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ĐẶT VẤN ĐỀ 

Neocarzinostatin (NCS), là kháng sinh thuộc nhóm kháng sinh tự nhiên 

enediyne và được tách chiết từ chủng xạ khuẩn Streptomyces carzinostaticus 

ATCC15944 [28], NCS là kháng sinh được nghiên cứu nhiều nhất trong nhóm 

kháng sinh enediyne.  

NCS-chromophore là một phần cấu tạo nên NCS có khả năng ức chế sự 

tổng hợp DNA dẫn đến sự giáng hoá DNA trong tế bào [29], vì vậy NCS 

được ứng dụng trong điều trị một số bệnh ung thư do khả năng chống lại sự 

nhân lên ác tính của các tế bào non. 

Cấu trúc hoá học của NCS-chromophore rất dễ bị thay đổi dưới tác nhân 

nhiệt độ cao, tia cực tím và đặc biệt là pH cao. Kháng sinh enediyne thuộc 

nhóm kháng sinh có hoạt tính sinh học mạnh nhất và nổi bật nhất đối với tế 

bào ung thư. Tuy nhiên, đối lập với hoạt tính chống ung thư nổi bật, các sản 

phẩm enediyne tự nhiên ít được sử dụng trên lâm sàng vì độc tính muộn của 

chúng[3] ,[47],[50],[53].  

Một trong những phương pháp làm giảm tác dụng phụ của NCS là sử 

dụng kỹ thuật protein trong việc thay đổi mô hình vị trí gắn của chromophore 

để tạo ra thuốc khác (sản phẩm đồng đẳng của enediyne) cũng có hoạt tính 

sinh học tương tự enediyne nhưng ít các tác dụng phụ hơn[11], [13], [35]. 

Những sản phẩm đồng đẳng của enediyne nói chung hay những đồng đẳng 

của NCS nói riêng phần nào đã làm giảm được độc lực của chúng. Việc tạo ra 

được các sản phẩm như vậy rất cần thiết cho lâm sàng và nó cũng là xu hướng 

nghiên cứu trong lĩnh vực enediyne [35],[47]. 

Một số nghiên cứu trước đây cho thấy sau khi loại bỏ cytochrome P450 

có khả năng tạo ra các chất đồng phân mới hoặc làm tăng sản lượng các chất 

[13],[16],[34],[41],[43]. Bản đồ gen của chủng S.carzinostatius ATCC15944 

đã được công bố với tổng chiều dài gần 130 kb [36], trong đó chức năng sinh 

học của các gen tham gia vào quá trình sinh tổng hợp kháng sinh NCS ngày 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Zhen%20YS%22%5BAuthor%5D


 

 

 

càng được nghiên cứu làm sáng tỏ [49], [36], [12], [37], [24]. Trong hệ gen 

của chủng S.carzinostatius ATCC15944, ncsB3 là gen được chứng minh là 

cytochrome P-450 hydroxylase, tham gia vào quá trình sinh tổng hợp gốc 

naphthoic acid của NCS [24]. 

Với xu hướng nghiên cứu tạo sản phẩm mới làm giảm tác dụng phụ trên 

lâm sang của NCS, chúng tôi tiến hành đề tài “Thiết kế tái tổ hợp bằng 

phương pháp gây đột biến mất gene ncsB3 từ chủng Streptomyces 

carzinostaticus ATCC15944 và kiểm tra hoạt tính sinh học của chủng đột 

biến” với 2 mục tiêu sau: 

1. Thiết kế tái tổ hợp bằng phương pháp gây đột biến mất gen ncsB3 

từ chủng gốc S.carzinostaticus ATCC15944.  

2. Kiểm tra hoạt tính sinh học của tái tổ hợp đột biến. 

 



 

 

 

Chương 1 

TỔNG QUAN TÀI LIỆU NGHIÊN CỨU 

1.1. Tổng quan về xạ khuẩn  

1.1.1. Đặc điểm chung của xạ khuẩn 

Xạ khuẩn (Actinomycetales) là nhóm vi sinh vật đơn bào hay vi khuẩn 

thật. Tên xạ khuẩn–actinomycete- bắt nguồn từ tiếng Hy Lạp “actys” (tia) và 

“mykes” (nấm) và ban đầu xạ khuẩn được coi là nấm nhỏ vì chúng sinh 

trưởng giống với nấm. Phần lớn xạ khuẩn là các tế bào Gram (+), hoại sinh, 

có cấu tạo sợi phân nhánh.  Mạng lưới phân nhánh của thể sợi thường phát 

triển ở cả bề mặt cơ chất rắn (tạo thành hệ sợi khí sinh) lẫn bên trong tạo 

thành hệ sợi cơ chất [6]. Đa số xạ khuẩn sinh bào tử, bào tử rất khác nhau về 

hình dạng và kích thước. Đây là một trong những đặc điểm để phân loại. 

Xạ khuẩn phân bố rộng rãi trong tự nhiên: trong đất, trong nước ao hồ, 

nước biển, một phần trong bùn, lớp trầm tích và trong các chất hữu cơ khác. 

Xạ khuẩn được nghiên cứu một cách sâu sắc vì chúng có ý nghĩa quan trọng 

trong tự nhiên: tích cực tham gia vào các quá trình chuyển hóa nhiều hợp chất 

trong đất, trong nước, chúng có vai trò quan trọng trong chu trình tuần hoàn 

vật chất của tự nhiên. Chúng sản sinh ra nhiều sản phẩm trao đổi chất quan 

trọng khác nên đã ðýợc dùng ðể sản xuất nhiều loại enzym nhý: protease, 

amilase, cellulase, glucoizomerase, vitamin và các axit hữu cõ. Nhýng ðặc 

ðiểm quan trọng bậc nhất của xạ khuẩn là khả nãng sinh chất kháng sinh, 

trong ðó 60-70% xạ khuẩn phân lập ðýợc từ ðất có khả nãng này [1].  

Trong số khoảng 8000 chất kháng sinh hiện đã được biết đến trên thế 

giới thì trên 80% là do xạ khuẩn [2]. Đây là kết quả của quá trình đối kháng 

giữa các vi sinh vật và thúc đẩy quá trình tiến hóa của xạ khuẩn. 

Nhìn chung, nhiệt độ ôn hòa 25-30°C và pH trung tính là các điều kiện 

tối ưu cho xạ khuẩn phát triển. Mặc dầu vậy, nhiều loài đã được phân lập ở 

các môi trường khắc nghiệt ví dụ như Arthrobacter ardleyensis ưa lạnh được 



 

 

 

phân lập từ trầm tích hồ ở Nam cực có thể sống ở nhiệt độ 0°C [9] và 

Nocardiopsis alkaliphila được phân lập từ đất sa mạc ở Ai Cập có thể sống ở 

pH 9.5-10 [26]. 

Xạ  khuẩn  thường  được  chia  thành  hai  loại:  Streptomyces  và  không  

phải Streptomyces (non-Streptomyces). Chi xạ khuẩn được biết nhiều nhất là 

Streptomyces, với khoảng 500 loài. Streptomyces đặc biệt nhiều trong đất 

nơi chúng phân hủy hoại sinh rất nhiều các chất hữu cơ bằng các enzyme 

ngoại bào. Một phần rất lớn các chất kháng sinh được sử dụng hiệu quả 

trong điều trị có nguồn gốc từ các loài Streptomyces trong đó được biết đến 

nhiều nhất là streptomycin, erythromycin và tetracycline. 

1.1.2. Sự hình thành chất kháng sinh từ xạ khuẩn 

Chất kháng sinh là sản phẩm trao đổi chất bậc hai, thông thường được 

hình thành ở cuối pha sinh trưởng, trong pha cân bằng. Ở xạ khuẩn, sinh tổng 

hợp chất kháng sinh có quan hệ nghịch với sự hình thành bào tử, đó là điểm 

cần lưu ý trong khi nghiên cứu sinh tổng hợp chất kháng sinh từ xạ khuẩn. 

Trong số 8000 chất kháng sinh đã biết đến trên thế giới thì hơn 45% là 

do xạ khuẩn thuộc chi Streptomyces sinh ra, chỉ hơn 21% là của nấm [2]. Chi 

Streptomyces  là chi được nghiên cứu nhiều nhất trong nhóm xạ khuẩn, với 

500 loài đã được miêu tả, chi này có nhiều loài có khả năng sinh chất kháng 

sinh, một trong những loại kháng sinh rất quan trọng là streptomycin do 

Streptomyces griseus sinh ra. Khả năng sinh kháng sinh là kết quả của quá 

trình đối kháng giữa các vi sinh vật và thúc đẩy quá trình tiến hóa của xạ 

khuẩn. 

Đối với sinh tổng hợp chất kháng sinh từ xạ khuẩn, người ta thường mô 

tả hai pha: pha sinh trưởng (trophophase) - khuẩn ty sơ cấp phát triển nhanh; 

pha sinh tổng hợp (idiophase) - sinh trưởng chậm đôi khi xuất hiện quá trình 

tự tan của khuẩn ty và sinh tổng hợp chất kháng sinh mạnh. 

Các hợp chất kháng sinh khác nhau của xạ khuẩn đã được nghiên cứu 



 

 

 

đặc điểm gồm aminoglycoside, anthracyclin, glycopeptide, β-lactam, 

macrolides, nucleoside, peptide, polyene, polyeste, polyketide, actinomycin 

và tetracycline [20]. Các hợp chất này đã được sử dụng thành công làm thuốc 

diệt cỏ, thuốc chống ung thư, thuốc, các chất điều hòa miễn dịch và các chất 

chống ký sinh trùng [22]. 

Ở sinh vật bậc cao mỗi tế bào có chức năng nhất định được thực hiện 

trong mối liên hệ với các tế bào khác. Đôi khi, tế bào mất liên hệ với các tế bào 

xung quanh và phân chia một cách không ngừng để tạo thành cấu trúc gọi là 

khối u hay ung thư. Ung thư được điều trị bằng một trong ba liệu pháp hoặc kết 

hợp các liệu pháp gồm phẫu thuật để loại bỏ khối u, chiếu xạ để phá hủy chọn 

lọc các tế bào ung thư hoặc hóa trị liệu (dùng hóa chất). Nhiều chất hóa học 

dùng trong hóa trị liệu ung thư là các sản phẩm thứ cấp do vi sinh vật sinh ra 

do đó được gọi là kháng sinh chống/kháng khối u [8], [27], [42]. 

Một số nhóm kháng sinh đã được dùng trong điều trị ung thư có thể kể đến 

là anthracycline, actinomycin và bleomycin. Anthracycline được sử dụng 

rộng rãi trong điều trị ung thư như ung thư máu, ung thư bạch huyết, ung thư 

tiền liệt tuyến, ung thư vú, ung thư bàng quang [19]. Một số chủng được cho 

là anthracycline là Streptomyces coeruleorubidus hoặc Streptomyces 

peucetius. Nhóm kháng sinh này cho đến nay được ghi nhận gồm 

daunorubicin (DNR), doxorubicin, epirubicin và idarumycin (IDA) (Hình 

1.1). Daunorubicin và adriamycin gắn vào các cặp base do đó kìm hãm tổng 

hợp RNA và DNA. Mithramycin và chromomycin A3 kìm hãm tổng hợp 

RNA phụ thuộc DNA, Bleomycin tương tác và làm đứt gãy DNA [42], [8]. 



 

 

 

 

Hình 1.1. Cấu trúc hóa học của daunorumycin (DNR) và idarumycin (IDA) 

 

1.1.3. Kháng sinh enediyne  

Rất nhiều sinh vật có khả năng sản xuất tự nhiên các hợp chất enediyne. 

Các kháng sinh enediyne tự nhiên là các sản phẩm trao đổi chất bậc hai được 

sinh ra chủ yếu bởi đất và vi sinh vật biển. Thực tế các enediyne là một trong 

những chất có khả năng kháng ung thư mạnh nhất được nghiên cứu. Các nhà 

nghiên cứu tập trung vào việc nghiên cứu hoạt tính của enediyne trong các 

lĩnh vực hóa học, sinh học, y học bởi cấu trúc phân tử đặc biệt của nó, hoạt 

tính sinh học và phương thức hoạt động mới lạ của nó [50]. 

1.1.3.1. Phân loại các enediyne 

Dựa vào sự hiện diện của nhân bicyclo[7.3.0] - dodecadienediyne hoặc 

bicyclo [7.3.1]- tridecadiynene, các chromophore enediyne tự nhiên được chia 

ra thành 2 nhóm: nhóm có 9 phân tử cacbon và  nhóm có 10 phân tử cacbon. 

Nhóm có 9 phân tử cacbon hiện tại bao gồm neocarzinostatin, kedarcidin, C- 

1027, maduropeptin (Hình 1.2). Nhóm có 10 phân tử cacbon đại diện như 

calicheamicin, esperramicin A1. 



 

 

 

 

 

Hình 1.2. Đại diện enediyne nhóm 9 phân tử C và nhóm 10 phân tử C 

 

Nhóm 10 C 

Nhóm 9 C 



 

 

 

1.1.3.2. Vai trò sinh học của enediyne 

Các enediyne nhận được sự quan tâm chú ý đặc biệt trong vòng hai thập 

kỷ gần đây không chỉ bởi cấu trúc đặc biệt mà còn bởi hoạt tính kháng sinh 

chống ung thư đáng chú ý của chúng [50], [48]. Thực tế các enediyne  là một 

trong những chất có khả năng kháng ung thư mạnh nhất được nghiên cứu. Ví 

dụ, calicheamicin và shishijimicin A có hoạt tính chống ung thư mạnh gấp 

4000 và 13000 lần so với thuốc chống ung thư adriamycin đang được sử dụng 

rộng rãi hiện nay. Các nghiên cứu cho thấy enediyne xen vào cấu trúc DNA 

của tế bào ung thư và phá hủy chúng [48]. 

Mặc dù hoạt tính chống ung thư của nhóm kháng sinh enediyne rất nổi 

bật, nhưng ứng dụng của chúng trên lâm sàng còn hạn chế do độc tính muộn 

của các sản phẩm enediyne [50], [53], [3]. Để vượt qua những khó khăn này, 

một số các enediyne biến đổi đã được chuẩn bị cho mục đích lâm sàng và hứa 

hẹn có những triển vọng tốt đẹp. Gregory và đồng nghiệp đã biến đổi 

esperamicin bằng chemotype enediyne , tất cả 3 đồng phân tổng hợp của 

esperamicin được chỉ ra rằng có ít độc tính hơn esperamicin A1 tự nhiên trên 

cả thử nghiệm in vivo và in vitro [21]. Những mẫu phức hợp polymer của 

neocarzinostatin được phát triển vào năm 1994 để điều trị ung thư tế bào gan 

ở Nhật Bản dưới cái tên zinostatin stimaler (SMANCS) [38].  

1.2. Neocarzinostatin 

1.2.1. Cấu tạo hóa học của neocarzinostatin  

Neocarzinostatin (NCS) là kháng sinh thuộc nhóm kháng sinh tự nhiên 

enediyne. NCS là một trong những kháng sinh được nghiên cứu nhiều nhất 

trong nhóm kháng sinh enediyne, chúng được tách chiết từ xạ khuẩn S. 

carzinostaticus ATCC15944. Kháng sinh này đã được xác định có khả năng 

ức chế tổng hợp DNA và làm giảm chất lượng của DNA trong tế bào [17]. 

NCS có cấu tạo gồm 2 phần: protein (NCS-apoprotein) và phần non-

protein (NCS-chromophore) theo tỉ lệ 1:1 [15]. (Hình 1.3). 



 

 

 

Các nghiên cứu cho thấy hoạt tính sinh học của NCS không phụ thuộc 

vào phần protein (apoprotein), mà nó phụ thuộc vào phần NCS - chromophore 

[44], [30].  

