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kÕt qu¶ nghiªn cøu ribonucleaza  
trong näc r¾n hæ mang chóa (ophiophagus hannah) 

 
NguyÔn V¨n ThiÕt 

ViÖn C«ng nghÖ sinh häc 

Ribonucleaza (RNaza) lµ nhãm enzim cã 
ph©n bè rÊt réng r·i vµ ®−îc nghiªn cøu rÊt 
nhiÒu, v× vËy ngoµi nh÷ng chøc n¨ng sinh häc 
th«ng th−êng cña c¸c RNaza lµ tham gia vµo 
trao ®æi chÊt cña c¸c acid nucleic, ngµy nay 
chóng ta ®· biÕt ®−îc rÊt nhiÒu tÝnh chÊt (hay 
chøc n¨ng) sinh häc míi cña c¸c enzim thuéc 
nhãm RNaza nh− ho¹t tÝnh kh¸ng khuÈn [1, 2], 
kh¸ng virus [10, 11], ho¹t tÝnh g©y ®éc tÕ bµo 
(hay ho¹t tÝnh cytotoxin) [4, 5], ho¹t tÝnh øc chÕ 
ph¶n øng miÔn dÞch [4]… §Æc biÖt lµ vai trß cña 
nucleaza, trong ®ã cã RNaza trong phßng thñ vµ 
tù vÖ cña c¬ thÓ ®−îc b¶o tån tõ vi sinh vËt cho 
®Õn c¸c c¬ thÓ bËc cao nh− ng−êi [3, 6, 12]. Tuy 
nhiªn RNaza tõ näc r¾n nãi chung cßn Ýt ®−îc 
nghiªn cøu. Cho ®Õn nay míi chØ cã RNaza tõ 

näc r¾n hæ mang cña Ên §é lµ nhËn ®−îc ë 
d¹ng cã ®é s¹ch cao [7], cßn RNaza tõ näc r¾n 
cña c¸c loµi kh¸c míi chØ ®−îc lµm s¹ch mét 
phÇn. Mét sè nghiªn cøu vÒ RNaza cña chóng 
t«i trong thêi gian gÇn ®©y cho thÊy RNaza 
trong näc r¾n hæ mang Naja naja cña ViÖt Nam 
lµ mét enzim rÊt ®Æc biÖt, víi pH tèi −u rÊt thÊp 
(pHopt = 2,0 - 2,6), cã nhiÒu d¹ng ph©n tö kh¸c 
nhau vµ kh«ng t−¬ng t¸c víi RI (protein-
inhibitor cña RNaza) néi bµo vµ cã kh¶ n¨ng thÓ 
hiÖn ho¹t tÝnh cytotoxin [8].  

Nh− chóng ta biÕt r»ng näc r¾n hæ mang 
chóa (HMC) ®éc h¬n rÊt nhiÒu so víi näc r¾n hæ 
mang th−êng (Naja naja). Ng−êi khi bÞ r¾n hæ 
mang chóa c¾n mµ kh«ng ®−îc cøu ch÷a mét 
c¸ch kÞp thêi th× kh¶ n¨ng tö vong rÊt cao. 
RNaza tõ näc r¾n hæ mang chóa ë n−íc ta cho 
®Õn nay vÉn ch−a ®−îc nghiªn cøu. Trong c«ng 
tr×nh nµy sÏ tr×nh bµy nh÷ng kÕt qu¶ b−íc ®Çu 
nghiªn cøu mét sè tÝnh chÊt ho¸ lý vµ xóc t¸c c¬ 
b¶n (tÝnh bÒn nhiÖt, c¸c tÝnh chÊt s¾c ký, pHopt) 
cña RNaza trong näc r¾n hæ mang chóa, nh»m 
môc ®Ých ®iÒu tra nguån enzim quý hiÕm nµy ®Ó 
phôc vô cho môc ®Ých nghiªn cøu sau nµy theo

h−íng lµm thuèc chèng virus vµ ®iÒu trÞ ung th−.  

