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(54) QUY TRINH PHAN TiCH PROTEAZA VA QUY TRINH PHAN NHOM PROTEAZA CO
TRONG TOM (PENAEUS)

(57) Giai phap hitu ich dé cap dén quy trinh phéan tich proteaza va quy trinh phan nhém
proteaza dé danh gia proteaza co trong tom (Penaeus) tng dung trong nghién ctru, danh gia
chat luong tom nudi. Quy trinh phan tich proteaza bao gdm budc: a) chudn bi ban gel dién
di; b) chuan bj miu protein; ¢) dién di mau; d) 6n dinh ban gel; e) nhuém va tay mau ban
gel. Bang cach thay ddi cac thanh phan gel polyacrylamit va diéu kién ¢ voi dém hoat tinh,
quy trinh theo giai phap hitu ich cho phép phan tich proteaza c6 trong tom, dong thoi cho
phép phan nhém cac proteaza ndy ma khong can sir dung cic thanh phén giy bién tinh
protein doc hai nhu SDS, DTT hodc B-ME. Quy trinh theo giai phap hitu ich cho phep rat
ngan thoi gian phén tich nhung van cho két qua rd rang, chinh xac.
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Linh vwe ky thuit dwoe dé cap

Giai phap httu ich thudc Iinh vuc cong nghé sinh hoc, cong nghé enzym va
protein, cu thé giai phap httu ich dé cap dén quy trinh phan tich proteaza va quy trinh
phan nhom proteaza c6 trong tom phuc vu nghién ciru vai tro clia cic proteaza ¢ tdm

va ¢6 thé m¢d rong ra cac dot tugng khac.
Tinh trang ky thuit cia giai phap hiru ich

O 6m (Penaeus) noi riéng cling nhu trong cic sinh vét séng noi chung, cdc
enzym proteolytic hay con goi la cac proteaza ¢6 mat va dong vai tro sinh ly quan
trong khac nhau. Mot sb proteaza dad dugc biét dén thuc hién cic chirc nang phan giai
protein lién quan dén qua trinh chét theo chuong trinh va melanin ho4 c6 vai tro trong
dap tng mién dich & tdm. Tuy thude vao giai doan phat trién, tinh trang strc khoe va
kha ning nhiém bénh ma muc d6 hoat dong va thanh phén cllia cac proteaza ¢ tdm co
thé khic nhau. Cac proteaza cé nhiéu trong tuyén tiéu hod cia tdm s& gitp phan giai
cdc protein, thanh phan chinh trong thtic in ctia tom, quyét dinh sy sinh truong va phat
trién ctia tdBm. Ngoai ra, trong qua trinh bao quan va luu gilr tom, cac protein tr co tom
¢6 thé bi phan giai boi cac enzym c6 hoat tinh proteolytic ddn dén lam thit tdbm mém
va nhiin, anh huéng dén chét lugng cia thit (6m, [am rat ngan thoi gian st dung. Vi
vay, cic nghién ciru vé proteaza s& gitp hiéu ro hon vé hé mién dich cia tom gitp hd
tro ddnh gid kha ning sinh trudng, trao déi thirc an, tdng nang sudt nudi tréng cling
nhu bdo quan tom, ¢6 hiéu qua khong chi trong ché bién thuy san ma con hitu ich

trong viéc nghién ctru, nudi trong va san xuat thire n cho tom.

Phuong phép thuong dung dé xdc dinh hoat do va phén tich protein dua trén pho
bang thu duoc tir ky thudt dién di gel polyacrylamit v&i co chit casein (Lemos va cOng
sit, 2000; Buarque va cdng su, 2009, Sriket va cong su 2010; Senphan et al.. 2015). Cu
thé, miu nghién ctru s& duoc dién di trén gel polyacrylamit c¢6 chura natri dodexv]
sulfat (SDS) 0,1% (SDS-PAGE) trong thoi gian khoang 2 gio. Két thuc dién di, ban
gel s& duge 0 voi Triton X-100 2,5% 30 phut dé loai bo SDS. Ban gel khong ¢o SDS
sau d6 duoc tiép tuc Ui vi co chit casein 3% & 4°C trong thoi gian 30 phit va tiép theo

[a dém hoat tinh & 25°C trong 90 phut dé cho phép enzym hoat dong phéan giai cu chét.
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Gitra cac bude chuyén dém, ban gel s& duoc rira 3 1an dé loai bo dém i, trude khi tién
hanh u trong dém mai. Cudi cung la cic bude nhudom va tdy ban gel, két qua cac bang
protein c6 hoat d§ proteaza s€ hién 1én dudi dang bang tréng trén nén mau xanh cia
ban gel. Tong thoi gian thyuc hién ctia phuong phap la kha dai, khoang 7 gio. Dé phan
loai va phin tich phd bang, kich thude clia cac proteaza, trude khi tién hanh dién di
trén gel SDS-PAGE, mau nghién cru duge t véi cac co chat dac hi¢u nhu PMSF
(phenyl-metyl-sulphonyl-florua) cho proteaza serin, TPCK (tosyl-phenylalanin

clometyl keton) cho chymotrypsin, TLCK (tosyl-lysin clometyl keton) va benzamidin.

Mdt phuong phap khéc, trong do co chat casein khoang 0.65% duge chuén bj
trong thanh phan ctia ban gel SDS-PAGE, dém mau c6 thém thanh phan 0,1% cta
SDS gitp uc ché tam thdi hoat dong cia proteaza trong qué trinh di chuyén cua
protein (Raser va cong su, 1995; Gaur va cdng su, 2010). Sau khi dién di. bdn gel cling
duoc  voi Triton X-100 dé loai bd SDS. hdi tinh hoat déng ctia proteaza dé phan giai
co chét, cac bude tién hanh twong tw véi phuong phap trén. Trong phuong phép nay,
casein da c6 san trong thanh phan ctia ban gel nén chi can str dung nong do thép va két
qua cho bang hoat tinh cua proteaza tring, sang, rat dé quan sat. Tuy nhién, néu budc
tre ché tam thoi hoat tinh bai SDS 0,1% khong hiéu qua va 11611g, do enzym cao, s dan
dén vét bang trang dai, bing hoat tinh khéng phan tach, dic biét trén cac mau thd

nhicu loai protein khac nhau.