 

Hình 1.3. Cấu tạo của neocarzinostatin: (A) NCS-apoprotein; (B) NCS-chromophore 

 

1.2.1.1. NCS- chromophore  

Phần có hoạt tính sinh học trong NCS là NCS-chromophore (Hình 1.3B) 

nhưng cấu trúc hoá học của nó rất dễ bị thay đổi nếu không có phần bảo vệ 

của NCS-apoprotein (Hình 1.3A). NCS-chromophore có khả năng ức chế sự 

tổng hợp DNA dẫn đến sự giáng hoá DNA trong tế bào. Cấu tạo hoá học của 

NCS-chromophore được chia làm 3 phần: Gốc enediyne, gốc đường và gốc 

naphthoic acid.   

Napthoic acid trong NCS là vị trí để NCS-apoprotein gắn vào, đây là 

phần lơi hết sức quan trọng đă được các nghiên cứu chứng minh con đường 

sinh tổng hợp tạo ra NCS napthoic acid [49], [36], [24]. 



 

 

 

NCS- chromophore đóng vai trò quan trọng trong hoạt tính và độc tính 

tự nhiên của phức hợp. Công thức cấu tạo của NCS-chromophore có những 

liên kết kép nên có đặc tính không bền vững dưới tác động của nhiệt độ cao, 

tia cực tím và đặc biệt là pH cao. Nó có xu hướng nhận thêm hydro để tạo 

thành liên kết đơn. 
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Hình 1.4. (A) Các gen của chủng S.carzinostaticus ATCC15944 tham gia sinh tổng 

hợp gốc naphthoic acid; (B) Con đường sinh tổng hợp gốc naphthoic acid trong NCS 

(ncsB: naphthoic acid synthase; ncsB1: O-methyltransferase; ncsB2: CoA ligase; 

ncsB3: P-450 hydroxylase). 

1.2.1.2. NCS-apoprotein  

NCS-apoprotein hay apoNCS (Hình 1.3A) là một protein có độ dài 

11kDa gồm 113 aa [28]. Trong một nghiên cứu in vitro chứng minh rằng 

apoNCS có thể được thiết kế thành một phương tiện vận chuyển cho các loại 

thuốc mà không liên quan đến phần NCS-chromophore [10]. 



 

 

 

Để nghiên cứu độ bền kết cấu của apoNCS với một số chất làm biến 

tính, Christopher và cộng sự đã nghiên cứu độ bền kết cấu của apoNCS với 

một số chất làm biến tính bởi lưỡng sắc tròn và quang phổ cộng hưởng từ [10] 

. Kết quả kiểm tra cho thấy apoNCS là một protein ổn định và với cấu trúc bất 

thường của apoNCS chống lại tác nhân làm biến tính hóa học cho thấy tiềm năng 

của apoNCS như là một chất vận chuyển trong hệ thống phân phối thuốc [10]. 

NCS-apoprotein được nghiên cứu có tác dụng làm ổn định và vận 

chuyển hoạt tính sinh học của chromophore. Apoprotein đóng vai trò quan 

trọng trong hoạt tính của thuốc bằng việc bảo vệ những chromophore không 

ổn định và giải phóng chromophore tới đích DNA [51],[52].  

Bằng việc tăng biểu lộ gen apoprotein ở 2 kháng sinh enediyne 

neocarzinostatin và kedarcidin đã cho thấy xạ khuẩn kéo dài được thời gian 

sống hơn và sản lượng kháng sinh tăng lên so với lượng kháng sinh thu được 

từ chủng gốc [23]. 

Mặc dù có rất nhiều nghiên cứu về vai trò của apoprotein, tuy nhiên vai 

trò chính xác của nó vẫn cần tiếp tục nghiên cứu và tìm hiểu thêm. 

1.2.2. Các hướng nghiên cứu về sinh tổng hợp NCS 

Một trong những thành tựu của y học hiện đại là phát triển các chất 

kháng sinh và các chất kháng vi sinh vật khác. Tuy nhiên, rõ ràng là các vi 

sinh vật đã và đang phát triển tính kháng với các kháng sinh hiện có bằng các 

đột biến mới hoặc thay đổi thông tin di truyền [5]. Cần phải có các kháng 

sinh mới có tác dụng hiệu quả lên các vi khuẩn kháng thuốc, đặc biệt là 

các hợp chất chống khối u và ký sinh trùng. Tuy nhiên việc tìm kiếm các 

kháng sinh chống ung thư khó hơn nhiều so với các chất kháng khuẩn hay 

kháng nấm về mặt phương pháp và biểu hiện [42].  

Bằng thử nghiệm dùng chất đồng vị đã chỉ ra rằng gốc naphthoic acid 

có nguồn gốc từ 1 chuỗi polyketide có 6 đơn vị acetate [25]. Dựa vào bản 

đồ gen của neocarzinostatin, Liu và CS đã chỉ ra rằng con đường sinh tổng 



 

 

 

hợp cho gốc naphthoic acid có liên quan đến 4 gen khác nhau (Hình 1.4): 

ncsB (naphthoic acid synthase), ncsB1 (O-methyltransferase), ncsB2 (CoA 

ligase), ncsB3 (cytochrome P450) [36]. Sthapit và CS khi clon ncsB và biểu 

lộ trên cả 2 chủng giống S. lividans TK24 and S. coelicolor YU105 thu được 

sản phẩm 2-hydroxy-5-methyl-1-naphthoic acid [49]. Mặc dù ncsB1 cho thấy 

là enzyme gây methyl hóa trong gốc naphthoic acid (2) [37], tuy nhiên chức 

năng hydroxyl hóa của ncsB3 tại vị trí carbon C-7 trong gốc naphthoic acid 

vẫn chưa được rõ ràng. Với việc chứng minh chức năng của ncsB3 (in vivo) 

Do đó việc chứng minh con đường sinh tổng hợp của gốc naphthoic acid sẽ là 

cơ hội để tạo ra các sản phẩm mới tương đồng với NCS mà sản phẩm này lại 

ít độc tính hơn, bền vững hơn. 

Bên cạnh tác dụng ưu việt của NCS đối với các tế bào ung thư nhưng do 

tác dụng phụ của nó nên xu hướng tạo ra các chất tương đồng với NCS nhưng 

làm giảm tổn thương của thuốc lên tế bào đích đã và đang được các nhà khoa 

học nghiên cứu áp dụng. Điều này đã được hiện thực hóa bằng cả phương 

pháp thay đổi cấu trúc hóa học protein của NCS [4] hay thay đổi liên kết đồng 

hóa trị đối với kháng thể đơn dòng mà từ đó nó có thể nhận ra glycoprotein 

trên bề mặt của tế bào ung thư đại tràng ở người [33].  

Hoạt tính sinh học của NCS hay các enediyne khác phụ thuộc rất nhiều 

vào phần chromophore. Sáng kiến tạo ra các sản phẩm dược có cấu trúc tương 

tự như các enediyne tự nhiên bằng phương pháp thay đổi phần chromophore 

trong quá trình chuyển hóa được các nhà khoa học quan tâm rất nhiều và đã 

đạt được những thành công nhất định như khi gây đột biến mất gen 

halogenase (sgcC3), monooxygenase (sgcC) và methyltransferase (sgcD4) 

của chủng S. globisporus đã tạo ra sản phẩm tương ứng như deschloro-C-

1027, deshydroxyl-C-1027 và  desmethyl-C-1027 [31]. Các sản phẩm này đều 

có khả năng làm bẻ gẫy các cầu nối giữa 2 chuỗi DNA giống như sản phẩm 

gốc C-1027 tuy nhiên chúng lại không có khả năng bẻ gẫy chuỗi xoắn kép 



 

 

 

DNA như sản phẩm gốc C-1027. Điều đáng quan tâm là từ sự thay đổi nhỏ 

trong cấu tạo của C-1027 dường như đã có thể dẫn đến cơ chế tổn thương 

DNA khác đi và điều này gợi ý phương thức đáp ứng khác của tế bào [7]. 

1.3. Kỹ thuật sinh học phân tử áp dụng trong thiết kế vector chuyển gen 

 1.3.1. Kỹ thuật khuếch đại gen (PCR: Polymerase Chain Reaction) 

1.3.1.1. Kỹ thuật PCR từ DNA khuôn mẫu  

Phương pháp PCR được Kary Mullis và cộng sự công bố tháng 10 năm 

1985, tạo ra bước nhảy vọt của sinh học phân tử và kỹ thuật gen. Phương 

pháp này cho phép khuếch đại, tạo ra lượng lớn các bản sao của một đoạn 

DNA dưới tác dụng của enzym DNA polymerase.. 

Thành phần tham gia vào phản ứng PCR gồm có: một đoạn DNA khuôn, 

mồi (primer), các nucleotit tự do (dNTP), enzym DNA polymerase, Mg2+. Mồi 

(primer) là các đoạn oligonucleoit ngắn khoảng 14-35 nucleotit có khả năng bắt 

cặp bổ sung với một đầu của mạch khuôn (tạo nhóm 3’ OH tự do, cần thiết cho 

phản ứng polyme hóa). Mồi trong phản ứng PCR gồm 1 mồi xuôi F (forward) 

và một mồi ngược R (revert), đoạn DNA được nhân lên là đoạn được giới hạn 

bởi cặp mồi này. Phản ứng  PCR dựa trên cơ sở tính chất biến tính, hồi tính của 

DNA và nguyên lý tổng hợp DNA. Nó là một chuỗi các phản ứng liên tục, gồm 

nhiều chu kỳ kế tiếp nhau, mỗi chu kỳ gồm ba giai đoạn: 

- Giai đoạn biến tính: ở nhiệt độ cao 90-95°C, các liên kết hydro của 

DNA bị phá vỡ, DNA chuyển từ dạng sợi kép thành sợi đơn. Người ta căn cứ 

vào đặn điểm của DNA khuôn để xác định nhiệt độ biến tính phù hợp. Giai 

đoạn này thường kéo dài 1 đến 2 phút. 

- Giai đoạn gắn mồi: các mồi bắt cặp với mạch đơn DNA khuôn ở các 

đầu 3’ theo nguyên lý Chargaff, giai đoạn này diễn ra ở khoảng nhiệt độ từ 

40-70°C. Thời gian gắn mồi thường kéo dài từ 30 giây đến 1 phút. 

- Giai đoạn tổng hợp: enzym DNA polymerase xúc tác hoạt động tổng 

hợp gắn thêm các nucleotit vào cuối đoạn mồi, các mồi được kéo dài trên cơ 



 

 

 

sở bắt cặp với mạch khuôn theo nguyên lý Chargaff tạo nên các mạch đơn 

DNA mới, đây còn được gọi là giai đoạn polymer hóa. Giai đoạn này có thể 

kéo dài từ 30 giây đến vài phút, tùy thuộc vào kích thước đoạn DNA cần tổng 

hợp. Nhiệt độ thường sử dụng cho giai đoạn tổng hợp là 72°C. 

Một phản ứng PCR gồm nhiều chu kỳ liên tục, sản phẩm được tạo ra ở 

chu kỳ trước lại làm khuôn cho chu kỳ tiếp theo nên số lượng bản sao tạo 

thành tăng theo cấp số nhân. Với N sợi khuôn ban đầu sau n chu kỳ sẽ có N x 

2n sợi DNA được nhân lên. Một phản ứng PCR thường được thực hiện từ 20-

40 chu kỳ. 

1.3.1.2. Kỹ thuật PCR trực tiếp từ khuẩn lạc 

Hiện nay, có rất nhiều phương pháp để xác định tế bào vi khuẩn có mang 

gen mong muốn như phương pháp colony-PCR, cắt plasmid bằng các enzyme 

giới hạn hoặc PCR từ plasmid. Trong đó phương pháp PCR trực tiếp từ khuẩn 

lạc cho phép phát hiện nhanh khuẩn lạc mang plasmid tái tổ hợp mong muốn. 

Phương pháp này có ưu điểm là nhanh, ít tốn kém và đơn giản. Hiện nay, kỹ 

thuật này được ứng dụng rất rộng rãi trong nghiên cứu sinh học phân tử. 

Nguyên tắc của kỹ thuật colony-PCR dựa trên nguyên tắc kỹ thuật PCR, 

chỉ khác ở khâu lấy mẫu DNA được thay bằng DNA plasmid giải phóng từ 

khuẩn lạc. Tại nhiệt độ cao (94 - 95oC), màng tế bào vi khuẩn bị phá vỡ, giải 

phóng plasmid tái tổ hợp. Plasmid tái tổ hợp này sẽ làm khuôn cho phản ứng 

PCR nhân gen bằng cặp mồi đặc hiệu. 

1.3.2. Phương pháp giải trình tự gen 

Từ năm 1975, một số phương pháp giải trình tự gen đã được phát minh: 

- Phương pháp giải trình tự gen bằng enzyme hay phương pháp Dideoxy  

của Frederick Sanger [46]. 

- Phương pháp giải trình tự gen theo phương pháp hóa học [40]. 

Cả hai phương pháp này đã đánh dấu bước ngoặt lớn trong lịch sử phát 

triển của bộ môn sinh học hiện đại. Ngày nay, rất nhiều máy giải trình tự gen 



 

 

 

tự động đều dựa trên nguyên tắc chính của phương pháp giải trình tự gen của 

Sanger. 

Nguyên lý của phương pháp Sanger: sử dụng các dideoxynucleotide 

(ddNTP)  không có nhóm 3’-OH ở phân tử đường làm cho các dNTPs tự do 

sẽ không gắn được vào đầu C-3’ do không hình thành được liên kết 

phosphodieste. Do vậy khi DNA polymerase xúc tác cho việc kéo dài chuỗi 

polynucleotide khi gặp ngẫu nhiên các ddNTP thì quá trình tổng hợp dừng lại, 

tạo nên các đoạn polynucleotide sẽ có chiều dài khác nhau. Nếu chia làm 4 

phản ứng với việc bổ sung 1% các loại ddNTP (riêng biệt) khi chạy điện di sẽ 

được 4 giếng điện di khác nhau. Các băng DNA xác định nhờ việc gắn đồng 

vị phóng xạ vào mồi hoặc vào các dideoxy và thực hiện kỹ thuật xạ ký tự ghi. 

Khi giải trình tự hiện nay người ta thường dùng các máy tự động với 

việc đánh dấu huỳnh quang mỗi loại dideoxynucleotide bằng một fluochrome 

(chất huỳnh quang) có màu khác nhau. Như vậy các mạch DNA đơn sinh ra 

trong ống phản ứng cũng được đánh dấu huỳnh quang. Các vạch điện di của 

các mạch đơn này khi đi qua một chùm tia sáng laser sẽ phát sáng lên và tạo 

tín hiệu truyền về máy tính. Phần mềm máy tính sẽ tự động giải trình tự giữ 

liệu từ gel điện di và cho hình ảnh kết quả giải trình tự.  Do vậy có thể giải 

trình tự mẫu nghiên cứu chỉ trong 1 phản ứng (1 giếng điện di) thay vì cho 4 

phản ứng riêng biệt như phương pháp của Sanger. 

1.3.3. Kỹ thuật tách dòng (cloning) 

Kỹ thuật tách dòng là một công cụ hữu hiệu được sử dụng trong kỹ thuật 

di truyền và là bước khởi nguồn cho các kỹ thuật sau này. Mục đích của việc 

tách dòng là nhằm thu được một lượng lớn bản sao của trình tự gen quan tâm. 

Đầu tiên, DNA ngoại lai được nối vào một vector nhằm tạo ra DNA tái tổ 

hợp. Vector sử dụng là plasmid thích ứng của vi khuẩn E. coli. Sau đó vector 

tái tổ hợp được biến nạp vào tế bào chủ và tế bào chủ được nuôi trong môi 

trường thích hợp để  nhân vi khuẩn lên nhiều lần. Tế bào chủ ở đây là vi 



 

 

 

khuẩn E. coli. Cuối cùng qua các bước tách chiết DNA người ta sẽ thu được 

một lượng lớn plasmid tái tổ hợp. 

