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TÓM TẮT: Phản ứng nối kết chuỗi các phân tử nucleotide hay còn gọi là PCR (Polymerase Chain 
Reaction) sử dụng enzyme ADN polymerase và các thành phần khác ñể khuếch ñại ñoạn ADN 
mục tiêu, trong ñó enzyme ADN polymerase ñóng vai trò then chốt. Vector mang gen mã hóa cho 
ADN polymerase từ vi khuẩn ưa nhiệt Thermus aquaticus ñược biến nạp vào tế bào Escherichia 
coli ñể biểu hiện enzyme này. Taq ADN polymerase tái tổ hợp ñược tinh sạch theo quy trình ñơn 
giản, dễ thực hiện gồm các bước phá tế bào bằng sóng siêu âm, ly tâm lấy dịch chiết, xử lý nhiệt, 
kết tủa bằng ammonium sulphate và thẩm tích qua ñêm. Enzyme thu ñược có ñộ sạch cao khi kiểm 
tra bằng ñiện di protein và có họat tính tương ñương với enzyme thương mại khi so sánh bằng phản 
ứng khuyếch ñại ADN.  Cứ mỗi 500 mL môi trường kết hợp nuôi cấy lắc chúng tôi thu ñược 2,0-
2,5 ml enzyme có họat tính tương ñương với 7.000-8.000 ñơn vị Taq ADN polymerase thương mại 
có giá trị tương ñương với sản phẩm nhập khẩu khoảng 30 triệu ñồng. Thử nghiệm tạo chế phẩm 
“hotstart” enzyme chúng tôi thấy tỉ lệ pha trộn 100 : 1 (nanogram kháng thể : ñơn vị Taq) có khả 
năng ngăn chặn sự hình thành các băng ADN không ñặc hiệu. Enzyme thu ñược cho thấy có thể 
thích ứng với phản ứng PCR có ADN khuôn có ñộ phức tạp khác nhau như ADN genome, ADN 
plasmid hay ADN bổ sung (cDNA). Quy trình này có thể nhân rộng ñể tự sản xuất Taq ADN 
polymerase sử dụng trong phòng thí nghiệm.  

Từ khóa: enzyme tái tổ hợp, hotstart Taq ADN polymerase, Taq ADN polymerase, protein tái tổ hợp.  
 
MỞ ĐẦU 

PCR (còn gọi là phản ứng nối kết chuỗi các 
phân tử nucleotide) là phương pháp khuếch ñại 
ñoạn gen mong muốn dưới tác dụng của enzyme 
ADN polymerase ñể tạo ra hàng ngàn ñến hàng 
triệu bản sao ADN. PCR ñược Mulis et al. 
(1985) [14] phát minh, ñưa lại một cuộc cách 
mạng trong di truyền học phân tử, giúp phân tích 
từng gen mục tiêu nhỏ lẻ trong một hệ gen có cấu 
trúc phức tạp khổng lồ. Với ưu ñiểm nhanh 
chóng, chính xác với ñộ tin cậy rất cao và yêu 
cầu lượng ADN ban ñầu rất thấp, kỹ thuật PCR 
ñược nhanh chóng áp dụng rộng rãi ñể chẩn ñoán 
các bệnh về virus, vi khuẩn, các bệnh ký sinh 
trùng và cho kết quả rất chính xác. Bên cạnh ñó, 
với ñặc tính sao chép chính xác thành phần và 
trật tự nucleotide trong chuỗi ADN, PCR còn có 
vai trò quan trọng trong việc phân tích trình tự và 
cấu trúc ADN, có ý nghĩa to lớn trong phân loại 
các loài vi sinh vật [16, 20].  