Mt khac, trong ca hai phuong phap da dé cap. néu budc loai bé SDS trong thanh
phan ctia ban gel chua hiéu qua, SDS sé c6 thé anh hudng dén hoat tinh clia enyzm;
ciing nhu tuong tac gitra enzym va cac chit nghién ciru (e ché/hoat hod) va cho két
quéa v¢ kha nang anh hudng cia cac chét dén hoat do ctia proteaza chua chinh xdc.
Trong cac quy trinh, diéu kién dé proteaza phan giai co chét casein thuong la 25°C,
day chua phai nhiét do toi thich cho proteaza clia tdm nén can nhiéu thoi gian dé

enzym phan Ung, dan dén kéo dai thoi gian cta cd quy trinh.

Bén canh do, cho dén hién nay, chua c6 quy trinh xdc dinh va phan loai proteaza
riéng cho tdm vai cac diéu kién thich hop cho proteaza phéan lap tor tom mdt céch toi
uu. Do do, cin ¢o mot quy trinh chuan hoa cho phép phan tich proteaza ciling nhu quy
trinh phan nhém proteaza c6 trong cdc mau tdm phan tich theo huéng don gian, tiét
kieém thoi gian, t61 wu hoa quy trinh nham phuc vu cho céc nghién ctru vé proteaza trén

tom tng dung trong nganh nudi trong thuy san.
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Ban chit ky thudt ciia giai phap hiru ich

Muc dich ctia giai phap hitu ich 14 nham giai quyét cac ton tai néu trén, cic tac
gia da cai tién quy trinh phén tich va phan nhom céc proteaza co trong tom d¢ ung
dung trong phén tich hoa sinh trén co s& dién di protein trong diéu kién khong bién
tinh va c¢6 co chat, trén co s¢ do rit ngén thoi gian phén tich, ting do nhay dé co thé

xac dinh dugce nhanh, chinh xdc céc loai proteaza va phén nhom proteaza cé trong tom.

Theo khia canh thir nhét, giai phap hiru ich dé cap dén quy trinh phan tich

proteaza c6 trong tom (Penaeus), trong do quy trinh nady bao gdm céac budoc:

a) chudn bi ban gel dién di polyacrylamit hai 16p bao gom: 16p gel tich chira (%
theo thé tich) 44% polyacrylamit 30%, 27,5% Tris-HCl 1.5M pH=8.8, 27,5% nudc,
0,8% amoni persulfat, 0,2% tetrametyletylendiamin va 16p gel ¢ chaa (% theo thé
tich) 12,5% polyacrylamit 30%, 25% Tris-HCl 0,5M, pl=6.8, 60,5% nudc, 1.5%

amoni persulfat, 0,5% tetrametyletylendiamin;

b) chudn bi miu protein bing cach thu nhan, nghién mau tom trong nito [ong va
ddng nhit trong dung dich dém chiét (dém A) bao gdm Tris-HCI 50mM, pH=8 bo
sung NaCl 50mM va CaCl, SmM theo ty 1é miu protein: dém A 13 1:3 (trong lu‘o‘ng/thé
tich), sau do, ly tdm & 4°C trong 30 phut thu dich ndi, phan dich ndi nay duge chuin

dd protein dén khoang tir 1 dén 1,5pg/pl. thu dugc mau protein;

¢) dién di mau bing cach phdi tron miu protein v6i dém mau (dém SB) bao gom
Tris-HCI 312,5mM, pH=6,8 chtra 50% glyxerol va 0,01% xanh bromophenol theo ty
1é mau protein:dém SB 12 4:1 (thé tich/thé tich), sau do nap tir 5 dén 20pL mau da tron
dém SB nay vio giéng dién di trén gel dién di polyacrylamit va tién hanh dién di o
diéu kién 4°C trong dém Tris 25mM, pH=8,3 di¢u chinh bing glyxin 192mM trong

khoang thoi gian tir | dén 2 gio;

d) 6n dinh ban gel v6i co chit bing cach trang rira ban gel trong dém A bao gom
Tris-HCI S0mM, pH=8 b6 sung NaCl 50mM va CaCl, SmM, tiép d6 0 ban gel trong |
gidr trong dém A bo sung 5% casein (khdi luong/thé tich) ¢ 4°C trong diéu kién lac nhe
dé proteaza phan cit casein, sau dé rira va 0 lai bang dém A & 37°C trong 30 phut

trong dicu kién Idc nhe dé 6n dinh ban gel; va



3306

¢) nhudém va tay mau ban gel bang cich ngam ban gel trong dung dich dém tay
o0m metanol:axit axetic:nude theo ty 1& 3:1:6 (theo thé tich) bé sung 0,5% thubce
nhudém xanh Comassie trong 30 pht, sau d6 chuyén sang dung dich dém tay trong
khoang tur 30 dén 60 phut dé rira thude nhudm, thu ban gel ¢ vi tri proteaza khong bat

mau nhudm.

Theo khia canh tht hai, giai phap hitu ich dé cdp dén quy trinh phan nhom

proteaza c6 trong tom, trong dé quy trinh nay bao gém cac budc:

a) chuan bi ban gel dién di polyacrylamit hai 16p bao gom 1op gel tach chira (%
theo thé tich) 44% polyacrylamit 30%, 27,5% Tris-HCI 1,5M pH=8.8, 27.5% nudc,
0.8% amoni persulfat, 0,2% tetrametyletylendiamin va lop gel c6 chua (% theo thé
tich) 12.5% polyacrylamit 30%, 25% Tris-HCl 0.5M. pH=6.8, 60.5% nudc, 1.5%

APS., 0,5% tetrametyletylendiamin;

b) chuan bi méau protein bang cach thu nhan, nghién mau tém trong nito long va
dong nhit trong dung dich dém chiét (dém A) bao gom Tris-HCI 50mM, pH=8 bo
sung NaCl 50mM va CaCl, 5mM theo ty I¢ 1:3 (trong lu‘o‘ng/thé tich). sau do ly tam &
4°C trong 30 phut thu dich néi, phin dich ndi nay duoce chuan do dén khoang tir | dén

I.5ug/uL, thu duge mau protein;