Các nhân tố như vector, tế bào chủ có thể thay đổi nhưng tiến trình tách 

dòng nói chung được tiến hành qua 4 bước: xử lý DNA cần tạo dòng, tạo 

vector tái tổ hợp, biến nạp vector tái tổ hợp vào tế bào chủ, chọn dòng. 

- Xử lý DNA cần tạo dòng: DNA cần tạo dòng được khuếch đại bằng 

PCR với cặp mồi đặc hiệu. Sản phẩm PCR sau đó được làm sạch để thu được 

phân đoạn DNA có kích thước như mong muốn, loại bỏ các mồi và các thành 

phần khác trong phản ứng PCR. Bước này nhằm tạo điều kiện cho bước chọn 

dòng được thực hiện một cách nhanh chóng và hiệu quả, tránh những plasmid 

tái tổ hợp có kích thước không mong muốn. 

- Tạo vector tái tổ hợp: Vector tái tổ hợp được tạo ra bằng cách gắn gen 

quan tâm (đoạn DNA cần tạo dòng) vào vector tách dòng. Thông thường sau 

khi chạy PCR với enzym Taq polymerase, enzym này được gắn thêm một 

nucleotit là Adenin vào đầu 3’ của đoạn gen được nhân lên. Lợi dụng tính 

chất này các nhà khoa học đã thiết kế các thế hệ vector tách dòng mang một 

nucleotit là Thymin ở đầu 5’ của  vector đã được mở vòng sẵn tại PCS 

(polycloning site - vùng nhân đôi trong điểm cắt). Hiện nay, có rất nhiều 

vector tách dòng có đặc tính này như: pCR®2.1 – TOPO, pGEM® - T easy 

Vector tách dòng và DNA cần tạo dòng được trộn chung với một tỷ lệ nhất 

định với sự xúc tác của enzym T4 ligase, DNA được gắn vào vector theo 

nguyên tắc bổ sung A- T tại vị trí mở vòng. 

- Biến nạp vector tái tổ hợp vào tế bào chủ: Trong quá trình gắn gen vào 

vector sẽ hình thành nên các vector tái tổ hợp khác nhau. Bước này nhằm mục 

đích sử dụng bộ máy của tế bào chủ để sao chép vector tái tổ hợp thành một 

lượng lớn bản sao. Tùy mục đích sử dụng, người ta sẽ chọn tế bào chủ E. coli 

hay tế bào nấm men. 



 

 

 

- Chọn dòng: Chọn lọc vi khuẩn tái tổ hợp theo hai cách thông dụng: 

chọn lọc theo phương pháp kháng sinh (kanamycin, ampicillin…) nhằm loại 

trừ các tế bào vi khuẩn không được biến nạp và các loại vi khuẩn nhiễm tạp 

khác và chọn lọc theo phản ứng với cơ chất (X - gal) nhằm loại trừ các vi 

khuẩn có mang vector nhưng không có đoạn gen được chen vào. 

1.3.4. Kỹ thuật biến nạp plasmid vào tế bào vi khuẩn 

1.3.4.1. Biến nạp plasmid vào tế bào vi khuẩn E. coli bằng phương pháp sốc 

nhiệt (Phương pháp tạo tế bào khả biến) 

*Nguyên lý: Vi khuẩn E. coli sau khi xử lý với CaCl2 sẽ làm cho màng tế bào 

trở nên khả nạp giúp cho DNA xâm nhập tế bào E. coli dễ dàng hơn. Giai 

đoạn sốc nhiệt kế tiếp (42oC trong 60 giây) để kích thích sự chuyển của phân 

tử plasmid vào trong tế bào. Môi trường dưỡng chất được thêm vào sau đó 

cho phép tế bào hồi phục và plasmid tiến hành sao mã, phiên mã và dịch mã 

tạo nên các protein tương ứng. 

Biến nạp ở vi khuẩn được mô tả lần đầu tiên bởi Frederich Grifith vào 

năm 1928 trong thí nghiệm nổi tiếng của ông về cái gọi là “nguyên lý biến 

nạp”. Sau đó những nghiên cứu về kỹ thuật biến nạp tiếp tục được phát triển 

và hoàn thiện, trong đó kỹ thuật biến nạp vào tế bào vi khuẩn với CaCl2 và 

sốc nhiệt [39]. 

Hiệu quả của việc biến nạp plasmid vào tế bào vi khuẩn phụ thuộc vào 

rất nhiều yếu tố trong đó đặc biệt quan trọng là tế bào chủ. Để việc biến nạp 

trở nên dễ dàng thì tế bào chủ phải trở nên khả biến. tế bào vi khuẩn sử dụng 

trong kỹ thuật gen với mục đích tiếp nhận và làm tế bào chủ cho plasmid nhân 

lên được gọi là tế bào khả biến. E. coli được xem là loại tế bào chủ thích ứng 

nhất hiện nay. Để tạo tế bào khả biến sử dụng cho biến nạp, người ta ngâm 

các tế bào trong dung dịch CaCl2 lạnh trong đá, khi đó các tế bào sẽ trở nên 

khả biến. 



 

 

 

Kỹ thuật biến nạp bằng sốc nhiệt được thực hiện như sau: bổ sung DNA 

plasmid vào tế bào khả biến, ủ trong đá 15-30 phút. Sau đó tạo một sốc nhiệt 

ngắn (42°C trong khoảng 30-45 giây), khi đó DNA quan tâm sẽ đi vào trong 

tế bào khả biến. Tiếp theo vi khuẩn sẽ được đặt lại vào đá khoảng 5 phút, rồi 

được đem nuôi lắc trong môi trường LB lỏng ở 37°C từ 15 đến 20 phút. Sau 

đó các tế bào được cấy lên môi trường chọn lọc để nhân lên các tế bào mang 

đoạn DNA quan tâm. 

Trong quá trình biến nạp chỉ có một phần nhỏ các plasmid được biến 

nạp, tuy nhiên đây vẫn là một kỹ thuật biến nạp quan trọng, nó có thể tạo ra 

tới 109 các tế bào biến nạp (tức thể biến nạp) khi đưa 1 microgam DNA vào 

thí nghiệm. 

1.3.4.2. Biến nạp plasmid vào tế bào A. tumefaciens bằng phương pháp xung điện 

Kỹ thuật biến nạp DNA plasmid vào A. tumefaciens bằng phương pháp 

xung điện là phương pháp biến nạp có hiệu quả cao đồng thời rút ngắn thời 

gian thí nghiệm. Tế bào được đặt trong một xung điện ngắn, xung điện này 

làm xuất hiện những lỗ tạm thời trên màng tế bào, khi đó những phân tử DNA 

có thể đi vào bên trong tế bào. 

1.3.4.3. Biến nạp plasmid vào xạ khuẩn Sreptomyces sp. theo phương pháp 

tạo tế bào trần (protoplast)  

Protoplast (tế bào trần) là các tế bào trong đó có thành tế bào được loại 

bỏ và màng tế bào chất là lớp ngoài cùng nhất trong tế bào. Protoplast có thể 

thu được bằng enzyme lytic cụ thể để loại bỏ vách dung hợp. 

  Tế bào trần có thể được tạo ra bằng nhiều cách: từ dịch huyền phù tế 

bào, tế bào mô sẹo hoặc từ mô tươi nguyên trạng như lá qua tác động của các 

enzym; Pectinase phân hủy pectin, cellulas phân hủy hemicellulose. Các tế 

bào trần nếu để trên môi trường dinh dưỡng thì sau 5-10 ngày sẽ tạo vách tế 

bào và phân chia. Các tế bào trần, thậm chí khác loài,có thể kết hợp với nhau 

tạo tế bào lai và quan trình này gọi là sự dung hợp tế bào trần. 



 

 

 

Phương pháp tạo tế bào trần ở xạ khuẩn Streptomyces lần đầu tiên được 

mô tả bởi Kieser và cộng sự [32]. 

1.3.5. Phương pháp tách DNA plasmid từ tế bào vi khuẩn 

Màng tế bào vi khuẩn bị phá vỡ bới các tác nhân phá màng. Sau khi 

màng tế bào bị vỡ, dưới tác dụng của SDS protein của tế bào sẽ bị biến tính. 

Nhờ vậy mà DNA sẽ tránh được sự phân hủy của Dnase. Mặt khác, sự bổ 

sung dung dịch Solution II với nồng độ kiềm cao ở giai đoạn đầu của quá 

trình tách chiết, làm cho DNA của genome và DNA của plasmid bị biến tính. 

Sau đó trung hòa nhanh bằng dung dịch Solution III, cấu trúc của DNA sẽ 

được phục hồi nhanh chóng. DNA của bộ gen có kích thước lớn nên khó phục 

hồi cấu trúc hơn so với DNA của plasmid. Vì vậy DNA của plasmid sẽ nằm ở 

phần dịch nổi sau khi ly tâm, protein của tế bào và DNA của bộ gen sẽ bị tủa 

xuống. Như vậy ta có thể tách plasmid ra khỏi tế bào chủ mà không bị lẫn 

DNA của bộ gen. 

1.3.6. Phương pháp điện di trên gel agarose 

Dựa vào đặc tính cấu trúc của DNA, dưới tác động của điện trường, các 

phân tử DNA (thường tích điện âm) khác nhau về kích thước, điện tích, mức 

độ cuộn xoắn và dạng phân tử (mạch thẳng hay mạch vòng) sẽ di chuyển qua 

hệ mạng của gel từ cực âm (cathode) sang cực dương (anode) với tốc độ di 

chuyển khác nhau. Vì vậy, chúng dần dần tách nhau ra trên trường điện di, 

qua đó người ta có thể thu thập và phân tích được từng phân đoạn DNA hoặc 

gen riêng rẽ. Trên điện trường các phân đoạn DNA có kích thước càng nhỏ 

càng có tốc độ di chuyển trên điện trường nhanh hơn. Sau khi điện di kết 

thúc, các phân tử DNA có thể quan sát thấy nhờ sử dụng chất nhuộm là 

ethidium  bromide, chất này sẽ phát huỳnh quang dưới tia tử ngoại (UV) khi 

gắn với DNA cho phép phát hiện vị trí và kích thước các đoạn DNA trên gel.  

Tóm lại: Thiết kế vector chứa gen cần nghiên cứu và chuyển gen đó vào tế 

bào chủ mong muốn trải qua các bước tiến hành có thể tóm tắt theo sơ đồ sau 



 

 

 

 

Hình 1.5. Mô tả các bước tiến hành và phương pháp phân tích cây chuyển gen



 

 

 

 

Chương 2 

VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1. Vật liệu nghiên cứu 

2.1.1. Chủng giống và môi trường nuôi cấy 

- Chủng xạ khuẩn, vi khuẩn được cung cấp bởi Viện nghiên cứu khoa học 

sự sống (Trường Đại học Sun Moon, Hàn Quốc) và bảo quản tại Khoa Công 

nghệ sinh học - Viện Đại học Mở Hà Nội.  

- Chủng xạ khuẩn S. carzinostaticus ATCC15944 là chủng hoang dại sản 

sinh ra kháng sinh neocarzinostatin (NCS), được dùng làm tế bào thể nhận 

trong chuyển dạng gen. Môi trường nuôi cấy chủng xạ khuẩn này là môi 

trường dịch lỏng R2YE và đĩa thạch R2YE (để lưu giống), môi trường N-Z 

amine để thu hoạch NCS.  

- 2 chủng E. coli được sử dụng trong đề tài:  

+ E. coli XL1-Blue được sử dụng làm vật chủ trong tách dòng gen, nuôi 

cấy trong môi trường Luria Bertani (LB) đơn thuần. 

+ Chủng E. coli ET12567 mang plasmid pUZ8002 được dùng làm tế bào 

thể cho trong tiếp hợp gen, sống chọn lọc trong môi trường LB có chứa 3 loại 

kháng sinh: kanamycine (Km), tetracycline (Ter) và chloramphenicol (Cm).  

- Chủng Micrococcus luteus ATCC9341 được sử dụng để kiểm tra hoạt 

tính kháng khuẩn của xạ khuẩn S. carzinostaticus ATCC15944. 

- Môi trường nuôi cấy vi khuẩn E.coli cũng như Micrococcus luteus là 

Luria - Bertani (LB). 

2.1.2. Vector và các plasmid tái tổ hợp  

 - Vector pGEM-T easy (Promega, USA) dùng trong chuyển sản phẩm 

PCR và giải trình tự đoạn DNA đã được tách dòng (Hình 2.1). 

- pKC1139 là vector được dùng để chuyển gen gây đột biến (Hình 2.2).  

- pIBR25 là vector được dùng để biểu lộ gen và chuyển dạng vào xạ 

khuẩn (Hình 2.3). 



 

 

 

- Plasmid chứa tổ hợp đột biến có tên gọi pKC-HP450 . 

- Plasmid chứa ncsB3 trong vector pIBR25 có tên gọi pIB3. 

- Plasmid pFDNEO-S modified có chứa đoạn gen kháng neomycine 

(neor), vector pKC1139 và pIBR25 được cung cấp bởi Viện nghiên cứu khoa 

học sự sống (Trường Đại học Sun Moon, Hàn Quốc). 

 

Hình 2.1.  Sơ đồ vector pGEM - T Easy (3kb)   

 

 



 

 

 

 
 

Hình 2.2.  Sơ đồ vector pKC1139 (6.5kb)   

 

 

 
 

Hình 2.3.  Sơ đồ vector pIBR25 (7.5kb)   

 



 

 

 

2.1.3. Hóa chất  

- Các hóa chất dùng để pha chế môi trường nuôi cấy vi khuẩn, tách chiết 

DNA hoặc dùng cho các kỹ thuật cơ bản trong nghiên cứu được đề cập trong 

phần Phụ lục. 

- Kháng sinh sử dụng trong nghiên cứu này bao gồm ampicillin, 

apramycin, neomycin, chloramphenicol và tetracycline được mua của hãng 

hóa chất Sigma (Mỹ).  

- Các emzyme giới hạn được dùng trong nghiên cứu mua tại công ty 

Takara (Nhật Bản). 

- Các cặp mồi dùng cho phản ứng PCR được mua của hãng Genotech 

(Daejeon, Hàn Quốc). 

2.1.4. Tách chiết DNA và giải trình tự gen 

- Phương pháp tách chiết DNA thực hiện theo qui trình chuẩn [32], [45].  

- Kiểm tra trình tự DNA của các gen được gửi đến công ty Genotech, 

Hàn Quốc. 

2.2. Dụng cụ, thiết bị    

2.2.1. Dụng cụ, thiết bị cho quá trình nuôi cấy 

- Bình thủy tinh vô khuẩn 250ml dùng cho nuôi cấy xạ khuẩn, E.coli. 

- Buồng nuôi cấy vô trùng. 

- Nồi nuôi cấy (fermentor) loại 5 lít. 

2.2.2. Dụng cụ, thiết bị cho pha chế môi trường nuôi cấy 

- Cân phân tích 

- Nồi khử trùng 

- Máy chuẩn độ pH 

2.2.3. Dụng cụ, thiết bị cho quá trình tách chiết và phân tích chất 

- Máy li tâm 

- Tủ hút khí độc 

- Tủ sấy 



 

 

 

- Máy sắc ký lỏng hiệu năng cao HPLC (High-performance liquid 

chromatography) 

- Máy phân tích khối phổ ESI/MS (Electrospray Ionisation/Mass 

Spectrometry).  

2.3. Thời gian và địa điểm nghiên cứu 

2.3.1. Thời gian nghiên cứu 

Từ tháng 01/2013 đến tháng 12/2014 

2.3.2. Địa điểm nghiên cứu 

Khoa Công nghệ sinh học, Viện Đại học Mở Hà Nội kết hợp với Khoa 

khoa học sự sống, trường Đại học Sun Moon, Hàn Quốc. 

