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Tóm tắt. Chitinase là enzyme xúc tác thủy phân chitin bằng cách phân cắt liên kết 1,4-N-acetyl-β-

glucosaminide. Chitinase được ứng dụng rộng rãi trong nhiều lĩnh vực khác nhau, đặc biệt trong kiểm 

soát dịch bệnh, giảm thiểu ô nhiễm, nghiên cứu sinh học cơ bản và ứng dụng. Nguồn thu nhận chitinase 

chủ yếu là từ vi sinh vật, điển hình từ các chủng nấm Trichoderma. Gen mã hóa chitinase 42 kDa (chi42) 

của Trichoderma asperellum SH16 sau khi tạo dòng vào vector pUC19 được ghép nối thành công vào 

vector pQE30 để biểu hiện ở E. coli M15. Chitinase là enzyme ngoại bào. Cấu trúc bậc 2 của chitinase bao 

gồm 15 chuỗi xoắn α và 13 phiến β với cấu trúc không gian tương đồng cao với enzyme thủy phân chitin 

ở T. harzianum. Chitinase có khả năng chịu nhiệt độ cao hơn 65 °C và hoạt tính xúc tác mang tính acid. 

Kết quả nghiên cứu là cơ sở cho các nghiên cứu biểu hiện và sản xuất enzyme tái tổ hợp. 

Từ khóa: Chitinase 42 kDa, đặc tính, tạo dòng, Trichoderma asperellum 
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Abstract. Chitinase is an enzyme that catalyzes the hydrolytic reaction of chitin by cleaving 1,4-N-acetyl-

β-glucosaminide linkages. Chitinase has been widely used in various fields, especially pest control, 

pollution reduction, and basic and applied biology. Chitinase from microorganisms is an essential 

source, typically from Trichoderma. After removing intron sequences, the gene encoding chitinase 42 kDa 

(chi42) from Trichoderma asperellum SH16 was synthesized and cloned into the pUC19 vector. The gene 
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chi42 digested by BamHI and SacI was successfully cloned into the pQE30 vector, which was expressed 

in E. coli. The primary in silico analysis of the protein structure shows that chitinase is an extracellular 

protein. The secondary structure analysis reveals that chitinase has 15 α helices and 13 β sheets, while 

the dimension structure of chitinase is highly homological with the chitin hydrolytic enzyme from T. 

harzianum. The chitinase from T. asperellum is resistant to temperatures higher than 65 °C and exhibits 

acidic catalysis activity. Our results would provide basic information for heterologous expression and 

scale-up production of chitinase 42 kDa. 

Keywords: Chitinase 42 kDa, cloning, characteristic, Trichoderma asperellum 

1 Đặt vấn đề 

Chitinase hay còn gọi là poly beta-1,4-poly-N-

acetyl glucosamidinase (EC 3.2.1.14) là enzyme thuộc 

nhóm thủy phân (hydrolase), xúc tác thủy phân 

chitin thành các đơn phân N-acetyl glucosamine, 

chitobiose hay chitotriose bằng cách phân cắt liên 

kết 1,4-N-acetyl-β-glucosaminide của chitin [1]. 

Chitin là một trong những polysaccharide phổ biến 

trong tự nhiên [2] và là polysaccharide được tạo 

thành nhờ liên kết β-1,4 của các đơn phân N-

acetylglucosamine(2-acetamido-2-deoxy-D-glucose) 

[3].  

Chitinase được tổng hợp từ rất nhiều nguồn 

sinh vật khác nhau trong tự nhiên. Trong đó, vi 

sinh vật là nguồn cung cấp chitinase nhiều hơn so 

với động vật và thực vật [4]. Chitinase được chia 

thành hai họ: chitinase 18 và chitinase 19 dựa trên 

sự tương đồng về trình tự amino acid. Họ chitinase 

18 cắt liên kết β-1,4-glycoside của không chỉ 

GlcNAc-GlcNAc mà còn GlcNAc-GlcN, còn họ 

chitinase 19 phân cắt liên kết GlcNAc-GlcNAc và 

GlcNAc-GlcN [5, 6]. 

