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a.a Amino acid 

APS Amonium persulphate 

Bp Base pair 

CBB Coomassie brilliant blue 

DNA Pol Deoxyribonucleic acid Polymerase 
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E. coli Escherichia coli 
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Sợi đơn DNA (single stranded DNA) 
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MỞ ĐẦU 

Hiện nay PCR là một kỹ thuật phổ biến trong sinh học phân tử nhằm nhân bản một đoạn 

DNA trong ống nghiệm lên hàng triệu bản sao. Kỹ thuật này có ứng dụng rất nhiều trong 

các nghiên cứu sinh học và y học phục vụ nhiều mục đích khác nhau như: chẩn đoán bệnh 

di truyền, bệnh nhiễm trùng, tách dòng gen và xác định huyết thống… Do tính chất lặp lại 

nhiều chu kỳ phản ứng ở các nhiệt độ khác nhau, đặc biệt là sự biến tính DNA ở 95oC nên 

PCR đòi hỏi phải có các enzyme DNA polymerase bền nhiệt để đảm bảo việc xúc tác quá 

trình nhân bản DNA được thực hiện dễ dàng và đặc hiệu. 

Pfu DNA polymerase được tách từ vi khuẩn cổ siêu ưa nhiệt Pyrococcus furiosus sinh 

trưởng tối ưu ở 100°C. Pfu DNA polymerase cực kỳ bền nhiệt, vẫn giữ được hơn 95% hoạt 

độ ban đầu ở 95°C trong một giờ. Ngoài hoạt tính tổng hợp mạch Pfu DNA polymerase 

còn có hoạt tính đọc sửa 3’- 5’ exonuclease làm tăng độ chính xác của quá trình tổng hợp 

DNA. Hiện nay Pfu DNA polymerase thương mại có xác suất gắn sai một nucleotide 

khoảng 1,3.10-6. Độ chính xác trong quá trình tổng hợp DNA của Pfu DNA polymerase cao 

hơn nhiều so với Taq DNA polymerase và được xem là một trong số ít enzyme có tốc độ 

tổng hợp ít lỗi nhất trong tất cả các DNA polymerase bền nhiệt đã được nghiên cứu. Chính 

vì vậy, Pfu DNA polymerase được sử dụng phổ biến để khuyếch đại các sản phẩm dùng 

cho mục đích nhân dòng, biểu hiện hay nghiên cứu các đột biến cũng như tổng hợp gen 

[25].  

Pfu DNA polymerase đóng vai trò quan trọng trong phản ứng PCR nên việc thu nhận 

enzyme này từ vi khuẩn ưa nhiệt trở thành một nhu cầu cấp thiết. Tuy vậy, việc thu nhận 

chế phẩm enzyme trực tiếp từ các vi khuẩn ưa nhiệt là không đơn giản vì các vi khuẩn này 

thường yêu cầu môi trường sinh trưởng đặc biệt, nhiệt độ sinh trưởng cao và enzyme quan 

tâm chỉ được sản xuất ở một lượng rất thấp. Trên thế giới đã có nhiều các công trình khoa 

học nghiên cứu và tinh sạch Pfu DNA polymerase tái tổ hợp nhưng vẫn gặp khó khăn do 

sử dụng các biện pháp tinh sạch chưa tối ưu như Heparin có giá thành đắt [22], cột P11 

phosphocellulose và cột mono Q qui trình sử dụng phức tạp [12]…. Ở Việt Nam cho đến 

nay chỉ có công trình nghiên cứu sản xuất Pfu DNA pol từ E. coli của Giáo sư Phan Tuấn 
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Nghĩa được thực hiện vào năm 2005 với qui trình tinh sạch qua sắc ký ái lực với Ni2+ và 

Heparin Sepharose [1, 2]. Tuy nhiên Pfu DNA pol tạo ra lại ở dạng dung hợp với 20 a.a 

của vector nên có thể ảnh hưởng đến khả năng kéo dài DNA trong phản ứng PCR và hơn 

nữa qui tình tinh sạch bằng Heparin khá tốn kém mà lại không đặc hiệu. Trước những 

nhược điểm và khó khăn trong việc tinh sạch để thu được Pfu DNA pol tinh khiết, hiện nay 

có rất nhiều công trình nghiên cứu nhằm cải thiện khả năng hòa tan của protein tái tổ hợp 

trong tế bào E. coli, cũng như khả năng tinh sạch cao khi sử dụng hệ biểu hiện tạo 

hexahistidine-tagged maltose-binding protein qua việc sử dụng hệ vector biểu hiện pMAL 

[5, 39]. PMAL là hệ vector biểu hiện cho phép protein tạo ra ở trạng thái tan do được dung 

hợp với maltose - binding proein (MBP). Ngoài khả năng tạo dạng tan của protein, MBP có 

ái lực với amylose nên có thể dễ dàng tinh sạch protein dung hợp qua viêc sử dụng cột 

amylose. Điểm cắt của Factor Xa ngay trước Pfu DNA pol giúp hoàn nguyên Pfu DNA 

pol. Bên cạnh đó việc sử dụng Histag để tinh sạch bằng Ni2+ ở đầu N lại không ảnh hưởng 

đến hoạt tính của Pfu DNA tái tổ hợp [15]. Với những ưu điểm trên, chúng tôi sử dụng hệ 

vector biểu hiện pMAL kết hợp đuôi His để thực hiện đề tài: “Nghiên cứu sản xuất, tinh 

sac̣h Pfu DNA polymerase tái tổ hơp̣ từ Escherichia coli’’ với mục tiêu sản xuất Pfu 

DNA polymerase chất lượng cao góp phần tích cực trong việc phục vụ các nghiên cứu về 

sinh học phân tử trong nước. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

PHẦN 1: TỔNG QUAN TÀI LIỆU 

1.1. Tổng quan về DNA polymerase 