¢) chuan bi mau phan tich bing cach u lan luot ting phan mau protein véi timg
nhom chat uc ché proteaza dugc chon tor nhom bao gom PMSF, TPCK, TLCK,
leupeptin, E64, pepstatin va EDTA voi nong do tir 2 dén 25mM trong 30 phat & 4°C

thu duge nhom mau phén tich;

d) dién di mau bing cach phdi trén mau protein, mau phan tich lan luot véi dém
mau (dém SB) bao g&n Tris-HCI 312,5mM, pH=6,8 chia 50% glyxerol va 0,01%
xanh bromophenol theo ty 1¢ mau protein:dém SB la 4:1 (thé tich/thé tich), sau d6 nap
w5 dén 20puL mau da ton dém SB nay vao giéng dién di wén gel dién di
polyacrylamit va tién hanh dién di ¢ diéu kién 4°C trong dém Tris 25mM, pH=8.3 dicu

chinh bang glyxin 192mM trong khodng thoi gian tr 1 dén 2 gio;

e) 6n dinh ban gel vdi co chét bang cach trang rira ban gel trong dém A bao g6m
Tris-HCI 50mM, pH=8 bd sung NaCl 50mM va CaCl, SmM, tiép d6 0 ban gel trong 1

it trong dém A bo sung 5% casein (khoi luong/thé tich) ¢ 4°C trong dicu kién lac nhe
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dé proteaza phan cit casein, sau d6 rira va u lai bang dém A ¢ 37°C trong 30 phut ket

hop lac nhe dé 6n dinh ban gel;

f) nhudém va tdy mau ban gel bing cich ngdm ban gel trong dung dich dém tay
gdm metanol:axit axetic:nude theo ty 1& 3:1:6 (theo thé tich) bd sung 0,5% thude
nhudém xanh Comassie trong 30 phat, sau do chuyén sang dung dich dém tdy trong
khoang tir 30 dén 60 phut dé rira thudc nhudm thu ban gel cé vi tri proteaza khong bit

mau nhudém; va

g) xac dinh cdc nhom proteaza trong tdm bing cach so sanh cac bang tor nhom
mau phan tich v&i mau protein dé xdc dinh sy ¢6 mét cta cdc nhém proteaza thude

serin, chymotrypsin, trypsin, cystein, aspartyl va metallo proteaza tuong ng.
Mo ta van tat cac hinh vé

Hinh 1 1a hinh anh ban gel dién di phan tich nhom proteaza tir mau tdm su, trong
do (1) thang chuén protein; (2) dich chiét protein tr co thén; (3) dich chiét protein tir
co ddu; (4) dich chiét protein tir huyét twong; (5) dich chiét protein tir gan tuy; (6) dich
chiét protein diu tom su.

Hinh 2 1a hinh anh ban gel dién di phan tich nhom proteaza tir dich chiét gan tuy

tom su, trong do:

Az (1) dich chiét gan tuy 10m su; (2) dich chiét gan tuy tom su trong DMSO 20%:
(3-4) dich chiét 0 véi 1 va 10mM PMSF; (5-6) G véi 10 va 20mM TPCK, (7-8) G voi
10 va 20mM TLCK,

B: (1-2) 0 véi leupeptin 1 va 5SmM, (3-4) U vai E64 1 va SmM; (5-6) G voi
pepstatin A 1 va SmM, (7-8) 0 vdi EDTA 10 va 25mM, (9) dich chiét gan tuy tom si
M3 ta chi tiét giai phap hiru ich

Sau day, giai phap hiru ich mé ta chi tiét cac phwong an thyc hién cu thé, tuy
nhién, cac phuong an nay chi nhim muc dich lam & ban chét cua giai phép hiru ich
chir khéng nham han ché pham vi yéu ciu bao ho cla giai phép hiru ich.

Trong cdc k¥ thudt dién di protein gel polyacrylamit thuong ¢6 0.1% natri
dodexyl sulfat (sodium dodecyl sulfate: SDS), DTT hoac B-ME la nhirng hop chit ¢
tac dung pha v& ciu tric bic ba cua protein, lam cho phan tU protein cudn gap thanh

dang dudi thing. Dy cling 1a cic chat c6 thé tac dong dén cau triic gen gdy dot bién
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cho nguot st dung. SDS con ¢6 tac dung bao pht cac mach bén ctia cdc axit amin giap
bé mat phan ti protein tich dién am. Dudi tdc dung clia cac hop chat trén, khi dién di
phan tu protein s€ ¢ dang mach thang, tich dién am va di chuyén v¢ cuc duong trong

dién truong.

Déi voi phan 1on cic proteaza trong cdc mau tdom thuong co gia tri pl <8,0. Do
do, khi dién di voi dém pH = 8,3 thi cdc proteaza c6 gia tri pl < pH nén s€ tich dién am
va di chuyén vé cuc duong trong dién truomg. Chinh vi vdy, cé thé phat trién ky thuat
di¢n di bang cach thay déi thanh phan va diéu kién dién di sao cho proteaza khong b

bién tinh, van cho phép dién di dugc ma khong can su dung SDS.

Tom sinh trudng va phat trién trong khoang nhiét do 25-28°C, tuy nhién céc
nghién ctu vé tinh chét cta céc proteaza phan lap tir tom cho thay nhiét do tbi thich
cho enzym hoat dong thudng khoang tir 37 dén 50°C. Vi vay, céc tac gia dé xuat nhiét
dd phan Gng cho proteaza phén giai co chat casein tai 37°C dé rut ngan thoi gian phan
tng va tiét kiém thoi gian cho ca quy trinh.

Giai phap htu ich dé cdp dén quy trinh phan tich proteaza va quy trinh x4c dinh
phan nhdém proteaza co6 trong tom. Quy trinh theo giai phap hitu ich cho phép phén tich
protcaza ¢é trong cac mau tom phdan tich, dong thoi co thé phan nhom proteaza cé
trong tom lam co s danh gia chat luong tdm nudi.

Theo khia canh thtr nhét, giai phap hitu ich dé cap dén quy trinh phéan tich
proteaza ¢é trong tom, trong dé quy trinh nay bao gobm cac budc: a) chuan bi ban gel
di¢n di polyacrylamit; b) chuan bi mau protein; ¢) dién di mau; d) on dinh ban gel voi

co chat; va e) nhudm va tay mau ban gel.

