẩm, chế biến thức ăn chăn nuôi, chế 
tạo chất tẩy rửa, ly trích các dược liệu và hỗ trợ 
thẩm tích bột giấy trong ngành công nghiệp sản 
xuất giấy (Pooja et al., 2015). Đặc biệt trong 
công nghiệp thực phẩm, pectinesterase được sử 
dụng để làm trong dịch nước quả, rau củ tăng 
hiệu suất ép, đảm bảo quá trình lọc diễn ra tốt 
hơn (Pooja et al., 2015). Pectinesterase có khả 
năng hoạt động ở pH cao (pH 8) có nhiều tính 

ứng dụng thực tiễn đã được tìm thấy ở một số 
loài vi sinh vật như vi khuẩn  Erwinia 
chrysanthemi, nấm Trichoderma reesei và ở 
loài thực vật Lycopersicon esculentum 
(Duvetter et al., 2006; Markoviě et al., 1984). 
Việc sử dụng pectinesterase chịu nhiệt, chịu 
kiềm cho quá trình tiền xử lý và thủy phân 
pectin đã mang lại lợi ích lớn cho ngành công 
nghiệp sản xuất giấy, nước ép quả và một số 
công nghiệp khác (Kashyap et al., 2001; Chung 
& Jong, 2015). 

Trong nghiên cứu này, chúng tôi trình bày 
các bước để xây dựng được probe cho 
pectinesterase và dựa trên probe này để có thể 
khai thác một cách nhanh chóng gen từ dữ liệu 
giải trình tự DNA metagenome của vi sinh vật 
trong dạ cỏ của dê. Trên thực tế, ngân hàng 
NCBI chứa phần lớn các trình tự pectinesterase 
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không được chứng minh hoạt tính bằng thực 
nghiệm. Để đảm bảo trình tự thu thập đáng tin 
cậy, chúng tôi chỉ lựa chọn các trình tự amino 
acid đã được nghiên cứu kỹ tính chất; so sánh 
độ tương đồng của nhiều trình tự để xây dựng 
được probe cho tìm kiếm tất cả các gen tiềm 
năng mã hóa cho pectinesterase trong DNA 
metagenome. Probe sẽ là cơ sở quan trọng cho 
việc lựa chọn nhanh các gen để đưa vào thực 
nghiệm với khả năng thành công cao và tiết 
kiệm thời gian khai thác gen từ DNA 
metagenome (Mitsuhashi et al., 1994). Gen sau 
khi được khai thác sẽ được tổng hợp nhân tạo 
và đưa vào vector biểu hiện. Nghiên cứu trước 
đây cho thấy, khi gen được biểu hiện không có 
sự hỗ trợ của chaperon, hầu hết enzyme tổng 
hợp ra nằm ở pha không tan (Nguyễn Khánh 
Hoàng Việt và nnk., 2017). Để cải thiện trạng 
thái này, chúng tôi đã biểu hiện thành công 
protein ở dạng tan bằng việc biểu hiện đồng thời 
gen gpecs1 mã hóa cho pectinesterase với 
chaperone từ vector pG-KJE8 trong Escherichia 
coli. Kết quả này có ý nghĩa thực tiễn, là cơ sở 
khoa học cho các nghiên cứu xây dựng probe để 
khai thác nhanh gen đích và đồng biểu hiện với 
chaperone nhằm thu được protein dưới dạng 
tan.  

VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

Dữ liệu metagenome DNA gồm 164.644 
khung đọc mở (ORF) của vi sinh vật trong dạ cỏ 
của dê được giải trình tự bằng hệ thống giải 
trình tự HiSeq Illuminia (BGI, Hồng Kông) và 
được chú giải chức năng dựa trên dữ liệu 
KEGG (Do et al., 2017). Gen gpecs1 có kích 
thước 975 bp được khai thác từ dữ liệu DNA 
metagenome của vi sinh vật trong dạ cỏ của dê 
và được đưa vào vector pET22b(+) tại điểm cắt 
của enzyme giới hạn NcoI và XhoI để tạo thành 
pET22-gpecs1. Plasmid chaperone pG-KJE8 
của hãng TaKaRa (Nhật Bản) được đưa vào 
chủng biểu hiện để biểu hiện kèm với gen 
gpecs1. Chủng E. coli Rosetta 1 được dùng làm 
chủng biểu hiện. Tất cả các hóa chất khác có 
xuất xứ từ hãng Merck (CHLB Đức). 
Xác định các họ GH có chứa pectinesterase 
theo CAZy 

