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Tinh s¹ch vµ x¸c ®Þnh mét sè tÝnh chÊt cña enzim thñy ph©n 
fibrin ®−îc t¸ch chiÕt tõ loµi giun quÕ (Perionyx excavatus) 

 
Lý ThÞ BÝch Thñy, §ç ThÞ Tuyªn, NguyÔn ThÞ Ngäc Dao 

ViÖn C«ng nghÖ sinh häc 

Trªn thÕ giíi, sè ng−êi chÕt v× bÖnh tim 
m¹ch ngµy cµng t¨ng do nh÷ng thay ®æi vÒ m«i 
tr−êng còng nh− lèi sèng, nhÊt lµ ë c¸c n−íc 
®ang ph¸t triÓn. BÖnh tim m¹ch cã nhiÒu thÓ 
kh¸c nhau nh−: chøng trµn m¸u n·o, t¨ng huyÕt 
¸p, x¬ cøng ®éng m¹ch…. Nguyªn nh©n chñ yÕu 
lµ do fibrin bÞ ®ãng côc, g©y t¾c m¹ch vµ c¶n trë 
l−u th«ng m¸u. V× vËy, viÖc lµm tan côc m¸u 
®«ng ®ãng vai trß quan träng trong viÖc ®iÒu trÞ 
bÖnh tim m¹ch.  

Tr−íc ®©y, ®Ó ®iÒu trÞ bÖnh nghÏn m¹ch, 
ng−êi ta dùa vµo viÖc sö dông c¸c chÊt kh¸ng 
®«ng nh− heparin vµ coumarin. Ngµy nay, ng−êi 
ta ph¸t hiÖn ra r»ng c¸ch tèt nhÊt ®Ó ®iÒu trÞ 
bÖnh nghÏn m¹ch lµ sö dông enzim thñy ph©n 
fibrin. Urokinaza vµ chÊt ho¹t hãa plasminogen 
®−îc sö dông réng r·i trong viÖc xö lý t¾c m¹ch. 
Tuy nhiªn, chóng rÊt ®¾t vµ kh«ng hiÖu qu¶ khi 
uèng qua ®−êng miÖng. 

Tõ nh÷ng ph¸t hiÖn cña c¸c nhµ khoa häc 
NhËt B¶n vµ Trung Quèc vÒ enzim thñy ph©n 
fibrin m¹nh cã trong c¸c loµi giun ®Êt 
Lumbricus rubellus vµ Eisenia foetida [6, 7, 10], 
chóng t«i còng ®Æt vÊn ®Ò t×m kiÕm ë ViÖt Nam 
loµi giun ®Êt cã enzim thñy ph©n fibrin m¹nh. 
V× thÕ, chóng t«i ®· kh¶o s¸t ho¹t tÝnh ë mét sè 
loµi giun ®Êt ViÖt Nam vµ chän ®−îc loµi giun 
cã ho¹t tÝnh cao nhÊt lµ loµi giun quÕ, Perionyx 
excavatus [5]. Trong bµi b¸o nµy, chóng t«i 
tr×nh bµy qu¸ tr×nh tinh s¹ch vµ mét sè tÝnh chÊt 
cña enzim thñy ph©n fibrin ®−îc t¸ch chiÕt tõ 
loµi giun quÕ nµy. 

I. ph−¬ng ph¸p nghiªn cøu 

1. §èi t−îng 

Loµi giun quÕ Perionyx excavatus ®−îc lÊy 
tõ Trung t©m ch¨n nu«i Dª Thá ë Ba V×, tØnh Hµ 
T©y. Giun ®−îc lÊy vµo mïa hÌ, lµ mïa giun

sinh tr−ëng vµ ph¸t triÓn m¹nh. 

2. Hãa chÊt 

C¸c hãa chÊt dïng cho thÝ nghiÖm ®Òu ë 
møc ®é s¹ch ph©n tÝch, bao gåm nh÷ng hãa chÊt 
chÝnh sau: plasmin, thrombin, fibrinogen cña 
h·ng Sigma (Mü), Na2HPO4 vµ NaH2PO4 cña 
h·ng Fluka, maker protein cña Fermentas vµ c¸c 
hãa chÊt cÇn thiÕt kh¸c.  