Tuy nhiên thách thức lớn của phương pháp 
PCR là yêu cầu enzyme xúc tác có hoạt tính bền 

trong ñiều kiện nhiệt ñộ cao. Taq ADN 
polymerase là enzyme bền nhiệt ñáp ứng ñược 
các yêu cầu này [5]. Taq polymerase, còn gọi là 
Taq pol hoặc Taq, là enzyme ADN polymerase 
chịu nhiệt, có nguồn gốc từ vi khuẩn ưa nhiệt 
Thermus aquaticus ñược phát hiện lần ñầu tiên 
năm 1965, có hoạt tính polymerase cao và khả 
năng chịu nhiệt tốt, phù hợp với ñiều kiện hoạt 
ñộng của phản ứng PCR [2, 18]. Taq ADN 
polymerase xúc tác cho sự kết hợp của dNTP 
vào ADN với tỷ lệ khoảng một ngàn cặp 
nucleotide mỗi phút trong môi trường ñệm phù 
hợp chứa ADN khuôn và ion Mg2+ ñóng vai trò 
cofactor. Taq ADN polymerase có hoạt tính 5'-
3' exonuclease nhưng thiếu chức năng 3'-5' 
exonuclease, ñồng thời có khả năng nối 1 
nucleotide adenine tại ñầu 3’ của chuỗi ADN, 
mà thông qua ñó, rất hữu ích ñể tạo các ñầu thò 
trong kỹ thuật tách dòng từ các sản phẩm PCR 
[12, 17].  Chính nhờ những ñặc tính hữu dụng 
ấy mà enzyme Taq cùng với kỹ thuật PCR ñã 
góp phần làm thay ñổi những kỹ nghệ sinh học 
hiện ñại và là nền tảng cho sự phát triển vượt 
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bậc cho các kỹ thuật sinh học phân tử sau này. 
Đã có nhiều phương pháp khác nhau ñể sản xuất 
Taq ADN polymerase với các kỹ thuật khác 
nhau, thay vì nguồn gốc ban ñầu từ suối nước 
nóng, trong ñó, phương pháp phổ biến nhất hiện 
nay chính là tái tổ hợp gen mã hóa enzyme Taq 
và chuyển vào tế bào E. coli. Enzyme Taq ADN 
polymerase tái tổ hợp và biểu hiện trong E. coli 
có những ñặc ñiểm giống với Taq có nguồn gốc 
từ Thermus aquaticus về hoạt tính xúc tác cũng 
như khả năng chịu nhiệt. Tách dòng và biểu 
hiện enzyme Taq trong hệ thống biểu hiện  
E. coli tạo ra những bước ñột phá trong quá 
trình sản xuất Taq polymerase [8, 9]. Việc tự 
sản xuất ñể chủ ñộng cung cấp enzyme ADN 
polymerase sẽ giúp tiết kiệm chi phí nghiên cứu 
nhất là với “hot start” enzyme thường có giá cao 
trên thị trường. Trong bài báo này, chúng tôi 
trình bày một qui trình ñơn giản ñể biểu hiện và 
tinh sạch ADN polymerase tái tổ hợp có nguồn 
gốc từ vi khuẩn ưa nhiệt Thermus aquaticus và 
thử nghiệm chế phẩm “hotstart”. 

VẬT LI ỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

Tế bào E. coli BL21(DE3) khả biến do 
chúng tôi tự sản xuất. Plasmid mang gen mã hóa 
enzyme Taq ADN polymerase dưới sự ñiều 
khiển của promoter T7 và mang gene kháng 
ampicillin do Công ty TNHH Genbody 
(Cheonan, Hàn Quốc) cung cấp; IPTG 
(Promega, Hoa Kỳ), môi trường LB-Luria 
Bertami (Serva, Đức). Kháng thể ñơn dòng ñặc 
hiệu kháng Taq ADN polymerase ñược sản xuất 
từ dòng tế bào lai (hybdridoma) J1E8 ñược 
cung cấp bởi công ty C&K BioResource 
(Cheongju, Hàn Quốc), và các hóa chất khác có 
ñộ tinh sạch ñáp ứng ñược các yêu cầu của sinh 
học phân tử, ñược cung cấp bởi Merck (Đức). 

Biểu hiện gen: Chủng E. coli mang gen mã 
hóa enzyme Taq ADN polymerase ñược nuôi 
trong 250 ml dung dịch môi trường LB chứa 50 
µg/ml ampicillin ở 37oC cho ñến khi ñạt giá trị 
OD600 khoảng 0,8. Việc biểu hiện protein ñược 
cảm ứng bằng cách bổ sung IPTG vào môi 
trường ñể ñạt nồng ñộ 1 mM và tiếp tục nuôi lắc 
trong 5 giờ ở 30oC. Thu tế bào bằng cách ly tâm 
5.000 vòng/phút trong 10 phút ở nhiệt ñộ phòng 
và lưu giữ ở -80oC ñến khi tách chiết protein. 