CAZy (Carbohydrate-Active enzymes;

http://www.cazy.org) cung cấp số liệu trực 
tuyến và cập nhật liên tục các dữ liệu của 
GenBank về chuỗi thông tin của gần 340.000 
enzyme tham gia chuyển hóa carbohydrate được 
phân vào 15 họ CE với các đặc điểm nhận biết 
khác nhau (Cantarel et al., 2009; Lombard et al., 
2014). Dựa trên dữ liệu này, các trình tự 
pectinesterase đã nghiên cứu tính chất thuộc họ 
CE8 được thu thập, tổng hợp thành bảng; trong 
đó tích hợp trình tự với đặc điểm enzyme như 
khả năng chịu nhiệt, chịu kiềm/axit, cấu trúc 
không gian, trung tâm hoạt động pectinesterase. 
Xây dựng probe và tìm giá trị tham chiếu 

Các trình tự thu thập được ở trên sẽ được so 
sánh tương đồng bằng ClustalW-PBIL. Kết quả 
so sánh của phần mềm này sẽ cho ra một trình 
tự được cho là bảo tồn cao nhất (Ký hiệu 
Prim.cons), trong đó có các trình tự được đánh 
dấu về mức độ bảo tồn đặc thù cho họ enzyme. 
Dựa trên kết quả của Prim.cons các vị trí giống 
nhau hoặc tương đối giống nhau sẽ ưu tiên lựa 
chọn để làm probe và các trình tự trống sẽ được 
loại bỏ. Probe này sẽ được so sánh lại với các 
trình tự đã dùng để xây dựng nên probe bằng 
BLASTP. Giá trị tham chiếu được xác định là 
giá trị E, điểm tối đa, độ bao phủ và mức độ 
tương đồng thấp nhất mà probe bắt được với 
trình tự. 
Lựa chọn nhanh và ước đoán cấu trúc bậc ba 

Sử dụng BLASTP để so sánh probe 
pectinesterase CE8 với trình tự amino acid của 
các ORF thuộc metagenome của vi sinh vật 
trong dạ cỏ của dê. Các trình tự có giá trị điểm 
tối đa, mức độ bao phủ, độ tương đồng cao hơn 
giá trị tham chiếu sẽ được lựa chọn. Việc chọn 
lựa có thể kèm theo việc đánh giá qua chỉ số 
alkaline để ưu tiên chọn được trình tự có khả 
năng chịu kiềm. Sau đó, các trình tự này được 
so sánh lại với kết quả chú giải gen dựa trên dữ 
liệu KEGG và CAZy. Cấu trúc bậc ba của phân 
tử được ước đoán dựa trên các trình tự và với 
các protein khung đã được nghiên cứu về cấu 
trúc bằng phần mềm Phyre2. 
Biểu hiện gen gpecs1 với protein chaperone 

Chủng biểu hiện chứa cả hai plasmid pG-
KJE8 và pET22-gpecs1 được nuôi cấy qua đêm 
trong môi trường Luria Broth có ampicillin 
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nồng độ 100 µg/ml và chloramphenicol nồng độ 
20 µg/ml (LBAC) ở 37oC, 200 vòng/phút. Sau 
đó, chuyển 1% dịch tế bào nuôi cấy sang môi 
trường LBAC mới ở nhiệt độ 25oC, nuôi trong 
khoảng 1 giờ để OD600 đạt 0,1; bổ sung L-
arabinose 0,5 mg/ml và tetracyline 5 ng/ml, tiếp 
tục nuôi cấy trong cùng điều kiện đến khi OD600 
= 0,6 – 0,8; cảm ứng IPTG nồng độ 0,1 mM. 
Sau 5 giờ cảm ứng, mật độ tế bào được đo lại; 
tế bào được thu lại từ dịch nuôi cấy bằng 
phương pháp ly tâm rồi hòa vào nước để đạt 
OD600 = 10. Xử lý mẫu và điện di kiểm tra 
protein trên gel SDS-PAGE 12,6%. 
Kiểm tra sơ bộ hoạt tính pectinesterase 