Nấm Trichoderma là tác nhân kiểm soát sinh 

học hiệu quả nhờ khả năng kháng lại các loài vi 

nấm gây hại cây trồng bằng nhiều cơ chế khác 

nhau. Cơ chế tiết enzyme ngoại bào của 

Trichoderma, đặc biệt là chitinase, đóng vai trò quan 

trọng trong việc làm tan vách tế bào của các loài 

nấm khác [7]. Trong số các gen mã hóa chitinase 

của nấm Trichoderma, gen chi42 mã hóa chitinase 42 

kDa của Trichoderma asperellum thuộc nhóm 

endochitinase, là nhóm enzyme được quan tâm và 

nghiên cứu chi tiết hơn cả vì tính đa dạng, sự xuất 

hiện thường xuyên khi nuôi cảm ứng với cơ chất 

chứa chitin và khả năng ứng dụng trong kiểm soát 

sinh học trong hệ enzyme thủy phân chitin [8-10].  

Trong nghiên cứu này, gen chi42 từ chủng 

nấm T. asperellum SH16 được tổng hợp và tạo dòng 

vào vector pQE30 để biểu hiện ở E. coli. Đặc tính 

chitinase được dự đoán bằng cách sử dụng công cụ 

tin sinh. Kết quả nghiên cứu này là cơ sở quan 

trọng cho các nghiên cứu sâu hơn về biểu hiện tái 

tổ hợp dị chủng và nghiên cứu các đặc tính của 

enzyme tinh chế cho các ứng dụng khác nhau. 

2 Đối tượng và phương pháp 

2.1 Đối tượng 

Gen chi42 mã hóa chitinase từ nấm                         

T. asperellum SH16 (GenBank: HM191683.1) sau khi 

loại bỏ các đoạn intron được tổng hợp ở công ty 

TNHH MTV Hóa Sinh Phù Sa, Việt Nam (PHUSA 

Biochem, Việt Nam); sau đó được gắn vào vector 

tạo dòng pUC19 (Takara Bio Inc.) và biến nạp vào 

tế bào E. coli Top10. 

Vector biểu hiện pQE30 (Qiagen, Đức) [11] 

và chủng vi khuẩn E. coli M15 do phòng thí nghiệm 

Viện Nghiên cứu hoạt chất Sinh học, Trường Đại 

học Khoa học, Đại học Huế cung cấp. 

2.2 Phương pháp 

Ghép nối gen chi42 vào vector biểu hiện 

Gen chi42 của T. asperellum SH16 sau khi 

tổng hợp được ghép nối vào vector pUC19. Tế bào 

E. coli TOP10 khả biến được sản xuất theo phương 
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pháp sử dụng CaCl2 [12]. Vector pUC19 mang gen 

chi42 (pUC/chi42) được biến nạp vào E. coli TOP10 

bằng phương pháp sốc nhiệt [13]. Tế bào E. coli 

TOP10 mang vector pUC/chi42 sau khi biến nạp 

được chọn lọc trên môi trường Luria-Bertani (LB) 

rắn có bổ sung 50 µg/mL ampicillin (Amp) trong 16 

giờ ở 37 °C. Plasmid tái tổ hợp được tách chiết và 

kiểm tra bằng phương pháp ly giải kiềm [14] hoặc 

bằng GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Thermo 

Fisher Scientific, Mỹ). Trình tự DNA chính xác của 

gen chi42 được xác nhận bằng phương pháp giải 

trình tự cải tiến BigDye® Terminator v.3.1 của công 

ty First BASE, Malaysia, với hai mồi M13-F: 5’-

TGTAAAACGACGGCCAGT- 3’ và M13-R: 5’-

CAGGAAACAGCTATGAC-3’. Trình tự DNA 

được phân tích bằng  phần  mềm CLC sequence 

8 (https://clc-sequence-viewer.software.informer. 