3. Ph−¬ng ph¸p tinh s¹ch enzim 

Giun ®Êt ®−îc röa s¹ch vµ ng©m trong n−íc 
cÊt ®Ó th¶i lo¹i hÕt chÊt cÆn b· trong ®−êng tiªu 
hãa. ChØ nh÷ng con giun cßn sèng míi ®−îc sö 
dông ®Ó nghiÒn trong NaCl 0,9% b»ng m¸y 
nghiÒn ®ång thÓ; mÉu ®−îc ®Æt trong ®¸. DÞch 
nghiÒn ®ång thÓ ®−îc ly t©m 20.000 v/phót 
trong 60 phót ë 4°C vµ thu dÞch trªn. DÞch ®−îc 
®«ng kh« vµ b¶o qu¶n trong tñ l¹nh ë -84°C ®Ó 
dïng trong qu¸ tr×nh thÝ nghiÖm. Khi t¸ch chiÕt, 
bét giun ®«ng kh« ®−îc hßa trong ®Öm phèt-
ph¸t natri 50 mM, pH 7,5.  

Muèi sun-ph¸t am«n ®−îc cho vµo dÞch 
enzim (trong ®Öm phèt-ph¸t 50 mM, pH 7,5) ®Ó 
®¹t nång ®é 35% b·o hßa, ®Ó yªn trong 1-2 giê 
(thØnh tho¶ng khÊy), sau ®ã ly t©m 10.000 
v/phót trong 10 phót; lo¹i tña, tiÕp tôc bæ sung 
muèi sun-ph¸t am«n vµo dÞch trªn ®Ó ®¹t nång 
®é 60% b·o hßa; ly t©m 10.000 v/phót trong 10 
phót ®Ó thu tña. Tña ®−îc hßa tan l¹i trong ®Öm 
trªn vµ cho qua cét läc gel sephacryl S200, cét 
c©n b»ng trong ®Öm phèt-ph¸t natri 50 mM, pH 
7,5. Tèc ®é dßng ch¶y 1 ml/phót, chia thµnh 120 
ph©n ®o¹n, mçi ph©n ®o¹n 2 ml. C¸c ph©n ®o¹n 
®−îc x¸c ®Þnh ho¹t tÝnh thñy ph©n fibrin vµ hµm 
l−îng protein; ph©n ®o¹n cã ho¹t tÝnh riªng cao 
nhÊt sÏ tiÕp tôc ®−îc tinh s¹ch b»ng cét DEAE 
xen-lu-l«. DÞch enzim ®−îc ®−a lªn cét DEAE 
xen-lu-l« vµ röa protein kh«ng hÊp phô b»ng 2 
lÇn thÓ tÝch cét chÝnh ®Öm trªn. PhÇn hÊp phô 



 78 

lÇn l−ît ®−îc ®Èy khái cét b»ng gradien nång ®é 
muèi NaCl biÕn thiªn tõ 0-1 M pha trong ®Öm 
phèt-ph¸t natri 50 mM, pH 7,5 víi tèc ®é 0,5 
ml/phót, thu 50 ph©n ®o¹n, thÓ tÝch mçi ph©n 
®o¹n 1 ml. C¸c ph©n ®o¹n ®−îc x¸c ®Þnh ho¹t 
tÝnh thñy ph©n fibrin, ph©n ®o¹n cã ho¹t tÝnh 
cao sÏ ®−îc tiÕp tôc tinh s¹ch b»ng cét superdex 
G75. Cét ®−îc c©n b»ng trong ®Öm phèt-ph¸t 
natri 50 mM, pH 7,5, tèc ®é dßng ch¶y 0,3 
ml/phót, thu 50 ph©n ®o¹n, thÓ tÝch mçi ph©n 
®o¹n lµ 0,5 ml. C¸c ph©n ®o¹n cã ho¹t tÝnh cao 
nhÊt ®−îc thu l¹i vµ b¶o qu¶n ë -20oC. Qu¸ tr×nh 
t¸ch chiÕt ®−îc thùc hiÖn ë 4oC. 