Mẫu tế bào OD600 = 10 được siêu âm để thu 
protein pha tan dùng cho thử nghiệm hoạt tính 
sơ bộ theo phương pháp phát hiện nhanh hoạt 
tính phân huỷ pectin của Ronald (Ronald, 
1978). Để rút ngắn thời gian thực hiện, phương 
pháp được thử nghiệm trực tiếp trong ống 
eppendorf thay vì trên đĩa thạch. Tổng thể tích 
của phản ứng là 575 µl/mẫu, trong đó mẫu thí 
nghiệm (PE) gồm có: (1) Cơ chất pectin 2% với 
thể tích là 200 µl; (2) PBS 30X, pH = 7,4 với 
thể tích là 35 µl; (3) bromothymol blue 5% 
được bổ sung với thể tích 40 µl, quan sát sự 
chuyển màu của mẫu, nếu thấy xuất hiện màu 
xanh lá cây là pH trung tính (pH = 7-7,5); (4) 
sau đó bổ sung pectinesterase với thể tích 300 
µl. Mẫu đối chứng âm 1 (ĐC 1) với các thành 
phần tương tự mẫu PE nhưng không bổ sung 
pectinesterase mà thay bằng nước deion khử 

trùng với thể tích tương đương; mẫu đối chứng 
âm 2 (ĐC 2) được bổ sung enzyme với thể tích 
300 µl/mẫu nhưng sau khi quá trình ủ kết thúc. 
Quan sát sự chuyển màu của các mẫu khi quá 
trình ủ sau 4 giờ, ở 37oC kết thúc. 

KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

Khai thác trình tự amino acid của 
pectinesterase đã được nghiên cứu đặc tính 
để xây dựng probe 

Trên cơ sở dữ liệu của CAZy, pectinesterase 
(3.1.1.11) được phân vào họ CE8 có mô hình 
cấu trúc không gian (β)-helix. 

Số liệu DNA metagenome chủ yếu từ vi 
khuẩn nên để đảm bảo kết quả đáng tin cậy, 
chúng tôi chỉ thu thập các trình tự amino acid 
của enzyme có nguồn gốc từ vi khuẩn. Chúng 
tôi đã tìm kiếm được 3 trình tự thỏa mãn các 
yêu cầu đề ra từ dữ liệu các trình tự mã hóa cho 
pectinesterase đã được nghiên cứu tính chất 
(bảng 1).  

Kết quả phân tích sau khi sử dụng 3 trình tự 
thuộc họ CE8 bằng phần mềm ClustalW – PBIL 
(hình 1) cho thấy, khi so sánh 3 trình tự amino 
acid thu thập được có 200 amino acid hoàn toàn 
giống nhau, 72 vị trí giống nhau ở đa số các 
trình tự và có 47 vị trí giống nhau ở một số trình 
tự, còn lại là khác nhau. Probe của họ CE8 bao 
gồm có 367 amino acid đã được xây dựng chủ 
yếu dựa trên các trình tự bảo tồn cao được lựa 
chọn này (hình 2). 

 
Bảng 1. Tổng hợp dữ liệu đã được nghiên cứu chi tiết về pectinesterase 
STT Mã số trong GENBANK Vi khuẩn Số amino acid 