Trong budc chuan bi ban gel dién di polyacrylamit. cac ban gel dién di duoc
chuan bi theo phuong phép duc gel chuén. Cac thanh phan duogc sir dung dé dic gel 2
l6p bao gom gel tach va gel ¢d. Lop gel tach duoe str dung nén polyacrylamit, trong do
bao g6m (% theo thé tich) 44% polyacrylamit 30%, 27,5% Tris-HCl [,5M pH=8,8,
27,5% nudc, 0,8% amoni persulfat, 0,2% tetrametyletylendiamin. Lop gel ¢ chira (%
theo thé tich) 12,5% polyacrylamit 30%, 25% Tris-HCI 0.5M, pH=6.8, 60.5% nudc,
1.5% APS, 0.5% tetrametyletylendiamin. Hai I6p gel nay dugc duc va duge st dung la

tam dién di theo k¥ thuat dién di phén tach khdi lugng.
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Nhu da néu & trén, cac ky thuét dién di polyacrylamit thuong st dung SDS. ky
thuét theo giai phap htru ich khong st dung tdac nhin bién tinh nay, do d6 an toan cho
nguoi thao tac, dong thoi khong cdn budce rira dé loai bo tac nhan nay ra khoi tim dién
di.

Trong budc chudn bi mau protein, mau duoc st dung 14 mau tém séng. Mau
duge thu nhan tir tdm séng va tiép d6 duoc nghién trong nito 16ng nham tang hiéu qua
ddng nhit mau trong thoi gian ngin, hoat d proteaza khong bi phan cat giGi han hay
bi mét hoat tinh. Tiép dé déng nhét trong dung dich dém chiét (dém A). Dung dich
dém A bao gém Tris-HCI 50mM, pH=8 bd sung NaCl 50mM va CaCl, SmM. Luong
mau bd sung véi dung dich dém A la 1:3 (trong lugng/thé tich). Sau khi dong nhat.
tién hanh ly tAm ¢ 4°C trong 30 phut thu dich ndi. Phan dich ndi duoc dinh lugng
protein theo phuong phap Bradford va nong do protein trong mau duge pha loang vé
khoang tir 1 dén 1,5pg/puL. Qué trinh ndy nham thu dugc protein du dé phén tich va

cho két qua cdc bing protein rd rang, tdch biét nhau.

Trong bude dién di mdu, phé)i tron mau protein véi dém mau (dém SB) bao g("\)m
Tris-HCI 312,5mM, pH=6,8 chtra 50% glyxerol va 0,01% xanh bromophenol theo tv
1é mAu protein:dém SB la 4:1 (thé tich/thé tich). Tiép do, sau do nap tir 5 dén 20ulL
miu da tron dém SB nay vao giéng dién di trén gel dién di polyacrylamit. Tién hanh
dién di & diéu kién 4°C trong dém Tris 25mM, pH=8,3 didu chinh bing glyxin 192mM
trong khoang thoi gian tir 1 dén 2 gio. Céan luu y, véi pH=8,3, cac protein cua tom s¢
mang dién tich am, va do d¢ trong dién trudng, nhém cac protein sé dich chuyén vé
cuc duong ma khong cin sir dung SDS nhu céc phuong phap dién di gel polyacrylamit
thong thudmg. Qua trinh dién di két thic duge xdc dinh khi vét xanh cham day bang

tam gel dién di.

Trong budc 6n dinh ban gel voi co chat, trude tién, tién hanh trang rua ban gel
trong dém A. Dém A bao goém Tris-HCI 50mM, pH=8 b sung NaCl 50mM va CaCls
SmM. Tiép do, (i ban

gel trong | gio trong dém A bd sung 5% casein (khdi lugng/thé
tich) & 4°C trong diéu kién lic nhe. Sau khi u, thay thé bing dém A khong bd sung
casein roi G tiép & 37°C trong 30 phit. Qua trinh ndy nhim cac proteaza 6 trong mau
phén cit casein. Trong qué trinh G, tién hanh lic nhe dé thu dugc ban gel on dinh truge

tién hanh nhudém va tay mau gel.
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Sau khi thu dugc ban gel da dugc 0 voi co chét, tién hanh nhudom va téy mau ban
gel bang cach ngam ban gel vao dung dich dém tiy gdm metanol:axit axetic:nudc theo
ty 1¢ 3:1:6 (theo thé tich) bd sung 0,5% thudc nhudém xanh Comassie (khoi ]u‘Qng/thé
tich). Qué trinh nhuém xanh Comassie thuc hién trong 30 phut, sau do chuyén sang
dung dich dém tay trong khodng tir 30 dén 60 phut. Bang cach nay, ca ban gel da duoc
u voi casein sé ¢6 mau xanh, ngoai trir nhrng vi tri ¢6 hoat tinh cta proteaza da phan
cit casein, khong bat mau boi thube nhudm xanh Comassie nén bi rua troi do dé co
mau tréng. Nhu vay. co thé xac dinh duoc p116 bang. mac dg hoat dong va du doan
duoc khoi lugng phén tir clia cac proteaza trong mau protein trén co so cac bang dién
di nay. Cu thé, bang dién di cang 16n, do trang sang cang rd thi hoat do proteaza cang
manh va ngugc lai. Can ctr vao vi tri bang dién di co thé xac dinh so bo kich thude cta

cac proteaza trén co s¢ so sanh voi thang chuan protein.

Theo khia canh thar hai, giai phap hiu ich dé cap dén quy trinh phan nhom
proteaza ¢6 trong tom. trong do quy trinh nay bao g6111 céc bude: a) chuin bi ban gel
di¢n di polyacrylamit; b) chuan bi mau protein; ¢) chuin bi miu phan tich: d) dién di
mau; e) dn dinh ban gel véi co chit; ) nhudm va tdy mau ban gel; va g) xdc dinh cdc

nhom proteaza.

Quy trinh phan nhém proteaza theo giai phap hitu ich ¢é bude chuan bi ban gel
dién di polyacrylamit, chudn bi miu protein duge thuc hién nhu trong quy trinh xdc
dinh proteaza theo giai phap hiru ich dugc mé ta & trén. Ngoai ra. cac diéu kién dién
di mau. 6n dinh ban gel véi co chit, nhuom va tay mau ban gel dugc ciing dugce thuc
hi¢n trong cung diéu kién nhu mo ta trong quy trinh xéc dinh proteaza da néu. Theo do
cac dicu kién nay khong duoc mé ta lai, nhung nguoi ¢o hiéu biét co ban trong linh
vue ky thuat nay hoan toan ¢é thé dua vao phan moé ta & trén dé ap dung cho quy trinh

phan nhom proteaza theo giai phdp hiru ich.

