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Vai trß cña ®ét biÕn kÐp ë hai vÞ trÝ D260E vµ Y230V  
trong enzim ªpoxit hydrolaza cña h¹t ®Ëu t−¬ng 

 
Nghiªm Ngäc Minh 

ViÖn C«ng nghÖ sinh häc 

£poxit hydrolaza (EH) lµ mét enzim ph©n 
bè réng r·i ë nhiÒu ®èi t−îng nh− ng−êi [1, 12], 
®éng vËt [2, 7], c«n trïng [5] vµ vi sinh vËt [8, 
9]. Enzim nµy cã chøc n¨ng xóc t¸c ®Ó thñy 
ph©n vßng ªpoxy thµnh mét s¶n phÈm cã 2 
nhãm hydroxyl (diols) n»m gÇn nhau, khi thªm 
mét ph©n tö n−íc (H2O). N¨m 1995, Katsube vµ 
cs. ®· c«ng bè tr×nh tù cña cDNA m· hãa cho 
enzim EH [3]. Sau ®ã, Michael vµ cs. ®· chØ ra 
r»ng bé ba Asp333 (axÝt aspactic ë vÞ trÝ 333), 
Asp495 vµ His523 trong EH ë chuét [7], hoÆc 
Asp107, Asp246 (t−¬ng ®−¬ng víi vÞ trÝ Asp260 ë 
h¹t ®Ëu t−¬ng) vµ His275 trong EH ë vi khuÈn [8] 
®· t¹o thµnh bé ba xóc t¸c cña enzim EH d¹ng 
hßa tan. ë ng−êi, vÞ trÝ cña Tyr385 vµ Tyr465 
(t−¬ng ®−¬ng víi vÞ trÝ Tyr125 vµ Tyr230 ë h¹t ®Ëu 
t−¬ng) cã vai trß nhÊt ®Þnh trong t©m xóc t¸c 
[12]. Masaomi vµ cs. (2000) còng ®· th«ng b¸o 
kÕt qu¶ biÓu hiÖn vµ lµm s¹ch ®−îc enzim nµy 
trong h¹t ®Ëu t−¬ng ë d¹ng hßa tan [6]. ë h¹t 
®Ëu t−¬ng, trong chuçi axÝt amin cña EH, vÞ trÝ 
Asp260 (D260) vµ Tyr230 (Y230) còng cã thÓ 
®ãng mét vai trß nhÊt ®Þnh trong viÖc duy tr× 
ho¹t tÝnh enzim cña chóng. §Ó nghiªn cøu vai 
trß cña ®ét biÕn kÐp ë c¶ vÞ trÝ D260 vµ Y230 
trong EH cña h¹t ®Ëu t−¬ng, dùa trªn viÖc so 
s¸nh c¸c chuçi axÝt amin vµ sè liÖu vÒ cÊu tróc 
tinh thÓ cña enzim EH, chóng t«i ®· t¹o ®ét biÕn 
kÐp trùc tiÕp b»ng c¸ch thay thÕ ®ång thêi Aps ë 
vÞ trÝ 260 b»ng Glu (D260E) vµ Tyr ë vÞ trÝ 230 
b»ng Val (Y230V) nhê kü thuËt PCR. §ång thêi 
thiÕt kÕ vµ thö kh¶ n¨ng biÓu hiÖn enzim ®ét 
biÕn ë d¹ng hßa tan trong E. coli. 

i. ph−¬ng ph¸p nghiªn cøu 

1. Nguyªn liÖu 

DNA plasmit cã mang tr×nh tù cDNA cña 
gien EH b×nh th−êng ë h¹t ®Ëu t−¬ng (dïng lµm 
khu«n cho ph¶n øng nh©n b¶n-PCR), nhËn tõ 

phßng thÝ nghiÖm cña GS.TS. Fukazawa, ViÖn 
nghiªn cøu thùc phÈm quèc gia NhËt B¶n. 
Takara Ex taqTM Kit cña h·ng Takara Shuzo co., 
LTD. NhËt B¶n: dïng trong ph¶n øng PCR, Kit 
TA Cloning(R) cã vect¬ pCR2.1, T4 DNA ligaza, 
tÕ bµo kh¶ biÕn cña chñng E.coli INV F' cña 
h·ng InvitrogienTM dïng ®Ó nh©n dßng cho ®äc 
tr×nh tù. Kit ®äc tr×nh tù: Thermo Sequenase 
fluorescent labelled primer cycle sequencing kit 
with 7-deaza-dGTP (RPN2438/RPN2538) cña 
h·ng Amersham pharmacia biotech. C¸c enzim 
giíi h¹n Nde I, EcoR I, tÕ bµo kh¶ biÕn cña 
chñng JM109 nhËn cña h·ng Wako/Nipon 
Giene vµ chñng BL21 (DE23) cña h·ng 
Novagien. 