 

2.4. Phương pháp nghiên cứu 

2.4.1. Các bước chính trong nghiên cứu 

- Bước 1: Khuếch đại gen bằng kỹ thuật PCR và tách dòng  

- Bước 2: Nối gen vào các vector pGEM-T Easy, pKC1139 

- Bước 3: Chuyển gen (DNA plasmid của tổ hợp đột biến) vào tế bào 

trần của xạ khuẩn S. carzinostaticus ATCC15944. 

- Bước 4: Sàng lọc khuẩn lạc đột biến kép. 

- Bước 5: Chứng minh chủng đột biến và phân tích chất tách chiết từ 

chủng đột biến 

 



 

 

 

2.4.2. Sơ đồ nghiên cứu 

 

 

  

 

 

PCR với mồi UHP450-FE/UHP450-RX                           PCR với mồi DHP450-FX/DHP450-RH 

                                  

                                                           

 
                                                  
         

 
                  

                                                                                                    

 

  

                                                                     

                                                      

                                                                                                                           

                                                                                         

 

 

 

                       

 

 

                                                                            

 

 

                                                                 

 

                                                                               

 

                                                                 

 

 

 

                                                                                     

                                   

                                                               

Phản ứng nối 

Phản ứng nối 

Nối với pGEM-T easy 

DNA tổng số của xạ khuẩn 

S.carzinostaticus ATCC15944 

Đoạn Upstream 

Biến nạp vào E. coli XL1 Blue 

pGEM-T-Upstream 

Cắt bằng 

EcoRI/XbaI 

Tách plasmid 

Tách plasmid 

pGEM-T-Downstream 

 

Cắt bằng 

XbaI/HindIII 

Tách plasmid 

Vector pKC1139 

Cắt bằng 

EcoRI/XbaI 

Plasmid pKC-UP 

Phản ứng nối 

Cắt bằng XbaI/HindIII 

Biến nạp vào E. coli XL1 Blue 

Đoạn Downstream 

Biến nạp vào E. coli XL1 Blue 

Nối với pGEM-T easy 

Plasmid pKC-HP450 

 

Tách plasmid 

 

Plasmid pKC-UD 

Biến nạp vào E. coli XL1 Blue 

Tách plasmid 

Cắt bằng XbaI 

Gen kháng neomycine 

(neor) 

 

Biến nạp vào E. coli XL1 Blue 



 

 

 

Hình 2.4.  SƠ ĐỒ NGHIÊN CỨU 
 

 

 

              

 

 

 

                                                                                  

                                              

 

                                                                                     

                             

     

 

                                                                                                                                                                                                                                                                                                               

 

   

 

 

 

  

 

 

 

                                                                 
 

 

 

                                                                                                                                      

                            

 

 

 

 

 
 

 

Biến nạp vào E. coli ET12567 

 

E. coli ET12567 mang vector  

đột biến gen ncsB3 

Plasmid pKC-UMI-Neor-DMI 
S.carzinostaticus ATCC15944 

Chuyển dạng gen (transformation) 

Chọn khuẩn lạc mọc trên đĩa R2YE                                 

Neo 50µg/ml và Apr 20µg/ml ở 28°C 

Chọn lọc khuẩn lạc trên dịch lỏng 

R2YE Neo 50µg/ml ở 37°C 

 

Cấy khuẩn lạc trên 2 loại đĩa R2YE Apr 

20µg/ml và R2YE Neo 50µg/ml, ủ 28°C. 

 

Tách plasmid 

Tạo tế bào khả biến 

(protoplast) 

 

Plasmid pKC-HP450 

 
Tách plasmid 

Pha loãng dịch nuôi cấy và dàn 

đều  trên đĩa R2YE                     

 ủ 28°C trong vòng 60-72 h 

Chọn khuẩn lạc chỉ mọc trên đĩa R2YE Neo 

50µg/ml và không mọc R2YE Apr 20µg/ml  

Kiểm tra bằng PCR 

Tách chiết DNA tổng số từ 

xạ khuẩn đột biến 

Giải trình tự sản phẩm PCR 

Nuôi cấy trong dịch lỏng R2YE                                

Neo 50µg/ml ở 28°C 

Dịch nuôi cấy  

xạ khuẩn đột biến 

Thử hoạt tính kháng khuẩn 

Quay cô chân không 

hòa tan trong methanol 

Tách chất bằng 

ethyl acetate 

Tách chất bằng 

anonium sulphate 

Phân tích chất bằng 

HPLC, ESI-MS 



 

 

 

2.4.3.  Phương pháp gây đột biến mất gen ncsB3 bằng trao đổi chéo.  

 

Hình 2.5. Sơ đồ đột biến mất đoạn gen ncsB3 

 

Gen ncsB3 là một trong các gen tham gia vào con đường sinh tổng hợp 

NCS với chức năng là P450-hydroxylase để chuyển 5-methyl-2-hydroxy-1-

naphthoic acid thành 2,7-dihydroxy-5-methyl-1-naphthoic acid, đó là gốc 

naphthoic acid của NCS. Gây đột biến làm mất ncsB3 khỏi bộ gen của chủng 

gốc S.carzinostaticus bằng phương pháp tạo trao đổi chéo đoạn DNA tương 

đồng (homologous recombinant).  

Vector pKC1139 là vector dung để gây đột biến và đi kèm là gen kháng 

neomycin (neor) có độ dài ~1kb [14] để  thay thế ncsB3 tạo ra tái tổ hợp mới 

với tên gọi pKC-HP450 (Hình 2.5), tái tổ hợp này được trao đổi chéo đoạn 

tương đồng và loại bỏ gen ncsB3 khỏi genome của chủng gốc 

S.carzinostaticus. 

Tái tổ hợp pKC-PH450 được chuyển vào tế bào chủng gốc bằng phương 

pháp tế bào trần (protoplast) trong môi trường có chứa PGE để tạo tế bào tái 

tổ hợp. Sau đó các tế bào này được sàng lọc qua một số thế hệ để nuôi ở nhiệt 

độ 37○C, vì vector pKC1139 là vector bị tiêu hủy tại nhiệt độ 37○C.  Như vậy 

rất nhanh chóng tạo quá trình chuyển gen kháng neomycin (neor) vào hệ gen 

của chủng gốc.  



 

 

 

 
Hình 2.6. Cơ chế của quá trình trao đổi chéo đơn  

 

Hình 2.7. Cơ chế của quá trình trao đổi chéo kép  



 

 

 

2.5. Các kỹ thuật áp dụng thực hiện trong đề tài 

2.5.1. Kỹ thuật khuếch đại gen PCR (Polymerase chain reaction) và ghép 

nối vào vector  

 Phản ứng PCR, phản ứng nối gen trong nghiên cứu được thực hiện theo 

quy trình và công thức được hướng dẫn trong tài liệu chuẩn [45]. 

Các cặp mồi sử dụng trong nghiên cứu được tóm tắt trong Bảng 2.1. 

Phần gạch chân in đậm là điểm cắt của enzyme giới hạn. 

Bảng 2.1. Thiết kế các cặp mồi cho phản ứng PCR trong nghiên cứu 

Tên mồi Trình tự nucleotide (5'-3') 
Enzyme  

giới hạn 

UHP450-FE  ATTGAATTCCCCGTACACGGGCGGCGG  EcoRI 

UHP450-RX  GGCCGGTCTAGACCACTCGACCATGCC XbaI 

DHP450-FX  ATTTCTAGACTCGGTCATGGACACAACCTC XbaI 

DHP450-RH  GGAAAGCTTCGCCAACCGGACCAGGTC HindIII 

P450-FX ACATCTAGAAGGAGGATGTGCCCTTAC XbaI 

P450-RP AGTCTGCAGTCACCGGGCGAGAG PstI 

 

 - Hỗn hợp phản ứng PCR (50 µl) 

Thành phần Lượng phản ứng 

Buffer 5.0 µl  

ADN khuôn (100 ng/µl) 1.0 µl  

Mồi xuôi (100 ng/µl) 1.0 µl   

Mồi ngược (100 ng/µl) 1.0 µl 

Taq ADN Polymerase 1.0 µl  

Nucleotide  1.0 µl  

H2O 40 µl  

Tổng thể tích  50 µl  

- Chương trình cho phản ứng PCR. 

Nhiệt độ tách khuôn:  94C   Thời gian:   30 giây  

Nhiệt độ gắn mồi:   68C    Thời gian:   1 phút 



 

 

 

Nhiệt độ kéo dài:    55C-68C   Thời gian:  1 phút 

Số chu kỳ:     30 chu kỳ  

Nhiệt độ kết thúc  4C 

Để đánh giá và kiểm tra sản phẩm PCR, DNA sau khi được tạo thành 

sau phản ứng PCR được chuyển vào vector pGEM-T easy (Promega, USA), 

đây là vector chuyên dùng để chuyển sản phẩm PCR và dùng giải trình tự. 

Trình tự PCR sau giải trình tự được so sánh với trình tự gen đã được đăng ký 

tại ngân hàng gen thế giới bằng sử dụng phần mềm BLAST để so sánh độ 

chính xác của sản phẩm  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov)   

2.5.2. Phương pháp tách DNA plasmid từ tế bào vi khuẩn 

2.5.2.1. Nguyên tắc:  

Màng tế bào vi khuẩn bị phá vỡ bới các tác nhân phá màng. Sau khi 

màng tế bào bị vỡ, dưới tác dụng của SDS protein của tế bào sẽ bị biến tính. 

Nhờ vậy mà DNA sẽ tránh được sự phân hủy của Dnase. Mặt khác, sự bổ 

sung dung dịch Solution II với nồng độ kiềm cao ở giai đoạn đầu của quá 

trình tách chiết, làm cho DNA của genome và DNA của plasmid bị biến tính. 

Sau đó trung hòa nhanh bằng dung dịch Solution III, cấu trúc của DNA sẽ 

được phục hồi nhanh chóng. DNA của bộ gen có kích thước lớn nên khó phục 

hồi cấu trúc hơn so với DNA của plasmid. Vì vậy DNA của plasmid sẽ nằm ở 

phần dịch nổi sau khi ly tâm, protein của tế bào và DNA của bộ gen sẽ bị tủa 

xuống. Như vậy ta có thể tách plasmid ra khỏi tế bào chủ mà không bị lẫn 

DNA của bộ gen. 

2.5.2.2. Cách tiến hành:  

- Nuôi cấy tế bào vi khuẩn E. coli mang DNA plasmid cần tách chiết 

trong 3ml môi trường LB lỏng trong ống falcon 15 có bổ sung kháng sinh 

thích hợp, để tủ ấm 37oC, lắc 200 rpm, từ 12-16 giờ đến khi OD600 đạt 1-2. 

- Ly tâm thu sinh khối tế bào ở 6000 rpm, 10 phút, 4oC. Bỏ dịch nuôi. 

- Cho 200µl Solution I, votex cho tế bào tan đều. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/


 

 

 

- Bổ sung 200µl Solution II, lắc nhẹ nhàng trộn đều dung dịch để thành 

tế bào tan hết, đến khi dung dịch có màu trong suốt. 

- Bổ sung 200µl Solution III, lắc nhẹ nhàng tới khi xuất hiện kết tủa trắng. 

- Ly tâm ở 4oC, 6000 rpm trong 10 phút. Dùng pipet hút dịch chuyển 

sang ống eppendorf 2ml đáy vuông sạch, bỏ phần kết tủa. 

- Bổ sung 600µl resin, lắc đều. 

- Chạy cột binding column, lắp vào máy hút chân không. 

- Rửa cột 2 lần bằng cồn 70% để lạnh 4oC. Mỗi lần dùng 1ml cồn. 

- Đem cột ly tâm ở 4oC, 10000 rpm, trong 10 phút để loại cồn. 

- Chuyển cột sang ống eppendorf mới, bổ sung 20µl dung dịch đệm TE, 

để 1 phút. 

- Ly tâm 10.000 rpm, 10 phút ở 4oC. 

- Thu dịch chứa DNA, chạy điện di kiểm tra. 

2.5.3. Phản ứng cắt bằng enzyme giới hạn 

Enzyme giới hạn là những enzyme có khả năng nhận biết đoạn trình tự 

nucleotide đặc hiệu trên các phân tử DNA và cắt cả 2 sợi DNA bổ sung tại 

các vị trí đặc thù. 

 

Hình 2.8. Phản ứng cắt của enzyme giới hạn 

 

Phản ứng cắt bằng enzyme giới hạn được thực hiện bằng với tổng thể 

tích phản ứng là 5µl, thực hiện phản ứng trong ống eppendoft ở 37°C trong 

vòng 60 phút. Công thức phản ứng như sau:  

 



 

 

 

Thành phần Lượng phản ứng 

Buffer 1.0 µl 

Enzyme 1  1.0 µl 

Enzyme 2  1.0 µl 

DNA plasmid 1.0 µl 

Nước cất 1.0 µl 

Thực hiện phản ứng ở 37oC trong 1 giờ. Điện di sản phẩm cắt trên gel 

agarose 1%, với hiệu điện thế 80V, trong 30 phút để kiểm tra. 

2.5.4. Phương pháp nối DNA 

Phản ứng nối được thực hiện nhờ enzyme DNA ligase. DNA ligase là 

một enzyme xúc tác các phản ứng nối hai mảnh DNA bằng cách tạo cầu nối 

phosphodiester giữu đầu 5’ (PO4) và đầu 3’ (OH) của hai nucleotide đứng 

cạnh nhau. Thường dùng enzyme T4 DNA ligase.  

 

Hình 2.9. Phản ứng nối của enzyme ligase  

Thành phần của phản ứng nối: 

         Vector                                                        1 µl 

         Insert DNA                                                3 µl 

         T4 DNA Ligase (Takara)                          1 µl 

         2X Rapid Ligation Buffer (Takara)           5 µl 

         Tổng phản ứng :                                       20 µl 

Thực hiện phản ứng ở 16oC qua đêm, chạy điện di kiểm tra. 



 

 

 

2.5.5. Phương pháp điện di trên gel agarose 

2.5.5.1. Nguyên tắc 

Dựa vào đặc tính cấu trúc của DNA, dưới tác động của điện trường, các 

phân tử DNA (thường tích điện âm) khác nhau về kích thước, điện tích, mức 

độ cuộn xoắn và dạng phân tử (mạch thẳng hay mạch vòng) sẽ di chuyển qua 

hệ mạng của gel từ cực âm (cathode) sang cực dương (anode) với tốc độ di 

chuyển khác nhau. Vì vậy, chúng dần dần tách nhau ra trên trường điện di, qua 

đó người ta có thể thu thập và phân tích được từng phân đoạn DNA hoặc gen 

riêng rẽ. Trên điện trường các phân đoạn DNA có kích thước càng nhỏ càng có 

tốc độ di chuyển trên điện trường nhanh hơn. Sau khi điện di kết thúc, các phân 

tử DNA có thể quan sát thấy nhờ sử dụng chất nhuộm là ethidium  bromide, 

chất này sẽ phát huỳnh quang dưới tia tử ngoại (UV) khi gắn với DNA cho 

phép phát hiện vị trí và kích thước các đoạn DNA trên gel [18].  

2.5.5.2. Cách tiến hành 

- Cân 0,3g agarose cho vào 30ml TAE 1X ở nhiệt độ phòng, khuấy đều 

và cho vào lò vi sóng 3 phút để làm nóng chảy gel. 

- Làm nguội gel xuống 50 – 55oC, thêm 3µl ethidium bromide, lắc đều 

rồi đổ vào khuôn gel đã lắp lược, để thạch dày khoảng 0,75 – 1 cm. 

- Khi gel nguội, tháo lược, đặt khuôn gel vào bể điện di và đổ đệm TAE 

1X vào khay gel sao cho đệm cao hơn mặt gel khoảng 2 – 5mm. 

- Lấy 2µl dung dịch nạp mẫu (loading buffer) cho mỗi mẫu cần điện di, 

lấy mẫu cần điện di (thể tích tùy thuộc vào nồng độ mẫu) trộn đều với dung 

dịch nạp mẫu, lấy toàn bộ dung dịch vừa trộn nạp vào giếng. 