Tách chiết và tinh sạch enzyme: Rửa tế bào 
vi khuẩn trong ñệm A, thu lại tế bào bằng ly 
tâm 6.000 vòng/phút trong 10 phút ở 4oC. Sau 
ñó, hòa tan lại tế bào trong 5 ml ñệm A, bổ sung 
1mM PMSF (Sigma, Hoa Kỳ). Để thu protein, 
vách tế bào ñược phá bằng sóng siêu âm trong 3 
phút trong khi dung dịch tế bào vẫn giữ trên ñá. 
Để loại bỏ các protein khác, dịch tế bào thu 
ñược sau ly tâm ñược ủ ở 70oC trong 1 giờ và ly 
tâm 12000 vòng/phút trong 10 phút, 4oC, thu 
dịch nổi. Để loại các tạp chất không phải là 
protein, Taq ADN polymerase ñược kết tủa 
bằng cách bổ sung ammonium sulphate bão hòa 
theo tỷ lệ 1:1, lắc ñều trong 10 phút ở nhiệt ñộ 
phòng rồi ly tâm 12.000 vòng/phút trong 10 
phút, thu tủa. Hòa tan tủa trong 3 ml ñệm A và 
thẩm tích trong 250 ml ñệm B ở 4oC trong vòng 
12 ñến 16 tiếng. Thu protein, pha loãng với tỷ lệ 
1:1 với ñệm B. Sản phẩm tinh sạch ñược ñiện di 
kiểm tra trên gel SDS-polyacrylamide 10% 
(w/v) (SDS-PAGE).  

Đệm A: 50 mM Tris-HCl pH=7,8, 50 mM 
dextrose, 1 mM EDTA. 

Đệm B: 20 mM Tris-HCI pH=7,8, 100 mM 
NaCl, 0,1 mM EDTA, pH=7,8, 50% glycerol. 

Kiểm tra hoạt tính enzyme: Taq ADN 
polymerase sau khi tinh sạch ñược thử hoạt tính 
xúc tác thông qua phản ứng PCR với các cặp 
mồi khác nhau và trên các ADN khuôn là 
plasmid, ADN genome và cDNA. Phản ứng 
PCR ñược thực hiện với thể tích 20 µl với ñệm 
phản ứng của enzyme thương mại  (NEB, Hoa 
Kỳ) hoặc ñệm tự pha, 0,25 µM mồi xuôi, 0,25 
µM mồi ngược, 0,25 µM dNTP, và một lượng 
khác nhau ADN khuôn. Sản phẩm ñược ñiện di 
trên gel agarose 1,5% (w/v), nhuộm ethidium 
bromide và hiển thị hình ảnh dưới ánh sáng cực 
tím có bước sóng 365 nm. 

Thử nghiệm chế phẩm “hotstart” Taq ADN 
polymerase: “hotstart” Taq ADN polymerase 
ñược tạo thành bằng cách bổ sung một lượng 50, 
100 và 150 nanogram kháng thể ñơn dòng kháng 
Taq ADN polymerase (xem phần Vật liệu và 
phương pháp nghiên cứu) cho mỗi ñơn vị hoạt ñộ 
enzyme. Chế phẩm “hotstart” ñược kiểm tra mức 
ñộ nhân dòng ñặc hiệu bằng cách thực hiện phản 
ứng PCR với nhiệt ñộ gắn mồi thấp. Sản phẩm 
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khuếch ñại ñược kiểm tra trên gel agarose 1,5% 
(w/v). 
KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

Biểu hiện và tinh sạch Taq ADN polymerase 

Tế bào E. coli mang vector biểu hiện Taq 
ADN polymerase ñược nuôi và cảm ứng như 
mô tả trong phần Vật liệu và phương pháp và 
tóm tắt trên hình 1A. Protein thu ñược qua các 
bước tinh sạch ñược kiểm tra ñộ sạch trên bằng 

ñiện di protein trên gel SDS-PAGE. Kết quả 
ñiện di (hình 1B) cho thấy, enzyme Taq ADN 
polymerase ñã ñược tinh sạch và có kích thước 
khoảng 95 kDa. Kết quả này cũng cho thấy rằng 
hoàn toàn có thể tinh sạch Taq ADN 
polymerase bằng các bước ñơn giản. Với mỗi 
mẻ biểu hiện là 500 mL dung dịch nuôi cấy, 
chúng tôi thu ñược 2,0-2,5 mL enzyme tinh 
sạch bảo quản trong ñệm B. 