com/8.0/). Gen chi42 và vector pQE30 lần lượt được 

cắt bằng enzyme hạn chế BamHI và SacI (Thermo 

Fisher Scientific, Mỹ). Tinh chế sản phẩm DNA 

bằng GeneJET Gel Extraction Kit (Thermo Fisher 

Scientific, Mỹ). Gen chi42 được gắn vào vector 

pQE30 bằng T4 Ligase (Promega, Mỹ) và hỗn hợp 

được trộn đều và ủ ở 16 °C qua đêm. Dung dịch 

phản ứng gắn pQE30/chi42 được biến nạp vào tế 

bào E. coli TOP10 khả biến. Thể biến nạp được chọn 

lọc trên môi trường LB rắn có bổ sung 50 µg/mL 

Amp trong 16 giờ ở 37 °C. Sau đó, kiểm tra sự có 

mặt của đoạn chèn trong vector tái tổ hợp 

pQE30/chi42 bằng phản ứng cắt với cặp enzyme 

BamHI và SacI. Gen mã hóa chitinase sau khi tạo 

dòng thành công được biến nạp vào tế bào khả biến 

E. coli M15 để biểu hiện protein tái tổ hợp. Thể biến 

nạp được chọn lọc trên môi trường LB rắn có bổ 

sung 50 µg/mL kanamycin (Km) và 50 µg/mL 

Amp. Khuẩn lạc E. coli M15 mang plasmid 

pQE30/chi42 trên đĩa nuôi cấy được kiểm tra bằng 

phương pháp ly giải kiềm [13]. Plasmid 

pQE30/chi42 được cắt kiểm tra bằng hai enzyme 

BamHI và SacI. 

 

Phân tích khả năng glycosyl hóa kiểu N                           

của chitinase 

Các vị trí amino acid tham gia quá trình 

glycosyl hóa ở giai đoạn hoàn thiện sau dịch mã 

được xác định theo như mô tả của Gavel và cs. [14]. 

Phân tích khả năng glycosyl hóa kiểu N(N-

glycosylation) của chitinase bằng phần mềm 

NetNGlyc 1.0 Server (http://www.cbs.dtu.dk/ 

services/NetNGlyc/). 

Dự đoán cấu trúc không gian và vị trí gắn cơ chất 

của chitinase  

Cấu trúc không gian và vị trí gắn cơ chất của 

chitinase 42 kDa được dự đoán bằng phần mềm 

Phyre2 (http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2) [15]. 

Kết quả dự đoán về hình ảnh, các liên kết và cấu 

trúc không gian ba chiều được mô phỏng theo cơ 

sở dữ liệu Protein (Scop) hoặc Ngân hàng dữ liệu 

Protein (PDB). 

Dự đoán khả năng chịu nhiệt của chitinase  

Khả năng chịu nhiệt của chitinase 42 kDa 

được dự đoán bằng phần mềm Tm Predictor của 

Taiwan Bioinformatics Institute - TBI 

(http://140.114.98.13/tm/). Khả năng chịu nhiệt của 

enzyme được dự đoán dựa trên nguyên tắc tương 

đồng với các số liệu của 150.000 protein chịu nhiệt 

khác nhau trong ngân hàng NCBI ở ba mức: trên 

65 °C, 55–65 °C và dưới 55 °C [16].  