- Đậy nắp bể điện di, cắm điện cực, điện di với hiệu điện thế 85 – 100 V, 

thời gian 30 phút. 

- Sau khi điện di xong, soi gel dưới ánh sáng UV để xem kết quả. 



 

 

 

2.5.6. Phương pháp tinh sạch DNA từ gel agarose  

*Cách tiến hành [18] 

- Mẫu gel agarose có chứa băng DNA quan tâm được cắt ra và cho vào 

ống eppendorf  2ml đáy vuông sạch.  

- Bổ sung 600 µl Guanidine thiocynate 6M, lắc đều, làm nóng ở 60oC để 

hòa tan hoàn toàn.  

- Tiếp đó thêm 600 µl dung dịch resin, lắc đều và đưa vào chạy cột 

binding column với máy hút chân không.  

- Cột được rửa hai lần, mỗi lần sử dụng 1 ml cồn lạnh 70o, sau đó đem 

cột ly tâm 10.000 rpm, ở 4oC trong 10 phút. 

- Chuyển cột sang ống eppendorf mới, bổ sung 20 µl TE buffer, để 1-2 

phút rồi đem ly tâm 10.000 rpm trong 10 phút ở 4oC, thu dung dịch chứa 

DNA đã tinh sạch. 

2.5.7. Phương pháp tạo tế bào trần (protoplast) từ S.carzinostaticus ATCC15944 

Dựa theo phương phương pháp của [32], tạo “tế bào trần” từ chủng xạ 

khuẩn S.carzinostaticus ATCC15944 được tiến hành theo các bước như sau:  

- Chủng S.carzinostaticus ATCC15944 được nuôi cấy trong bình nón 

dành riêng nuôi cấy xạ khuẩn với 50ml môi trường nuôi cấy R2YE,  nhiệt độ 

28°C. Sau 48 giờ toàn bộ sản phẩm nuôi cấy thu được sẽ đem ly tâm loại bỏ phần 

dịch, thu lấy phần sợi của xạ khuẩn để chuẩn bị cho kỹ thuật tạo tế bào trần.  

- Phần sợi xạ khuẩn sẽ được rửa 3 lần bằng dung dịch đệm P-buffer pha 

với 10.3% sucrose. Sau đó phần xạ khuẩn vừa được rửa sạch sẽ cho dung dịch 

đệm P-buffer pha với lysozyme (37ºC) vào nhằm phá vỡ màng tế bào của xạ 

khuẩn khi đó gọi là “tế bào trần”.  

- Dùng bông thấm nước vô khuẩn để lọc bỏ phần vỏ cũng như các thành 

phần không được ly giải và thu lọc phần “tế bào trần”  bằng ly tâm ở 4ºC, sau 

đó rửa “tế bào trần”  thu được bằng dung dịch đệm P-buffer lạnh. Cứ 125 µl 

“tế bào trần”  được xử lý bằng 0.1 mM aurintricarboxylic acid (ATA) trong 



 

 

 

vòng 10 phút, sau đó cho 12-15µl DNA của plasmid tách ra từ pKC-HP450. 

Ngay sau đó cho 200 µl PEG 20-50% ( polyethylene glycol 1000, Merck-

shuchardt) vào hỗn hợp trên. Ly tâm rất nhanh (30”) và nhẹ nhàng loại bỏ 

PEG đang nổi ở phía trên. Phần còn lại là “tế bào trần” sẽ được dàn đều trên 

các đĩa thạch R2YE, các đĩa này sẽ được để trong tủ ấm vô khuẩn 28°C trong 

vòng 20 giờ. Khi các khuẩn lạc non bắt đầu xuất hiện, tiến hành phủ lên trên 

bề mặt các đĩa thạch R2YE nói trên bằng aga 0,3% pha với 50 µg/ml 

neomycin và 20 µg/ml apramycin). Các đĩa thạch chứa các “tế bào trần” trên 

tiếp tục được để ở tủ ấm vô khuẩn với nhiệt độ là 28°C cho đến khi nào xuất 

hiện các khuẩn lạc thì tiến hành sàng lọc. 

2.5.8. Kỹ thuật chuyển vector vào tế bào trần  

Kỹ thuật chuyển vector vào tế bào trần là kỹ thuật chuyển trực tiếp 

vector vào tế bào đã được sử lý loại bỏ lớp thành tế bào của chủng 

S.carzinostaticus ATCC15944, thực hiện trong môi trường có buffer đặc biệt chứa 

PEG (polyethylene glycin) được tiến hành theo phương pháp của Kieser [32]. 

- Chủng vi khuẩn E.coli ET12567 mang vector đột biến gen ncsB3 

(pKC-HP450) được nuôi cấy trong môi trường lỏng LB có bổ sung 5 loại 

kháng sinh: Km, Cm, Ter, Neo, Apr ở 37oC đến khi OD600 đạt 0.6, ta tiến 

hành thu dịch nuôi. Tách plasmid DNA của tổ hợp trên chuẩn bị cho các bước 

tiếp theo. 

- Lấy 100µl dung dịch tế bào trần vào ống nghiệm 1,5 ml (ependoff) đã 

khử trùng. 

- Trộn lẫn với 20 µl dung dịch chứa DNA plamid tái tổ hợp đột biến 

(pKC-HP450) và 200 µl PEG từ 20-50%. 

- Trộn đều và ly tâm ống nghiệm trong 1 phút. 

- Loại bỏ phần dịch nổi và thêm vào 100 µl P buffer.  

- Cấy trải mẫu thí nghiệm trên 02 đĩa  thạch R2YE,  đồng thời cấy trải 

100 µl tế bào trần làm đối chứng. 



 

 

 

- Nuôi trong tủ ấm vô khuẩn với nhiệt độ 28°C và trong thời gian từ 16 - 

24 giờ. 

- Khi có khuẩn lạc chấm rất nhỏ phủ kháng sinh Apramycin với nồng độ 

từ 50  - 100 µl/ml để nhận tế bào đã được chuyển gen. 

2.5.9. Phương pháp sàng lọc khuẩn lạc chuyển gen 

Việc tiến hành nuôi cấy những khuẩn lạc sau tiếp hợp trên các môi 

trường thích hợp một vài thế hệ sẽ tạo ra sự đa dạng di truyền thông qua quá 

trình trao đổi chéo, sự tái tổ hợp của các gen trong tế bào vi khuẩn, từ đó giúp 

chọn lọc được những dòng khuẩn lạc mang đặc điểm mong muốn. 

Các bước của quá trình sàng lọc được thực hiện như sau: 

- Sau khi phủ aga có chứa kháng sinh neomycine và apramycine lên đĩa 

thạch R2YE, những khuẩn lạc mọc trên môi trường trên sẽ tiếp tục được cấy 

truyền 3 – 4 thế hệ  trên môi trường lỏng R2YE có bổ sung Neo 50µg/ml, ở 

nhiệt độ 37oC. 

- Dịch nuôi cấy được pha loãng 10-3, 10-4, 10-5, và 10-6 sau đó dàn đều lên 

các đĩa R2YE không chứa kháng sinh. Các đĩa được ủ ở tủ ấm 28°C trong 

vòng 60-72 giờ. Sau đó lấy ngẫu nhiên khoảng 400-500 khuẩn lạc được mọc 

riêng rẽ đem cấy vào 2 loại đĩa riêng biệt là R2YE với 50µl/ml neomycine và 

R2YE với 20µl/ml apramycine. 

- Những khuẩn lạc nào mọc được trên đĩa thạch R2YE với 50µl/ml 

neomycine nhưng không mọc được ở thạch R2YE với 20µl/ml apramycine sẽ 

được lựa chọn và kết luận tạm thời những khuẩn lạc này mang gen tái tổ hợp, 

đã thực hiện trao đổi chéo kép với vector đột biến gen ncsB3. Những khuẩn 

lạc phát triển trên cả hai môi trường chứng tỏ hệ gen của xạ khuẩn ko có hiện 

tượng trao đổi chéo hoặc xảy ra trao đổi chéo đơn. 

- Những khuẩn lạc có thể mang gen double crossing over sẽ tiếp tục 

được nuôi cấy để thực hiện các nghiên cứu chứng minh tiếp theo. 



 

 

 

2.5.10. Phương pháp tách chiết DNA tổng số từ xạ khuẩn 

*Nguyên tắc: Rửa tế bào bằng lysis buffer, phá vỡ thành tế bào của xạ 

khuẩn nhờ lysozyme. Loại bỏ protein khỏi DNA nhờ các enzyme proteinase 

K. Phân tách các thành phần của tế bào sau khi phá vỡ thành ba pha nhờ dung 

dịch đệm phenol :chloroform (1:1), pha trên cùng chứa nucleic acid, pha giữa 

là protein kết tủa, pha dưới cùng chứa cặn tế bào. Tiếp đó, loại bỏ RNA bằng 

Rnase. Sau cùng, DNA được tủa bằng ethanol, được làm khô và hòa tan trong 

đệm TE buffer. 

*Cách tiến hành 

- Dịch nuôi cấy tế bào xạ khuẩn sau 4 – 5 ngày (50ml) đem ly tâm tốc độ 

6000 rpm trong 10 phút để thu tế bào. 

- Hòa tan sinh khối tế bào trong 15 ml lysis buffer (TE25S), vortex đều và ly 

tâm 6000 rpm trong 10 phút. Thực hiện rửa tế bào hai lần với lysis buffer. 

- Hòa tan tế bào trong 10 – 15 ml lysis buffer.  Bổ sung lysozyme với 

nồng độ cuối cùng là 5 mg/ml, ủ ở 37oC trong 2 giờ.  

- Với mỗi mẫu xạ khuẩn thêm 2 ml EDTA 0.5M và 12µl proteinase K , 

lắc đều nhẹ nhàng và ủ ở 37oC trong 10 phút. 

- Thêm 3 – 5 ml SDS 10%, lắc nhẹ và để ở 37oC trong 10 phút, sau đó 

cho vào nước đá. 

- Thêm 2 – 5ml CH3COOK 5M, để 15 phút trong nước đá. 

- Bổ sung phenol-chloroform với thể tích bằng thể tích dịch trong ống, 

đảo đều, ly tâm 6000 rpm ở 4oC trong 10 phút. 

- Sau khi ly tâm thấy trong ống xuất hiện 3 pha, dùng pipet hút dịch nổi 

phía trên sang ống falcon mới. Tiếp đó bổ sung phenol-chloroform với thể 

tích bằng thể tích dịch trong ống, đảo đều và ly tâm ở 4oC 6000 rpm. 

- Sau khi ly tâm thấy dịch trong ống phân 2 lớp, tiến hành hút dịch nổi 

phía trên sang ống mới. Bổ sung chloroform với thể tích bằng một nửa thể 

tích dịch trong ống, đảo đều và ly tâm 6000 rpm ở 4oC trong 10 phút. 



 

 

 

- Hút phần dịch nổi bên trên sang ống mới, tiếp tục bổ sung chloroform 

với thể tích bằng một nửa thể tích dịch trong ống, đảo đều và ly tâm. 

- Hút dịch trên sang ống mới, bổ sung Rnase 50µg/ml và ủ ở 37oC trong 

1 giờ. 

- Bổ sung isoamyl alcohol và ethanol với tỷ lệ thể tích dịch trong ống: 

isoamyl alcohol: ethanol = 1:0.8:2.5, đảo nhẹ nhàng thấy xuất hiện kết tủa sợi 

DNA. 

- Dùng que thủy tinh khuấy nhẹ trong ống, DNA sẽ bám lên que. 

- Đưa que nhúng lần lượt vào 3 ống eppendorf có chứa ethanol để rửa 

DNA, sau đó DNA được đưa vào ống eppendorf mới và đợi một thời gian để 

khô DNA. 

- Cuối cùng bổ sung TE buffer. 

2.5.11. Phương pháp xác định hoạt tính kháng sinh 

*Nguyên lý: Mẫu thử được đặt lên lớp thạch đã cấy vi sinh vật kiểm 

định, kháng sinh từ mẫu thử khuếch tán vào môi trường thạch sẽ ức chế sự 

phát triển của vi sinh vật kiểm định tạo vòng kháng khuẩn. 

*Tiến hành  

- Chuẩn bị đĩa petri đã cấy vi sinh vật kiểm định: Vi sinh vật kiểm định 

được sử dụng là vi khuẩn M.luteus ATCC9341, tiến hành cấy M.luteus 

ATCC9341vào môi trường canh thang (LB) lỏng, nuôi lắc ở 37oC từ 12 – 16 

giờ đến khi tạo hỗn dịch vi sinh vật kiểm định có nồng độ 107 - 108 tế bào/ml. 

Đưa dịch nuôi cấy vào môi trường LB chứa 1,5% agar đã được hấp tiệt trùng 

và để nguội đến 40oC, với tỷ lệ thể tích giống/thể tích môi trường thạch là 

5/200. Lắc đều để vi sinh vật kiểm định phân tán đều vào môi trường và đổ 

vào hộp petri. Nuôi cấy chủng tụ cầu vàng Micrococcus luteus trong môi 

trường lỏng Luria - Bertani (LB) ở nhiệt độ 37°C trong vòng 4 - 6h. Khi mật 

độ vi khuẩn phát triển tốt (OD=0.6), lấy 200µl dịch nuôi cấy tụ cầu vàng đem 

dàn đều trên môi trường thạch LB. Đặt khoanh giấy lọc có đường kính 6mm 



 

 

 

được tẩm một 5μl chất chiết suất từ dịch nuôi cấy xạ khuẩn S.carzinostaticus 

ATCC15944 và chủng xạ khuẩn đột biến vào khoanh giấy thấm đã được khử 

trùng. Để đĩa thạch có chứa các thành phần trên vào tủ ấm 37○C trong vòng 

12-16h.  

- Đánh giá kết quả: Hoạt tính kháng sinh được xác định qua đường kính 

của vòng vô khuẩn.  

2.5.12. Nuôi cấy xạ khuẩn và tách chiết kháng sinh neocarzinostatin 

  Nuôi cấy xạ khuẩn S. carzinostaticus ATCC15944 và chủng đột biến ở 

môi trường R2YE và N- Z amin ở nhiệt độ 28°C, có lắc 220 RPM/phút, trong 

vòng 5 ngày. 

Từ dịch nuôi cấy xạ khuẩn S. carzinostaticus ATCC15944, dùng amonium 

sulphate ở nồng độ bão hòa 40% để tách chiết NCS chomophore [23]  

2.5.13. Phân tích sản phẩm NCS  

  Sản phẩm thu được từ quá trình tách chiết dịch nuôi cấy xạ khuẩn S. 

carzinostaticus sẽ được phân tích bằng các kỹ thuật sắc ký lỏng hiệu năng cao 

(HPLC), phương pháp khối phổ (Mass spectrometry – ESI/MS), kỹ thuật sắc 

ký lỏng ghép khối phổ (LC- MS). 

2.5.13.1. Kỹ thuật sắc ký lỏng hiệu năng cao (HPLC) 

HPLC được sử dụng cột phân tích có model Mightysil RP-18 GP (5µm x 

250nm × 4.6 nm, Kanto Tokyo, Nhật Bản), tốc độ dòng chảy là 0.5 ml/phút, 

UV tại bước sóng 320nm.  