 

 
Hình 1. Quy trình ñơn giản biểu hiện và tinh sạch Taq ADN polymerase (A)  

và ñộ sạch của enzyme thu ñược (B) 
Giếng 1: enzyme sau khi xử lý nhiệt; giếng 2: enzyme sau khi tủa bằng (NH4)2SO4, giếng 3: enzyme sau thẩm 
tích; M: protein chuẩn. 
 
Kiểm tra hoạt tính enzyme 

Để ñánh giá hiệu quả của quá trình tinh sạch 
lên họat tính enzyme, protein thu ñược sau các 
bước xử lý ñược ñem thử trong phản ứng PCR 
và so sánh với enzyme thương mại. Kết quả cho 
thấy, protein thu ñược ở tất cả các bước ñều có 
thể nhân ñoạn ADN tương tự như enzyme 

thương mại, ñiều này chứng tỏ ñã thu ñược 
enzyme Taq ADN polymerase ở dạng họat ñộng 
(hình 2). Ngoài ra, kết quả cũng cho thấy, bước 
kết tủa và thẩm tích ñã giảm ñược hiện tượng 
kéo vệt (smear) trên gel agarose, tức là ñã loại 
bỏ ñược các tạp chất không mong muốn 
(protein tạp, chất phân tử thấp) ra khỏi dung 
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dịch enzyme. Các băng ñiện di ADN nhân dòng 
bởi các mẫu enzyme sau khi thẩm tích (hình 2, 
giếng 8, 9, 10) có ñộ ñậm lớn hơn và sáng nét 

hơn so với mẫu enzyme sau tủa cho thấy 
enzyme sau khi thẩm tích có hoạt tính xúc tác 
cao hơn hẳn so với mẫu trước thẩm tích.  

 
 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12   

 

Hình 2. Kiểm tra hoạt tính enzyme Taq 
Giếng 1: mẫu âm tính ñối chứng (không ADN khuôn); Giếng 2, 3, 4:  Enzyme sau khi tinh sạch sơ bộ; Giếng 
5, 6, 7: Enzyme sau tủa bằng (NH4)2SO4, tỷ lệ 1:1; Giếng 8, 9, 10: enzyme sau thẩm tách; Giếng 11: mẫu 
dương tính (1 unit Taq-NEB); Giếng 12: Marker; Giếng 2, 5, 8: 1 µl enzyme; Giếng 3, 6, 9: 2µl enzyme; 
Giếng 4, 7, 10: 3 µl enzyme. 
 
Tối ưu hóa ñiều kiện phản ứng cho Taq ADN 
polymerase thu ñược 

 
Hình 3. Tối ưu hoạt tính enzyme Taq. (A) Xác 
ñịnh tương ñối ñơn vị của Taq ADP polymerase 
và (B) xác ñịnh hàm lượng Mg2+ cần thiết trong 

phản ứng  
(A): Giếng 1: mẫu ñối chứng dương (bổ sung 1 ñơn 
vị Taq-NEB); Giếng 2: mẫu ñối chứng âm (không có 
ADN khuôn); Giếng 3, 4, 5:  bổ sung lần lượt 0,1; 
0,2; và 0,3 µl enzyme sau khi tinh sạch vào phản ứng 
PCR. (B): Giếng 1: 0,25 mM MgCl2; Giếng 2: 0,50 
mM MgCl2, Giếng 3: 0,75 mM MgCl2; Giếng 4: 1,00 
mM MgCl2; Giếng 5: 1,25 mM MgCl2; Giếng 6: 
1,50 mM MgCl2 