- X¸c ®Þnh ho¹t tÝnh thñy ph©n fibrin: 
Ho¹t tÝnh ®−îc x¸c ®Þnh theo ph−¬ng ph¸p ®Üa 
fibrin cña ASTRUP vµ MULLERTZ (1952) sö 
dông plasmin lµm chuÈn [1]. 

- X¸c ®Þnh hµm l−îng protein: Hµm l−îng 
protein ®−îc x¸c ®Þnh theo ph−¬ng ph¸p cña 
Bradford (1976) [2]. 

- X¸c ®Þnh träng l−îng ph©n tö t−¬ng ®èi: 
Träng l−îng ph©n tö t−¬ng ®èi cña enzim ®−îc 
x¸c ®Þnh theo ph−¬ng ph¸p ®iÖn di protein trªn 
gel polyacrylamit 12,5% cña Laemmli (1970) 
[4] vµ so s¸nh víi thang protein chuÈn. 

- X¸c ®Þnh c¸c yÕu tè ¶nh h−ëng ®Õn 
ho¹t tÝnh cña enzim: nhiÖt ®é, pH, ion kim 
lo¹i, EDTA b»ng c¸ch so s¸nh ho¹t tÝnh thñy 
ph©n fibrin cña c¸c mÉu enzim ë c¸c ®iÒu kiÖn 
kh¸c nhau (nhiÖt ®é, pH, nång ®é ion kim lo¹i, 
nång ®é EDTA). 

- X¸c ®Þnh thµnh phÇn axit amin: 
Thµnh phÇn axit amin cña enzim tinh s¹ch 
®−îc x¸c ®Þnh b»ng m¸y ph©n tÝch axit amin 
tù ®éng HP Amino Quant Series II (Hewlett 
Packard). 

Ii. KÕt qu¶ vµ th¶o luËn 

1. Tinh s¹ch enzim thñy ph©n fibrin 

DÞch nghiÒn ®ång thÓ cña giun quÕ, sau khi 
ly t©m, ®−îc tña ph©n ®o¹n b»ng (NH4)2SO4 víi 
nång ®é 35 - 60%, thu ®−îc dÞch enzim cã ho¹t 
tÝnh riªng t¨ng 2,6 lÇn (b¶ng 1). DÞch enzim nµy 
®−îc cho qua cét sephacryl S200 víi tèc ®é 
dßng ch¶y 1 ml/phót, thu 120 ph©n ®o¹n, thÓ 
tÝch mçi ph©n ®o¹n lµ 2 ml. ViÖc x¸c ®Þnh ho¹t 
tÝnh cña c¸c ph©n ®o¹n cho thÊy ho¹t tÝnh cña

enzim tËp trung ë ®Ønh 2 cña s¾c ký ®å (tõ ph©n 
®o¹n 25 ®Õn 30).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

 
 

H×nh 1. §iÖn di ®å c¸c dÞch protein trªn gel 
polyacrylamit 12,5% 

(1). dÞch th«; (2). ®Ønh 2 trªn cét sephacryl 
S200; (3). chØ thÞ ph©n tö protein; (4). ®Ønh 2 
trªn cét DEAE xen-lu-l«; (5). ®Ønh 3 trªn cét 

DEAE xen-lu-l«. 