Cụ thể chương trình hoạt động của HPLC cho phân tích chất như sau: 

Bảng 2.2. Chương trình phân tích chất bằng kỹ thuật HPLC 
 

Thời gian 

(phút) 

Hóa chất A 

(Methanol/Acetonitrile = 50:1) 

Hóa chất B 

(H2O/HOAc = 50:1) 

0-15 50% 50% 

15-25 5% 95% 

25-30 5% 95% 

30-35 0% 0% 



 

 

 

2.5.13.2. Kỹ thuật ghép khối phổ ESI/MS 

Phương pháp khối phổ là một kĩ thuật dùng để đo đạc tỉ lệ khối lượng 

trên điện tích của ion chất cần phân tích và xác định các hợp chất chưa biết 

bằng cách dựa vào khối lượng của phân tử hợp chất. 

https://vi.wikipedia.org/wiki/Ion
https://vi.wikipedia.org/wiki/H%E1%BB%A3p_ch%E1%BA%A5t
https://vi.wikipedia.org/wiki/Kh%E1%BB%91i_l%C6%B0%E1%BB%A3ng
https://vi.wikipedia.org/wiki/Ph%C3%A2n_t%E1%BB%AD


 

 

 

Chương 3 

KẾT QUẢ NGHIÊN CỨU VÀ BÀN LUẬN 

3.1. Thiết kế tái tổ hợp mất gen ncsB3 ở chủng S.carzinostaticus 

ATCC15944 

3.1.1. Kết quả PCR nhân đoạn gen upstream và downstream của ncsB3 

3.1.1.1. Kết quả nhân đoạn upstream của ncsB3  

 

 
 

Hình 3.1. Hình ảnh điện di DNA kết quả PCR của đoạn upstream ncsB3 trong đó 

(1) là sản phẩm PCR (~1,5kb); (M) là thang chuẩn DNA  (10kb). 
 

DNA tổng số được tách từ chủng S.carzinostaticus ATCC15944 được sử 

dụng làm khuôn mẫu trong phản ứng PCR để nhân đoạn gen upstream với cặp 

mồi UHP450-FE/UHP450-RX (Bảng 2.1). Sản phẩm của phản ứng PCR được 

điện di kiểm tra trên gel agarose 1% cho thấy sản phẩm PCR có kích thước 

khoảng gần 1.5kb (Hình 3.1) phù hợp với chiều dài của đoạn gen quan tâm 

upstream là 1466 bp. Kết quả điện di cho thấy, sản phẩm PCR là đặc hiệu và 

đủ hàm lượng cho mục đích tách dòng gen. 

 

1466 bp 

        1         M 



 

 

 

3.1.1.2. Kết quả nhân đoạn downstream của ncsB3  

 

Hình 3.2. Hình ảnh điện di kết quả PCR của đoạn downstream ncsB3 trong đó (1) 

và (2) là sản phẩm PCR (~1,5kb); M là thang chuẩn DNA  (10kb). 

Tương tự khi nhân đoạn downstream cũng dùng DNA tổng số được tách 

từ chủng S.carzinostaticus ATCC15944 làm khuôn mẫu trong phản ứng PCR 

với cặp mồi DHP450-FX/DHP450-RH (Bảng 2.1). Sản phẩm của phản ứng 

PCR được điện di kiểm tra trên gel agarose 1% cho thấy sản phẩm PCR có 

kích thước khoảng gần 1.5kb (Hình 3.2) phù hợp với chiều dài của đoạn gen 

quan tâm downstream là 1463 bp. Sản phẩm PCR là đặc hiệu và đủ hàm 

lượng cho mục đích tách dòng gen. 

3.1.2. Kết quả gắn upstream và downstream trong pGEM - T easy 

 
 

Hình 3.3.  Hình ảnh điện di DNA của upstream (1)  và downstream (2) được gắn 

vào pGEM-T easy khi phân cắt bằng EcoRI/XbaI (1); XbaI/HindIII (2); (M) là 

thang chuẩn DNA  (10kb). 

Sau khi chạy PCR sản phẩm được tinh sạch thu đoạn gen upstream và 

downstream. Thực hiện phản ứng nối đoạn gen upstream và đoạn gen 

 1         M            2 

~1.5 kb 

~ 3.0 kb 

~1.5 kb 

~ 3.0 kb 

  M      1        2          

1463bp 



 

 

 

downstream vào vector pGEM-T Easy. Taq DNA polymerase có hoạt tính 

terminal transferase, thêm deoxyadenosine (A) vào đầu 3’ của sản phẩm PCR. 

Hệ thống vector pGEM-T Easy được thiết kế mang một thymidine (T) ở đầu 

3’ của cả hai bên. T nhô ra ở vị trí gắn tăng hiệu quả của quá trình nối bằng 

cách ngăn chặn việc tự đóng vòng của vector và cung cấp một đầu T tương 

thích với đầu A của sản phẩm PCR. Nhờ vậy, phản ứng nối dễ xảy ra. 

 Plasmid tái tổ hợp được tạo ra từ phản ứng nối sẽ được biến nạp vào tế 

bào khả biến E. coli XL1 Blue bằng phương pháp sốc nhiệt, nuôi cấy trong 

môi trường LB chứa Amp 100µg/ml, Xgal và IPTG ở 37oC để chọn lọc. 

Tiến hành lựa chọn khuẩn lạc màu trắng mọc trên môi trường chọn lọc, 

trong đó khuẩn lạc 1 là khuẩn lạc được chuyển vector có chứa đoạn gen 

upstream, khuẩn lạc 2 là khuẩn lạc được chuyển vector chứa đoạn gen 

downstream. Tách plasmid và chạy điện di kiểm tra, tiến hành đọc trình tự. 

Vector pGEM-T Easy có kích thước ~ 3kb, đoạn gen upstream và đoạn 

gen downstream đều có kích thước ~ 1.5kb. Kết quả điện di DNA được tách 

chiết từ 2 khuẩn lạc và phân cắt bằng các cặp enzyme giới hạn xuất hiện 2 

băng vạch 1.5kb (tương ứng với chiều dài của đoạn gen upstream; 

downstream) và 3kb (tương ứng với chiều dài của vector pGEM-T Easy) khi 

phân cắt bằng EcoRI/XbaI (khuẩn lạc 1) và  phân cắt bằng XbaI/HindIII 

(Hình 3.3).  Điều đó cho thấy đã biến nạp thành công plasmid tái tổ hợp 

pGEM-T-upstream và plasmid tái tổ hợp pGEM-T-downstream vào tế bào E. 

coli XL1 Blue. Plasmid DNA được gửi đi kiểm tra xác định trình tự gen. 

3.1.3. Kết quả kiểm tra trình tự gen đoạn upstream và downstream 

Chúng tôi đã tiến hành so sánh trình tự sản phẩm PCR đoạn upstream và 

downstream từ kết quả giải trình tự với trình tự sản phẩm PCR phân tích từ 

Genbank bằng phần mềm ClustalW2, kết quả cho thấy hai mẫu được gửi đi 

kiểm tra trình tự có độ tương đồng trên 95% so với trình tự đoạn gen được 

công bố trên ngân hàng gen (Hình 3.4 và Hình 3.5). Điều đó khẳng định 



 

 

 

thêm về kết quả PCR của đoạn upstream và downstream trong chủng 

S.carzinostaticus ATCC15944. 

 

Sequence Alignment  
CLUSTAL W (1.8) multiple sequence alignment 
   

 sequence1       ATTGAATTCCCCGTACACGGGCGGTGGGCCGGGGAATCCTCGACACAGGAGGCCTCGGCC 

 sequence2       --------CCCCGTACACGGGCGGCGGGCCGGGGAATCCTCGACACAGGAGGCCTCGGCC 

                         **************** *********************************** 

  

 sequence1       CGCTTCGACGTTCCGTGGGACGCCTCGGGAACCCTCTCGAACGTACCCAGCCACGCCCCG 

 sequence2       CGCTTCGACGTTCCGTGGGACGCCTCGGGAACCCTCTCGAACGTACCCAGCCACGCCCCG 

                 ************************************************************ 

  

 sequence1       AGGGCGCGTCGGGGCCGCGTCGCCGGCGTGGGGTCTTCGGGAGTCGCGAACGGCGCCCTC 

 sequence2       AGGGCGCGTCGGGGCCGCGTCGCCGGCGTGGGGTCTTCGGGAGTCGCGAACGGCGCCCTC 

                 ************************************************************ 

  

 sequence1       CCCTGCGTCGAATCCCTAGCCGGCACGGGCTGACGGTGCCCGGGCGTCACGGTTCGGCCC 

 sequence2       CCCTGCGTCGAATCCCTGGCCGGCACGGGCTGACGGTGCCCGGGCGTCACGGTTCGGCCC 

                 ***************** ****************************************** 

  

 sequence1       TGAGGGCCCCGAGGATGATGTGCTCGCGGATTCGGGTGGCAGGAGCATGCGCGTGCGGGT 

 sequence2       TGAGGGCCCCGAGGATGATGTGCTCGCGGATTCGGGTGGCAGGAGCATGCGCGTGCGGGT 

                 ************************************************************ 

  

 sequence1       AGCGGCCGAGTCGACCATGCCGGTGCAGGTCCGCCAAGCCCCAGAAGCAGTCGGCAAGTG 

 sequence2       AGCGGCCGAGTCGACCATGCCGGTGCAGGTCCGCCAAGCCCCAGAAGCAGTCGGCAAGTG 

                 ************************************************************ 

   

 sequence1       GACCAGCGTCTCGACAGCGATCTTCGGCAGCAGCGCGTGAGGGATGGAACCGTACCGGTC 

 sequence2       GACCAGCGTCTCGACAGCGATCTTCGGCAGCAGCGCGTGAGGGATGGAACCGTACCGGTC 

                 ************************************************************ 

  

 sequence1       GTTGATGATCGCGTCGTAGACACACGAGGGCGCCATGGACTCGAACGCCTGCCAGGCAGG 

 sequence2       GTTGATGATCGCGTCGTAGACACACGAGGGCGCCATGGACTCGAACGCCTGCCAGGCAGG 

                 ************************************************************ 

  

 sequence1       GTGCTGCTTGAACCTCTCCAGCGTCTCGTCCGTCATGAACTTGACGATTTCCTTGCCGAA 

 sequence2       GTGCTGCTTGAACCTCTCCAGCGTCTCGTCCGTCATGAACTTGACGATTTCCTTGCCGAA 

                 ************************************************************ 

  

 sequence1       GAGGGTCACCGCCTCTTCGCGGCGGTCCTCGGCGAGGAGCGCCTTCAACCGGTCGACCTC 

 sequence2       GAGGGTCACCGCCTCTTCGCGGCGGTCCTCGGCGAGGAGCGCCTTCAACCGGTCGACCTC 

                 ************************************************************ 

  

 sequence1       GTCACCGTTGAGCGGGGGCGAGGAGTACGGCGGTTCGTAGAGCCCCAGTTTCGCCATGGG 

 sequence2       GTCACCGTTGAGCGGGGGCGAGGAGTACGGCGGTTCGTAGAGCCCCAGTTTCGCCATGGG 

                 ************************************************************ 

  

 sequence1       GACGCCGGCCGCCGCGGCATGGATGGCGATCATGCCGCCGCTGCAGTTGGCGAAGACGTG 

 sequence2       GACGCCGGCCGCCGCGGCATGGATGGCGATCATGCCGCCGCTGCAGTTGGCGAAGACGTG 

                 ************************************************************ 

  

 sequence1       GCCCGGTTCCCCGATGGCGTCGAGCACGGCGACCAGGTCCTCGACCTCACGGTCGATCGT 

 sequence2       GCCCGGTTCCCCGATGGCGTCGAGCACGGCGACCAGGTCCTCGACCTCACGGTCGATCGT 

                 ************************************************************ 

  

 sequence1       GTACTGCTCCGGGTCCCCGTAGCCGCTACCCCCACGGCCGCGGCGATCGTAGTTGAACAC 

 sequence2       GTACTGCTCCGGGTCCCCGTAGCCGCTACCCCCACGGCCGCGGCGATCGTAGTTGAACAC 

                 ************************************************************ 

  

 



 

 

 

 sequence1       CGTGAACTGCTGGGACAGGCTCGGGGCGAGCGGTGTGAACATGGCCTTGTCGTTGAGCCC 

 sequence2       CGTGAACTGCTGGGACAGGCTCTGGGCGAGCGGTGTGAACATGGCCTTGTCGTTGAGCCC 

                 ********************** ************************************* 

  

 sequence1       GCCCCCGATGATGACGACGGGCGGGCCGCTTCCCGACTTCTCGTAGGCGATCGTGGTGCC 

 sequence2       GCCCCCGATGATGACGACGGGCGGGCCGCTTCCCGACTTCTCGTAGGCGATCGTGGTGCC 

                 ************************************************************ 

  

 sequence1       GTCGGCCGACACCACGGTCTCGACCGGGAGGTCACGCGGTCCCGCGTAGTCGTCGCCCAG 

 sequence2       GTCGGCCGACACCACGGTCTCGACCGGGAGGTCACGCGGTCCCGCGTAGTCGTCGCCCAG 

                 ************************************************************ 

  

 sequence1       GGGCAACCCGCCTCCCACGACTCCGGCTTCGGCCGTTGCTGCTGATTCCACCATCGGCAG 

 sequence2       GGGCAACCCGCCTCCCACGACTCCGGCTTCGGCCGTTGCTGCTGATTCCACCATCGGCAG 

                 ************************************************************ 

  

 sequence1       TCTCCTTGTACGAGGGTTCACGTCGCCCGGCGCGTCCGCGCGCATCGGCGAACGGCGCGG 

 sequence2       TCTCCTTGTACGAGGGTTCACGTCGCCCGGCGCGTCCGCGCGCATCGGCGAACGGCGCGG 

                 ************************************************************ 

  

 sequence1       CGCGACGGGCATGGTCGAGTGGTCTAGACCGGCC 

 sequence2       CGCGACGGGCATGGTCGAGTGGTCGGCGCCGGCC 

                 ************************    ****** 

Hình 3.4. Kết quả so sánh trình tự nucleotid đoạn upstream từ Genbank 

(sequence1) và từ sản phẩm PCR được tinh sạch (sequence2). 