 
Thực hiện phản ứng PCR với lượng enzyme 

bổ sung cho mỗi phản ứng lần lượt từ 0; 0,1; 0,2 

và 0,3 µl enzyme. Kết quả cho thấy, trên gel 
agarose chỉ xuất hiện sản phẩm của phản ứng 
PCR có bổ sung 0,3 µl enzyme ñóng vai trò xúc 
tác. Ở những phản ứng còn lại không xuất hiện 
sản phẩm, cho thấy thể tích enzyme tối thiểu 
cần thiết cho phản ứng PCR khoảng 0,3 µl (hình 
3A). Bằng mắt thường, so sánh tương ñối ñộ 
ñậm và ñộ sáng nét của sản phẩm PCR dùng 0,3 
µl enzyme so với băng tạo thành bởi enzyme 
thương mại (1 ñơn vị enzyme Taq) chúng tôi 
ước lượng hoạt ñộ enzyme Taq sau khi tinh 
sạch khoảng 4,0 ñơn vị/µl, tương ñương với 
khoảng 3.500-4.000 ñơn vị trên mỗi mL 
enzyme tinh sạch. So với giá mua enzyme Taq 
ADN polymerase thương mại từ các nhà cung 
cấp, mỗi mẻ tinh sạch thu ñược 2,0 mL enzyme 
của chúng tôi có giá trị khoảng 30 triệu ñồng 
nhập khẩu sản phẩm tương ñương. 

Sau khi xác ñịnh ñược lượng enzyme tương 
ñương với mỗi ñơn vị enzyme thương mại, 
chúng tôi tiến hành pha chế dung dịch ñệm cho 
phản ứng PCR dành riêng cho enzyme Taq 
ADN polymerase tinh sạch ñược. Thành phần 
ñệm ñược pha theo công thức ñệm cho Taq 
ADN polymerase thương mại của hãng New 
England Biolabs (Hoa Kỳ) bao gồm 10 mM 
Tris-HCl pH 7,8; 50 mM KCl và MgCl2 nồng 
ñộ thử nghiệm từ 0 mM ñến 1,5 mM, trong ñó, 
nồng ñộ 1,5 mM MgCl2 tương ứng với nồng ñộ 
MgCl2 thương mại. Kết quả cho thấy, phản ứng 
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PCR chỉ xảy ra với MgCl2 ở nồng ñộ 1,25 mM 
và 1,5 mM trong khi ở các nồng ñộ thấp hơn 
không hề có sự xuất hiện của sản phẩm PCR 
(hình 3B). Như vậy, nồng ñộ MgCl2 tối thiểu 
cần thiết cho phản ứng PCR sử dụng enzyme và 
ñệm do chúng tôi sản xuất vào khoảng 1,25-
1,50 mM.  

Đánh giá hiệu quả khuếch ñại và ñộ ñặc hiệu 
của “hotstart” Taq polymerase 

Nguyên tắc của chế phẩm “hotstart” là ñưa 
vào một chất có thể tương tác ñặc hiệu với trung 
tâm họat ñộng của Taq ADN polymerase ở 
nhiệt ñộ thường nhưng lại ngừng tương tác và 
giải phóng trung tâm họat ñộng khi enzyme ñạt 
ñến một nhiệt ñộ nhất ñịnh trong chu kì nhiệt 
của phản ứng PCR. Hiện nay có hai cách ñể tạo 
chế phẩm “hotstart”: (1) trộn enzyme với 1 
aptamer liên kết ñặc hiệu, và (2) trộn enzyme 
với kháng thể ñặc hiệu cho Taq ADN 
polymerase. Trong nghiên cứu này, enzyme 
“hotstart” Taq ADN polymerase ñược tạo thành 
từ việc trộn với kháng thể ñơn dòng anti-Taq ở 
mức 50, 100 hoặc 150 ng kháng thể với mỗi 
ñơn vị hoạt ñộ enzyme. Chế phẩm này ñược sử 
dụng trong phản ứng khuếch ñại ADN bên cạnh 
mẫu ñối chứng không bổ sung kháng thể anti-
Taq. Kết quả (hình 4A-B) cho thấy, chế phẩm 
“hotstart” Taq ADN polymerase bổ sung kháng 
thể ở mức 100 ng/ñơn vị enzyme trở lên ñã kìm 
hãm ñược việc hình thành sản phẩm PCR không 
ñặc hiệu trong quá trình khuếch ñại gen mục 
tiêu. Trên hình 4A có thể thấy, chế phẩm bổ 