Dự đoán môi trường hoạt động xúc tác                            

của chitinase 

Khả năng xúc tác kiềm/acid của chitinase 

được dự đoán bằng phần mềm AcalPred 

(http://lin.uestc.edu.cn/server/AcalPred). Phần mềm 

này dựa trên các thông tin theo thứ tự tổ hợp nhiều 

chỉ số khác nhau của các protein đã nghiên cứu 

thực nghiệm bao gồm: thành phần các amino acid, 

chỉ số GO (Gene ontology), nhóm các amino acid 

được bảo tồn, giá trị của điện tích… Các chỉ số này 

sẽ là cơ sở để thiết kế vector SVM (Support Vector 

Machine) làm chỉ số tham chiếu với mẫu phân tích 

[17, 18]. 

https://clc-sequence-viewer.software.informer/
http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/
http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/
http://lin.uestc.edu.cn/server/AcalPred
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3 Kết quả và thảo luận 

3.1 Tổng hợp và tạo dòng gen chi42 vào vector 

biểu hiện trong E. coli 

Gen chi42 mã hóa chitinase từ nấm                         

T. asperellum SH16 được tổng hợp sau khi loại bỏ 

các đoạn intron, ghép nối vào vector tạo dòng 

pUC19 (Hình 1) và biến nạp vào tế bào E. coli 

TOP10. 

Thể biến nạp E. coli mang vector 

pUC19/chi42 và vector pQE30 lần lượt được nuôi 

cấy tăng sinh trong môi trường LB lỏng có bổ sung 

50 g/mL Amp để tách chiết plasmid. Kết quả giải 

trình tự gen chi42 cho thấy sự tương đồng 100% so 

với trình tự nucleotide mã số HM191683.1 trên 

GenBank. 

Plasmid pUC19/chi42 và pQE30 được tách 

chiết và điện di trên gel agarose 0,8%. Plasmid 

pUC19/chi42 và pQE30 thu được lần lượt có chiều 

dài 4018 bp và 3461 bp (Hình 2). 

 

Hình 1. Vector pUC19 mang gen chi42 (màu đỏ); AmpR: 

gen kháng ampicillin (màu xanh lục); ori: vùng khởi 

đầu sao chép (màu vàng); lacZ: gen mã hóa β-

galactosidase; các vị trí nhận diện enzyme cắt hạn chế 

 

 

 

 

Hình 2. Hình ảnh điện di plasmid pUC19/chi42 và 

pQE30; M: kích thước thang DNA 1 kb chuẩn (Thermo 

Fisher Scientific, Mỹ); 1: plasmid pQE30; 2: plasmid 

pUC19/chi42 

Plasmid pUC19/chi42 và pQE30 lần lượt 

được cắt mở vòng đồng thời bằng hai enzyme hạn 

chế BamHI và SacI. Sản phẩm cắt sau đó được điện 

di kiểm tra trên gel agarose 1% (Hình 3). Kết quả 

cho thấy phản ứng cắt mở vòng xảy ra, xuất hiện 2 

băng DNA, trong đó băng trên ở vị trí khoảng 2686 

bp phù hợp với kích thước của vector pUC19, băng 

dưới có kích thước khoảng 1221 bp tương đương 

với kích thước gen chi42. Phản ứng cắt vector 

pQE30 cho kết quả băng ở vị trí khoảng 3400 bp 

phù hợp với kích thước của vector pQE30. 

 

Hình 3. Hình ảnh điện di gel agarose 1% sản phẩm 

cắt các plasmid pUC19/chi42 và pQE30 bằng BamHI và 

SacI M: kích thước thang DNA 1 kb chuẩn (Thermo 

Fisher Scientific, Mỹ); 1: gen chi42 + vector pUC19;  

2: vector pQE30 

pUC19/Chi42

4018 bp
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Độ tinh khiết của đoạn gen chi42 và vector 

pQE30 được điện di kiểm tra trên gel agarose 1% 

(Hình 4). Gen chi42 và vector pQE30 sau khi tinh 

sạch được nối bằng enzyme T4 ligase (Thermo 

Fisher Scientific, Mỹ) tạo thành vector tái tổ hợp 

pQE30/chi42 và biến nạp vào tế bào E. coli TOP10. 