Trong bude chuan bi mau phéan tich. cac méau phén tich duoc str dung la mau
protein dugc 0 voi cdc nhom chét rc ché khac nhau dai dién cho cac nhom proteaza
can phan tich. Cu thé trong bude nay, miu protein thu duogc sau bude chuan bi mau
protein & trén duoc ldy tung phan va U lan luot véi timg nhém chét e ché proteaza
quan tam. Cu thé, nhém chét e ché proteaza dugc str dung theo giai phap hiru ich bao
g06m PMSF e ché proteaza serin n6i chung, TPCK wre ché nhom chymotrypsin, TLCK

uc ché nhom trypsin. leupeptin Gre ché serin va cystein proteaza, E64 Uc ché proteaza
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thiol, pepstatin rc ché proteaza aspartyl va EDTA (rc ché nhdm proteaza ¢6 chira ion
kim loai (metalloproteaza). Nong d¢ ctia moi chat trc ché tuy theo mic do te ché
proteaza, nhung dugc st dung véi nong do tir 2 dén 25mM. Thoi gian U ctia proteaza

vai chat uc ché duoc thye hién trong 30 phat ¢ 4°C, thu duge nhom mau phan tich.

Néu proteaza bi trc ché s& khong ¢o kha ning phan giai casein, do do khong XUAt
hién vach bang protein mau tring tai cac vi tri tuong ing so véi mau protein khong bo
sung chét tre ché, tr d6 xac dinh duge nhém proteaza quan tam. Vé ly thuyét, doi voi
nhitng mau c¢6 chira proteaza, casein bi phan giai, khong bat mau boi thuée nhudm
xanh Comassie nén cho bang protein mau tring trén nén xanh. Khi b6 sung cac chit tre
ché proteaza, néu proteaza bi uc ché déc hi¢u va bi gidam hoac mat hoat tinh, lam giam
hodc khong cé kha nang phan giai casein, casein s€ bt mau véi thude nhuém xanh
Comassie. Trén co s& so sanh voi mau dbi ching khong bd sung chat e ché, ¢ thé

xéc dinh dugc nhom céc proteaza tuong ung.

Trong budce dién di mau, qua trinh nay duoc thuc hién véi mau protein ddi chimg
(protein khong G véi chét (e ché) va cac mau phan tich (protein dugc U véi timg chit
e ché dic hidu voi tirng loai proteaza). Cu thé mau protein d6i chimg. mau phén tich
sau khi phéi trén voi dém mau (dém SB) bao gém Tris-HCI 312,5mM. pH=6.8 chta
50% glyxerol va 0,01% xanh bromophenol theo ty 1& mau protein:dém SB la 4:1 (thé
tich/thé tich). Tiép do, nap tir § dén 20uL mau da tron dém SB nay vao giéng dién di

trén gel dién di polyacrylamit. Tién hanh dién di ¢ diéu kién 4°C trong dém Tris

dudi tdc dung cua dong dién mot chi¢u, nhom cdc protein sé dich chuyén tir cuc am
sang cuc duong ma khong can st dung SDS nhu cdc phuong phap dién di gcl
polyacrylamit thong thudng. Qué trinh dién di két thuc duge xdc dinh khi vét xanh

cham déy cua tam gel dién di.

Trong budc 1 ban gel vai co chét, ban gel sau dién di s& duoc chuyén khay chira
(dung tich 50 — 100mL), trdng rira ban gel mot vai lan trong dém A (Tris-HCl S0mM.
pH 8 ¢6 NaCl 50mM, CaCl, SmM), tiép theo 0 ban gel trong dém A co 5% casein
(khdi Iugng/thé tich) tai 4°C trong thoi gian 1 gio. Theo mot phuong an uu tién, ban
gel cin dugc U vdi casein tai 4°C, ¢o lic nhe dé dam bao casein duoc thdm (6L vao

trong ban gel, tao dicu kicn cho bude phin giai co chat cua enzym sau nay.
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Trong budce u ban gel véi dém hoat tinh dé proteaza phéan gidi co chat, ban gel

dugce t trong dém hoat tinh (Pém A) tai 37°C trong thoi gian 30 phut; ¢6 lac nhe.

Trong budc nhudm, ban gel dugc nhudém bang xanh Comassie 0,5% (khoi
luong/thé tich) pha trong dém c6 metanol:axit axetic:H,O theo ty 18 3:1:6 (dém tay)

trong thot gian 30 phut.

Trong budce tay, hién mau, ban gel dugc tay trong dém tay dén khi quan sét ro

cac bang trang hoat tinh cua proteaza, thuong khoang 30 phut — 1 gio.

D¢ phan nhom proteaza ciia tdm su, mau nghién ctu tach chiét tr tdm sé& duoc u
vGi cac chét G ché dac hiéu PMST (chat e ché serin proteaza), TPCK (chat tc ché
chymotrypsin), TLCK (chdt wc ché trypsin), pepstatin A (chét Ge ché proteaza
aspartyl), E64 (chat trc ché proteaza thiol) va EDTA (chét rc ché proteaza kim loai)
trong thoi gian 30 phit tai 4°C. Sau d6, hdn hop mau va cac chat te ché sé duoe v voi
dém mau SB va tién hanh céc bude tuong tuy nhu quy trinh xdc dinh hoat dg cua
proteaza. Trén co so phéan tich véi mau doi ching, duge G trude véi DMSO (dém pha
cac chat tre ché), bang protein nao khong xudt hién trong cac mau 1 véi chat e ché

dac hiéu so v&i mau doi chung la co so dé phan nhom protein.

Quy trinh theo giai phdp hiru ich c6 thé dinh tinh va phan loai dugc nhom
proteaza trong mau tom, tir d6 cho phép phat hién, phan tich, phan loai nhom proteaza
tng dung trong cong tadc phong bénh trén co s¢ nghién ctru mién dich va nudi tom, tao
tién dé cho cac nghién curu, ing dung proteaza trong nudi trong thuy san.