Vect¬ biÓu hiÖn pET 21A (+) dïng ®Ó biÓu 
hiÖn trong E. coli nhËn tõ h·ng Invitrogien. C¸c 
cÆp måi ®ét biÕn ®−îc thiÕt kÕ dùa trªn tr×nh tù 
cDNA (ë c¸c vÞ trÝ b¶o thñ) cña gien EH ë ®Ëu 
t−¬ng cã tr×nh tù nh− sau:  

D260E: AACAGGTGAGTTGGAGATGGT 
AT ACAACTC.  

Y260V: ACTGGACCCTTGAACTACGTC 
AGAAATTTC. 

EH-Star-Sense2: ATATACATATGGAGC 
AAATAAAGCACAGAAC.  

EH-End-Anti2: GTTGAATTCGTTTTTGG 
ACAGATCAGAACTTG. 

M¸y ®äc tr×nh tù DSQ 1000 automatic 
DNA-SEQUENCER cña h·ng Shimadzu-NhËt 
B¶n.  

2. Ph−¬ng ph¸p 

+ Ph−¬ng ph¸p PCR ®· ®−îc sö dông ®Ó 
nh©n gien EH ®ét biÕn. 

+ Ph−¬ng ph¸p t¸ch chiÕt DNA plasmit theo 
Sambrook vµ cs. [10]. 



 64 

+ Ph−¬ng ph¸p nh©n dßng (®−îc tiÕn hµnh 
theo h−íng dÉn trong TA CloningR Kit).  

+ §äc tr×nh tù cña DNA b»ng ph−¬ng ph¸p 
dideoxynucleotit cña Sanger vµ cs. [11]. 

+ Ph−¬ng ph¸p SDS-PAGE theo Laemmli 
1970 [4]. 

+ Ph−¬ng ph¸p biÓu hiÖn vµ lµm s¹ch enzim 
EH ®ét biÕn trong E.coli: chñng E.coli BL21 
(DE3) mang vect¬ biÓu hiÖn pRSET (cã chøa 
gien EH ®ét biÕn) vµ pKY260 ®−îc nu«i l¾c ë 
37oC, 200 vßng/phót qua ®ªm (kho¶ng 12-14 
giê) trong m«i tr−êng LB cã bæ sung ampixillin 
vµ tetraxyclin. Nh÷ng tÕ bµo nu«i cÊy qua ®ªm 
(mËt ®é quang häc OD kho¶ng 0,5-0,8) ®−îc 
thu nhËn b»ng ly t©m ë 4oC, 6000 vßng/phót vµ 
hßa tan trong 60 ml dung dÞch ®Öm axetat pH 
6,0 (50 mM ®Öm axetat, 0,1 M NaCl, 1 mM 
EDTA), sau ®ã ®−îc ph¸ mµng ®Ó gi¶i phãng 
protein b»ng c¸ch sö dông siªu ©m. Ly t©m dung 
dÞch nµy ë 10000 vßng/phót, trong 30 phót ë 
4oC, lo¹i bá cÆn x¸c tÕ bµo. KiÓm tra dÞch biÓu 
hiÖn trªn gel SDS-PAGE. 

+ C¸c ph−¬ng ph¸p ®iÖn di trªn gel agaroza 
polyacrylamit [10]. 