1 CAA68628.1 Dickeya chrysanthemi 361 
2 P0C1A9.1 Erwinia chrysanthemi strain 3937 366 

3 PDB: 3UW0_A Yersinia enterocolitica subsp. 
enterocolitica 8081 364 

 
CAA686281    MLKTISGTLALSLIIAASVHQAQAATTYNAVVSKSSSDGKTFKTIADAIASAPAGSTPFV 
P0C1A91      MLKTISGTLALSLIIAASVHQAQAATTYNAVVSKSSSDGKTFKTIADAIASAPAGSTPFV 
PDBxxx2      MPINLLGKTLWLGLISFAVLGTVNAAQYNAVVS-TTPQGDEFSSINAALKSAPKDDTPFI 
             *  .: *.     :*: :*  :  *: ****** ::.:*. *.:*  *: *** ..***: 
Prim.cons.   MLKTISGTLALSLIIAASVHQAQAATTYNAVVSKSSSDGKTFKTIADAIASAPAGSTPFV 
CAA686281    ILIKNGVYNERLTITRNNLLLKGESRNGAVIAAATAAGTLKSDGSKWGTAGSSTITISAK 
P0C1A91      ILIKNGVYNERLTITRNNLHLKGESRNGAVIAAATAAGTLKSDGSKWGTAGSSTITISAK 
PDBxxx2      IFLKNGVYTERLEVARSHVTLKGENRDGTVIGANTAAGMLNPQGEKWGTSGSSTVLVNAP 
             *::*****.*** ::*.:: ****.*:*:**.* **** *:.:*.****:****: :.*  
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Prim.cons.   ILIKNGVYNERLTITRNNL3LKGESRNGAVIAAATAAGTLKSDGSKWGTAGSSTITISAK 
CAA686281    DFSAQSLTIRNDFDFPANQAKSDSDSSKIKDTQAVALYVTKSGDRAYFKDVSLVGYQDTL 
P0C1A91      DFSAQSLTIRNDFDFPANQAKSDSDSSKIKDTQAVALYVTKSGDRAYFKDVSLVGYQDTL 
PDBxxx2      NFTAENLTIRNDFDFPANKKKADTDPTKLKDTQAVALLLAENSDKARFKAVKLEGYQDTL 
             :*:*:.************: *:*:*.:*:******** :::..*:* ** *.* ****** 
Prim.cons.   DFSAQSLTIRNDFDFPANQAKSDSDSSKIKDTQAVALYVTKSGDRAYFKDVSLVGYQDTL 
CAA686281    Y-VSGGRSFFSDCRISGTVDFIFGDGTALFNNCDLVSRYRADVKSGNVSGYLTAPSTNIN 
P0C1A91      Y-VSGGRSFFSDCRISGTVDFIFGDGTALFNNCDLVSRYRADVKSGNVSGYLTAPSTNIN 
PDBxxx2      YSKTGSRSYFSDCEISGHVDFIFGSGITVFDNCNIVARDRSDIEP--PYGYITAPSTLTT 
             *  :*.**:****.*** ******.* ::*:**::*:* *:*::.    **:*****  . 
Prim.cons.   YSVSGGRSFFSDCRISGTVDFIFGDGTALFNNCDLVSRYRADVKSGNVSGYLTAPSTNIN 
CAA686281    QKYGLVITNSRVIRESDSVPAKSYGLGRPWHPTTTFSDGRYADPNAIGQTVFLNTSMDNH 
P0C1A91      QKYGLVITNSRVIRESDSVPAKSYGLGRPWHPTTTFSDGRYADPNAIGQTVFLNTSMDNH 
PDBxxx2      SPYGLIFINSRLTKEP-GVPANSFALGRPWHPTTTFADGRYADPAAIGQSVFINTTMDDH 
             . ***:: ***: :*. .***:*:.***********:******* ****:**:**:**:* 
Prim.cons.   QKYGLVITNSRVIRESDSVPAKSYGLGRPWHPTTTFSDGRYADPNAIGQTVFLNTSMDNH 
CAA686281    IYGWDKMSGKDKNGNTIWFNPEDSRFFEYKSYGAGAAVSKDRRQLTDAQAAEYTQSKVLG 
P0C1A91      IYGWDKMSGKDKNGNTIWFNPEDSRFFEYKSYGAGATVSKDRRQLTDAQAAEYTQSKVLG 
PDBxxx2      IYGWDKMSGKDKQGEKIWFYPQDSRFFEANSQGPGAAINEGRRQLSAEQLKAFTLPMIFP 
             ************:*:.*** *:****** :* *.**::.:.****:  *   :* . ::  
Prim.cons.   IYGWDKMSGKDKNGNTIWFNPEDSRFFEYKSYGAGAAVSKDRRQLTDAQAAEYTQSKVLG             
CAA686281    DWTPTLP 
P0C1A91      DWTPTLP 
PDBxxx2      DWAVH-- 
             **:                                                          
Prim.cons.   DWTPTLP 