I. ph−¬ng ph¸p Nghiªn cøu 

Näc r¾n hæ mang chóa ®«ng kh« ®−îc mua ë 
lµng nghÒ nu«i r¾n x· Vinh S¬n, huyÖn VÜnh 
T−êng, tØnh VÜnh Phóc. RNA toµn phÇn tõ nÊm 
men (Sigma) ®−îc sö dông lµm c¬ chÊt cho 
RNaza. RNaza näc r¾n hæ mang chóa ®−îc ph©n 
t¸ch b»ng c¸c ph−¬ng ph¸p s¾c ký trao ®æi ion vµ 
sµng läc ph©n tö trªn cét víi c¸c chÊt mang kh¸c 
nhau, qu¸ tr×nh ®−îc thùc hiÖn trªn thiÕt bÞ FPLC. 
CM-xenlul« (CMC) cña h·ng Sigma, SP 
Sepharose 4 Fast Flow (SP), Superdex 75 (S-75) 
vµ Superdex 200 (S-200) do Phßng thÝ nghiÖm 
träng ®iÓm C«ng nghÖ gen t¹i ViÖn C«ng nghÖ 
sinh häc cung cÊp. X¸c ®Þnh protein b»ng ph−¬ng 
ph¸p quang phæ. Ho¹t tÝnh RNaza ®−îc ®o theo 
ph−¬ng ph¸p nh− ®· m« t¶ tr−íc ®©y [8] vµ biÓu 
diÔn b»ng ®¬n vÞ OD260. 

II. kÕt qu¶ vµ th¶o luËn 

Chóng t«i ®· tiÕn hµnh nghiªn cøu mét sè 
tÝnh chÊt ho¸ lý vµ ho¹t tÝnh xóc t¸c cña RNaza 
trong näc r¾n hæ mang chóa, ngoµi môc ®Ých ®· 
nªu ë trªn, cßn ®Ó t×m hiÓu kh¶ n¨ng lµm s¹ch 
enzim nµy b»ng c¸c ph−¬ng ph¸p kh¸c nhau 
nh»m môc ®Ých thu nhËn chÕ phÈm RNaza cã ®é 
s¹ch cµng cao cµng tèt, ®Ó sö dông cho c¸c 
nghiªn cøu tiÕp theo vÒ t−¬ng t¸c víi RI…. 

1. TÝnh bÒn nhiÖt cña cña enzim  

Theo nh− chóng t«i ®−îc biÕt th× näc r¾n c¸c 
lo¹i ®Òu gi÷ ®−îc ®é ®éc rÊt l©u, nÕu ®−îc b¶o 
qu¶n tèt ë tr¹ng th¸i ®«ng kh«, do ®ã chóng t«i 
®· kiÓm tra ®é bÒn nhiÖt cña RNaza b»ng c¸ch 
xö lý dung dÞch enzim (chøa 10 mg näc r¾n/ml - 
chÕ phÈm E0) ë c¸c nhiÖt ®é kh¸c nhau tõ 40oC 
®Õn 100oC. KÕt qu¶ cña 1 trong c¸c thÝ nghiÖm 
nµy ®−îc tr×nh bµy trªn h×nh 1. 
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H×nh 1. §å thÞ biÓu diÔn sù phô thuéc ho¹t tÝnh 

RNaza cßn l¹i trong dung dÞch enzim sau khi ®un 
c¸ch thuû 5 phót ë c¸c nhiÖt ®é kh¸c nhau. Ho¹t 
tÝnh cña mÉu enzim gi÷ ë nhiÖt ®é phßng (~20oC, 

tøc lµ kh«ng bÞ xö lÝ nhiÖt) ®−îc coi lµ 100% 
 
§å thÞ trªn h×nh 1 cho thÊy khi t¨ng nhiÖt ®é 

(®un c¸ch thuû) tõ 18oC ®Õn 100oC, ho¹t tÝnh 
enzim ®Çu tiªn gi¶m trong vïng nhiÖt ®é 40 - 60oC 
(cßn ~88% ho¹t tÝnh ë 50oC), sau ®ã l¹i t¨ng tíi 
105 - 106% trong vïng nhiÖt ®é 70 - 90oC, ®un s«i 
c¸ch thuû ë 100oC chØ lµm gi¶m kh«ng ®¸ng kÓ 
(~1%) ho¹t tÝnh enzim. Nh÷ng thÝ nghiÖm lÆp l¹i 
còng cho kÕt qu¶ t−¬ng tù, chøng tá RNaza tõ näc 
r¾n hæ mang chóa ViÖt Nam lµ mét enzim rÊt bÒn 
víi nhiÖt. KÕt qu¶ nµy cho thÊy xö lý nhiÖt cã thÓ 
®−îc sö dông nh− lµ mét b−íc ®Ó lµm s¹ch vµ tinh 
chÕ enzim nµy 