Vi du thye hién giai phap hivu ich
Vidu 1. Xdc dinl cic proteaza chinh ¢ tom st (Penaeus monodon Fabricius, 1798)

Pé xac dinh vi tri tp trung céc proteaza & tom su, tom st song dugce gidi phdu dé
thu cac b phan khac nhau. Cy thé 1g mau bao gdm mau co thin, co dau, gan tuy va
dau duge thu nhan bang gidi phau va chuyén vao cdi sir va nghién trong 3mL dém
chiét bao gom Tris-FHCI 50mM, pH=8 bo sung NaCl 50mM va CaCl, 5SmM. Vo1 mau
dich long (hemolymph) dugc hut truc tiép bang xi lanh chua dém chiét. Qua trinh nay
duge thuc hién khi tdm con song dé dam bao lugng proteaza c6 trong mau 16n nhét.

Tiép do ly tdm mau & 4°C trong 30 phut ¢ toc do 12.000 vong/phut, thu dich noi

roi dua ndng do protein dén khoang 2ug/ul.. Tién hanh phoi tron 40ul. dich ndi voi
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10uL dém mau SB bao gdm Tris-HCI 312,5mM, pH=6,8 chira 50% glyxerol va 0,01%

xanh bromophenol thu S0uL miu protein.

Ban gel dién di polyacrylamit hai 16p dugc chuan bi theo quy trinh néu trén. LGp
gel tach bao g&‘)m chira 1500uL polyacrylamit 30%, 937,5uLL Tris-HCI 1,5M pH=8.8,
937.5ul nudce, 30ul. amoni persulfat, 7pl tetrametyletylendiamin. Lop gel ¢ chira
162,4uL polyacrylamit 30%, 312.4pL Tris-HCI 0,5M, pH=6.8, 762,5ul. nude, 20pl

APS, 5uL tetrametyletylendiamin.

Hat 20pL méu nap vao giéng dién di trén gel polyacrylamit hai 16p dugc chuin
bi & trén, va tién hanh dién di & 4°C trong dém Tris-HCI 25mM, pH=8,3 chira glyxin

192mM trong 1 gir dén khi bang xanh cham ddy ban dién di.

Trang rira ban gel trong dém A bao gom Tris-HCI 50mM, pH=8 bd sung NaCl
50mM va CaCl, 5SmM. Tiép do6 0 ban gel trong 1 gid trong dém A b6 sung 5% casein
(khéi luqng/thé tich) ¢ 4°C trén may lic tc dd 5 vong/phut, sau khi rira sach dém., bd

sung vao dém A va tiép tuc 0 ¢ 37°C trong 30 phut trong ciing diéu ki¢n lac.

Ban gel sau khi 0 dugc ngdm trong 20mL dung dich dém tiy gdm metanol:axit
axetic:nuoc theo ty [€ 3:1:6 bd sung 0,5% thuéc nhuém xanh Comassie (khéi
lugng/thé tich) trong 30 phut . Cudi cung chuyén sang dung dich dém tdy trong 40

phut dé hién cdc bang trang.

K&t qua phan tich proteaza c6 trong cdc thanh phan ciia 16m dugce thé hién trén
Hinh 1, trong d6 cho thdy proteaza ctia tom s tap trung chu yéu ¢ phan ddu va gan tuy
cua tém, trong do (1) thang chuén protein; (2) dich chiét protein tir co than: (3) dich
chiét protein tir co dau; (4) dich chiét protein t hemolymph; (5) dich chiét protein tir

gan tuy; (6) dich chiét protein dau tom su.

Phd bang proteaza & cac bd phén trong phé‘m diu tdom gan tuong tu nhu nhau.
gdm ¢6 12 phd bing cua céc proteaza véi khéi lugng phan & (KLPT) twong tmg 11.
13, 14, 15. 17, 18, 20, 23, 25, 30, 35 va 48kDa. Trong d6, cac proteaza c6 KLPT tur 11
dén 15 va tr 20 dén 25kDa c6 hoat do cao hon cho bing trang phan gidi casein dim
hon. Tét ca cac proteaza nay déu xuét hién chu yéu trong gan tuy, ddc biét cac proteaza
¢6 khéi lugng phan tr tir 11 dén 25kDa c6 hoat dd va ham lwong cao vuot troi. KLPT

cha cac bang protein dugce xéac dinh dya vao do di dong ctia cac bang trén zymogram
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co thang protein chuan va cong b6 ctia mot so tac gia vé khoi lugng protein cta cac

proteaza tir tom.
Vidu 2. Phdan nhém proteaza tir mau gan tuy ciia tom st

Dé phan nhom cac proteaza trong tdm su, lua chon gan tuy tom dé lam mau danh

gid nhom cdc proteaza co trong tom.

Ly 1g mau gan tuy (om biang giai phau va chuyén vao cbi s va nghién trong 3
mL dém chiét bao gdbm Tris-HCI 50mM, pH=8 bd sung NaCl 50mM va CaCl, SmM.
Tiép do ly tim mau ¢ 4°C trong 30 phtt & toc dd 12.000 vong/phit, thu dich ndi, do

nong do protein roi dua nong do protein trong khoang 1-1.5pg/pl..

[t lan luot 30pL mau protein tong sé va u doc lap voi 10pl mdi chét sau:
DMSO 100% lam déi ching duong, 10 va 50mM PMSF, 50 va 100mM TPCK, 50mM
va [00mM TLCK, 5 va 25mM leupeptin, 5 va 25mM E64. 5 va 25mM pepstatin va 50
va 125mM EDTA, mau protein tong sé duoc st dung lam mau doi ching am. Mdi

mau dugce U trong 30 phut ¢ 4°C thu duge nhém mau phén tich.

Tién hanh phdi tron 40uL hdn hop mau trén véi 10pL dém mau SB bao gbm
Tris-HCI 312,5mM, pH=6,8 chtra 50% glyxcrol va 0,01% xanh bromophenol thu

SOuL mau protein tong so.

Moi bin gel dién di polyacrylamit hai 16p duoc chudn bi theo quy trinh chuén.
Lép gel tich bao gom chira 1500ul polyacrylamit 30%, 937,5ul Tris-HCI 1.5M
pH=8,8, 937,5uL nudc, 30ul. amoni persulfat, 7ul. tetrametyletylendiamin. Lop gel
cd chua 162,4uL polyacrylamit 30%, 312,4uL Tris-HCI 0,5M, pH=6,8, 762,5uL nude.

20ull APS, Spul tetrametyletylendiamin.