ii. KÕt qu¶ vµ th¶o luËn 

1. T¹o gien EH ®ét biÕn ë vÞ trÝ D260E 

a. T¹o s¶n phÈm PCR lÇn 1 cã chøa ®ét biÕn 
D260E trong gien EH 

CÆp måi ®ét biÕn D260E vµ måi EH-End-
Anti2 (cã chøa vÞ trÝ c¾t cña enzim EcoR I vµ vÞ 
trÝ kÕt thóc phiªn m· TGA) ®· ®−îc sö dông ®Ó 
nh©n mét ®o¹n gien cã kÝch th−íc kho¶ng 210 
bp (trong ®ã bao gåm c¶ vÞ trÝ ®ét biÕn D260E) 
b»ng kü thuËt PCR. KÕt qu¶ ®· nhËn ®−îc mét 
b¨ng DNA cã kÝch th−íc kho¶ng 210 bp kh¸ 
®Æc hiÖu. B¨ng DNA nµy ®−îc c¾t vµ t¸ch ra 
b»ng c¸ch dïng tói thÈm tÝch vµ ®iÖn di mét 
chiÒu trong gel agaroza ë 100 V víi thêi gian lµ 
30 phót. Sau ®ã, DNA nµy ®−îc lµm s¹ch vµ hßa 
tan trong dung dÞch TE (pH = 8) víi nång ®é 1 
nmol/µl. 

§o¹n DNA cã kÝch th−íc kho¶ng 210 bp 
(s¶n phÈm PCR lÇn 1) vµ måi EH-Star-Sense 2 
(cã chøa vÞ trÝ c¾t cña enzim Nde I vµ vÞ trÝ khëi 
®Çu phiªn m· ATG) ®−îc dïng ®Ó nh©n mét 
®o¹n gien cã kÝch th−íc kho¶ng 1 kb, trong ®ã 

gåm toµn bé chiÒu dµi cña gien EH (cDNA) cã 
vÞ trÝ ®ét biÕn D260E b»ng kü thuËt PCR (nhiÖt 
®é ñ lµ 62oC, tiÕn hµnh trong 30 chu kú). KÕt 
qu¶ ®· nhËn ®−îc 1 b¨ng DNA cã kÝch th−íc 
kho¶ng gÇn 1 kb kh¸ ®Æc hiÖu. §o¹n DNA nµy 
®−îc c¾t, lµm s¹ch vµ kiÓm tra trªn gel agaroza 
1% (h×nh 1).  

        

H×nh 1. §o¹n DNA (s¶n phÈm PCR lÇn 2) sau 
khi ®−îc c¾t vµ lµm s¹ch 

GiÕng 1: m¸ck¬ M4; giÕng 2: s¶n phÈm PCR lÇn 
2 cña gien EH ®ét biÕn ë vÞ trÝ D260E. 

 

b. Nh©n dßng vµ x¸c ®Þnh tr×nh tù cña gien EH 
®ét biÕn ë vÞ trÝ D260E  

S¶n phÈm PCR lÇn 2 (®· ®−îc c¾t vµ lµm 
s¹ch) ®−îc g¾n vµo vÐct¬ pCRR 2.1 nhê enzim 
T4-DNA ligaza. Sau ®ã, vÐct¬ nµy ®−îc biÕn 
n¹p vµo chñng E. coli INV F' vµ ®−îc chän läc 
trªn m«i tr−êng LB ®Æc cã chøa 50 mg/l 
ampixyllin, 80 mg/l X-Gal vµ ñ ë 37oC qua ®ªm. 

KÕt qu¶, chóng t«i ®· nhËn ®−îc nhiÒu 
khuÈn l¹c tr¾ng xen kÏ víi c¸c khuÈn l¹c xanh. 
Mét sè khuÈn l¹c tr¾ng ®· ®−îc chän ®Ó t¸ch 
DNA plasmit. Sau ®ã, DNA plasmit nµy ®· ®−îc 
c¾t b»ng enzim EcoR I ë 37oC trong 3 giê vµ 
kiÓm tra s¶n phÈm b»ng ®iÖn di trªn gel agaroza 
1%. KÕt qu¶, chóng t«i ®· nhËn ®−îc nh÷ng 
b¨ng DNA cã kÝch th−íc kho¶ng 1 kb. Mét vµi 
plasmit cã mang ®o¹n DNA kho¶ng 1 kb ®ã ®· 
®−îc lµm s¹ch víi sè l−îng lín vµ dïng ®Ó ®äc 
tr×nh tù nucleotit. 

Sau khi kÕt thóc ®äc tr×nh tù, xö lý vµ chän 
läc kÕt qu¶, chóng t«i ®· nhËn ®−îc nh÷ng tr×nh 
tù ®óng cña gien EH cã vÞ trÝ ®ét biÕn D260E 
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nh− mong muèn. §o¹n DNA nµy (1 kb) ®· ®−îc 
sö dông lµm khu«n ®Ó t¹o ®ét biÕn thø hai 
Y230V. 