sung 100 và 150 ng anti-Taq ñã không xuất hiện 
bất kì sản phẩm phụ nào trên bản gel ñiện di 
agarose trong khi chế phẩm bổ sung 50 ng 
kháng thể không có sự khác biệt ñáng kể nào so 
với phản ứng không bổ sung kháng thể anti-
Taq. Để tái khẳng ñịnh sự có mặt của kháng thể 
ñặc hiệu là tác nhân kìm hãm sản phẩm không 
ñặc hiệu, chúng tôi thử nghiệm phản ứng với 
100 ng albumin huyết thanh bò và 100 ng kháng 
thể. Kết quả trên hình 4B cho thấy, chỉ có phản 
ứng bổ sung 100 ng kháng thể thì mới không có 
băng không ñặc hiệu trong khi phản ứng bổ 
sung 100 ng albumin huyết thanh bò vẫn xuất 
hiện sản phẩm không ñặc hiệu. Kết quả này cho 
thấy, có thể tạo chế phẩm “hotstart” Taq ADN 
polymerase bằng cách bổ sung kháng thể ñơn 
dòng anti-Taq sản xuất từ dòng tế bào lai J1E8 
với tỉ lệ 100 ng kháng thể cho mỗi ñơn vị hoạt 
ñộ enzyme Taq ADN. 

Để ñánh giá khả năng thích ứng của enzyme 
Taq ADN polymerase chúng tôi tự sản xuất 
trong phản ứng PCR với ADN khuôn có ñộ 
phức tạp khác nhau, chúng tôi tiến hành phản 
ứng PCR với ADN khuôn là ADN genome, 
ADN plasmid và ADN bổ sung (cDNA). Kết 
quả (hình 5) cho thấy, enzyme do chúng tôi tự 
sản xuất theo qui trình ñơn giản trong báo cáo 
này hoàn toàn có thể ứng dụng trong các phản 
ứng PCR có ADN khuôn ña dạng. Trong trường 
hợp phản ứng tạo nhiều băng không ñặc hiệu thì 
sử dụng chế phẩm “hotstart”. 

 
 

Hình 4. Kiểm tra hiệu quả khuếch ñại của “hotstart” Taq ADN polymerase. 
(A): Giếng 1: ñối chứng âm (không có ADN khuôn); giếng 2, enzyme Taq ADN polymerase thương mại; 
Giếng 3, 4, 5: “hotstart” Taq ADN polymerase với 50, 100, 150 ng kháng thể anti-Taq bổ sung cho mỗi ñơn 
vị hoạt ñộ. (B): Giếng 1: ñối chứng âm (không có ADN khuôn); giếng 2: Taq ADN polymerase; giếng 3: Taq 
ADN polymerase + 100 ng albumin huyết thanh bò; giếng 4: Taq ADN polymerase + 100 ng kháng thể anti-
Taq. 
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Hình 5. Đánh giá hiệu quả nhân dòng của Taq ADN polymerase tự sản xuất trong phản ứng PCR 
với các ADN khuôn có ñộ phức tạp khác nhau. 

1, 2: Khuôn là ADN genome sắn; 3, 4, 5, 6: Khuôn là các ADN plasmid; 7, 8, 9: Khuôn là ADN bổ sung 
(cDNA). 1, 3, 5, 7: sử dụng enzyme thương mại; 2, 4, 6, 8: sử dụng enzyme tự sản xuất; 9: sử dụng enzyme 
“hotstart” tự sản xuất. 
 