Hình 1. Kết quả so sánh sự tương đồng các trình tự amino acid của pectinesterase họ CE8 
Trình tự Prim.cons. được tô màu là trình tự sẽ được dùng làm probe. Mức độ bảo thủ của các gốc amino acid 
được đánh từ dấu “*” đến dấu “:” dấu “.” và không được đánh dấu. 
 

MLKTISGTLALSLIIAASVHQAQAATTYNAVVSKSSSDGKTFKTIADAIASAPAGSTPFVILIKNGVYNERLT
ITRNNL3LKGESRNGAVIAAATAAGTLKSDGSKWGTAGSSTITISAKDFSAQSLTIRNDFDFPANQAKSDSDS
SKIKDTQAVALYVTKSGDRAYFKDVSLVGYQDTLYSVSGGRSFFSDCRISGTVDFIFGDGTALFNNCDLVSRY
RADVKSGNVSGYLTAPSTNINQKYGLVITNSRVIRESDSVPAKSYGLGRPWHPTTTFSDGRYADPNAIGQTVF
LNTSMDNHIYGWDKMSGKDKNGNTIWFNPEDSRFFEYKSYGAGAAVSKDRRQLTDAQAAEYTQSKVLGDWTPT
LP…………………………………………………………………………. 

Hình 2. Trình tự probe cho pectinesterase thuộc họ CE8 
 
Xác định giá trị ngưỡng cho việc sử dụng 
probe trong khai thác gen 

Để xác định giá trị ngưỡng phát hiện cho 
việc sử dụng probe trong khai thác gen, chúng 
tôi đã so sánh sự tương đồng giữa probe với 
từng trình tự được sử dụng để xây dựng nên 
chúng. Kết quả cho thấy, để khai thác triệt để  
các trình tự mã hóa cho pectinesterase có điểm 

số tương đồng tối đa phải đạt là 418, độ bao phủ 
và độ tương đồng tối thiểu lần lượt là 98% và 
57% (bảng 2). Vì vậy, khi sử dụng probe để 
khai thác gen mã hóa pectinesterase từ dữ liệu 
metagenome DNA của vi sinh vật trong dạ cỏ 
của dê, các trình tự có điểm tối đa cao hơn các 
chỉ số được xác định ở trên sẽ được ưu tiên lựa 
chọn. 

 

Bảng 2. So sánh giá trị tương đồng giữa probe với các trình tự thuộc CE8 

Trình tự Điểm tối đa Tổng điểm Độ bao phủ 
(%) Giá trị E Độ tương đồng 

(%) 
CAA68628.1 733 733 100 0 99 

P0C1A9.1 732 732 100 0 99 
PDB: 3UW0_A 418 418 98 3.00E-149 57 
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Khai thác trình tự mã hóa cho pectinesterase 
bằng probe từ dữ liệu DNA metagenome 

Dựa trên dữ liệu KEGG, công ty BGI đã 
chú giải 80 trình tự có hoạt tính pectinesterase 
và cả 80 trình tự này từ dữ liệu DNA 
metagenome của vi khuẩn trong dạ cỏ của dê 
đều được nhận biết bằng probe đã thiết kế. Tuy 
nhiên, không có trình tự nào có tổng điểm  

tối thiểu là 418, độ bao phủ và độ tương đồng 
tối thiểu lần lượt trên 98% và 57%. Hơn nữa, 
việc tìm kiếm enzyme cần dựa thêm vào chỉ số 
alkaline để đánh giá mức độ chịu kiềm. Chúng 
tôi khảo sát giá trị alkaline và nhận thấy có 4 
trình tự phù hợp, có chỉ số alkaline cao nhất 
được ưu tiên lựa chọn (bảng 3). 