2. T¹o gien EH ®ét biÕn ë c¸c vÞ trÝ D260E 
vµ Y230V 

a. Nh©n dßng gien EH ®ét biÕn kÐp 

§o¹n DNA (1kb) chøa vÞ trÝ ®ét biÕn D260E 
lµm khu«n, cÆp måi Y230V vµ EH-End-Anti2 
®· ®−îc sö dông ®Ó nh©n mét ®o¹n gien cã kÝch 
th−íc kho¶ng 304 bp (trong ®ã bao gåm c¶ c¸c 
vÞ trÝ ®ét biÕn D260E vµ Y230V) b»ng kü thuËt 
PCR. KÕt qu¶ ®· nhËn ®−îc mét b¨ng DNA cã 
kÝch th−íc kho¶ng 304 bp. B¨ng DNA nµy ®−îc 
c¾t vµ lµm s¹ch qua c¸c b−íc t−¬ng tù nh− ë 
môc 1 vµ ®−îc sö dông lµm måi cho ph¶n øng 
PCR lÇn hai. 

§o¹n DNA cã kÝch th−íc kho¶ng 304 bp 
(s¶n phÈm PCR lÇn 1) vµ måi EH-Star-Sense 2 
(cã chøa vÞ trÝ c¾t cña enzim Nde I vµ vÞ trÝ khëi 
®Çu phiªn m· ATG) ®−îc sö dông ®Ó nh©n toµn 
bé gien EH cã kÝch th−íc kho¶ng 1 kb (trong ®ã 
cã thÓ ®· gåm c¶ c¸c vÞ trÝ ®ét biÕn D260E vµ 
Y230V).   

B»ng c¸c b−íc tiÕn hµnh t−¬ng tù nh− ë 
phÇn trªn, c¸c dßng tÕ bµo mang plasmit chøa 
gien EH ®ét biÕn kÐp ®· nhËn ®−îc vµ c¸c DNA 
plasmit nµy ®· ®−îc t¸ch vµ tinh s¹ch ®Ó ®äc 
tr×nh tù.  

b. X¸c ®Þnh tr×nh tù cña gien EH ®ét biÕn kÐp 

Sau khi ®äc tr×nh tù, xö lý vµ chän läc kÕt 
qu¶, chóng t«i ®· nhËn ®−îc tr×nh tù cña gien 
EH ®ét biÕn hoµn chØnh (h×nh 2). 

 
NdeI 
ATATACATATGGAGCAAATAAAGCACAGAACAGTTGAAGTGAATGGCATAAAAATGCATGTTGCAGAGAAAGG 
AGAGGGTCCAGTGGTGTTGTTCCTCCACGGCTTCCCTGAGCTCTGGTACTCATGGCGCCATCAGATTCTCTCT 
CTCAGCTCCCTCGGCTACCGCGCCGTCGCTCCCGATCTCCGTGGCTACGGTGACACCGAGGCACCACCTTCAA 
TCAGCAGCTACAACTGCTTCCACATAGTGGGTGATCTCGTTGCGCTTATTGACTCTCTGGGTGTCCAACAAGT 
GTTCCTTGTGGCTCATGACTGGGGAGCCATCATAGGTTGGTATCTATGCATGTTTCGCCCTGACAAAGTTAAG 
GCCTATGTCTGCCTCAGTGTCCCTCTCCTCCGCAGAGACCCAAACATCAGAACGGTGGATGGCATGCGTGCTT 
TGTATGGAGACGACTACTATGTCTGCAGATTTCAGAAACCAGGGGAAATGGAGGCTCAGATGGCTGAAGTTGG 
CACTGAGTATGTTCTCAAAAACATCCTTACAACTCGCAATCCTGGTCCTCCAATTCTTCCCAAGGGAAGGTTT 
CAATTCAATCCAGAAATGCCCAACACCTTGCCCTCTTGGCTCACAGAAGAAGATCTCGCCTATTATGTCTCCA 
AATTTGAGAAAACCGGATTCACTGGACCCTTGAACTACGTCAGAAATTTCAACTTAAATTGGGAGTTGACGGC 
ACCATGGACAGGAGGGCA                Y230V 
AATCAAGGTGCCCGTAAAATACATAACAGGTGAGTTGGAGATGGTATACAACTCGCTGAACTTGAAGG 
                                    D260E 
AGTATATCCACGGCGGAGGGTTCAAGCAAGATGTGCCAAATTTAGAACAAGTGATTGTGCAGAAAGGAGTGGC 
TCACTTCAATAATCAAGAAGCAGCAGAGGAAATCGATAATTACATATACGATTTTATCAACAAGTTCTGATCT 
TGTCCAAAAACGAATTCAAC                                          Stop codon 