2. KÕt qu¶ ph©n t¸ch RNaza b»ng ph−¬ng

ph¸p s¾c ký trao ®æi ion 

C¸c ph−¬ng ph¸p s¾c ký th−êng ®−îc sö 
dông rÊt hiÖu qu¶ ®Ó t¸ch chiÕt vµ lµm s¹ch c¸c 
protein trong hÇu hÕt c¸c quy tr×nh t¸ch chiÕt vµ 
tinh chÕ protein, v× chóng cho phÐp ph©n t¸ch 
c¸c protein dùa theo c¸c kh¸c biÖt vÒ kÝch th−íc 
ph©n tö hay ®iÖn tÝch bÒ mÆt. Do ®ã chóng t«i 
®· sö dông c¸c ph−¬ng ph¸p nµy nh»m 2 môc 
®Ých: ®Ó nghiªn cøu c¸c tÝnh chÊt cña RNaza vµ 
t×m kiÕm kh¶ n¨ng ph©n t¸ch vµ lµm s¹ch enzim 
nµy tõ näc r¾n hæ mang chóa.  

a. KÕt qu¶ s¾c ký trao ®æi ion trªn cét víi 
CM-xenlul«za 

S¾c ký trao ®æi ion chØ ®−îc tiÕn hµnh trªn 2 
chÊt mang cationit, v× chóng t«i ®· cã th«ng tin 
s¬ bé lµ RNaza trong näc r¾n hæ mang kh«ng 
ph©n t¸ch ®−îc trªn cét DEAE-xenluloza, mµ l¹i 
t¸ch ®−îc trªn cét CMC thµnh nhiÒu ®Ønh riªng 
biÖt [9]. S¾c ký ®−îc tiÕn hµnh trong ®Öm xitrat 
10 mM, pH 5,2. Trong c¸c thÝ nghiÖm nµy mçi 
lÇn s¾c ký lÊy 25 - 50 mg näc r¾n ®«ng kh« hoµ 
vµo 5 - 10 ml dung dÞch ®Öm, li t©m lo¹i cÆn, thu 
lÊy dÞch trong cho lªn cét ®· ®−îc c©n b»ng tr−íc 
víi dung dÞch ®Öm. Enzim ®−îc th«i khái cét 
b»ng gradient nång ®é NaCl 0 - 1,0 M trong thÓ 
tÝch lµ 120 ml, thu mçi ph©n ®o¹n 3 ml. Sau khi 
kÕt thóc s¾c ký, tiÕn hµnh ®o ho¹t tÝnh RNaza vµ 
l−îng protein trong tÊt c¶ c¸c ph©n ®o¹n. S¾c ký 
®å cña näc r¾n hæ mang chóa nhËn ®−îc sau s¾c 
ký trªn cét CMC ®−îc tr×nh bµy trªn h×nh 2.  
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H×nh 2. S¾c ký ®å näc r¾n hæ mang chóa nhËn ®−îc trªn cét trao ®æi ion víi CM-xenlul«za  

(∅1 × 11 cm). A. Ho¹t tÝnh RNaza, OD260; Pr. Hµm l−îng protein, OD280;  
§−êng chÐo lµ gradient nång ®é NaCl (0 - 1,0 M), víi thÓ tÝch chung lµ 120 ml 