§iÖn di ®å ë h×nh 1 cho thÊy ®Ønh nµy (cét 2 
cña h×nh 1) cã rÊt nhiÒu b¨ng protein. V× vËy, 
c¸c ph©n ®o¹n cña ®Ønh 2 ®−îc tiÕp tôc cho qua 
cét DEAE xen-lu-l«. Cét ®−îc c©n b»ng trong 
®Öm phèt-ph¸t natri 20 mM, pH 7,5, tèc ®é 
dßng ch¶y 0,5 ml/phót. Sau khi ®−a mÉu lªn cét 
vµ röa c¸c protein kh«ng b¸m, chóng t«i tiÕn 
hµnh thu mÉu. Gradient nång ®é muèi tõ 0% 
dung dÞch B (®Öm phèt-ph¸t natri 50 mM, pH 
7,5, NaCl 1M) ®Õn 100% dung dÞch ®Öm B; thu 
50 ph©n ®o¹n, thÓ tÝch cña mçi ph©n ®o¹n lµ 1 
ml. ViÖc kiÓm tra ho¹t tÝnh thñy ph©n fibrin cña 
c¸c ph©n ®o¹n thu ®−îc cho thÊy ho¹t tÝnh tËp 
trung chñ yÕu ë ®Ønh 3, t−¬ng øng kho¶ng 80% 
dung dÞch B. §Ønh nµy (cét 5 cña h×nh 1) cã 3 
b¨ng protein cã träng l−îng ph©n tö trong 
kho¶ng 25-35 kDa. Ho¹t tÝnh riªng cña ®Ønh lµ 
207,3 UI. §Ønh nµy ®−îc tiÕp tôc ph©n t¸ch theo 
träng l−îng ph©n tö b»ng cét läc gel superdex 
G75. MÉu ®−îc ®−a lªn cét víi ®Öm phèt-ph¸t 
natri 20 mM, pH 7,5, tèc ®é dßng ch¶y 0,3 
ml/phót; thu 50 ph©n ®o¹n, thÓ tÝch cña mçi 
ph©n ®o¹n lµ 0,5 ml.  
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H×nh 2. S¾c ký ®å trªn cét superdex G75 

 
S¾c ký ®å thÓ hiÖn trªn h×nh 2 cho thÊy 

protein ®−îc ph©n t¸ch thµnh 2 ®Ønh ph©n biÖt râ 
rµng. Qua kiÓm tra ho¹t tÝnh thñy ph©n fibrin 
cña 2 ®Ønh, chóng t«i thÊy ®Ønh 1 cã ho¹t tÝnh 
riªng rÊt cao (271,3 UI/mg), ®Ønh 2 còng cã ho¹t 
tÝnh thñy ph©n fibrin cao nh−ng thÊp h¬n ®Ønh 
1(126 UI/mg). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

H×nh 3. §iÖn di ®å dÞch enzim tinh s¹ch 
(1). chØ thÞ ph©n tö protein; (2). dÞch enzim ®Ønh 
2; (3). dÞch enzim ®Ønh 1; (4). dÞch enzim tr−íc 

khi ch¹y qua cét superdex G75. 

Chóng t«i ®· ®¸nh gi¸ møc ®é tinh s¹ch vµ 
x¸c ®Þnh träng l−îng ph©n tö t−¬ng ®èi b»ng 
ph−¬ng ph¸p ®iÖn di trªn gel polyacrylamit 
12,5%, sö dông chØ thÞ ph©n tö protein cña h·ng 
Fermentas lµm chuÈn. §iÖn di ®å ë h×nh 3 cho 
thÊy enzim thu ®−îc kh¸ s¹ch. §Ønh 1 cã mét 
b¨ng protein kho¶ng 34 kDa; ®Ønh 2 cã mét 
b¨ng protein kho¶ng 28 kDa. So víi enzim 
lumbrokinaza mµ c¸c nhµ khoa häc NhËt B¶n ®· 
t¸ch chiÕt tõ loµi giun Lumbricus rubellus [6, 7] 
th× c¸c enzim mµ chóng t«i t¸ch chiÕt ®−îc cã 
träng l−îng ph©n tö vµ ho¹t tÝnh xÊp xØ 
(lumbrokinaza cã träng l−îng ph©n tö lµ 29,66 
vµ 24,66 t−¬ng øng víi ho¹t tÝnh lµ 204 vµ 223 
UI). 

Nh− vËy, tõ dÞch protein ban ®Çu cã ho¹t 
tÝnh riªng 20,5 UI, chóng t«i ®· tinh s¹ch ®−îc 2 
enzim cã träng l−îng ph©n tö kho¶ng 34 kDa vµ 
28 kDa, víi ho¹t tÝnh riªng t−¬ng øng lµ 271,3 
UI vµ 126 UI.  