 

Sequence Alignment 
CLUSTAL W (1.8) multiple sequence alignment 
  

 sequence1       ATTTCTAGACTCGGTCATGGACACAACCTCCAGCAGGGTCTGTTGTAGCGGAACAGGCGT 

 sequence2       ------AGCCTCGGTCATGGACACAACCTCCAGCAGGGTCTGTTGTAGCGGAACAGGCGT 

                       ** *************************************************** 

  sequence1       CAGGCGGCTTTCGGCGGCTGAAGACGCAGGAGGGGCCGCCACTGGGCACGCGGCAGGCGC 

 sequence2       CAGGCGGCTTTCGGCGGCTGAAGACGCAGGAGGGGCCGCCACTGGGCACGCGGCAGGCGC 

                 ************************************************************ 

  

 sequence1       CGGTGCACGCCGGTGCGGGCGGCTCGATCGTTGTTCACGCTAGCCTCACGGCCCGTCCAC 

 sequence2       CGGTGCACGCCGGTGCGGGCGGCTCGATCGTTGTTCACGCTAGCCTCACGGCCCGTCCAC 

                 ************************************************************ 

  

 sequence1       GGCGTCTTCCTGGTTGCGGAGAGCGGGGCCGGAGGCGGGTGTCCTCTGGTGTGCTCGACA 

 sequence2       GGCGTCTTCCTGGTTGCGGAGAGCGGGGCCGGAGGCGGGTGTCCTCTGGTGTGCTCGACA 

                 ************************************************************ 

  

 sequence1       GGTAGTCGGCGGCAGCTGTGACATGCCTGGGCCCCGCGCGGTGTTCGTCCGCGCGGGGCC 

 sequence2       GGTAGTCGGCGGCAGCTGTGACATGCCTGGGCCCCGCGCGGTGTTCGTCCGCGCGGGGCC 

                 ************************************************************ 

  

 sequence1       CAGGTGTGTGTGGAGGTGGGTCAGGAACTCATGACTCCGACGTTGTTGCCGTCGGGGTCA 

 sequence2       CAGGTGTGTGTGGAGGTGGGTCAGGAACTCATGACTCCGACGTTGTTGCCGTCGGGGTCA 

                 ************************************************************ 

  

 sequence1       GTGAAGACGGCGATACGGCCGGCAGGGGTGTCCTGCGGCGGCATCTTCACGGAGCTGCCG 

 sequence2       GTGAAGACGGCGATACGGCCGGCAGGGGTGTCCTGCGGCGGCATCTTCACGGAGCCGCCG 

                 ******************************************************* **** 

  

 sequence1       AGCTTCTCCGCCTGCGCGAGGGCTGCCTCGACGTCGGCAACCGGGAAATAGGGAACGACC 

 sequence2       AGCTTCTCCGCCTGCGCGAGGGCTGCCTCGACGTCGGCAACCGGGAAATAGGGAACGACC 

                 ************************************************************ 

  

 sequence1       CCGACATACGGGCTCTCGGGGCCGGCCTGACCGATTCCTCCGGAGGGCGGGCCGTCCCCG 

 sequence2       CCGACATACGGGCTCTCGGGGCCGGCCTGACCGATTCCTCCGGAGGGCGGGCCGTCCCCG 

                 ************************************************************ 

  



 

 

 

 sequence1       GAGCCCACCATGGCATAGGTGTCGTCCAGGGCATTGATCGTCCAGCC-AAGATTTCCTGG 

 sequence2       GAGCTCACCATGGCATAGGTGTCGTCCAGGGCATTGATCGTCCAGCCGAAGATTTCCTGG 

                 **** ****************************************** ************ 

  

 sequence1       TAGAAAGCCCGCGTCTGGGACGAGTCAGGGGTGGAGATGT---ACCAGCCAGGCACGGCG 

 sequence2       TAGAAAGCCCGCGTCTGGGACGAGTCAGGGGTGGAGATGTCGAACCAGCCAGGCACGGCG 

                 ****************************************   ***************** 

  

 sequence1       GGAAAATTGGTCTTTTTTTTTTCGTTTGCCATGTTCACACCGTACACAGCCCGAGATCTG 

 sequence2       GGAAAATTGGTCTTTTCTTTTTCGTTTGCCATGTTCACACCGTACACAGCCCGAGATCTG 

                 **************** ******************************************* 

  

 sequence1       CCGAGCAACCCGGACTTGCCACAGTTGATGGAAATGCTTCCATTCCATCTCTTGTTATGT 

 sequence2       CCGAGCAACCCGGACTTGCCACAGTTGATGGAAATGCTTCCATTCCATCTCTTGTTATGT 

                 ************************************************************ 

  

 sequence1       TTCCGAAACTGCCGGACAATCCGGGTCAGCGCGTCTGGGCCACGATCTCGGAGGTCGGGT 

 sequence2       TTCCGAAACTGCCGGACAATCCGGGTCAGCGCGTCTGGGCCACGATCTCGGAGGTCGGGT 

                 ************************************************************ 

  

 sequence1       CGCGCAGTGCCGGGTCCACCCGTTCGAAGAGCGCCATGATCAGGACACCGCTGATGATTA 

 sequence2       CGCGCAGTGCCGGGTCCACCCGTTCGAAGAGCGCCATGATCAGGACACCGCCGATGATCA 

                 *************************************************** ****** * 

  

 sequence1       TCAGCGCTGCTCCCACCCGGAAGGCCAGGACATACCCCGACGTCACTGCGGTCTCGACGG 

 sequence2       TCAGCGCTGCTCCCACCCGGAAGGCCAGGACATACCCCGACGTCACTGCGGTCTCGACGG 

                 ************************************************************ 

  

 sequence1       GGACACCGGCCTGGATCTCACTGGTGGTGTACCGGATGGCCAGAGGTACCAGAACGGCGA 

 sequence2       GGACACCGGCCTGGATCTCACTGGTGGTGTACCGGATGGCCAGAGGTACCAGAACGGCGA 

                 ************************************************************ 

   

 sequence1       GCCCCAGGGCTCCTCCAATCTGCTGCATGGTGTTCTGGACGCCCGAGGCGAGGCTTGAGT 

 sequence2       GCCCCAGGGCTCCTCCAATCTGCTGCATGGTGTTCTGGACGCCCGAGGCGAGGCTTGAGT 

                 ************************************************************ 

  

 sequence1       TCTGGTCGGTGACCTGGTGGAGGGCGGCGCTCGTCGCGGCCGGCATGGTGGCGCCCGCGA 

 sequence2       TCTGGTCGGTGACCTGGTGGAGGGCGGCGCTCGTCGCGGCCGGCATGGTGGCGCCCGCGA 

                 ************************************************************ 

  

 sequence1       ATACGCCGAACACGACCATTCCCGGCAGGATCCCCCCGGCATAGCGAGTGTCGACATCGA 

 sequence2       ATACGCCGAACACGACCATTCCCGGCAGGATCCCTCCGGCATAGCGAGTGTCGACATCGA 

                 ********************************** ************************* 

  

 sequence1       CCGTGCTCGTCAGCAGCAGTCCGATCCCGGCGCCGATGAAGCCCATCGCCACGACCGCCC 

 sequence2       CCGTGCTCGTCAGCAGCAGTCCGATCCCGGCGCCGATGAAGCCCATCGCCACGACCGCCC 

                 ************************************************************ 

  

 sequence1       GCACTCCGATGCGCGGGGTCAGCGCGGTCCCCACCCCGATGCCGATACCGATGCCGAATC 

 sequence2       GCACTCCGATGCGCGGGGTCAGCGCGGTCCCCACCCCGATGCCGATACCGATGCCGAATC 

                 ************************************************************ 

  

 sequence1       CGAGGGGGAGGTACGCCAGGCCGGTCTCGAGCGGCGAGTACATCAGCACGTGCTGCTCGA 

 sequence2       CGAGGGGGAGGTACGCCAGGCCGGTCTCGAGCGGCGAGTACTTCAGCACGTGCTGCTCGA 

                 ***************************************** ****************** 

  

 sequence1       ACAACGTCAGGATGAAGGTGTACGAGATGAACGCCGCCATGAAGAACAGGGAGGTCAGGT 

 sequence2       ACAACGTCAGGATGAAGGTGTACGAGATGAACGCCGCCATGAAGAACAGGGAGGTCAGGT 

                 ************************************************************ 

  

 sequence1       TGATGACCGACCTGGTCCGGTTGGCGAAGCTTTCC 

 sequence2       TGATGACCGACCTGGTCCGGTTGGCGAAG------ 

                 *****************************       

Hình 3.5. Kết quả so sánh trình tự nucleotid đoạn downstream từ Genbank 

(sequence1) và từ sản phẩm PCR được tinh sạch (sequence2). 



 

 

 

3.1.4. Kết quả tạo vector tái tổ hợp đột biến pKC-HP450 

3.1.4.1. Kết quả gắn upstream vào vector pKC1139 

 
Hình 3.6. Hình ảnh điện di DNA của đoạn upstream( ~1.5kb) được chuyển vào 

vector pKC1139 (~6.5 kb) khi phân cắt bằng ECoRI/XbaI (1); (M) là thang chuẩn 

DNA  (10kb). 

Plamid DNA được tinh sạch của đoạn upstream (~1.5kb) được gắn vào 

vector pKC1139 (~6.5kb) tại vị trí EcoRI/XbaI và chuyển vào chủng E.coli 

XL1-Blue. Các khuẩn lạc được lựa chọn ngẫu nhiên để nuôi cấy, tách plasmid 

DNA và kiểm tra sự có mặt của đoạn upstream trong vector pKC1139. Kết 

quả kiểm tra bằng cặp enzyme giới hạn EcoRI/XbaI cho thấy có 2 vạch điện 

di có kích thước 1.5kb và 6.5kb tương ứng với kích thước của đoạn upstream 

và pKC1139 (Hình 3.6). Điều đó cho thấy đoạn upstream đã được biến nạp 

thành công vào vector pKC-1139 vào tế bào E. coli XL1 Blue, tổ hợp này gọi 

tên pKC-UP.  

3.1.4.2. Kết quả gắn downstream vào pKC-UP  

Plasmid DNA của pKC-UP được tinh sạch và gắn thêm đoạn 

downstream được đặt tên pKC-UD với kích thước ước tính khoảng 9.5kb và 

được chuyển vào E.coli XL1-Blue. Kết quả kiểm tra bằng cặp enzyme giới 

hạn XbaI/HindIII cho thấy có 2 vạch điện di có kích thước 3.0kb và 6.5kb 

tương ứng với kích thước của đoạn upstream, dowstream và pKC1139 (Hình 

3.7). Điều đó cho thấy đoạn downstream đã được biến nạp thành công vào 

pKC-UP và vào tế bào E. coli XL1 Blue. E. coli ET12567. 

 

~ 6.5kb 

~1.5 kb 
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Hình 3.7.  Hình ảnh điện di DNA của đoạn upstream và downstream (~3kb) đã 

được chuyển vào vector pKC1139 (~6.5 kb) khi phân cắt bằng XBaI/HindIII (1); 

(M) là thang chuẩn DNA  (10kb). 

3.1.4.3. Kết quả gắn gen neor vào pKC-UD 

 
 

Hình 3.8. Hình ảnh điện di DNA của pKC-HP450 gồm đoạn upstream, 

downstream, pKC1139 (9.5 kb)  và neor (~1 kb) khi phân cắt bằng XbaI (1); (M) là 

thang chuẩn DNA  (10kb). 

Plasmid DNA của pKC-UD được tinh sạch và gắn thêm đoạn gen kháng 

neomycine (neor) và gọi tên pKC-HP450 (upstream, dowstream, neor và 

pKC1139) với kích thước ước tính khoảng 10.5kb và được chuyển vào E.coli 

XL1-Blue. Kết quả kiểm tra bằng enzyme giới hạn XbaI cho thấy có 2 vạch 

điện di với kích thước 1.0kb và 9.5kb tương ứng với kích thước của đoạn neor 

và pKC-UD (Hình 3.8).  

~ 3.0 kb 

~ 6.5 kb 
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Để khẳng định thêm tổ hợp các gen upstream, dowstream, neor đã gắn 

vào vector pKC1139 đúng vị trí cần thiết, cặp enzyme giới hạn EcoRI/HindIII 

được sử dụng để phân cắt pKC-HP450. Qua hình ảnh điện di cho thấy xuất 

hiện 2 vạch băng với kích thước 6.5kb và 4kb tương ứng với kích thước của 

pKC1139 và kích thước của tổ hợp 3 gen upstream, downstream và neor 

(Hình 3.9). 

 
 

Hình 3.9. Hình ảnh điện di DNA chứng tỏ sự có mặt của đoạn upstream, 

downstream và neor (~4 kb) và pKC1139 (~6.5 kb) khi phân cắt bằng 

ECoRI/HindIII (1); M là thang chuẩn DNA  (10kb). 

Qua kết quả ở Hình 3.8 và Hình 3.9  khẳng định chúng tôi đã biến nạp 

thành công vector đột biến gen ncsB3 (pKC-HP450) vào tế bào E. coli XL1 

Blue. 

3.1.5. Kiểm tra độ nhạy với kháng sinh của S.carzinostatius ATCC15944  

 Để lựa chọn được khả năng kháng kháng sinh với chủng gốc, chúng tôi 

đã dùng 3 loại kháng sinh là neomycin, apramycin và erythromycin để kiểm 

tra độ nhạy của chủng xạ khuẩn S.carzinostaticus ATCC15944. Dịch nuôi cấy 

chủng xạ khuẩn S.carzinostaticus   sau 72 giờ được thu hoạch và dàn đều trên 

3 đĩa thạch môi trường R2YE. Với mỗi đĩa kiểm tra độ nhạy của chủng 

S.carzinostaticus ATCC15944 với một trong 3 loại kháng sinh (neomycin, 

apramycin, và erythromycin) ở các nồng độ khác nhau (1µg/ml; 3 µg/ml; 5 

µg/ml; 7,5 µg/ml; 10 µg/ml; 12 µg/ml và 15 µg/ml) . 
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1: 1µg/ml 2: 3µg/ml 3: 5µg/ml  4. 7,5 µg/ml 

5. 10 µg/ml 6. 12 µg/ml  7. 15 µg/ml  

 

Hình 3.10. Kiểm tra độ nhạy kháng sinh của chủng S.carzinostaticus ATCC15944 

với các nồng độ khác nhau của 3 loại: apramycin, neomycin và erythromycin. 

 

Kết quả cho thấy chủng xạ khuẩn S.carzinostaticus ATCC15944 rất 

nhạy cảm với 3 loại kháng sinh đã được chọn mặc dù ở nồng độ kháng sinh ở 

mức rất thấp 1µg/ml (Hình 3.10). Với kết quả kiểm tra này chúng tôi đã 

khẳng định rằng trong tế bào của xạ khuẩn S.carzinostaticus ATCC15944 

không có gen kháng kháng sinh neomycin (neor) cũng như gen kháng 2 loại 

kháng sinh apramycin và erythromycin. Điều đó có nghĩa là khi nuôi cấy 

chủng xạ khuẩn S.carzinostaticus ATCC15944 thì chủng xạ khuẩn này sẽ 

không thể sinh trưởng trong môi trường có chứa kháng sinh neomycin và 

ngược lại nếu trong tế bào có chứa gen neor, tế bào sẽ sinh trưởng được trong 

môi trường chứa neomycin. Tương tự như vậy đối với apramycin và 

erythromycin. 

Từ kết quả nghiên cứu này chúng tôi đã sử dụng neomycin làm kháng 

sinh kiểm định và lựa chọn đột biến. Nếu tế bào đã bị gây đột biến mất gen 

ncsB3 và được thay thế bằng neor thì chủng đột biến này sẽ tồn tại trong môi 

trường có kháng sinh neomycin; kháng sinh apramycin được chọn làm kháng 

sinh để sàng lọc đột biến kép. 

 

 



 

 

 

3.1.6. Chuyển tổ hợp gen vào S.carzinostaticus ATCC15944 

3.1.6.1. Tạo tế bào trần từ chủng S.carzinostaticus ATCC15944 

Chuyển gen vào tế bào xạ khuẩn là một công việc hết sức khó khăn đòi 

hỏi phải khảo sát các điều kiện thích hợp nhất có ảnh hưởng đến sự chuyển 

gen như: các điều kiện vi sinh vật, nồng độ lyzozyme ủ và thời gian xử lý, 

nồng độ PEG thêm vào khi chuyển gen, nồng độ kháng sinh phủ bề mặt đĩa 

chuyển gen để lựa chọn khuẩn lạc đã được chuyển thành công.  

Để tìm được điều kiện phù hợp cho sự thành công tạo tế bào tái tổ hợp 

các thí nghiệm khảo sát về các yếu tố ảnh hưởng quan trọng nhất đến hiệu 

suất chuyển gen đó là: Thời gian ủ lysozim để loại bỏ lớp thành tế bào 

(petidoglycon) từ 30 đến 70 phút; nồng độ PEG xúc tác cho quá trình chuyển 

gen từ 10 đến 50% và nồng độ kháng sinh phủ bề mặt đĩa chuyển gen từ 10 

đến 20 µg.ml-1 

Qua kết quả khảo sát tìm các điều kiện thích hợp nhất để chuyển gen vào 

tế bào xạ khuẩn cho thấy thời gian xử lý lysozim trong 30 phút là thích hợp 

nhất để cho được số tế bào trần có tỷ lệ sống cao và có thể là tế bào khả biến 

thích hợp.  

Với nồng độ kháng sinh neomycin được xác định là 50 µg/ml để với 

các mẫu chuyển gen để lựa chọn các khuẩn lạc đã thành công (chủng tự 

nhiên S.carzinostaticus ATCC15944 bị ức chế không phát triển được). 

Tương tự như vậy với nồng độ PEG thích hợp là 30% và với nồng độ kháng 

sinh phủ lên đĩa chuyển gen là tỷ lệ tế bào đã được nhận vector tái tổ hợp 

(tế bào tái tổ hợp đạt cao nhất). Các khuẩn lạc đã mọc tốt sau chuyển gen 

36 giờ (Hình 3.11). 