toC 
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KÕt qu¶ s¾c ký trªn cét CMC cho thÊy 
protein näc r¾n hæ mang chóa ®−îc t¸ch thµnh 4 
®Ønh: 1 ®Ønh protein kh«ng hÊp phô trªn cét trao 
®æi ion, 3 ®Ønh protein ®−îc ph¶n hÊp phô khái 
cét b»ng gradient nång ®é NaCl, trong ®ã cã 2 
®Ønh nhá ra khái cét tr−íc vµ 1 ®Ønh lín ra khái 
cét sau. RNaza cña näc r¾n t¸ch thµnh 2 ®Ønh, 
trong ®ã ®Ønh enzim nhá trïng víi ®Ønh protein 
kh«ng hÊp phô trªn cét, ra tr−íc gradient nång 
®é muèi vµ ®Ønh enzim lín trïng víi ®Ønh 
protein lín. Ngoµi ra cã thÓ cßn cã 1 ®Ønh 
RNaza nhá trïng víi ®Ønh protein nhá ë phÝa 
bªn tr¸i ®Ønh protein lín. H×nh 2 còng cho thÊy, 
phÇn lín protein cña näc r¾n ®−îc th«i ra khái 
cét tËp trung trong ®Ønh protein lín, l−îng chÕ 
phÈm näc r¾n cho lªn cét cµng nhiÒu ®Ønh 
protein chÝnh nµy cµng réng, thËm chÝ cßn che 
phñ c¶ ®Ønh protein nhá thø 3 ë phÝa bªn tr¸i cña 
®Ønh protein lín nµy vµ khi ®ã trªn s¾c ký ®å chØ

cßn 2 ®Ønh RNaza. §Ønh RNaza lín vµ ®Ønh 
protein lín tuy trïng nhau, nh−ng ®Çu ®Ønh cña 
chóng h¬i lÖch nhau 1 chót (nång ®é muèi 
t−¬ng øng víi c¸c ®Ønh nµy lµ 0,55 vµ 0,525 M 
NaCl). Nh− vËy, ph−¬ng ph¸p s¾c ký trªn cét 
CMC ®· t¸ch ®−îc Ýt nhÊt 2 ®Ønh RNaza. MÆt 
kh¸c, nÕu xÐt vÒ khÝa c¹nh lµm s¹ch enzim th× 
s¾c ký trªn cét CMC ë pH = 5,25 lµ kh«ng thÝch 
hîp, ®Ó sö dông s¾c ký trªn chÊt mang nµy mét 
c¸ch hiÖu qu¶ cÇn ph¶i t×m gi¸ trÞ pH kh¸c thÝch 
hîp h¬n.  

b. KÕt qu¶ s¾c ký trao ®æi ion trªn cét SP 
Sepharose 4 Fast Flow  

 Qu¸ tr×nh s¾c ký trªn cét víi chÊt mang lµ 
cationit kh¸c - SP Sepharose 4 Fast Flow (SP), 
còng ®−îc tiÕn hµnh t−¬ng tù nh− víi chÊt mang 
CMC. KÕt qu¶ cña mét trong c¸c thÝ nghiÖm nµy 
®−îc tr×nh bµy trªn h×nh 3. 
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H×nh 3. S¾c ký ®å chÕ phÈm näc r¾n hæ mang chóa nhËn ®−îc trªn cét trao ®æi ion  

SP Sepharose 4 Fast Flow (∅1 × 20 cm). Ghi chó nh− trªn h×nh 2. Gradient nång ®é muèi (0 - 1,0 M) 
 

KÕt qu¶ trªn h×nh 3 cho thÊy khi s¾c ký trªn 
cét SP, th× toµn bé protein cña näc r¾n hæ mang 
chóa ®Òu hÊp phô trªn cét trao ®æi ion. Tuy 
nhiªn, khi th«i protein ra khái cét b»ng gradient 
nång ®é NaCl, c¸c protein vÉn kh«ng t¸ch ra 
®−îc thµnh c¸c ®Ønh riªng biÖt, mµ ra khái cét ë 
d¹ng 1 ®Ønh chÝnh víi c¸c ch©n ®Ønh rÊt réng, 
®Æc biÖt lµ ch©n ®Ønh phÝa bªn ph¶i. KÕt qu¶ ®o 
ho¹t tÝnh RNaza cho thÊy cã tíi 5 ®Ønh RNaza 
riªng biÖt, trong ®ã cã 4 ®Ønh chÝnh vµ 1 ®Ønh 
phô, ®−îc ký hiÖu t−¬ng øng lµ E1 (®Ønh phô), 
E3, E3, E4 vµ E5, víi nång ®é muèi mµ chóng 
ph¶n hÊp phô khái cét t−¬ng øng lµ 0,18; 0,32; 
0,42; 0,52 vµ 0,59 M NaCl, trong ®ã E1 trïng 
víi dØnh protein phô, E2 trïng víi ®Ønh protein 