MÉu enzim tinh s¹ch (®Ønh 1) ®−îc x¸c 
®Þnh thµnh phÇn axit amin b»ng m¸y ph©n tÝch 
axit amin tù ®éng HP Amino Quant Series II 
(Hewlett Packard). KÕt qu¶ cho thÊy enzim 
tinh s¹ch cã lo¹i axit amin nhiÒu nhÊt lµ axit 
aspartic (17%). Theo Mihara vµ cs., thµnh 
phÇn axit amin cña c¸c lumbrokinaza còng 
chøa rÊt nhiÒu axit aspartic [3]. 
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C¸c b−íc tinh s¹ch enzim thñy ph©n fibrin 

C¸c b−íc tinh s¹ch 
ThÓ 
tÝch 
(ml) 

Protein 
tæng 
(mg) 

Ho¹t 
tÝnh tæng 

(UI) 

Ho¹t tÝnh 
riªng 

(UI/mg) 

§é tinh 
s¹ch 

HiÖu 
suÊt 
(%) 

DÞch th« 50 500 10250 20,5 1 100 
Tña sun-ph¸t am«n  6 153 8048 52,6 2,6 78 
Sephacryl S200 (®Ønh 2) 14 45,2 4457 98,6 4,8 43 
DEAE xen-lu-l« (®Ønh 3) 10 19 3939 207,3 10,1 38 

§Ønh 1 2 5,5 1492 271,3 13,2 
Superdex G75 

§Ønh 2 2 9,3 1172 126 6,1 
26 

Ghi chó: hiÖu suÊt tÝnh theo ho¹t tÝnh. 

 

2. C¸c yÕu tè ¶nh h−ëng ®Õn ho¹t tÝnh cña 
enzim 

a. ¶nh h−ëng cña nhiÖt ®é ph¶n øng ®Õn ho¹t 
tÝnh cña enzim 

 
H×nh 4. ¶nh h−ëng cña nhiÖt ®é ph¶n øng ®Õn 

ho¹t tÝnh cña enzim 

 
DÞch enzim trong ®Öm phèt-ph¸t natri 50 

mM, pH 7,5 ®−îc ñ trªn ®Üa fibrin ë c¸c nhiÖt ®é 
kh¸c nhau 20°C-60°C vµ ®o diÖn tÝch cña vßng 
ph¶n øng sau 3 giê ñ ®Ó x¸c ®Þnh ho¹t tÝnh 
t−¬ng ®èi. 

Khi nhiÖt ®é cña ph¶n øng t¨ng tõ 20°C lªn 
35°C th× ho¹t tÝnh thñy ph©n fibrin còng t¨ng 
dÇn lªn (h×nh 4). Ho¹t tÝnh cña enzim ®¹t cao 
nhÊt ë nhiÖt ®é 35°C ®Õn 45°C (100%). Khi 
nhiÖt ®é t¨ng lªn trªn 45°C th× ho¹t tÝnh cña 
enzim gi¶m dÇn xuèng cho tíi 65°C. So víi ho¹t 
tÝnh ë nhiÖt ®é tèi −u, ho¹t tÝnh ë 65°C vÉn gi÷ 
®−îc 72%. Nh− vËy, nhiÖt ®é ho¹t ®éng tèi −u 
cña enzim thñy ph©n fibrin nµy lµ 35°C-45°C. 

b. ¶nh h−ëng cña nhiÖt ®é ®Õn ®é bÒn cña 
enzim 

 §Ó nghiªn cøu tÝnh bÒn nhiÖt cña enzim, dÞch 
enzim trong ®Öm phèt-ph¸t natri 50 mM, pH 7,5 
®−îc ñ ë c¸c nhiÖt ®é 40°, 50°, 60°, 70° vµ 80°C, 
trong c¸c kho¶ng thêi gian 10, 20, 30, 40, 50 vµ 60 
phót. Ho¹t tÝnh cßn l¹i ®−îc x¸c ®Þnh b»ng ph−¬ng 
ph¸p ®Üa fibrin sau 3 giê ñ. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

H×nh 5. ¶nh h−ëng cña nhiÖt ®é ®Õn ®é bÒn cña 
enzim 

�. 40°C; �. 50°C; ∆. 60°C; . 70°C; �. 80°C. 