Kết quả kiểm tra cho thấy có sự xuất hiện các băng 

có kích thước phù hợp với vector pQE30 (3400 bp) 

và gen chi42 (1221 bp) (Hình 5). Kết quả này cho 

thấy đoạn gen chi42 đã được tạo dòng thành công 

vào vector pQE30 trong E. coli TOP10. Plasmid 

pQE30/chi42 sau đó được biến nạp vào tế bào khả 

biến E. coli M15 để biểu hiện protein tái tổ hợp 

(Hình ảnh không trình bày).

 

Hình 4. Hình ảnh điện di vector pQE30 (A) và đoạn gen chi42 ( B) thu hồi từ gel tinh sạch sản phẩm cắt hạn chế bằng 

BamHI và SacI; M: kích thước thang phân tử 1 kb chuẩn (Thermo Fisher Scientific, Mỹ);                                                                          

1: Vector pQE30, 2: đoạn gen chi42.

 

Hình 5. Hình ảnh điện di sản phẩm của phản ứng cắt 

hạn chế pQE30/chi42 từ các thể biến nạp bằng BamHI và 

SacI; M:  kích thước thang DNA 1 kb chuẩn (Thermo 

Fisher Scientific, Mỹ); 1 - 2: plasmid tách từ các thể biến 

nạp pQE30/chi42 

 

3.2 Khả năng glycosyl hóa kiểu N  

Quá trình glycosyl hóa (glycosylation) là 

quá trình gắn các carbohydrate vào protein có thể 

cùng lúc với quá trình dịch mã hoặc sau dịch mã. 

Các protein  tiết ra ngoại bào thường được 

glycosyl hóa. Mối tương quan giữa đặc điểm chức 

năng và cấu trúc của protein có vai trò rất quan 

trọng; do đó, việc xác định cấu trúc glycan và vị 

trí glycosyl hóa trong phân tử protein là rất cần 

thiết đối với các nhà nghiên cứu và các nhà dược 

học nhằm chứng minh sản phẩm biểu hiện có trải 

qua các cải biến này hay không. Trong đó, khả 

năng glycosyl hóa kiểu N là phổ biến nhất và xảy 

ra khi các oligosacharide liên kết với nitơ của nhóm 

amide trong Asn-X-Ser/Thr, trong đó X là bất kỳ 

amino acid (aa) nào trừ proline [14]. Gen chi42 mã 

hóa enzyme có chiều dài 405 aa. Phân tích trình tự 

chitinase 42 kDa dự đoán có 2 vị trí aa có khả năng 

xảy ra N–glycosylation là vị trí 239 và 244 (Hình 6). 

Chitinase có khả năng được glycosyl hóa kiểu N 

https://vi.wikipedia.org/w/index.php?title=Glycosyl_h%C3%B3a&action=edit&redlink=1
https://vi.wikipedia.org/wiki/Cacbohydrat
https://vi.wikipedia.org/wiki/D%E1%BB%8Bch_m%C3%A3_(sinh_h%E1%BB%8Dc)
https://vi.wikipedia.org/wiki/Protein
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trước khi gấp hoàn toàn và tiết ra môi trường. Để 

đảm bảo cấu trúc và hoạt động của chitinase tái tổ 

hợp, tế bào vật chủ E. coli cần được thiết kế quá 

trình glycosyl hóa kiểu N để sản xuất các 

trimannosyl chitobiose glycans sinh vật nhân 

chuẩn và chuyển các phân tử glycans này đến các 

gốc asparagine đặc biệt ở protein đích [19]. 

3.3 Dự đoán cấu trúc không gian và vị trí gắn 

cơ chất 

Kết quả sử dụng phần mềm phân tích cấu 

trúc protein tương đồng và nhận diện các vùng 

chức năng cho thấy chitinase 42 kDa có cấu trúc 

tương tự với chitinase ở T. harzianum với độ tin cậy 

100%. Dựa trên cấu trúc không gian của chitinase 

của T. harzianum (mã số PDB: c6epbA), cấu trúc bậc 

hai và mô hình cấu trúc không gian của chitinase 

42 kDa đã được dự đoán và trình bày ở Hình 7. Cấu 

trúc bậc hai của chitinase 42 kDa có 15 vị trí gập 

cuộn xoắn α và 13 vị trí gập cuộn phiến β (Hình 

7A). Cấu trúc phiến β được trình bày bằng hình 

mũi tên dạng lát mỏng; cấu trúc cuộn xoắn α được 

trình bày bằng hình lát mỏng dạng cuộn (Hình 7B). 