chÝnh vµ 3 ®Ønh enzim cßn l¹i n»m ë vai ph¶i 
cña ®Ønh protein chÝnh. Tuy nhiªn, sau 24 h ®o 
l¹i ho¹t tÝnh, th× chØ cã 4 ®Ønh ®Çu cßn ho¹t tÝnh, 
®Ønh E5 bÞ mÊt hÕt ho¹t tÝnh. Nh− vËy, trong näc 
r¾n hæ mang chóa cã Ýt nhÊt 4 d¹ng (®Ønh) 
RNase ph¸t hiÖn ®−îc b»ng ph−¬ng ph¸p s¾c ký 
trªn cét SP. 

3. KÕt qu¶ ph©n t¸ch RNaza b»ng ph−¬ng 
ph¸p s¾c ký sµng läc ph©n tö  

Sau khi biÕt ®−îc th«ng tin vÒ viÖc ph©n t¸ch 
c¸c protein näc r¾n hæ mang chóa theo ®iÖn tÝch 
kh«ng mang l¹i hiÖu qu¶ cao do ®iÖn tÝch cña 
chóng kh¸ gÇn nhau, chóng t«i ®· tiÕn hµnh 
nghiªn cøu t×m kh¶ n¨ng ph©n t¸ch chóng theo 
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kÝch th−íc b»ng ph−¬ng ph¸p s¾c ký sµng läc ph©n 
tö trªn cét víi chÊt mang lµ Superdex 200 vµ 75.  

a. KÕt qu¶ s¾c ký sµng läc ph©n tö trªn cét 
Superdex 200 (S-200) 

S¾c ký sµng läc ph©n tö ®· ®−îc tiÕn hµnh

víi 3 l−îng näc r¾n kh¸c nhau lµ 12; 25 vµ 50 
mg (pha trong 1-1,5 ml dung dÞch ®Öm xitrat 
natri 10 mM, pH = 5,25), mçi ph©n ®o¹n thu víi 
thÓ tÝch 1 - 1,5 ml. S¾c ký ®å nhËn ®−îc sau khi 
ch¹y s¾c ký víi 25 mg näc r¾n ®«ng kh« ®−îc 
biÓu diÔn trªn h×nh 4.  
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H×nh 4. S¾c ký ®å cña chÕ phÈm näc r¾n hæ mang ®«ng kh« nhËn ®−îc trªn cét Superdex 200  

(∅1 × 60 cm). A. Ho¹t tÝnh Rnaza, OD260; Pr. Hµm l−îng protein, OD280; V. ThÓ tÝch ra khái cét, ml 

 

KÕt qu¶ s¾c ký víi c¸c l−îng näc r¾n kh¸c nhau ®−îc tãm t¾t trong b¶ng 1. 

B¶ng 1 

Ph©n bè ho¹t tÝnh RNaza gi÷a c¸c ®Ønh enzim (%) tõ kÕt qu¶ ch¹y s¾c ký trªn cét S-200 
víi c¸c l−îng näc r¾n hæ mang chóa kh¸c nhau 