 

ë nhiÖt ®é 40°C, diÖn tÝch cña vßng ph¶n 
øng lµ cao nhÊt (100%) vµ kh«ng thay ®æi víi 

c¸c kho¶ng thêi gian trªn (h×nh 5). ë c¸c nhiÖt 
®é 50°C vµ 60°C, ho¹t tÝnh cña enzim cã gi¶m 
dÇn vµ gi¶m nhanh h¬n theo thêi gian ®èi víi 
nhiÖt ®é 60°C (cßn 65% ho¹t tÝnh sau thêi gian 

ñ 60 phót). ë nhiÖt ®é 70°C, ho¹t tÝnh cña enzim 
vÉn cßn 20% sau 60 phót ñ nh−ng ë 80°C th× 
ho¹t tÝnh cña enzim mÊt nhiÒu sau 30 phót (cßn 
9%) vµ mÊt hoµn toµn sau 50 phót. 

Nh− vËy, so víi c¸c enzim kh¸c ®· biÕt th× 
enzim thñy ph©n fibrin t¸ch tõ loµi giun quÕ 
t−¬ng ®èi bÒn víi nhiÖt ®é. 
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c. ¶nh h−ëng cña pH ®Õn ®é bÒn cña enzim 

DÞch enzim ®−îc nhá lªn ®Üa fibrin ë c¸c 
®Öm phèt-ph¸t natri kh¸c nhau cã pH trong 
kho¶ng 5,5-8,5; ñ ë c¸c nhiÖt ®é 50o, 60o, 70o vµ 
80°C trong 3 giê. Ho¹t tÝnh cña enzim ®−îc thÓ 
hiÖn b»ng diÖn tÝch cña vßng ph¶n øng. 

 

 

 

 

 

 

 

H×nh 6. ¶nh h−ëng cña pH ®Õn ®é bÒn cña 
enzim 

�. 50°C; . 60°C; ∆. 70°C; �. 80°C. 
 

ë nhiÖt ®é 50°C, ho¹t tÝnh cña enzim m¹nh 
nhÊt ë kho¶ng pH 7-7,5 vµ gi¶m dÇn ë ngoµi 
kho¶ng pH nµy (h×nh 6). Khi ñ ë 60°C th× ho¹t 
tÝnh cña enzim chØ cßn l¹i ë c¸c kho¶ng pH tõ 6 
®Õn 8,5; ñ ë 70°C th× ho¹t tÝnh cña enzim vÉn 
cßn víi pH 6,5-7,5; ñ ë 80°C th× ho¹t tÝnh cña 
enzim cßn l¹i rÊt Ýt (7%) víi pH trung tÝnh vµ bÞ 
mÊt hoµn toµn víi c¸c kho¶ng pH kiÒm vµ axit. 
§iÒu nµy chøng tá enzim bÒn ë kho¶ng pH 
trung tÝnh. 

d. ¶nh h−ëng cña ion kim lo¹i vµ EDTA ®Õn 
ho¹t tÝnh cña enzim 

§Ó ®¸nh gi¸ ¶nh h−ëng cña c¸c ion kim lo¹i 
®Õn ho¹t tÝnh thñy ph©n fibrin, dÞch enzim ®−îc 
thªm vµo c¸c ion kim lo¹i kh¸c nhau víi nång 
®é 2-10 mM, ë nhiÖt ®é phßng trong 30 phót, 
råi x¸c ®Þnh ho¹t tÝnh. KÕt qu¶ nhËn ®−îc nh− 
sau: Ion Ca2+ víi nång ®é 2,5 mM kh«ng lµm 
thay ®æi ho¹t tÝnh cña enzim; ë nång ®é 10 mM, 
ho¹t tÝnh cña enzim t¨ng nhÑ (10%). C¸c ion 
kim lo¹i Mg2+, Co2+, Fe3+ vµ Ni2+ kh«ng ¶nh 
h−ëng ®Õn ho¹t tÝnh cña enzim. C¸c ion kim lo¹i 
Pb2+, Cu2+ vµ Zn2+ øc chÕ m¹nh (ho¹t tÝnh cßn 
60-40%) ë c¸c nång ®é 2-10 mM. Hg2+ øc chÕ 
ho¹t tÝnh cña enzim m¹nh nhÊt, ho¹t tÝnh cßn 
30-40% ë nång ®é 2,5 mM vµ øc chÕ hoµn toµn 
ë nång ®é 10 mM. 