H×nh 2. Tr×nh tù nucleotit cña gien EH ®ét biÕn ë c¸c vÞ trÝ D260E vµ Y230V 

(Asp ë vÞ trÝ 260 ®æi thµnh Glu vµ Tyr ë vÞ trÝ 230 ®æi thµnh Val) 
 

KÕt qu¶ ë h×nh 2 cho thÊy chóng t«i ®· nhËn 
®−îc gien EH hoµn chØnh bÞ ®ét biÕn, trong ®ã 
axit aspatic ë vÞ trÝ 260 bÞ thay thÕ bëi glutamin 
(D260E) vµ tyrosin ë vÞ trÝ 230 bÞ ®æi thµnh 
valin (Y230V) ®óng víi môc ®Ých cña thÝ 
nghiÖm ®Æt ra.  

3. Kh¶ n¨ng biÓu hiÖn enzim EH ®ét biÕn 
kÐp trong E. coli 

§o¹n cDNA t¸i tæ hîp m· hãa cho enzim 
EH ®ét biÕn kÐp ®· ®−îc g¾n vµo vect¬ pRSET 
vµ chuyÓn vµo chñng E.coli BL21 (DE3) ®Ó biÓu 

hiÖn. Sau ®ã, vect¬ pRSET t¸i tæ hîp ®· ®−îc 
t¸ch vµ c¾t b»ng enzim NdeI vµ EcoRI ®Ó kiÓm 
tra ®o¹n cDNA m· hãa cho EH ®ét biÕn kÐp. 
KÕt qu¶ nhËn ®−îc mét ®o¹n DNA cã kÝch 
th−íc ph©n tö kho¶ng 1 kb, ®iÒu nµy hoµn toµn 
phï hîp víi tÝnh to¸n lý thuyÕt (h×nh 3).  

C¸c dßng tÕ bµo chøa vect¬ mang ®o¹n 
cDNA m· hãa cho EH ®ét biÕn kÐp nµy ®· ®−îc 
dïng ®Ó biÓu hiÖn protein. Tuy nhiªn, viÖc biÓu 
hiÖn ra d¹ng protein hßa tan kh«ng ph¶i dÔ 
dµng. §Ó n©ng cao hiÖu suÊt biÓu hiÖn ë d¹ng 
hßa tan, chóng t«i ®· tiÕn hµnh biÓu hiÖn nh÷ng 
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   EH 

      I          II         III      IV        V         VI 

 1      2   1     2   1      2  1     2   1     2   1      2  

dßng t¸i tæ hîp cïng víi sù cã mÆt cña plasmit 
pKY206 (pKY206 mang gien GroEL vµ GroES 
cã kh¶ n¨ng hç trî cho viÖc biÓu hiÖn ra c¸c s¶n 
phÈm protein ë d¹ng hßa tan). 

              
H×nh 3. C¸c plasmit mang ®o¹n cDNA m· hãa 

cho EH ®ét biÕn kÐp trong chñng BL21 

MK: m¸ck¬ M4; giÕng 1-2: hai DNA plasmit t¸i 
tæ hîp ®−îc c¾t b»ng enzim h¹n chÕ coRI vµ NdeI. 

Sau khi ph¸ tÕ bµo ®Ó gi¶i phãng protein

b»ng siªu ©m, dÞch biÓu hiÖn nµy ®−îc kiÓm tra 
trªn gel SDS-PAGE (h×nh 4).  