% ho¹t tÝnh cña c¸c ®Ønh enzim 
L−îng näc r¾n cho lªn cét s¾c ký 

§Ønh 1 §Ønh 2 §Ønh 3 

50 mg 10,8 31,8 48,4 

25 mg 8,6 33,1 58,5 

12 mg 2,7 21,3 76,0 

 
KÕt qu¶ ch¹y s¾c ký trªn cét S-200 cho thÊy 

protein cña näc r¾n hæ mang chóa ®−îc ph©n 
t¸ch ra thµnh 3-4 ®Ønh, cßn RNaza - ph©n t¸ch ra 
®−îc thµnh 3 ®Ønh, trong ®ã cã 2 ®Ønh chÝnh (E2 
vµ E3) gÇn trïng víi 2 ®Ønh protein lín vµ 1 
®Ønh phô (E1) n»m trong vïng 2 ®Ønh protein 
nhá. Khi t¨ng l−îng näc r¾n ®−îc sö dông cho 
ch¹y s¾c ký tõ 12 lªn 50 mg, tØ lÖ % ho¹t tÝnh 
cña ®Ønh chÝnh E3 gi¶m tõ 76% xuèng 48,4%, 
trong khi ®ã ho¹t tÝnh cña ®Ønh phô E1 l¹i t¨ng 
tõ 2,7% lªn 10,8%, cßn tØ lÖ % ho¹t tÝnh enzim 
cña ®Ønh chÝnh E2 biÕn ®æi kh«ng nhiÒu  
(b¶ng 1). 

b. KÕt qu¶ s¾c ký sµng läc ph©n tö trªn cét víi 
Superdex 75 (S-75) 

§Ó t×m hiÓu râ h¬n kh¶ n¨ng ph©n t¸ch 
RNaza trong näc r¾n hæ mang chóa b»ng 
ph−¬ng ph¸p s¾c ký sµng läc ph©n tö, chóng t«i 
®· sö dông chÊt mang S-75 (cã ®é ph©n gi¶i 
protein tèi −u tõ 3 000 - 70 000 Da, hÑp h¬n so 
víi S-200). Qu¸ tr×nh s¾c ký trªn chÊt mang nµy 
còng ®−îc tiÕn hµnh nh− víi chÊt mang S-200. 
KÕt qu¶ ch¹y s¾c ký víi 20 mg näc r¾n ®−îc 
tr×nh bµy trªn h×nh 5. 

S¾c ký ®å trªn h×nh 5 cho thÊy, protein cña 
näc r¾n ph©n t¸ch ®−îc thµnh 5 ®Ønh riªng biÖt, 
vµ RNaza t¸ch ®−îc thµnh 4 ®Ønh (trïng víi 4 
®Ønh protein ®Çu), víi thÓ tÝch ra khái cét t−¬ng 
øng lµ 21,3; 31,3; 38,3 vµ 45,3 ml vµ ph©n bè 
ho¹t tÝnh gi÷a c¸c ®Ønh RNaza nµy lµ 4,4; 23,8; 
55,4 vµ 16,4%. 
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H×nh 5. S¾c ký ®å cña chÕ phÈm näc r¾n hæ mang chóa ®«ng kh«  

nhËn ®−îc sau s¾c ký trªn cét Superdex 75 (ghi chó nh− trªn h×nh 4) 
 

4. KÕt qu¶ nghiªn cøu sù phô thuéc ho¹t tÝnh 
cña RNaza tõ näc r¾n hæ mang chóa  
vµo pH 

Trong tÊt c¶ c¸c thÝ nghiÖm tr×nh bµy ë c¸c

phÇn trªn, ho¹t tÝnh RNaza ®Òu ®−îc ®o trong 
®Öm glixin 10 mM pH 2,5. Trªn h×nh 6 lµ kÕt 
qu¶ nghiªn cøu mèi phô thuéc ho¹t tÝnh RNaza 
trong c¸c chÕ phÈm enzim kh¸c nhau tõ näc r¾n 
hæ mang chóa. 
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H×nh 6. §å thÞ biÓu diÔn sù phô thuéc ho¹t tÝnh RNaza trong mét sè chÕ phÈm enzim kh¸c nhau tõ 
näc r¾n hæ mang chóa vµo pH, trong ®ã Eo HMC lµ chÕ phÈm enzim nhËn ®−îc khi hßa tan (10 
mg/ml) näc r¾n hæ mang chóa ®«ng kh« trong dung dÞch ®Öm, RNaza II vµ III lµ c¸c chÕ phÈm 
enzim øng víi c¸c ®Ønh RNaza nhËn ®−îc sau s¾c kÝ trªn cét víi c¸c chÊt mang t−¬ng øng. Ho¹t 
tÝnh RNaza ®−îc ®o trong hçn hîp ®Öm Glixin-Xitrat 10 mM.  