 

 

 

 

Hình 3.11.  Các khuẩn lạc phát triển trên đĩa thạch sau khi chuyển gen 36 giờ.  

 

3.1.6.2. Sàng lọc đột biến kép mất gen ncsB3 

Để lựa chọn ra được khuẩn lạc có đột biến kép mất hoàn toàn ncsB3, các 

khuẩn lạc được lựa chọn sẽ được nuôi cấy trong môi trường dịch R2YE bổ 

sung 50 µg/ml neomycin và nuôi cấy ở nhiệt độ 37°C. Các sợi xạ khuẩn được 

pha loãng với các nồng độ 1/103, 1/104, 1/105 và 1/106 sau đó dàn đều trên đĩa 

thạch R2YE không có kháng sinh và ủ ở tủ ấm vô khuẩn 28°C.  

Sau khoảng 60-72 giờ xuất hiện các khuẩn lạc tiến hành lấy ngẫu nhiên 

khoảng 500 khuẩn lạc cấy đồng thời trên 2 môi trường khác nhau là đĩa thạch 

R2YE bổ sung 50µg/ml neomycin và đĩa thạch R2YE bổ sung 20 µg/ml 

apramycin (R2YE/Neo50, R2YE/Apr20) (Hình 3.12). Khuẩn lạc nào có cả gen 

kháng neomycin và gen nhạy cảm với apramycin (neor.aprs) sẽ là các khuẩn 

lạc tiềm năng cho việc lựa chọn chủng đột biến kép mất gen ncsB3 hoàn toàn  

trong genome. 



 

 

 

 

Hình 3.12. Các khuẩn lạc được cấy riêng rẽ trên đĩa R2YE/Neo50 và R2YE/Apr20 

 

Trong số khoảng hơn 500 khuẩn lạc được lựa chọn ngẫu nhiên và nuôi 

cấy trên môi trường đĩa thạch ở cả 2 loại đĩa (R2YE/Neo50, R2YE/Apr20). Ở 

thế hệ thứ 5 đã phát hiện ra 2 khuẩn lạc phát triển rất tốt ở môi trường 

R2YE/Neo50 nhưng không mọc trong môi trường R2YE/Apr20. 

Khi nuôi cấy 2 khuẩn lạc này ở trong môi trường lỏng R2YE có kháng 

sinh với nồng độ tương ứng cũng thu được kết quả tương tự, đó là chủng đột  

biến chỉ sinh trưởng trong môi trường có chứa neomycine 50µg/ml và không 

phát triển trong môi trường có chứa apramycine 20µg/ml (Hình 3.13). 

 

Hình 3.13. Hai khuẩn lạc được nuôi cấy trong môi trường lỏng R2YE/Neo50, 

R2YE/Apr20  

 

Apr 20µg/ml         Neo 50µg/ml Neo 50µg/ml          Apr 20µg/ml 



 

 

 

Điều đó chứng tỏ rằng trong genome của chủng đột biến đã chứa gen 

kháng kháng sinh neomycine (neor) và không còn vector pKC1139 nữa. Để 

khẳng định sự thành công của chủng đột biến chúng tôi dùng kỹ thuật PCR để 

kiểm tra kết quả của thí nghiệm. 

3.1.6.3. Chứng minh sự mất gen hoàn toàn ncsB3 trong chủng đột biến 

Hai khuẩn lạc được giả định là chủng đột biến mất gen ncsB3 được nuôi 

cấy để tách DNA tổng số và được làm khuôn mẫu cho phản ứng PCR. Khi sử 

dụng cặp mồi của gen kháng neomycin (neor) và cặp mồi của gen kháng 

apramycin (aprr)  (Bảng 2.1) cho thấy sản phẩm PCR chỉ xuất hiện ở cặp mồi  

của gen kháng neomycin (~1kb) tuy nhiên không thấy sản phẩm PCR đối với 

cặp mồi thiết kế cho gen kháng apramycine (Hình 3.14). Điều này chứng tỏ 

gen neor đã được chèn vào genome của chủng S.carzinostaticus trong khi đó 

gen kháng apramycin (aprr) đã biến mất khỏi chủng đột biến hay nói một 

cách khác  vector pKC1139 đã bị loại bỏ khỏi genome của chủng đột biến. 

Điều đó chứng tỏ chủng đột biến tạo thành đã mất hoàn toàn ncsB3 và thay 

thế bởi gen kháng neomycin (neor). 

 
 

Hình 3.14. Hình ảnh sản phẩm PCR với sự có mặt của gen kháng neomycin (neor) 

thay thế cho ncsB3 

 

Apramycin    M        Neomycin 



 

 

 

3.1.7. Thiết kế tổ hợp bổ sung ncsB3 cho chủng đột biến S.carzinostaticus 

HDP450 

Với mục đích kiểm tra sau khi bổ sung trở lại gen đột biến ncsB3 và 

chuyển tổ hợp gen đó vào chủng đột biến S.carzinostaticus HP450 để kiểm tra 

và so sánh với sản phẩm thu được tách chiết từ chủng gốc và chủng đột biến. 

Chúng tôi biểu lộ ncsB3 trong vector pIBR25, đây là vector dùng để biểu lộ 

trong Streptomyces, tổ hợp mới tạo ra có tên gọi  pIB3 (8.8kb). Sau đó tổ hợp 

này được chuyển vào chủng đột biến S.carzinostaticus HP450 theo phương 

pháp tạo tế bào trần. Các khuẩn lạc được nuôi cấy, tách chiết DNA để kiểm 

tra xem sự có mặt của vector pIBR cũng như gen ncsB3 hay không? Trong đó 

có 2 khuẩn lạc được lựa chọn đã cho thấy sự có mặt của gen ncsB3 với kích 

thước khoảng 1.3kb và sự có mặt của vector pIBR25 với kích thước khoảng 

7.5kb khi được phân cắt bằng XbaI/PstI (Hình 3.15).  

 
1 M 2 

 

Hình 3.15. Hình ảnh điện di DNA của ncsB3 (~1.3 kb) và pIBR25 (~7.5 kb)  khi 

phân cắt bằng XbaI/PstI (1 và 2); M là thang chuẩn DNA  (10kb). 

 

3.2. Kiểm tra hoạt tính sinh học chủng đột biến 

3.2.1. Điều kiện nuôi cấy và tách chiết chất từ chủng đột biến 

Điều kiện và môi trường nuôi cấy cho chủng đột biến S.carzinostaticus 

HP450 được áp dụng tương tự như đối với chủng gốc S.carzinostaticus  

ATCC15944. Lúc đầu chủng xạ khuẩn đột biến S.carzinostaticus HP450 được 

nuôi cấy trong môi trường lỏng R2YE ở nhiệt độ 28°C trong vòng 48 giờ, sau 

 
~ 1.3 kb 

 

~ 7.5 kb 



 

 

 

đó dịch nuôi cấy được chuyển sang môi trường lỏng N-Z amin cũng ở điều 

kiện nhiệt độ tương tự như trên nuôi cấy trong vòng 72 giờ thì thu hoạch chất.  

Dịch nuôi cấy thu được tách chiết theo phương pháp tương tự như chủng 

xạ khuẩn gốc S.carzinostaticus  ATCC15944 và sản phẩm được phân tích 

theo các kỹ thuật dưới đây. 

3.2.2. Phân tích sản phẩm tách chiết  

3.2.2.1. Kỹ thuật sắc ký lỏng hiệu năng cao (HPLC) 

Sản phẩm tách chiết từ chủng xạ khuẩn đột biến S.carzinostaticus  

HP450 cũng như chủng gốc S.carzinostaticus  ATCC15944 và chủng 

S.carzinostaticus  HP450/pIB3 được phân tích bằng kỹ thuật sắc ký lỏng hiệu 

năng cao HPLC với chương trình đã được thiết lập (Chương 2). 

 

Hình 3.16. Sắc ký đồ HPLC phân tích sản phẩm tách tiết từ các chủng 

S.carzinostaticus  ATCC15944, S.carzinostaticus HP450 (chủng đột biến mất gen 

ncsB3) và S.carzinostaticus HP450/pIB3 (chủng đột biến được bổ sung lại ncsB3) 

 

Qua kết quả sắc ký đồ HPLC (Hình 3.16) cho thấy ở thời điểm phút thứ 

26 không quan sát thấy NCS-chromophore ở chủng xạ khuẩn đột biến 

S.carzinostaticus  HP450 trong khi đó tại cùng thời điểm 26 phút NCS-

chromophore quan sát rất rõ ở chủng gốc S.carzinostaticus  ATCC15944 và 

chủng xạ khuẩn bổ sung lại ncsB3 (S.carzinostaticus  HP450/pIB3). Điều đó 



 

 

 

cho thấy khả năng khi gây đột biến mất gen ncsB3 đã không tạo ra được 

NCS-chromophore, ncsB3 là gen đóng vai trò quan trọng trong sinh tổng hợp 

naphthoic acid cũng như NCS-chromophore; hoặc chủng xạ khuẩn gây đột 

biến mất gen ncsB3 đã tạo ra sản phẩm khác do vậy không còn đặc hiệu để 

apo-NCS bám vào. Một điều rất ngạc nhiên quan sát thấy ở chủng xạ khuẩn 

đột biến khi được bổ sung ncsB3 trở lại, ngoài việc NCS-chromophore peak 

xuất hiện chúng tôi còn thấy xuất hiện một peak khác rất cao không quan sát 

thấy ở chủng xạ khuẩn gốc cũng như chùng xạ khuẩn đột biến .  

3.2.2.2. Kỹ thuật khối phổ (Mass spectrometry – ESI/MS) 

 

Hình 3.17. Phân tích sản phẩm tách chiết thu được từ S.carzinostaticus  

ATCC15944 bằng phương pháp khối phổ ESI/MS 

 

NCS-chromophore được tách chiết từ chủng xạ khuẩn S.carzinostaticus  

ATCC15944 có khối lượng m/z [M+H]+ = 660 (Hình 3.17). Để xác định liệu 

NCS-chromophore có mặt ở chủng đột biến S.carzinostaticus HP450 cũng 

như chủng đột biến đã được bổ sung ncsB3 (S.carzinostaticus HDP450/pIB3) 

hay không? Các chất sau tách chiết từ các chủng trên được phân tích bằng kỹ 

thuật ESI/MS, chúng tôi không thấy khối lượng tương ứng với khối lượng của 

NCS-chromophore m/z [M+H]+ = 660 (Hình 3.18A). Tuy nhiên ở chủng xạ 

khuẩn khi bổ sung ncsB3 vào chủng đột biến S.carzinostaticus HP450 thì sản 

phẩm NCS-chromophore lại được tạo ra (Hình 3.18B). 



 

 

 

 

 

 

Hình 3.18. Phân tích chất tách chiết được từ các chủng (A) S.carzinostaticus 

HDP450; (B) S.carzinostaticus HDP450/pIB3 bằng kỹ thuật ESI/MS. 

 

Với kết quả phân tích chất bằng kỹ thuật sắc ký lỏng trên cao HPLC và 

kỹ thuật khối phổ ESI/MS cho thấy chủng xạ khuẩn gây đột biến mất gen 

ncsB3 đã không tạo ra NCS-chromophore trong khi chủng xạ khuẩn 

S.carzinostaticus  ATCC15944 cũng như chủng xạ khuẩn S.carzinostaticus  

HP450/pIB3 đều thu được chất này. 

3.2.3. So sánh hoạt tính kháng khuẩn 

Chất chiết tách từ 3 chủng xạ khuẩn được kiểm tra hoạt tính kháng 

khuẩn với chủng Micrococcus luteus. Kết quả cho thấy trong khi chủng xạ 

khuẩn S.carzinostaticus  ATCC15944 có hoạt tính kháng khuẩn với 

Micrococcus luteus thì chủng xạ khuẩn đột biến S.carzinostaticus HP450 

không có hoạt tính kháng khuẩn với chủng vi khuẩn này. Hoạt tính kháng 



 

 

 

khuẩn sẽ xuất hiện trở lại ở chủng xạ khuẩn khi bổ sung trở lại ncsB3 vào 

chủng đột biến S.carzinostaticus HP450 (Hình 3.19).  

 

 

Hình 3.19. Kiểm tra hoạt tính sinh học của các chất với chủng M. Luteus 

 (1): Methanol; (2): NCS tách từ chủng gốc S.carzinostaticus ATCC15944;  (3): 

chủng đột biến S.carzinostaticus HP450; (4): chủng đột biến bổ sung ncsB3 

S.carzinostaticus HP450/pIB3. 

 

Qua kết quả kiểm tra hoạt tính kháng khuẩn của chủng đột biến càng có 

thêm bằng chứng cho thấy khi gây đột biến mất gen ncsB3 sẽ không tạo ra 

NCS-chromohore do vậy hoạt tính sinh học kháng khuẩn đối với chủng vi 

khuẩn Micrococcus luteus cũng không còn nữa. Vậy các chất tạo ra ở chủng 

xạ khuẩn đột biến còn có tác dụng với các tế bào ung thư như chủng gốc hay 

không? Điều này còn phải được tiếp tục nghiên cứu trong thời gian tới đây. 
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Chương 4:  KẾT LUẬN  

 

Qua kết quả nghiên cứu “Thiết kế tái tổ hợp bằng phương pháp gây đột 

biến mất gene ncsB3 từ chủng Streptomyces carzinostaticus ATCC15944 và 

kiểm tra hoạt tính sinh học của chủng đột biến” chúng tôi đã rút ra được kết 

luận sau:  

1. Thiết kế thành công tái tổ hợp đột biến gen ncsB3 từ chủng 

Streptomyces carzinostaticus ATCC15944. 

- Genome của chủng xạ khuẩn S.carzinostaticus ATCC15944 đã được 

gây mất gen ncsB3 và thay thế bởi gen kháng neomycine (neor) với độ dài 

gần 1kb. Sau đó sử dụng vector pKC1139 là vector rất nhạy cảm với nhiệt độ 

trên 40°C và có gen kháng apramycin (aprr) để mang tổ hợp gen đột biến.  

- Tổ hợp đột biến có tên gọi pKC-HP450 được chuyển vào chủng vi 

khuẩn E.coli XL1 Blue và E. coli ET12567.  

- Tổ hợp mang gen đột biến được chuyển vào chủng xạ khuẩn 

S.carzinostaticus ATCC15944 bằng phương pháp chuyển dạng nguyên hình 

thông qua tế bào trần.  

- Các khuẩn lạc được sàng lọc để chọn lọc được chủng đột biến kép mất 

gen ncsB3 hoàn toàn trong genome của S.carzinostaticus ATCC15944. 

- Khẳng định tính chính xác của chủng đột biến thu được qua quá trình 

sàng lọc. 

2. Bước đầu qua kiểm tra hoạt tính sinh học của chủng xạ khuẩn đột biến 

cho thấy: 

- NCS-chromophore không quan sát thấy ở chủng xạ khuẩn đột biến 

S.carzinostaticus HP450 qua phân tích bằng kỹ thuật sắc ký lỏng trên cao 

HPLC và kỹ thuật khối phổ ESI/MS. 

- Chủng xạ khuẩn đột biến S.carzinostaticus HP450 không có tính 

kháng khuẩn đối với chủng vi khuẩn Micrococcus luteus. 



 

 

 

-  

Chương 5: KHUYẾN NGHỊ 

 

Qua kết quả nghiên cứu chúng tôi đưa ra một số khuyến nghị sau: 

1. Thử nghiệm các phương pháp khác để tách chiết và phân tích chất thu 

được từ chủng xạ khuẩn đột biến S.carzinostaticus HP450. 

2. Kiểm tra hoạt tính của chất tách chiết từ chủng xạ khuẩn đột biến 

S.carzinostaticus HP450 đối với tế bào ung thư. 
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