I14t 20uL tirmg mau phén tich bd sung vao mdi giéng dién di va tién hanh dién di
& 4°C trong dém Tris 2SmM, pH=8,3 di¢u chinh bang glyxin 192mM trong 1 gid dén
khi bang xanh cham ddy ban dién di.

Trang ria ban gel trong dém A bao gdm Tris-HCl 50mM, pH=8 bd sung NaCl
50mM va CaCl, SmM. Tiép do6 i bin gel trong 1 gio trong dém A bo sung 5% casein
(khdi luong/thé tich) & 4°C trén may lac toe do 5 vong/phut, sau khi rtra sach dém, bd

sung vao dém A va tiép tuc u ¢ 37°C trong 30 phut trong cung diéu kién lic.
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Ban gel sau khi u dugc nhing 20mL vao dung dich dém tdy gom metanol:axit
axetic:nuge theo ty 16 3:1:6 bd sung 0,5% thudc nhudom xanh Comassie (khéi
lugng/thé tich) trong 30 phit. Cudi cing chuyén sang dung dich dém tay trong 40 phut
d& hién cic bang tring.

Két qua dién di mAu phan tich dugc thé hién trén Hinh 2, trong do:

A: (1) dich chiét gan tuy tom su; (2) dich chiét gan tuy tdm st trong DMSO 20%:
(3) dich chiét u v&i PMSE 1mM, (4) dich chiét 0 voi PMSF 10mM; (5) dich chiét o
véi TPCK 10mM, (6) dich chiét o véi TPCK 20mM, (7) dich chiét ¢ véi TLCK 10mM
va (8) dich chiét i véi TLCK 20mM.

B: (1) dich chiét u véi leupeptin 1mM, (2) dich chiét u voi leupeptin SmM, (3)
dich chiét 0 véi E64 1mM, (4) dich chiét u véi E64 SmM; (S) dich chiét u voi
pepstatin A 1mM, (6) dich chiét 0 v6i pepstatin A SmM, (7) dich chiét & voi EDTA
10mM, (8) dich chiét 0 voi EDTA 25mM, va (9) dich chiét gan tuy tdm su.

Két qua trén Hinh 2A cho thdy mau (1) dbi ching am va dich chiét gan tuy tom
st 0 voi DMSO (2) déi chimg duong co phd bang twong tu nhau gém 12 bing
proteaza vo1 KLPT tir 11 dén 48kDa. MAu gan tuy 4 v6i PMSF | va 10mM (3-4) bi
mét 5 bing protein c6 KLPT tuong Gng trong khoang tir 20 dén 35kDa, cdc bing
protein KLPT khodang tir 11 dén 18kDa bi m& di so véi mau gan tuy déi chung (1 va
2). Mau gan tuy G véi TPCK 10 va 20mM (5-6) c¢6 2 bang bi giam kich thudc so véi
mau gan tuy trong DMSO 40% di chung (2) 1a 17 va 18kDa. Mau gan tuy 0 véi
TLCK 10 va 20mM (7-8) bi mét bang protein c6 KLPT tuong Gng 11, 13, 15kDa va
lam giam hoat tinh cia cac protein c6 KLPT khoang 14, 17, 18, 20, 23, 25, 30 va
35kDa so v&i méu gan tuy déi chimg (1). Hinh 2B: leupeptin (1-2) da lam mo di mdt
phan hoat tinh ciia cac bang c6 KLPT khoang 11-14, 20, 23, 35 va 48 kDa; E64,
pepstatin A va EDTA (3-8) chua thé hién kha nang tc ché hoac lam giam hoat tinh cta
céc proteaza, c6 pho bang protein twong tu nhu cac mau déi chirmg. Qua dé c¢o thé két
lufn, trong gan tuy cda tom, thanh phan serin proteaza la chi yéu, bao gom cdc
proteaza vdi KLPT tuong Umg la 11, 13, 14, 15,17, 18, 20, 23, 25, 30 va 35kDa. Trong
do, cac proteaza co KLPT khoang 11, 13 va 15kDa con bi rc ché bai TLCK va ¢6 thé
1 cdc proteaza gidng trypsin. Cac bing protein c6 hoat tinh proteaza ¢ KLPT khoang

17 va 18kDa da bi trc ché mot phan bdi TPCK nén cd thé la cdc proteaza giong
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chymotrypsin. Leupeptin trc ché mét phan hoat tinh ctia cac giong trypsin 11, 13 va
[4kDa; proteaza giong chymotrypsin 48kDa; ngoai ra con cd vé uc ché nhe hoat tinh

cua cdc serin proteaza ¢6 KLPT 20, 23 va 35kDa.
Hiéu qua dat duwgc caa giai phap hivu ich

Quy trinh phan tich proteaza va quy trinh phan nhom proteaza c6 trong tom theo
gial phap hiru ich cho phép xac dinh dugc nhom cac proteaza co6 trong tdm, cho phép
rut ngan thoi gian phan tich xudng con khoang 5 gi¢. Quy trinh khong st dung cac tac

nhan gy bién tinh protein nhu SDS, DTT hoac p-ME ddc hai.

Bfing cach diéu chinh thanh phan dién di va diéu kién phan tng cta proteaza, quy
trinh theo giai phap khong trai qua bude loai bo tac nhan gy bién tinh bang triton X-
100 dong thoi gitr dugce hoat dd enzym, di¢u nay tang chét lugng két qua phan tich;
mat khac tién hanh phan Gng trong dém hoat tinh tai diéu kién 37°C thich hop cho
protcaza ctia tom, gitp rit ngin thoi gian cta quy trinh. Cac quy trinh theo giai phép
hitu ich cho phép danh gia dugc proteaza tong ciing nhu phan loai mot cach hiéu qua
cdc nhom proteaza trong tom dua trén phd bang dién di, nhd do cho phép danh gia
chinh xac lugng proteaza tong sb ciing nhu phan loai dugc cdc loai proteaza co trong
mau phan tich, hé trg tét cho viée nghién ctru vai trd cla cac enzym nay & tom cling

nhu ¢6 thé danh gia duoc chat lugng tom.
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YEU CAU BAO HO