 
Tõ c¸c ®å thÞ biÓu diÔn mèi phô thuéc A - 

pH trªn h×nh 6 ta thÊy, RNaza näc r¾n hæ mang 
chóa trong tÊt c¶ c¸c chÕ phÈm enzim kh¸c nhau 
®Òu thÓ hiÖn ho¹t tÝnh xóc t¸c trong vïng gi¸ trÞ 
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pH axit, gièng nhu RNaza trong näc r¾n hæ 
mang [8]. Thèng kª theo tÊt c¶ c¸c lÇn x¸c ®Þnh 
pH tèi −u cña RNaza c¶ trong chÕ phÈm näc r¾n 
hæ mang chóa ®«ng kh« vµ trong c¸c ®Ønh 
RNaza nhËn ®−îc trong c¸c lÇn s¾c ký kh¸c 
nhau, chóng t«i nhËn ®−îc gi¸ trÞ trung b×nh lµ 
pHopt = 2,00 ± 0,25 (víi n = 28).  

Trªn ®©y lµ mét sè kÕt qu¶ s¬ bé nghiªn cøu 
vÒ RNaza trong näc r¾n hæ mang chóa. Tõ c¸c 
kÕt qu¶ nhËn ®−îc chóng ta thÊy RNaza trong 
näc r¾n hæ mang chóa lµ mét enzim rÊt bÒn 
nhiÖt. §©y còng lµ mét tÝnh chÊt chung cña 
nhiÒu enzim thuéc nhãm RNaza. TÝnh chÊt nµy 
cã thÓ ®−îc sö dông trong t¸ch chiÕt vµ lµm s¹ch 
RNaza tõ nguån enzim nµy. KÕt qu¶ ph©n t¸ch 
RNaza b»ng c¸c ph−¬ng ph¸p s¾c ký trao ®æi 
ion cho thÊy ë gi¸ trÞ pH 5,25 c¸c protein cña 
näc r¾n kh¸c biÖt nhau kh«ng nhiÒu vÒ ®iÖn tÝch 
bÒ mÆt, cho nªn chóng ®−îc th«i ra khái c¸c cét 
trao ®æi ion kh«ng thµnh c¸c ®Ønh protein riªng 
biÖt t¸ch ra c¸ch nhau, mµ hÇu hÕt protein trong 
näc r¾n ®Òu tËp trung trong 1 ®Ønh protein lín, 
cã 2 vai dµi víi mét sè ®Ønh nhá vÒ 2 phÝa cña 
®Ønh protein chÝnh nµy. NÕu nh− cét CMC chØ 
ph©n t¸ch ®−îc RNaza trong näc r¾n hæ mang 
chóa thµnh 2 - 3 ®Ønh (d¹ng), th× cét SP l¹i t¸ch 
®−îc tíi 5 ®Ønh (d¹ng) RNaza kh¸c nhau. Tuy 
nhiªn, ®Ønh RNaza thø n¨m l¹i mÊt ho¹t tÝnh 
enzim nhanh (sau 24 h ®o l¹i ®· kh«ng cßn ho¹t 
tÝnh, h×nh 3). MÆt kh¸c, c¸c protein trong näc 
r¾n hæ mang chóa l¹i kh¸c biÖt nhau kh¸ nhiÒu 
vÒ kÝch th−íc ph©n tö: cét S-200 t¸ch ®−îc 4 
®Ønh protein kh¸ râ rµng vµ 3 ®Ønh RNaza; trong 
khi ®ã cét S75 t¸ch ®−îc 5 ®Ønh protein vµ 4 
®Ønh RNaza; c¸c ®Ønh enzim nµy cã vÞ trÝ trïng 
gÇn nh− hoµn toµn víi c¸c ®Ønh protein t−¬ng 
øng, chØ ®Ønh protein thø 5 ra khái cét sau cïng 
øng víi vïng kÝch th−íc ph©n tö rÊt nhá lµ 
kh«ng cã ho¹t tÝnh enzim. Tõ c¸c kÕt qu¶ nµy ta 
thÊy khi s¾c ký ®−îc tiÕn hµnh trong ®Öm xitrat 
10 mM pH 5,25, s¾c ký trªn c¸c cét SP vµ S75 
cho phÐp t¸ch RNaza thµnh c¸c d¹ng ph©n tö 
kh¸c nhau vÒ ®iÖn tÝch vµ kÝch th−íc t−¬ng øng, 
nh−ng hÇu nh− kh«ng lµm s¹ch ®−îc RNaza. §Ó 
sö dông c¸c ph−¬ng ph¸p s¾c ký cho lµm s¹ch 
RNaza tõ näc r¾n hæ mang chóa mét c¸ch hiÖu 
qu¶, cÇn ph¶i tiÕn hµnh c¸c nghiªn cøu tèi −u 
ho¸ ®Ó c¸c ®iÒu kiÖn s¾c ký, cho phÐp t¸ch ®−îc 
RNaza ra khái c¸c protein kh¸c cña näc r¾n. 