 

Hình 6. Dự đoán hai vị trí aa 239 và 244 có khả năng xảy ra N-glycosylation 

 

Hình 7. Cấu trúc bậc 2 (A) và mô hình cấu trúc không gian 3 chiều (B) của chitinase 42 kDa từ T. asperellum

A B
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3.4 Dự đoán khả năng chịu nhiệt 

Kết quả dự đoán khả năng chịu nhiệt của 

chitinase 42 kDa bằng phần mềm Tm Predictor cho 

thấy chitinase có khả năng chịu nhiệt độ cao hơn 

65 °C. So sánh với một số chitinase từ các chủng 

nấm sợi khác như Penicillium sp. LYG 0704 [21], 

Aspergillus carneus hoạt động tối ưu ở 40 °C [21] và 

Penicillium aculeatum ở 50 °C [22]. Hầu hết các 

enzyme sẽ bị giảm hoặc mất hoạt tính khi nhiệt độ 

phản ứng tăng cao trừ các enzyme chịu nhiệt. Do 

đó, các nhà nghiên cứu đặc biệt quan tâm đến các 

loại enzyme có khả năng chịu nhiệt cao vì các 

enzyme này thường có tốc độ phản ứng nhanh và 

khả năng bị biến tính thấp ở nhiệt độ cao. Như vậy, 

với khả năng hoạt động ở nhiệt độ cao, chitinase 42 

kDa thích hợp để thủy phân các sản phẩm chitin 

trong điều kiện cần gia nhiệt với tốc độ phản ứng 

lớn, đặc biệt dùng phân hủy các chất thải trong lĩnh 

vực chế biến thủy sản cũng như ứng dụng trong 

ngăn cản sự xâm nhập gây bệnh của nhóm vi sinh 

vật chịu nhiệt. Đồng thời, kết quả này là cơ sở để 

lựa chọn mức nhiệt độ thích hợp nhằm kiểm tra 

hoạt tính enzyme.  

3.5 Dự đoán môi trường xúc tác  

Dựa vào phần mềm dự đoán khả năng chịu 

được môi trường xúc tác kiềm/acid của AcalPred, 

chúng tôi nhận thấy chitinase có khả năng chịu 

acid. Chỉ số xúc tác mang tính acid lên đến 0,9977; 

trong khi đó, chỉ số kiềm chỉ là 0,0023. Kết quả này 

tương đồng với nghiên cứu của Nguyễn Thị Hà khi 

tác giả nhận thấy hoạt tính của chitinase được phân 

lập từ chủng Aspergillus protuberus giảm mạnh khi 

môi trường phản ứng mang tính kiềm [22]. Tương 

tự với nghiên cứu của Sherief và cs., chitinase của 

nấm hoạt động tối ưu trong môi trường acid [23]. 

4 Kết luận 

Chúng tôi đã tạo dòng thành công gen chi42 

mã hóa chitinase vào vector biểu hiện pQE30 ở E. 

coli. Kết quả phân tích đặc tính protein in silico cho 

thấy chitinase 42 kDa của T. asperellum SH16 được 

dự đoán có khả năng xảy ra N-glycosyl hóa tại vị 

trí aa 239 và aa 244; cấu trúc và chức năng của 

enzyme tương tự với chitinase của T. harzianum. 

Enzyme của T. asperellum có khả năng hoạt động 

tốt ở môi trường acid và chịu nhiệt độ cao hơn   65 

°C. 
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