 
Bảng 3. Khảo sát giá trị alkaline của các trình tự phù hợp về so sánh độ bao phủ 

Mã trình tự Nhiệt độ (oC) pH 
Enzyme axit  Enzyme kiềm 

44111 > 65 0,021 0,979 
43901 55-65 0,030 0,970 
44403 < 55 0,033 0,967 
46301 55-65 0,059 0,941 

 
Khảo sát cấu trúc của các trình tự 
pectinesterase được khai thác bằng probe 

Để chắc chắn hơn, chúng tôi tiến hành khảo 
sát cấu trúc không gian của enzyme mã hóa bởi 
gen của 4 trình tự có chỉ số alkaline cao nêu 
trên. Vì các trình tự khai thác đều có độ tương 
đồng thấp với gen trên ngân hàng gen dựa trên 
BLASTP nên chúng tôi đã sử dụng phần mềm 
Phyre2 để ước đoán cấu trúc không gian. Kết 

quả cho thấy chỉ có 3 trình tự là 44111, 44403 
và 46301 xuất hiện phối tử trong cấu trúc không 
gian (hình 3). Trong đó, trình tự 46301 có độ tin 
cậy (100%), độ bao phủ (90%) cao nhất trong 3 
trình tự được lựa chọn và có phối tử CA, ZN 
liên quan đến hoạt tính sinh học với 
pectinesterase của khuôn 1gq8a_ theo ước đoán 
của Phyre2. 

 

 
Hình 3. Cấu trúc bậc ba của các pectinesterase dựa trên khuôn (template) 1gq8a_ 

 
Biểu hiện gen plasmid tái tổ hợp pET22-
gpecs1 trong E. coli Rosetta 1 

Gen lựa chọn sau đó được tổng hợp nhân 
tạo, đưa vào vector biểu hiện; tuy nhiên protein 
được biểu hiện trong E. coli nằm hoàn toàn ở 
pha tủa. Để cải thiện tính tan của protein ngoài 

các phương pháp tối ưu điều kiện biểu hiện như 
nhiệt độ, môi trường nuôi cấy và nồng độ chất 
cảm ứng IPTG, việc biểu hiện protein kèm với 
một chaperone làm tăng lượng protein biểu hiện 
đúng cấu trúc trong bộ máy vi khuẩn (Martínez 
et al., 2010) như DnaK và GroESL giúp ngăn 
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cản sự hình thành protein dạng không tan và 
giúp protein cuộn xoắn đúng cấu trúc.  

Trong thí nghiệm này, chúng tôi tiến hành 
biểu hiện kèm plasmid tái tổ hợp pET22-gpecs1 
cùng với plasmid chaperone pG-KJE8 (chứa 
protein GroEL và GroES, DnaK và DnaJ) trong 
chủng tế bào E. coli Rosetta 1. Kết quả cho 
thấy, protein chaperone GroEL, DnaK, DnaJ và 
protein Gpecs1 đều được biểu hiện ở mức cao, 
đúng kích thước lần lượt khoảng 70 kDa, 60 
kDa và 40 kDa, cùng với protein Gpecs1 có 
kích thước khoảng 37 kDa. Như vậy, protein 
Gpecs1 được biểu hiện kèm với chaperone đã 
làm tăng tính tan của protein Gpecs1 lên đáng 
kể, đạt khoảng trên 50% lượng enzyme được 
tổng hợp (hình 4). 

 

 
Hình 4. Protein Gpecs1 biểu hiện kèm chaperone 
pG-KJE8 trong chủng E.coli Rosetta 1  
M: protein chuẩn (Fermentas); ĐC: protein không 
biểu hiện kèm chaperone; gpecs1-Chaperone: protein 
Gpecs1 biểu hiện kèm chaperone pG-KJE8; TS: 
protein tổng số; S: protein pha tan; P: protein pha 
không tan. 
 