KÕt qu¶ ë h×nh 4 cho thÊy, ë c¶ 6 dßng tÕ 
bµo (tõ I ®Õn VI) ®−îc chän ®Ó biÓu hiÖn, ®Òu 
kh«ng biÓu hiÖn ®−îc ra d¹ng hßa tan (c¸c giÕng 
sè 1) mÆc dï ®· phèi hîp víi plasmit pKY 206. 
ë c¸c mÉu biÓu hiÖn ra d¹ng kh«ng hßa tan (c¸c 
giÕng sè 2), enzim EH nhËn ®−îc cã sè l−îng 
kh¸ lín vµ ®Æc hiÖu nh−ng d¹ng enzim nµy 
kh«ng cã ý nghÜa trong nghiªn cøu ho¹t tÝnh. 
Mét ®iÒu hÕt søc lý thó lµ khi chØ t¹o ®ét biÕn 
®¬n (hoÆc chØ t¹o ®ét biÕn ë vÞ trÝ D260E hoÆc 
vÞ trÝ Y230V) th× c¸c enzim ®ét biÕn nµy ®Òu cã 
kh¶ n¨ng biÓu hiÖn ra d¹ng protein hßa tan (kÕt 
qu¶ kh«ng tr×nh bµy trong bµi b¸o nµy).  

Nh− vËy, khi t¹o ®ét biÕn kÐp (D260E vµ 
Y230V) trong enzim EH cña h¹t ®Ëu t−¬ng, 
enzim ®ét biÕn nµy kh«ng cã kh¶ n¨ng biÓu hiÖn 
ra d¹ng hßa tan. §iÒu nµy, theo chóng t«i, cã thÓ 
do bÞ thay thÕ cïng mét lóc 2 vÞ trÝ axit amin 
trong tr×nh tù cña enzim EH, tõ ®ã dÉn ®Õn cã sù 
thay ®æi nµo ®ã vÒ cÊu tróc kh«ng gian nªn 
enzim nµy ®· kh«ng thÓ biÓu hiÖn ra d¹ng 
protein hßa tan ®−îc. 

    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

H×nh 4. §iÖn di ®å-s¶n phÈm biÓu hiÖn cña enzim EH ®ét biÕn kÐp 
(D260E vµ Y230V) 

Ghi chó: EH. enzim EH chuÈn; c¸c sè la m· I, II, III, IV, V, VI lµ thø tù cña 6 dßng tÕ bµo ®−îc chän ®Ó biÓu 
hiÖn; giÕng sè 1 lµ c¸c mÉu biÓu hiÖn ë d¹ng hßa tan; giÕng sè 2 lµ c¸c mÉu biÓu hiÖn ë d¹ng kh«ng hßa tan. 
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iii. kÕt luËn 

1. B»ng kü thuËt PCR, nh©n dßng vµ x¸c 
®Þnh tr×nh tù nucleotit, chóng t«i ®· t¹o ®−îc 
gien m· hãa cho enzim EH ®ét biÕn ë 2 vÞ trÝ 
D260E vµ Y230V trong h¹t ®Ëu t−¬ng.  

2. §· thiÕt kÕ vµ biÓu hiÖn enzim EH ®ét 
biÕn kÐp (D260E vµ Y230V) trong E.coli. Tuy 
nhiªn, enzim ®ét biÕn nµy chØ biÓu hiÖn ®−îc ë 
d¹ng protein kh«ng hßa tan cßn kh«ng biÓu hiÖn 
®−îc ë d¹ng protein hßa tan.  
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Lêi c¶m ¬n: Chóng t«i xin ch©n thµnh c¶m 

¬n GS.TS. Chikafusa Eukazawa vµ TS. Masaomi 
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Role of the double mutant at two positions D260E and y230V 
of the epoxide hydrolase in soybean seeds 

Nghiem Ngoc Minh  

 
Summary 

 
The epoxide hydrolases (EHs) are widely distributed among many bodies, including bacteria, fungi, 

plants and animals. These enzymes are an interesting group of functionnally related enzymes that catalyse the 
addition of water molecule to an epoxide (oxirane moiety), producing the corresponding 1-2 diol. Recent 
studies have been provided valuable informations on the molecular structure of these enzymes, as well as the 
insight to the enzymatic mechanisms that involved. 

To characterize one of the active sites of the epoxide hydrolases (EH), the gene encoding a soybean EH 
was modified with the synthetic oligonucleotide primers including the mutated sequence. The double mutant 
EH was constructed containing both of D260E and Y230V mutants. This mutant EH was expressed in E. coli 
BL21 (DE3) by using the pRSET expression plasmid in the presence of pKY260 but not produced the soluble 
EH form. These results have suggested that perhaps the replacement both of the Asp position 260 by Glu and 
the Tyr position 230 by Val in the soybean EH has resulted in the change of its space structure and then has 
produced the insoluble form.  
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