Mét trong nh÷ng chÊt k×m h·m ®Æc hiÖu ®èi 
víi enzim cã nhãm ngo¹i mang ion kim lo¹i lµ 
EDTA. Chóng t«i ®· nghiªn cøu ¶nh h−ëng cña 
EDTA (víi c¸c nång ®é kh¸c nhau tõ 1-10 mM) 
®Õn ho¹t tÝnh cña enzim. KÕt qu¶ thÝ nghiÖm cho 
thÊy ho¹t tÝnh thñy ph©n fibrin cña enzim kh«ng 
thay ®æi so víi ban ®Çu (dÞch enzim kh«ng ®−îc 
bæ sung EDTA) ë tÊt c¶ c¸c nång ®é EDTA trong 
kho¶ng trªn. Nh− vËy, EDTA kh«ng cã t¸c dông 
k×m h·m enzim vµ enzim thñy ph©n fibrin t¸ch 
chiÕt ®−îc kh«ng thuéc nhãm enzim cã kim lo¹i. 
KÕt qu¶ nµy còng gîi ý r»ng, chóng ta cã thÓ bæ 
sung EDTA vµo dÞch enzim trong qu¸ tr×nh t¸ch 
chiÕt ®Ó øc chÕ c¸c proteaza kim lo¹i. 

Iii. KÕt luËn 

Chóng t«i ®· x¸c ®Þnh ®−îc quy tr×nh thÝch 
hîp ®Ó t¸ch chiÕt enzim cã ho¹t tÝnh thñy ph©n 
fibrin cao tõ loµi giun quÕ Perionyx escavatus. 
Quy tr×nh gåm c¸c b−íc chÝnh: kÕt tña ph©n 
®o¹n b»ng muèi sun-ph¸t am«n, qua cét läc gel 
sephacryl S200, cét trao ®æi anion DEAE xen-
lu-l« vµ cét läc gel superdex G75. Thùc hiÖn 
quy tr×nh t¸ch chiÕt nµy, chóng t«i thu ®−îc 2 
enzim cã träng l−îng ph©n tö kho¶ng 34 vµ 28 
kDa, t−¬ng øng víi c¸c ho¹t tÝnh lµ 271 vµ 126 
UI. KÕt qu¶ x¸c ®Þnh thµnh phÇn axit amin cho 
thÊy enzim rÊt giµu axit aspartic (17%). §©y lµ 
enzim kh¸ bÒn víi nhiÖt, víi nhiÖt ®é tèi −u lµ 
35°C-45°C; enzim ho¹t ®éng trong kho¶ng pH 
réng vµ rÊt bÒn ë pH trung tÝnh; enzim kh«ng bÞ 
k×m h·m bëi EDTA, ®−îc kÝch thÝch nhÑ bëi 
Ca2+, bÞ k×m h·m bëi c¸c ion Zn2+, Cu2+, Fe3+, 
Pb2+ vµ bÞ k×m h·m m¹nh bëi ion Hg2+. 
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Purification and identification of some 
 characters of the fibrinolytic enzyme isolated  

From the earthwom Perionyx excavatus 

 

Ly Thi Bich Thuy, Do Thi Tuyen, Nguyen Thi Ngoc Dao 

 

Summary 

 

A strong fibrinolytic enzyme was isolated and purified from an earthworm of Vietnam: Perionyx 
excavatus. The purification procedure was described as follows: the earthworms were washed to remove the 
attached mud and then were left to evacuate the casts from their alimentary tract in distilled water. The living 
earthworms were homogenized in 0.9% NaCl. The homogenate was centrifuged at 20.000 rmp/min for one 
hour. The obtained supernatant was precipitated with a 35% and then 60% saturation of ammonium sulfate. 
The resultant precipitate was dissolved in the 0.02 M sodium phosphate buffer, pH 6 and subjected on the 
sephacryl S200 gel filtration column. The strongest fibrinolytic fraction was further fractionated by the 
column chromatography on DEAE cellulose and then on the superdex G75 gel filtration column. The 
particular activities of two obtained enzymes were 271 and 126 IU/mg and theirs molecular weights were 34 
and 28 kDa, respectively. The obtained enzymes were heat-stable and had broad pH range; the optimum 
temperature was at range 35oC – 45oC and the optimum pH was at range 7-7.5. 
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