Kiểm tra sơ bộ hoạt tính của pectinesterase  

Sau khi biểu hiện thành công protein 
Gpecs1 ở dạng tan, chúng tôi tiến hành kiểm tra 
hoạt tính của enzyme bằng chất chỉ thị pH 
bromothymol blue. Kết quả thử hoạt tính cho 
thấy mẫu pectinesterase ở dạng tan sẽ chuyển 
sang màu vàng đặc trưng của dung dịch chứa 

pectinic axit khi ủ với bromothylmol blue ở 
37oC trong 4 giờ. Trong khi mẫu đối chứng 1 
(ĐC1) có cùng thành phần nhưng thay enzyme 
bằng nước deion, không xuất hiện màu vàng mà 
vẫn giữ nguyên màu đặc trưng của dung dịch có 
pH hơi kiềm. Mẫu đối chứng 2 (ĐC2) trong 
cùng điều kiện nhưng enzyme được bổ sung sau 
quá trình ủ, xuất hiện màu vàng xanh; điều đó 
chứng tỏ trong điều kiện nhiệt độ 37oC và được 
ủ sau 4 giờ để phản ứng xảy ra, lượng axit sinh 
ra cao hơn nhiều so với mẫu ĐC2 không được 
ủ. Như vậy, chúng tôi kết luận pectinesterase 
được biểu hiện trong E. coli tái tổ hợp có hoạt 
tính sinh học. 
 

Bromothymol Blue pH Color Scale

ĐC1 PE ĐC2  
Hình 5. Kết quả kiểm tra sơ bộ hoạt tính của 
pectinesterase (PE) và thang màu chỉ thị pH 
bromthymol blue 
ĐC1: mẫu đối chứng âm không chứa enzyme PE; 
PE: mẫu chứa enzyme PE; ĐC2: mẫu chứa enzyme 
PE bổ sung sau khi ủ. 
 
KẾT LUẬN 

Trong công trình nghiên cứu này, chúng tôi 
đã xây dựng probe để lựa chọn được một gen 
mã hóa cho pectinesterase từ dữ liệu giải trình 
tự metagenome của vi sinh vật trong dạ cỏ của 
dê. Trình tự này đã được kiểm chứng lại về cấu 
trúc không gian bằng phần mềm Phyre2. Dựa 
trên kết quả khai thác, gen được lựa chọn đã 
được tổng hợp và biểu hiện đồng thời với 
chaperone pG-KJE8 trong E. coli để tăng khả 
năng tan của protein biểu hiện. Kết quả biểu 
hiện thành công khi thu được protein Gpecs1 ở 
dạng tan và có hoạt tính sinh học. 
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SUMMARY 
 

This article introduces the steps of constructing and using probe to exploit the gene encoding 
pectinesterase from metagenome DNA sequencing data by next generation gene sequencing tools. Probe was 
used to exploit and select the gene encoding for pectinesterase from the metagenome DNA sequences of 
bacteria in goat rumen and thereby select a sequence to express in E. coli. According to the CAZy 
classification system, pectinesterase belongs to the family of carbohydrates esterases CE8 is an enzyme that 
has many applications in the food processing industry, environmental treatment, animal feed processing and 
medicine. As the results, 3 sequences of CE8 was retrieved from CAZy database and one probe was designed, 
this probe length was 367 amino acids contained all the conserved amino acid residues: 200 conserved 
residues in all sequence, 72 residues similar in almost sequences and residues conserved in many sequences 
and homologus; choosed highest alkalinity index. Using the probe designed, we filtered four coding 
sequences for pectinesterase from metagenome DNA sequencing data of bacteria in goat rumen. Spatial 
structure estimation with Phyre2 has only one sequencing (code 46301) with 100% sequence identity and 
90% query coverage with pectinesterase. A artificial gene were synthesized and inserted into the vector 
pET22b (+) at the NcoI, XhoI to co-express with chaperone pG-KJE8 in E. coli. The recombinant 
pectinesterase enzyme is expressed in soluble form and has a pectin substrate biodegradation activity. The 
results demonstrate that using probe for gene extraction is feasible. 
 
Keywords: Chaperone pG-KJE8, E. coli, gpecs1, pectinesterase, probe. 
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