THẢO LUẬN 

Taq ADN polymerase là một enzyme quan 
trọng cho phản ứng nhân dòng và giải trình tự 
ADN trong nghiên cứu sinh học phân tử [19]. 
Nó là một enzyme tiêu chuẩn ñược sử dụng 
trong hầu hết các phòng thí nghiệm sinh học 
phân tử hiện nay. Do ñó, xu hướng tự sản xuất 
enzyme sẽ giúp các nhóm nghiên cứu chủ ñộng 
hơn, dễ dàng hơn, giảm chi phí mà vẫn duy trì 
ñược mức ñộ tin cậy cần thiết. Ở Việt Nam, 
mặc dù enzyme Taq ADN polymerase tái tổ hợp 
ñã ñược một số ñơn vị nghiên cứu biểu hiện và 
tinh sạch. Tuy nhiên, vẫn chưa có công trình 
nào ñược công bố, bên cạnh một số enzyme 
khác ñã ñược công bố như T4 DNA ligase, 
keratinase, hay uricase [4, 6, 7]. Chính vì vậy, 
chúng tôi chú trọng vào việc ñơn giản hóa quy 
trình tách chiết và tinh sạch ñể có thể áp dụng 
rộng rãi trong các phòng thí nghiệm. 

Quy trình tách chiết và tinh sạch enzyme 
trong nghiên cứu này ñược phát triển và cải biến 
từ các quy trình ñã ñược công bố trên các tạp 
chí uy tín, ñể trở nên ñơn giản và có thể áp dụng 
rộng rãi trong các phòng thí nghiệm sinh học, 
ngay cả ñối với những phòng thí nghiệm có quy 
mô nhỏ, bởi tính không ñòi hỏi hóa chất và thiết 
bị phức tạp, cũng như thao tác dễ dàng thực 
hiện [3, 9, 10]. Tuy vậy, enzyme thu ñược có ñộ 
tinh sạch cao và hoạt ñộ tốt, sản phẩm khuếch 
ñại từ enzyme này vẫn thể hiện ñộ sắc nét và 
sáng rõ, cho thấy enzyme thu ñược hoàn toàn 
ñáp ứng ñược yêu cầu của các thí nghiệm sinh 

học. Quy trình này sẽ hỗ trợ nghiên cứu các kỹ 
thuật sinh học phân tử trong các phòng thí 
nghiệm cũng như trong giảng dạy. Nghiên cứu 
sẽ tiếp tục ñược thực hiện ñể xác ñịnh thời gian 
bảo quản lâu dài cho enzyme. 

Một trong những yếu tố làm giảm ñộ ñặc 
hiệu của việc nhân dòng ADN bằng Taq ADN 
polymerase là enzyme này có thể xúc tác phản 
ứng trùng hợp ở nhiệt ñộ thấp khi ñó các cặp 
mồi chưa bắt cặp ñặc hiệu với ADN ñích. Để 
giải quyết vấn ñề này người ta ñã phát minh ra 
chế phẩm enzyme chỉ hoạt ñộng sau khi phản 
ứng trải qua chu kì nhiệt gọi là enzyme 
“hotstart”. Việc tạo ra “hotstart” Taq ADN 
polymerase bằng cách bổ sung kháng thể ñặc 
hiệu anti-Taq ñã cải thiện ñáng kể tính ñặc hiệu 
của phản ứng PCR. Kháng thể anti-Taq ngăn 
chặn sự tương tác giữa enzyme và cơ chất ở 
ñiều kiện nhiệt ñộ thấp từ ñó hạn chế tối ña sự 
trùng hợp từ các mồi bắt cặp không ñặc hiệu và 
sự tự bắt cặp của các mồi trước quá trình biến 
tính ñầu tiên của phản ứng PCR [13, 15]. Chính 
vì vậy, kháng thể anti-Taq ñã giúp cho chế 
phẩm “hotstart” Taq ADN polymerase tăng ñộ 
ñặc hiệu của phản ứng cũng như ñộ chính xác 
và ñộ tin cậy của kĩ thuật.  