Cuèi cïng còng ph¶i nhËn xÐt r»ng, còng nh−

RNaza tõ näc r¾n hæ mang Naja naja, RNaza tõ 
näc r¾n hæ mang chóa Ophiophagus hannah 
còng thÓ hiÖn ho¹t tÝnh xóc t¸c cao nhÊt trong 
vïng axit, víi gi¸ trÞ pHopt = 2,0. Nh− vËy, RNaza 
trong näc r¾n hæ mang vµ hæ mang chóa rÊt 
gièng nhau vÒ c¸c tÝnh chÊt sinh häc vµ xóc t¸c: 
chóng ®Òu cã pHopt trong vïng axit, ®Òu lµ c¸c 
enzim rÊt bÒn nhiÖt vµ tån t¹i ë nhiÒu d¹ng ph©n 
tö kh¸c nhau. §iÒu nµy cã lÏ chØ ra mèi quan hÖ 
hä hµng rÊt gÇn nhau cña 2 loµi r¾n nµy cña n−íc 
ta. Theo mèi phô thuéc ho¹t tÝnh xóc t¸c vµo pH, 
2 loµi r¾n hæ mang nµy cña n−íc ta kh¸c xa rÊt 
nhiÒu c¸c loµi r¾n hæ mang kh¸c còng nh− c¸c 
loµi r¾n kh¸c ®· ®−îc nghiªn cøu trªn thÕ giíi víi 
gi¸ trÞ pHopt > 7.  

III. kÕt luËn 

Tõ c¸c kÕt qu¶ tr×nh bµy trªn ®©y cã thÓ kÕt 
luËn nh− sau: RNaza trong näc r¾n hæ mang 
chóa ViÖt Nam lµ enzim rÊt bÒn nhiÖt, thÓ hiÖn 
ho¹t tÝnh xóc t¸c cao nhÊt trong vïng axit víi 
gi¸ trÞ pHopt = 2,00 ± 0,25 vµ cã Ýt nhÊt 4 d¹ng 
ph©n tö kh¸c nhau vÒ kÝch th−íc vµ ®iÖn tÝch  
bÒ mÆt. 
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The results of studies on ribonuclease 
from king cobra venom (Ophiophagus hannah) 

 
Nguyen Van Thiet 

 

Summary 
 

In this paper Ribonuclease (RNase) from Vietnam king cobra (Ophiophagus hannah) venom was 
characterized in detail by ion-exchange chromatographic methods and its some properties were studied. It 
seems that king cobra venom RNase is very thermostable: treatment by heating enzyme solutions (in a water 
bath) for 5 min at temperature from 70oC to 100oC almost does not abolish its activity. The existence of this 
enzyme in multiple molecular forms was confirmed by chromatographic methods, including ion-exchange 
chromatography on columns with CM-cellulose and SP Sepharose 4 Fast Flow and gel-filtration on columns 
with Superdex 200 and Superdex 75. These methods have revealed at least 4 molecular forms of this enzyme 
differing in net charge and 4 forms differing in molecular size. The enzyme is the most active in the pH range 
of 1.5 - 4.0 and its pH optimum is about 2.00 ± 0.25 in glycine or in mix glycine-citrate (in a ratio 1: 1) 
buffers. These properties of RNase from Vietnam king cobra venom is very similar to those ones of the 
enzyme from Vietnam cobra venom.  
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