. Quy trinh phéan tich proteaza c6 trong tdm (Penaeus) bao gdm céc bude:
4 o

a) chuan bi ban gel dién di polyacrylamit hai 16p bao gom: 16p gel tach chia (%
theo thé tich) 44% polyacrylamit 30%, 27.5% Tris-HCI 1,5M pH=8.8, 27,5% nudc,
0.8% amoni persulfat, 0.2% tetrametyletylendiamin va 16p gel cd chira (% theo thé
tich) 12,5% polyacrylamit 30%, 25% Tris-HCI 0,5M, pH=6,8, 60,5% nudc, 1,5%
APS, 0,5% tetrametyletylendiamin;

b) chudn bi mau protein bang cach thu nhan, nghién mau tém trong nito 1ong va
dc"mg nht trong dung dich dém chiét (dém A) bao gém Tris-HCI 50mM, pH=8 bd
sung NaCl 50mM va CaCl, SmM theo ty 1€ mau tom:dém A 1a 1:3 (trong IU'Qng/thé

tich) roi ly tim ¢ 4°C trong 30 phut thu dich ndi, phan dich ndi nay dwoc chuin do

protein dén khodng tir 1 dén 1,5ug/ul, thu duge mau protein;

¢) dién di mau bﬁng cach phéi trén mau protein véi dém mau (dém SB) bao
pom Tris-HCI 312,5mM, pH=6,8 chita 50% glyxerol va 0,01% xanh bromophenol
theo ty 1& mau protein:dém SB 14 4:] (thé tich/thé tich), sau d6 nap tir 5 dén 20pL mau
da ron dém SB nay vao giéng dién di trén gel dién di polyacrylamit va tién hanh dién
di ¢ diéu kién 4°C trong dém Tris 25mM, pH=8,3 diéu chinh bang glyxin 192mM
trong khoang thoi gian tir 1 dén 2 gio;

d) on dinh ban gel véi co chat bang cach trang rira ban gel trong dém A bao

¢dm Tris-HCl S0mM, pH=8 bd sung NaCl S0mM va CaCl, SmM, tiép d6 G ban gel
trong 1 gior trong dém A b sung 5% casein (khoi lugng/thé tich) & 4°C trong didu kién
lic nhe dé proteaza phan cit casein, sau do rira va 0 lai bfmg dém A ¢ 37°C trong 30

phit trong diéu kién lac nhe dé 6n dinh ban gel; va

¢) nhudém va tdy mau ban gel bang cach ngam ban gel trong dung dich dém tay gbm
metanol:axit axctic:nudc theo ty 1¢ 3:1:6 (theo thé tich) bd sung 0,5% thude nhudm
xanh Comassie (khoi lugng/thé tich) trong 30 phut, sau do chuyén sang dung dich dém
tdy trong khoang tor 30 dén 60 phut dé ria thude nhudm thu ban gel co vi tri proteaza
khéng bat mau nhudm.

2. Quy trinh phan nhdm proteaza c6 trong tdm (Penaeus) bao gdm cac buoc:

a) chuan bi ban gel dién di polyacrylamit hai 16p bao gdm 16p gel tach chira (%
theo thé tich) 44% polyacrylamit 30%, 27,5% Tris-HCI 1,5M pH=8,8, 27,5% nudc,

0.8% amoni persulfat, 0,2% tetrametyletylendiamin va lop gel ¢o chita (% theo thé
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tich) 12,5% polyacrylamit 30%, 25% Tris-HCI 0,5M, pH=6.,8, 60,5% nudc, 1,5%
APS, 0,5% tetrametyletylendiamin;

b) chuén bi mau protein bing cach thu nhan, nghién mau tém trong nito long va dong
nhét trong dung dich dém chiét (dém A) bao ¢dm Tris-HCI 50mM, pH=8 bo sung
NaCl 50mM va CaCl, SmM theo ty 1€ 1:3 (trong lugng/thé tich) roi ly tam ¢ 4°C trong
30 phut thu dich ndi, phan dich ndi nay duoc chudn do dén khoang tir 1 dén 1.5ug/uL.

thu duge mau protein;

¢) chudn bi mau phén tich bang cach ldn luot timg phin mau protein véi timg
nhém chét (e ché proteaza duge chon tir nhém bao gdm phenylmetylsulfony! florua
(PMSF), tosyl phenylalanin clometyl keton (TPCK), tosyl lysin clometyl keton
(TLCK), leupeptin, E64, pepstatin va EDTA voi ndng do tir 2 dén 25mM trong 30

phut @ 4°C thu duoc nhom mau phan tich;

d) dién di mau bang cach phdi trén mau protein, mau phan tich lan luot véi dém
mau (dém SB) bao gém Tris-HCI 312,5mM, pH=6,8 chua 50% glyxcrol va 0,01%
xanh bromophenol (khéi luc_mg/thé tich) theo ty 1é mau protein:dém SB la 4:1 (thé
tich/thé tich), sau do nap tir 5 dén 20pL miu da tron dém SB nay vao giéng dién di
trén gel dién di polyacrylamit va tién hanh dién di & diéu kién 4°C trong dém Tris

25mM, pH=8,3 diéu chinh bang glyxin 192mM trong khoang thoi gian tir 1 dén 2 gio:

¢) 6n dinh ban gel voi co chit bang cach trang rira ban gel trong dém A bao
gdm Tris-HCI 50mM, pH=8 bd sung NaCl 50mM va CaCl, SmM, tiép do i ban gel
trong | gio trong dém A bd sung 5% casein (khbi lwong/thé tich) & 4°C trong diéu kién
lic nhe dé proteaza phan cdt casein, sau do rira va U lai bang dém A ¢ 37°C trong 30

phut trong diéu kién lac nhe dé 6n dinh ban gel;

f) nhudm va tAy mau ban gel bang cich ngdm ban gel trong dung dich dém tiy
gdm metanol:axit axetic:nuée theo ty 1€ 3:1:6 (theo thé tich) bd sung 0,5% thude
nhudm xanh Comassie (khdi lugng/thé tich) trong 30 phut, sau d6 chuyén sang dung
dich dém tay trong khoang tir 30 dén 60 phut dé rira thude nhudm thu ban gel ¢ vi tri

proteaza khong bdt mau nhuém; va

g) xdc dinh cac nhom proteaza trong t6m bang cdch so sanh céc bang o nhom
mau phén tich v&i mau protein dé xac dinh sy cd mat cia cac nhom proteaza thudce

serin, chymotrypsin, trypsin, cystein, aspartyl va metallo proteaza tuong ung.
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