Cùng với quy trình tách chiết và tinh sạch 
enzyme, nghiên cứu cũng ñưa ra các thử nghiệm 
quan trọng ñể tạo ra dung dịch ñệm phản ứng 
PCR dành riêng cho enzyme thu ñược từ quy 
trình trên. Với thử nghiệm nồng ñộ ion Mg2+ có 
vai trò như một cofactor cho enzyme Taq ADN 
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polymerase, nồng ñộ MgCl2 phù hợp có vai trò 
quyết ñịnh ñến hiệu quả khuếch ñại phản ứng 
PCR [11]. Trong nghiên cứu này, chúng tôi 
hướng ñến nồng ñộ Mg2+ phù hợp, ñủ nhỏ ñể 
không ảnh hưởng ñến ñộ ñặc hiệu của phản ứng 
PCR mà vẫn hạn chế ñược sự xuất hiện của các 
sản phẩm phụ không mong muốn do nồng ñộ 
Mg2+ quá cao. Nồng ñộ 1,5 mM MgCl2 ñược 
ñánh giá là phù hợp cho phản ứng, cũng là 
tương ñồng với nhiều loại ñệm PCR của các 
hãng thương mại hiện nay. Bên cạnh ñó, ñệm 
phản ứng PCR thể hiện khả năng hỗ trợ tốt hoạt 
tính xúc tác của enzyme Taq ADN polymerse 
và “hotstart” Taq ADN polymerase ñem ñến 
cho phản ứng PCR có ñộ ñặc hiệu cao và hoàn 
toàn ñủ tin cậy trong các nghiên cứu sinh học 
phân tử.  

KẾT LUẬN 

Tổng hợp lại, nghiên cứu ñã ñưa ra ñược 
quy trình hoàn thiện, ñơn giản, dễ thực hiện 
nhưng vẫn ñảm bảo ñộ tin cậy cao ñối với tách 
chiết và tinh sạch enzyme Taq ADN polymerase 
có hoạt tính sinh học. Enzyme thu ñược có hoạt 
tính xúc tác mạnh, ñồng thời chuẩn hóa ñược 
nồng ñộ ñệm phản ứng phù hợp với enzyme, 
ñáp ứng ñược các yêu cầu nghiên cứu sinh học 
phân tử. Quy trình có thể áp dụng ñể sản xuất 
enzyme Taq ADN polymerase và phiên bản  
“hotstart” có hoạt tính tốt, giá thành rẻ phục vụ 
nghiên cứu trong các phòng thí nghiệm sinh học 
phân tử hoặc trong giảng dạy. 

Lời cảm ơn: Nghiên cứu ñược thực hiện dưới 
sự hỗ trợ kinh phí từ Quỹ Phát triển Khoa học 
và Công nghệ Quốc gia, NAFOSTED, mã số 
106-NN.02.-2013.46. Tác giả xin cảm ơn Công 
ty Genbody (Hàn Quốc) ñã cung cấp vector 
pDG-Taq và Công ty C&K Bioresource (Hàn 
Quốc) ñã tặng kháng thể ñặc hiệu anti-Taq. 
Nghiên cứu ñược thực hiện tại Phòng Thí 
nghiệm Quốc tế Chọn giống Phân tử cây Sắn có 
sử dụng các thiết bị ñược tài trợ bởi Trung tâm 
Nông nghiệp Nhiệt ñới Quốc tế (CIAT). 
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SUMMARY 
 

PCR (Polymerase Chain Reaction) is a versatile molecular biology technique which uses DNA 
polymerase to amplify target DNA fragments. Taq ADN polymerase, a thermostable DNA polymerase 
originally isolated from the thermophilic bacterium Thermus aquaticus, is frequently used in PCR and DNA 
sequencing. The objective of this study was to test a simplified, but reliable, procedure for the expression and 
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purification of recombinant Taq DNA polymerase from E. coli and development of its “hotstart” version. Our 
results showed that a protocol consists of heat treatment, ammonium sulfate precipitation and dialysis steps 
were sufficient to produce commercial-grade Taq ADN polymerase. For every batch of 0.5 L culture medium, 
we obtained 2.0-2.5 mL of purified Taq DNA polymerase roughly equivalent to 7,000-8,000 units of 
commercial Taq DNA polymerase, which value about US$1,500 of imported similar product. By the addition 
of 100 ng of specific antibody against Taq ADN polymerase per unit of the isolated enzyme, we could 
produce the “hotstart” version which affectively inhibited non-specific amplification in PCR reactions. The 
enzyme produced in this study was shown to be compatible with various types of PCR template, including 
genomic DNA, plasmid DNA and cDNA.  Taken together, our data showed that this simple protocol can be 
applied to express and purify Taq ADN polymerase enzyme that is qualified for research use in molecular 
biology laboratories. 

Keywords: Hotstart Taq ADN polymerase, recombinant protein, Taq polymerase. 
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